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RESUMEN

En este trabajo de tesis se presentan los resultados obtenidos durante la
optimizacion de la produccién de eritropoyetina humana recombinante (rhEPQ) en cultivo de
células animales. El proceso de optimizacion se abordé desde tres aspectos diferentes: la
obtencién y seleccion de un nuevo clon productor, el estudio del efecto de nuevos aditivos y
variables fisicoquimicas (particularmente, la osmolalidad del medio) sobre el crecimiento, la
productividad y el patrén de isoformas producidas por el clon seleccionado, y finalmente, el
diseno racional de dos medios de cultivos que permiten obtener una molécula de rhEPO de
alta calidad glicosidica.

Inicialmente se clonaron lineas celulares recombinantes productoras de rhEPO,
analizandose los pardmetros metabdlicos de los clones obtenidos, a partir de los cuales se
escogieron dos de ellos. Estos clones fueron adaptados a crecer en suspension en frascos
agitados tipo spinner, en un medio de cultivo de bajo contenido de suero y en un medio libre
de proteinas. Se estudié ademas el efecto que ejercen sobre el metabolismo celular
diferentes metodologias de adaptacion a suspension, concentraciones de suero y sistemas
de cultivo (adherencia o suspensién). Se seleccion6 el clon B1A2 como clon productor a ser

utilizado en las experiencias siguientes.

Posteriormente se evalud, mediante un disefo factorial, la influencia de la adicion
al medio de cultivo de aminoazucares que forman parte de las cadenas hidrocarbonadas de
la rhEPO, asi como de la acumulacién del ion amonio en el sobrenadante, estableciéndose
el grado de sensibilidad del clon productor frente a esta ultima especie. Dentro de este
conjunto de experiencias se estudié también el efecto de la osmolalidad sobre el
crecimiento, la productividad y el patrén de glicosilacion, mediante el cultivo del clon
productor en medios hipo-, iso- e hiperosmolales. Se determiné asi que la actividad bioldgica
de la molécula de rhEPO producida varia en forma inversamente proporcional a la
osmolalidad del medio.

Utilizando un disefio experimental de mezclas cruzadas con limitaciones, acoplado
a un analisis multivariado de las respuestas - en primer lugar mediante la metodologia de
superficies de respuesta y, posteriormente, mediante la aplicacion de redes neuronales
artificiales - seguido de un proceso de optimizacién, se procedié a disefiar dos medios de
cultivo con el objetivo de optimizar la produccién de rhEPO. Estos medios fueron utilizados
durante el cultivo del clon productor en un biorreactor tipo tanque agitado, con aireacion libre
de burbujas, en modo continuo con perfusién, cumpliéndose el objetivo de obtener una
molécula de rhEPO de alta calidad glicosidica. Merece destacarse que la aplicacion de estas
metodologias analiticas resulté novedosa en el area de la produccién de proteinas

recombinantes en cultivos de células de mamiferos.
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SUMMARY

In this thesis report, results obtained during the production of recombinant human
erythropoietin (rhEPQO) by means of animal cell culture are presented. The optimization
process was developed following three different approaches: obtainment and selection of a
new clone, study of the effect of new additives and physicochemical variables (particularly,
medium osmolality) on growth, productivity and isoform pattern, and finally, rational design of
two culture media in which highly glycosylated rhEPO molecules are obtained.

Firstly, recombinant cell lines producing rhEPO were cloned. Metabolic parameters
of the obtained clones were analyzed and two of them were selected. These clones were
adapted to grow in suspension mode using spinner flasks, in low-serum-content medium and
in protein-free medium. The effect of different methodologies for adapting cells to suspension
growth, as well as different serum concentrations and culture systems (adherent or
suspension) were studied. Clone B1A2 was selected to perform the following experiments.

The addition of two aminosugars, which are part of the hydrocarbonated chains of
rhEPQO, as well as the effect of the accumulation of the ammonium ion in the supernatant
were evaluated. The sensitivity of the clone B1A2 to ammonium was established. As part of
this set of experiments, the influence of osmolality on growth, productivity and glycoform
pattern was determined by culturing this clone in hypo-, iso- and hyperosmolal media. It was
found that the biological activity of rhEPO varies linearly with medium osmolality.

Two culture media which improve rhEPO production were designed using a
constrained crossed-mixture experimental design, followed by multivariate analysis of
responses: firstly, through response surface methodology, and later, by artificial neural
networks, coupled to an optimization process. The formulated media were used for
cultivating the selected clone in a stirred tank bioreactor with bubble-free aeration, in
continuous mode by media perfusion, accomplishing the pursued goal, a highly glycosylated
molecule. It should be remarked that this analytical approach was used for the first time in
the area of production of recombinant proteins in mammalian cell cultures.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de farmacos proteicos recombinantes para ser utilizados en terapias
de reemplazo o para incrementar los niveles de ciertas proteinas naturales en el tratamiento
de numerosas patologias constituye una de de las principales aplicaciones de la
biotecnologia moderna a la salud humana (Savage, 1997). La optimizacion de la produccion
de biofarmacos en lineas celulares animales en cultivo se ha convertido en un area clave de
investigacion. Estos productos representan actualmente un segmento importante del

mercado farmacéutico mundial.

La optimizacion de un proceso de produccién de una glicoproteina recombinante,
desde el punto de vista del cultivo de las células de mamifero productoras, puede llevarse a
cabo modificando los siguientes aspectos:

1.1. EL CLON PRODUCTOR

Si la linea celular elegida no satisface los requerimientos exigidos para la
produccion de la proteina de interés podria ser necesario utilizar una linea celular diferente.
Una mejor opcidn puede ser seleccionar otro clon de la misma linea celular, que presente
mejores parametros de crecimiento, demuestre mayor productividad y/o produzca una
molécula de mejor calidad glicosidica. Por otra parte, y a pesar de que se trata de una
alternativa mas compleja, es factible realizar modificaciones genéticas al clon utilizado que
mejoren estas caracteristicas, como por ejemplo insertar genes que codifican para enzimas
con actividad glicosiltransferasa o sialiltransferasa (para mejorar la glicosilacion), enzimas
qgue conecten la via glicolitica con el ciclo de los acidos tricarboxilicos (con el fin de mejorar
el rendimiento energético de la glucosa), enzimas para la sintesis de nutrientes (como la
glutamina sintetasa) u otras que optimicen el metabolismo celular.

1.2, EL SISTEMA DE CULTIVO

Es posible aumentar la productividad celular mediante la utilizacion de un sistema
de cultivo mas eficiente, sustituyendo por ejemplo los cultivos en adherencia por el cultivo en
suspension en biorreactores, u optando por cultivo continuo en lugar de cultivo en modo
batch. Una vez definido el sistema a utilizar, pueden ajustarse las variables de proceso
- como por ejemplo la velocidad de agitacion, pH, nivel de pO,, temperatura, nivel de pCOs -,
con el objetivo de elevar el crecimiento y la productividad celulares.



Introduccion 3

1.3. EL MEDIO DE CULTIVO

Las células de mamifero poseen complejos requerimientos nutricionales, que
varian entre las diferentes lineas celulares. Por esta razon, el disefio de un medio de cultivo
especifico para el clon productor de la glicoproteina de interés en estudio que maximice su
crecimiento, optimice sus flujos metabdlicos, aumente la productividad especifica de la
proteina y permita obtener una molécula altamente glicosilada, resulta una alternativa

atractiva durante la optimizacion del proceso productivo.

En este trabajo de tesis se abordaron los tres aspectos mencionados, desde un
enfoque eminentemente tecnol6gico. En primer lugar, se seleccion6 y estudié un nuevo clon
productor de eritropoyetina humana recombinante (rhEPO), obtenido a partir de una linea de
células CHO, que fue adaptado al crecimiento en suspensién con el fin de utilizarlo en el
proceso productivo de la rhEPO llevado a cabo en un sistema de cultivo continuo en
perfusién en un biorreactor de agitacion. Se evalu6 también el efecto de diferentes aditivos
sobre el crecimiento celular y la calidad glicosidica de la hormona, para finalmente disefar
un medio de cultivo libre de proteinas a ser empleado en la produccion industrial de la
glicoproteina, como sustituto del medio de cultivo actualmente utilizado, el cual requiere la

adicién de suero fetal bovino.

1.4. CELULAS DE MAMIFEROS UTILIZADAS PARA LA EXPRESION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS. CARACTERISTICAS.

Gracias a su habilidad de realizar complejas modificaciones pos-traduccionales, las
células de mamifero se emplean cada vez mas frecuentemente en la produccién de
proteinas de uso terapéutico y diagnéstico. Las modificaciones pos-traduccionales incluyen
una serie de reacciones como, por ejemplo, la formacion o la ruptura de enlaces covalentes,
proceso por el cual una cadena polipeptidica recientemente sintetizada se convierte en una
proteina funcional (Han y Martinage 1991; 1992; 1993). A pesar de que actualmente se
conoce un gran numero de modificaciones pos-traduccionales, una de las que sin duda
despierta mayor interés para los biotecnélogos que emplean células de mamiferos como
sistema de expresion es la glicosilacion. Las células de mamiferos poseen una maquinaria
enzimatica que les permite secretar proteinas recombinantes cuya glicosilacion es similar a
la humana (Lamotte y col., 1997; Chu y Robinson, 2001), lo que las convierte en Unicas
hospederas aceptables para la expresiéon de glicoproteinas cuya funcionalidad se encuentra
estrechamente relacionada con la presencia y composicion de sus cadenas

hidrocarbonadas.
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En la produccién industrial de proteinas recombinantes para uso terapéutico se
utiliza actualmente un bajo numero de lineas celulares de mamifero. Las mas extensamente
utilizadas son las lineas celulares CHO (Chinese Hamster Ovary, células de ovario de
hamster chino) y BHK (Baby Hamster Kidney, células de riidn de cria de hamster) (Hauser,
1997; Savage, 1997; Baker y col., 2001). Estas células presentan caracteristicas que las
hacen aptas para su empleo en procesos a escala industrial (Tabla I). Esto se debe a las
exigencias de los organismos reguladores y de control, ya que una vez que una linea celular
es considerada segura resulta mas sencillo lograr la aprobaciéon de nuevos procesos cuando
en éstos se emplea alguna de estas lineas.

Las células CHO fueron cultivadas por primera vez por Puck y col. (1958) a partir
de la biopsia de un ovario de una hembra de hadmster chino. De estas células originales
varios investigadores han clonado sub-lineas con varias deficiencias, lo que ha permitido su

utilizacion en diferentes procesos para la expresion de proteinas recombinantes.

Tabla I: Propiedades de las lineas celulares utilizadas en la produccion de proteinas
recombinantes (adaptado de Hauser, 1997).

Propiedad Ejemplo

Procesamiento transcripcional y pos-transcripcional,

Expresion eficiente de genes heterdlogos . . . 2
sintesis de proteinas, secrecion
Modificaciones pos-traduccionales Plegamiento de proteinas, glicosilacion, fosforilacion

Estab,lhdad de la expresién de genes Estabilidad cromosémica
heterélogos

Agentes adventicios Ausencia de virus, micoplasmas
Requerimientos de cultivo Suero, factores de crecimiento, nutrientes

. ) Crecimiento en alta densidad, resistencia a fuerzas de
Propiedades productivas corte, adaptacioén a suspensién, alta productividad

La linea celular CHO es actualmente una de las mas utilizadas para la expresion
de glicoproteinas recombinantes humanas (Yang y Butler, 2000a; Yoon y col., 2005; Restelli
y col., 2006), debido a que las enzimas que glicosilan son similares a aquéllas encontradas
en lineas celulares humanas (Lee y col., 1989; Jenkins y Curling, 1994). En ellas se han
expresado proteinas recombinantes tales como la EPO, la hormona foliculo estimulante
(FSH), los Factores VIl y IX, los interferones beta y gamma (IFN-B e IFN-y), la glicoproteina
de la envoltura del HIV (HIV1-gp120), el activador tisular del plasminégeno (t-PA), la
glicoproteina HSV-gB2 del virus Herpex simplex, la hormona paratifoidea, el antigeno de
superficie de la hepatitis B, los factores de crecimiento transformantes alfa y beta (TGF-a y
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TGF-B), entre otras proteinas (Clough, 1998). Estas células estan muy bien caracterizadas,
son relativamente estables, son capaces de expresar proteinas heterdlogas en altos niveles,
realizan un procesamiento pos-traduccional similar al de la proteina nativa y pueden crecer

en cultivo tanto en forma adherente como en suspension.

En lo que se refiere a la bioseguridad asociada al uso de estas células, Weibe y
col. (1989) analizaron 44 virus patogénicos para humanos, de los cuales solamente los virus
parainfluenza 1, 2 y 3, paperas, y REO 1,2 y 3 mostraron signos de haber infectado las
células en estudio. Las células CHO no fueron infectadas por virus de alto riesgo para la
salud como por ejemplo HIV, hepatitis B o poliomielitis, por lo que la probabilidad de que
estos virus se encuentren asociados a la proteina producida en estas células es
extremadamente baja.

Las células CHO dhfr se caracterizan por carecer de la enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR), por lo que proveen un sistema de expresion que les permiten ser
cotransfectadas con un plasmido que contenga el gen de una proteina particular junto con el
gen de esta enzima (Urlaub y col., 1986). Este gen se amplifica usando metotrexato (un
analogo del folato que inhibe a la DHFR), lo que también amplifica al gen cotransfectado de
interés que se encuentra flanqueando al gen DHFR. Las células CHO dhfr requieren
hipoxantina y timidina, asi como los aminoacidos glicina y prolina para su crecimiento.
Particularmente para estas células, una alta secrecion de alanina al medio de cultivo como
forma de detoxificacion del amonio generado intracelularmente resulta perjudicial, debido a
que la alanina es un inhibidor competitivo del transportador de prolina (Altamirano y col.,
2006b).

Las células CHO expresan constitutivamente el gen de la glutamina sintetasa, por
lo que pueden ser adaptadas a crecer en medios de cultivo con contenido reducido o nulo
de este aminoacido, hecho que permite la optimizacion de medios de cultivo tendiente a
reducir la acumulacion de subproductos toxicos como el amonio (Neermann y Wagner,
1996; Christie y Butler, 1994; Butler y Christie, 1994; Hansen y Emborg, 1994; Kurano y col.,
1990). La fuente de carbono mas frecuentemente utilizada para el cultivo de esta linea es la
glucosa. En el caso de que se requiera sustituirla por otra molécula, ésta debe ser también
una hexosa, ya que las células CHO en general no son capaces de realizar la
gluconeogénesis (Neermann y Wagner, 1996; Altamirano y col., 2000). El ingreso de estos
azucares a la via glicolitica debe ser, consecuentemente, antes del paso de formacion de
6-fosfogluconato, derivado de la glucosa-6-fosfato, la cual conecta la via glicolitica con el
ciclo de las pentosas fosfato, esencial para la sintesis de acidos nucleicos.

Esta linea celular carece de la enzima funcional a2,6-sialiltransferasa, que adiciona
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las moléculas de acido sialico terminal a la cadena de oligosacaridos en una union tipo a2,6.
Esta union es la que mas comunmente esta presente en las glicoproteinas séricas humanas
(Schenkle y col., 1997). Debido a esto, el acido sialico terminal es adicionado
exclusivamente en la posicién a2,3- (Savage, 1997; Paulson y col., 1991). Se han obtenido,
sin embargo, proteinas con un mayor contenido de &acido sidlico terminal mediante la
transfeccion de las células CHO con glicosiltranferasas (Paulson y col., 1991),
sialiltransferasas (Schenkle y col., 1997; Fukuta y col., 2000) o con el transportador
especifico para el &cido sidlico acoplado a citidin monofosfato (CMP-NeuNAc, Wong y col.,
2006).

Las células CHO son incapaces, asimismo, de sulfatar los residuos de
N-acetilgalactosamina (GalNAc), los que son un motivo comun a ciertas glicoproteinas,
regulando su clearance in vivo. Se han aislado, sin embargo, mutantes de esta linea con
diferentes caracteristicas de glicosilacion que permiten la expresién de glicoproteinas con
una minima heterogeneidad y similares a las proteinas nativas (Jenkins y Curling, 1994).

1.5. METABOLISMO DE LAS LINEAS CELULARES CONTINUAS DE MAMIFERO (LCCMm)

La mayoria de los componentes del medio de cultivo influyen en la cinética celular,
regulando las actividades intracelulares y favoreciendo ciertas vias metabdlicas en
detrimento de otras. Debido a que las LCCm derivan de diferentes especies y diferentes
o6rganos —con funciones muy disimiles entre si-, aquéllas presentan comportamientos
metabdlicos, principalmente enzimaticos, muy variables (Schneider y col., 1996). Por esta
razén se ha descrito que las concentraciones Optimas de glucosa, glutamina y otros
nutrientes varian segun la linea celular, y el sistema de cultivo empleado, y deben ser
estudiadas en cada caso (Ryu y Lee, 1997). Es posible, sin embargo, encontrar
caracteristicas comunes a la mayoria de las lineas celulares empleadas en la produccién
industrial de biofarmacos para las siguientes especies:

1.5.1.  Fuentes de carbono: glucosa, galactosa y manosa

La glucosa es consumida a velocidades muy altas en las lineas celulares continuas
de mamiferos (Donelly y Scheffler, 1976). Neermann y Wagner (1996) estudiaron
comparativamente el metabolismo de la glucosa y la glutamina en células BHK, CHO y
diferentes lineas de hibridomas, determinando que las velocidades especificas de consumo
de glucosa se encontraron siempre cercanas a los valores de actividad especifica de la
hexoquinasa (HK), la cual en las LCCm se encuentra reducida a aproximadamente un 11%
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de su valor original. Esto indicaria que la formacién de glucosa-6-fosfato (Glc-6-P) a partir de
glucosa, catalizada por la HK, es el paso limitante en la glicélisis (Fig. 1).

Ademas de la HK, las enzimas fosfofructoquinasa (PFK) y piruvato quinasa (PyrK)
serian también responsables por el comportamiento metabdlico anormal de las LCCm, como
resultado de un proceso de fosforilacion reversible causado por proteina quinasas
codificadas en uno 0 mas oncogenes activados durante el proceso de establecimiento de las
lineas celulares (Wagner, 1997). La baja actividad de la PyrK conduciria a la acumulacion de
varios intermediarios de la glicdlisis, incluyendo la fructosa-6-fosfato (Frc-6-P), lo que
probablemente resultaria en el quiebre de la regulacion de la PFK. La PFK es normalmente
inhibida por ATP y, por lo tanto, esté en equilibrio con el flujo de piruvato hacia el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) y la consecuente generacion de ATP. Niveles muy altos de
Frc-6-P, sin embargo, anularian el efecto inhibitorio del ATP, perdiéndose la regulacion de la
glicélisis por la PFK.

Debido a la alta velocidad de produccion de ATP a partir de la glicdlisis, la relacion
ATP/ADP en el citosol se incrementa, ocasionando una disminucién de la produccion de
ATP en la mitocondria debido a la reducida concentracion de ADP en ella. Como resultado,
el potencial transmembrana se eleva y la velocidad de la fosforilacion oxidativa disminuye,
en tanto aumenta la relacion NADH/NAD" en la mitocondria (Williamson y Cooper, 1980), lo
gue a su vez originaria un aumento importante de la concentracién de NADH en el citosol.
Sin embargo, la demanda de ATP (originado a partir de la glicélisis) en la célula depende de
la presencia de NAD", el cual es regenerado por la reducciéon de piruvato a lactato. Este
defecto metabdlico explicaria tanto la alta velocidad de oxidacion de la glucosa como la
secrecidon de grandes cantidades de lactato al sobrenadante de cultivo, aun en presencia de
niveles de saturacién de oxigeno (Reitzer y col., 1979).

De esta manera, la glucosa es fundamentalmente metabolizada via glicdlisis: la
mayor parte del esqueleto carbonado de la glucosa fue detectado bajo la forma de lactato,
como consecuencia de los conceptos discutidos anteriormente, indicando una gran pérdida
de la energia disponible proveniente de este azucar (Fitzpatrick y col., 1993; Paredes y col.,
1998; Petch y Butler, 1994), ya que se generan solamente 2 moles de ATP en el proceso de
formaciéon de 2 moles de lactato a partir de 1 mol de glucosa, en lugar de los 36 moles de
ATP obtenidos cuando un mol de este azlcar es oxidado a CO, y H,O mediante la

secuencia:

glicolisis - TCA — fosforilacion oxidativa (1)
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En el trabajo ya mencionado, Neermann y Wagner (1996) establecieron también
que aproximadamente un 8% de la glucosa utilizada era metabolizada a través del ciclo de
las pentosas fosfato (PPC), en tanto 20-30% de ella era destinada a vias diferentes de
éstas. Resultados de otros autores apoyan estos datos: 3% de la glucosa seria destinada al
PPC y solamente 0,2% ingresaria al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) (Fitzpatrick y
col., 1993).

En células CHO y BHK, y probablemente también debido a alteraciones del
metabolismo producidas durante la transformacién de las células, no se ha detectado
actividad de las enzimas que conectan la glicélisis con el TCA (Fig. 1). Estas enzimas son la
piruvato deshidrogenasa (PyrDH), la piruvato carboxilasa (PyrC) y la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPyrCK) (Irani y col., 1999; Neermann y Wagner, 1996). Tampoco fue
posible determinar el ingreso de algun derivado de la glucosa o del piruvato producido hacia
el TCA, lo que indicaria que en las LCCm estas vias metabdlicas estan desvinculadas. Irani
y col. (2002) expresaron el gen de la PyrC de Saccharomyces cerevisiae en células BHK-21,
conectando asi la via glicolitica con el TCA y aumentando la eficiencia de crecimiento celular
y la productividad de la rhEPO expresada por estas células. La desconexién de la gliclisis
con el TCA, asi como una actividad reducida de la lanzadera malato-aspartato que
transporta equivalentes de electrones hacia el interior de la mitocondria, serian las causas
de la acumulacion de lactato en el sobrenadante de cultivo, siendo ésta una via alternativa

para la regeneracién de la forma oxidada NAD".

Se ha reportado que la utilizacion de glucosa como fuente principal de carbono
induce el incremento en la concentracién de UDP-GNAc (azucar-nucle6tidos), que juegan un
papel importante en el control del crecimiento celular y el proceso de glicosilacién (ver
Capitulo 2). En cambio, cuando se emplea galactosa o manosa en sustitucién de la glucosa
no se observa este aumento, probablemente debido a la baja velocidad de sintesis
intracelular de glucosa a partir de estos azucares.

Con el fin de optimizar la produccion y aprovechamiento de la energia celular, se
han utilizado otros azGcares como sustituyentes (totales o parciales) de la glucosa en los
medios de cultivo, particularmente fructosa, galactosa y manosa (Marquis y col., 1996).
Estos azlcares son metabolizados a una velocidad menor, observandose una actividad
reducida de la via glicolitica que provoca un rendimiento menor de Glc-6-P (Reitzer y col.,
1979; Ryll y col., 1994). Este metabolismo reducido produciria menos lactato y un mejor
aprovechamiento energético de la glucosa, ya que la Glc-6-P se derivaria principalmente a
la continuidad de la glicélisis y el PPC (Schneider y col., 1996), en lugar de hacerlo hacia la
sintesis de azucar-nucleétidos. A bajas concentraciones de glucosa, sin embargo, se
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observé un aumento significativo del consumo de glutamina (Martinelle y col., 1998) v,
ademas, cuando la glucosa es sustituida completamente por fructosa o galactosa, la mayor
parte de la energia celular deriva de este aminoacido (Schneider y col., 1996; Altamirano y
col., 2000). Estas hexosas se incorporan en diferentes niveles de la via glicolitica, segun se
presenta en la Fig. 1.

Si bien es posible esperar una velocidad de consumo similar para la glucosa y la
galactosa (ya que ambas ingresan a la glicdlisis a nivel de la glucosa-6-fosfato), se observa
que la velocidad de consumo para la galactosa es significativamente menor que para la
glucosa (Altamirano y col., 2000). Los resultados de Plagemann y col. (1981) mostraron para
varias LCCm que, a pesar de que la galactosa ingresa a través del mismo transportador que
la glucosa, la afinidad de éste por la galactosa es aproximadamente 8 veces menor. En
forma analoga, mientras que la alta afinidad de la hexoquinasa por la glucosa deriva en un
alto flujo glicolitico, la galactosa es fosforilada lentamente, debido a la baja afinidad de la
enzima por este azucar - aproximadamente 20 veces menor que por la glucosa (Delhotal y
col., 1984; Wagner, 1997). Ambos factores — baja velocidad de ingreso al interior de la célula
y baja afinidad de la HK para su fosforilacion — resultan en un metabolismo reducido de esta
hexosa.

En particular, la galactosa se incorpora a la via glicolitica al fosforilarse por la
galactoquinasa y generar galactosa-1-fosfato (Gal-1-P), la cual puede ser transformada a
glucosa-6-fosfato (Glc-6-P), un metabolito que conecta la via catabdlica de oxidacién de la
glucosa con la via anabdlica del PPC. La oxidacion de la galactosa, sin embargo, da un
rendimiento final de 6 moles de ATP por mol de galactosa, en comparaciéon con los 8 moles
obtenidos por mol de glucosa.

Se ha observado en células BHK que la galactosa puede revertir parcialmente el
efecto negativo de la deprivacion de glucosa sobre la glicosilacion de proteinas
recombinantes (Turco, 1980). Por otro lado, Wagner y col. (1991) determinaron que las
células TCL 598 (células de un tumor de rindbn humano), cultivadas sobre microcarriers en
medios de cultivo conteniendo glucosa y galactosa, alcanzaron velocidades de crecimiento y
densidades celulares maximas similares a las del medio control conteniendo exclusivamente
glucosa, observando también que el proceso de muerte celular es mas lento en presencia
de galactosa que de glucosa. Establecieron también que la galactosa fue metabolizada
mucho mas lentamente que la glucosa, y que el metabolismo del lactato, del piruvato y de la
glutamina de estas células crecidas en el medio con galactosa era diferente al observado en
el medio de control.
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indican las enzimas cuya actividad es practicamente nula en las LCCm

Esquema de la via glicolitica en células de mamifero cultivadas in vitro. Las lineas de puntos
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En las células de mamifero, la manosa que compone las cadenas de
oligosacaridos unidas a las proteinas proviene fundamentalmente de la glucosa intracelular
(Fig. 1). Esto se debe probablemente a que, a pesar de ingresar a través de los
transportadores de glucosa, la concentracion de manosa en plasma (30-50 uM) es al menos
100 veces inferior a la concentracion de glucosa, por lo que su transporte resultaria
practicamente inhibido por ésta. No obstante, también podria ingresar mediante un
transportador especifico, aun a bajas concentraciones como se discutira mas adelante. Por
otra parte, la manosa puede ser reconvertida a glucosa siguiendo las etapas:

Man—6—-P — Frc—6—P —> Glc-6—-P (2)

La activacion de la manosa requiere su conversion a manosa-6-fosfato (Man-6-P),
lo que puede ocurrir mediante dos vias: la fosforilacion directa por la HK (Niehues y col.,
1998) o por la interconversiéon de la fructosa-6-fosfato via la fosfomanosa isomerasa (PMI),
la cual conecta la glic6lisis con el proceso de glicosilacién de las proteinas (DeRossi y col.,
2006). La Man-6-P es convertida luego en Man-1-P y ésta, a su vez, en GDP-manosa
(GDP-man), el donor de manosa activada mas importante en las reacciones de glicosilacién.

La deprivacion de glucosa conduce a la sintesis aberrante de los bloques
oligosacaridos-lipidos, y a una disminucién en la glicosilacién de proteinas, asi como la
sintesis de proteinas relacionadas al estrés, como por ejemplo la GRP78 y la GRP94, que
participan del plegamiento de las proteinas en el reticulo endoplasmico (Chapman y col.,
1998; Rush y col., 2000). A pesar de que las bases fisiol6gicas de este fendbmeno aun no
han sido completamente elucidadas, las evidencias apuntan a una deficiencia en la
generacion de manosa para la sintesis de las glicoproteinas (Panneerselvam y Freeze,
1996a).

Panneerselvam y Freeze (1996b) determinaron que el ingreso de manosa a la
célula se realiza a través de dos tipos diferentes de transportadores: en altas
concentraciones de manosa, ésta ingresaria mediante el transportador de glucosa GLUT1
(Gould y col., 1991), en tanto propusieron la existencia de un transportador especifico de
manosa que seria activo aun frente a las bajas concentraciones en que se encuentra este
azucar en plasma. Las experiencias realizadas por estos autores establecieron que este
transportador seria especifico para manosa, y su constante de afinidad se encontraria en el
rango de la concentracion fisiolégica de este azucar en plasma, indicando la posibilidad de
que la manosa aportada en forma exdégena podria suplir una proporcién significativa de la
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manosa utilizada en la sintesis de glicoproteinas. Este transportador, ademas, no es inhibido
por glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, fucosa, fructosa, N-acetilglucosamina, L-manosa o
mio-inositol, y se encontraria en la mayoria de las células de mamifero. En un trabajo
posterior, los mismos autores verificaron que al aportar manosa en concentraciones
fisiologicas a un cultivo de fibroblastos humanos, las células utilizan el transportador
especifico de manosa para proveer la mayor parte de este azucar que es requerido en la
sintesis de glicoproteinas (Panneerselvam y col., 1997).

La manosa puede ser convertida en glucogeno, y en general, a altas
concentraciones (>5 mM) se metaboliza a nivel celular en forma similar a la glucosa
(Dringen y col., 1994). Tradicionalmente se ha considerado que la glucosa provee suficiente
manosa para la biosintesis de glicoproteinas, y que el ingreso de manosa plasmatica no
deberia ser significativo debido a que el exceso de glucosa competiria con ella por el
transportador de hexosas. Los resultados de Panneerselvam y Freeze (1996a; 1996b) y de
Panneerselvam y col. (1997) cuestionan estas afirmaciones, sefialando que la manosa
exogena podria ser un precursor significativo, y hasta preferencial, de la sintesis de
glicoproteinas. Angata y col. (1999), por otra parte, reportaron un aumento de
aproximadamente 50 veces en la sintesis de acido deaminoneuraminico (acido 2-ceto-
3-deoxi-D-glicero-D-galactononénico), un miembro de la familia de los acidos sialicos - junto
con el acido N-acetilneuraminico (NeuNAc) y el acido N-glicolilneuraminico (NeuNGc) - que
se encuentra ampliamente distribuido en las glicoproteinas y glicolipidos animales, cuando
las células productoras son cultivadas en presencia de 20 mM de manosa. De esta forma
comprobaron que la sintesis de novo del acido deaminoneuraminico depende directamente

del contenido de manosa en el medio de cultivo.

1.5.2. Aminoacidos: glutamina, glutamato y asparagina

Numerosos estudios han establecido que las LCCm utilizan la glutamina como
fuente de carbono y nitrdgeno en mayor proporcion que las células normales, obteniendo
entre 30% y hasta 98% de la energia celular a partir de ella (Neermann y Wagner, 1996;
Fitzpatrick y col., 1993; Reitzer y col., 1979; Zielke y col., 1984). Se ha demostrado
asimismo que la glicolisis se encuentra estrechamente relacionada con la glutamindlisis,
observandose que una disminucion en los niveles de esta hexosa induce un incremento en
la utilizacion de la glutamina (Sumbilla y col., 1981; Cruz y col., 1998), mientras que, por el
contrario, una baja concentracion de este aminoacido induce una reduccion en la velocidad
de consumo de la glucosa (Vriezen y col., 1997). La adicién de glutamina, sin embargo, no
restaura la normal glicosilacion de proteinas producidas en cultivos celulares en los que la

glucosa ha sido depletada, como tampoco lo hace el piruvato (Gershman y Robbins, 1981;
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Turco, 1980; Baumann y Jahreis, 1983). Ademas se ha demostrado que en cultivos en
quimiostato las células cultivadas en medios con alta concentracion de glucosa y glutamina
presentan velocidades de consumo de estas especies mucho mas altas que las
estrictamente requeridas para su metabolismo (Sanfeliu y col., 1997).

La glutamina interviene en la biosintesis de purinas, pirimidinas y aminoazucares,
entre otros metabolitos. El catabolismo de la glutamina tiene lugar principalmente en la
matriz mitocondrial, con la remocion inicial del grupo amido para dar glutamato y amonio, en
una reaccion catalizada por la glutaminasa. El grupo amido liberado puede utilizarse como
donor del grupo amino para ciertas enzimas biosintéticas (especialmente de las vias
biosintéticas de purinas y pirimidinas, y aminoazlcares activados), aunque estas reacciones
ocurren en baja proporcion. El segundo paso es la remocién del grupo a-amino del
glutamato generado, para dar a-cetoglutarato. Esta reaccién puede ser catalizada por la
glutamato deshidrogenasa (GDH) - resultando en la liberacion de una segunda molécula de
amonio - 0 via una aminotransferasa, que transfiere el grupo amino a un a-cetoacido,
generalmente piruvato u oxaloacetato, para formar alanina o aspartato, respectivamente. La
glutamina también puede generar a-cetoglutarato mediante una reaccién de transaminacién
via la glutdmico-pirtvico transaminasa (Kurano y col., 1990), el cual ingresa finalmente al
TCA.

Estas reacciones permiten la generacion de suficientes equivalentes reducidos y
ATP, a través de diferentes vias metabdlicas (Fig. 2), cada una de las cuales produce
diferentes cantidades de energia. La oxidacion completa de la glutamina produce 24 a
27 moles de ATP por mol de glutamina, en tanto que la generacién de lactato, alanina o
aspartato como productos finales rinde 9 moles de ATP por mol de glutamina, bajo la forma
de diferentes cantidades de ATP o de NADH (Glacken, 1988; Haggstrom, 1991). La
generacion de los diferentes productos tiene distintas consecuencias sobre la célula: en
tanto la acumulacién de lactato inhibe el crecimiento celular, el aspartato no lo hace
(Glacken, 1988). La alanina secretada al medio como consecuencia de la glutamindlisis, por
otra parte, puede ser re-metabolizada por las células si la concentracion de glutamina es
inferior a 1,5 mM (Wagner y col., 1988). La proporcion de ATP derivado de la oxidacién de la
glutamina varia entre las lineas celulares, y depende de las condiciones del entorno celular
(Wagner, 1997).

Con el objetivo de disminuir la formacion de amonio, un subproducto téxico del
metabolismo celular que se genera a partir de la glutamina y se acumula en los cultivos de
LCCm, se ha utilizado glutamato (Butler y Christie, 1994; Altamirano y col., 2001a, 2001b,
2004), y asparagina (Kurano y col., 1990), entre varias otras especies, como sustitutos de la
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Fig. 2: Esquema de la glutamindlisis: incorporacién de la glutamina al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) en células de mamifero cultivadas in vitro.

glutamina. Esta sustitucién es factible, ya que los resultados obtenidos por Street y col.
(1993) mostraron una alta actividad de la glutamina sintetasa en células CHO cuando éstas

eran cultivadas en ausencia de glutamina.

La flexibilidad del metabolismo celular se verifica al observar que, ademéas de
utilizar el glutamato como precursor de la sintesis de otros aminoacidos, las células de
mamifero pueden sintetizar glutamato, el cual se acumula en el sobrenadante a lo largo del
tiempo de cultivo (Miller y Blanch, 1991; Reitzer y col., 1979). En experimentos en los que se
adicion6 amonio marcado radioactivamente al cultivo de células CHO en presencia de
glutamina, se observé que parte del nitrégeno se incorporaba a glutamato y alanina,
indicando la formacién de glutamato a partir de amonio y a-cetoglutarato, en una reaccion
catalizada por la GDH (Street y col., 1993).

Mediante la utilizacion de inhibidores especificos de la glutaminasa y de
transaminasas, otros autores demostraron, por otro lado, que el glutamato producido por la
hidrélisis de la glutamina es principalmente catabolizado via transaminacion, mas que por la
via de la glutamato deshidrogenasa, la cual es el principal camino metabdlico seguido por
este aminoacido en mitocondrias de células normales (Matsuno y col., 1986). Los
experimentos de Street y col. (1993) con marcacion radioactiva, confirman estas
observaciones, ya que estos autores observaron que 35%-50% de la alanina presente en el
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medio de cultivo provenia de la transaminacion del glutamato, indicando que éste es
metabolizado preferencialmente por transaminacién antes que por la desaminacién oxidativa
catalizada por la GDH. La actividad de esta enzima podria estar asi regulada por la
concentracion de amonio del medio (Schneider y col., 1996). Se ha demostrado, por otro
lado, que la actividad de la GDH esta regulada alostéricamente por GDP y ADP: la inhibicién
de su actividad frente a altas concentraciones de ATP y GTP indica que esta enzima es
activada cuando la célula requiere de aminoécidos o moléculas similares para la produccién
de energia, como por ejemplo glutamina, prolina y ornitina, las cuales se obtienen a partir
del glutamato (Doverskog y col., 1997). Cuando se cultivaron células CHO en un medio de
cultivo en el cual la glutamina fue sustituida por glutamato, y en condiciones de baja
concentracion de glucosa, se verificd que la mayor parte del ATP producido a partir del
metabolismo del glutamato (78%-94%) era generado por la desaminacién de éste a
a-cetoglutarato (reaccion de oxidacion catalizada por la GDH, y energéticamente mas
eficiente que la transaminacién), en tanto el resto provenia de la transaminacion del

glutamato a alanina (Altamirano y col., 2001b).

Las ventajas que ofrece el glutamato como sustituto de la glutamina son

fundamentalmente:

e Su estabilidad térmica, que impide su descomposicién espontdnea en el medio de cultivo

con la consecuente generacién de amonio.

e La posibilidad de obtener glutamina, por accion de la glutamina sintetasa, presente en
varias lineas celulares incluyendo las células CHO.

e La presencia de un Unico grupo amino, lo que le da un caracter menos amoniogénico que

la glutamina.

Esta sustitucion, sin embargo, puede requerir de un tiempo de adaptacion de las
células al crecimiento en medios de cultivo libres de glutamina, durante el cual se
incrementa la actividad de la glutamina sintetasa y la velocidad de transporte del glutamato
(Butler y Christie, 1994; Christie y Butler, 1999), o puede no ser viable, ya que no todas las
lineas celulares pudieron ser adaptadas a crecer en presencia de glutamato en lugar de
glutamina, segun observaron McDermott y Butler (1993). Estos autores propusieron que el
ingreso del glutamato —cuya carga neta dificulta su pasaje a través de las membranas
celulares —, y no la actividad de la glutamina sintetasa, es el responsable por la capacidad

de una determinada linea celular de crecer en un medio libre de glutamina.

Las experiencias de Christie y Butler (1999) mostraron que la sustitucion de la
glutamina por glutamato en cultivos de células BHK-21 permitié obtener un medio de cultivo

térmicamente estable, pero inadecuado para mantener una produccion celular equivalente al
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cultivo control. Sin embargo, la suplementacién de este medio con asparagina 3 mM y una
concentracion baja de glutamina (0,5 mM) restauré la capacidad de crecimiento
originalmente observada para estas células, obteniéndose luego de la adaptacion un
aumento en la produccion celular asociada a una disminucion en la acumulacién de amonio,

comparado con el cultivo control con glutamina.

Con respecto a la utilizacion de asparagina, otros estudios han demostrado que
tanto ésta como la glutamina inhiben la actividad glicolitica en células tumorales presentes
en ascitis, a la vez que contribuyen a mantener altos niveles de adenilatos, mediante la
estimulacion de la sintesis de novo de purinas (Gonzalez-Mateos y col.,, 1993). Se ha
reportado también que la deplecion de ambos aminoacidos, glutamina y asparagina, induce
una mayor actividad proteolitica en el sobrenadante de cultivo (Yang y Butler, 2000b).

Por otra parte, Kurano y col. (1990) estudiaron la estabilidad de la glutamina y la
asparagina en medio MEM-a al 10% (v/v) SFB, a 37°C y 5% CO,, determinando que luego
de una semana en estas condiciones, un 6,5% de la asparagina habia desaparecido del
medio (generandose una proporcién igual de aspartato), comparado con el 28,5% de
disminuciéon en la concentracion inicial de glutamina. La aparicion de una cantidad
equivalente de aspartato sugeriria que la asparagina disminuye como consecuencia de la
accion de la asparaginasa presente en el suero fetal bovino. El leve incremento observado
en la concentracion de glutamato indicaria que la glutaminasa del suero seria responsable
solamente por un 10% de la glutamina degradada, y que el resto de este aminoacido se
descompondria térmicamente. Estos resultados indican que la asparagina es estable aun en
presencia de SFB en el medio de cultivo, y en consecuencia, menos amoniogénica que la
glutamina y, por lo tanto, que resulta una alternativa para ser utilizada como sustituyente de

esta Ultima.

Se ha reportado, por otra parte, que numerosas lineas celulares muestran altas
velocidades de consumo de asparagina, entre otros aminoacidos (Miller y Blanch, 1991). Si
bien no es considerado un aminoacido esencial para las células CHO, Castro y col. (1995)
determinaron velocidades de consumo de asparagina muy altas en esta linea celular. Esto
podria deberse a que las células incorporan estos compuestos directamente del medio de
cultivo sin tener que destinar energia metabdlica a su sintesis, lo cual tendria un impacto

beneficioso sobre el crecimiento celular (Altamirano y col., 2006b).

La asparagina ha sido utilizada como agente protector frente al estrés causado por
hiperosmolalidad y acidificacién del pH intracelular debido a una alta presién de CO,,
verificandose que su adicion al medio no incrementa el flujo glicolitico — en consonancia con

los resultados presentados por Gonzéles-Mateos y col. (1993) — y permite mejorar el
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rendimiento celular con respecto al cultivo control con glutamina (deZengotita y col., 2002a).
Las experiencias de Altamirano y col. (2006b) mostraron que la adicion de asparagina al
medio de cultivo, aun en la presencia de glutamina, es necesaria para obtener alta

productividad y calidad biolégica del t-PA producido en células CHO.

1.5.3.  Productos del catabolismo: lactato y amonio

El analisis de flujos metabdlicos en células BHK mostré velocidades de glicdlisis
muy similares a las velocidades de formacion de lactato (Neermann y Wagner, 1996).
Debido a la reducida actividad de las enzimas PEPyrCK, PyrDH y PyrC ya descrita
anteriomente, la produccion de lactato depende entonces del consumo de la glucosa,
indicando que la mayor parte de la energia metabdlica del azicar se desperdicia en este
proceso. A muy bajas concentraciones de glucosa, el rendimiento de ésta en lactato
disminuye sustancialmente, indicando un cambio en el metabolismo hacia un menor

consumo del azucar (Cruz y col., 1998).

Se ha determinado por experiencias con marcacion radioactiva que las lineas
celulares continuas de mamifero producen lactato a partir de otras especies ademas de la
glucosa, como por ejemplo la glutamina. Zielke y col. (1980) demostraron que hasta un 13%
del lactato producido provenia del consumo de este aminoacido. Esto ocurriria a partir de la
conversién (en varias etapas) de la glutamina en malato, en el TCA (Fig. 2), el cual originaria
piruvato mediante la enzima malica tipo Il de localizacién mitocondrial (Sauer y col., 1980).
El piruvato asi producido atravesaria la membrana de la mitocondria, pasando al citosol, en
donde se convertiria en lactato por accién de la lactato deshidrogenasa. Otros estudios, sin
embargo, contradicen esta teoria. En efecto, Moreadith y Lehninger (1984) propusieron que
la enzima madlica tipo Il utiliza preferencialmente malato extramitocondrial para producir

piruvato, el cual origina a su vez lactato luego de pasar al citosol.

