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INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un conjunto de patologias que afectan el
sistema nervioso central (SNC) y provocan desérdenes cognitivos, alteraciones de conducta
y cambios en la regulacion del organismo. Estas se caracterizan por su cronicidad y evolucién
progresiva. Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para estas patologias y el mercado
farmacéutico solo ofrece medicamentos destinados al tratamiento de su sintomatologia.

La EPO humana (hEPQO) es una proteina encargada de la produccién y mantenimiento de la
masa de globulos rojos en sangre. Es considerada una droga segura y bien tolerada por el
organismo para el tratamiento de la anemia. La hEPO es producida principalmente por los
rinones. Estructuralmente consiste en una Unica cadena polipeptidica altamente glicosilada,
portando tres sitios consenso de N-glicosilacion y uno de O-glicosilacién, responsables del
40% de su masa molecular, la que oscila entre 30-39 kDa (Lacombe & Mayeux, 1999).
Ademas de su accionar hematopoyético, se ha demostrado que la hEPO participa en procesos
de neuroproteccién y neuroregeneracion (Alnaeeli y col., 2012). Esta citoquina es producida
en cerebro, principalmente por astrocitos, y en menor medida por neuronas, y a diferencia de
la hEPO producida en rifidn, exhibe una menor masa molecular aparente, debido a una menor
complejidad en sus estructuras glicosidicas.

Con el objetivo de potenciar su capacidad neuroprotectora, sin los efectos asociados a su
actividad eritropoyética, en nuestro laboratorio se generaron variantes hiperglicosiladas de
hEPO mediante glicoingenieria por hiperglicosilacion. De este modo, se modificd la region
molecular de la citoquina responsable de su actividad eritropoyética mediante la generacién
de nuevos sitios consenso de N-glicosilacion. Esta estrategia permitié generar variantes que
poseen nula actividad eritropoyética y conservan al mismo tiempo la actividad
neuroprotectora, utilizando la linea celular CHO.K1 como plataforma de produccién (Burgi y
col., 2021).

Los resultados exitosos obtenidos a partir de la produccién de las variantes de hEPO en
células CHO.K1, despertaron el interés de su generacién en células HEK-293, con el propésito
de obtener moléculas con mayor grado de similitud a la citoquina producida en cerebro, dado
que la glicosilacion de proteinas en la linea celular HEK-293 se presenta con estructuras mas
simples: menor antenaricidad y contenido de acido sialico. El objetivo general de este trabajo
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consiste en la generacion de lineas celulares HEK-293 productoras de las variantes
Mut 45 47, Mut 104 y Mut 151_153, cuyas propiedades fisicoquimicas y biolégicas seran
comparadas con respecto a las de sus analogas expresadas en células CHO.K1.

OBJETIVOS

- Generacién de lineas celulares HEK-293 productoras de las variantes de hEPO
Mut 45 47, Mut 104 y Mut 151_153.

- Evaluacion de la productividad de las lineas recombinantes.

- Comparacién de las variantes producidas en células HEK-293 y en células CHO.K1
en base a su masa molecular aparente y su actividad eritropoyética in vitro.

METODOLOGIA

Generacion de lineas celulares estables HEK-293 productoras de las variantes de
hEPO y evaluacion de su productividad

Se generaron lineas celulares estables HEK-293 mediante transduccién con particulas
lentivirales para producir las variantes de hEPO denominadas Mut 45_47, Mut 104 y
Mut 151_153. Para ello, se procedi6 a la cotransfeccién (lipofeccion), de células HEK-293
con tres plasmidos que codifican para proteinas estructurales de las particulas lentivirales
(PLV) junto con un plasmido adicional, portando la secuencia codificante para cada muteina
de hEPO y el gen de resistencia a puromicina. Los sobrenadantes conteniendo las PLV
fueron cosechados 48 h posteriores a la transfeccion y utilizados para realizar la
transduccién de células HEK-293. Se realizaron tres transducciones sucesivas con el
proposito de incrementar los niveles de expresion de las proteinas de interés. Las células
transducidas fueron sometidas a un proceso de presion selectiva con concentraciones
crecientes de puromicina, con el objetivo de enriquecer la poblacion celular que presenta
una mayor expresion de la proteina recombinante.

