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Introducciéon. La disminucién de la temperatura de
cultivo por debajo de 37°C, se ha considerado un método
eficiente para incrementar la productividad especifica de
glicoproteinas con aplicacion terapéutica, producidas en
células CHO (1). No obstante, el impacto sobre la
glicosilacién de dichas proteinas ha sido pobremente
estudiado.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la
disminucién de la temperatura (30 y 32°C), sobre la N-
glicosilacién del anticuerpo monoclonal anti-IL8 (MabIL8)
producido en células CHO, y sobre algunos genes
representativos de la via de sintesis de N-glicanos.

Metodologia. Linea: CRL-12444 (ATCC). Cultivos:
spinner flask, 5% de CO,, 60 rpm, medio CDM4-CHO
(Hyclone)+insulina 2ug/mL+ MTX 200nM. Concentracion
y viabilidad celular: exclusién con azul de tripano vy
Coulter Counter. Metabolitos: analizador bioquimico YSI.
Cuantificacion y purificacion de Mab: ELISA vy
cromatografia de afinidad (2). Patron de glicosilacion:
digestion con PNGasa F, marcaje con 2 aminobenzamida
y analisis por HPLC (2). Analisis transcripcional por RT-
PCR.

Resultados y discusién. La disminucion de temperatura
de 37°C a 32 6 30°C, se realizd6 durante la fase
exponencial de cultivos escalonados, determinando que
el tiempo de cambio éptimo a 32°C fue alas 24 hy a las
72 h a 30°C, pues presentaron el metabolismo mas
eficiente (Tabla 1). Durante el crecimiento a baja
temperatura (escalonados y controles) los parametros
cinéticos disminuyeron, la viabilidad de los cultivos se
prolongé hasta por 2 semanas y la productividad
especifica de MablIL8 fue 17% mayor respecto al control
a 37°C (Tabla 1). Doce genes codificantes para
diferentes enzimas de N-glicosilacién fueron evaluados
en los cultivos: controles a 37°C, 32°C, 30°C vy
escalonados a las 48 y 72 horas, mediante RT-PCR. El
analisis se realiz6 24 h desEAués del cambio de
temperatura usando el método 2 o y como gen control
B—tubulina. Los genes correspondientes a etapas
reguladoras del proceso de N-glicosilacion (DPM1 y
DPM2) y a etapas tardias de la via, fueron sensibles a la
temperatura; en particular disminuydé la expresién de los
genes responsables de la galactosilacién, fucosilaciéon y
transferencia de NAcGIc (Fig. 1). El patron de
glicosilaciéon del Mab-IL8 a 37°C, consisti6 en 2 N-

glicanos biantenarios complejos no bisectados, con
estructuras G1 (15.6%), G2 (6%) y GO (50.6%). Datos
preliminares mostraron que la disminucion de la
temperatura afecté el patron de glicosilacion del MablIL8.
Tabla 1.Parametros cinéticos y estequiométricos de cultivos
control y escalonados

Glucosa L-actato
Yxs -qs Ysx qs

Glutamina Glutamato

Culvo (i) Yodse v qs v qs P

3r°C 0.017 7645 22023 0027 44867 204 46176 3646 0612 1034 0.612
32°C 0.011 7434 14797 0027 30236 204 41569 2646 0812 1269 0.552
48h 0.021 76.05 28225 0050 84395 381 36575 3007 0559 11.06 0.621
0.010 59.31 16159 0014 13361 083 57532 1912 0250 296 :
30°C 0.008 5769 13187 0032 24057 182 37978 2003 085 1028 0.358

48h 0.020 6314 31460 0047 93742 298 26005 7639 0840 1664 0.605
0.006 8066 6605 0020 11755 178 41783 1417 0506 317 :

0.018 7687 23417 0024 43203 192 33869 5461 0617 11.09

2h 0.006 5043 12032 0018 10904 091 52621 1155 0424 246 0715

Yxs =célula/nmol, gs=nmol/106célula*h, Ysx=nmol/célula, gp=pmol/célula*dia
m32°C %48h,32°C 1130°C =48h,30°C

Fig. 1. Nivel relativo de expresion (NRE) de genes involucrados
en la via de N-glicosilacién del Mab-IL8 a 30° y 32°C

Conclusiones. La disminucion de la temperatura en los
cultivos escalonados mejord la productividad de MablL8
como se ha reportado (1); sin embargo, los cambios
observados en la expresion de (glicosiltransferasas
sugieren modificaciones importantes en el patron de
glicosilacion de Mab, que estdn siendo verificadas
mediante el analisis de los patrones de glicosilacion
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