Cuando se exceden niveles criticos, el lactato ejerce un efecto perjudicial sobre las
células (Reuveny y col., 1986), particularmente causado por la reduccion — en algunos casos
drastica — del pH del cultivo debido a su condicion de &cido débil. En la Tabla Il se presentan
datos sobre la influencia de diferentes concentraciones de este metabolito sobre el
crecimiento y la productividad celulares. En general, no se observan efectos negativos con
concentraciones inferiores a 20 mM (Miller y col., 1988).

Se ha propuesto la utilizacion de un bajo contenido de glucosa (<1,5 mM) como
estrategia para mantener bajos niveles de lactato en el cultivo (Cruz y col., 1998; Zhou y
col., 1995, Glacken y col., 1986).
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Tabla ll: Influencia de diferentes concentraciones de lactato sobre el crecimiento celular
a pH constante (adaptado de Wagner, 1997).

Concentracion de Productividad

lactato Crecimiento celular celular Referencia
. . Wagner y col., 1988
<20 mM sin efecto sin efecto Miller y col.. 1988
20-40 mM sin efecto inhibida Glacken y col., 1988
40-60 mM levemente inhibido inhibida Glacken y col., 1988
>60 mM inhibido inhibida Glacken y col., 1988

Otro metabolito de gran importancia desde el punto de vista tecnologico es el ion
amonio. La acumulacién de iones amonio durante los cultivos es una de las principales
causas de la inhibicion del crecimiento celular (Newland y col., 1990), si bien diferentes
lineas celulares muestran distintos grados de tolerancia a este ion (Hassell y col., 1991).
Este hecho se debe probablemente a que en las LCCm se expresan diferentes isoenzimas
de la glucosamina-isomerasa, las cuales poseen distintos valores de Ky para el amonio (Ryll
y col., 1994). Diferentes estudios realizados con la misma linea celular también han
presentado resultados dispares, probablemente debido a las condiciones de cultivo y a la
“historia” particular del clon empleado (Schneider y col., 1996).

Se ha establecido que la velocidad de crecimiento y la productividad de las células
animales utilizadas para la produccion de farmacos se reducen cuando este catabolito se
acumula en el sobrenadante de cultivo (Hansen y Emborg, 1994; Backer y col., 1988; Butler
y Spier, 1984; Glacken, 1988; lto y MacLimans, 1981) y que la calidad del producto
sintetizado — particularmente la expresion de carbohidratos y el proceso de sialidacion —,
puede resultar alterada aun en presencia de concentraciones tan bajas como 2 mM
(Andersen y Goochee, 1995; Yang y Butler, 2000a, 2000c; Thorens y Vassalli, 1986; Borys y
col., 1993, 1994). Por ese motivo se han estudiado numerosas opciones para disminuir la
acumulacién de este ion en el sobrenadante de cultivo, ya sea mediante la remocion el

amonio acumulado o la reduccién de su formacion metabdlica.

El amonio acumulado en el sobrenadante de cultivo de células animales proviene
de dos vias diferentes, ambas involucrando la glutamina: una de estas vias resulta de la
descomposicion térmica del aminoécido componente del medio de cultivo, para generar
acido pirrolidén carboxilico y NH; (Ozturk y Palsson, 1990; Trisch y Moore, 1962), en una
reaccion intramolecular tipo Syp, que sigue una cinética de primer orden. El acido pirrolidon
carboxilico generado no es metabolizado, probablemente, y no se verifican efectos tdxicos

asociados al mismo, al menos en las concentraciones que pueden llegar a acumularse
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normalmente en el medio de cultivo. Schneider y col. (1996) presentan una amplia revisién
de la cinética de descomposicion de la glutamina en diferentes medios y condiciones,
relevando datos que indican una vida media de la glutamina entre 3 y 17 dias. La velocidad
de descomposicion de este aminoacido depende de la temperatura y pH del medio, asi
como de la concentracién de SFB (Ozturk y Palsson, 1990), por lo que la extension de esta
reaccion debe ser determinada para cada medio de cultivo en particular y bajo las
condiciones operacionales reales (Schneider y col., 1996).

La segunda via de acumulacién de amonio se deriva del metabolismo de la
glutamina, la cual es desaminada por la glutaminasa para generar glutamato, y la posterior
desaminacién de este Ultimo por accion de la GDH, originando a-cetoglutarato (Fig. 2).

Varios estudios han determinado que concentraciones facilmente alcanzables en
cultivos por lote de células de mamifero (1 a 5 mM de amonio) reducen la velocidad de
crecimiento celular (Butler y Spier, 1984; Ozturk y col., 1992). La sensibilidad a este
metabolito, por otra parte, varia entre las diferentes lineas celulares, dependiendo ademas
de la concentracion de suero, la composicion del medio de cultivo y el sistema de cultivo
empleado (Kurano y col.,, 1990; Gawlitzek y col.,, 1998). El efecto de diferentes
concentraciones alcanzadas en el cultivo sobre el crecimiento y productividad celulares se

resume en la Tabla Ill.

Tabla lll: Influencia de diferentes concentraciones de amonio sobre el crecimiento y
productividad celulares (adaptado de Wagner, 1997).

Concentrat_:ion de Crecimiento Productividad Referencia
amonio celular celular
<2 mM sin efecto sin efecto* Glacken y col., 1988
Glacken y col., 1988
2-5mM inhibido sin efecto” McQueen y Bailey, 1990a
Newland y col., 1990
>5 mM inhibido inhibida Glacken y col., 1988

* Sin considerar posibles alteraciones del perfil de glicosilacion.

Se han propuesto diferentes mecanismos de accién para explicar el efecto tdxico

del amonio sobre el metabolismo celular:

e EI amonio induciria una reduccién del pH intracelular (Goochee y Monica, 1990;
McQueen y Bailey, 1990b; Maoirella, 1992), que alteraria la actividad de enzimas
altamente sensibles al pH, como por ejemplo la PFK.
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e El amonio competiria con los iones potasio para su ingreso a través de la membrana
plasmatica mediante las proteinas transportadoras de potasio, como por ejemplo la
ATPasa dependiente de Na* y K*, lo que originaria un aumento critico de la demanda de
energia para poder mantener los gradientes i6nicos transmembrana (Martinelle vy
Haggstrom, 1993).

e La disminucién de la sintesis de intermediarios del TCA, especialmente a-cetoglutarato a
partir de la desaminaciéon del glutamato, una reaccién altamente influenciada por su
producto, el amonio (Doyle y Butler, 1990).

e El aumento del pool intracelular de azucares activados UDP-GIcNAc y UDP-GalNAc (Ryll
y col., 1994), lo que reduciria la disponibilidad de UTP para otros procesos metabdlicos.

e La disminucién en la eficiencia metabdlica causada por la excrecion forzada de
metabolitos intermediarios potencialmente valiosos, como la alanina, con el fin de

detoxificar el amonio (Schneider y col., 1996).
e La aparicién de un compuesto toxico no determinado (McQueen y Bailey, 1990a).

Es posible que todos ellos afecten en diferente medida al metabolismo celular,
generando las alteraciones observadas.

Se han propuesto asimismo diferentes estrategias para disminuir los niveles de
amonio acumulados en el medio de cultivo, como por ejemplo la utilizaciéon de un bajo
contenido de glutamina (<1,0 mM) (Glacken y col., 1986) o la sustitucion de este aminoacido
por otros compuestos menos amoniogénicos, como glutamato (Butler y Christie, 1994),
asparagina (Hansen y Emborg, 1994; Kurano y col., 1990), piruvato (Genzel y col., 2005) y
dipéptidos como la alanina-glutamina y la glicina-glutamina (Christie y Butler, 1999), con
diferentes resultados. También ha sido evaluada la estrategia de sobreexpresar el gen de la
glutamina sintetasa, por ejemplo por exposicion a la metionina sulfoximina, o introducir
multiples copias de este gen con el fin de obtener una linea celular autotréfica para la
glutamina, eliminando asi la demanda de un aporte exdégeno de este aminoacido vy

disminuyendo consecuentemente la acumulacién extracelular de amonio.

1.6. PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL CULTIVO DE LAS LCCMm

Ciertos parametros fisicoquimicos del cultivo, como el valor de pO., la temperatura,
el pH y la osmolalidad del medio pueden afectar las velocidades de crecimiento y produccién

celulares.
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1.6.1. Oxigeno

Para la mayoria de las lineas celulares el nivel 6ptimo de oxigeno disuelto
(normalmente citado en la bibliografia como dissolved oxygen, DO) se encuentra en el rango
de 25%-50% de saturacion con aire (Dunster y col., 1997; Jan y col., 1997), aunque también
se ha verificado que el crecimiento celular es posible a muy baja tension de oxigeno (Ozturk
y Palsson, 1990). En las células de mamifero, el consumo de O, varia entre 0,04 y
0,6 x 10" mol cél." h™', que son valores muy bajos comparados con los microorganismos
(Tokashiki y Yokoyama, 1997). Sin embargo, a pesar de tratarse de valores menores, la
oxigenacion de cultivos de alta densidad y/o grandes volumenes de suspension celular es
un problema importante en procesos productivos a escala industrial, debido a dos razones.
En primer lugar, la baja solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo (6-7 mg I'" a 37°C), y
por otro lado, por la sensibilidad de las células de mamifero a los esfuerzos de corte, lo que
dificulta el uso de la aireacion directa (burbujeo de aire al medio de cultivo).

Una baja tensidn de oxigeno induce a una mayor utilizacion de la glucosa para la
produccion de energia, lo que incrementa el flujo glicolitico (Ozturk y Palsson, 1990) y puede
afectar el crecimiento y productividad celulares, asi como la glicosilacion de las proteinas
(Restelli y col., 2006). Por otra parte, a altas concentraciones de oxigeno se ve aumentada
la formacién de especies reactivas del mismo —fundamentalmente el ion superéxido y
perdxido de hidrégeno —, que danan las membranas celulares al oxidar sus lipidos, alteran la
actividad enzimatica y atacan tanto las bases como los azlucares de los acidos nucleicos
(Shigenaga y col., 1994), lo que induce un menor crecimiento. A pesar de ello, algunas
células de mamifero han sido adaptadas a condiciones de hiperoxia mediante la induccién
de enzimas antioxidantes (Jan y col., 1997).

La productividad especifica celular también depende de los niveles de DO, si bien
se encuentran en la bibliografia resultados opuestos: la maxima productividad especifica se
observo a concentraciones de DO mas altas (Ogawa y col., 1992), mas bajas (Phillips y col.,
1987) o iguales (Ozturk y Palsson, 1990) que la concentracion éptima para el crecimiento
celular. Esto puede explicarse por las diferencias en los sistemas de enzimas antioxidantes
especificos de cada linea celular, en la composicion del medio de cultivo y el sistema de
cultivo empleado. De igual manera la concentracion de DO puede afectar la glicosilacion de
las proteinas, si bien el grado de este efecto dependerda también de las variables
mencionadas (Kunkel y col., 1998; Chotigeat y col., 1994; Restelli y Butler, 2002).

En particular, Restelli y col. (2006) estudiaron el efecto de la concentracién de DO
sobre la produccién y glicosilacién de la rhEPO producida en células CHO, determinando
que en un amplio rango de concentraciones de DO (3% a 100%) fue posible obtener un
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crecimiento maximo, mientras que la productividad de la proteina se vio reducida en
condiciones de muy baja (3%) o muy alta (200%) tensién de O.. El perfil de glicosilacion de
la rhEPO no se vio significativamente afectado por la concentracién de DO, indicando que la
maquinaria de glicosilacién de esta linea celular en particular es extremadamente tolerante a

los cambios en esta variable.

1.6.2. Temperatura

La temperatura normal de crecimiento de las células de mamifero es de 37°C: en
general, a esta temperatura las células crecen exponencialmente y los valores de consumo
de glucosa y produccién de lactato se incrementan en forma continua. La reduccién de la
temperatura a valores entre 30° y 35°C induce una disminucién de estas velocidades
metabdlicas, pudiendo o no afectar la proliferacion celular (Ducommun y col., 2002; Hendrick
y col., 2001; Yoon y col., 2003a). El efecto beneficioso de una baja temperatura de cultivo
sobre la productividad especifica de las proteinas parece ser, sin embargo, especifico para
cada linea celular en particular, ya que se ha reportado una productividad mayor (Hendrick y
col., 2001; Schatz y col., 2003; Yoon y col., 2003a), menor o igual (Ryll y col., 2000; Yoon y
col., 2003b) a la obtenida cuando las células se cultivan a 37 °C.

Yoon y col. (2005) estudiaron el metabolismo, productividad y patrén de
glicosilacién de la rhEPO producida en modo batch en células CHO a diferentes valores de
pH - 6,85; 7,00; 7,20; 7,40; 7,60 y 7,80 — cuando se cultivan las células a dos temperaturas
diferentes (32,5°C y 37°C). Tanto gq. COMO qi5c disminuyeron al bajar la temperatura, lo que
concuerda con datos reportados con otras lineas CHO (Bollatti Fogolin y col., 2004). Los
valores de velocidad especifica de produccion de esta proteina (qmepo) Y la proporcion de
isoformas acidicas se mantuvieron relativamente constantes a 37°C para todo el espectro de
valores de pH estudiado, mientras que a 32,5°C se verifico una fuerte dependencia de la
amepo con el pH del cultivo, y una proporciéon ligeramente mayor de isoformas acidas,
probablemente debido a una disminucién en la actividad de las glicosidasas presentes en el
sobrenadante.

En otro estudio sobre el efecto de la temperatura en la producciéon de rhEPO en
células CHO se observo que la aplicacion de un shock térmico sobre estas células induce un
aumento en la acumulacién de amonio durante la fase de crecimiento, al mismo tiempo que

una reduccién en la produccién de la glicoproteina (Tsao y col., 1992).

1.6.3. pH

El cultivo de células de mamifero se realiza, idealmente, en un rango de pH entre
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7,0 y 7,2 (deZengotita y col., 2002b). El pH del cultivo es un parametro que debe ser
cuidadosamente monitoreado para asegurar la calidad del producto de interés, ya que se ha
demostrado que puede afectar tanto la velocidad de expresién asi como su glicosilacién
(Borys y col., 1993, 1994; Zanghi y col., 1999). En los cultivos de células de mamifero se
utiliza generalmente el sistema CO3?/HCO3’, mantenido a través de la aplicacién de 5% CO;
al medio de cultivo, como regulador del pH. Se emplea también el buffer HEPES, aunque su
uso es restringido a escala industrial por causa de su alto costo.

La influencia del pH sobre los distintos procesos metabdlicos y su interaccién con
otros factores aun se encuentra en estudio. Se ha demostrado, por ejemplo, que a pH 8 el
amonio causa una significativa inhibicion de la glicosilacion del lactégeno-l placentario
murino producido en células CHO, mientras que a pH 7,2 esta inhibicién es leve (Borys y
col., 1994).

Los resultados obtenidos por Yoon y col. (2005) para la produccion de rhEPO en
células CHO demostraron que el pH afecta significativamente el crecimiento de estas células
(en términos de la velocidad especifica de crecimiento y la densidad celular maxima
alcanzada) asi como la viabilidad del cultivo a las temperaturas estudiadas (32,5°C y 37°C).
Establecieron ademas que qq. Y Qiac; @si como también el rendimiento de lactato a partir de
glucosa (Yiagic), disminuyen al aumentar el pH del medio. Las diferencias encontradas entre
el trabajo de estos autores y los resultados informados por otros (Borys y col., 1993, 1994;
Kurano y col., 1990) sugieren que el pH éptimo para el crecimiento celular y la productividad
especifica varia entre las diferentes lineas de células CHO utilizadas y debe ser optimizado
en cada caso.

1.6.4. Osmolalidad

La osmolalidad es una expresion del numero total de particulas osmoéticamente
activas de soluto disueltas en un kilogramo de solvente puro, y es independiente del tamafo
de la particula, su densidad, configuracion o carga eléctrica. En el caso de los fluidos
biolégicos tanto como los medios de cultivo, el solvente es el agua: 1 mOsm kg™ H,O a 38°C
es equivalente a una presiéon osmaética de 19 mm de mercurio. La expresion mOsm kg’
debe leerse como miliosmoles por kilogramo, encontrandose también en la literatura la

expresion mOs kg

Por ejemplo, en una solucion 1 molal de NaCl teéricamente se encuentran
presentes un mol de iones Na® y un mol de iones CI" por kilogramo de solvente puro.
Estrictamente, una soluciéon 1 molal de NaCl tiene una osmolalidad ligeramente inferior a

2 mOsm kg™, debido a la atraccion mutua residual entre los iones hidratados. El efecto de
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este fendmeno (que se da también entre moléculas no cargadas) varia de forma no lineal en
funcién de la concentracion de soluto, y por esta razén no es valido medir la osmolalidad de
una solucién diluida y multiplicarla por la inversa de la dilucion para obtener la osmolalidad

de la solucion original.

Es posible encontrar en la bibliografia datos sobre el efecto de la osmolalidad en el
crecimiento de las células de mamifero y la produccién de polipéptidos (Ozturk y Palsson,
1991; Garcia-Perez y col., 1989; Miner y col., 1981; Mainwaring y Wayte, 2005). La
osmolalidad 6ptima del medio de cultivo para el crecimiento de células de mamifero oscila
entre 260 y 330 mOsm kg™ (Ozturk y Palsson, 1991; Ryu y Lee, 1997, 1999), y se consigue
mediante la adicién de NaCl u otras especies, generalmente aminoacidos, al medio.

En cultivos de hibridomas se ha observado que el aumento de la osmolalidad del
medio induce la reduccion de la velocidad especifica de crecimiento, en tanto se verifica un
aumento en el proceso de apoptosis, y en las velocidades especificas de consumo de
glutamina y de produccion de anticuerpos (deZengotita y col., 2002b). Este aumento en el
consumo de glutamina, asi como de otros aminodcidos, habia sido previamente observado
por Oh y col. (1995), quienes propusieron que se debe a un mecanismo de defensa celular
para contrarrestar el shock osmético. De acuerdo con los datos reportados, este parametro
no mostré tener un efecto significativo sobre el flujo glicolitico y el pH intracelular. El
incremento en la productividad, por otro lado, coincide con lo indicado por Etcheverry y Ryl
(1998), sobre el efecto que un entorno desfavorable — por ejemplo, la existencia de estrés
osmotico — produce sobre las células.

1.7. GLICOSILACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE USO TERAPEUTICO. FACTORES QUE
LA AFECTAN.

La mayoria de las proteinas secretadas por células de mamifero, incluyendo
muchas proteinas de importancia farmacolégica, son glicoproteinas en su estado natural. El
contenido de carbohidratos varia desde un 3% de su peso (como en la inmunoglobulina G)
hasta mas del 40% (como en la eritropoyetina), y requieren de la glicosilacién para su
completa eficacia in vivo. Aun mas, el perfil terapéutico de un polipéptido administrado
resulta fuertemente influenciado por su glicosilacion. En consecuencia, en el disefio de una
proteina para ser usada en un tratamiento en salud humana es esencial que su estructura
se asemeje en la mayor medida posible a la del producto natural, por lo que resulta
imperioso lograr una correcta glicosilacion. Hasta la fecha, se ha clonado y expresado en
células heterblogas un numero significativo de glicoproteinas de importancia terapéutica, y
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muchos de estos productos estan hoy disponibles comercialmente.

La adicibn de carbohidratos a las proteinas, o glicosilacion, es un evento
co- y pos-traduccional que resulta en la adicibn de cadenas de azucares de longitud y
ramificacién variable a aminoacidos especificos. En contraste con la secuencia de
aminoacidos de la porcidn proteica, las estructuras de carbohidratos son variables, un hecho
conocido como microheterogeneidad. La microheterogeneidad de las glicoproteinas es
consecuencia de que la sintesis de carbohidratos no es dirigida por un modelo o templado
- como si ocurre con la secuencia de aminodacidos —, y refleja la naturaleza diferente y el
variado grado de expresion de las glicosiltransferasas asociados a cada célula hospedera
(Goochee, 1992; Gawlitzek y col., 1998). La glicosilacion, por el contrario, es un proceso
controlado exclusivamente por la célula — se han clonado méas de 25 enzimas con actividad
glicosiltransferasa (Savage, 1997) —, y se ve influenciada por numerosos factores, como se
describira mas adelante.

En las células de mamifero los oligosacaridos se asocian covalentemente a la
proteina mediante dos tipos de unién: la unién tipo N-link, en la cual una molécula de
GlIcNAc se une a un residuo Asn, y la unién tipo O-link, en la cual una molécula de GalNAc,
GlIcNAc, fucosa o xilosa se une a un residuo Ser o Thr. Una determinada proteina expresada
en estas células puede presentar uno o los dos tipos de union de los oligosacaridos. Se ha
estudiado ya la importancia de la glicosilacion en el plegamiento de las proteinas (Helenius,
1994), su ensamblado y exportacion (Varki, 1993; Fiedler y Simmons, 1995), sin que la base
molecular de estos procesos haya sido aun completamente dilucidada (Ermonval y col.,
2000).

Si bien las regiones adyacentes de las uniones tipo O-link son mucho menos
conservadas que las asociadas a las uniones N-link, en las células de mamifero
recombinantes frecuentemente se encuentra un core relativamente constante (Fig. 3a). Los
oligosacaridos N-linked presentan un core pentasacarido (Fig. 3b), el cual se ramifica
mediante la unidon de sucesivas unidades GalB1-4GIcNAc, denominadas unidades
N-acetil-lactosamina, dando origen a estructuras di-, tri-, tetra- o penta-antenarias.

Las cadenas laterales de hidratos de carbono presentes en las glicoproteinas
frecuentemente influyen sobre sus propiedades biogquimicas y biolégicas, como la velocidad
de clearance plasmatico, inmunogenicidad, secrecion, actividad biol6gica, antigenicidad y
sensibilidad a la desnaturalizacién térmica, entre otras (Wittwer y Howard, 1990; Goochee y
Monica, 1990), asi como la interaccion intramolecular entre las porciones de la proteina,
originando su conformacion tridimensional caracteristica (Hart, 1992; Gooche y col., 1991;
Parekh, 1991). Resulta particularmente importante la presencia de la molécula de acido



Introduccion 26

(a)
NeuNAc a2

N

6
3 GalNAc

NeuNAc a2 - 3 Gal B1

(b)

Man a1l

AN

6
3ManB1 -4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn

Man at

Fig.3: Esquema de la glutamindlisis: incorporaciéon de la glutamina al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) en células de mamifero cultivadas in vitro.

sidlico terminal en las cadenas de oligosacéaridos unidas al esqueleto aminoacidico, ya que
se ha demostrado que afecta especialmente la absorcion, la vida media y el clearance en
suero, asi como las propiedades fisicas, quimicas e inmunogénicas de la glicoproteina
(Parekh, 1991; Varki, 1993; Goochee y col., 1991; Kobata, 1992).

Son varias las razones por las que los oligosacaridos realizan todas esas
funciones. En primer lugar, la enorme diversidad de su estructura primaria comparada con la
de péptidos o acidos nucleicos, basada en las diferencias entre los monosacaridos que los
componen y la posicion variable en que pueden ser unidos, sus configuraciones anoméricas,
la formacion de cadenas lineales o ramificadas y la posibilidad de sustitucion con otros
grupos quimicos. Por otro lado, y debido a su localizacion generalmente externa a la cadena
peptidica, se encuentran en una posicién Optima para modular sefales y actuar como

determinantes de reconocimiento.

Tanto el tipo como el grado de glicosilacion de las glicoproteinas producidas por

células de mamifero recombinantes dependen de varios factores:

e La especie animal de la cual proviene la linea celular utilizada para expresar la
glicoproteina (Savage, 1997; James y col., 1995; Goochee y Monica, 1990).

e La linea celular productora, ya que la misma proteina puede presentar diferentes
estructuras en sus sitios de glicosilacién dependiendo de la célula que fue transfectada
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(Nimtz y col., 1993; Goochee, 1992; Goto y col., 1988; Sheeley y col., 1997; Gawlitzek y
col., 1995; Schenkle y col., 1997).

e El sistema de cultivo (Watson y col., 1994; Gawlitzek y col., 1995, 1998; Jenkinsy
Curling, 1994; Schweikart y col., 1999).

e La densidad celular del cultivo (Etcheverry y Ryll, 1998).

e Las modificaciones en el entorno celular ocasionadas por la deplecion de nutrientes y/o la
acumulacion de subproductos durante el tiempo de cultivo (Jenkins y Curling, 1994).

e El contenido de amonio intracelular, ya que puede reducir la sialidacion de oligosacaridos
tanto O- como N-linked por alteracién directa del entorno trans-Golgi (Yang y Buttler,
2000a; Borys y col., 1994).

e El nivel de oxigenacion del cultivo, ya que tanto la hipoxia como la hiperoxia pueden
alterar el perfil de glicosilaciéon de la glicoproteina (Chotigeat y col., 1994; Kunkel y col.,
1998; Restelli y col., 2006).

e La adicién de suplementos al medio de cultivo, como el butirato de sodio (Chotigeat y
col., 1994; Hendrick y col., 2001), Pluronic F-68, EDTA, buffer HEPES, lipoproteinas
(Jenkins y col., 1994), hormonas, vitaminas y antibiéticos, entre otros (Goochee y Monica,
1990).

e La presencia, nivel de expresion y cambios en la actividad de las glicosiltransferasas
concomitantes con el estadio del crecimiento celular pueden afectar el camino de
biosintesis y conducir, por ejemplo, a cambios en el grado de ramificacién durante las
fases de cultivo (Kornfeld y Kornfeld, 1985; Goto y col., 1988).

e La presencia de glicosidasas —fundamentalmente sialidasas — en el sobrenadante de
cultivo (Munzert y col., 1996; Gu y Wang, 1998; Yoon y col., 2005).

e El aumento del pool de azucar-nucleétidos (UDP-GIcNAc y UDP-GalNAc) (Goochee y
Monica, 1990; Pels Rijcken y col., 1995).

e Las variaciones de pH, ya sea del pH extracelular (Borys y col., 1994; Yoon y col., 2005)
o intracelular (Maiorella, 1992; Thorens y Vasalli, 1986; Borys y col., 1993).

e Latemperatura del cultivo (Hearing y col., 1989; Yoon y col., 2005).

e La velocidad de crecimiento celular (Hayter y col., 1993) y la velocidad de expresion de la
glicoproteina (Chotigeat y col., 1994; Etcheverry y Ryll, 1998).

e La presion parcial de diéxido de carbono disuelto (cuyos valores estdn comprendidos

entre 10 mm Hg y 160 mm Hg), cuyo incremento causa el aumento en aproximadamente
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tres veces de la relacién acido N-glicolilneuraminico a 4cido N-acetilneuraminico (Jenkins
y Curling, 1994).

e La osmolalidad del medio de cultivo (Ozturk y Palsson, 1991; Zanghi y col., 1999).

e La deprivacién de glucosa, que conduce a una deplecidén del estado de energia celular,
afecta el paso inicial de la biosintesis de oligosacaridos N-linked originando un menor
grado de glicosilacion de las proteinas recombinantes (Hayter y col., 1993; Tachibana y
Murakami, 1994; Goochee, 1992; Goochee y Monica, 1990).

e La concentracion de glutamina en el medio de cultivo (Glacken y col., 1986).

e La utilizacion de medios de cultivo adicionados de suero, libres de suero y libres de
proteinas (Gawlitzek y col., 1995; Koll y col., 2000).

Como se verificara en este trabajo de tesis, el proceso de glicosilacién es
extremadamente sensible a cambios en la composicién del medio de cultivo, aun frente a

ligeras alteraciones que no afectan el crecimiento y la productividad celulares.

1.8. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de -cultivo utilizados para el crecimiento de las LCCm son
considerablemente mas complejos (en cantidad y calidad de nutrientes) y mas caros que los
empleados en el cultivo de microorganismos. Varios componentes de estos medios son
termosensibles (aminoacidos, vitaminas), lo que afecta directamente los procesos de

esterilizaciéon y almacenamiento de estas soluciones.

Ninguno de los medios disponibles comercialmente son producto de un desarrollo
sistematico similar al utilizado para los medios de cultivo de microorganismos: la utilizacién
de compuestos cuyo rol en el metabolismo celular no ha sido completamente elucidado —y
que por prueba y error se verifican necesarios — puede conducir asi a limitaciones y/o
inhibiciones desconocidas, las que a su vez podrian causar presiones selectivas, resultando
asi en la seleccion de aquellas células dentro de la poblacion que mejor se adapten a estas
condiciones (Leist y col., 1990). A pesar de ello, el efecto de la composicién del medio de
cultivo sobre la produccién de proteinas recombinantes en cultivos de células de mamifero
ha sido extensamente estudiado (Park y col., 1992; Cox y McClure, 1983; Mizutani y col.,
1992; Le Gros y col., 1985; Huang y col., 1991; Reuveny y col., 1986; Dircks y col., 1987;
Sugiura, 1992).

Tradicionalmente se ha utilizado suero de origen animal (suero fetal bovino, suero
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bovino adulto, suero equino) como suplemente del medio de cultivo empleado para el
crecimiento de las células de mamifero cultivadas in vitro. El suero agregado cumple
multiples funciones, tales como el aporte de factores de crecimiento, proteinas carriers,
hormonas, lipidos e inhibidores de proteasas, la uniéon y neutralizacién de toxinas, la
proteccion frente a las fuerzas de corte, el aumento de la capacidad buffer frente a
variaciones leves del medio de cultivo, entre otras (Leist y col, 1990). Este suplemento
puede tener un efecto decisivo sobre el crecimiento y la productividad celulares, asi como
afectar un gran ndmero de funciones metabdlicas, como por ejemplo la glicosilacién de
proteinas. Se ha observado asi que la concentracion 6ptima de suero en el medio de cultivo
para la produccién de proteinas recombinantes puede ser diferente de la concentracion
optima para el crecimiento de las células (Ramirez y Mutharasan, 1990).

Entre las dificultades asociadas al uso de suero animal en los cultivos de células
utilizadas en la produccién de proteinas de uso terapéutico se encuentran:

e Su composicion indefinida.
e Su alto costo.

e Su alto contenido de proteinas, que dificulta y encarece el proceso de purificacién del
producto de interés, e introduce complicaciones técnicas asociadas a la formacién de
espuma (interferencia con filtros, valvulas, bombas, necesidad del uso de

antiespumantes).
e La variabilidad lote a lote.
e El potencial riesgo de la presencia de micoplasmas, virus y otros agente adventicios.

Desde hace varios afnos la FDA (Food and Drug Administration, EEUU, 1997)
alerta sobre la necesidad de la sustitucién de suero en los medios de cultivo utilizados en la
produccion de biofarmacos. Se han utilizado asi numerosos suplementos (tanto en forma
individual como conjunta) con el objetivo de sustituir el suero animal: aloumina (Castro y col.,
1995), insulina (Gebert y Gray, 1995), vitaminas (Altamirano y col., 2006b; Castro y col.,
1992), transferrina (Barnes y Sato, 1980; Glassy y col., 1988), etanolamina (Kovar y Franek,
1986), lipidos (Altamirano y col., 2006b; Butler y Huzel, 1997; Castro y col., 1995; Jenkins y
col., 1994), colesterol (Castro y col., 1992; Tomeczkowski y col., 1993), y selenio (Glassy y
col., 1988; Sandstrom y col., 1993), entre otros.

El desarrollo de medios de cultivo de composicion definida, es decir libres de
suero, hidrolizados proteicos u otras mezclas de origen animal o vegetal cuya composicién
exacta no pueda ser determinada ni reproducida, y de medios libres de cualquier proteina,
ha sido objeto de numerosos estudios (Keen y Rapson, 1995; Kim y col., 1999; Kovar y
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Franek, 1986; Zang y col., 1995; Yoon y col., 2005). Entre las ventajas que ofrecen estos

medios de cultivo se encuentran las siguientes:

e Reproducibilidad de los cultivos.

e Menor riesgo de aparicion de patégenos oportunistas (virus, micoplasmas, priones).
e Simplificacion y reduccion de costos del proceso de purificacion.

No obstante, debe tenerse en cuenta que la formulacién éptima de un medio de
cultivo libre de suero o de un medio de cultivo libre de proteinas depende fuertemente de la
linea celular empleada, del clon particular, de las condiciones de cultivo y de las variables
del proceso, por lo que debe ser objeto de un estudio cuidadoso y especifico para cada caso
(Tokashiki y Yokoyama, 1997; Ryu y Lee, 1997; Altamirano y col., 2006b).

El cultivo de células en medios libres de suero o libres de proteinas puede
presentar algunas diferencias con respecto al medio de cultivo tradicional de una misma
linea celular. Neermann y Wagner (1996) determinaron que las células de mamifero
cultivadas en medios libres de suero y de bajo contenido proteico presentaron velocidades
mas altas de consumo de glucosa y glutamina, observdndose también actividades
enzimaticas mas elevadas, que cuando estas mismas células eran cultivadas en medios
suplementados con suero. La utilizacion de medios de cultivo libres de suero puede
conducir, ademas, a variaciones en el patron de glicosilacion: Gawlitzek y col. (1995)
reportaron un incremento en la O-glicosilacion, la sialidacion terminal y la fucosilacién
proximal a1-6 de una variante de IL-2 producida en células BHK-21, cuando éstas eran
cultivadas en un medio libre de suero, tanto en suspensién como adheridas a microcarriers.
Esta variablilidad debe ser cuidadosamente considerada durante el desarrollo de un medio
de cultivo destinado a la produccién de una proteina cuya actividad bioldgica depende tanto
de su glicosilacién, como es el caso de la rhEPO.

1.9. SISTEMAS DE CULTIVO CELULAR

En el cultivo de células animales se emplean diferentes sistemas para el
crecimiento celular, en funcion de la capacidad de las células de crecer en forma
dependiente o independiente de una superficie (denominada sustrato), es decir, adheridas o

en suspension.
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1.9.1. Sistemas adherentes

Para el crecimiento de las células adherentes se emplean numerosos soportes,

entre los que se encuentran:

¢ Placas de cultivo: placas de poliestireno con un niumero variable de pozos, de diferente

superficie, para el cultivo celular en microescala (volumen maximo de cultivo = 5 ml).

e Frascos T: frascos de poliestireno que proveen una muy alta relacién superficie:volumen.
Los més utilizados poseen una superficie Gtil de crecimiento de 25 cm?, 75 cm?® y 150 cm?

(volumen maximo de cultivo = 60 ml).

e Frascos roller: frascos cilindricos sobre cuya superficie interna crecen las células.
Requieren de una camara de cultivo especial en la cual son posicionados horizontalmente,
permitiendo su rotacion a velocidades variables con el fin de banar completamente las

células con medio de cultivo (volumen maximo de cultivo = 250 ml).

e Microcarriers: son soportes poliméricos relativamente cilindricos, lisos o porosos, que
permiten el desarrollo de células adheridas a su superficie. Se utilizan principalmente en
biorreactores agitados, que los mantienen en suspensién (volumen maximo de
cultivo = 10.000 ).

1.9.2. Sistemas en suspension

Los sistemas de cultivo en suspension requieren que las células sean previamente
adaptadas al crecimiento en estas condiciones; es decir, éstas deben perder su adhesion al

sustrato y replicarse en un cultivo en agitacién continua.

e Frascos agitados tipo spinner: Estos frascos de vidrio borosilicato son agitados
magnéticamente, ya sea mediante un péndulo o una pequefna hélice con una pequefna
pieza metalica en su interior, sujetos a la tapa. Estos frascos se posicionan en una placa
agitadora que posee un iman que gira a una velocidad definida, variable, y que permite asi
una agitacion suave y homogénea del cultivo, tanto vertical como horizontalmente,

minimizando las fuerzas de corte.

e Biorreactores: En general, los biorreactores se clasifican en dos grandes categorias
(Tokashiki y Yokoyama, 1997): los biorreactores para células en suspensién (tipo tanque
agitado y tipo airliff) y los biorreactores para células inmovilizadas (microcarriers, de fibra
hueca, de membrana, de entrampamiento en perlas de agarosa o alginato, de espuma de

poliuretano, de matriz ceramica, etc.).

La viabilidad de un proceso de produccion a escala industrial mediante el cultivo de
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células animales en biorreactores exige que se cumplan una serie de requisitos

operacionales. Estos procesos deben, idealmente:

e Ser altamente eficientes desde el punto de vista econémico.
e Presentar operabilidad, simplicidad y confiabilidad 6ptimas.

e Permitir facilmente un aumento de escala de produccién.

e Demandar un nimero reducido de unidades operacionales.

e Garantizar la obtencion de un producto de alta calidad.

Una variable muy importante que debe ser considerada en el momento de definir
un proceso productivo es el modo de operacion del biorreactor; es decir, la produccién en
cultivos por lote (cultivos batch), por lote alimentado (fed-batch), cultivos continuos
tradicionales (tipo quimiostato), o cultivos continuos con retencién de células (con perfusién
de medio de cultivo fresco). La eleccidbn depende de distintas variables, especialmente
economicas (Marquis y col., 1990). Las principales caracteristicas de cada sistema se
describen a continuacién (Tokashiki y Yokoyama, 1997).

1.10. MoODOS DE CULTIVO
1.10.1. Modo de cultivo por lote (batch)

En estos sistemas se agrega todo el medio de cultivo en el biorreactor al comienzo
del proceso, para luego inocular las células y dejar transcurrir el crecimiento sin que se
adicionen medio fresco o suplementos al cultivo, y sin que se retire suspension celular en
momento alguno. Unicamente se permite el intercambio gaseoso con el exterior. El volumen
del cultivo se mantiene constante a lo largo de todo el proceso. Es posible ajustar el nivel de
DO y garantizar el crecimiento celular, pero no puede evitarse en estos sistemas el consumo
de nutrientes o la acumulacién de catabolitos potencialmente toxicos, por lo que en

relativamente poco tiempo (generalmente no mas de 10 dias) las células comienzan a morir.

Estos sistemas de cultivo son mas simples (en términos de sus componentes y de
su operacidon) que los restantes, pero presentan las desventajas de alcanzar
concentraciones celulares relativamente bajas (1-2 x 10° cél.” ml™"), posibilidad de
degradacién del producto por accién de las enzimas liberadas al medio durante la lisis
celular, y grandes tiempos improductivos, debido a la lentitud del crecimiento celular y la
corta duracién del proceso de produccion.
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1.10.2. Modo de cultivo por lote alimentado (fed-batch)

Estos sistemas son similares a los anteriores, ya que se coloca el medio de cultivo
en el biorreactor y se inoculan las células, sin que se retire suspension celular durante el
proceso. La diferencia consiste en que durante el cultivo se va agregando medio de cultivo
fresco o nutrientes especificos, en forma continua o intermitente, por lo que el volumen del
cultivo no es constante a lo largo del proceso. Los nutrientes y el DO pueden ser ajustados
de manera de optimizar el crecimiento, pero este sistema no impide la acumulacién de
catabolitos, por lo que también se observa una inhibicién del crecimiento y el ingreso a una
fase de muerte celular, en algun punto del proceso. Comparado con el sistema por lote, el
modo por lote alimentado permite extender la vida del cultivo y obtener concentraciones
celulares més altas al impedir la deplecion de nutrientes. Sin embargo, la concentracion y la
calidad del producto resultan variables, ya que el incremento de su acumulacién debido a la
mayor densidad celular resulta contrarrestado por el efecto de la dilucién realizada al
agregar medio de cultivo fresco, y la acumulacién de catabolitos puede todavia afectar el
metabolismo de la célula productora.

1.10.3. Modo de cultivo continuo en quimiostato

En un sistema de cultivo continuo en quimiostato se agrega medio de cultivo fresco
en forma continua al biorreactor, a la vez que se retira el mismo volumen, con el mismo flujo,
de suspension celular, permitiendo mantener asi el volumen del cultivo constante. La
velocidad de alimentacién del medio fresco esta determinada por la velocidad de crecimiento
de las células, por lo que la cantidad de células “producidas” por unidad de tiempo es igual a
la cantidad de células que sale del reactor, por unidad de tiempo, lo que hace que el sistema
se mantenga en un estado estacionario. En estos procesos se aportan nutrientes y se ajusta
el DO, a la vez que se retiran los productos de desecho, razén por la que no se observa una
inhibicién del crecimiento y los cultivos pueden extenderse considerablemente en el tiempo.
Sin embargo, la pérdida de células en activa proliferaciéon dificulta la obtencién de altas
densidades celulares y acumulacion del producto de interés.

1.10.4. Modo de cultivo continuo con perfusion

En estos procesos se agrega medio de cultivo fresco en forma continua, en tanto
se retira la misma cantidad de sobrenadante de cultivo libre de células del interior del
reactor. De esta manera todas las células permanecen en el interior del biorreactor, siendo
alimentadas con nutrientes y removiéndose los productos del catabolismo en forma

continua. Estos sistemas permiten obtener densidades celulares muy altas
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(0,1-1 x 108 cél'ml™") asi como una productividad incrementada del producto de interés,
durante un periodo de tiempo prolongado (de varios meses, inclusive), si pueden
mantenerse condiciones ambientales apropiadas, ya que las células contindan creciendo
mientras se encuentren en el reactor. Los puntos criticos de este sistema radican en la
necesidad de mantener un control 6ptimo de las condiciones de cultivo y de disponer de un
sistema adecuado de retencion de células (generalmente de alto costo), lo que los convierte

en sistemas mas complejos que los anteriores.

1.11. ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE

La eritropoyetina (EPO) es una proteina altamente glicosilada con una masa
molecular aproximada de 32-34 kDa (Miyake y col., 1977; Davis y col., 1987; Melli y col.,
2006), constituida por una Unica cadena invariable de 165 aminoacidos que posee cuatro
residuos cisteina entre los que se establecen dos puentes disulfuro (Cys7/Cys161 vy
Cys29/Cys33) (Lai y col., 1986; Recny y col., 1987). El 40% de su masa corresponde a
carbohidratos (Jelkmann, 2003) y esta porcién glicosidica, rica en &cido sialico, es critica
para la estabilidad molecular y la actividad bioldgica in vivo de esta hormona.

Mediante espectroscopia por resonancia magnética nuclear (Cheetharn y col.,
1998) y la cristalografia de rayos X (Syed y col., 1998) se determin6 que la EPO humana es
una molécula alongada con cuatro cadenas a-hélice con giro a la izquierda (denominadas A,
B, C y D), tipica de los miembros de la familia de factores de crecimiento hematopoyéticos.
Los sitios de adicion de carbohidratos estdn ubicados en uno de los extremos de la
molécula, distantes del sitio de unidn al receptor. La estructura de la EPO se representa en
la Fig. 4.

La estructura de carbohidratos de la EPO ha sido determinada, definiéndose la
extension de la microheterogeneidad tanto para la rhEPO como para la hormona natural
(Sasaki y col., 1987, 1988; Takeuchi y col., 1988; Tsuda y col., 1988). Las discrepancias
encontradas entre los resultados de distintos autores al respecto de la glicosilacién de la
proteina recombinante, aun siendo producida por la misma linea celular (Tsuda y col., 1988;
Gawlitzek y col., 1998) se deberian a los diferentes clones productores utilizados y/o a las
condiciones de cultivo empleadas.