Para evaluar la productividad celular, las lineas celulares fueron cultivadas en placas de 24
pozos a razon de 200.000 cél.ml'. Luego de 24 y 48 h, se tomaron los sobrenadantes de
cultivo para analizar la concentracién de cada variante de hEPO mediante ELISA sandwich
y se realizaron los recuentos celulares en cada uno de los pozos. El calculo de la
productividad celular fue realizado utilizando la siguiente ecuacion:

P,
(Concentracton48h( ) Concentracion,, , ( gl)

Productividad celular (pg.cél™.dia™!) =
(Células viablesyg , (S3) — Células viables,,, (o)

Comparacion de las variantes de hEPO producidas en los distintos huéspedes
celulares con relaciéon a su masa molecular y su actividad bioldgica eritropoyética in
vitro

Las masas moleculares aparentes de las variantes de hEPO producidas en células CHO.K1
y HEK-293, fueron evaluadas mediante SDS-PAGE seguido de Western Blot. Para ello, se
realizd una corrida electroforética durante 1 h a 200 V, sembrando 80 ng de cada variante.
Posteriormente, se realiz6 la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF durante
1 ha 180 mA. El bloqueo de los sitios libres se realizé empleando leche descremada 5% (P/V)
en solucién salina de Tris (TBS). Como primer anticuerpo se empled un suero de conejo
anti-rhEPO (dilucion 1/2000) y como anticuerpo de deteccién del inmunocomplejo se
emplearon anticuerpos policlonales anti-lgs de conejo conjugado a peroxidasa (dilucion
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1/2000). Entre etapas de incubacién se realizaron lavados con TBS con el agregado de
Tween-20. Finalmente, se realizd el revelado mediante quimioluminiscencia.

La actividad eritropoyética de las variantes de hEPO fue evaluada empleando la linea celular
UT-7, que requiere de hEPO para su crecimiento. Las células fueron lavadas con medio de
cultivo basal para remover el excedente de hEPO y resuspendidas en medio de ensayo,
carente de hEPO, en placas de 96 pozos a razon de 2 x 10° cél.ml'. Seguidamente, se
incubaron en presencia de 8 diluciones seriadas 1:2 del estandar de hEPO y de las variantes
de hEPO desde una concentracion inicial de 8,4 ng.ml' durante 72 h a 37°C en estufa
gaseada. El revelado del bioensayo fue realizado mediante la adicién de la mezcla de
reactivos MTS/PMS y posterior lectura espectrofotométrica a A=492 nm y A=690 nm.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Hasta el momento, se generaron tres lineas celulares recombinantes HEK-293, productoras
de cada variante de hEPO. Estas exhibieron productividades crecientes con el aumento de la
concentracion de puromicina (Figura 1). Aln se continla con la presion selectiva de estas
lineas hasta alcanzar la condicion que permita obtener la mayor productividad.
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Figura 1. Productividad de las lineas celulares HEK-293 productoras de las Mut 45_47, Mut 104 y
Mut 151_158.

Las masas moleculares aparentes de las variantes producidas en células CHO.K1 y HEK-293
fueron comparadas mediante SDS-PAGE seguido de Western Blot.

Las variantes de hEPO producidas en células HEK-293 demostraron una menor masa
molecular aparente con respecto a sus analogas expresadas en células CHO.K1. Si bien resta
analizar el patron de glicosilacién de cada variante, la menor masa molecular obtenida para
las variantes producidas en células HEK-293, en conjunto con los datos reportados sobre la
glicosilacién producida por células CHO.K1 vs. HEK-293 (Croset y col., 2012), permiten
suponer que las muteinas expresadas en estas ultimas, presentan una menor complejidad de
sus estructuras glicosidicas. Como consecuencia, los glicanos que poseen las variantes
expresadas en células HEK-293 podrian contener un menor grado de antenaridad y un menor
contenido de acido sialico y, por lo tanto, una menor carga neta. Tales aspectos asemejarian
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estas variantes a la hEPO producida en cerebro.

Por otra parte, la evaluacion de la actividad eritropoyética in vitro permitié confirmar que las
muteinas expresadas en células HEK-293 conservaron la nulidad de dicha actividad, de la
misma manera que las variantes producidas en CHO.K1. Ninguna de las variantes de hEPO
estimuld la proliferacion de las células UT-7 (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacién de la actividad eritropoyética in vitro de las variantes.

Como perspectivas, se prevé la produccion a mayor escala de las variantes expresadas en
células HEK-293, su purificacion por cromatografia de inmunoafinidad, su caracterizacion
glicosidica y determinacion de sus actividades biol6gicas in vitro e in vivo, comparando tales
caracteristicas con las variantes de hEPO ya producidas en células CHO.K1.
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