La porcion carbohidrato de la EPO natural tanto como de la recombinante consiste
en tres cadenas de azlcares N-linked en las posiciones Asn24, Asn38 y Asn83, en tanto la
Unica cadena de carbohidratos O-linked, del tipo mucina, esta en la Ser126 (Egrie y col.
1986).
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Asn 38

I Residuos Asn I Residuos Ser [J Residuos Cys

Fig. 4: Estructura de la molécula de eritropoyetina humana.

Uno de los ejemplos mas prominentes de microheterogeneidad para EPO se
observa en las cadenas N-linked, donde los oligosacéaridos pueden organizarse en dos, tres
0 cuatro ramas, también llamadas antenas. A mayor antenaridad de la molécula de EPO,
mayor sera su actividad bioldgica (Yang y Butler, 2000c).

Cada una de las antenas de oligosacaridos contiene tipicamente una molécula de
NeuNAc (también llamada &cido sidlico, con carga negativa) en su extremo terminal. Con
excepcién de esta molécula, todas las otras moléculas de azucar en la EPO son neutras. De
igual manera, el carbohidrato O-linked puede contener ninguna, una o dos moléculas de
acido sialico. Ya que cada uno de los tres oligosacaridos N-linked puede contener hasta un
maximo de cuatro moléculas de acido sidlico, y la cadena unica O-linked puede contener un
maximo de dos, la molécula de EPO puede tener un maximo de catorce moléculas de acido
sidlico. En consecuencia, debido a la variacion en la estructura de azucares, la cantidad de
moléculas de &cido sidlico por molécula de EPO no es constante. El subconjunto de
moléculas de EPO que tienen una carga definida debido a su contenido de &cido sidlico se
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define como una isoforma. Estas isoformas pueden ser separadas en base a sus diferentes
puntos isoeléctricos y/o estructura, utilizandose mas comunmente la electroforesis en gel de
poliacrilamida en gradiente de pH o isoelectroenfocado (IEF, isoelectricfocusing) (Amadeo y
col., 2004; Koll y col., 2000; Yoon y col., 2005) y la electroforesis capilar en zona (CZE,
capillar zone electrophoresis) (Etcheverrigaray y col., 2003). El rango de pl para estas
isoformas varia entre 3,0 y 5,1 (Restelli y col., 2006). De las 14 isoformas posibles de EPO,
solamente se han aislado 11 a partir del sobrenadante de cultivo de células CHO (Egrie y
col., 1993).

Las porciones de carbohidrato de glicoproteinas diferentes han demostrado cumplir
diversas funciones, desde efectos sobre la biosintesis y secrecion, inmunoproteccion,
conformacion, estabilidad, solubilidad y actividad biolégica de las moléculas (Skehel y col.,
1984; Cumming, 1991). Para la rhEPO en particular, la adicion de carbohidratos es
necesaria para que la célula pueda secretarla al medio, asi como para incrementar la
solubilidad de la molécula (Dube y col., 1988; Narhi y col., 1991; Delorme y col., 1992),
habiéndose encontrado una correlacion positiva entre su actividad biolégica in vivo y una
alta proporcién de oligosacaridos ramificados. La remocion de las moléculas de acido sidlico
tanto de la EPO nativa como de la recombinante resulta en moléculas que tienen
incrementada su actividad biolégica in vitro, pero muy poca actividad in vivo, presuntamente
debido a una vida en circulacion mas corta por la remocién que realiza el receptor de
asialoglicoproteinas que se encuentra en el higado (Fukuda y col., 1989; Spivak y Hogans,
1989; Yoon y col., 2005). Estas moléculas, ya sean desialidadas o deglicosiladas
completamente, muestran una tendencia mayor a agregarse y a unirse inespecificamente a
la superficie de las células, asi como una sensibilidad mayor a la degradacion proteolitica y
la desnaturalizacion térmica (Savage, 1997).

Egrie y Browne (2001) determinaron que el patrén de glicosilacion de EPO tiene
efectos significativos sobre la actividad bioldgica de la hormona, modulando tanto la afinidad
al receptor como el clearance plasmatico. Sus experiencias comprobaron la existencia de
una relacion directa entre el contenido de &cido sidlico, la actividad biolégica y la vida media
en suero, pero inversa con la afinidad al receptor. Este hecho demuestra que el clearance
tiene una influencia mucho mayor en la actividad bioldgica in vivo que la afinidad al receptor,
ya que una vida media en suero mas larga compensa y supera el efecto de una menor unién
al receptor, para las moléculas més sialidadas. Otros autores han establecido que a igual
numero de moléculas de &cido sidlico terminal e igual antenaridad, la actividad biolégica de
la rhEPO depende marcadamente del contenido de unidades N-acetil-lactosamina que
componen sus cadenas de oligosacaridos (Koll y col., 2000). En particular, estos autores

indicaron que una preparacion de isoformas de esta hormona que presente una alta relacion
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entre las estructuras hidrocarbonadas tetra-antenarias/bi-antenarias y un elevado numero de
unidades N-acetil-lactosamina en las cadenas de oligosacéaridos N-linked resultara en una
actividad biologica in vivo significativamente superior (Koll y col., 2000; Yang y Butler,
2000c).

Desde el punto de vista de su funcionalidad, la eritropoyetina es una hormona
glicoproteica que actia como regulador primario de la eritropoyesis, manteniendo el nivel de
glébulos rojos en el cuerpo en valores normales (Krantz, 1991; Lacombe y Mayeux, 1998).
En respuesta a una disminucion en la oxigenacién de los tejidos (hipoxia), se incrementa la
expresion del gen que codifica para la EPO en el rifién y el higado (Jelkmann y Hellwig,
2001). EI mecanismo primario de accién de la EPO para la regulacién de la eritropoyesis es
la supresion de la apoptosis de los precursores eritroides tardios: la hormona secretada se
une a receptores especificos en la superficie de los precursores de células rojas en la
meédula oOsea, conduciendo a su supervivencia, proliferacion y diferenciacion, y
consecuentemente a un aumento de los reticulocitos (D’Andrea y col., 1989; Jelkmann,
2003).

Esta hormona fue purificada por primera vez en 1977, a partir de la orina de
pacientes anémicos de la Provincia de Corrientes en Argentina (Miyake y col., 1977),
constituyendo el primer patrén de referencia. Ocho afios después, y casi simultdneamente,
el gen de la EPO fue clonado y transfectado en células CHO (Lin y col., 1985) y en células
VERO (Jacobs y col., 1985). Desde su primera aplicacién hace poco mas de dos décadas,
la rhEPO se ha utilizado como un tratamiento altamente efectivo de la anemia asociada con
la enfermedad renal croénica, incrementando la calidad de vida de los pacientes. Ha sido
aprobada ademas para el tratamiento de anemia asociada a cancer, infeccién por HIV y se
emplea también en cirugia para disminuir la necesidad de transfusiones sanguineas
alogeneicas, comprobandose que es altamente tolerable y eficaz en todos esos casos
(Cazzolay col., 1997; Sowade y col., 1998).

Mas recientemente, sin embargo, se determiné que la EPO es un miembro de la
superfamilia de citoquinas tipo | (Wojchowski y col., 1999) y que tiene mudltiples efectos
sobre 6rganos y tejidos no relacionados con la hematopoyesis, como por ejemplo el cerebro,
el tracto reproductivo (Marti y col., 1996; Kobayashi y col., 2002; Masuda y col. 2000), los
pulmones, el bazo y el corazén (Fandrey, 2004). Particularmente, se ha verificado que la
activacién del factor central de transcripcion como respuesta inmediata del organismo frente
a la hipoxia rapidamente induce una serie de procesos — entre ellas, la produccion de EPO -,
con el fin de contrarrestar la hipoxia y evitar asi el dafo de los tejidos (Savino y Ciliberto,
2004). Las minimas cantidades de EPO producidas no serian suficientes para disparar un

aumento significativo de los eritrocitos, pero lo serian para actuar en forma paracrina y asi
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mantener la homeostasis tisular. Este mecanismo se autocontrolaria y dejaria de actuar en
respuesta a un aumento en el flujo de sangre y, consecuentemente, en la presién de

oxigeno.

Ghezzi y Brines (2004) senalaron que la EPO y su receptor (EPOR) tienen una
funcién prominente durante el desarrollo cerebral fetal: experimentos de knock-out del gen
que codifica para esta proteina confirmaron su importancia, observandose un desarrollo
anormal del cerebro de embriones de animales EPOR™, con un nimero inferior de las
células progenitoras de neuronas y una menor masa de estas células nerviosas, asociadas

ambas a un fenémeno de apoptosis neuronal masivo.

Recientemente se ha publicado un enorme nimero de trabajos que demuestran el
efecto protector de la EPO en varios modelos in vivo (Nishihara y col., 2006; Erhe y col.,
2007; Minh y col., 2007; Ehrenreich y col., 2007; Lipsic y col., 2006; Sirén y col., 2001). En la
actualidad se llevan a cabo estudios para determinar si el efecto neuroprotector de esta
hormona se limita a las lesiones pos-isquémicas agudas o si éste puede extenderse a las
enfermedades neurodegenerativas crénicas como el mal de Alzheimer o el de Parkinson, lo
que abre grandes posibilidades a ser exploradas para nuevas utilizaciones terapéuticas de
la eritropoyetina.
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2. OBJETIVOS

2.1, OBJETIVOS GENERALES

En este trabajo de tesis se propone la optimizacion de la produccion de rhEPO
mediante el cultivo de células animales, abarcando el estudio, seleccion y optimizacién de
las condiciones de cultivo para la obtencion de una molécula similar a la natural, con alto

rendimiento celular.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener nuevos clones productores de rhEPO, adaptarlos al crecimiento en
suspension en medios de cultivo reducidos en suero y medios de cultivo libres de
proteinas y caracterizarlos en términos de su crecimiento, su productividad y el
perfil glicosidico de la molécula producida.

2. Estudiar el efecto de la adiciébn al medio de cultivo de diferentes compuestos
(N-acetilglucosamina, N-acetiimanosamina y NH,Cl) sobre el crecimiento,
productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el clon productor
seleccionado.

3. Estudiar el efecto del uso de medios de cultivo hiperosmolales e hipoosmolales
sobre el crecimiento, productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el
clon productor seleccionado.

4, Estudiar el efecto del uso de diferentes fuentes de carbono y fuentes de nitrégeno
sobre el crecimiento, productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el
clon productor seleccionado.

5. Definir uno o mas medios de cultivo libres de proteinas que favorezcan el
crecimiento y la productividad del clon productor en suspension, y permitan obtener
una molécula de rhEPO de alta calidad glicosidica, empleando para ello el disefio
de experimentos y el andlisis racional de los resultados obtenidos, mediante
diferentes metodologias quimiométricas.
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MATERIALES Y METODOS
3.1. LiINEAS CELULARES

Las lineas celulares utilizadas durante el desarrollo del presente trabajo fueron:

3.1.1. Linea rhEPO-CHO.K1

Se trabaj6 con diez lineas recombinantes de células CHO.K1, productoras de
eritropoyetina humana, provistas por el Laboratorio de Cultivos Celulares de la Facultad de
Bioguimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe,
Argentina). Estas lineas fueron transfectadas con el plasmido para expresién en eucariotas
pkG4-Apa-Gepo, que contiene el promotor temprano del SV40, un origen de replicacién para
su amplificacién en Escherichia coli, un gen de resistencia a ampicilina para su seleccion en
bacterias, y un gen de resistencia a neomicina para seleccionar lineas eucariotas
transfectantes, asi como sitios de restriccion en los que fue insertado el gen de la

eritropoyetina humana.

3.1.2. Clon Hy2B2

Este hibridoma produce un anticuerpo monoclonal murino de tipo IgG
anti-eritropoyetina humana, el cual reconoce todas las isoformas de esta glicoproteina
(Amadeo y col., 2004), y fue provisto por el Laboratorio de Cultivos Celulares de la Facultad
de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe,
Argentina).

3.2. MEDIOS DE CULTIVO
3.2.1. Condiciones generales

Para la disolucion de los componentes de los medios de cultivo que se describen a
continuacion se emple6 agua ultrapura (resistividad de 18,2 MQ cm), obtenida en un equipo
Milli Q"% (Millipore, Francia), estéril y apirégena. La esterilizacién de los medios de cultivo
se realiz6 por filtracibn a través de membranas con un diametro de poro de 0,2 um
(Millipore, Francia). Con el fin de controlar el proceso de esterilizacion, se tomaron dos
muestras del medio filtrado, incubando una de ellas a TA y la otra a 37°C, durante 7 dias.

El SFB (Bioser, Argentina) empleado para suplementar los medios de cultivo fue
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previamente calentado en bafo de agua termostatizado a 56°C durante 30 min, con el fin de

inactivar la cascada del complemento que podria inducir lisis celular.

Para los cultivos en suspensién se adicion6 al medio Pluronic F-68 (Sigma,
EE.UU.), en una concentracién de 0,05% (V/V). Este surfactante no i6nico se emplea
usualmente en los cultivos en biorreactores agitados, dado que tiene el efecto de
incrementar la viscosidad del medio y reducir la adhesién de las células a las burbujas
producidas por la agitacion, actuando asi como un agente citoprotector (Handa-Corrigan y
col., 1987; Jobses y col., 1991). En este trabajo también se agreg6 a los cultivos en frascos
spinner con el fin de tener en consideracion un potencial efecto sobre el metabolismo de las

células en suspension (Papoutsakis, 1991), previendo el escalamiento de los cultivos.

Todos los medios de cultivo empleados en este trabajo contienen sulfato de
gentamicina 0,05 g I”".

3.22. Medio de cultivo estandar con alto contenido de glucosa y glutamina
(MCE-AGG)

El denominado medio de cultivo estandar con alto contenido de glucosa y
glutamina empleado fue el descripto por Kratje y Wagner (1992), con la siguiente

formulacioén:

TablalV: Composicion del medio de cultivo MCE-AGG.

Componente Concentracion
DMEM:Ham's F12 1:1
NaHCO; 2,44 gl
D(+)-glucosa 1,30 gl
Piruvato de sodio 0,11 g’
Glutamina 1,50 gl
Triptofano 0,027 g I
Acido aspartico 0,04 gl
Serina 0,08 gl
Concentracion final de glucosa: 28,3 mM

Concentracion final de glutamina: 12,8 mM
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3.2.3. Medio de cultivo estandar (MCE)

La composicion del medio de cultivo estandar empleado se detalla a

continuacion:

TablaV: Composicion del medio de cultivo MCE.

Componente Concentracion
DMEM:Ham's F12 1:1
NaHCO; 2,44 gl
Piruvato de sodio 0,11 g’
Triptofano 0,027 g I
Acido aspartico 0,04 gl’
Serina 0,08 gl’
Concentracion final de glucosa: 20 mM

Concentracién final de glutamina: 2,5mM

3.2.4. Medio SMIF 6

El medio SMIF 6 (Life Technologies, Reino Unido) (Wolf y col., 1993) es un medio
de cultivo libre de proteinas que permite alcanzar elevadas concentraciones de células CHO
y BHK similares a las obtenidas con medios tradicionales adicionados de SFB, sin pérdida
de productividad (Scharfenberg y Wagner, 1995). Este medio, sin HEPES ni EDTA, fue
gentilmente provisto por el grupo de trabajo en cultivos celulares del Helmholtz Zentrum flr
Infektionsforschung (Braunschweig, Alemania). La concentracion final de glucosa es 25 mM
y de glutamina, 4 mM.

3.2.5. Medio Zell-C

El denominado Medio Zell-C es un medio base libre de proteinas, disefiado
durante el desarrollo del presente trabajo de tesis, el cual es manufacturado como
custom-made por la empresa Applichem (Alemania). Este medio consiste en una mezcla de
amino&cidos esenciales y no esenciales, vitaminas, sales inorganicas y moléculas de origen
organico, y requiere de la adicién de diferentes compuestos que actian como proveedores
de energia quimica. La concentracién de glucosa es <25 mM y de glutamina, <4 mM (de
acuerdo con los resultados mostrados).
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3.2.6. Medio de cultivo para hibridomas

El cultivo del clon productor del anticuerpo monoclonal 2B2 anti-rhEPO se realiz

en el siguiente medio:

Tabla VI: Composicion del medio de cultivo para hibridomas.

Componente Concentracion
DMEM 13,37 g1’
NaHCO, 37 gl
Piruvato de sodio 0,11 g’
Tylosina (a-PPLO) 0,06 gl
SFB 10% (V/V)
3.3. CRIOPRESERVACION DE CELULAS

La conservacién de células por congelacion o criopreservacion es un método que
permite mantener intactas las propiedades metabdlicas de las células al momento de ser
congeladas (Hasegawa, 1996), si se tienen en cuenta los siguientes requerimientos:

e Las suspensiones celulares deben encontrarse en fase exponencial de crecimiento con

una viabilidad superior al 90%.

e La congelacion debe ser realizado gradualmente, disminuyendo la temperatura en forma
lenta (-1°C a -3°C por min) y la descongelacion debe ser rapida (50°C a 100°C por min)
(Harris y Giriffiths, 1977).

e Se aconseja el uso de crioprotectores como el dimetilsulféxido de sodio (DMSO), el
glicerol y la metilcelulosa, los cuales atraviesan la membrana celular y protegen a las
células de su lisis debido a la formacién de cristales de hielo en su interior. Debido a la
alta concentracion utilizada, necesaria para disminuir la formacién de cristales de hielo,
son citotoxicos a la temperatura normotérmica y causan estrés osmético, por lo que
deben ser eliminados luego de la descongelacion (McGann, 1978).

Las lineas celulares pueden ser preservadas por periodos indefinidos siempre que
se mantengan a una temperatura inferior a -135°C. Estas condiciones se logran
conservando los crioviales a -196°C en nitrogeno liquido o en atmésfera de vapor de este
gas (fluctuante entre -135°C y -190°C).
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3.3.1.  Congelacion

Para la congelacion de células se sigui® una adaptacion de la técnica de
Gustafsson (1990). Se realiz6 el recuento de células de una suspension que se encontraba
en fase de crecimiento exponencial, determinandose el volumen de suspension necesario
para congelar 1x10’ cél. viables por criovial (Nalgene, EE.UU.). Este volumen se centrifugd
entonces 8 min a 200 g, a temperatura ambiente, y el pellet celular se resuspendié en la
mezcla de criopreservacion, constituida por SFB:DMSO en una relacion 95:5,
dispensandose 1 ml de esta suspension por criovial. El proceso de congelacion se llevo a
cabo gradualmente:

e 1 horaa4°C
e 1 hora a-20°C
e 1 horaa-70°C

Los crioviales se almacenaron finalmente en termos con nitrégeno liquido.

3.3.2. Descongelacion

La descongelacién de las células se realizO mediante una modificacion del
protocolo propuesto por Pollard (1990):

El criovial se retird del termo con nitroégeno liquido y se sumergi6é inmediatamente
en un bafno de agua a 37°C, agitandolo hasta que se descongel6 totalmente su contenido.
La suspension celular se diluy6 inmediatamente en 40 ml de medio de cultivo precalentado a
37°C, y se procedi6 a centrifugarla 8 min a 200 g. El pellet celular se resuspendio
cuidadosamente en un volumen adecuado de medio y se realizd el recuento de células con
el fin de determinar su viabilidad, para luego transferir la suspension a un recipiente de

cultivo.

3.4. CULTIVO DE CELULAS
3.4.1. Clonado celular

El clonado de las lineas celulares se realizd segun el método de dilucion limite
propuesto por Whitlock y Muller-Sieburg (1990), el cual consiste en realizar una dilucion
apropiada de una suspension celular de manera que sea posible sembrar células aisladas

en una placa de cultivo. Estas células daran origen a una colonia de células genéticamente
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idénticas a la célula madre (clones).

En primer lugar se realizé el recuento de una suspensién celular en fase de
crecimiento exponencial (viabilidad igual o superior al 95%). Una vez determinada la
concentracion de células viables se realizaron las diluciones apropiadas con el fin de
obtener tres suspensiones celulares, de la siguiente concentracion: 50 células en 100 ml;
500 células en 100 ml y 5.000 células en 100 ml, en medio MCE-AGG adicionado con SFB
20% (v/v) y Geneticin 400 ug ml™. Este Gltimo se agregé al medio de cultivo para ejercer una
presion selectiva sobre el crecimiento. Las diferentes diluciones se prepararon con el fin de
evitar que el error asociado al recuento celular afectase el proceso de clonado. Cada una de
estas diluciones se sembr6 en un tercio de una placa de 96 pozos (200 wl por pozo). De esta
forma se obtuvieron 32 pozos con un promedio de 0,1 células por pozo (es decir, 1 célula
cada 10 pozos), 32 pozos con un promedio de 1 célula por pozo y los restantes 32 pozos
con un promedio de 10 células en cada pozo. El clonado de la poblacién de células se
consider6 exitoso cuando se observo el crecimiento de colonias provenientes de una unica
célula madre (es decir, una colonia formada por células del mismo clon) en al menos uno de
los pozos en los que se sembr6 la diluciébn mas alta. Aquellos pozos en los que se observo

inicialmente mas de una célula fueron descartados.

3.4.2. Cultivos estaticos de células adherentes
Para el cultivo de las células que crecen en adherencia se emplearon:

e Frascos T (T-flasks, Greiner Bio-One, Alemania) de 25cm? 75cm® y 175cm® de
superficie, utilizandose una relacion de 0,4 ml de medio de cultivo por cm? de superficie
(Freshney, 1994).

e Placas de poliestireno de 96, 24 y 6 pozos (Greiner Bio-One, Alemania) con una
superficie de 0,4; 2,0 y 9,6 cm?, respectivamente.

Los subcultivos de células CHO que crecen en adherencia requieren del uso de
proteasas con el fin de liberar las células del sustrato sobre el que se encuentran ancladas.

En este trabajo se siguié el protocolo que se indica a continuacion:
1. Se retird en forma total el medio de cultivo mediante pipeta.

2. Se agreg6 solucién de tripsina - la cual debe encontrarse entre 20°C y 37°C - en una
relacion de 20 pl por cm?, distribuyéndose homogéneamente sobre la superficie a tratar

y se retird6 inmediatamente. La composicion de la solucion de tripsina asi como la de
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todas las soluciones mencionadas en Materiales y Métodos se detalla en la
seccién 3.11. Este paso se realizd6 para neutralizar la actividad antiproteasica que
pudiera haber quedado en el medio de cultivo remanente sobre la monocapa celular.

3. Se agreg6 nuevamente solucién de tripsina, en la relaciébn mencionada, dejandola actuar
sobre las células. El proceso de desorcidon de las células fue controlado por observacién
al microscopio, y cuando las células estuvieron despegadadas — verificado por su forma
redondeada — se homogenizd la suspensién cuidadosamente con pipeta por unos
segundos.

4. Se agregd luego medio de cultivo fresco y se homogenizé la suspension. Se tomé una
alicuota para su recuento y con este resultado se realiz6 la dilucion correspondiente con
medio de cultivo fresco.

3.4.3. Cultivo de células en suspension
3.4.3.1. Cultivo de células en frascos agitados tipo spinner

Para el cultivo de las células adaptadas al crecimiento en suspension se emplearon
frascos agitados tipo spinner de 125 ml, 250 ml y 500 ml (Techne, Reino Unido), y de 100 ml
y 250 ml (Bellco Glass Inc., EE.UU.). La configuracion de estos frascos permite un
recirculacion de la suspension suave y homogénea en los ejes vertical y horizontal, a la vez
que favorece el intercambio de gases con la cadmara superior. En todas las experiencias

realizadas se trabajé a una velocidad de agitacién de 45-50 rpm.

Los subcultivos de células que crecen en suspension se realizan por simple
dilucién (no inferior a 1:3) del in6culo con medio fresco, luego de realizar el recuento celular,
con el fin de obtener un cultivo con una densidad inicial de 1,5 - 2,5x10° cél. viables ml™.
Cuando la concentracién celular no resulta suficiente para realizar un subcultivo en estas
condiciones, se procede a centrifugar parte de la suspensiébn (8 min a 200 g),
resuspendiendo las células en un volumen apropiado de medio fresco.

3.4.3.2. Cultivo de células en un biorreactor de agitacion

El cultivo de células se realiz6 en un biorreactor de 51, tipo tanque agitado con
sistema de perfusion de medio de cultivo (Modelo ALF, Bioengineering AG, Suiza). Este
biorreactor se muestra en la Fig. 5.
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Fig. 5: Vista general del biorreactor con los médulos periféricos, tales como el motor de agitacién
(gabinete ubicado debajo del vaso de vidrio), la estacion de mezclas de gases (gabinete
lateral superior) y las unidades de control (gabinete lateral inferior) y con los equipos
periféricos, como la cabina de seguridad biol6gica con flujo laminar de aire estéril, para la
manipulacién en condiciones de esterilidad.

El recipiente de cultivo es de vidrio borosilicato, apto para su esterilizacion en
autoclave. La pared cilindrica lateral del recipiente esta provista de un doble manto
destinado al control de temperatura mediante un bano de agua externa (termostato). El
diametro interno del vaso es de 150 mm, el diametro externo es de 200 mm y la altura, de
400 mm. El volumen total del recipiente es de 7 litros, siendo el volumen maximo de trabajo

de 5 litros.

La tapa del reactor es de acero inoxidable 316L, y se sujeta al recipiente mediante
pernos y tuercas que estdn montados sobre dos dispositivos circulares (en la porcion
superior e inferior del vaso). El O-ring alojado entre la tapa de acero inoxidable y el borde
superior del recipiente de vidrio permite mantener un ambiente interno estéril. La tapa
contiene diversas conexiones a rosca de diferentes diametros, las que estan provistas de los
correspondientes O-rings para mantener la hermeticidad del reactor.

El biorreactor utilizado es un sistema complejo formado por diferentes dispositivos
interconectados, y que requiere de equipamientos accesorios. El conjunto completo
empleado en los experimentos de este trabajo incluye:

e El recipiente del reactor propiamente dicho.

e El dispositivo de agitacion.
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e El dispositivo de perfusion.

e El dispositivo de ingreso de gases.

e El dispositivo de salida de gases.

e Las sondas de pO,, pH, nivel de medio y temperatura.

e Los dispositivos de toma de muestra, de agregado de indculo con la botella de siembra,
de alimentacion de medio de cultivo y de cosecha de medio de cultivo libre de células.

e La estacion de mezcla de gases.
e La unidad de comando y regulacion.

e El sistema de regulacion de la temperatura (termostato), destinado al mantenimiento de la
temperatura del proceso de cultivo.

e El generador de vapor, destinado a la esterilizacion de los dispositivos de toma de
muestra, de agregado de in6culo, de alimentacion de medio de cultivo y de cosecha de
medio de cultivo libre de células.

e Una cabina de seguridad biolégica con flujo laminar de aire estéril, para la manipulacion
en condiciones de esterilidad.

e Una heladera para mantener el recipiente de la cosecha a una temperatura de
aproximadamente 4°C.

3.5. DETERMINACIONES ANALITICAS EN CULTIVOS CELULARES
3.5.1. Determinacion de la concentracion de células viables y totales

Para la determinacién de la viabilidad de un cultivo se emplean las llamadas
técnicas de exclusion del colorante. Estas técnicas se basan en que ciertos colorantes no
son capaces de penetrar las membranas celulares intactas, pero si aquéllas que han
aumentado su permeabilidad, efecto que se asocia con la pérdida de viabilidad. Entre los
colorantes de uso més frecuente se encuentran la safranina, la eosina, el rojo Congo, la
eritrocina, la nigrosina, el azul de Alcian, el naranja de acridina y el azul de tripan
(Kaltenbach y col., 1958; Yuhas y col., 1974; Jones y Senft, 1985; Giriffiths, 1986; Cook y
Mitchell, 1989). Este ultimo es el que se ha utilizado en el presente trabajo, y tifie las células

no viables de azul, sin penetrar las viables.
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Para hacer el recuento de las células se emple6 un hemocitdmetro de doble
camara, provisto del cuadriculado de Neubauer. Cada camara permite realizar cuatro

recuentos independientes, cada uno sobre un volumen de suspensién de 0,1 mm?.

Se prepard entonces una dilucion apropiada de la suspension celular con el
colorante, se cargd la camara y se realizé el recuento del numero de células viables (no

tefiidas de azul) y no viables (azules) en un microscopio Optico invertido Olympus IX50

(Olympus, Japén). Se calcul6 el promedio de cada tipo celular por hemicamara (X ) y se
multiplic6 por 10.000, obteniéndose asi el numero promedio de células por mililitro de
suspension diluida [Ec. (3)].

Xcél. 1 mm®>  1cm’

(m): 3X 3X :YX104£
0,1 mm> 0,001 cm 1 ml ml

3)

El resultado obtenido se multiplicd luego por la inversa de la dilucion realizada a la
muestra del cultivo para obtener la concentracion de células en la suspension inicial. Se
recomienda que la suspension de la muestra sobre la que se realiza el recuento tenga entre
300.000 y 500.000 cél. mI™", con el fin de minimizar el error de la técnica.

3.5.2. Determinacion de la concentracion de glucosa y lactato

La determinacion de glucosa y lactato se realiz6 mediante el autoanalizador
YSI12700 (Yellow Spring Instruments, EE.UU.) de lectura dual, equipado con biosensores
especificos. Cada uno de éstos contiene una enzima inmovilizada sobre una membrana de
policarbonato. Asi, en el biosensor en el cual se encuentra la enzima glucosa oxidasa se

lleva a cabo la siguiente reaccion:

Glucosa + O, + H,0 — Acido glucénico+ H ,0, (4)

En el otro biosensor, la enzima lactato oxidasa cataliza la siguiente reaccion:

Lactato + O, — Piruvato+ H,0, (5)



Materiales y Métodos 52

El per6xido de hidrogeno generado independientemente en cada biosensor es

oxidado en un anodo de platino, segun la siguiente semirreaccion:

H,0, > 2H" +0,+2¢ (6)

El flujo de electrones (e‘) es linealmente proporcional a la concentracion de

perdxido de hidrégeno formado y ésta, a su vez, a la concentracion de la sustancia presente
en la muestra. Se consider6 aceptable una variacién del 2% entre dos calibraciones

sucesivas.

3.5.3. Determinacion de la concentracion de glutamina y glutamato

La determinacién de glutamina y glutamato presentes en el sobrenadante de
cultivo se llevd a cabo empleando el autoanalizador YSI 2700 anteriormente descripto. En
este caso, el biosensor para la determinacion de glutamina tiene co-inmovilizadas las

enzimas glutaminasay glutamato deshidrogenasa, que participan en la siguiente cadena de

reacciones:
Glutamina — Glutamato + NH , (7)
Glutamato + O, = a — cetoglutarato+ NH , + H,0, (8)

En tanto el biosensor para la determinacion de glutamato tiene inmovilizada la
enzima glutamato deshidrogenasa. Este sensor mide el glutamato presente en el medio de
cultivo (glutamato libre), mientras que en el biosensor para la determinacién de glutamina se
miden tanto el glutamato presente en el medio como el generado a partir de la glutaminasa
(glutamato total). De esta forma, la concentracién de glutamina se obtiene como la diferencia
entre la concentracién de glutamato determinada por el biosensor para glutamina y la

concentracion de glutamato presente en la muestra.

3.5.4. Determinacion de la concentracion de amonio

El monitoreo de amonio en los sobrenadantes de cultivo celular se realiza
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empleando una adaptacion de la técnica desarrollada por Berthelot (1859) y modificada por
Fawcett y Scott (1960) para la cuantificacion de urea.

Los iones amonio presentes en la muestra se determinan mediante una serie de
reacciones (Ngo y col., 1982): en medio alcalino, el equilibrio entre amonio y amoniaco se
encuentra completamente desplazado hacia la formacién del segundo, el cual reacciona con
el ion hipoclorito para formar cloramina (NH.CIl). En una reaccién catalizada por
nitroferricianuro de sodio [Fe(CN)sNO], se genera quinonacloramina a partir de cloramina y
fenol (en su forma de anién), la cual vuelve a reaccionar con otro ion fenato para generar
indofenol. El indofenol en medio alcalino se disocia dando azul de indofenol, compuesto
fuertemente coloreado de azul que tiene un maximo de absorcion a A=600 nm. La intensidad

del color es directamente proporcional a la concentracién de amonio presente en la muestra.

En primer lugar se prepar6 una curva de calibracion entre 0y 50 mM de iones
NH4*, empledndose diluciones de una solucidon concentrada de una sal de amonio
(generalmente NH,CI). Las diluciones de la curva y las muestras se sembraron por triplicado
en placa de microtitulacién de 96 pozos, y finalmente se agregaron 100 ul por pozo de cada
uno de los reactivos A y B, en ese orden. Se incubé la placa en oscuridad a 37°C durante
15 min y se ley6é la absorbancia a A=540 nm en un lector de placas de microtitulacién
Multiskan MCC/340® (Labsystems, Finlandia), dentro de la hora de finalizada la incubacién.
La concentracion de amonio de cada muestra se obtuvo a partir del valor de la absorbancia
medido por extrapolacion en la recta de regresién lineal obtenida con los replicados de la

curva de calibracion.

Deben sembrarse volumenes iguales de las diluciones de la curva de calibracion y
las muestras incognita. En el caso de sembrarse entre 2-5 pl de las soluciones, la linealidad
se mantiene hasta una concentracion de 40 mM de NH,*, valor que esta dado por la
saturacion de la capacidad del lector. Sembrandose 10 yl de muestra, la curva es lineal
hasta una concentracién de 15 mM, y hasta una concentracion de 10 mM, en el caso de
sembrar 20 pl (resultados no mostrados).

Dado que la mayoria de los cultivos fueron realizados en modo batch, durante el
cual suelen acumularse altos niveles de amonio, se decidi6 sembrar 10 yl de muestra en

todos los casos.

3.5.5. Determinacion de la osmolalidad

La determinacion de la osmolalidad de los medios y sobrenadantes de cultivo se
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determiné empleando un osmémetro de presién de vapor Vapro® (Wescor Inc., EE.UU.). El
principio de funcionamiento de este equipo se basa en que el vapor de presion es una de las
propiedades coligativas de una solucién, las cuales son alteradas proporcionalmente al

nuamero de particulas disueltas de la misma.

3.6. CALCULO DE LOS PARAMETROS CELULARES ESPECIFICOS
3.6.1. Calculo de la integral de células viables (ICV)

Si K, representa la concentracion de una especie y X la concentracion de

celulas viables a un tiempo ¢, la variacion de F,, con respecto al tiempo esta representada

por la Ec. (9):
dP
E = qu(,) 9)

En la Ec. (9), g, es una constante asociada con la productividad de una linea

celular definida, en un determinado conjunto de condiciones de cultivo. Integrando esta

ecuacion se tiene:

La Ec. (10) indica que la concentracién de la especie en estudio en cualquier
tiempo t es proporcional a la integral en el tiempo de la curva de células viables, o Integral
de Células Viables (ICV, Renard y col., 1988). De esto se desprende que la curva de
produccion de la especie y la curva integral deben mostrar perfiles analogos y la regresion
de una sobre la otra debe ser lineal. La ICV resulta asi una medida de la cantidad de células
metabdlicamente activas (viables) presentes en un cultivo durante un periodo discreto de
tiempo, y tiene unidades de cél. h ml™.

En este trabajo se asignara a cada tiempo de cultivo ¢, un valor ICV,, ), el cual

correspondera a la aproximacién del area bajo la curva de concentracion de células viables



Materiales y Métodos 55

en funcion del tiempo, desde el inicio del cultivo (¢,) hasta ¢, . El area bajo esta curva se

estimara de acuerdo con la siguiente expresion:

T” f” -

ICV, =X, dt=%"X, (t,~-1,.) (11)
ty Iy

en donde:

— X . +X

Xv — V(t,,) 2 V('n—l) (12)

X, es el promedio aritmético de X 6 en el intervalo de tiempo [tn_l,tn], expresado en

cél. mI"". Por definicion, ICV,, ) =0.

3.6.2. Calculo de la velocidad especifica de crecimiento celular (u)

Considerando el balance de masa para la variable nimero de células en un cultivo
batch:

‘i—f V=(ucC-k,C)V (13)

En la Ec. (13), C es la concentracién de células viables, V es el volumen del cultivo,
ur es la velocidad especifica de crecimiento real y ky es la velocidad especifica de muerte
celular. Considerando V constante y reordenando la Ec. (13) se tiene:

—=(u, -k,)C (14)
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Dado que en un cultivo existe un permanente recambio de células (mientras unas
se replican, otras mueren), definimos entonces a y como la velocidad especifica de

crecimiento observada en el cultivo:

M=, —k, (15)

Para obtener el valor de y se procede de la siguiente manera: a partir de los datos

de recuento celular tomados diariamente se calcula la variacién en la concentraciéon de

células viables A X para cada tiempo ¢, , con respecto a la concentracion inicial a tiempo

t,, como se indica en la Ec. (16):

(16)

El valor de A X, , calculado para cada tiempo 7, se representa entonces en

funcion de la ICV,, ) correspondiente a ese mismo tiempo y se realiza el ajuste de los datos

por regresion lineal. De esta forma se obtiene el valor de la velocidad especifica de
crecimiento y, como el valor de la pendiente de la recta ajustada.

Casos particulares:

a) Cq,) =€) =0 (17

En este caso probablemente u=ky y el resultado neto es que no se observa
variacion en la concentracién de células viables. Un claro ejemplo son los cultivos en

perfusidon, cuando el sistema ha alcanzado el estado estacionario.

b) C(,.,~Ci) <0 (18)

1)
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En este caso y<ky y el resultado neto es la disminucién en la concentracion de
células viables.

3.6.3. Calculo de las velocidades especificas de consumo y produccion de
metabolitos (qy)

Con los datos experimentales se calculan en primer lugar la variacion en la
concentracion de los metabolitos con respecto a su concentracion a tiempo ¢, ya que éstos
pueden ser consumidos y/o producidos durante el cultivo. Para ello se mide la concentracion

de la especie X al inicio del cultivo (C,)) y a cada tiempo n de cultivo (C,)),

asignandosele al tiempo 7, el valor de variacion A X, ) de acuerdo con la Ec. (19).

(19)

Se determina asi cuanto ha variado la concentracion de la especie en estudio

desde el inicio del cultivo hasta el dia 7,. Si C, y—C,>0 , entonces la especie ha sido

producida durante el cultivo, y si €, y—C <0 , se ha consumido. En aquellos casos en

que se produzca un cambio en el comportamiento metabdlico de la célula con respecto a
una especie —como ocurre con el lactato, el cual inicialmente se acumula en el medio de
cultivo para luego disminuir progresivamente su concentracion —, se considerard unicamente

la variacién de la especie en la primera fase del cultivo.
El valor de A X, , obtenido para cada tiempo 7, se representa en funcion de la

ICV,, , asignada a ese tiempo y se realiza el ajuste de los datos por regresion lineal,

incluyendo la mayor cantidad de datos experimentales que permita obtener un coeficiente de
correlacion R=0,95, cuando fuera posible. La pendiente de la recta obtenida en cada caso es
el valor de la velocidad especifica de consumo o produccién para cada una de las variables

estudiadas, valores que caracterizan a los diferentes cultivos.

El criterio especificado para determinar la cantidad de datos que seran ajustados
con el fin de obtener el valor de velocidad especifica debe tenerse en cuenta cada vez que
se realice el andlisis de las curvas metabdlicas. Si bien en términos absolutos el valor de
velocidad especifica de produccion de un determinado metabolito en un determinado
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cultivo A puede ser inferior al de otro cultivo B, la primera velocidad puede mantenerse
constante por un tiempo mayor que la velocidad especifica obtenida en el cultivo B,

obteniéndose finalmente una mayor concentracion de este metabolito en el cultivo A.

3.7. OBTENCION DEL ANTICUERPO MONOCLONAL 2B2 ANTI-rhEPO

La produccién del anticuerpo monoclonal murino anti-rhEPO (Amadeo y col., 2004)
que se utilizé en las diferentes técnicas inmunoquimicas para la deteccion de rhEPO se
realiz6 de dos formas diferentes:

3.7.1. Produccion in vivo del MAb 2B2

La produccion invivo del MAb 2B2 se llevé a cabo mediante la inoculacion
intraperitoneal del hibridoma productor en ratones BALB/c previamente tratados con acido
2,6,10,14-tetrametilpentadecanoico (Pristane, Sigma, EE.UU.) por via intraperitoneal. La
concentracion de inmunoglobulinas en el liquido ascitico fue determinada mediante un
ELISA sandwich (Zenclussen, 2002).

3.7.2. Purificacion del MAb 2B2 obtenido in vivo

La ascitis obtenida se purificé por cromatografia de afinidad a la Proteina A de
Staphylococcus aureus (cepa Cowan |) siguiendo la metodologia previamente descripta por
Ey y col. (1978). Se empleé una columna con 5ml de Sepharosa 4 FF-Proteina A
(GE Healthcare, EE.UU.), en un equipo de cromatografia liquida de baja presion (FPLC®,

GE Healthcare, EE.UU.) de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. Equilibrado:
La columna se equilibré con 5 volumenes de solucion Tris-HCI 1 M, NaCl 3 M, pH 9.

2. Preparacion y siembra de la muestra:

El liquido ascitico se ajusté a una concentracion de NaCl3 M, pH9, mediante el
agregado de NaCl sélido y de una solucion de Tris-HCI 1 M, pH 9 en una relacion 10:1.
Se sembrdé un volumen de muestra apropiado segun la capacidad de la matriz
cromatografica y la concentracion de inmunoglobulinas presentes en el fluido ascitico, de
acuerdo con la capacidad de la columna (10 mg de inmunoglobulinas por cada ml de

gel).
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3. Lavado:
Las proteinas no retenidas por la matriz cromatografica fueron eliminadas mediante el
lavado de la misma con solucién de Tris-HCI 1 M, NaCl 3 M, pH 9, hasta demostrar la
ausencia de proteinas en el eluido por medicion espectrofotométrica de su absorbancia
a A=280 nm.

4. Elucion:
Las inmunoglobulinas retenidas se eluyeron mediante la variacion del pH de trabajo,
producida por adiciéon de una solucién de acido citrico-NaOH 0,1 M, pH 3. El eluido se
recogio en fracciones de 1 ml sobre 0,25 ml de solucién de Tris-HCI 1 M, pH 9, con el fin
de neutralizar el pH, y se determiné la absorbancia de las alicuotas a A=280 nm.

El flujo establecido durante la distintas etapas del proceso cromatografico fue de
0,5 ml min™. Las fracciones correspondientes al pico de elucién de inmunoglobulinas fueron
mezcladas y el producto obtenido fue dializado contra PBS empleando membrana de didlisis
de 10 kDa de limite de exclusion (Sigma, EE.UU.). Se determin6 la concentracién del
producto purificado mediante un ELISA especifico indirecto y se lo conservé a -20°C. El
MADb 2B2 purificado se empled en la sensibilizacion de las placas de ELISA para la
cuantificacién de rhEPO.

3.7.3. Produccion in vitro del MAb 2B2

Se cultivé el hibridoma productor en suspensién, empleando el medio de cultivo
descripto en la seccién 3.2.6. El cultivo se realizé en modo batch en frascos spinner, hasta
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, momento en el que se centrifugd la suspensién
celular 5 min a 400 g. La concentracion de inmunoglobulinas en el sobrenadante de cultivo
se cuantificO mediante un ELISA especifico indirecto (Oggero Eberhardt, 2002), y el
sobrenadante crudo diluido convenientemente se utilizé para el reconocimiento de la
molécula de EPO adsorbida sobre membranas de nitrocelulosa por las técnicas de
immunodot y Western blot.

3.8. METODOS DE SCREENING Y CUANTIFICACION DE rhEPO
3.8.1. Técnica de immunodot

La técnica de immunodot se emple6 para semicuantificar la EPO presente en el
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sobrenadante de cultivo de los clones productores - en los dias posteriores al clonado en
placas de 96 pozos - cuando se contaba con volumenes pequefos de muestra.

Para realizar esta técnica se siguié el protocolo que se detalla a continuacion:

1. Siembra:
La siembra de estandar y muestras se realiz6 sobre una membrana de nitrocelulosa
(MSI-OSMONIC, EE.UU.), empleando un sistema de filtracién mudltiple por pozos
Hybridot (Life Technologies, Reino Unido) conectado a una bomba de vacio (Millipore,
Francia).
Estdndar: Se adsorbieron 10 ul de diluciones sucesivas en medio de cultivo del
estandar de rhEPO, desde una concentracion de 34,50 yg mlI"' hasta
0,03 ng ml™.

Muestras: Se adsorbieron 10 pl de las muestras de sobrenadante.

2. Lavado:
Se realizaron tres lavados sucesivos, en agitacion, por inmersién de la membrana de

nitrocelulosa en buffer salino de Tris (TBS).

3. Bloqueo:
Se bloquearon los sitios de unién inespecifica de la membrana sumergiéndola en

solucién de bloqueo. Se incubd 1 h a TA, en agitacion.
4. Lavado: Idem paso 2.

5. Primera reaccidon inmunoespecifica:

Se sumergié la membrana en una dilucion del sobrenadante crudo del MAb 2B2 en
solucion diluyente. Se incub6 1 h a TA, en agitacién.

6. Lavado: Idem paso 2.

7. Reaccion inmunoespecifica de deteccion:

Se sumergid la membrana en una solucion de anticuerpos de conejo
anti-inmunoglobulinas de ratdn conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO,
Dinamarca) en una dilucion 1:2.000 en solucion diluyente. Se incubé 1 h a TA, en
agitacion.

8. Lavado: Idem paso 2.

9. Reaccion de revelado:
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Se empled H,O, como sustrato de la enzima (solucién A de revelado), la cual se mezclé
en el momento de usar con la solucién B de revelado conteniendo el reactivo

cromogénico. La reaccion de color se detuvo realizando lavados con agua.

En presencia de EPO se desarrolla una mancha de color azul en el punto de
siembra, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de la molécula. De esta forma es
posible semicuantificar las muestras por comparacion visual del color generado con respecto
al producido por los testigos de concentracion conocida, siendo el limite de deteccion de la
técnica de 0,0625 ug mi™.

3.8.2. Técnica de ELISA

Para la determinacién de la concentracién de la molécula de rhEPO presente en
distintos entornos (diferentes medios de cultivo, molécula purificada), se empleé un
enzimoinmunoensayo tipo sandwich desarrollado en nuestro laboratorio (Amadeo y col.,
2004), el cual reconoce todas las isoformas de esta proteina. El rango lineal de este ensayo

esde 0,125 ugml'a4 ug ml™.

1. Reaccion de sensibilizacion:

Una placa de poliestireno de fondo plano de 96 pozos (Greiner Bio-One, Alemania) se
sensibilizd con 100 yl por pozo de una solucion de MAb 2B2 purificado de una
concentracién de 1 ug ml™ diluido en solucién de sensibilizacién. Se incubé durante 1 h
a 37°C y toda la noche a 4°C.

2. Lavado: Se realizaron seis lavados sucesivos de la placa, con solucion de lavado.

3. Blogueo:
El bloqueo de los sitios de interaccién inespecifica se realizé6 con 200 pl por pozo de

solucién de bloqueo. Se incubé durante 1 h a 37°C.

4. Primera reaccion inmunoespecifica:

Estandar: Se sembraron 100 pl por pozo de diluciones sucesivas del estandar de
rhEPO, desde una concentracién de 4 ug mi™" hasta 31,25 ng ml™.

Muestras: Se sembraron 100 ul por pozo de diluciones sucesivas de las muestras a
cuantificar.

Se incubd la placa 1 h a 37°C.

5. Lavado: Idem paso 2.
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6. Segunda reaccion inmunoespecifica:

Se adicionaron 100 ul por pozo de suero policlonal de conejo anti-rhEPO obtenido en
nuestro laboratorio en una dilucion 1:2.000 en solucién diluyente. Se incubé durante 1 h
a 37°C.

7. Lavado: Idem paso 2.

8. Reaccion inmunoespecifica de deteccion:

Se agregaron 100yl por pozo de una solucion de anticuerpos de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO,
Dinamarca) en una diluciéon 1:2.000 en solucién diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37°C.

9. Lavado: Idem paso 2.

10. Reaccion de revelado:

Se emple6é H,O, como sustrato de la enzima, diluida en solucién de revelado, la cual
contenia el reactivo cromogénico. Se agregaron 100 pl por pozo de esta dilucion, y la
placa se incubd en oscuridad a TA durante 10 min. En presencia de EPO la solucion
adquiere un color amarillo-marrén, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de la
molécula. La determinacién de la absorbancia de las muestras se realizé a A=450 nm en
lector de placas de microtitulacion.

Todas las incubaciones se realizaron en camara himeda.

3.9. DETERMINACION DEL PATRON DE ISOFORMAS DE rhEPO: ISOELECTROENFOCADO (IEF)

El estudio de la composicion porcentual de isoformas de rhEPO puede realizarse
mediante la técnica de focalizacién isoeléctrica o isoelectroenfocado, para la que se utilizé el
sistema de GE Healthcare (EE.UU.), compuesto por una cuba electroforética Multiphor II, un
bafo refrigerante Multitemp Ill y una fuente de voltaje EPS3500XL.

El gel utilizado en el isoelectroenfocado consisti6 en una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida en una concentracién del 8% (P/V), urea 7 M, anfolitos de rangos
de pH 3-10 y 2,5-5 (GE Healthcare, EE.UU.), APS 0,1% (P/V), TEMED 0,1% (V/V) con el fin
de obtener un gel en el cual se estableciera posteriormente un gradiente de pH comprendido
entre 3y 10.

Una vez preparado el soporte, se procedié al preenfocado de los anfolitos durante
1h a 2.000V, 100 mA, 10 W, 10°C, con el objeto de generar el gradiente de pH. Este
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gradiente se establecié al generar un campo eléctrico entre dos tiras de papel de electrodo
(GE Healthcare, EE.UU.), embebidas en solucién de anolito y catolito, respectivamente.
Posteriormente, se sembraron las muestras de rhEPO parcialmente purificadas, en una
cantidad de masa proteica apropiada acorde con el modo de revelado posterior (20 ug para
tincion con azul brillante de Coomasie, y entre 0,3 y 0,6 ug para revelado por Western blot,
en un volumen maximo de 25 pl). Se procedié al enfocado de las muestras durante 30 min,
en idénticas condiciones de corrida.

3.9.1. Tincion con azul brillante de Coomasie

La tincion de las bandas con azul brillante de Coomasie se realizé de acuerdo con
el siguiente protocolo:

1. Fijacidn del gel:

Se incubo el gel en solucién fijadora durante 30 min en agitacion.

2. Acondicionamiento del gel:

Se incubd el gel en solucion de destefido durante 1 h en agitacion.

3. Tincidn del gel:
Se incubo el gel en solucién colorante durante 30 min en agitacion.

4. Eliminacion del background de tincion:

El gel fue destefido por difusibn pasiva con solucion de destefiido hasta que se
visualizaron bandas azules nitidas contra un fondo claro, renovando periédicamente la

solucién.

3.9.2. Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa

El sistema de transferencia utilizado fue el denominado sistema seco, en el cual la
membrana y los papeles de filtro empleados se encuentran embebidos en solucién de

electrotransferencia y el proceso se realiza sobre un soporte seco.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (MSI-OSMONIC,
EE.UU.) empleando el equipo de GE Healthcare descrito en el item 3.9. La transferencia se
llevd a cabo durante 1h a TA, a 2.000V y 10 W, y usando la relacién 0,8 mA cm? de
superficie de membrana. La transferencia se evalu6 coloreando la membrana con solucién

de rojo Ponceau, la cual se decolor6 con sucesivos lavados con TBS.
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3.9.3. Western blot

La proteina adsorbida sobre la membrana de nitrocelulosa se reveld6 mediante la

reaccion inmunoquimica descrita en la técnica de immunodot (seccion 3.8.1).

3.9.4. Densitometria de bandas

La determinacién del porcentaje relativo de isoformas presentes en las muestras
analizadas por isoelectroenfocado se realiz6 mediante la densitometria de las bandas. Se
procedi6 a capturar la imagen con el scanner PowerLook Il (UMAX Technologies, EE.UU.),
ya sea del gel tefido con azul brillante de Coomasie o de la membrana de nitrocelulosa
revelada inmunoquimicamente. La densitometria de las bandas se realiz6 empleando el
software ImageMaster™TotalLab (GE Healthcare, EE.UU.). De esta forma se determiné el
contenido relativo de cada isoforma, expresandolo como porcentaje.

En la Fig. 6 se muestra un ejemplo de este analisis para una muestra de rhEPO.
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Fig. 6: Analisis de una muestra de rhEPO por IEF seguido de Western blot y densitometria de
bandas: (a) Imagen de la membrana revelada inmunoquimicamente, (b) identificacion de
las bandas y (c) densitograma generado por el software.

3.10. PURIFICACION DE rhEPO

Para lograr una Optima performance de las corridas de isoelectroenfoque las

muestras deben encontrarse en concentracion suficiente y en un entorno de muy bajo
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contenido de sales, ya que una fuerza i6nica elevada altera el perfil de corrida (Garcia
Pérez, 2000).

Por lo tanto, debe elegirse un sistema de purificacion en un paso que permita la
recuperacion de todas las isoformas presentes originalmente en el medio de cultivo, libres

de sales y en una concentracion adecuada, a partir de volumenes variables de muestra.

Para la purificacion y concentracion de las muestras de sobrenadante de cultivo se

emplearon dos sistemas de ultracentrifugacion:

3.10.1. Purificacion y concentracion de volumenes pequefos

Los filtros para ultracentrifuga Ultrafree-MC® (Amicon-Millipore, EE.UU.) se utilizan
en la purificacién y concentracion de soluciones acuosas, en voliumenes pequefios. El
material empleado en estos filtros es celulosa regenerada de baja uniéon a proteinas, cuyo
limite nominal es de 10 kDa. El protocolo general seguido cuando se emplearon estos filtros
para purificar y concentrar muestras de rhEPO provenientes tanto de sobrenadante como

del eluato de los filtros Ultrafree-MC® se detalla a continuacion:

1. Acondicionamiento previo al uso del filtro:

Se realiz6 un lavado con agua ultrapura durante 8 min a 2.500 g, con el fin de eliminar el
agente humectante (trietilenglicol) presente en la membrana. El volumen retenido, asi

como el permeado, fueron descartados.

2. Concentracion por ultrafiltracion:

Se colocé el volumen maximo permitido (450 pl) de sobrenadante de cultivo en el filtro,
centrifugandose 30 min a 2.500 gy a 4°C. Una vez finalizado el tiempo de centrifugacion
se retird el permeado (el que se conservé como control a -20°C), y se homogeneizé
cuidadosamente con micropipeta el volumen retenido - para minimizar la formacion de

espuma -, con el fin de evitar que las proteinas se depositaran sobre el filtro y lo taparan.

Se agregé luego un volumen apropiado de sobrenadante de cultivo para completar el
volumen del filtro y se centrifug6 en idénticas condiciones a las descriptas. Este proceso
se repiti6 las veces necesarias hasta concentrar el volumen inicial de 1,5ml de

sobrenadante a 250 pl.

3. Diafiltracion:

Una vez concentrado el sobrenadante de cultivo, se le agregd un volumen suficiente de
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agua ultrapura para completar 450 yl y se centrifugd 30 min a 2.500 g y a 4°C.
Finalizado este tiempo, se descart6 el permeado, se homogeneizé el volumen retenido y
se adicioné nuevamente agua a la muestra. Este proceso se repitié tantas veces como

fuera necesario para disminuir el contenido de sales a 1/30 de su valor inicial.

4. Concentracion final:

Cuando se consider6 que la concentracion de sales y pequefias moléculas en el
volumen retenido era aceptable, se realiz6 el paso final de concentracion de la muestra.
Para ello se centrifugd la muestra a 2.500 gy a 4°C el tiempo suficiente para obtener un
volumen final entre 200 pl y 450 ul. La muestra se homogeneizé y se conservo a -20°C,
hasta su analisis por ELISA e IEF.

5. Acondicionamiento final del filtro:

La sanitizacién de los filtros usados se realizé como se indica a continuacion:
e Lavado con agua ultrapura 8 min a 2.500 g

e Lavado con NaOH 0,1 M 20 min a 2.500 g

e Lavado con agua ultrapura 20 min a 2.500 g (dos veces)

e Lavado con etanol 20% (V/V) 5 min a 2.500 g

Los filtros se conservaron en etanol 20% (V/V) a 4°C.

El pool de permeados recolectados durante el paso 2 se analiz6 siempre por
ELISA para evaluar la integridad del filiro, determinando la cantidad de rhEPO que pudiera
haber pasado a través del filtro. En todos los casos esta determinacion present6 valores de
absorbancia similares al control negativo del ensayo.

3.10.2. Purificacion y concentracion de volumenes medios

Los filtros para ultracentrifugacion Centriplus® (Amicon, Millipore, EE.UU.) son
utilizados para concentrar y purificar fluidos biolégicos y soluciones acuosas en voliumenes
qgue van de 2 ml a 15 ml. El limite de corte nominal de estos filtros es de 10 kDa.

El protocolo seguido para concentrar muestras de sobrenadante conteniendo
rhEPO se indica a continuacion:

1. Acondicionamiento previo al uso del filtro:

Se realiz6 un lavado con agua ultrapura durante 5 min a 2.000 g, para eliminar el glicerol

presente en trazas en la membrana. Se descartaron el volumen retenido y el permeado.
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2.

4.

Concentracion por ultrafiltracion:

Se colocaron 15 ml de la muestra de sobrenadante de cultivo en el filtro y se centrifugé
por 2 h a 3.000 g y a 4°C. Una vez finalizado el tiempo de centrifugacion se retird el
permeado acuoso concentrado en sales y se congelé a -20°C para ser luego analizado.
El volumen retenido fue cuidadosamente homogeneizado con micropipeta, evitando que
se genere espuma, para resuspender las proteinas que se hubieran depositado sobre la

membrana de filtracion.

Se agreg6 luego mas sobrenadante de cultivo para completar 15 ml y se centrifugd en
idénticas condiciones a las descriptas. Se repitié este proceso las veces necesarias para
obtener el volumen deseado.

Diafiltracion:

Se agreg6 agua ultrapura al sobrenadante de cultivo concentrado hasta un volumen de
15 ml y se centrifugd 2h a 3.000 g y a 4°C. Finalizado este tiempo, se descarté el
permeado, se homogeneizé el volumen retenido y se agregé mas agua ultrapura a la
muestra. Este proceso se repitié de una a tres veces, dependiendo del procesamiento
posterior de la muestra.

Elucion:

Para recuperar la muestra concentrada y purificada se invirtié la parte superior del filtro
sobre el vial de recoleccién y se centrifugd 4 min a 2.000 g y a 4°C para que las
proteinas adsorbidas sobre la membrana pasasen al eluato. La muestra se
homogeneiz6, y se continud con su procesamiento (utilizando los filtros Ultrafree-MC®) o
se conservo a -20°C, para su analisis posterior.

Acondicionamiento final del filtro:

Con el fin de sanitizar y conservar los filtros usados, se realiz6 el siguiente
procedimiento:

Lavado con agua ultrapura 8 min a 2.500 g

Lavado con NaOH 0,1 M 30 min a 2.500 g

Lavado con agua ultrapura 30 min a 2.500 g (dos veces)
Lavado con etanol 20% (V/V) 5 min a 2.500 g

Los filtros se conservaron en etanol 20% (V/V) a 4°C.
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De igual manera a la descrita para los filtros Ultrafree-MC® el pool de permeados
recolectados durante la ultracentrifugacion fue analizado por ELISA, obteniéndose
resultados satisfactorios en todos los casos.

Dependiendo de la concentraciéon de rhEPO requerida, el eluato de esta
ultrafiltracion era directamente utilizado como sustrato por las diferentes técnicas de analisis

o sufria un nuevo proceso de concentracion utilizando los filtros Ultrafree-MC®.

3.11. REACTIVOS QUIMICOS Y SOLUCIONES
3.11.1. Soluciones empleadas para el recuento y el subcultivo de células

Solucién colorante: Azul de tripan 0,4% (P/V) en PBS.

Solucién de tripsina: Tripsina2,5¢g 1", EDTA 0,04 g I en PBS.

3.11.2. Reactivos empleados en la determinacion de amonio

Reactivo A: Solucién acuosa de fenol 487,6 mM, nitroferricianuro de
sodio 1 mM.
Reactivo B: Solucion acuosa de hipoclorito de sodio 33,3 mM,

hidréxido de sodio 562,5 mM.

3.11.3. Soluciones empleadas en el immunodot para la semicuantificacion de rhEPO

Solucién de bloqueo: BSA 1% (P/V) en TBS
Solucidén diluyente: BSA 0,1% (P/V) en TBS
Solucion A de revelado: H.O, (30 vol.): TBS (1:200). La solucién debe prepararse

en el momento de su uso.

Solucion B de revelado: a-cloronaftol 0,25% (P/V) en metanol. La solucion debe
prepararse en el momento de su uso.

3.11.4. Soluciones empleadas en el ELISA para la cuantificacion de rhEPO

Solucion de sensibilizacion: Na,CO3/NaHCO3; 50 mM, pH 9,6
Solucion de lavado: Tween 20 0,05% (V/V) en PBS
Solucién de blogueo: BSA 1% (P/V) en PBS

Solucion diluyente: BSA 0,1% (P/V), Tween 20 0,05% (V/V) en PBS
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Solucién de revelado: H,O, 0,12% (V/V), o-enilendiamina (OPD) 3 mgml’
diluidos en el momento de su uso en una solucién de
citrato de sodio 50 mM, fosfato de sodio 50 mM, pH 5,3.
3.11.5. Soluciones empleadas en el isoelectroenfocado de rhEPO

Solucién de anolito: Acido glutamico 100 mM, &cido fosférico 17,1 mM.

Solucién de catolito: L-alanina 100 mM.

3.11.6. Soluciones empleadas en la tincion de proteinas
Solucion de electrotransferencia: Glicina 192 mM, metanol 20% (V/V), Tris 25 mM, pH 8,3.

Solucion de rojo Ponceau: Rojo Ponceau 0,25% (P/V), acido acético glacial
15% (V/V), metanol 40% (V/V).

Tincidn con azul brillante de Coomasie:

-Solucion de fijacion: Acido tricloroacético 10% (P/V), 4cido sulfosalicilico
3,5% (P/V) en solucion de destenido.

-Solucion de destefiido: Metanol 40% (V/V), &cido acético 10% (V/V)

-Solucion de tincion: Coomasie Blue R-250 0,125% (P/V), metanol 40% (V/V),

acido acético 10% (V/V).

3.11.7. Soluciones varias

Solucién estandar de rhEPO: En todas las técnicas en que se requirid una solucién de
rhEPO para ser utilizada como estandar, se emplearon
estandares internos del laboratorio contrastados
previamente frente al estdndar internacional BRP indicado
por la Farmacopea Europea.

Buffer salino de fosfatos (PBS):  KH,PO, 0,6gl', Na,HPO, 0,78¢gl', NaCl 88gl",
pH 7,3.

Buffer salino de Tris (TBS): Tris 0,05 M, NaCl 0,015 M, pH 7,5.



4-RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 1
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4. OBTENCION, CARACTERIZACION Y ADAPTACION A SUSPENSION DE
UN CLON PRODUCTOR DE rhEPO

4.1. OBJETIVOS
En esta primera etapa se plantearon como objetivos:
e Obtener clones productores de rhEPO y realizar una pre-seleccion de ellos.

e Caracterizar el crecimiento, productividad y el perfil glicosidico de la molécula producida
por estos clones.

e Seleccionar dos de estos clones y adaptarlos al crecimiento en suspensién, en medios de
cultivo reducidos en suero y medios de cultivo libres de proteinas.

e Caracterizar el crecimiento, productividad y el perfil glicosidico de la molécula producida

por los clones adaptados.

e Seleccionar el clon productor de rhEPO a ser utilizado en las experiencias posteriores.

4.2, INTRODUCCION

Cuando se tiene como objetivo la optimizacion del proceso de produccion de una
glicoproteina desde el punto de vista del cultivo de las células de mamifero productoras, la
adecuada seleccion del clon celular es de fundamental importancia. En particular, el clon
recombinante a ser utilizado en la produccién a escala industrial de la rhEPO debe cumplir,

idealmente, con los siguientes requerimientos:
e Presentar una alta velocidad de crecimiento que lleve a una alta concentracion celular.

e Producir bajos niveles de metabolitos potencialmente inhibidores del crecimiento y/o
perjudiciales para la calidad glicosidica de la molécula de rhEPO.

e Presentar una alta velocidad especifica de produccion de rhEPO.
e Producir un conjunto de isoformas de rhEPO de alto contenido de &cido sidlico.

Una vez seleccionado el clon productor, el siguiente paso es su adaptacion al
crecimiento en suspensién, una etapa fundamental cuando se persigue la utilizacion de ese

clon en un proceso de produccién a escala industrial.

Si bien actualmente existen procesos industriales realizados en base al cultivo en
adherencia de las células (ya sea que se empleen roller bottles o microcarriers), el
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escalamiento de estos procesos resulta proporcionalmente mas caro y con mayor dificultad
desde el punto de vista del equipamiento y personal requerido. Leist y col. (1990) presentan
en su revision un muy completo estudio comparativo de ambos sistemas de cultivo, bajo

diferentes condiciones de operacion.

Considerando que es posible obtener entre 300.000 y 400.000 cél. cm™, un frasco
roller de superficie expandida (1.700 cm?) puede proveer aproximadamente 6x108 células
por frasco. En un biorreactor de 501 en el cual se alcanzan 2x10’ cél. ml" se obtienen
entonces 1x10'? células, lo que equivale a 1.600 frascos roller, es decir, 1.600 unidades
independientes de cultivo. El rendimiento en producto, por otro lado, es al menos dos veces
superior al que se obtiene en cultivos adherentes (Pereira Bacci y col., 1999), debido
principalmente a la homogeneidad de las condiciones del entorno celular y al estricto control
ejercido en forma automatica sobre las variables del sistema. Dado que el objetivo final de
este trabajo de tesis es la optimizaciéon del proceso de produccion de rhEPO, el cual se
realiza en un biorreactor tipo tanque agitado con perfusion, utilizando un modo de cultivo
continuo, la adaptacién exitosa de los clones seleccionados al crecimiento en suspension

resulta imprescindible.

El estudio del metabolismo celular también es de gran importancia durante el
proceso de seleccién del clon productor, especialmente la determinacion de las velocidades
especificas de crecimiento, de consumo de nutrientes y de producciéon de catabolitos,
incluyendo la rhEPO. En este trabajo, estos valores se obtuvieron siempre a partir del
gréfico de la variable de interés versus la integral de células viables (ICV), segun se describe
en la seccion Materiales y Métodos.

El calculo de la integral de células viables (ICV) como un parametro del cultivo se
basa en la premisa de que solamente las células viables son las responsables de la
variacion en la concentracion de ciertas especies (nutrientes, catabolitos excretados,
proteina de interés), y que la velocidad de produccién (0 consumo) de una determinada
especie es constante bajo un determinado conjunto de condiciones (Renard y col., 1988). En
los ultimos afos se ha verificado una tendencia creciente a utilizar la ICV para el célculo de
las velocidades especificas de consumo de nutrientes y produccion de catabolitos
(Altamirano y col., 2001a, 2004, 2006a, 2006b; Yang y Butler, 2000a, 2000b, 2000c;
deZengotita y col., 2002b; Tsao y col., 2005; Yoon y col., 2005; Restelli y col., 2006).

No so6lo en el caso del célculo de las velocidades metabdlicas especificas es que
se requiere determinar la relacién existente entre dos variables asociadas al cultivo del clon
en estudio. Como se vera mas adelante, en este trabajo de tesis se ha establecido la
correlacion existente entre diferentes variables (por ejemplo, la osmolalidad del medio
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empleado y la calidad de la molécula de rhEPO producida, o el modelado de una variable
que depende de los nutrientes del medio de cultivo), con el fin de caracterizar el

comportamiento metabdlico del clon frente a alteraciones en el entorno celular.

El objetivo, entonces, de estudiar la correlacion entre dos variables X e Y (o mas)
es determinar en qué medida una ecuacion (lineal u otra) describe o explica de una forma

adecuada la relacién existente entre estas variables.

El andlisis de los graficos de dispersion — graficos que muestran la localizacion de
los puntos (x, y) en un sistema de coordenadas cartesianas — permite a priori suponer la
existencia o0 no de correlacién entre las variables, de una manera cualitativa. Si se tiene un
numero suficiente de puntos y pueden construirse tablas de frecuencia, por ejemplo, el
estadistico X? (ji-cuadrado) permite establecer cuantitativamente la existencia de correlacién
entre X e Y con un nivel de significancia definido.

Una vez establecido cuali o cuantitativamente que existe un grado de relacién entre
las variables, se intenta modelar esta relacion. El modelado es la basqueda de una funcion
analitica o un procedimiento (el modelo) del cual se obtendra un conjunto de variables de
salida Y a partir de un determinado conjunto de datos de ingreso X (Zupan y Gasteiger,
1999).

En la practica se ajustan los datos mediante la construccién de una curva
(generalmente siguiendo el método de cuadrados minimos, Least Squares Method - LSD).
Este procedimiento da como resultado la ecuacion de la curva ajustada, sus parametros y el

error en la estimacion de estos parametros.

Finalmente es necesario estimar la bondad del ajuste realizado, para lo cual
pueden utilizarse diferentes funciones de mérito (Bevington y Robinson, 1993). En este

trabajo de tesis se utilizara como funcién de mérito el llamado coeficiente de correlacion R.

4.2.1. Coeficiente de correlacion R

Ademas de los puntos experimentales (X, y), luego de ajustar una curva se tendran
los puntos (X, Yest), €n donde y.s son los valores estimados o ideales de la variable Y sobre
la curva ajustada. La variacion total de la variable Y, también llamada suma de cuadrados
total (SSt, Total Square Sum), se define como la suma de los cuadrados de las desviaciones

de los valores de Y respecto de su media Y, segun:

ss, =3 (y-7) (20)



Resultados y Discusion — Capitulo N°1 de 5 74

Puede también demostrarse que:

Sh-v) =30 -7+ -y., ) 1)

El primer término del segundo miembro de esta ecuacion se denomina variacion
explicada por el modelo o segun otros textos suma de cuadrados debida a la regresion,
mientras que el segundo término se conoce como variacion no explicada o suma de

cuadrados residual. La denominacion variacion explicada alude a que las desviaciones

(ym _Y) tienen un patrén definido, en tanto las desviaciones (y—y,,) —la variacién no

explicada por el modelo — se comportan de forma aleatoria 0 no previsible (Spiegel, 1980).

—\2
El cociente entre la suma de cuadrados debida a la regresion Z(ym _Y) y la

—\2
suma de cuadrados total Z(y _Y) se conoce como coeficiente de determinacion R?, y

varia entre 0 y 1. El coeficiente de correlacion R se define entonces como:

(22)

El coeficiente de correlacion R varia entre -1y 1. Los signos + se utilizan para
indicar una correlacién lineal positiva o negativa. Este coeficiente es adimensional y su
definicion es general, por lo que puede aplicarse tanto relaciones lineales como a no

lineales.

El coeficiente R mide la bondad de ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion supuesta, estimando la fraccion de la variabilidad de los datos que es explicada
por el modelo. Cuanto mas se acerque a la unidad (en términos de valor absoluto), mejor es
el modelo elegido. Si bien R no indica significancia estadistica, bajo ciertas condiciones
puede calcularse la probabilidad P de que el valor R obtenido se deba al azar, o dicho de
otra forma, la probabilidad de que el valor de R sea cero.

En este trabajo se presentaran ambos valores, Ry P, como estimadores de la
bondad del ajuste realizado sobre las variables en estudio, en las experiencias realizadas.
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4.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Inicialmente se evalu6 la productividad y se realizé el clonado de lineas celulares
adherentes productoras de rhEPO. Luego de realizar un screening de la productividad de los
clones, se continu6é con el estudio de siete de ellos. El metabolismo de estos clones fue
analizado en términos de sus parametros especificos, lo que permitié seleccionar dos clones

para proseguir con su estudio.

Los clones seleccionados fueron posteriormente adaptados a crecer en suspension
en frascos tipo spinner, tanto en medios de cultivo adicionados de suero fetal bovino como
medios definidos libres de proteina. Se caracteriz6 luego su crecimiento y productividad con
el fin de evaluar el posible efecto de este proceso de adaptacién sobre el metabolismo
celular. Este andlisis derivo en la seleccion del clon productor.

El estudio metabdlico de los clones se realiz6 mediante la determinacién de los
siguientes parametros metabolicos especificos:

e La velocidad especifica de crecimiento (p) y la densidad celular maxima alcanzada.

e La velocidad especifica de consumo de glucosa (qqc) y la eficiencia en el uso de la
glucosa, definida como el rendimiento de lactato a partir de este azdcar (Y agic)-

e La velocidad especifica de consumo de glutamina (qqn) Yy la eficiencia en el uso de la

glutamina, definida como el rendimiento de amonio derivado de este aminoacido (Y am/gin)-

¢ La velocidad especifica de produccion de glutamato (gqu), lactato (Qiac) Yy amonio (Qam), ¥

la concentracidén méaxima de estos catabolitos alcanzada durante el cultivo.

e La velocidad especifica de produccién de rhEPO (qmepo) Y la concentracion maxima de

esta proteina determinada al finalizar los cultivos.

La caracterizacion de la proteina recombinante producida por los diferentes clones
se realiz6 mediante la técnica electroforética conocida como isoelectroenfocado, la cual
permite la separacion de proteinas basada en sus diferentes puntos isoeléctricos.
Posteriormente, las bandas obtenidas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se

pusieron en evidencia por una reaccién inmunoquimica.

4.4. RESULTADOS
4.4.1.  Cultivo de lineas celulares productoras de rhEPO

El procedimiento de obtencién de nuevos clones productores de rhEPO se inicié
con el cultivo de 10 lineas de células CHO.K1 transfectadas, denominadas P2B1, P2B2,
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P2B4, P2C1, P2C2, P2C3, P2C4, P2C6, P2D1 y P2D2, obtenidas previamente en el
laboratorio.

Estas lineas celulares fueron descongeladas y cultivadas en frascos T de 25 cm?
utilizando para ello medio de cultivo estandar con alto contenido de glucosa y glutamina
(MCE-AGG) adicionado de 5% (V/V) SFB y 400 ug/ml de Geneticin. Este ultimo se utilizd
para presionar la seleccion de aquellos clones que hubieran incorporado un niumero alto de
plasmidos con el gen de interés, ya que induce el mecanismo de apoptosis en aquellas
células que no poseen el plasmido (Tey y col., 2000).

4.4.2. Determinacion de la productividad especifica de rhEPO

Con el fin de caracterizar las lineas en cultivo, se determind la productividad
especifica de rhEPO de las mismas, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Las células provenientes de las lineas en estudio se cultivaron en MCE-AGG al
5% (V/V) SFB, hasta alcanzar la confluencia. Se retiraron entonces los sobrenadantes de
cultivo, reemplazandolos por MCE-AGG al 0,1% (V/V) SFB de manera de generar un
entorno celular de caracteristicas analogas a las de un proceso de produccion a escala
industrial. La baja concentracion de SFB vy la restriccion en la superficie disponible para que
la monocapa se extienda inducen a que el crecimiento de las células se detenga, ya que
estas células no han sido previamente adaptadas al crecimiento en estas condiciones. De
esta forma las células se mantienen en la fase G1 del ciclo celular, destinando la mayor
parte de su energia al mantenimiento de la viabilidad (y la produccion de rhEPO) y no a la

replicacion.

Los cultivos se mantuvieron en estas condiciones durante 72 h, momento en el
cual se realiz6 el recuento celular y se determiné por ELISA la concentracion de rhEPO en
los sobrenadantes del cultivo. Asumiendo una velocidad de crecimiento practicamente nula 'y
realizando el cociente entre la concentracion de rhEPO y la concentracion celular, se obtuvo
la velocidad especifica de produccion de rhEPO de estas lineas.

Los datos de qmero S€ presentan en la Tabla VII. La concentracion de rhEPO se
expresa en este trabajo en unidades de % ml™, en tanto la gero e indica en unidades de
% 10 cél’ h™'. Para convertir los resultados experimentales a estas unidades, se definié un
valor de masa de rhEPO de 100 ug como 100%.

Los valores mas altos de qqnepo S€ Obtuvieron para las lineas P2B1 y P2C4 (0,088 y
0,067 % 10° cél." h', respectivamente).
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Tabla VII: Valores de q.epo calculados para las 10 lineas celulares.

Linea celular (% 1o%h§e?ﬁ" h™)
P2B1 0,088
pP2B2 0,042
P2B4 0,021
P2C1 0,025
P2C2 0,033
P2C3 0,033
P2C4 0,067
P2C6 0,021
P2D1 0,004
P2D2 0,008

4.4.3. Clonado de lineas celulares productoras de rhEPO y seleccion de clones

Una linea celular puede estar constituida por mas de un clon, los cuales varian en
su crecimiento, numero de copias del gen de interés y productividad, entre otros parametros.
Con el objeto de individualizar estos clones, caracterizarlos y seleccionar luego los mas
aptos, se llevé a cabo el clonado de las lineas celulares en estudio. Del conjunto
pre-seleccionado se eligié luego un clon particular, el cual fue empleado en los estudios
posteriores que se presentan en este trabajo.

A partir de cultivos de las lineas celulares que se encontraban en fase de
crecimiento exponencial se procedié a realizar el clonado de las mismas, mediante el
método de dilucion limite en placas de 96 pozos. Para ello se sembraron 200 pl por pozo de
cada suspensién de células en medio MCE-AGG al 20% (V/V) SFB y 400 ug ml" de
Geneticin. El alto contenido de SFB es necesario para aportar los factores de crecimiento

que permitan a las células crecer y formar una colonia a partir de una unica célula madre.

Como resultado de este procedimiento se obtuvieron entre 10y 30 clones por
linea, con un total de 171 clones. Sin embargo, no todos los clones fueron capaces de
mantener una velocidad de crecimiento adecuada, o murieron, por lo que éstos no fueron
incluidos en este estudio, reduciéndose asi su nimero a 145. Los clones fueron identificados
al igual que las lineas celulares con dos letras y dos numeros. La primera letra y el primer
numero del nombre de cada clon correspondieron a la ultima letra y el dltimo ndmero de la

linea que le dio origen.

Una vez que las colonias monoclonales mostraron un crecimiento sostenido,

cubriendo aproximadamente una tercera parte del pozo de cultivo, se reemplazd el
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sobrenadante de cada pozo por 200 ul de MCE-AGG al 5% (V/V) SFB. En la medida en que
estos cultivos alcanzaban un estado de confluencia, se procedié a estimar la productividad
de los clones, mediante la técnica de immunodot. Esta técnica permite semicuantificar la
concentracion de rhEPO cuando los volumenes de muestra son muy pequenos, como en
este caso. Asumiendo una concentracion de células similar en todos los cultivos (una
monocapa confluente), esta metodologia permitié discriminar los clones mas productores de
aquéllos de produccién muy baja o nula.

Como resultado de este primer screening se seleccionaron 18 clones, los cuales
fueron amplificados a placas de 24 pozos, destinandose tres pozos a cada clon. El objetivo
de esta amplificacion fue el de determinar la productividad especifica de los clones, a la vez
que incrementar el nimero de células de cada uno de ellos.

Se permiti6 que estos cultivos llegasen a confluencia, para luego realizar el
subcultivo de las células que crecian en uno de los pozos, amplificandolas a un frasco T de
25 cm? en MCE-AGG al 5% (V/V) SFB. Se realizé el recuento de las células contenidas en el
segundo pozo con el fin de determinar la concentracién celular en el punto de confluencia y
se reemplazé el sobrenadante de cultivo del tercero de los pozos por medio MCE-AGG al
0,1% (V/V) SFB, manteniendo este ultimo cultivo durante 72 h. Al cabo de este tiempo se
retir6 el medio y se determind la concentracién de rhEPO por ELISA. Los datos de
concentracion celular y de acumulacién de la molécula en el sobrenadante de cultivo se
emplearon para el célculo de la gmepo de cada uno de estos clones, bajo estas condiciones
de cultivo que simulan un proceso productivo a escala industrial. Estos resultados se
muestran en la Tabla VIII.

Una vez que todos los clones se hallaban en cultivo se evalué su crecimiento,
seleccionandose aquéllos que presentaban un alto valor de Qmepo Yy una velocidad de
crecimiento aceptable (un tiempo de duplicacion de aproximadamente 24 h), con vistas a un
futuro escalamiento del proceso.

En base a los resultados obtenidos, se decidié continuar con el estudio de los
clones B1A2, B1D8, C4B3, C4D8 y C4H8, provenientes de las lineas P2B1 y P2C4, y cuyos
valores de productividad oscilaron entre 0,233 y 0,854 % 10° cél.” h™'. Se prosiguié también
con el cultivo de los clones B2H5 y B4H5, ya que provenian de otras lineas celulares — las
cuales podrian producir un patrén de isoformas de rhEPO diferente, tal vez mejor —y, si bien
su productividad especifica era sensiblemente menor a la de los otros clones seleccionados,

aun resultaria viable a escala industrial.

Todos estos clones fueron amplificados y congelados, preservandolos en nitrégeno
liquido.
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Tabla VIll: Valores de q;hnepo Obtenidos para los clones en estudio.

] CLrhEPo
Linea celular Clon (% 10° cél." ™)

P2B1 B1A2 0,646

B1A6 0,113

B1D8 0,233

P2B2 B2D5 0,008

B2H5 0,067

P2B4 B4A5 0,004

B4H5 0,067

P2C1 C1G8 0,004

P2C2 C2A5 0,004

P2C3 C3D6 0,046

C3E6 0,054

P2C4 C4B3 0,758

C4D8 0,708

C4H8 0,854

P2Ce6 ceB12 0,005

C6H10 0,004

P2D1 D1B6 0,006

P2D2 D2A4 0,007

4.4.4. Caracterizacion del crecimiento de los clones seleccionados

El desarrollo celular en medios de cultivo de bajo contenido de suero es un
prerrequisito para la potencial aplicacion industrial de un clon productor. Por ello, una vez
demostrado que los clones en estudio se desarrollaban normalmente en el medio de cultivo
al 5% (V/V) SFB, se procedié en una primera etapa a adaptar a los clones al crecimiento en

un medio de cultivo de menor concentracién de suero.

De esta manera los sucesivos subcultivos se realizaron reduciendo
progresivamente la concentracion de SFB, hasta adaptar los clones B1A2, B1D8, C4B3,
C4D8, C4H8, B2H5 y B4H5 al crecimiento en MCE-AGG al 2% (V/V) SFB. Luego de 3 - 4
subcultivos en este medio sin que se verificaran disminucion de la velocidad de crecimiento
ni alteraciones morfolégicas en ninguno de los cultivos, se consideré que la adaptacion a
este medio con menor contenido de SFB habia sido exitosa. Los clones adaptados fueron
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congelados y conservados en nitrégeno liquido.

Se procedi6é entonces a caracterizar el crecimiento de estos clones y determinar
sus parametros metabodlicos especificos. A partir de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento de cada uno de ellos, en MCE-AGG al 2% (V/V) SFB, se preparé una
suspension de concentracion 5x10* cél. viables ml”. Esta suspensién se sembr6 a razén de
2 ml por pozo en placas de 12 pozos. Diariamente se retir6 el sobrenadante de cultivo de
uno de ellos, el cual fue centrifugado 2 min a 600 g. El sobrenadante libre de células se
conservé a -20°C, con el fin de determinar posteriormente la concentracién de glucosa,
lactato, amonio y rhEPO. Las células adheridas se recuperaron mediante el tratamiento con
tripsina, realizandose luego el recuento de células viables y totales.

La Fig. 7 muestra la variacion en la concentracién de las especies en estudio
(células, glucosa, lactato, amonio y rhEPQO) con respecto a su valor a tiempo t=0 (indicada

como A X, ) versus el tiempo de cultivo. La variable A X/, ) se calculé como se indica en
la Ec. (19).

Este tipo de gréaficos permite obtener informacion inmediata sobre la cinética de
produccion (o consumo) de los metabolitos, determinando su evolucion dia a dia del cultivo.
Sin embargo, es mas apropiado comparar los distintos clones en términos de las
velocidades especificas (es decir, por célula y por unidad de tiempo) con que los metabolitos
en estudio son generados o utilizados, y esta informacion no se desprende facilmente de las
graficas en funcion del tiempo de cultivo. De ahi la necesidad de representar los datos de
manera de obtener a simple vista una comparacién mas directa entre las velocidades

especificas de consumo o produccién de cada clon.

La determinacion de las velocidades especificas de consumo y produccion de

metabolitos se llevé a cabo graficando la variacion en la concentracion de la especie en

estudio versus la integral de células viables (ICV, )). Por definicién la ICV,,) es una funcién

creciente, tal como puede observarse en la Fig. 8, en la que se encuentra graficada esta
variable para cada uno de los clones estudiados en funcién del tiempo de cultivo:

En general se observaron valores finales de ICV relativamente similares, con

excepcion de los clones B1D8 y B4H5, lo que era posible anticipar a partir de la Fig. 7.

La representacion de A X, , versus la ICV|, para cada variable en estudio se

muestra en la Fig. 9, siendo X la concentracion de células viables (Fig. 9a), de glucosa
(Fig. 9b), de lactato (Fig. 9c), de amonio (Fig. 9d) y de rhEPO (Fig. 9e).
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Fig. 8: Curvas de la integral de células viables (ICV) en funcién del tiempo de cultivo: (B) clon B1A2,
(@) clon B1D8, (A) clon C4B3, (v) clon C4D8, (#) clon C4H8, (:k) clon B2H5, (®) clon B4H5.

Estos graficos permiten la comparacién directa de las pendientes de las curvas en
la zona lineal que corresponde generalmente al inicio de cultivo, siendo el valor de la
pendiente de estas rectas igual a la velocidad especifica correspondiente. Cuando las
curvas dejan de ser lineales las velocidades especificas ya no son constantes, lo que se
debe a alteraciones en el metabolismo causadas por el envejecimiento del cultivo y las
variaciones que se han producido en el entorno extracelular. En ciertos casos, sin embargo,
puede observarse que la velocidad especifica se mantuvo constante hasta el final del
cultivo, como por ejemplo gqc en el caso del clon B4HS5.

La Tabla IX resume los datos de W, Qgic, Qiac; Gam Y Grero Obtenidos a partir de los
graficos de la Fig. 9. En la misma tabla se muestran ademas el valor del coeficiente de
regresion del ajuste lineal (R) y su correspondiente valor P.

Las curvas obtenidas son las esperadas para las experiencias que se realizan en
placas: si bien se parte de una suspensién celular inicial comun y se espera que todos los
pozos sembrados evolucionen de manera andloga, se verifica un cierto grado de variabilidad
entre ellos. A pesar de las desviaciones inherentes a este tipo de experiencias, los altos
valores obtenidos para el coeficiente R en el ajuste realizado sobre las curvas confirma la
relacion lineal que existe entre la variacion en la concentracion de las especies en estudio
con respecto a la integral de células viables, y son muy significativos si se tiene en cuenta el
error asociado a los recuentos celulares (Renard y col., 1988).
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Tabla IX: Valores de M, qgic;, Qiacs 9am Y Armero (XSEM) obtenidos para los clones analizados.

1) dglc Qiac Jam drhePo

Clon (h™) (nmol 10°cél"h™)  (nmol 10°cél" h™")  (nmol 10°cél" h™") (% 10 cél" h™)
B1A2 0,027:0,002 540+161 773169 82+7 3,52+0,32
R=0,99 R=0,92 R=0,99 R=0,99 R=0,99
P=0,005 P=0,079 P=0,002 P=0,001 P=0,008

B1D8 0,019:0,003 550153 571161 78+15 1,4610,14
R=0,97 R=0,99 R=0,98 R=0,95 R=0,99
P=0,006 P=0,002 P=0,003 P=0,015 P=0,002

C4B3 0,031:0,003 225414 686128 294196 0,381+0,050
R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,95 R=0,98
P=0,009 P=0,004 P=0,002 P=0,202 P=0,004

C4D8 0,015+0,003 223437 65949 11733 0,7821+0,081
R=0,96 R=0,99 R=0,99 R=0,93 R=0,99
P=0,037 P=0,106 P=0,005 P=0,073 P=0,011

C4H8 0,026:0,001 6174205 1672129 3618 1,1610,18
R=0,99 R=0,90 R=0,99 R=0,95 R=0,96
P=0,002 P=0,095 P=0,006 P=0,049 P=0,008

B2H5 0,026+0,003 273459 737421 169+47 0,204+0,007
R=0,99 R=0,98 R=0,99 R=0,93 R=0,99
P=0,012 P=0,136 P=0,001 P=0,069 P<0,0001

B4H5 0,022+0,007 126+14 36235 603 0,049+0,003
R=0,92 R=0,98 R=0,99 R=0,99 R=0,99
P=0,082 P=0,003 P=0,003 P=0,0002 P=0,0005

Se observé un comportamiento similar de los clones B1A2, C4B3, C4D8, C4H8 y
B2H5, en términos de densidades celulares maximas alcanzadas. En cambio, para los
clones B1D8 y B4H5 las concentraciones celulares maximas alcanzadas fueron inferiores a
las de los primeros.

Con respecto a la utilizacion de la glucosa se verificé una diversidad de perfiles, sin
observarse una correlacion directa entre la velocidad de consumo de este azucar o la
cantidad consumida hasta el final del cultivo, con la masa celular producida. Mientras que el
valor de qq para el clon B1D8 fue dos veces el valor obtenido para el clon C4B3, este ultimo
alcanz6 una densidad celular superior al doble de la concentracién maxima del primero. Este
hecho muestra el grado de variabilidad en la desregulacion del consumo de glucosa entre
los clones, ya sea que estos provengan de la misma linea celular o de lineas diferentes.

Los clones B1A2, B1D8, C4B3, C4D8 y B2H5 mostraron velocidades especificas
de produccion de lactato similares entre si. El valor de qj,c extremadamente alto obtenido en
el cultivo del clon C4H8, indicé un aprovechamiento muy poco eficiente de la glucosa
consumida, observandose la situacion contraria en el cultivo del clon B4H5. A pesar de que
este Ultimo hace un uso mas eficiente de la glucosa, esta ventaja no se reflejo en la masa

celular obtenida, la cual no es suficiente para considerar la posibilidad de utilizar este clon
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en un proceso productivo a mayor escala.

La gran variabilidad observada entre los clones en términos de Qgc Y Quac S€
confirma al analizar los valores de rendimiento de lactato a partir de glucosa (Yacgic), [0S que
se muestran en la Tabla X. El valor de Y4 Se obtiene al realizar el cociente entre la
velocidad especifica de produccién de lactato y la velocidad especifica de consumo de

glucosa.

Tabla X: Valores de Y|,.qc Obtenidos para los clones en estudio.

Clon Yiacigic
B1A2 1,4+0,5
B1D8 1,0+0,1
C4B3 3,0+0,2
C4D8 2,9+0,5
C4H8 2,7+0,9
B2H5 2,7+0,6
B4H5 2,910,4

El rendimiento tedrico de lactato obtenido a partir de glucosa en condiciones
anaerobicas tiene un valor maximo de 2 (es decir, se producen a lo sumo dos moles de
lactato por mol de glucosa). En la Tabla X, sin embargo, se observan rendimientos
superiores a este valor: el excedente de lactato cuantificado seria el resultado de otras vias
metabdlicas, como la conversién de glutamina a acido oxalacético y la de éste en piruvato,

precursor del lactato.

Una relacién Yqeiac baja indica un mejor aprovechamiento energético de la glucosa,
la cual se integraria a otras vias anabdlicas, como por ejemplo la via de las pentosas fosfato
o sintesis de &cidos grasos, en lugar de destinarse exclusivamente a la regeneracion del
NAD* como consecuencia del metabolismo desregulado de este azucar. Los clones
provenientes de la linea P2B1 (clones B1A2 y B1D8) fueron los que mostraron un uso mas
eficiente de la glucosa en este sentido. Sin embargo, las diferencias observadas en la
densidad celular obtenida durante el cultivo de estos clones indica que el clon B1A2 no
solamente produjo bajos niveles de lactato sino que ademas realizd un mejor
aprovechamiento de los nutrientes presentes en el medio, destinandolos a la produccion de

masa celular.

Por otra parte, el clon C4H8 fue el que mostrd el mayor consumo de la glucosa
presente en el medio de cultivo y la mayor acumulacion de lactato en el sobrenadante, lo
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que se deberia a que en la fase del cultivo en que las velocidades especificas ya no son
constantes (la relacion entre la concentracion de la especie y la ICV ya no es lineal), sus
valores siguen siendo muy altos. A pesar de este hecho, desfavorable para la perspectiva de
un escalamiento del cultivo en modo batch por la alta concentracion de lactato que se
acumularia al final del mismo, la relacion entre qgc y Qiac €S similar a la de los otros clones.
Esto, sumado a que el resto de los parametros (produccion de células, amonio y rhEPO) no
son superiores a los presentados por los otros clones — indicando asi que el clon C4H8 no
es metabolicamente mas activo que ellos — permitiria suponer que la diferencia en el
metabolismo del azlcar seria una mayor desregulacién en su ingreso y/o las etapas
tempranas de la glicélisis.

Los perfiles de produccién de amonio siguieron dos patrones definidos: mientras
que una parte de los clones mostré una baja produccion de este metabolito, acumulandose
alrededor de 2mM en los sobrenadantes, en el resto de los cultivos se alcanzaron
concentraciones entre tres y cuatro veces superiores. Los bajos niveles de amonio
observados en los cultivos de los clones B1D8 y B4H5 estan relacionados con el limitado
desarrollo celular observado en estos. Los clones B1A2 y C4H8, sin embargo, mostraron
una baja acumulacién de este ion en el sobrenadante, a pesar de haber alcanzado
concentraciones celulares superiores al doble de las observadas en los cultivos de los
clones B1D8 y B4H5. En todos estos casos la concentracibn de amonio se mantuvo

relativamente constante hasta el final del cultivo.

Contrariamente, la velocidad de produccion de amonio para los clones C4B3,
C4D8 y B2H5, aunque disminuyd luego de las primeras 72 horas de cultivo, se mantuvo en
valores elevados, haciendo que la concentracion de este catabolito se incrementara en

forma continua hasta el tltimo dia de cultivo.

Un comportamiento muy diferente se verificd en cuanto a la produccion de rhEPO,
segun puede observarse en la Fig. 9. Las velocidades de produccion de los clones B1A2,
B1D8 y C4H8 fueron superiores en un orden de magnitud con respecto al resto de los
clones, acumulandose concentraciones similares de proteina recombinante en el
sobrenadante de cultivo. Resulta llamativa la productividad presentada por el clon B1D8,
probablemente basada en un mayor nimero de copias del plasmido con el gen de rhEPO. El
resultado de la seleccion de un clon productor se sustenta, como ya se ha especificado, en
un conjunto de variables, entre las que la velocidad especifica de produccion de rhEPO es
una de ellas.

Se ha mencionado anteriormente que la velocidad de produccion (o consumo) de

una determinada especie es constante bajo un determinado conjunto de condiciones
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(Renard y col., 1988), y ésta es la razén por la cual los valores de Qmepo Citados en las
Tablas VIl y IX difieren entre si: mientras que los primeros se obtuvieron a partir de un
cultivo celular en monocapa confluente, en MCE-AGG al 0,1% (V/V) SFB y en un unico
punto (72 h a partir del recambio de sobrenadante), los segundos se calcularon a partir de
un cultivo en crecimiento exponencial en MCE-AGG al 2% (V/V) SFB como pendientes de la
recta ajustada sobre los datos de varios dias de cultivo.

4.4.5. Caracterizacion del perfil de isoformas de rhEPO producidas por los clones
seleccionados

Luego del andlisis del crecimiento y metabolismo de los clones se procedié a
caracterizar la molécula de rhEPO producida, mediante la separacién de las diferentes
isoformas por electroforesis en un gel de poliacrilamida en gradiente de pH o
isoelectroenfocado. Las proteinas fueron posteriormente transferidas a una membrana de
nitrocelulosa mediante la accidon de un campo eléctrico y reveladas por una reaccion

inmunoquimica, de acuerdo con la técnica descrita en Materiales y Métodos.

El estudio del perfil de isoformas producidas se realiz6 de manera cualitativa, dado
que en el momento de realizar estas experiencias no se disponia aun del scanner UMAX y
el software ImageToolLab (GE Healthcare, EE.UU.), empleados posteriormente para realizar
la densitometria de las bandas obtenidas en el ensayo de isoelectroenfocado y asi
determinar la proporcion relativa de las glicoformas.

En la Fig. 10 se presenta el andlisis de los sobrenadantes de cultivo de los
diferentes clones. Pudo observarse la desaparicién de una y hasta dos isoformas de mayor
contenido de acido sialico en las muestras correspondientes a los clones B2H5, C4B3 y
C4D8 con respecto al resto de los clones, lo que constituye una desventaja desde el punto
de vista de su explotacién a escala industrial, ya que se busca producir preferentemente

estas isoformas.

Por otra parte, el patron de isoformas producidas por los clones B4H5 y B1D8
presenta un menor contenido de isoformas de alto punto isoeléctrico que el de los clones
B1A2 y C4HS8, lo cual en principio seria un hecho favorable. Sin embargo, la productividad
del clon B4H5 — en términos de qumepo Yy de la concentracion de esta proteina acumulada en
el sobrenadante durante el cultivo — es muy inferior a la observada para los clones B1A2 y
C4H8. En forma analoga, y desde el punto de vista de su crecimiento, el clon B1D8 soélo
pudo alcanzar al final del cultivo una densidad celular de aproximadamente el 50% del
maximo logrado por los clones B1A2 y C4H8, y su velocidad especifica de crecimiento fue
muy baja, superando sélo a la del clon C4D8 (ver Tabla IX).
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Fig. 10: Perfil de isoformas de rhEPO producidas por los clones en estudio, analizadas por IEF
seguido de Western blot.

Dado que los objetivos planteados al comenzar esta etapa eran el obtener clones
recombinantes productores de hEPO y seleccionar aquéllos que en mayor medida
respondieran a las expectativas en cuanto al patrén de glicoformas producidas, su
crecimiento y productividad, se decidié continuar el proceso de adaptacion al crecimiento en
suspension con los clones B1A2 y C4H8. Ambos clones presentaron un perfil de
glicosilacién con alto contenido de isoformas acidicas y una alta velocidad especifica de
produccion de rhEPO durante todo el cultivo, lo que permitié alcanzar una concentracion
final elevada de esta proteina. De igual manera, los cultivos evolucionaron logrando
densidades celulares similares al resto de los clones mostrando una velocidad de
crecimiento apropiada previendo el posterior escalamiento del proceso. Finalmente, desde el
punto de vista energético, estos clones mostraron una baja velocidad de produccién de
amonio y una buena relacion Y,qc, particularmente el clon B1A2. Si bien se produce una
alta acumulacion de lactato en el sobrenadante de cultivo del clon C4HS8, las
concentraciones alcanzadas se encuentran dentro del rango reportado para células CHO
(Ozturk y col., 1997).

Antes de continuar con la adaptacién de los clones B1A2 y C4H8 al crecimiento en
suspension, tanto en un medio adicionado con SFB como en un medio libre de proteinas, se
llevaron a cabo una serie de experiencias tendientes a optimizar el medio de cultivo
MCE-AGG, empleado para las experiencias descritas anteriormente.
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A raiz de observaciones previas realizadas durante el proceso de produccion de
esta proteina en nuestro laboratorio, se decidi6 estudiar el comportamiento del clon utilizado
en este proceso (denominado clon P3B4) en el medio MCE, con menor contenido de
glucosa y glutamina con respecto al medio MCE-AGG. Una menor concentracion de estas
especies, ademas de simplificar el proceso de preparaciéon de medio de cultivo y disminuir el
costo del mismo, podria redundar en una menor acumulacién de lactato y amonio en el

sobrenadante de cultivo (Glacken, 1988).

4.4.6. Estudio comparativo entre los medios MCE-AGG y MCE, utilizando un
sistema simil perfusion

A partir de un cultivo en suspensién del clon P3B4 en frascos spinner en
MCE-AGG al 0,2% (V/V) SFB, el cual se encontraba en fase de crecimiento exponencial, se
tomaron dos alicuotas, las que fueron centrifugadas durante 8 min a 200 g. El pellet celular
obtenido a partir de cada alicuota se resuspendié en 200 ml del medio correspondiente,
ambos adicionados de 0,2% SFB.

Diariamente se tomé una muestra de ambos cultivos en estudio con el fin de
realizar el recuento de células viables y no viables. Estas muestras fueron posteriormente
centrifugadas 2 min a 600 g y el sobrenadante de cultivo se conservé a -20°C hasta el

momento de la determinacién de los metabolitos de interés.

Aproximadamente a las 96 h los cultivos alcanzaron una alta concentracion de
células (>7,5x10° cél viables ml™), iniciandose en ese momento una modalidad de recambio
parcial del sobrenadante de cultivo en forma diaria. Este recambio por pulsos se realizd con
la intencion de aportar nuevos nutrientes y disminuir la concentracion de catabolitos toxicos

en el entorno celular, con un efecto similar al que se verifica en un proceso de perfusion.

El proceso de recambio consistia en tomar una primera muestra —y proceder con
ella tal como se describié anteriormente — para luego centrifugar la mitad del volumen de la
suspension celular (8 min a 200 g) y resuspender el pellet en el mismo volumen de medio
fresco, regresando esta suspension al frasco spinner correspondiente. Una vez
homogeneizado el cultivo, se tomaba nuevamente una muestra, se determinaba la
concentracion de células con el fin de verificar que ni la densidad celular inicial ni la
viabilidad se hubieran visto afectadas por este procedimiento, y se conservaba el
sobrenadante a -20°C para la determinacion de metabolitos.

Considerando las altas densidades celulares alcanzadas, se decidid reducir el
volumen de trabajo a 100 ml de suspension (dia 16 de cultivo) para incrementar la relacién

superficie/volumen y favorecer asi la oxigenacién del cultivo. La modalidad de sustituciones
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parciales del sobrenadante se continué llevando a cabo como se describid previamente.

A partir del dia 23 se redujo el contenido de SFB de los medios de cultivo
empleados para los recambios a una concentracion de 0,1% (V/V). De esta manera se
igualaron las condiciones de producciéon de rhEPO a las que se utilizan en los cultivos de
alta densidad a escala industrial.

En la Fig. 11 se muestran las graficas correspondientes a la concentracion de
células viables y totales en funcién del tiempo de cultivo para ambos cultivos. Se observo
que luego de una fase de crecimiento exponencial inicial, la que se extendié hasta las 72 h
aproximadamente, la velocidad de crecimiento disminuy6, manteniéndose hasta el dia 11
para el cultivo en medio MCE-AGG al 0,2% SFB y hasta el dia 13 para el cultivo en MCE al
0,2% (V/V) SFB. En ese punto ademas es cuando ambos cultivos alcanzan sus densidades
celulares méximas, 2,6x10° cél. viables mI™" y 3,2x10° cél. viables mI™, respectivamente. En
los dias posteriores la concentracién de células disminuy6 ligeramente, para finalmente
estabilizarse al final de los cultivos, consiguiendo mantenerse densidades celulares
constantes en el tiempo debido a la reposicion de nutrientes y la remocién de metabolitos
toxicos como consecuencia del reemplazo del medio de cultivo. En la figura se indican

ademas los momentos en los cuales se realizaron cambios en las condiciones de trabajo.
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Fig. 11: Curvas de concentracién de células para los cultivos del clon P3B4 en suspension en medios
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viables en MCE-AGG, (@) células totales en MCE, (®) células viables en MCE, (=) viabilidad
en MCE-AGG, (- viabilidad en MCE.



Resultados y Discusion — Capitulo N°1 de 5 91

Puede observarse en la Fig. 12 que las curvas de ICV en funcion del tiempo
presentan una forma muy similar, si bien a partir del dia 8 de cultivo dejan de superponerse,
siendo el valor maximo de ICV alcanzado por el cultivo en MCE-AGG (1,03x10° cél. h ml™)
levemente inferior al del cultivo en MCE (1,13x10° cél. h mI™).

Cuando se grafican la variacion en la concentracién de células viables en funcién
de la ICV con el fin de obtener la velocidad especifica de crecimiento se observa, en ambos
casos, un comportamiento variable durante el transcurso del cultivo. Es posible entonces
diferenciar cuatro zonas, las que se indican como A, B, C y D, cuyos valores de p varian
significativamente. Para una mejor comprension de los datos, la grafica de puntos fue
ajustada con el programa Microcal® Origin® v. 5.0 (Microcal Software, EE.UU.), trazando una
curva que considera el promedio de cinco puntos adyacentes.

La primera zona corresponde a un crecimiento exponencial del cultivo y se
extiende hasta los primeros 7-8 dias. A esta zona corresponde el valor de p mas alto para
cada cultivo, los que son practicamente iguales en ambos casos. Sigue a ésta otra region en
la que el crecimiento celular es mas lento, y los valores de p disminuyen a un 25%-30% del
calculado para la zona A. Una vez que se alcanza la maxima concentracion celular en los
dos casos se distingue un cambio drastico en el perfil de crecimiento por el cual los valores
de u se hacen negativos. Este hecho indica que la velocidad especifica de muerte (kg) es
superior a la velocidad de crecimiento real y,, y, en consecuencia, la concentracién de
células viables disminuye, manteniéndose esta situacion durante 8-10 dias. Al cabo de este
tiempo los cultivos entran en una fase de estabilizacién del crecimiento, en la cual la
densidad celular se mantiene casi constante y en un valor cercano al 50% de la
concentracion maxima de células. En esta fase ky es aproximadamente igual a . y debido a
esto no se observa variacion en la cantidad de células por unidad de volumen. Los datos de
1 obtenidos para cada zona en los dos cultivos se presentan en la Tabla XI.

Tabla XI: Valores de p obtenidos para las distintas zonas identificadas en las curvas de
crecimiento del clon P3B4 cultivado en frascos spinner en MCE-AGG y MCE,
ambos al 0,2% (V/V) SFB.

Medio de u(h™)
cultivo Zona A Zona B Zona C? Zona D°
MCE-AGG 0,0120,001 0,0045:0,0009 -0,00260,0004 p=0
R=0,98 P<0,0001 R=0,95 P=0,013 R=0,95 P=0,0003
MCE 0,0127+0,0009 0,0046+0,0003 -0,003310,0004 =0

R=0,98 P<0,0001 R=0,99 P=0,0004 R=0,96 P<0,0001

@ El signo negativo indica que la concentracion de células disminuye en lugar de aumentar pr << k.
b En esta region se considera p=0 ya que W = kg Yy, €n consecuencia, la concentracion de células se mantiene
relativamente constante.
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Con el fin de calcular las velocidades especificas Qgic, Qiac; Jam Y Qrmero €N primer
lugar se calcul6 la variacion en la concentracion de estos metabolitos, de forma acumulada,
considerando el volumen de sobrenadante retirado diariamente (con el remanente de cada
especie) y la cantidad de glucosa, lactato y amonio presente en el medio de cultivo fresco
empleado para hacer el recambio. Una vez graficados estos datos en funcién de la ICV
(Fig. 12) se concluye que no existen diferencias significativas en el comportamiento de
ambos cultivos, excepto en la produccion de amonio, ya que el cultivo en MCE produce una
menor cantidad de este catabolito, posiblemente debido al menor contenido de glutamina.
Los valores de velocidad especifica calculados para el cultivo en toda su extensién, es decir,
considerando todas las zonas, se resumen en la Tabla XII.

Tabla XII: Parametros metabdlicos especificos del clon P3B4 cultivado en frascos spinner
en los medios MCE-AGG y MCE, ambos al 0,2% (V/V) SFB.

Medio de q%m Jiac Jam JrhEPO
cultivo  (nmol10°cél" h")  (nmol10°cél’ h™")  (nmol 10° cél™ h™) (% 10° cél" h™)
MCE-AGG 839+15 998122 52+1 0,17310,003
R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001
MCE 83017 872132 21+1 0,151+0,003

R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001 R=099 P<0,0001

La eficiencia energética en términos de rendimiento de glucosa en lactato fue
similar para ambos cultivos, siendo Yisge=1,19+0,03 para el medio MCE-AGG e
Yiacigle=1,05%0,04, para el medio MCE.

Dado que los parametros de ajuste R y P confirman que las velocidades
especificas se mantuvieron constantes a lo largo de toda la experiencia, puede concluirse
que ninguna de las modificaciones a la metodologia de cultivo —ya sea la reduccion del
volumen de trabajo con el consecuente incremento en la oxigenacién como la reduccion en
el contenido de SFB en la etapa final del cultivo — tuvieron algun efecto marcado sobre el
metabolismo celular. De igual manera, el sistema de recambios parciales del medio de
cultivo permite mantener altas densidades celulares que producen rhEPO a la velocidad

especifica maxima alcanzada en la fase de crecimiento exponencial.

Se procedié entonces a caracterizar el perfil de glicosilacion de la molécula de
rhEPO obtenida en ambos medios de cultivo, mediante isoelectroenfocado seguido de
Western blot, el cual se muestra en la Fig. 13.
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MCE-AGG MCE

Fig. 13:  Perfil de isoformas de rhEPO producidas por el clon P3B4 cultivado en suspension en
medios MCE-AGG y MCE, ambos al 0,2% (V/V) SFB.

Asi como se habia observado hasta el momento, en ambos cultivos se obtiene un
patron de isoformas anéalogo, si bien la muestra correspondiente al cultivo en MCE pareciera
tener una menor proporcién de glicoformas menos acidicas. Esta mejora en el perfil de
glicosilacién se debe probablemente a la menor concentracion de amonio en el medio de

cultivo, tal como fue posible comprobar méas adelante en este trabajo.

Tomando en consideracion que la mayoria de los parametros metabdlicos no
presentan diferencias entre los cultivos en uno u otro medio, y dado que en MCE se
acumulan concentraciones menores de amonio, lo que a su vez redunda en un incremento
en el contenido de isoformas acidas de rhEPO (como se vera en el capitulo siguiente), se
decidi6 emplear este medio de cultivo en lugar del MCE-AGG. Consecuentemente, los
clones B1A2 y C4H8 seleccionados previamente también se adaptaron al crecimiento en

suspension en este nuevo medio de cultivo.

4.4.7. Adaptacion al crecimiento en suspension de los clones B1A2 y C4H8 en los
medios MCE y SMIF 6

El proceso de adaptacién a suspension de los clones B1A2 y C4H8 tanto en medio
de cultivo MCE con bajo contenido de SFB como en el medio de cultivo libre de proteinas
SMIF 6 se realiz6 mediante una modificacion del protocolo de adaptacion progresiva
propuesto por Scharfenberg y Wagner (1995).
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A continuacién se describe el proceso llevado a cabo para los dos clones en
ambos medios de cultivo, y los resultados obtenidos en cada caso.

4.4.7.1. Protocolo de adaptacion progresiva de Scharfenberg y Wagner

El proceso de adaptacion a suspension propuesto originalmente por Scharfenberg
y Wagner permitié adaptar células CHO y BHK recombinantes que crecian en adherencia en
una mezcla 1:1 de medios IMDM:HAM’s F12 al 5% (V/V) SFB a crecer en suspensién en el
medio libre de proteinas SMIF 6, mediante recambios parciales sucesivos del medio de

cultivo.

Las células se cultivaron en adherencia en frascos T de 175 cm? hasta alcanzar un
estado de superconfluencia. La adaptacion al medio libre de proteinas se inicié a partir de
una reduccion progresiva del contenido de SFB mediante la sustitucion del 4/5 partes del
sobrenadante de cultivo por igual volumen de medio SMIF 6, de acuerdo con la Fig. 14.

El procedimiento de sustitucion parcial del sobrenadante de cultivo por medio
fresco se repitid sucesivamente por un periodo de dos a tres semanas (Fig. 14, ciclo de la
izquierda), y durante este proceso las células perdieron parte de su capacidad de adhesion
al sustrato, formando agregados celulares de tamarno variable que se desprendian y
pasaban al sobrenadante. La frecuencia con que los recambios de medio eran realizados se
estableci6 en base a la determinacion de la concentracion de glucosa de los cultivos, ya que
ésta no debia ser inferior a 0,7-1,0 g I"'. Igualmente, si habian transcurrido ya siete dias
desde el ultimo recambio del medio y aunque la concentracion de glucosa se mantuviera por

encima de estos valores, se procedia a realizar la sustitucion del sobrenadante.

Los agregados celulares que no se encontraban adheridos a la superficie del
frasco de cultivo fueron cosechados y transferidos a frascos spinner de 50 ml de volumen de
trabajo. A lo largo de los siguientes subcultivos la velocidad de agitacion se incrementé de
20 rpm a 50 rpm, con el objeto de desintegrar estos grupos de células. Dado que la
velocidad de sedimentacion de los agregados varia en funcion de su tamafo, solamente
células individuales y pequefios grupos fueron cosechados para el siguiente subcultivo.
Luego de un periodo de 4 a 9 semanas los autores consideraron finalizado el proceso de
adaptacién de las células, las cuales crecian ya no como agregados sino en forma
individual, y presentaban caracteristicas de crecimiento comparables a aquéllas que crecian
en cultivos en presencia de SFB (tiempo de duplicacion promedio de 48 h), sin verificarse
disminucion de su productividad.
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4.4.7.2. Adaptacion progresiva del clon B1A2 al crecimiento en suspension en
medio MCE

Se partié6 de cultivos del clon B1A2 en medio MCE al 2% (V/V) SFB, los cuales
crecian en adherencia en frascos T de 75cm? de superficie. Estos cultivos fueron
subcultivados en medio MCE reduciendo la concentracién de suero a 1% (V/V).
Posteriormente, parte de estas células fueron congeladas en nitrégeno liquido, mientras que
se permitid que el resto creciera hasta alcanzar el estado de monocapa superconfluente,
iniciandose en ese momento el proceso de adaptacién progresiva al crecimiento en
suspension de acuerdo con el protocolo propuesto por Scharfenberg y Wagner. Aquellas
células que permanecieron adheridas al sustrato en medio con un contenido reducido y/o sin

suero también fueron preservadas.

El clon fue adaptado a crecer en suspensiéon en MCE adicionado de diferentes
cantidades de SFB, determinandose la concentracion minima de éste que debe adicionarse
al medio para obtener una velocidad de crecimiento aceptable desde un punto de vista
productivo.

La adaptacion del clon B1A2 se inicié con la sustitucion parcial del sobrenadante
de cultivos en frascos T, utilizdndose MCE sin SFB para los recambios de medio
(excepcionalmente se emple6 MCE con SFB, segun se indica mas adelante). En aquellos
casos en los que se menciona el uso de medio de cultivo condicionado se trata del
sobrenadante retirado, el cual se centrifug6 para separar las células y se incorporé al cultivo
para aportar factores de crecimiento secretados por las propias células, en la proporcién
indicada.

El cultivo en frasco spinner se inicié a partir del sobrenadante retirado de los
cultivos en adherencia, los cuales fueron centrifugados y el pellet celular resuspendido en
50 ml, empledndose MCE en los sucesivos recambios. Al realizar subcultivos de esta
suspension se dejaron sedimentar los agregados celulares mas grandes, con el fin de
favorecer la seleccidén de aquellas células que se encontraban creciendo en forma individual
en suspension. La velocidad de agitacion se incrementé progresivamente de 20 rpm a
50 rpm, para disminuir gradualmente el tamafo de los agregados celulares.

Durante el proceso de adaptacion se monitore6 la formacién y desintegracion de
estos agregados, estableciendo la evolucién de sus dimensiones. Al inicio de la adaptacion,
el tamano normal promedio de los agregados de células del clon B1A2 en medio MCE al
2% (V/V) SFB era de aproximadamente 10 um de diametro por 100-125 um de largo, en
forma de huso. Las células adoptaron forma esférica con un didmetro aproximado de
20-25 pm cuando fueron adaptadas al crecimiento en suspension.
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En las Tablas Xlll y XIV se resume el proceso de adaptacion llevado a cabo para el
clon B1A2 en el medio MCE, describiéndose los eventos méas sobresalientes.

Tabla XIlii: Adaptacion del clon B1A2 al crecimiento en adherencia en el medio MCE
reducido en SFB.

ADHERENCIA
'I'(igir:g)o Observaciones Concélf:igal de
0 Se inicia el cultivo a alta densidad en frascos T 75 cm? 1,0000%
3 Monocapa superconfluente. Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,2000%
5 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0400%
7 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0080%
10 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0016%
13 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
17 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0000%
20 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
24 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
29 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
35 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
41 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
48 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
55 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
63 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
69 Se congeld 1 criotubo 0,0000%

El criterio adoptado para considerar que un conjunto de células ha sido adaptado a
determinadas condiciones de cultivo es el de verificar que éstas son capaces de replicarse
en dichas condiciones, luego de realizar sucesivos subcultivos. En los casos de cultivos en
suspension se requerira también que las células crezcan preferentemente en forma
individual, aceptando una proporcion pequefia de agregados formados por no mas de diez
células. Debe notarse que crecimiento y mantenimiento de la viabilidad son dos eventos
diferentes: si bien bajo ciertas condiciones extremas las células son capaces de sobrevivir,
destinando toda su energia a mantener su metabolismo basal, estas condiciones pueden ser

insuficientes para soportar la replicacién celular.

Con el fin de definir la concentracion minima de SFB que debe ser adicionada al
MCE para permitir un crecimiento celular suficiente en términos de velocidad de crecimiento,
viabilidad y concentracion maxima de células alcanzada - es decir, que el SFB no se
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comporte como limitante cinético o estequiométrico del crecimiento- a los 0, 3, 5, 7 y
10 dias se tom6 una alicuota de las suspensiones, las que fueron subcultivadas en MCE
adicionado de la concentracion correspondiente de SFB (1%, 0,2%, 0,04%, 0,008% vy
0,0016% V/V, respectivamente). La viabilidad del cultivo se estimé por el nUmero de células
gue permanecian adheridas al sustrato y se mostraban refringentes, con morfologia normal,

sin vacuolas, con un citoplasma homogéneo y un tamaro regular.

De esta forma fue posible determinar que la menor concentracion de SFB
requerida para mantener una velocidad de crecimiento y una densidad celular aceptables
fue de 0,2%. Si bien las células lograron mantenerse viables con concentraciones menores y
aun en ausencia de SFB, la velocidad de crecimiento se vio drasticamente reducida en
todos los casos, haciendo inviable el uso de estas condiciones.

Parte de las células en MCE al 0,2% (V/V) SFB fueron entonces subcultivadas en
MCE al 0,1% (V/V) SFB, observandose que la viabilidad se mantenia en valores elevados,
aunque el crecimiento (en un cultivo no confluente) era bastante menor. De esta forma se
consider6 que la concentracién critica de SFB como limitante cinético — con el fin de un uso
productivo posterior — es 0,2%, mientras que una concentracion igual a la mitad permite
mantener una alta viabilidad durante un tiempo suficiente, lo cual resulta de gran utilidad
cuando no se requiere que el cultivo se multiplique. Ejemplos de este ultimo caso son la
determinacion de la productividad celular y la produccién de la proteina en cultivos de muy

alta densidad celular como los cultivos en perfusion.

A partir del dia 5, las células viables que se encontraban en el sobrenadante de los
frascos T se cosecharon con el fin de iniciar el cultivo en suspensién de las mismas. Estas
células fueron entonces cosechadas y centrifugadas 8 min a 200 g, para luego
resuspenderlas en una mezcla de medio condicionado y MCE fresco. Una estrategia
aplicada frecuentemente fue la de retirar las células del sobrenadante de los cultivos en
adherencia, centrifugarlas y agregarlas al frasco spinner, con el objeto de incrementar la

concentracion celular en los mismos.

El proceso de adaptacién a suspension se resume en la Tabla XIV. Debido a la
baja densidad celular inicial de estos cultivos en suspensién, no fue posible repetir el
procedimiento descripto anteriormente de realizar subcultivos en distintas concentraciones
de SFB para determinar la concentracion minima de suero requerida. Solamente el dia 10
se separd una pequefa alicuota de la suspension, la cual fue centrifugada y el pellet
resuspendido en MCE al 0,2% (V/V) SFB, basandose esta decision en la observacion de

que el cultivo en adherencia mantenia un crecimiento normal en esa concentracién de SFB.
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Tabla XIV: Adaptacion del clon B1A2 al crecimiento en suspension en el medio MCE
reducido en SFB.
SUSPENSION
123;:5)0 Observaciones ngcé::igal
5 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se resuspende  0,0400%
en una mezclal:4 de medio condicionado:MCE
7 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner 0,0400%
10 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se agrega al 0,0080%
spinner. La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4
de medio condicionado:MCE
16 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet celular en una mezcla 1:4de  0,0016%
medio condicionado:MCE
17 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner 0,0016%
20 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner 0,0016%
23 La suspensién se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE al 0,0020%SFB 0,0020%
24 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner 0,0020%
29 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se agrega al 0,0000%
spinner. La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE
33 Se hace una dilucion 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%
36 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
43 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
46 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
48 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
50 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
51 Se hace una diluciéon 2/3 de la suspensién con MCE 0,0000%
53 Se hace una dilucién 1/2 de la suspensién con MCE 0,0000%
55 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
57 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
58 Se hace una dilucion 2/3 de la suspensién con MCE 0,0000%
61 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
64 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
68 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
69 Se congelaron 2 criotubos 0,0000%

Las células asi cultivadas requirieron de un periodo de adaptacion de

aproximadamente una semana, y luego iniciaron un crecimiento sostenido en este medio,

alcanzando una concentracion maxima de 1,05x10° cél. viables ml”'. Cuando este clon se

cultivd en MCE al 0,1% (V/V) SFB disminuy6 la velocidad de crecimiento, en forma similar a

lo observado en el cultivo en adherencia. Esto indicaria, en principio, que el SFB se

comportaria como un limitante cinético del crecimiento de estas células en particular,
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aunque una afirmacién categoérica al respecto sélo podria realizarse luego de un estudio
mas exhaustivo, debido a que en ciertos casos se observa una reversion parcial de este

fendbmeno luego de varios subcultivos.

Por otro lado, este clon no pudo ser adaptado a suspension en medio MCE sin
SFB, ya que a pesar de que se verifico replicacién celular el cultivo no superd la
concentracién de 1,2x10° cél. viables ml™.

En la Fig. 15 se presenta la evolucién del proceso de adaptacion a suspension
descripto anteriormente. Durante la reduccién del SFB en el cultivo del clon B1A2 pudo
observarse como la monocapa inicial se retrajo progresivamente, y mientras parte de las
células perdieron su adhesion al sustrato, desprendiéndose del mismo para pasar al
sobrenadante, aquéllas que permanecian adheridas mostraron cambios en su morfologia,
incrementando la relacién longitud/diametro y agrupandose en forma de estrella alrededor
de un nucleo esférico constituido por un gran niumero de células desprendidas del frasco de
cultivo, pero adheridas entre si. Estos grandes cumulos de células — de hasta 600 um de
diametro — gradualmente fueron desprendiéndose y pasando al sobrenadante, dejando a la
vista las formaciones estrelladas. El cambio en la morfologia y la detencion del crecimiento
celular fueron indicadores del estado de estrés metabdlico provocado por la baja
concentracion de SFB —ya que los sucesivos recambios con medio de cultivo fresco
garantizan un aporte suficiente del resto de los nutrientes —, y comenzaron a observarse
cuando la concentraciéon de suero fue de 0,04% (V/V). Debido a que las células que crecen
en adherencia deben desprenderse del frasco de cultivo en el momento de la divisién
celular, es posible que la ausencia de factores de adhesion aportados por el SFB les
impidiera volver a adherirse una vez completado este proceso, lo que sugeriria que las
células que se mantuvieron adheridas se encontraban arrestadas en la fase G1 del ciclo
celular. La formaciéon de focos de células podria ser una respuesta frente a un entorno
agresivo, para mantener la adhesién entre las células aun en ausencia de los factores

especificos aportados por el SFB.

Aquellas células que continuaban viables en MCE sin agregado de SFB fueron
preservadas por congelacién, dado que podrian luego ser utilizadas para el estudio de
nuevos suplementos para sustituir al suero animal. Sin embargo, y dado que este trabajo de
tesis se restringe a la mejora del proceso productivo de rhEPO — el cual se realiza con
células en suspension en un biorreactor tipo tanque agitado con perfusion — se continuaran
los estudios empleando el clon B1A2 adaptado al crecimiento en suspension en MCE al
0,2% (V/V) SFB. Esta muy baja concentracion de SFB redunda en un menor costo del medio
de cultivo y favorece el proceso de purificacién de la molécula al disminuir la carga de
proteinas contaminantes del producto crudo.
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Fig. 15: Imégenes de las células del clon B1A2 durante el proceso de reduccion progresiva de SFB y
adaptacién al crecimiento en suspensién en medio MCE.

B1A2 — Medio SMIF 6

t = 5 d (0,2%SFB) t = 8 d (0,04%SFB)

o

t = 30 d (sin SFB) t =61 d (sin SFB)

Fig. 16: Imagenes de las células del clon B1A2 durante el proceso de adaptacion al crecimiento en
suspension en medio SMIF 6.
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4.4.7.3. Adaptacion progresiva del clon B1A2 al crecimiento en suspension en
medio SMIF 6

Se partié de cultivos del clon B1A2 en medio MCE al 2% (V/V) SFB, realizdndose
inicialmente un subcultivo de los mismos en una mezcla 1:1 de medio MCE:SMIF 6 , siendo
la concentracion final de SFB de 2% (V/V). El siguiente subcultivo se realizé empleando una
mezcla 1:4 de medio MCE:SMIF 6 manteniéndose la concentracion de SFB, para finalmente
cultivar el clon en medio SMIF 6 al 2% (V/V) SFB, sin que se verificaran variaciones en la

cinética de crecimiento.

El siguiente subcultivo de las células se realizd en medio SMIF 6, siendo la
concentracion final de SFB de 1% (V/V). Parte de las células fueron criopreservadas, y el
resto se cultivd hasta alcanzar el estado de superconfluencia. La adaptacion del clon B1A2
se inicié entonces con la sustituciéon parcial del sobrenadante de cultivos en frascos T tal
como se sefalé anteriormente, utilizdndose el medio libre de proteinas SMIF 6 en los
recambios. El esquema de recambios y el criterio seguido para establecer la frecuencia de
los mismos son idénticos a los definidos para la adaptacién de este clon al crecimiento en
MCE reducido en SFB. Sin embargo, dado que el objetivo de esta experiencia era el de
lograr la adaptacion del clon al crecimiento en un medio libre de proteinas, no se realizaron
subcultivos a diferentes concentraciones de SFB, sino que se continud con el protocolo de
recambios hasta reemplazar totalmente el sobrenadante por SMIF 6.

La Tabla XV resume los pasos realizados durante este proceso de adaptacién,
hasta lograr el reemplazo total del medio de cultivo MCE por SMIF 6.

Se verifico asi que las células no fueron capaces de crecer en forma adherente en
medio SMIF 6: la mayor parte de las células perdié su capacidad de adherencia al sustrato
en este medio y pasé a suspensién, y no fue posible determinar la velocidad de crecimiento
de las escasas células que permanecieron adheridas por ser demasiado baja. Estas células
también presentaron una longitud mayor, tal como habia ocurrido en el caso de la reduccién
de SFB en medio MCE, pero dado que su numero fue muy inferior comparado con el caso

anterior, no se observaron las formaciones en estrella previamente descriptas.

En el quinto dia posterior al inicio de la adaptacién, las células que se hallaban en
el sobrenadante de los cultivos fueron centrifugadas 8 min a 200 g y resuspendidas en
frascos spinner, iniciandose asi el cultivo en suspensién de las mismas. Las etapas de este
proceso se resumen en la Tabla XVI.
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Tabla XV: Adaptacion del clon B1A2 al crecimiento en adherencia en el medio SMIF 6

ADHERENCIA
T(igir:s)o Observaciones Cc(;:célf:i;al
0 Se inicia el cultivo a alta densidad en frascos T 75 cm? 1,0000%
2 Monocapa superconfluente. Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,2000%
5 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0400%
10 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0080%
16 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0016%
21 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
25 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
30 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
36 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
42 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
48 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
54 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
61 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
68 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
74 Se congelé 1 criotubo 0,0000%

El clon B1A2 fue adaptado exitosamente a crecer en suspension en medio SMIF 6,
ya que mostrd una morfologia y un crecimiento normales luego de los sucesivos subcultivos,
si bien se observo una ligera disminucién en la velocidad especifica de crecimiento con
respecto a la inicial. El cultivo en este medio alcanz6 una densidad maxima de

9,1x10° cél. viables ml™, y las células adaptadas fueron preservadas en nitrégeno liquido.

Las imagenes obtenidas durante el proceso de adaptacion (Fig. 16) muestran
inicialmente un cambio en la forma de las células de la monocapa, las cuales se tornaron
mas redondeadas y quedaron débilmente adheridas al sustrato. Asi, desde el primer
recambio de sobrenadante por medio SMIF 6 se observo que gran parte de las células se
desprendia del frasco, pasando al sobrenadante.

En la medida en que se avanzaba con el proceso volvieron a observarse cumulos
de células, aunque de menor tamano (aproximadamente 100-300 um de diametro), los que
progresivamente se fueron disgregando y/o desprendiendo. Tal como se menciona
anteriormente, varias veces se retiraron las células del sobrenadante de los cultivos en
frascos T para agregarlas al frasco spinner. Finalmente casi la totalidad de las células se
encontraba en suspensiéon en forma individual o en agrupaciones de pocas células,

creciendo satisfactoriamente en este medio libre de proteinas.
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Tabla XVI: Adaptacion del clon B1A2 al crecimiento en suspension en medio SMIF 6.
SUSPENSION
T(igir:s)o Observaciones Cc(;:célf:i;al
5 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se resuspende en 0,0400%
una mezcla 1:4 de medio condicionado:SMIF 6
10 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se agrega al 0,0080%
spinner. La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4
de medio condicionado:SMIF 6
16 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se agrega al 0,0016%
spinner. La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4
de medio condicionado:SMIF 6
21 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet celular se agrega al 0,0000%
spinner. La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4
de medio condicionado:SMIF 6
24 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en SMIF 6 0,0000%
26 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en SMIF 6 0,0000%
27 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
29 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
30 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
33 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
38 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
43 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en SMIF 6 0,0000%
48 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
54 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en SMIF 6 0,0000%
58 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
60 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en SMIF 6 0,0000%
65 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
69 Se congelaron 5 criotubos 0,0000%

4.4.7.4. Adaptacion progresiva del clon C4H8 al crecimiento en suspension en

medio MCE

El protocolo seguido para adaptar al clon C4H8 al crecimiento en suspension en

MCE reducido en SFB fue analogo al realizado en el caso del clon B1A2, partiéndose de

cultivos en adherencia en medio MCE al 2% (V/V) SFB. Luego de subcultivar este clon en

MCE al 1% (V/V) SFB, parte de las células fueron congeladas mientras que el resto se

cultivé hasta alcanzar superconfluencia. Con estos ultimos cultivos se inici6 el proceso de

sustitucién parcial del sobrenadante por medio MCE sin agregado de SFB. Las etapas de

este proceso se detallan en la Tabla XVII.
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Tabla XVII: Adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en adherencia en el medio MCE
reducido en SFB.

ADHERENCIA
T(ig;:s)o Observaciones ngcé::igal
0 Se inicia el cultivo a alta densidad en frascos T de 75 cm? 1,0000%
3 Monocapa superconfluente. Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,2000%
5 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE del resto de los frascos T 0,0400%
7 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0080%
9 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0016%
11 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
14 Se recambian 4/5 del sobrenadante por MCE 0,0000%
17 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
23 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
33 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
41 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
48 Se recambia completamente el sobrenadante por MCE 0,0000%
49 Se descarta el frasco T, debido al nimero casi nulo de células que permanecieron adheridas

El comportamiento del clon C4H8 durante el proceso de adaptacién en este medio
fue diferente al presentado por el clon B1A2. Al iniciar este proceso, el tamafo inicial de las
células del clon C4H8 cultivadas en MCE al 2% (V/V) SFB era de aproximadamente 10 pm
de diametro por 50-60 um de longitud, y presentaban una forma mas redondeada que las
células del otro clon. Desde el inicio del proceso las células perdieron completamente su
forma original, adoptando cada una de ellas una forma esférica y pasando al sobrenadante,
no ya como cumulos sino como porciones de monocapa desprendidas del frasco; es decir,
formando estructuras del espesor de una o dos células, y gran superficie. Estas estructuras
fueron disgregandose gradualmente y liberando las células que la componian, las cuales no

volvieron a adherirse al frasco.

De manera andloga a lo realizado con el clon B1A2, parte de las células
desprendidas fueron separadas a distintos tiempos para ser subcultivadas en diferentes
concentraciones de SFB: 0,2%, 0,04% y 0,008% (V/V). De estos subcultivos, solamente
aquél en MCE al 0,2% (V/V) SFB prosperd, y pasadas 48-72 h las células volvieron a
adherirse al fondo del frasco de cultivo. Por el contrario, las células cultivadas al 0,04% vy
0,008% (V/V) SFB permanecieron en suspension, por lo que a pesar de mantener su
viabilidad no pudo concluirse que hayan sido adaptados a crecer en adherencia en MCE a
estas concentraciones tan reducidas de suero. Luego de sucesivos subcultivos del clon en
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MCE al 0,2% (V/V) SFB se consideré que éste habia sido adaptado satisfactoriamente a
estas condiciones al mostrar una velocidad de crecimiento y morfologia normales. Al reducir
luego el contenido de SFB a 0,1% (V/V) se verific6 una disminucion de la velocidad de
crecimiento, por lo que se decidié considerar que la concentracién minima de SFB requerida
por estas células era el doble de ésta, al igual que ocurriera con el clon B1A2.

Paralelamente, en la medida en que se avanzaba con el esquema de recambios se
observo que no quedaban casi células adheridas, por lo que no fue posible congelar estas
células y, en consecuencia, este clon no pudo ser adaptado a crecer en adherencia en MCE
en ausencia de SFB. Las células que gradualmente pasaban al sobrenadante se utilizaron
para inocular el cultivo en frasco spinner, iniciando asi el proceso de adaptaciéon a
suspension del clon C4H8 en medio MCE con una concentracion reducida de SFB. Los
pasos seguidos durante este proceso se resumen en la Tabla XVIII.

Tabla XVIII:  Adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en suspension en el medio MCE
reducido en SFB.

SUSPENSION
Tiempo . Conc. final
(dias) Observaciones de SFB
9 El sobrenadante retirado de los frascos T se centrifuga y el pellet se resuspende 0,0016%
en una mezcla 1:4 de medio condicionado:MCE, iniciando el cultivo en spinner
11 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner  0,0016%
13 Se centrifuga el volumen total de la suspensién y el pellet celular se resuspende 0,0000%

en medio MCE sin SFB

14 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner  0,0000%

16 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4 de 0,0000%
medio condicionado:MCE
17 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%
20 Se hace una dilucién 1/10 de la suspensiéon con MCE 0,0000%
25 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%
30 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%
35 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%
39 La suspensién se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
42 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
50 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en MCE 0,0000%
53 Se hace una dilucién 1/3 de la suspensién con MCE 0,0000%
55 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con MCE 0,0000%

57 Se congelaron 5 criotubos 0,0000%
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El dia 5 desde el inicio del proceso, el sobrenadante de cultivo proveniente del
frasco T fue centrifugado y el pellet celular resuspendido en MCE al 0,2% (V/V) SFB en un
frasco spinner para mantener un cultivo del clon en estas condiciones. El clon C4H8 se
adaptd rapidamente al crecimiento en este medio de cultivo, alcanzando una densidad
celular alta (8,9x10° cél. viables ml") con un tiempo de duplicacién similar al del cultivo
inicial. Posteriormente, el dia9 se determind que la concentracion de células en el
sobrenadante era suficiente para iniciar la adaptacion del cultivo al crecimiento en
suspension en medio MCE con el fin de reducir progresivamente la concentracién de SFB.

Las células cosechadas el dia9 mostraron, de manera sorprendente, un
crecimiento sostenido en el tiempo en MCE sin agregado de SFB, si bien la velocidad de
crecimiento se vio muy disminuida con respecto a la inicial y la concentracion maxima de
células alcanzada en estas condiciones (5,4x10° cél. viables mI") fue de aproximadamente
un 50% del valor maximo alcanzado en el cultivo en MCE al 0,2% (V/V) SFB. El crecimiento
de las células en estas condiciones permitié que se realizaran sucesivos subcultivos a partir
de la suspension y que se obtuviera una masa celular suficiente para ser congelada en
5 criotubos.

El proceso de adaptaciéon se muestra en las Fig. 17. Puede observarse coémo las
células adoptaron una forma esférica y fragmentos de la monocapa pasaron al
sobrenadante para finalmente liberar las células, las cuales se desarrollaron en forma

individual o como pequenos agregados.

4.4.7.5. Adaptacion progresiva del clon C4H8 al crecimiento en suspension en
medio SMIF 6

El proceso de adaptacién del clon C4H8 al crecimiento en suspension en medio
libre de proteinas se llevé a cabo tal como se describidé previamente para el clon B1A2: en
primer lugar, cultivos en adherencia de este clon en medio MCE al 2% (V/V) SFB fueron
subcultivados en una mezcla 1:1 de MCE:SMIF 6 , manteniéndose la concentracién inicial
de SFB. El siguiente subcultivo se realiz6 empleando una mezcla 1:4 de MCE:SMIF 6
(concentracion final de 2%(V/V) SFB ), para luego repicar estas células en medio SMIF 6 al
2% (V/V) SFB. Tampoco en este caso se observaron variaciones en la cinética de
crecimiento respecto al medio original MCE. El subcultivo posterior de estas células se llevo
a cabo con medio SMIF 6 1% (V/V) SFB. Una parte de este cultivo fue criopreservado, y la
otra se cultivé hasta el estado de monocapa superconfluente, con el fin de dar inicio al

proceso de adaptacion al crecimiento en suspension.
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" t=14d (sin SFB) t = 48d (sin SFB)

Fig. 17: Iméagenes de las células del clon C4H8 durante el proceso de reduccién progresiva de SFB y
adaptacion al crecimiento en suspension en medio MCE.

C4H8 — Medio SMIF 6

A

t = 14d (sin SFB) t =61d (sin SFB)

Fig. 18: Imagenes de las células del clon C4H8 durante el proceso de adaptacién al crecimiento en
suspensién en medio SMIF 6.
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El esquema de recambios realizados durante este proceso se presenta en la
Tabla XIX.

Tabla XIX: Adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en adherencia en el medio SMIF 6.
ADHERENCIA

T(ig;:g)o Observaciones C((le’;célf:i;al
0 Se inicia el cultivo a alta densidad en frascos T 75 cm? 1,0000%
2 Monocapa. Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,2000%
5 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0400%
8 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0080%
11 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0016%
14 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
20 Se recambian 4/5 del sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
25 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
33 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
41 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
48 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
54 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
61 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
67 Se recambia completamente el sobrenadante por SMIF 6 0,0000%
74 Se congeld 1 criotubo libre de SFB 0,0000%

Al igual que lo ocurrido durante la adaptacion en el medio MCE, al disminuirse el
contenido de suero del medio, las células adquirieron rapidamente una forma esférica, y
paulatinamente perdieron su adhesién al sustrato, pasando al sobrenadante de manera
individual o en pequefios agregados. En la medida en que avanzaba este proceso, casi la
totalidad de las células se desprendieron del frasco, y a pesar de que las células que
permanecieron adheridas presentaban una adecuada viabilidad, su bajo ndmero permitio
congelar solamente un criotubo de baja densidad celular.

Un estudio posterior mostr6 que el agregado de una cantidad tan pequefia como
0,005% (V/V) SFB al clon C4H8 en SMIF 6 permiti6 incrementar su velocidad de crecimiento
cuando se lo cultiva en adherencia, aunque su valor normal inicial no fue recuperado. A
partir de este cultivo se criopreservaron dos criotubos de baja densidad celular. Estas

observaciones se discutiran mas adelante.

Las células cosechadas el dia 8 se utilizaron como inéculo del frasco spinner,
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lograndose una rapida adaptacién de este clon al crecimiento en suspensién en medio

SMIF 6, tal como puede observarse en la Tabla XX.

Tabla XX: Adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en suspension en el medio SMIF 6.
SUSPENSION
Tiempo . Conc. final
(dias) Observaciones de SFB
8 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se resuspende en 0,0080%
una mezcla 1:4 de medio condicionado:SMIF 6
11 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner  0,0080%
13 Se centrifuga el volumen total del cultivo y el pellet celular se resuspende en una 0,0016%

mezclai:4 de medio condicionado:SMIF 6
14 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner  0,0016%
17 Se centrifuga el volumen total del cultivo y el pellet se resuspende en SMIF 6 0,0000%

20 El sobrenadante retirado del frasco T se centrifuga y el pellet se agrega al spinner  0,0000%

21 La suspension se centrifuga y se resuspende el pellet en una mezcla 1:4 de 0,0000%
medio condicionado:SMIF 6
23 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
26 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
30 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
33 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
37 Se hace una dilucién 1/5 de la suspensién con SMIF 6 0,0000%
43 Se congelaron 5 criotubos 0,0000%

Luego de tres semanas de iniciada la adaptacién y s6lo dos desde el inicio del
cultivo en suspension propiamente dicho, el clon C4H8 presentaba una alta velocidad de
replicacién y un crecimiento sostenido luego de realizados varios subcultivos, indicando asi
que el proceso de adaptacion se habia completado con éxito. La alta densidad celular
alcanzada en este cultivo (1,2x10° cél. viables ml") fue suficiente para congelar cinco
criotubos.

El proceso de adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en suspension en medio
SMIF 6 se presenta en la Fig. 18.

4.4.7.6. Adaptacion del clon C4H8 al crecimiento en suspension en un paso

Cuando se intenta adaptar células de mamifero al crecimiento en suspension
frecuentemente se sigue una metodologia muy simple, cuyo Unico paso consiste en tomar

las células que originalmente crecen en adherencia y sembrar con ellas un frasco spinner,
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permitiendo la seleccién natural de aquéllas que mejor se adapten (y consigan replicarse) en
estas condiciones de cultivo agitado. Este drastico cambio en el ambiente que rodea a las
células puede tener efectos negativos sobre el metabolismo, principalmente debido al estrés
mecanico al que se ven sometidas las células, las que hasta ese momento crecian de
manera normal adheridas al sustrato. Estos efectos negativos pueden no ser percibidos en
un principio, por ejemplo como ocurre con las alteraciones en el perfil de glicosilacion, las
que pueden presentarse aun cuando no se manifiesten cambios en el crecimiento o en otros

parametros metabdlicos.

Con el fin de estudiar el posible efecto de la metodologia seguida para la
adaptacion al crecimiento en suspension sobre el crecimiento y metabolismo celulares, el
clon C4H8 se cultivé en frasco spinner con medio MCE al 0,2% (V/V) SFB, de acuerdo con
el denominado método de un Unico paso. Para ello, a partir de cultivos en monocapa
superconfluente creciendo en ese mismo medio se procedié a desprender suavemente con
pipeta aquellas células que crecian por sobre las células adheridas al frasco de cultivo.
Luego de este procedimiento, el sobrenadante — el cual ademas contenia las células que se
hallaban en activa division — fue retirado y centrifugado durante 8 min a 200 g. El pellet
celular se resuspendié en un volumen final de 40 ml, constituido por partes iguales de medio
condicionado y medio fresco al 0,2% (V/V) SFB, en un frasco spinner. Igual procedimiento
se sigui6 empleando SMIF 6 al 0,2% (V/V) SFB como medio para la adaptacién al

crecimiento en suspensién en un solo paso.

En una primera instancia las células que se encontraban en medio MCE al
0,2% (V/V) SFB tendieron a formar pequefos agregados, de aproximadamente
10-15 células de didmetro, verificAndose ademas una etapa /ag de 72 horas hasta observar
sefales de crecimiento. Inicialmente la viabilidad de este cultivo fue muy baja (<50%),
resultando muy dificil realizar recuentos fidedignos debido a la presencia de los agregados
celulares. Progresivamente estos ultimos fueron disgregandose, la viabilidad elevandose y el
cultivo incrementando su velocidad de crecimiento hasta valores normales, por lo que se
considerd apropiado subcultivar este clon por diluciéon con medio fresco. La adaptacion se
consideré exitosa al cabo de cuatro semanas.

Las células en medio SMIF6 al 0,2% (V/V) SFB no formaron agregados,
manteniéndose en forma aislada desde el inicio. La viabilidad inicial (aproximadamente
65%) se mantuvo practicamente constante durante los primeros 7 dias. A las 96 horas se
realiz6 el primer subcultivo por dilucion, y a los 25 dias después del inicio del proceso, las
células se consideraron adaptadas al crecimiento en suspensién. El clon C4H8 adaptado en
forma progresiva se denomind entonces clon C4H8c, y el adaptado por el método de un
paso, clon C4H8d.
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4.4.8. Evaluacion del crecimiento y productividad de los clones B1A2, C4H8c y
C4H8d en diferentes sistemas y medios de cultivo

Resulta evidente que variaciones en la composicién del medio utilizado para
cultivar un determinado clon afectan directamente el crecimiento y la productividad del
mismo, siendo que diferentes nutrientes y/o sus concentraciones favorecen la utilizacién de
distintas vias metabdlicas, y proveen cantidades variables de energia y sustratos
anabdlicos. En particular, el suero fetal bovino que se adiciona a los medios de cultivo
tradicionales aporta factores de crecimiento, hormonas, proteinas receptoras y de
transporte, como ya se ha indicado anteriormente.

En forma analoga, el metabolismo y/o la productividad de un clon también pueden
verse afectados por el proceso de adaptacién al cultivo en suspension. Debido a estas
consideraciones se procedioé a caracterizar el crecimiento y productividad de los clones en
estudio, evaluando el efecto que sobre ellos pudieran ejercer la composicion de diferentes
medios de cultivo, los protocolos de adaptacion a suspension y los sistemas de cultivo.

En una primera experiencia se describe el analisis del comportamiento del clon
C4H8 antes y después de ser adaptado siguiendo el protocolo de Scharfenberg y Wagner
modificado, en medio SMIF 6 el cual fue enriquecido con concentraciones variables de SFB.

En experiencias posteriores se evalua el efecto de la metodologia seguida para la
adaptacion al crecimiento en suspension, al comparar el comportamiento de los clones
C4H8c y C4H8d, tanto en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB como en medio SMIF 6. En este
ultimo disefio se incluyé ademas al clon B1A2, cultivado en suspensién en ambos medios de
cultivo, con el fin de seleccionar finalmente el clon que seria utilizado en la siguiente etapa

de este trabajo de tesis.

4.4.8.1. Evaluacion del crecimiento y la productividad del clon C4H8c antes y
después de la adaptacion a suspension en diferentes medios de cultivo

En las siguientes experiencias se evalud el efecto del proceso de adaptaciéon a
suspension sobre el crecimiento y metabolismo celulares, al comparar los parametros
especificos de crecimiento del clon C4H8 antes y después de la adaptacién, cuando ésta se
realiz6 siguiendo el protocolo de Scharfenberg y Wagner modificado. Se estudio, ademas, el
efecto de la adicion de SFB en diferentes concentraciones al medio SMIF 6, tanto para el
caso del cultivo del clon C4H8 en adherencia como en suspension.

Para ello, se procedié a cultivar el clon C4H8 a partir de células de ese clon que
habian sido preservadas en nitrégeno liquido en diferentes momentos:
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e un criotubo del clon C4H8 cultivado en adherencia en medio SMIF 6 al 1% (V/V) SFB,
congelado antes de iniciar el proceso de adaptacion a suspensién;

e un criotubo del clon C4H8 cultivado en adherencia en medio SMIF 6 al 0,005% (V/V)
SFB, congelado al final del proceso de adaptacién a suspension a partir de aquellas
células que aun permanecian adheridas;

e un criotubo del clon C4H8c.

A partir del cultivo en adherencia al 1% (V/V) SFB se realiz6 un subcultivo en
medio SMIF 6 al 0,5% (V/V) SFB, y a partir de éste, otro subcultivo al 0,2% (V/V) SFB. El
clon cultivado en SMIF 6 al 0,005% (V/V) SFB fue amplificado, utilizdndose una parte del
cultivo para realizar un subcultivo en medio SMIF 6 sin adicion de SFB.

Con estos cultivos se sembraron tres placas de poliestireno de 12 cavidades a
razén de 4 ml de suspensién celular por cavidad, y 8 cavidades para cada uno de los

medios evaluados:

e SMIF 6 al 1% (V/V) SFB

e SMIF 6 al 0,2% (V/V) SFB

e SMIF 6 al 0,005% (V/V) SFB
e SMIF 6 sin adicion de SFB

Se sembraron ademas 4 frascos spinner con una densidad inicial de
2x10° cél. viables mI", cultivando el clon C4H8c en los medios de cultivo previamente
indicados para la experiencia en adherencia.

Diariamente se tomé una muestra de cada cultivo con el fin de realizar el recuento
celular, guardando posteriormente el sobrenadante libre de células a -20°C para la
determinacién de metabolitos. En el caso de los cultivos en placa se verificO que en la
medida en que se reducia el contenido de SFB del medio de cultivo las células perdian
proporcionalmente su capacidad de adhesion al sustrato y pasaban al sobrenadante, en
forma analoga a lo observado durante el proceso de adaptaciéon a suspension descrito
anteriormente. Por esta razén, y debido a que probablemente muchas de las células que se
encontraban en el sobrenadante eran viables (y en consecuencia, consumian nutrientes y
secretaban metabolitos), se procedié de la siguiente manera: en primer lugar se tomaba una
muestra del sobrenadante de cada cavidad, homogeneizando suavemente con pipeta, sobre
la cual se realizaba el recuento de las células desprendidas. Este sobrenadante era
centrifugado y conservado como se indicd anteriormente, para realizar posteriormente la

determinacién de metabolitos. A continuacion se procedia a realizar el recuento de las
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células que permanecian adheridas, para lo cual se requiri6 del uso de tripsina para
desprenderlas del fondo de la cavidad cuando las células eran cultivadas al 1% (V/V) SFB.
Se realizd siempre un control al microcopio para verificar que todas las células hubiesen
sido desprendidas del sustrato. Los recuentos correspondientes a las células que crecian en
el sobrenadante asi como adheridas fueron sumados para obtener la concentracion total de
células creciendo en la cavidad, y con estos valores se realizaron las graficas de crecimiento

que se muestran en la Fig. 19.

Los datos experimentales obtenidos a partir de los cultivos en suspensién del clon
C4H8c se presentan en la Fig. 20, mientras que las velocidades especificas de consumo y
produccion correspondientes a los cultivos tanto en adherencia como en suspension se

detallan en las Tablas XXIy XXII, respectivamente.

Tabla XXI: Parametros metabdlicos especificos del clon C4H8c cultivado en adherencia en
medio SMIF 6 con diferentes concentraciones de SFB.
A Adherencia Adherencia Adherencia Adherencia
Parametro 1% SFB 0,2% SFB 0,005%SFB sin SFB
0,035+0,004 0,0309+0,0008 0,019+0,001 0,020+0,001
(h'ﬂ) R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,99
P=0,076 P=0,0007 P<0,0001 P<0,0001
259421 227430 205424 231422
dgc - R=0,98 R=0,97 R=0,96 R=0,97
(nmol 10” cél"'h™) P<0,0001 P0,002 P=0,0001 P<0,0001
409449 401119 365435 452438
Qac R=0,96 R=0,99 R=0,98 R=0,98
(nmol 107 cél"'h™) P=0,0002 P<0,0001 P=0,0002 P<0,0001
1742 2042 30+3 11321
Qam R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,99
(nmol 107 cél"’h™) P=0,076 P=0,0008 P<0,0001 P<0,0001
25+2 4244 4645 6114
dgin R=0,98 R=0,97 R=0,96 R=0,97
(nmol 10” cél"'h™) P<0,0001 P0,002 P=0,0002 P<0,0001
1241 1341 2042 2843
dgu - R=0,96 R=0,99 R=0,98 R=0,98
(nmol 107 cél"'h™) P=0,0002 P<0,0001 P=0,0002 P<0,0001
0,041+0,007 0,145+0,022 0,135+0,008 0,168+0,013
o 2 JpEro R=0,92 R=0,97 R=0,98 R=0,97
(%107 cél” h™) P=0,023 P=0,0008 P=0,0005 P=0,089
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Fig. 19: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) glutamina, (f) glutamato, (g)amonio
y (h) rhEPO para los cultivos en adherencia del clon C4H8 en medio SMIF 6 adicionado con
diferentes concentraciones de SFB. () 1% SFB, (g) 0,2% SFB, ( 4) 0,005% SFB, (y) sin

SFB.
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Fig. 20: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) glutamina, (f) glutamato, (g)amonio
y (h) rhEPO para los cultivos en suspension del clon C4H8 en medio SMIF 6 adicionado con
diferentes concentraciones de SFB. (m) 1% SFB, (g) 0,2% SFB, () 0,005% SFB, (y) sin
SFB.
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Tabla XXII: Parametros metabolicos especificos del clon C4H8c cultivado en suspension en
medio SMIF 6 con diferentes concentraciones de SFB.

i Suspension Suspension Suspension Suspension
Parametro 1% SFB 0,2% SFB 0,005%SFB sin SFB
0,026+0,002 0,017+0,002 0,018+0,004 0,020+0,003
(h‘ﬂ) R=0,99 R=0,98 R=0,96 R=0,95
P=0,006 P=0,003 P=0,041 P=0,0003
158120 172413 163+15 19848
dgie . R=0,98 R=0,99 R=0,99 R=0,99
(nmol 10” cél"'h™) P=0,016 P=0,001 P=0,008 P<0,0001
366181 296146 348176 293443
Qac R=0,98 R=0,97 R=0,98 R=0,98
(nmol 107 cél"’h™) P=0,139 P=0,008 P=0,137 P=0,018
55+13 5547 50+15 99144
Qam R=0,99 R=0,98 R=0,96 R=0,99
(nmol 10” cél"h™) P=0,006 P=0,003 P=0,041 P=0,001
5919 63+4 5441 4819
dgin . R=0,98 R=0,99 R=0,99 R=0,98
(nmol 10” cél"h™) P=0,016 P=0,001 P=0,008 P=0,021
2745 27+6 18+2 21+3
qgelu L R=0,98 R=0,97 R=0,98 R=0,99
(nmol 107 cel"h™) P-0,121 P=0,008 P=0,137 P=0,024
0,142+0,014 0,115+0,006 0,173+0,008 0,237+0,015
Quero R=0,97 R=0,98 R=0,96 R=0,97
(%107 cel" h™) P=0,003 P=0,005 P=0,021 P=0,011

Los valores de Y Y de Yamgn Obtenidos para los diferentes cultivos del clon
C4H8c, tanto en adherencia como en suspensién se presentan en la Tabla XXIII.

Tabla XXIlI: Valores de Yi.ciqc € Yamigin Obtenidos en diferentes condiciones de cultivo del
clon C4H8c.

Cultivo Yiac/gle Yamigin

Adherencia 1% SFB 1,610,2 0,62+0,09

Adherencia 0,2% SFB 1,840,2 0,47+0,06

Adherencia 0,005% SFB 1,8+0,3 0,66+0,09
Adherencia sin SFB 2,010,2 1,910,4
Suspensién 1% SFB 2,3+0,6 0,9+0,2
Suspension 0,2% SFB 1,710,2 0,9+0,1
Suspensién 0,005% SFB 2,1£0,5 0,940,3

Suspension sin SFB 1,540,2 2,1+0,5
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4.4.8.2. Efecto de la adicion de SFB al medio de cultivo SMIF 6
Cultivos en adherencia:

En estos cultivos se observd un efecto muy significativo de la concentracién de
suero, tanto sobre las velocidades especificas de consumo/produccion como sobre las
cinéticas de estos procesos. Los cultivos con una concentracion reducida o nula de suero
(0,005% y 0%) presentaron valores de p inferiores a aquéllos con mayor contenido de SFB,
pero estas velocidades se mantuvieron constantes durante mas tiempo, obteniéndose asi
concentraciones celulares maximas y valores de ICV significativamente mas altos. Esto
resultados coinciden con lo informado por Ramirez y Mutharasan (1990), quienes sugirieron
que una baja velocidad de crecimiento es esencial para la preservaciéon de la viabilidad de
los cultivos por méas tiempo. En los cultivos con una mayor concentracion de suero se
verificd una breve fase de crecimiento estacionaria iniciandose luego una fase de muerte

qgue no fue observada en los cultivos con muy bajo o nulo contenido de SFB.

Los perfiles de consumo de glucosa y produccion de lactato fueron, sin embargo,
similares en todos los cultivos — considerando las diferencias observadas en las densidades
celulares alcanzadas —, sin observarse un efecto de la adiciébn de SFB sobre ellos. Se
destaca, como era esperable, la alta correlacién entre estas curvas, confirmando la directa

relacion que existe entre el flujo glicolitico y la sintesis de este acido organico.

Llamativamente, todos los parametros evaluados, con excepcion de Qgc Y Oiac
mostraron una gran dependencia de la concentracién de SFB, decreciendo en cuanto la
concentracion de éste se incrementaba. Las curvas de produccién de glutamato se
correlacionan con las de consumo de glutamina, aunque no se verifica una relacién
equimolar entre ellas, lo que indica que una fraccién de la glutamina sufre otro tipo de
reaccion diferente a su desaminacion por la glutaminasa (Street y col., 1993). Estas
reacciones podrian ser extracelulares (como su descomposicién térmica o enzimatica en el
medio de cultivo) o intracelulares (como la sintesis de purinas, pirimidinas, azucares

activados, lactato).

Una gran variabilidad dependiente del suero se observdé en la cinética de
produccién de amonio, lo que se evidenci6 en los valores mas altos de Y mgqn Obtenidos para

los cultivos con menor o nula concentracion de suero.

El medio de cultivo con el cual se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a
crecimiento y productividad de rhEPO fue el SMIF 6 sin adicion de SFB. En este cultivo el
valor de qmepo, ademas de ser superior al resto, se mantuvo constante hasta el final del
cultivo, permitiendo alcanzar una produccién volumétrica de rhEPO un 35% més alta,

aproximadamente, que en el cultivo con 0,005% (V/V) SFB.
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El medio SMIF 6 es un medio complejo en cantidad y calidad de nutrientes, ya que
fue especialmente formulado para ser utilizado sin SFB, y por ello se estimaba que el
agregado de SFB al mismo tuviera un efecto nulo, tal vez beneficioso, sobre el crecimiento y
la productividad celulares. De esta manera resultan llamativos los resultados obtenidos, en
los cuales la adicion de SFB al medio SMIF 6 pareciera ejercer un efecto contrario al
esperado. Es posible que la mayor adherencia de las células al sustrato verificada en
presencia de altas concentraciones de SFB restringiera el desarrollo celular debido al
fenémeno conocido como inhibicidn por contacto. Los cultivos con concentraciones menores
de suero, en los cuales las células eran capaces de pasar al sobrenadante y, en
consecuencia, no sufririan los efectos atribuidos a la restriccién de superficie de crecimiento
alcanzaron asi mayores concentraciones celulares, comparables a las obtenidas en los
cultivos en suspension. El menor crecimiento celular de los cultivos con mayor contenido de
suero justificaria la menor produccién volumétrica de glutamato, lactato, amonio y rhEPO,
asi como la mayor concentracion remanente de nutrientes (glucosa y glutamina). Las
variaciones en las cinéticas de consumo/produccion, sin embargo, no pueden ser explicadas
por la diferencia en la densidad celular alcanzada, por lo que se encuentran asociadas a la
presencia de suero, dependiendo directamente de su concentracion en el medio de cultivo.
Merece destacarse que el efecto del SFB sobre el metabolismo celular se verifica, en las
condiciones ensayadas, aun en concentraciones tan extremadamente bajas como 50 ppm.
Tanto la variabilidad lote a lote del SFB (Leist y col., 1990) como el pretratamiento que sufre
el suero (inactivacion por calor, por ejemplo) (Schneider y col., 1996) requieren que este
limite de efectividad sean confirmadas para cada nuevo conjunto de condiciones operativas
(clon, medio de cultivo, temperatura, lote de suero, etc.).

Cultivos en suspension:

Con respecto a estos cultivos, se observaron diferencias con los resultados
obtenidos en adherencia. El cultivo que presentd la mayor velocidad especifica de
crecimiento y la mas alta concentracion celular maxima fue aquél con la mayor
concentracion de SFB (1%). Esto indicaria que en suspension el SFB en alta concentracion
tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento de las células, el cual se veria
contrarrestado en los cultivos en adherencia por el mencionado fenémeno de inhibicién por
contacto. Se ha propuesto que las proteinas aportadas por el suero, cuando éste se
encuentra en alta concentracion en el medio de cultivo, ejercerian un efecto citoprotector

frente al estrés mecanico de la agitacion (Leist y col., 1990).

La cinética de consumo de glucosa fue similar para todas las concentraciones
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ensayadas, confirmando que el SFB no tiene un efecto sobre el metabolismo de este
azucar, independientemente del sistema de cultivo utilizado. Con referencia al lactato,
durante los primeros dias de cultivo se verific6 un comportamiento analogo entre las
condiciones evaluadas, con un incremento sostenido en la concentracién del mismo. A partir
de las 48 h-72 h el valor de qi,c comenz6 a disminuir, llegando a valores cercanos a cero.
Este hecho podria deberse tanto a una inhibicion en la sintesis de lactato como a un
equilibrio entre su velocidad de produccion y su velocidad de consumo. La produccién de
lactato en forma sostenida hasta el final del cultivo ocurrida en los cultivos en adherencia
apunta a la segunda opcion como mas factible, la cual sera discutida mas adelante.

Las curvas de consumo de glutamina y produccién de glutamato mostraron un
comportamiento bifasico, al igual que el observado para la glucosa y el lactato, con una alta
velocidad especifica inicial y una desaceleracion, ya sea del consumo o produccioén, a partir
del segundo o tercer dia de cultivo, con una diferencia menos marcada entre las diferentes

concentraciones de suero evaluadas.

En cuanto a la produccion de amonio, los resultados obtenidos en suspension
confirman las observaciones previas verificadas en los cultivos adherentes, con una
concentracion de este ion significativamente mas alta en el medio de cultivo sin adicion de
SFB. Este hecho podria deberse a un switch metabdlico ocurrido en ausencia de suero, el

cual no se verifica cuando se adiciona SFB al medio, alin en minimas cantidades.

De manera analoga a lo observado en los cultivos en placa, los valores de
velocidad especifica de producciéon de rhEPO de las suspensiones crecidas en condiciones
de bajo suero o sin él fueron superiores a las de aquellos cultivos con 0,2% o 1% (V/V) SFB.
Bajo ninguna de las condiciones ensayadas, sin embargo, se observé la degradacién de la
rhEPO en el sobrenadante de cultivo, como fuera informado por Yoon y col. (2005) en sus
experiencias de cultivo en suspensién de células CHO en modo batch, usando un medio
libre de proteinas.

4.4.8.3. Efecto del sistema de cultivo
Crecimiento celular:

Desde el punto de vista del sistema de cultivo empleado —adherencia o
suspension — se observa un comportamiento muy disimil entre las células cultivadas en uno
u otro sistema en presencia de suero. Esto se verifica de manera clara en los cultivos en
medio SMIF 6 adicionado de 1% (V/V) SFB, probablemente debido al efecto de inhibicion
por contacto verificado en las células en adherencia, como se menciond previamente. En

tanto en el cultivo en adherencia se obtuvo el valor mas bajo de ICV (3,5x10 cél. h mI™), el
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cultivo en suspension presentd un valor aproximadamente 10 veces superior
(2,03x10% cél. h ml™"). En los cultivos sin adicion de SFB tanto los valores de u como las
concentraciones celulares maximas alcanzadas resultaron muy similares para ambos
sistemas, lo que apoyaria la teoria de la limitacion del crecimiento asociada a la superficie
disponible.

En los cultivos en suspension con 0,005% y 0% de SFB se verificd una breve fase
estacionaria de crecimiento seguida de una fase de muerte celular, mientras que en los
cultivos adherentes solo se evidencié una desaceleracién del crecimiento al final de los
mismos. El sistema de cultivo no afecté las velocidades de crecimiento, ya que éstas fueron
en general similares (con excepcién del cultivo adherente al 1% SFB), pero si la densidad
celular maxima alcanzada. Siendo las velocidades especificas de crecimiento similares, la
diferencia en las curvas podria estar asociada a un conjunto de eventos que individualmente
no tendrian un efecto significativo (menor tension de DO en los cultivos en spinner, estrés

por agitacion, etc.).

Consumo de glucosa y produccion de lactato:

Los cultivos en suspension mostraron perfiles coincidentes en términos del
consumo de glucosa, con una desaceleracién en la gq al final del cultivo, asociada a la
desaceleracién del crecimiento. Este ultimo fenédmeno podria deberse a la acumulacion de
algun metabolito téxico en el sobrenadante (y en consecuencia causar la disminucion en el
consumo de glucosa), o responder directamente a la disminucion en la concentracion en el
azucar por debajo de un determinado valor (en estos cultivos, alrededor de 10 mM), el cual,
sin embargo, esta lejos de ser considerado como deprivacidén de este azucar.

En los cultivos adherentes el consumo de glucosa se mantuvo casi constante hasta
el dltimo dia, a pesar de observarse una caida en la curva de crecimiento celular para las
concentraciones de 1% y 0,2% (V/V) SFB. Esta observacion podria ser causada por el
hecho de que, a pesar de que no se vio aumentado el numero de células en estas dos
condiciones (1% y 0,2% (V/V) SFB), las células se encontraban metabdlicamente muy
activas y continuaban consumiendo glucosa (y produciendo catabolitos) a alta velocidad. Se
ha demostrado que cuando las células se mantienen en un estado metabdlico muy activo, la
vida del cultivo disminuye sustancialmente (Altamirano y col., 2001a).

La cinética de produccién de lactato fue significativamente diferente, dependiendo
del sistema de cultivo empleado. En los cultivos en spinner la produccién de lactato se
increment6 hasta un valor maximo para luego permanecer constante, coincidiendo con el

momento en que se observd la desaceleracién en el crecimiento y en el consumo de
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glucosa, resultados que coinciden con lo informado por Ozturk y col. (1997). En los cultivos
en adherencia, en tanto, la concentracion de este acido organico en el sobrenadante se
increment6 sostenidamente hasta el fin del cultivo, alcanzando valores superiores (alrededor

de 20 mM) a los observados en suspension.

Bajo determinadas condiciones, se ha verificado que las células CHO son capaces
de re-metabolizar el lactato producido — dependiendo de la disponibilidad de glucosa —,
aunque su destino metabdlico no seria el TCA, sino la formacién de acetoina (Altamirano y
col., 2006a). La acetoina se generaria como producto de una decarboxilacion no oxidativa
del piruvato, si bien esta via alternativa de reutilizacién del lactato no ha sido aun
confirmada. La re-metabolizacién del lactato podria, por otra parte, contribuir a aumentar la
longevidad del cultivo (Altamirano y col., 2004). Los resultados de Ozturk y col. (1992, 1997)
mostraron que tanto las células CHO como las NSO cultivadas en suspensién consumen
lactato cuando la concentracion de glucosa en el medio es baja, a pesar de que la mayoria
de las células de mamifero no crecen en presencia de este metabolito como Unica fuente de
carbono, ya que no son capaces de realizar gluconeogénesis (Neermann y Wagner, 1996;
Altamirano y col., 2004). Las alteraciones metabdlicas asociadas a la seleccidén que sufren
las células durante su adaptacién a suspensién —que se verifican, por ejemplo, en el
aumento en su productividad, segun lo informado por Pereira Bacci y col. (1999) —, podrian
ser la causa de las diferencias observadas en las cinéticas de consumo de glucosa y

produccion de lactato entre los cultivos en adherencia y los cultivos en suspensién.

Consumo de glutamina y produccion de glutamato y amonio:

El cultivo en el cual se acumulé una mayor cantidad de amonio en el sobrenadante
(aproximadamente 2,5 mM) fue aquél sin adicion de SFB, lo que ocurri6 tanto en adherencia
como en suspension. Se ha observado que la vida media de la glutamina presente en
medios de cultivo sin suero es relativamente superior en comparacion al mismo medio
adicionado con SFB, probablemente debido a la presencia de glutaminasas en este
suplemento (Schneider y col., 1996). Basado en estas observaciones, la mayor acumulacién
de amonio verificada en el medio SMIF 6 sin adicion de suero no se deberia a la
descomposicion (enzimatica) extracelular sino metabdlica de la glutamina. En forma
andloga, los perfiles de consumo de glutamina y produccién de glutamato observados en

este medio de cultivo resultaron similares en ambos sistemas de cultivo.

Por otro lado, aquellos cultivos en medio conteniendo SFB presentaron
comportamientos diferentes, dependiendo del sistema de cultivo empleado. Mientras que en

adherencia se verific6 una mayor variabilidad en las cinéticas de consumo de glutamina y
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produccion de glutamato y amonio, en suspension estos cultivos mostraron patrones muy
similares entre si. Este fendmeno, previamente observado, resulta mucho mas marcado en
este caso, como se desprende de la gran variabilidad observada en q.,. La velocidad
especifica de produccion de este metabolito fue muy dispar, verificAndose un fenémeno
analogo al observado previamente para la produccién de lactato: en los cultivos en
suspension el amonio se acumulé sostenidamente en tanto el crecimiento celular era
maximo, para luego estabilizarse alrededor de un valor relativamente constante. Una posible
explicacion seria la utilizacién del amonio en la sintesis de aminoacidos como la alanina y el
aspartato — como un mecanismo de detoxificacién —, o de otras especies nitrogenadas que
podrian haber sido depletadas del medio de cultivo. En los cultivos en adherencia, sin

embargo, la concentracion de amonio continu6 incrementandose hasta el final del cultivo.

Produccion de rhEPO:

Considerando las concentraciones finales de rhEPO, se verific6 una gran
variabilidad entre los valores obtenidos en los cultivos en adherencia, al compararlos con
aquéllos en suspension. A pesar de que los cultivos adherentes con bajo o nulo contenido
de suero alcanzaron concentraciones celulares similares a las obtenidas en suspension en
los mismos medios, se observd que la concentracién final de rhEPO fue poco méas de un
tercio de la obtenida en spinners, 1o que concuerda con resultados reportados previamente
(Pereira Bacci y col., 1999). En todos los casos, y a pesar de los diferentes valores de Qiepo,
la produccion de esta glicoproteina se mantuvo practicamente constante a lo largo de todo el
cultivo, en forma independiente a las diferentes fases observadas en la curva de
crecimiento. Un comportamiento similar fue observado para la produccion de t-PA en células
CHO, en cultivos de perfusién semicontinua (Altamirano y col., 2001a) y la produccion de
anticuerpos monoclonales en cultivos en modo batch (Renard y col., 1988).

Posteriormente se realiz6 el analisis del patrén de isoformas por IEF seguido de
Western blot frente al estandar de rhEPO. Debido a la escasa cantidad de proteina
recombinante recuperada de los cultivos en adherencia se sembraron solamente 0,25 ug de
rhEPO por carril. Dado que la concentracion acumulada de rhEPO fue muy baja en el cultivo
en adherencia del clon C4H8 en medio SMIF 6 al 1% (V/V) SFB, no fue posible incluir esta
muestra en el analisis. Se sembr6 una masa de 0,35 pg de rhEPO por carril para aquellas
muestras correspondientes al sobrenadante de los cultivos en suspension. Luego de la
reaccion inmunoquimica, las bandas fueron densitometradas con el objetivo de establecer la
proporcion relativa de cada isoforma producida en la mezcla presente en el sobrenadante de
cultivo (Tabla XXIV).
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Tabla XXIV:  Proporcion relativa de las isoformas* producidas por el clon C4H8c en medio
SMIF 6 adicionado de diferentes concentraciones de SFB.

Isoforma Adohgsesr:zia o ooit}ospensién
sin SFB ,SFB 0,2% SFB  sin SFB ,SFB 0,2% SFB 1% SFB

-3 2,6% 5,9% 10,5% 12,2% 7,0% 2,3% 9,2%
-2 7.7% 6,9% 10,7% 8,8% 9,0% 8,2% 9,5%
-1 13,0% 11,3% 10,6% 9,5% 11,5% 10,8% 13,2%
0 15,5% 14,2% 9,9% 10,7% 13,7% 12,1% 12,9%
1 15,3% 13,4% 12,9% 10,0% 12,3% 12,1% 11,2%
2 12,2% 12,1% 11,6% 10,3% 12,1% 11,9% 11,8%
3 11,1% 11,5% 11,3% 13,2% 11,9% 8,6% 11,7%
4 8,8% 11,1% 10,2% 10,3% 9,0% 11,6% 8,9%
5 11,3% 10,9% 10,1% 10,1% 9,1% 12,2% 7,0%
6 2,4% 2,7% 2,2% 4,7% 4,4% 8,0% 4,0%
7 ND ND ND 0,3% 0,04% 2,0% 0,6%
8 ND ND ND ND ND ND ND

* Las isoformas de rhEPO se identificaron de acuerdo con la European Pharmacopoeia (2007), que asigna
el ndmero 8 a la isoforma conteniendo 14 moléculas de acido sialico.

Las muestras correspondientes a los distintos cultivos en adherencia analizados
presentaron patrones similares de isoformas durante el analisis por densitometria. Se
observo el mismo numero de isoformas en todos los casos, las cuales se presentaron con
una distribucion relativa uniforme entre las muestras. Estas observaciones sugieren que no
existirian diferencias significativas entre las isoformas producidas en los cultivos en
adherencia, ya que no se verificaron tendencias de aparicion/desaparicion de determinadas
isoformas en funcion de la cantidad de suero adicionada al medio.

Los cuatro cultivos en suspension mostraron patrones de glicosilacion muy
similares entre si, observandose las mismas glicoformas. Solamente el cultivo en medio
adicionado de 0,2% SFB mostré una mayor proporcion relativa de isoformas de mayor
contenido de &cido sialico, pero dado que no se observé una tendencia a incrementarse el
contenido de estas isoformas en la medida en que aumentaba el contenido de suero en el
medio de cultivo —ni en los cultivos en adherencia ni en los en suspensién —, no puede
considerarse que la adicién de suero al medio SMIF 6 mejore significativamente el perfil de
isoformas obtenido.

En particular, y debido a que se esta evaluando un medio de cultivo alternativo que
no requiera de la adicion de SFB, estos resultados apoyan la hipétesis de que el medio libre
de proteinas SMIF 6 es un medio apropiado para ser empleado en la produccién de rhEPO.
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4.4.8.4. Evaluacion del crecimiento en suspension y la productividad de los clones
B1A2, C4H8c y C4H8d en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB

Se procedi6 entonces a comparar el crecimiento y metabolismo de los clones
B1A2, C4H8d y C4H8c adaptados a suspensién en medio MCE al 0,2 % (V/V) SFB. Para
ello se iniciaron tres cultivos en frascos spinner de una densidad inicial de aproximadamente
2x10° cél. viables ml™", tomandose una muestra diaria de suspensién. Sobre esta muestra se
realiz6 el recuento de células viables y totales, para luego centrifugar el resto de la
suspension 2 min a 600 g. El sobrenadante libre de células se conservd a -20°C, con el fin
de determinar posteriormente la concentracion de glucosa, lactato, amonio y rhEPO.

Las variaciones en la concentracion celular y en la concentracion de metabolitos

graficadas en funcién de la ICV se muestran en la Fig. 21.

La Tabla XXV resume los datos de velocidades especificas de crecimiento,
consumo de nutrientes y produccién de catabolitos, en tanto los datos de Yiacgic Y de Yamigin
se muestran en la Tabla XXVI.

Las curvas obtenidas muestran que tanto el clon B1A2 como el C4H8c¢ alcanzaron
concentraciones celulares maximas cercanas a 1x10° cél. viables mI', mientras que el
crecimiento del clon C4H8d — adaptado a suspensién siguiendo la metodologia de un solo
paso — fue mas limitado, llegando a una concentracion maxima de aproximadamente 50%
con respecto a los otros dos cultivos. Si bien la p asociada al clon C4H8d fue del mismo
orden que las velocidades de los otros dos clones, ésta se mantuvo constante por apenas
48 h de cultivo, disminuyendo luego sensiblemente y resultando en una menor densidad

celular maxima.

El comportamiento de los clones en términos de qg fue similar, pero el clon C4H8d
mostr6é un aprovechamiento menos eficiente de glucosa debido a que la velocidad especifica
de produccion de lactato se mantuvo constante por mas tiempo, rindiendo asi una
concentracion acumulada de este metabolito aproximadamente 30% mas alta.

Los perfiles de consumo de glutamina y produccién de glutamato resultaron
coincidentes entre los tres clones estudiados. Si bien los valores de g, también fueron muy
similares, se verificé una diferencia en la concentracion acumulada de amonio, debido a que
el tiempo de cultivo durante el cual se mantuvieron constantes estas velocidades especificas
fue diferente para cada clon.
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Fig. 21: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) glutamina, (f) glutamato, (g)amonio
y (h) rhEPO para los cultivos en suspensién en medio MCE 0,2% SFB de (g ) clon B1A2,
(@) clon C4H8c y (4) clon C4H8d.
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Con referencia a la produccién amonio, la concentracion maxima alcanzada en el
sobrenadante de los clones se obtuvo en el orden C4H8d>C4H8c>B1A2. La produccién
volumétrica de este metabolito fue 52% y 18% superior para los clones C4H8d y C4H8c,
respectivamente, comparados con el clon B1A2. Tanto el clon C4H8c como el clon C4H8d,
adaptados a suspensién a partir del mismo clon original C4H8, presentaron asi un
metabolismo menos eficiente en comparacién con el clon B1A2, adaptado de igual manera
que el C4H8c, pero proveniente de una linea celular CHO-rhEPO diferente. Ademas de esta
diferencia asociada al origen de las células, se observé asimismo que la metodologia de
adaptacion a suspension también tiene un efecto significativo sobre el comportamiento
metabdlico, lo que ha sido previamente reportado para otra linea de células CHO (Bollati
Fogolin, 2002).

Los valores de qmepo, asi como los otros parametros evaluados, también difirieron
entre los clones, observandose la mayor productividad de rhEPO — tanto especifica como
volumétrica — para el clon B1A2. También en esta variable se verificaron diferencias entre
los dos clones provenientes de la linea P2C4: el clon C4H8d presenté una velocidad
especifica de produccién de la hormona inferior a la de su par C4H8c.

Tabla XXV: Parametros metabolicos especificos para los clones B1A2, C4H8c y C4H8d
cultivados en suspension en medio MCE 0,2% (V/V) SFB.

Parametro B1A2 C4H8c C4Hsd

m 0,022+0,003 0,019+0,001 0,01870,0004
(h™ R=0,99 R=0,99 R=0,99
P=0,014 P=0,003 P=0,014
q 37619 333138 300106
ge R=0,99 R=0,99 R=0,90
(nmol 107 cel” h™) P=0,032 P=0,072 P=0,105
q 62985 588177 68449
o R=0,99 R=0,99 R=0,99

6 -1 1 ] f] ]

(nmol 107 cel” h™) P=0,086 P=0,083 P=0,005
q 8411 7614 7311
am R=0,99 R=0,98 R=0,98
(nmol 107 cel” h™) P=0,087 P-0,115 P=0,023
q 117219 9830 7219
gn R=0,99 R=0,96 R=0,93
(nmol 107 cel” h™) P=0,101 P=0,189 P=0,066
q 2718 2742 3012
gu R=0,95 R=0,99 R=0,99
(nmol 107 cél™ h™) P=0,194 P=0,055 P=0,032

0,336£0,022 0,260,015 0,1960,029
QrhePO R=0,99 R=0,99 R=0,94

6 o1 -1
(%107 cel” h™) P<0,0001 P<0,0001 P=0,0006




Resultados y Discusion — Capitulo N°1 de 5 129

Tabla XXVI:  Valores de Yiic/qic € Yamigin Obtenidos para los clones B1A2, C4H8c y C4H8d
cultivados en suspension en medio MCE 0,2% (V/V) SFB.

Clon Yiacigic Yamigin
B1A2 1,7+0,2 0,7+0,1
C4H8c 1,8+0,3 0,8+0,3
C4Hsd 2,3+0,8 1,0+0,3

4.4.8.5. Evaluacion del crecimiento en suspension y la productividad de los clones
B1A2, C4H8c y C4H8d en medio SMIF 6

En forma analoga a la descrita previamente, se estudio el crecimiento de los clones
B1A2 y C4H8d cuando éstos eran cultivados en suspension en medio SMIF 6. Con fines
comparativos se incluyen los datos obtenidos para el cultivo del clon C4H8c cultivado en
suspension en este mismo medio, durante la experiencia descrita en el apartado 4.4.8.1.

Para ello se iniciaron dos cultivos en suspensién a partir de un cultivo madre de
cada clon, con una densidad inicial de aproximadamente 2,5x10° cél. viables ml™”, los cuales

fueron monitoreados en términos de concentracion de células viables y nutrientes.

En la Fig. 22 se encuentran graficados los datos de concentracién de células
viables, glucosa, lactato, glutamina, glutamato, amonio y rhEPO versus la ICV. Los valores
de W, Qgic, Jiacs Agins dgius Jam Y Qrepo Obtenidos a partir de estas graficas se resumen en la
Tabla XXVII, mientras que los datos de Yage Y de Yamgin S€ presentan en la Tabla XXVIII.
Tanto en las graficas como en las tablas se mencionan también los datos obtenidos
previamente para el clon C4H8c.

Puede observarse que los resultados obtenidos en medio SMIF 6 son, en términos
generales, similares a los obtenidos en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB. La velocidad de
crecimiento determinada para los clones evaluados coincide aproximadamente para la
reportada por Scharfenberg y Wagner en su estudio ya mencionado (u=0,015,
correspondiente a un tiempo de duplicacion de aproximadamente 48 h).

El clon B1A2 presenta los mejores perfiles de crecimiento y productividad: si bien
las velocidades especificas de consumo de glucosa y glutamina, asi como de produccion de
lactato, glutamato y amonio son similares para los tres clones, se observan diferencias
significativas en las curvas de crecimiento y de produccion de rhEPO. En medio SMIF 6 el
clon B1A2 mostr6 un crecimiento superior al observado en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB,

alcanzando una concentracion celular aproximadamente 50% mas alta en el primero.
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Fig. 22: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) glutamina, (f) glutamato, (g)amonio
y (h) rhEPO para los cultivos en suspensiéon en medio SMIF 6 de (m) clon B1A2, (¢ ) clon

C4H8c y () clon C4Hsd.
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La concentracién de proteina recombinante acumulada en el sobrenadante de

cultivo del clon B1A2 fue mas de un 20% superior a la obtenida en medio de cultivo

tradicional. Paralelamente se observo que en el cultivo en suspension del clon C4H8d en el

medio libre de proteinas, la acumulacién de esta proteina fue levemente menor a la obtenida

en la experiencia anterior. Esto indicaria una relacion directa del clon con el medio de cultivo

empleado: si bien existen medios mas complejos unos que otros — los cuales pueden ser

mas favorables para el crecimiento de una u otra linea celular —, el efecto directo de un

medio de cultivo particular sobre el clon de trabajo debe ser determinado en cada caso.

Tabla XXVII: Parametros metabdlicos especificos para los clones B1A2, C4H8c y C4H8d
cultivados en suspension en medio SMIF 6.
Parametro B1A2 C4H8c C4Had
M 0,022+0,003 0,020+0,003 0,011+0,008
(h™ R=0,98 R=0,95 R=0,80
P=0,017 P=0,0003 P=0,410
q 227+21 19848 260443
e R=0,99 R=0,99 R=0,97
(nmol 107 cel” h™) P=0,008 P=0,0001 P=0,026
q 463155 293443 537483
lac R=0,99 R=0,98 R=0,99
6 -1 1 ] f) ]
(nmol 10 cel” h™) P=0,075 P=0,018 P=0,097
q 63+15 99+4 83115
am R=0,97 R=0,99 R=0,98
(nmol 107 cel” h™) P-0,151 P=0,001 P-0,112
q 9919 4819 71+14
g R=0,99 R=0,98 R=0,96
(nmol 107 cel” h™) P=0,059 P=0,0021 P=0,038
q 1443 2143 2345
QL R=0,95 R=0,99 R=0,98
(nmol 10 cel” h™) P=0,046 P=0,024 P=0,128
q 0,381+0,011 0,237+0,015 0,064+0,009
[hEPO R=0,99 R=0,97 R=0,95
o 6 a1 -1 f f f
(%107 cel” h™) P<0,0001 P=0,011 P=00003
Tabla XXVIIl: Valores de Yiic/qic € Yamigin Obtenidos para los clones B1A2, C4H8c y C4H8d

cultivados en suspension en medio SMIF 6.

Clon Yiacigic Yamigin
B1A2 2,01£0,3 0,6+0,2
C4H8c 1,520,2 2,1£0,4
C4Hsd 2,1£0,5 1,210,3
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Se realiz6 luego el andlisis de las isoformas producidas en los cultivos en medio
MCE al 0,2% (V/V) SFB (descrita en la seccion anterior) y en medio SMIF 6. Debido a la
baja productividad de rhEPO del clon C4H8d cuando éste fue cultivado en medio MCE al
0,2% (V/V) SFB, no fue posible incluir esta muestra en el analisis.

Tal como puede observarse en la Tabla XXIX, el patrén de glicosilacién con mayor
contenido de moléculas altamente sialidadas se obtiene con el clon B1A2, ya sea que se lo
cultive en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB o en medio SMIF 6. El clon C4H8c mostrd, sin
embargo, diferencias en el perfil de isoformas producidas asociadas al medio de cultivo
empleado: en tanto en medio SMIF 6 se obtuvieron las mismas glicoformas producidas por
el clon B1A2, en una proporcién semejante a éste, en medio MCE se observé la
desaparicion de la glicoforma mas &cida. Esta glicoforma esta ausente también en el pool de
moléculas producidas por el clon C4H8d, en medio SMIF 6.

El hecho de que el clon C4H8d presentara en medio SMIF 6 un patrdén en el cual
no se observa la isoforma de mayor contenido de acido sialico, sumado a la baja
productividad de rhEPO en medio MCE al 0,2 (V/V) SFB, lo descalifica para la continuacion
de su estudio.

Tabla XXIX: Proporcion relativa de las isoformas de la molécula de rhEPO producida por los
clones B1A2, C4H8c y C4H8d cuando fueron cultivados en suspension en los
medios MCE 0,2% (V/V) SFB y SMIF 6.

Isoforma Clon B1A2 Clon C4H8c Clon C4H8d
MCE 0,2% SFB SMIF 6 MCE 0,2% SFB SMIF 6 SMIF 6
-3 10,4% 12,8% 4,2% 12,2% 9,4%
-2 7,5% 12,8% 11,0% 8,8% 11,2%
-1 11,3% 9,2% 16,5% 9,5% 14,5%
0 10,7% 10,4% 17,9% 10,7% 15,1%
1 13,0% 11,3% 16,9% 10,0% 13,5%
2 12,1%3 10,8% 11,2% 10,3% 11,7%
3 12,3% 9,7% 7,8% 13,2% 10,4%
4 12,8% 8,7% 7,2% 10,3% 6,9%
5 9,3% 9,0% 6,8% 10,1% 6,7%
6 0,5% 4,1% 0,6% 4,7% 0,7%
7 0,02% 1,2% ND 0,3% ND
8 ND ND ND ND ND

Los resultados obtenidos en estas experiencias indican que el clon B1A2 es el que
mejor responde a las caracteristicas requeridas, mostrando la mejor adaptacion vy
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crecimiento tanto en un medio tradicional adicionado de suero como en un medio libre de
proteinas. La velocidad de crecimiento, la densidad celular alcanzada, los perfiles de
consumo de nutrientes y produccién de catabolitos, asi como la productividad y calidad
glicosidica de la molécula de rhEPO producida en el cultivo de este clon lo convierten en el
mas adecuado para continuar con su estudio en las préximas etapas de este trabajo.

4.5. CONCLUSIONES

e Se clonaron 10 lineas celulares productoras de rhEPO, seleccionandose los clones B1A2,
B1D8, C4B3, C4D8, C4H8, B2H5 y B4H5 en base a su productividad.

e Los clones B1A2 y C4H8 presentaron un perfil de glicosilaciéon con alto contenido de
isoformas acidicas y una alta qmepo, alcanzando densidades celulares satisfactorias.
Ambos mostraron una baja velocidad de produccion de amonio y una buena relacion
Yiacigic, Particularmente el clon B1A2. Por estas razones se decidié continuar el proceso de
adaptacion al crecimiento en suspension de estos dos clones.

e Se determin6 que el medio MCE-AGG puede ser sustituido por el medio MCE durante la
produccion de rhEPO sin que se verificasen alteraciones en el crecimiento o en la
productividad celular.

e Durante la adaptacién progresiva del clon B1A2 al crecimiento en suspensién en medio
MCE se determin6 que la concentracion minima de SFB requerida para mantener un
crecimiento y metabolismo normales cuando éste es cultivado en MCE es de 0,2% (V/V),
y en estas condiciones fue posible obtener altas concentraciones celulares, del orden de
1x10° cél. viables ml™.

e Fue posible mantener una alta viabilidad en cultivos del clon B1A2 en MCE al 0,1% (V/V)
SFB, si bien la velocidad de crecimiento se vio reducida. Esta reduccién hace inviable el
uso de estas condiciones de cultivo cuando se requiere obtener altas concentraciones
celulares en corto tiempo, pero puede ser empleada en aquellas etapas del proceso en
las que se prioriza la productividad por sobre el crecimiento.

e Una concentracién de SFB de 0,04% (V/V) provocé alteraciones en la morfologia celular
del clon B1A2; las células que permanecieron adheridas incrementaron su longitud
respecto del diametro y, aunque mantuvieron su viabilidad, la velocidad de crecimiento

fue casi nula.

e El proceso de adaptacion del clon B1A2 al crecimiento en suspension en el medio libre de
proteinas SMIF 6 fue exitoso, lo que constituye un hecho de gran interés desde el punto



Resultados y Discusion — Capitulo N°1 de 5 134

de vista tecnologico, por la necesidad de contar con procesos productivos que utilicen
medios de cultivo libres de suero. La concentracidn maxima de células alcanzada fue de

9,1x10° cél. viables ml™.

e El numero de células que permanecieron adheridas al frasco de cultivo de este clon luego
del reemplazo total del sobrenadante por medio SMIF 6 fue muy inferior al obtenido en el
caso de la adaptacion de este clon al crecimiento en adherencia en MCE, por lo que se
requeriria un estudio mas completo con el fin de establecer la capacidad de estas células
de proliferar en estas condiciones de adherencia.

e Durante el proceso de adaptacion progresiva del clon C4H8 al crecimiento en suspension
en medio MCE se determin6 que una concentracién minima de SFB de 0,2% (V/V)
permite mantener las células en crecimiento normal en adherencia, y si bien una
concentracion de 0,1% (V/V) fue suficiente para mantener la viabilidad del cultivo, la
velocidad de crecimiento se vio drasticamente reducida.

e El clon C4H8 mostré un crecimiento completamente normal cuando se lo cultivé en
suspension en MCE al 0,2% (V/V) SFB, en términos del tiempo de duplicacién y de
concentracion celular alcanzada (8,9x10° cél. viables ml™).

e Este clon demostré, ademas, ser capaz de crecer en MCE sin el agregado de SFB, a
través de sucesivos subcultivos, aunque la velocidad de crecimiento y la densidad celular
méaxima (5,4x10° cél. viables mI™") fueron inferiores a los presentados por el cultivo al
0,2% (V/V) SFB.

e El clon C4H8 fue adaptado exitosamente al crecimiento en suspension en el medio
SMIF 6, en solamente tres semanas, verificdndose un crecimiento y tiempo de
duplicacién normales, asi como wuna alta concentracion de células viables
(1,2x10° cél. viables ml™"), hechos que satisfacen los requerimientos del escalamiento del
proceso productivo.

e De igual manera a lo observado previamente para el clon B1A2, el medio SMIF 6 no
favoreci6 el desarrollo del clon C4H8 en adherencia.

e Con referencia al efecto del agregado de suero al medio de cultivo SMIF 6, la influencia
de este factor dependié en gran medida del sistema de cultivo empleado.

e En los cultivos adherentes se observd un efecto muy significativo de la concentracion de
suero: aquellos cultivos con menor concentracion de SFB (0,005% y 0%) presentaron
valores de u inferiores a los observados con 0,2% y 1% de SFB, pero estas velocidades
se mantuvieron constantes durante mas tiempo, obteniéndose asi concentraciones

celulares maximas y valores de ICV sustancialmente mas altos.
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e En estos cultivos, a mayor contenido de SFB en el medio, menores fueron los valores

obtenidos de Jgin> Yglus Jam Y QrhepPo-

e Con respecto al estudio del efecto del sistema de cultivo sobre el metabolismo celular, en
los cultivos en suspension se observé en general una menor variabilidad en los perfiles
metabolicos obtenidos —es decir, un menor efecto del suero sobre ellos — que en los
cultivos adherentes, en donde este efecto fue mucho mas significativo. Probablemente
este ultimo hecho esté relacionado con las grandes diferencias observadas en el
crecimiento de las células cuando éstas fueron cultivadas en placa, a las distintas
concentraciones de suero, y las densidades celulares alcanzadas en cada condicion
estudiada (1%, 0,2%, 0,005% y medio sin SFB). Las alteraciones metabdlicas asociadas
a la seleccion que sufren las células durante su adaptacion a suspension podrian ser la
causa del comportamiento diferenciado de las células cuando éstas crecen en distintos

sistemas de cultivo.

e En particular, los cultivos en medio SMIF 6 sin SFB, tanto en placa como en spinner,
mostraron comportamientos muy similares, con la excepcién de la concentracion final de
rhEPQO alcanzada.

e En suspensioén se obtuvieron concentraciones de rhEPO significativamente mas altas que
en adherencia, aun cuando se alcanzaron concentraciones celulares iguales, como

ocurrié en el cultivo en medio sin suero.

e Los valores méas altos de qmepo S€ obtuvieron en los cultivos en SMIF 6 sin adicion de
SFB, tanto en los cultivos en adherencia como en los de suspension.

e Independientemente del sistema de cultivo empleado, el SFB no tiene un efecto
cuantificable sobre el consumo de glucosa y la produccion de lactato, pero si sobre la
produccion de amonio, ya que cuando aquél no se adiciona al medio SMIF 6 se acumulan
altas concentraciones de este metabolito en el sobrenadante de cultivo.

e Tanto en los cultivos en adherencia como en los cultivos en suspension, no se
observaron indicios de que la presencia de SFB ejerza algun efecto sobre la calidad
glicosidica de la molécula de rhEPO producida, cuando el clon C4H8 es cultivado en
medio SMIF 6.

e El medio de cultivo SMIF 6 es un medio que aporta los nutrientes requeridos por los
clones estudiados en calidad y cantidad suficientes para sostener el crecimiento y
generar un patrén de isoformas apropiados para su utilizacion en el proceso productivo
de rhEPO, sin que su performance se vea mejorada por la presencia de suero.

e El clon B1A2 mostré la mejor relacion de parametros metabdlicos con respecto a los
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clones C4H8c y C4H8d, todos ellos cultivados en suspension en medio MCE al
0,2% (V/V) SFB. La velocidad especifica de crecimiento fue normal y comparable a
aquélla obtenida con porcentajes mayores de suero, permitiendo que el cultivo alcanzase

una densidad celular maxima superior a 1x10° cél. viables ml™.

e El clon C4H8c, adaptado al crecimiento en suspension siguiendo la misma metodologia
que el clon B1A2, tuvo en lineas generales un comportamiento similar al del clon B1A2,
con la excepcidn de la produccion de rhEPQO, inferior a este ultimo.

e El clon C4H8d — adaptado al crecimiento en suspension por el método de un Unico
paso —, por el contrario, presentd un crecimiento muy limitado. Este hecho podria deberse
a un efecto perjudicial provocado por un cambio drastico en el entorno celular durante la
adaptacion, o a la seleccién de un clon particular dentro de la poblacion de células.

e El clon B1A2, cultivado en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB, resulté el mejor de los tres
clones estudiados, tanto desde el punto de vista de su crecimiento como de su
productividad.

e En forma andloga, el clon B1A2 present6 el mejor perfil de crecimiento y productividad,
comparado con los clones C4H8c y C4H8d, cuando fueron cultivados en medio SMIF 6.

e Este clon tiene una performance superior cuando es cultivado en medio SMIF 6, al
compararlo con los datos obtenidos en medio MCE al 0,2% (V/V) SFB.

e El clon C4H8c produce una proporcion relativa de isoformas diferente segun se lo cultivo
en uno u otro medio. En medio MCE al 0,2% (V/V) SFB deja de observarse la isoforma de
mayor contenido de acido sialico.

e El perfil de glicoformas producidas por el clon B1A2 no presenta variaciones significativas
entre los dos medios de cultivo estudiados, siendo ademas el clon que presenta el mejor
conjunto de isoformas y parametros metabdlicos, razones por las cuales se lo eligié como

clon productor de rhEPO y fue utilizado en experiencias posteriores.



5-RESULTADOS Y DISCUSION:

CAPITULO 2
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5. ESTUDIO DEL EFECTO DEL AGREGADO AL MEDIO DE CULTIVO DE
DIFERENTES COMPONENTES SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA
PRODUCTIVIDAD DEL CLON B1A2

5.1. OBJETIVOS
En esta seccion se presentan las experiencias realizadas tendientes a:

e Estudiar el efecto de la adiciéon de los aminoazucares N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y
N-acetil-D-manosamina (ManNAc) al medio de cultivo SMIF 6, sobre el crecimiento,
productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el clon B1A2.

e Estudiar el proceso de descomposicidon térmica de la glutamina y la consecuente
generacion de amonio en el medio de cultivo conservado en distintas condiciones de

temperatura y pH.

o Estudiar el efecto de diferentes niveles del ion amonio en el medio de cultivo sobre el
crecimiento, productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el clon B1A2.

e Estudiar el efecto del uso de medios de cultivo hiper e hipoosmolales sobre el
crecimiento, productividad y perfil de glicoformas rhEPO producidas por el clon B1A2.

e Estudiar el efecto combinado de la baja osmolalidad del medio de cultivo suplementado
con diferentes mezclas de hexosas sobre el crecimiento y la productividad del clon B1A2.

5.2. INTRODUCCION

Como se ha destacado anteriormente, la glutamina es un componente de gran
importancia en los medios de cultivo de las LCCm, debido a que de ella se deriva la mayor
parte de la energia celular y por ser precursora directa de la generaciéon de amonio, tanto

intra como extracelularmente.

Cuando el objetivo de un trabajo experimental esta relacionado con procesos tan
influenciables como por ejemplo el proceso de glicosilacion, deben tomarse algunos
recaudos adicionales a la practica estdndar del cultivo de células animales. En particular, el
tratamiento dado a la conservacién del medio de cultivo es critico (Trisch y Moore, 1962). Si
el medio de cultivo que se desea utilizar no ha sido apropiadamente tratado (por ejemplo,
colocandolo repetidamente en la estufa de cultivo para llevarlo a la temperatura de trabajo,
una practica comun en algunos laboratorios) puede con el tiempo acumularse amonio en el

mismo, a partir de la descomposicién de la glutamina, entre otros efectos perjudiciales.
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El amoniaco es una molécula pequefia, no cargada y lipofilica; el pequefio
porcentaje de NH; presente en las fases acuosas intra y extracelular (1% de la
concentracion total de NHs y NH,* a pH fisiolégico 7,1-7,5) difunde libremente a través de la
membrana equilibrando las concentraciones a ambos lados. La protonacion del NH; para
formar NH;" es extremadamente rapida, y ambas especies se encuentran siempre en

equilibrio.

La generacion extracelular de amonio derivada de la descomposicion térmica y
enzimatica (esta ultima mediada por la glutaminasa presente en el suero) de la glutamina,
producird sobre el metabolismo de las células efectos diferentes a los ocasionados por la
produccion intracelular de este ion, esencialmente debido a fendmenos de transporte:

e El amonio presente en el medio extracelular (ya sea generado por descomposicién de la
glutamina o adicionado en forma exdgena) ingresa a la célula fundamentalmente
mediante un transporte activo, debido a su carga, en tanto que el amoniaco extracelular
difunde pasivamente a través de la membrana plasmatica, restableciéndose el equilibrio
entre ambos compuestos. Una vez en el citoplasma, el amoniaco difunde e ingresa a las
diferentes organelas, dentro las cuales captara protones para formar NH,4*, alcalinizando
el interior de aquéllas. Cuando esto ocurre en un compartimiento acidico como los
lisosomas o el trans-Golgi, la funcionalidad de estas organelas se ve seriamente

comprometida.

e EI amonio generado en el interior de la mitocondria como consecuencia de la
desaminacién de la glutamina, por el contrario, se equilibra con su forma no protonada,
NHs, liberando H* en el interior de esta organela, los cuales quedan retenidos en este
compartimiento debido a la extrema impermeabilidad de la membrana interna de la
mitocondria al pasaje de iones (Schneider y col., 1996). EI NH; difunde hacia el
citoplasma y consecuentemente el equilibrio se desplaza hacia la formacion de
amoniaco, generdndose cada vez mas protones y acidificando el espacio

intramitocondrial.

Como se ve, el efecto del amonio sobre el metabolismo de las células desde el
punto de vista de la variacion del pH intracelular es completamente diferente dependiendo
del lugar de origen del NH,": el agregado de amonio al medio extracelular provoca un
incremento en el pH interno de la mitocondria, en tanto que la generacién intramitocondrial
de amonio provoca una acidificacidon de esta organela (Schneider y col., 1996). Por esta
razén no es correcto extrapolar los resultados obtenidos cuando el medio de cultivo contiene
inicialmente una alta concentracién de amonio, al proceso de acumulacién en el medio de

cultivo de amonio producido intracelularmente como resultado del metabolismo de las
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células, y liberado al sobrenadante de cultivo.

Mediante la realizacién de experimentos en los que se adicion6 amonio marcado
radioactivamente al medio de cultivo, Valley y col. (1999) determinaron que entre el 60% vy el
80% del nitrogéno presente en los oligosacaridos provenia del aporte exégeno de *NH,CI.
El mismo grupo de trabajo verific6 ademas que la adicién de NH,CI al cultivo de células
mamifero induce el incremento de la concentraciéon intracelular de UDP-GIcNAc y
UDP-GalINAc (Ryll y col., 1994). Ambas moléculas se encuentran en equilibrio en el medio
intracelular y constituyen el denominado pool de azucar-nucledtidos o UDP-GNAc. En las
células eucariotas, los azucar-nucleétidos actian como donores para los procesos de
glicosilacién de proteinas y lipidos (Boehmelt y col., 2000). En particular, cumplen un rol
fundamental en la sintesis de glicoproteinas, ya que son precursores de la sintesis de acido
sidlico (NeuNAc). En 1995, Pels Rijcken y col. propusieron el siguiente mecanismo de
accion para la alteracion de la glicosilacion como consecuencia de la variacion en los niveles

de azucares activados (Fig. 23):

La fructosa-6-fosfato (Frc-6-P) que proviene de la glicdlisis es aminada,
incorporando amonio, para transformarse en glucosamina-6-P (GIcN-6-P). La GIcN-6-P es
acetilada por la GlcN-6-P acetilasa para generar GIcNAc-6-P, la cual a su vez se convierte
en GlcNAc-1-P por la accion de la acetilglucosamina fosfomutasa. Finalmente la GIcNAc-1-P
se activa por accion de la UDP-GIcNAc pirofosforilasa a UDP-GIcNAc, la cual se encuentra
en equilibrio con la UDP-GalNAc mediante la enzima UDP-N-acetil-D-glucosamina-
-4-epimerasa.

Altas concentraciones de amonio activan la conversion de la Frc-6-P a GlcN-6-P, lo
que finalmente conduce a la acumulacién de altas concentraciones de UDP-GNAc. El
aumento en el pool de azlcar-nucleétidos inhibe a la GIcNAc-6-P sintetasa (GPS), e
hipotéticamente aumentaria el flujo de UDP-GNAc hacia el aparato de Golgi (a través del
sistema Il de transporte de azlcar-nucleétidos, S-/l), a la vez que inhibiria al sistema | de
transporte (S-/) de azucar-nucleétidos por el cual el CMP-NeuNAc ingresa al Golgi. Este
ultimo hecho disminuiria la concentracion de CMP-NeuNAc en el trans-Golgi, y seria una
potencial causa de la sialidacién incompleta de las glicoproteinas. Se ha postulado ademas
que el aumento en el flujo de UDP-GNAc al Golgi podria aumentar la actividad de alguna
enzima del tipo N-acetilglucosaminiltransferasa, que intervenga en los procesos de
ramificacién de las cadenas de carbohidratos en esta organela.

La biosintesis de CMP-NeuNAc, por otro lado, depende directamente del contenido
de ManNAc y se ve afectada por altas concentraciones del pool de UDP-GNAc: inicialmente
la UDP-GIcNAc es convertida a ManNAc y N-acetilmanosamina-6-fosfato (ManNAc-6-P) por
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un proceso de epimerizacion y posterior fosforilacién catalizadas ambas por la enzima
bifuncional UDP-GIcNAc-2-epimerasa/ ManNAc-quinasa. La epimerizacién es el paso
limitante de la biosintesis del &cido sialico. Luego la acido sidlico sintetasa convierte la
ManNAc-6-P en acido neuraminico-9-fosfato (NeuNAc-9-P) en una reaccién de
condensacién con fosfoenolpiruvato. Después de la defosforilacion del NeuNAc-9-P, el
NeuNAc es acoplado a CTP por accion de la enzima CMP-NeuNAc sintetasa (localizada en
el ndcleo) para generar la forma activada del acido sialico, CMP-NeuNAc. Las moléculas de
CMP-NeuNAc asi sintetizadas son transportadas al aparato de Golgi a través de un
transportador especifico y son utilizadas como sustrato de las sialiltransferasas y las
polisialiltransferasas para sialidar las glicoproteinas (Shing y col.,, 2006). Una alta
concentracion de CMP-NeuNAc, por otra parte, reduce su propia sintesis a través de un
feedback negativo a nivel de la UDP-N-acetilglucosamina-2-epimerasa.

Paralelamente, los iones amonio participan en la formacion de carbamilfosfato (CP)
a nivel de mitocondria, en una reaccién catalizada por la carbamilfosfato sintetasa. Cuando
se alcanzan altas concentraciones de amonio intramitocondrial, el CP pasa al citoplasma y
estimula la sintesis de novo de UTP, el cual se destina a la activacién de los aminoazlcares
y contribuye a la deplecién de este compuesto energético en el citoplasma.

Las vias de sintesis de UTP, UDP-GNAc y CMP-NeuNAc se esquematizan en la
Fig. 23.

El aumento en la concentracién intracelular de UDP-GIcNAc y UDP-GalNAc por
efecto del agregado de NH,CI al medio de cultivo puede ser simulado también mediante el
agregado de glucosamina o galactosamina, moléculas inhibidoras del crecimiento celular
(Pels Rijcken y col., 1995; Wagner, 1997; Yang y Butler, 2002). La inhibicién del crecimiento
celular causada por el agregado de estas especies al medio de cultivo no se deberia a la
reduccion de la disponibilidad de UTP y CMP intracelular ocurrida como consecuencia del
incremento en la concentraciéon de UDP-GNAc, como se crey6 por mucho tiempo, sino a un
efecto especifico asociado a la concentracion de estos azucar-nucleétidos (Krug y col.,
1984; Grammatikos y col., 1998). Otras posibles alternativas apuntan a una disminucién en
el transporte de glucosa al interior de la célula, provocada por la inhibicién competitiva de la
glucosamina, o (menos probablemente) a la acumulacion intracelular de amonio debido a la
deaminacién de la glucosamina catalizada por la GIcN-6-P deaminasa, como causas del
retardo observado en el crecimiento celular (Yang y Butler, 2002).

Grammatikos y col. (1998) observaron que la adicién tanto de NH,Cl como de
glucosamina al cultivo afecta el proceso de N-glicosilaciéon al favorecer la sintesis de
estructuras de mayor antenaridad, probablemente debido a los altos niveles intracelulares
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de UDP-GNAc. Los resultados de estos autores, sin embargo, no coinciden con la
disminucion en la sialidacién de los N-glicanos reportada por Pels Rijcken y col. (1995), al
adicionar glucosamina al cultivo de hepatocitos de rata. Los experimentos de Grammatikos y
col. (1998) indican que la adicion de glucosamina causa solamente un aumento en la
antenaridad de los carbohidratos N-linked, mientras que el amonio reduce ademas el grado
de sialidacién de los mismos, lo que indica que la disminucion en la sialidacién causada por
la adicién de amonio no seria consecuencia de una aporte insuficiente de CMP-NeuNAc
para satisfacer el aumento en la demanda de &cido sidlico terminal. Sus resultados apoyan
lo propuesto por otros autores (Borys y col, 1993; Maiorella, 1992; Thorens y Vassalli, 1986),
quienes afirman que la reduccién del contenido de acido sidlico causada por el amonio se
deberia a una variacion en el pH intracelular. De esta manera, el amonio influiria
negativamente sobre la glicosilacién a través de dos mecanismos independientes: el
aumento en la sintesis de UDP-GNAc y la variacién de la acidez en los distintos

compartimientos intracelulares.

Sin embargo, al evaluar concentraciones sustancialmente més altas de ambos
compuestos (20-40 mM NH,Cl y >10 mM glucosamina), Yang y Butler (2000a; 2002)
verificaron una disminucién en las estructuras tetra-antenarias de la rhEPO producida en
células CHO, paralelamente a un incremento en las estructuras bi- y tri-antenarias. Al
comparar sus resultados con los publicados por Gawlitzek y col. (1998), estos autores
atribuyen esta aparente contradiccion del efecto del amonio sobre la antenaridad a la
diferencia entre las lineas celulares empleadas y las proteinas producidas por ellas.

La forma acetilada de la glucosamina, la N-acetilglucosamina (GIlcNAc), puede ser
sintetizada de novo a partir de la glucosa (Fig. 23) o producida a través de vias de salvataje.
La adicion de GIcNAc al cultivo de fibroblastos murinos incrementa los niveles de
UDP-GIcNAc en forma andloga a la glucosamina (Boehmelt y col., 2000), y permite restaurar
la sintesis de los carbohidratos en las glicoproteinas a niveles normales en una linea
mutante derivada de las células 3T3 Balb/c, entre otros efectos beneficiosos (Pouysségur y
col., 1977). No se han encontrado hasta el momento trabajos determinando el efecto de la
suplementacion del medio de cultivo con GlcNAc sobre la antenaridad de las cadenas de
carbohidratos asociadas a proteinas, aunque es razonable pensar que este aminoazucar
acetilado tendria una accién similar a la de la glucosamina, debido al punto de la via
metabdlica de sintesis de UDP-GNAc al cual se incorpora.

La suplementacién directa del medio de cultivo con &cido sidlico o su forma
activada CMP-NeuNAc no es una alternativa viable para lograr el incremento de la
concentracion intracelular de estas especies y favorecer asi la sialidacion de las
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glicoproteinas, ya que ambas presentan una muy baja permeabilidad a la membrana celular
(Gu y Wang, 1998). Como se ha mencionado, por otro lado, la N-acetiimanosamina es un
precursor en la sintesis de acido sialico en la mayoria, si no en todas, las células eucariotas
(Ferwerda y col., 1983). A pesar de que la ManNAc se produce intracelularmente a partir de
la 2-epimerizacion de N-acetilglucosamina y/o UDP-N-acetilglucosamina, la adicion exégena
de este aminoazulcar induce su incorporacion bajo la forma de acido sidlico en animales,
ldminas de tejido vivo y células en cultivo, indicando que, a diferencia del NeuNAc vy
CMP-NeuNAc, la membrana celular es altamente permeable al ingreso de ManNAc a pH
fisiologico (Ferwerda y col., 1983; Gu y Wang, 1998). La suplementacion del medio de
cultivo con ManNAc, por otro lado, induce una disminucién del pool/ de UDP-GNAc,
contrariamente a lo observado para la glucosamina (Baker y col., 2001).

El trabajo publicado por Gu y Wang (1998) mostrd que adicionando 2 mM y 20 mM
de ManNAc al cultivo en batch de células CHO productoras de IFN-y, el porcentaje de acido
sialico de la molécula producida proveniente del aminoazucar agregado correspondia a un
60% y 100%, respectivamente. No se verifico, por lo tanto, una discriminacion entre el
CMP-NeuNAc originado intracelularmente y el derivado a partir de la ManNac adicionada, en
los procesos de transporte y sialidacion. La adicion de 20 mM de este aminoazucar,
asimismo, indujo una incremento de aproximadamente 30 veces el contenido intracelular de
CMP-NeuNAc, fendbmeno reportado también por otros autores — si bien en menor medida —
para células CHO (Baker y col., 2001), para células COS-7 (Angata y col., 1999) y para
células NSO (Baker y col., 2001). Esto indica que la sintesis del CMP-NeuNAc a partir de
ManNAc exdgena no estd regulada por su producto, lo que si ocurre a nivel de las
epimerasas que catalizan la conversién de UDP-GIcNAc y GIcNAc en ManNAc. Se concluye
también a partir de estos resultados que la sintesis de CMP-NeuNAc tampoco depende de
la disponibilidad de las enzimas involucradas en ella.

Gu y Wang (1998) observaron también una disminucién en la proporcion de
estructuras biantenarias sialidadas en forma incompleta (26% en el caso de la
suplementacion con de 2 mM ManNAc y 20% en el caso de 20 mM). Sin embargo, estos
autores verificaron que el agregado de una baja (0,2mM) o una muy alta (40 mM)
concentracion de ManNAc, no provocd mejoras en la sialidacion de los N-glicanos. A pesar
de estos resultados, el efecto beneficioso de la adicion de ManNAc fue limitado,
proponiendo los autores dos posibles explicaciones a este hecho: en primer lugar, una
saturacion del transporte de CMP-NeuNAc hacia el trans-Golgi o, mas probablemente, una
limitacion estérica para la accesibilidad al sitio de sialidacion de la molécula. De acuerdo con
lo reportado por Baker y col. (2001), la sialidacion de la proteina TMP-1 producida tanto en
células CHO como en células NSO tampoco se vio significativamente mejorada por la
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adicion de 20 mM de ManNAc, aunque la relacién entre el acido N-glicolilneuraminico (un
antigeno oncofetal potencialmente inmunogénico, sintetizado por las lineas celulares de
origen murino) y el &cido N-acetilneuraminico se vio significativamente mejorada, pasando
de 1:1a1:2.

En resumen, los conceptos mas destacados de lo expuesto hasta aqui son los

siguientes:

e El incremento del pool de UDP-GNAc (debido a la adicion de glucosamina y/o GlcNAc,
por ejemplo) provoca un aumento en la antenaridad, asi como también en el grado de
incorporacién de N-acetilhexosaminas a las cadenas de oligosacaridos de las
glicoproteinas celulares, ya sean éstas asociadas o de secrecion.

e Los efectos negativos sobre la sialidacion debido a altas concentraciones intracelulares
de los azucar-nucleétidos no son concluyentes (Grammatikos y col., 1998; Pels Rijcken y
col., 1995).

e La suplementacion con otro aminoazucar, ManNAc, induce un aumento en el contenido
intracelular de CMP-NeuNAc, precursor del &cido sialico que se encuentra en la posicion
terminal de las cadenas de oligosacaridos en las glicoproteinas, asi como una mejora

global de la sialidacién y/o composicién de esas cadenas.

Resulta asi razonable proponer el estudio del efecto conjunto de la GIcNAc y la
ManNAc sobre el perfil de glicosilacion de la rhEPO producida por el clon B1A2, con la
expectativa de obtener un incremento en la antenaridad de la molécula, y un mayor
contenido de N-acetilhexosaminas y de &cido sidlico, factores que aumentan
significativamente la actividad biologica especifica de esta proteina (Yang y Butler, 2000c;
Koll y col., 2000).

5.3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se llevaron a cabo experimentos en los cuales se adicioné al medio SMIF 6
cantidades variables de GIcNAc y ManNAc, para analizar su influencia sobre el perfil de
glicosilaciéon de la molécula de rhEPO producida por el clon B1A2.

Como parte de una serie de experiencias destinadas a evaluar el efecto del amonio
producido extracelularmente a partir de la glutamina sobre el crecimiento y productividad
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celulares, asi como sobre el perfil de isoformas de rhEPO producidas durante el cultivo, se
estudié también la cinética de descomposicién de este aminoacido en condiciones de
temperatura y pH variables.

A raiz de los resultados obtenidos, se realizaron nuevos cultivos a los cuales se
adicionaron concentraciones variables de NH,4CI, con el fin de estudiar el potencial efecto del
anion sobre el clon B1A2, cuando aquél se encuentra presente en el medio de cultivo al

momento de uso.

Finalmente se analizd el efecto de la adicion de concentraciones crecientes de
NaCl al medio SMIF 6 con el fin de establecer la sensibilidad del clon B1A2 frente a
variaciones en la osmolalidad del medio de cultivo que podrian resultar del uso de aditivos
empleados en la mejora del proceso, y asi establecer si los resultados obtenidos en los
experimentos anteriores se debian a un efecto especifico del componente agregado, 0 a un
efecto combinado entre esto y el aumento de osmolalidad resultante de la adicién de dicho

componente.

5.4. RESULTADOS
5.4.1. Efecto de Ila adicion de GIlcNac al medio de cultivo

Antes de iniciar las experiencias planificadas se analizé el incremento de
osmolalidad del medio de cultivo debido al agregado del aminoazucar, y la posible formacién
de amonio a partir de esta molécula, debido a que podrian convertirse en factores
influyentes sobre las respuestas evaluadas.

Para ello, se agreg6 un volumen de 2 ml por pozo a una placa de 12 pozos con los
siguientes medios (7 pozos por cada medio de cultivo analizado):

e 0 mM GIcNAc (control)
e 0,2 mM GIcNAc

e 2 mM GIcNAc

e 20 mM GiIcNAc

e 50 mM GicNAc

e 100 mM GiIcNAc

La placa fue incubada durante 7 dias en estufa gaseada, y diariamente se tomé el
medio de cultivo de un pozo correspondiente a cada condicion estudiada, determinandose la
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concentracion de amonio. Las curvas obtenidas se presentan en la Fig. 24.

Se midié ademas la osmolalidad de las muestras correspondientes a t=0 (por duplicado),
para establecer cémo ésta variaba en funcidbn de la concentracion de GIcNAc. Los
resultados de estas mediciones fueron ajustados mediante una regresion lineal,

generandose la recta que se observa en la Fig. 25.
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Se verificd que la concentraciéon de amonio varié en forma relativamente similar en
todos los casos, alcanzandose valores iguales o inferiores a los obtenidos en el control sin
adicion de GIcNAc.

En cambio el agregado de este aminoazucar al medio de cultivo provoca los
incrementos esperados en la osmolalidad (aproximadamente 0 ; 2 y 20 mOsm kg™, para las
concentraciones de 0,2 , 2 y 20 mM GlIcNAc, respectivamente).

5.4.2. Estudio del efecto de la adicion de GlcNac sobre el crecimiento y la
productividad del clon B1A2

Las experiencias descritas a continuacion contemplaron el estudio de un factor — la
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GIcNAc — en diferentes niveles. En ellas se analizaron cuatro medios de cultivo, obtenidos al
adicionar diferentes concentraciones de GlcNAc al medio SMIF 6. Los niveles evaluados de

este aminoazucar fueron:

e 0 mM GIcNAc (cultivo control)
e 0,2 mM GIcNAc

e 2 mM GIcNAc

e 20 mM GiIcNAc

Se determiné la concentracion de células viables de una suspension del clon B1A2
en fase exponencial de crecimiento en medio SMIF 6, y se calcul6 el volumen necesario
para obtener una masa de 10°células viables. Se tomaron cuatro alicuotas con este
volumen, las cuales fueron centrifugadas 8 min a 200 g, resuspendiendo los pellets en 50 ml
de cada uno de los medios de cultivo indicados (0; 0,2; 2 y 20 mM GicNAc). Las
suspensiones fueron homogeneizadas mediante agitacién (50 rpm) durante una hora, a
37°C y 5% CO,. Se tomé luego una muestra de 1,5ml de cada cultivo, con el fin de
determinar la concentracion de células viables, para después centrifugar estas muestras
durante 2 min a 600 g. El sobrenadante libre de células se conservé a -20°C para la
posterior determinacién de metabolitos. Las curvas de crecimiento obtenidas se muestran en
la Fig. 26, en tanto los datos de velocidades especificas de consumo/produccién de
metabolitos estdn resumidos en la Tabla XXX.

Tabla XXX: Parametros metabdlicos especificos para los cultivos en suspensiéon del clon
B1A2 en medio SMIF 6 adicionado con diferentes concentraciones de GicNAc.

NG[!\C M dgic Qlac Jam Qgin glu JrhEPO
c
(h'1) gnmol snmol snmol gnmol gnmol (%
mM 10°cél'h") 10°cél'h™)  10°cél'h™) 10°cél’h™) 10°cél'h™) 10¢cél” h™)
0,0118+0,001 228+20 445153 8218, 7212 1912 0,82110,082
0 R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,98 R=0,98
P<0,0001 P=0,001 P=0,014 P=0,010 P=0,001 P=0,017 P=0,0002
0,014+0,001 232126 448164 7124 6717 1513 0,835+0,072
0,2 R=0,99 R=0,98 R=0,98 R=0,90 R=0,99 R=0,98 R=0,98
P=0,0003 P=0,003 P0,020 P=0,098 P=0,011 P=0,028 P<0,0001
0,015+0,003 293+13 492134 85112 6216 131 0,761+0,038
2 R=0,94 R=0,99 R=0,99 R=0,97 R=0,98 R=0,99 R=0,99
P=0,006 P=0,0002 P=0,005 P=0,005 P=002 P=0,0009 P<0,0001
0,008+0,001 210413 383139 92413 6113 1411 1,126+0,046
20 R=0,95 R=0,99 R=0,99 R=0,96 R=0,99 R=0,98 R=0,99

P=0,0003 P<0,0001 P=0,002 P=0,002 P=0,0003 P=0,0004 P<0,0001
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Fig. 26: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) glutamina, (f) glutamato, (g)amonio
y (h) rhEPO para los cultivos en suspensién del clon B1A2 en medio SMIF 6 adicionado con
diferentes concentraciones de GIcNAc: () control, (@) 0,2 mM, (A) 2 mM, (y) 20 mM.
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Se observa en los graficos de la Fig. 26 que el agregado del aminoazicar provocé
variacion entre las concentraciones celulares maximas alcanzadas, aunque la velocidad
especifica de crecimiento durante las primeras 96 h fue similar para el cultivo control y los
cultivos con 0,2 mM y 2 mM GiIcNAc. Para estos tres casos no se verificé una limitacién
cinética y si estequiométrica causada por la adicién del aminoazucar. Esta variacién en las
curvas de crecimiento no es consecuencia de una reduccion en el transporte de la glucosa
- como fuera observado por Yang y Butler (2002) al adicionar 10 mM de glucosamina al
medio — ya que se verificaron perfiles de consumo de este nutriente casi idénticos
comparados con el cultivo control. La hip6tesis mas probable seria la de una mayor
acumulacion intracelular de amonio (corroborada por la mayor excrecion de este ion) en los
cultivos con mayor contenido de GIcNAc. Se observé ademas una relacion inversa entre el
contenido de GlcNAc del medio y el tiempo de cultivo durante el que se mantuvo constante
el valor maximo de la velocidad especifica de crecimiento. En el cultivo con 20 mM GicNAc,

por otro lado, se verific6 una fuerte inhibicion del crecimiento, también en términos de .

En cuanto al consumo de glucosa y produccion de lactato, el comportamiento de
los cultivos con GIcNAc fue analogo al cultivo control, acumulandose levemente mas lactato
en el cultivo con 0,2 mM. La velocidad de consumo de la glucosa fue reduciéndose a partir
de las 72 h, hasta ser finalmente agotada. En cuanto se verificaba esta disminucion de la
Jgic» | Oiac € mantenia constante por otras 24 h, para hacerse negativa luego de alcanzar la
concentracion maxima de este catabolito en el sobrenadante. El valor negativo de qy,c indico
la probable re-metabolizacién del lactato por parte de las células, lo que dio origen a la

disminucion de su concentracion observada hasta el final de los cultivos.

Por otra parte, las cuatro suspensiones celulares analizadas mostraron cinéticas de
consumo de glutamina asi como de produccion de glutamato muy similares. La glutamina
fue completamente consumida en los cultivos control y adicionados con 0,2 mM y 2 mM
GlIcNAc a las 96 h, momento en el cual se observo el inicio del consumo del lactato, como
una fuente de carbono y energia alternativa. Cuando la concentracion de glutamina del
medio de cultivo alcanzé niveles muy bajos (ICV=3 x 10" cél. h mI"', aproximadamente) se
verificé una disminucion en la velocidad de produccion del glutamato, aunque su produccién
continué hasta el final de la experiencia. Una vez que se hubo consumido completamente la
glutamina, la concentracion de glutamato también se mantuvo constante, indicando que la
sintesis de glutamina a partir de aquél no es una de las vias metabdlicas de preferencia del
clon B1A2, al menos cuando es cultivado en el medio MCE con 0,2% (V/V) SFB. Los valores
de gq, Obtenidos confirman esta observacion, ya que son sustancialmente mas altos que los
reportados por Yoon y col. (2005) para otra linea de células CHO productora de rhEPO
(5,33 nmol 10 cél"'h™ a pH=7,20).
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En todos lo casos, el cultivo con mayor contenido de GIcNAc mostrd siempre
valores finales de consumo/produccion acumulados inferiores a la de las otras suspensiones
celulares, hecho que se deberia a la menor cantidad de células presentes en este cultivo
(como se desprende de la curva de consumo de glucosa) o a un periodo de tiempo de
cultivo menor durante el que se mantiene constante el valor de velocidad especifica (por

ejemplo, en el grafico de consumo de glutamina).

Sin embargo, en lo que respecta a la acumulacion de amonio en sobrenadante, el
valor de g.,m se mantuvo constante por mas tiempo en los cultivos con GlcNAc (72 h para el
cultivo con 0,2 mM, 96 h para el cultivo con 2 mM y 120 h para el cultivo con 20 mM), lo que
resulté en una mayor acumulacién de amonio en el sobrenadante de cultivo con respecto a
la suspensién control (25% mas en el cultivo con 20 mM con respecto al cultivo sin GIcNAc).
Esta mayor acumulacion de amonio derivada del metabolismo de la GIcNAc podria ser la
causa de la inhibicion en el crecimiento celular. La acumulacion maxima de amonio fue
alcanzada rapidamente, entre las 48 y las 72 h, en tanto la inhibicién del crecimiento en los
cultivos con 0,2 mM y 2 mM se verificd a partir de las 96 h, confirmando que el efecto del
amonio sobre la proliferacion no es inmediato y se relaciona con la alteracion de procesos
enzimaticos y/o de utilizaciéon de la energia intracelular. Las diferencias en la concentracién
maxima de amonio alcanzada en los cultivos con 0,2 mM y 2 mM GIcNAc con respecto al
cultivo control fueron de aproximadamente 10% y 23%, respectivamente, mientras que la
reduccion en la densidad celular observada fue superior al 25% para el cultivo con 0,2 mM y
al 43% para el cultivo con 2 mM de GIcNAc. Estos resultados indican que al acumularse
amonio en concentraciones criticas para la tolerancia del clon, un aumento leve en la
concentracion induce severas restricciones al crecimiento. Luego de alcanzar el maximo de
concentracion, se observé una progresiva reduccion del contenido de amonio, inclusive en el
cultivo control, probablemente debido al secuestro de este ion por a-cetoacidos provenientes
del catabolismo de la glucosa y la glutamina para incorporarlo en otras moléculas
excretadas, como por ejemplo alanina, glutamato y glicina como mecanismos orientados a

disminuir los niveles de amonio en el medio extracelular (Yang y Butler, 2000a).

Las muestras de los sobrenadantes de cultivo se concentraron y purificaron, para
luego ser analizadas por IEF seguido de Western blot y densitometria de las bandas,
sembrandose una masa de 0,35 pg de rhEPO por carril. La proporcion relativa porcentual de
cada isoforma presente en las muestras estudiadas se resume en la Tabla XXXI.
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Tabla XXXI:  Proporcion relativa de las isoformas de la molécula de rhEPO producida por el
clon B1A2 cultivado en suspension en medio SMIF 6 adicionado con diferentes
concentraciones de GicNAc.

Isoforma Control 0,2 mM 2 mM 20 mM
-3 12,5 13,3 15,0 16,9
-2 11,1 9,4 14,7 17,3
-1 10,8 12,2 12,7 15,4
0 12,4 12,7 11,2 10,9
1 12,3 10,0 9,6 10,2
2 9,3 9,5 9,1 9,1
3 8,9 9,3 8,7 7,9
4 8,4 8,9 7,8 6,5
5 7.2 8,0 6,9 4,6
6 5,3 5,2 4.4 1,3
7 1,9 1,7 ND ND
8 ND ND ND ND

La Tabla XXXI muestra que en la medida en que se incrementa la concentracion
de GIcNAc en el medio de cultivo, disminuye la proporcion de isoformas &cidas a la vez que
aumenta la de la porcion menos acidica, verificandose inclusive la desaparicién de la
isoforma de mayor contenido de acido sidlico en los cultivos con 2 y 20 mM.

Este efecto podria deberse a una accion especifica de la GIcNAc o a los altos
niveles de amonio generados en los cultivos conteniendo esta molécula. No debe dejar de
considerarse la posibilidad de que el incremento en la osmolalidad del medio de cultivo
debido a la adicién de 20 mM de GIcNAc afectara el perfil obtenido. En efecto, en base a
resultados que se presentan mas adelante en este trabajo, es posible concluir que las
alteraciones sobre el crecimiento y la glicosilacion de la rhEPO observados en estas
condiciones (20 mM GIcNAc) se deben a un efecto conjunto de ambos factores (el

aminoazucar y la osmolalidad), y no solamente al incremento de la concentracion de esta
dltima.

5.4.3. Estudio del efecto de la adicion de GIcNAc y ManNAc sobre el crecimiento y
la productividad del clon B1A2

En forma simultanea con las experiencias descritas anteriormente, se llevé acabo
el estudio del efecto de la adicion individual o combinada de la GIcNAc y la ManNAc.

Para ello se emple6 un disefio experimental factorial de tipo 2¢, k=2, el cual permite

evaluar el efecto individual de dos factores, en este caso los aminoazlcares, en k niveles
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cada uno. El disefo fue aumentado con el punto central correspondiente a la concentracién

media de los aminoazucares.

Los niveles evaluados de cada factor pueden escribirse en forma codificada,
indicando como -1 el nivel mas bajo de cada factor, y como +1 el nivel mas alto. El valor 0
asignado a cada factor corresponde a la concentracion promedio entre los niveles -1y +1.

En base a la bibliografia (Baker y col., 2001; Gu y Wang, 1998; Boehmelt y col.,
2000; Pouysségur y col., 1977), se eligieron los siguientes niveles para cada uno de los

factores en estudio:

Tabla XXXIl: Concentraciones de GlcNAc y ManNAc utilizadas, y su forma codificada.

Nivel
Factor -1 +1
GlcNAc 0,0 mM 6,0 mM
ManNAc 0,0 mM 14,0 mM

El valor 0 asignado para la GIcNAc fue, consecuentemente, 3 mM, en tanto que el
valor 0 correspondiente a la ManNAc fue igual a 7 mM.

En la Fig.27 se muestra la representacién de los puntos experimentales
evaluados. El punto de coordenadas (-1 ; -1) correspondié al cultivo control, sin la adicién de

ninguno de estos aminoazucares.

1GicNAC
(+15-1) +1 (+1;+1)

(0,0)
-1 0 h1

»

ManNAc

(-1:-1) i (-1:+1)

Fig. 27: Representacion del disefio experimental 22 utilizado.
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De esta forma se evaluaron cinco medios de cultivo diferentes, cuya composicion

puede ser escrita en forma codificada como:
e (-1;-1) =[0,0 mM GIcNAc; 0,0 mM ManNAc]

e (-1;+1) =[0,0 mM GlIcNAc; 14,0 mM ManNAc]

(0;0) =[3,0mM GicNAc; 7,0 MM ManNAc]

e (+1;-1) =[6,0 mM GlIcNAc; 0,0 MM ManNAc]

(+1;+1) =[6,0 mM GIcNAc; 14,0 mM ManNAc]

Para realizar estas experiencias se parti6 de un cultivo del clon B1A2 en
suspension en medio SMIF 6 en fase de crecimiento exponencial: seis alicuotas de la
suspension fueron centrifugadas 8 min a 200 g, y el pellet celular fue resuspendido en 60 ml
de los diferentes medios de cultivo estudiados, realizandose por duplicado el cultivo en el
medio (0 ; 0) (indicados como a y b, respectivamente). La concentracion celular inicial fue
aproximadamente 2,5x10° cél. viables ml™.

Se obtuvo una muestra diaria de cada uno de los cultivos, de un volumen entre
1,2y 1,5 ml, utilizada para determinar la concentracion de células viables y la viabilidad del
cultivo, y la concentracion de glucosa, lactato, amonio y rhEPO. Parte del sobrenadante fue
purificado y concentrado por ultrafiltracién, evaluandose el patron de glicoformas de la
proteina recombinante obtenido en cada uno de los cultivos, mediante |IEF y posterior
densitometria de las bandas reveladas por Western blot.

Las curvas metabdlicas construidas a partir de estos datos experimentales se
muestran en la Fig. 28. Los valores de U, Qge, Qiac, 9am Y Qrmepo Obtenidos a partir de las
curvas se presentan en la Tabla XXXIII.

De la observacion de las curvas se desprende que todos aquellos cultivos
conteniendo GIcNAc, aun en baja concentracion, tuvieron un desarrollo menor (en términos
de p y concentracién celular maxima alcanzada) que el cultivo control. Se destaca la
similitud de los perfiles metabdlicos en el cultivo realizado por duplicado (con 3 mM GlcNAc
y 7mM ManNAc). Solamente la suspension cultivada en presencia de 14 mM ManNAc
mostré un perfil de crecimiento similar al cultivo control, indicando que este aminoazucar no
afecta negativamente el crecimiento celular en las condiciones ensayadas, lo que concuerda

con observaciones anteriormente publicadas (Gu y Wang, 1998; Baker y col., 2001).
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Tabla XXXIll: Parametros metabdlicos especificos para los cultivos en suspension del clon
B1A2 en medio SMIF 6 adicionado con GicNAc y/o ManNAc.

: H Jalc Qiac UJam JrhePoO
Medio (h™) (nmol 10°cél"h™)  (nmol 10%cél"h™)  (nmol 10%cél"h™) (% 10° cél™ h™)
0,01310,002 294123 618183 78+4 0,344+0,023
(-15-1) R=0,98 R=0,99 R=0,99 R=0,99 R=0,99
P=0,001 P=0,006 P=0,085 P=0,034 P=0,0001
0,01310,002 212456 570115 48+11 0,41310,023
(-13+1) R=0,97 R=0,94 R=0,98 R=0,95 R=0,99
P=0,001 P=0,63 P=0,126 P=0,049 P<0,0001
0,007+0,002 176429 308175 54+8 0,516+0,079
(0:0)a R=0,91 R=0,96 R=0,95 R=0,97 R=0,95
P=0,011 P=0,009 P=0,55 P=0,006 P=0,001
0,008+0,002 175+21 301180 71+14 0,435+0,048
(0,0)b R=0,94 R=0,98 R=0,94 R=0,96 R=0,98
P=0,017 P=0,003 P=0,063 P=0,038 P=0,001
0,0091+0,0007 156418 227450 74411 0,362+0,042
(+1;-1) R=0,99 R=0,98 R=0,93 R=0,97 R=0,97
P=0,001 P=0,001 P=0,020 P=0,007 P=0,0004
0,0049:+0,0009 179450 223440 69+7 0,458+0,041
(+1;+1) R=0,93 R=0,93 R=0,96 R=0,98 R=0,99
P=0,006 P=0,70 P=0,011 P=0,001 P=0,002

La concentracion maxima de células alcanzada en el cultivo control coincide
aproximadamente con la observada en la experiencia de adiciéon de GIcNAc (seccion 5.4.2).
Las otras curvas en este caso muestran un efecto inhibitorio asociado a la GIcNAc mas
marcado que en la experiencia anterior. EI hecho de que el cultivo en presencia de los
niveles maximos de ambos factores tuviera un desarrollo mas lento y llegase a un valor de
ICV menor que el cultivo con igual contenido de GlcNAc, pero sin ManNAc podria indicar un
efecto negativo debido al incremento en la osmolalidad del medio de cultivo causado por la
presencia de los dos aminoazicares en alta concentracion, al igual que fuera descrito
anteriormente en la experiencia en la que se agreg6é 20 mM GicNAc al cultivo (ver resultados
posteriores).

La Fig. 28 muestra que tanto el consumo de glucosa como la produccion de lactato
a partir de ella se encuentran asociados a la produccion de células en el cultivo, habiéndose
consumido mas glucosa (y producido mas lactato, en consecuencia) en aquellos cultivos en

los que se llegd a un valor mas alto de ICV.

El efecto contrario se observa en la curva que muestra la producciéon de amonio: en
la medida en que se incrementa el contenido de GIcNAc la acumulacién del ion también lo
hace, alcanzando niveles aproximadamente 25% superiores al control en los cultivos con
6 mM del aminoazucar. Los cultivos con mayor concentracién de GIcNAc (con y sin ManGic)

mostraron los niveles mas altos de amonio, lo que no ocurri6 cuando se suplementé el
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cultivo exclusivamente con ManNAc, lo que indica que ambas especies se comportan en
forma diferente desde el punto de vista de su capacidad amoniogénica. En todos los cultivos
se observd, al igual que las experiencias descritas anteriormente, una reduccion de la

concentracion de este ion en la fase final del cultivo, debido a su re-metabolizacion.

Los valores de velocidad especifica de produccion de la proteina recombinante
obtenidos fueron similares para todos los cultivos, si bien debido a la menor concentracién
celular en los cultivos en presencia de GIcNAc la acumulacién de la proteina en el
sobrenadante de cultivo fue inferior. En el cultivo con el agregado de 14 mM ManNAc, la
Omepo S€ mantuvo constante por un mayor periodo de tiempo, lo que redundd en una mayor
productividad volumétrica de rhEPO con respecto a la suspension celular usada como
control.

El patron de glicosilacion de la proteina secretada por el clon B1A2 en las
condiciones de cultivo en estudio se determiné a partir de la concentracion y purificacion de
la rhEPO presente en el sobrenadante por ultrafiltracién, y el andlisis de las bandas
obtenidas al someter las muestras a |IEF seguido de Western blot. La proporcién de las
isoformas en la mezcla producida se presenta en la Tabla XXXIV.

Tabla XXXIV: Proporcion relativa de las isoformas de la molécula de rhEPO producida por el
clon B1A2 cultivado en suspension en medio SMIF 6 adicionado con GicNAc y/o

ManNAc.

Isoforma (+1;41) (0;0) (-1;-1) (-1;+1) (+1;-1) (0;0)
-3 17,3 19,7 14,9 13,3 17,2 19,0
-2 13,3 12,7 13,1 9,6 13,5 10,8
-1 15,2 12,7 13,1 11,8 14,4 12,9
0 13,6 12,9 12,9 13,0 15,3 11,3
1 11,2 115 12,4 11,8 12,4 9,3
2 9,9 10,2 10,8 11,4 10,2 9,7
3 7,9 9,4 9,9 10,7 8,3 10,0
4 6,8 7,8 8,0 10,1 6,5 10,3
5 3,4 4,8 5,1 6,0 2,9 5,6
6 1,3 2,4 3,2 3.1 1,3 2,3
7 ND 1,2 1,5 1,1 ND 1,0
8 ND ND ND ND ND ND

La presencia de GIcNAc en una concentracién de 6 mM en el medio de cultivo (con
o sin ManNAc) conllevé a la desaparicion de la isoforma 7, y a una disminucién en la

proporcion de la siguiente isoforma, si se la compara con el cultivo control (-1;-1).
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Paralelamente, se vio incrementada la proporcion de las isoformas menos acidicas en el
conjunto total de éstas. Este hecho no se verificd en el cultivo sin GIcNAc y con 14 mM de
ManNAc, por lo que puede considerarse un efecto especifico de aquélla, a esta

concentracion.

En general, los medios de cultivo conteniendo ManNAc en distintas cantidades
mostraron un perfil de glicosilacién similar al cultivo control. La presencia de ManNAc en el
cultivo con GIcNAc, por otra parte, no contribuyé a mejorar el patron de glicosilacién
obtenido, con respecto al cultivo sin ManNAc e idéntica cantidad de GIcNAc. Estos
resultados llevan a concluir que, si bien la adicion de este aminoazucar permite incrementar
la productividad volumétrica de la rhEPO en un cultivo en modo batch, este efecto positivo
no se extiende de forma sustancial a la calidad glicosidica de la proteina, lo que concuerda
con las observaciones de otros autores (Baker y col., 2001). La sialidacién incompleta
verificada en presencia de ManNAc se deberia entonces a una limitacién en el transporte del
CMP-NeuNAc hacia al trans-Golgi (a pesar de un probable aumento en la concentracién
intracelular de aquél) y no a un impedimento estérico, como fuera propuesto por Gu y Wang
(1998).

Posteriormente a la realizacién de las experiencias descritas en este trabajo,
fueron publicados los resultados de Park y col. (2004), quienes obtuvieron un 50% de
aumento en la productividad de rhEPO hiperglicosilada en células CHO luego de la
suplementacion del medio de cultivo con ManNAc 20 mM y 0,5 mM de &cido 2-deoxi-
2,3-dehidro-N-acetilneuraminico (un inhibidor de sialidasas). Lamentablemente, sélo se
encuentra disponible en inglés un resumen de este articulo, publicado en su idioma original
por la Sociedad Coreana de Microbiologia y Biotecnologia, por lo que no ha sido posible
discutir sus resultados en el presente trabajo de tesis.

5.4.4. Estudio de la descomposicion térmica de la glutamina presente en el medio
de cultivo MCE al 0,2% (V/V) SFB

La deteccion de niveles inusualmente altos de amonio en las muestras de t=0 de
algunos procesos de produccién de rhEPO indujeron a estudiar las posibles causas de esta
acumulacion, y mas adelante, su posible influencia sobre el crecimiento celular y el proceso
de glicosilacién de la rhEPO. Con este fin se analizé a priori un conjunto de condiciones de
almacenamiento del medio de cultivo utilizado en el proceso, determinandose la variacion en

la concentracién de glutamina, amonio y pH.

Se prepararon asi seis litros de medio de cultivo MCE al 0,2% (V/V) SFB, cuyo pH
se ajustd a 7,22 con HCI. El medio de cultivo preparado se separd en seis partes iguales,
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cada una de las cuales fue colocada en un frasco de vidrio borosilicato (tipo SCHOTT) de
capacidad 2.000 ml, con una salida a la cual se conecté un filtro de aire de 0,22 um, a través
de una manguera de silicona. Estos frascos fueron esterilizados previamente a su uso por
30 min a 121°C. Una vez colocado el medio de cultivo en el frasco, a tres de ellos les fue
inyectado CO, a través del filiro de aire, a una presiébn de 0,5 atm, estrangulando
inmediatamente la manguera que une el frasco al filtro para mantener esta presién en el
interior del recipiente. Las mangueras de los otros tres frascos fueron estranguladas
inyectandoles Unicamente aire, por lo que la camara superior dentro del frasco sélo contenia

aire estéril a 0,5 atm.

Posteriormente los frascos fueron separados en tres grupos, constituido cada uno
por un frasco con CO, y otro con aire filtrado. Estos grupos fueron almacenados a tres
temperaturas diferentes:

e 37°C (en estufa)
e 4°C a 8°C (en camara fria)
e 21°C a 24°C (temperatura ambiente controlada por el acondicionador de aire)

Dado que el medio de cultivo utilizado emplea el sistema COs*/HCO3; como
tampon de pH, el mantener una presiéon de 0,5 atm de CO, desplazaria este equilibrio,
impidiendo que el medio de cultivo se alcalinice por contacto con el aire. Aquellos frascos
tratados con CO, se denominaron medios de cultivo con pH controlado, mientras que
aquéllos sobre los que no se aplicé este gas se denominaron medios de cultivo con pH no
controlado.

A tiempos preestablecidos se tom6 una muestra de cada frasco, determinandose el
pH en forma inmediata, con el fin de evitar variaciones provocadas por contacto con el aire.
Luego de medir el pH, las muestras fueron congeladas a -20°C para la posterior
determinacién de glutamina y amonio. Una vez tomada la muestra de los medios de cultivo

se restauro la presion de CO, y de aire, respectivamente.

Esta experiencia se extendié por el periodo de un mes, tomandose muestras de los
frascos en los siguientes tiempos: 0, 1, 2, 3, 6, 10, 15, 20, 25 y 32 dias. En la Fig. 29 se
muestra la evolucion del pH asi como de la concentracion medida de glutamina y de amonio

para cada una de las condiciones ensayadas.

En los graficos se observa que aplicando una presién de 0,5 atm de CO, a las
muestras, es posible mantener el pH en un rango de valores comprendido entre 6,5y 7,0 en

forma independiente de la temperatura a la que la muestra fue conservada.

Aquellas muestras a las que no se aplic6 CO, mostraron un incremento del pH.
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Fig. 29: Curvas de evolucion de (a) pH, (b) concentracién de glutamina y (c) concentracién de amonio
de las experiencias con medio de cultivo con pH controlado por presién de 0,5 atm de CO, y
con medio de cultivo con pH no controlado. Muestras con pH controlado: (l) 4°C, (®) 25°C,
(A) 37°C; muestras con pH no controlado: (y) 4°C, () 25°C, (:x) 37°C.

directamente relacionado con la temperatura de almacenamiento, alcanzando un valor
de 8,75 en el medio de cultivo conservado a 37°C. La variacion de pH se produjo durante la
primera semana de almacenamiento, manteniéndose relativamente constante a partir de ese
momento. Las tasas de variacién del pH en funcidén de la temperatura de almacenamiento
(calculadas a partir de las curvas de la Fig. 29) para las muestras sin control de pH se
indican en la Tabla XXXV.

Tabla XXXV: Tasas de variacion del pH en funcion de la temperatura de almacenamiento,
calculadas para las muestras de medio de cultivo sin control de pH.

Muestras sin Tasa de variacion
control de pH (unidades de pH/dia)
0,10%0,02
4°Ca8c R=0,91 P=0,031
0,15+0,02
21°C a24°C R=0,97 P=0,008
0,20+0,03
37°C R=0,97 P=0,007

Con respecto a la descomposicién de glutamina y la consecuente formacion de
amonio a baja temperatura, pudo observarse que ambos son practicamente independientes
del pH del medio, ya que no se verificaron diferencias entre las muestras con aplicacion de
CO, y sin ella. En cambio, a temperatura ambiente, el pH afect6é la cinética de
descomposicion del aminoacido: mientras en el medio sobre el que se aplicé CO; la
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concentracion de glutamina practicamente no se vio alterada, en el medio sin CO, esta
concentracion cay6 aproximadamente a dos tercios de su valor inicial, efecto que se vio
intensificado cuando las muestras fueron almacenadas a 37°C. Evidentemente, la
temperatura es el factor de mayor peso en la descomposicion de la glutamina, aunque este
proceso se ve potenciado cuando el pH se incrementa.

De esta forma, la temperatura favorecié el aumento del pH (probablemente debido
a un conjunto de causas, entre las que se cuentan la liberacion de CO, que se encontraba
disuelto, el desplazamientos de equilibrios &cido-base débiles y/o la descomposicién de
otras moléculas termolabiles) y ambos factores, en diferente proporcion, aumentaron la
velocidad de descomposicién de la glutamina. Esto se verificé mas claramente en el caso de
los medios de cultivo almacenados a una temperatura de 37°C, en donde ambos tipos de
muestra (con y sin aplicacion de CO,) presentaron una caida en la concentracién de esta
molécula, aunque el mantenimiento de un entorno mas acido contrarrest6 parcialmente este

efecto, generdndose menos amonio.

Las curvas de variacién acumulada de glutamina y de amonio - calculadas de
acuerdo con la Ec. (19) - en funcién del tiempo se ajustaron mediante una regresion lineal
(datos no mostrados) con el fin de determinar la velocidad de descomposicion y formacion,
respectivamente. Estos resultados se encuentran resumidos en la Tabla XXXVI.

Tabla XXXVI: Valores de velocidad de descomposicion de glutamina y de formacion de
amonio calculadas para de las experiencias con medio de cultivo con pH
controlado por presion de 0,5 atm de CO, y con medio de cultivo con pH no
controlado.

Velocidad de descomposicion de Velocidad de formacion de

amonio

Muestra gIUtamina Yam/gln
(mM/dia) (mM/dia)
4°C a8C nd 0,009+0,001
(con COy) R=0,93 P=0,0009
21°C a 24°C 0,007+0,002 0,018+0,001
(con CO5) R=0,83 P=0,051 R=0,99 P<0,0001 2,640,8
37°C 0,066+0,005 0,055+0,003
(con COy) R=0,98 P<0,0001 R=0,99 P<0,0001 0,8310,07
4°C 2 8°C nd 0,009:0,003
(sin COy) R=0,72 P=0,028
21°C 2 24°C 0,029+0,003 0,035:0,003
(sin COz) R=0,97 P<0,0001 R=0,98 P<0,0001 1,240,2
37C 0,14+0,01 0,2310,03
R=0,99 P=0,0009 R=0,97 P=0,005 1,620,2

(sin COy)
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En la tabla anterior no se incluyen los datos de velocidad de descomposicién de la
glutamina para los casos de conservacion del medio a 4°C — 8°C, con y sin cdmara de CO,,
debido a que no fue posible ajustar satisfactoriamente una recta de regresion sobre los
mismos (P>0,5 en ambos casos). El valor indicado para el caso del medio mantenido a 37°C
sin camara de CO, corresponde a la recta obtenida durante los primeros dias de la
experiencia (la de mayor pendiente).

Los valores mas altos de glutamina perdida en el medio por descomposicion
térmica se obtuvieron, como era esperable, en los medios mantenidos a 37°C, ya sea con o
sin control de pH por accién de CO,. En todos los casos se verifico, sin embargo, un efecto
beneficioso del control de pH para disminuir la formacién de amonio.

En estos medios, asi como en el medio mantenido a temperatura ambiente sin
camara de CO, se super6 el valor de 1 mMNH,", lo cual, segin se demostrara en
experimentos posteriores, es suficiente para ejercer un efecto perjudicial sobre la calidad
glicosidica de la molécula de rhEPO producida en estas condiciones, a pesar de que no se
altera el resto de los parametros metabdlicos estudiados.

Desde un punto de vista del trabajo en escala de laboratorio, estos resultados
alertan sobre la practica de precalentar repetidas veces el medio de cultivo a ser utilizado en
los cultivos, colocandolo en estufa a T=37°C antes de utilizarlo. Para evitar esto, se
recomienda almacenar el medio de cultivo en botellas de menor volumen, de manera de
disminuir el numero de veces de calentamiento y el mantenimiento de una gran camara de
aire por sobre el medio de cultivo hasta el consumo total del volumen del mismo, o tomar el
volumen de medio que sera usado, colocarlo en un recipiente estéril (el frasco de cultivo a
ser usado, por ejemplo) y precalentar este ultimo. Este tipo de cuidados contribuira a
disminuir la porcion de glutamina que sera descompuesta durante el almacenamiento, asi
como la acumulacién de amonio en el medio de cultivo que podria en casos extremos
afectar resultados experimentales. Considerando que durante las experiencias de cultivo de
células, realizadas a 37°C, se favorecera la generacién espontanea de amonio — el cual aun
en bajas concentraciones afecta el metabolismo celular, como se vera mas adelante en este
trabajo —, se hace evidente la necesidad de minimizar su acumulacién en el medio de cultivo

que sera empleado en estos experimentos.

En el mismo sentido, los resultados obtenidos pueden aplicarse directamente a los
procesos productivos, particularmente aquellos procesos continuos con perfusion de medio
de cultivo, en los que es preciso mantener un recipiente desde el cual se alimenta al
biorreactor, ya que generalmente éste se mantiene a temperatura ambiente, colocado

fisicamente al lado del fermentador. Cuando la velocidad de perfusion aun es baja, este
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medio de cultivo puede permanecer el tiempo suficiente para que parte de la glutamina se
descomponga, aumentando los niveles de amonio en el medio de cultivo que ingresa al
fermentador. Si se considera que los niveles de amonio alcanzados durante el cultivo son
criticos por su efecto sobre los procesos de glicosilacién, como se vera mas adelante a partir
de los datos obtenidos, se desprende que refrigerar el recipiente con medio de cultivo fresco
que se encuentra conectado al fermentador durante la perfusibn puede resultar de gran
utilidad para mejorar el proceso productivo. Manteniendo a baja temperatura el medio de
cultivo de alimentacién, no resultaria imprescindible mantener un control del pH del mismo

mediante la aplicacion de presion de CO..

El fendbmeno observado puede extenderse a otros medios de cultivo, si bien la
descomposicion de la glutamina podria verse afectada en forma diferente, dependiendo de
la composicién de cada medio en particular. Aun asi, las condiciones recomendadas de
almacenamiento y manipulacién en términos del control de T y pH se aplicaran a todos ellos.

5.4.5. Estudio del efecto del ion amonio presente en el entorno celular sobre el
crecimiento y la productividad del clon B1A2

A raiz de la acumulacién de amonio verificada en las experiencias anteriores, y que
seria andloga a la manipulacién inapropiada del medio de cultivo, se estudio el efecto que la
presencia del ion amonio en el medio de cultivo a ser utilizado para el cultivo del clon B1A2
tendria sobre su productividad y metabolismo.

Para ello se prepararon cuatro medios de cultivo, a partir de medio SMIF 6 al cual
se adicionaron las siguientes cantidades de NH,CI:

e 0 mM NH,CI (cultivo control)
e 1,5mM NH,CI
e 2,5mM NH,CI
e 4,0 mM NH,CI

Partiendo de un cultivo en fase exponencial de crecimiento del clon B1A2 en
suspension en medio SMIF 6, se cosecharon cuatro alicuotas, las cuales fueron
centrifugadas 8 min a 200 g. Cada pellet fue resuspendido en 50 ml de uno de los medios
indicados anteriormente, dejando el cultivo durante una hora en agitaciéon de 50 rpm, a 37°C
y 5% CO,. Una vez homogeneizado, se tomd una alicuota de 1,5 ml de cada cultivo sobre la
cual se procedi6é a realizar el recuento de las células (muestra a tiempo=0). Luego las
muestras fueron centrifugadas 2 min a 600 g, y el sobrenadante se conservo a -20°C para la
posterior determinacién de nutrientes y catabolitos.
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El procedimiento de toma de muestra se repitié cada 24 h durante todo el cultivo,
obteniéndose los resultados que se encuentran graficados en la Fig. 30. La concentracién
de amonio medida a lo largo de la experiencia en funcion del tiempo de cultivo se presenta
en la Fig. 31.

Los parametros metabdlicos especificos calculados a partir de estos resultados
experimentales se resumen en la Tabla XXXVII.

Tabla XXXVII: Parametros metabodlicos especificos para los cultivos en suspension del clon
B1A2 en medio SMIF 6 adicionado con NH,CI.

M Qglc Qiac CJam drhEPO
NH,CI (h) (nmol 10° céI" ™) (nmol 10° cél" h")  (nmol 10° cél" h™) (% 10° cél” h™)
0,0180,002 161125 288178 39112 1,583:0,310
0 mM R=0,99 R=0,98 R=0,97 R=0,95 R=0,98
P=0,0007 P=0,024 P=0,168 P=0,193 P=0,123
0,0229:0,0005 155434 320165 6814 1,636£0,310
1,5mM  R=0,99 R=0,95 R=0,98 R=0,98 R=0,98
P=0,0005 P=0,047 P=0,127 P=0,132 P=0,119
0,017+0,003 222143 438185 227 2,0000,3,844
25mM  R=097 R=0,97 R=0,98 R=1 R=0,98
P=0,033 P=0,035 P=0,122 P<0,0001 P=0,116
0,006+0,002 178+14 238124 65,610,6 1,31510,296
4mM R=0,96 R=0,99 R=0,98 R=0,99 R=0,95
P=0,184 P<0,0001 P=0,0002 P=0,006 P=0,047

Los cultivos adicionados con 1,5y 2,5 mM NH4CI presentaron un desarrollo similar
al cultivo control, en términos de y, ICV y densidades celulares maximas alcanzadas. No
ocurri6 lo mismo con el cultivo al cual se agregé 4 mM NH,CI, el cual no consigui6

desarrollarse en estas condiciones.

Considerando que en la Fig. 30 se representan los valores normalizados de
concentracion de amonio (es decir, la concentracion actual menos la concentracion a t=0), la
acumulacion del ion en el sobrenadante de cultivo se encuadrd dentro de valores normales
(1,5mM-25mM), si bien se observé que la concentracibn maxima alcanzada estuvo
correlacionada con la cantidad inicial de NH,Cl adicionada al cultivo: para aquellos cultivos
que mostraron crecimiento normal, a mayor concentracién inicial de esta sal, mayor
acumulacion de amonio en el sobrenadante de cultivo. La presencia de amonio en el medio
extracelular no inhibe la formacién intracelular y liberaciéon del mismo, siendo que, por el
contrario, los niveles acumulados estan en correlacion directa con la concentracion inicial del

ion.
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Fig. 30: Curvas de (a) ICV, (b) células, (c) glucosa, (d) lactato, (e) amonio y (f) rhEPO para el clon
B1A2 cultivado en suspensién en medio SMIF 6 adicionado con NH,CI: ( @) control sin

NH,CI, (@) 1,5 mMM; (4) 25 MM y (y) 4 mM.



