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Introduccion. Se estima que para el afio 2015 las ventas
de proteinas recombinantes de uso terapéutico se
encuentren cerca de los $150,000 millones de dolares
siendo los Anticuerpos Monoclonales (AcM) los mas
solicitados'”. Con el fin de cubrir la demanda de estos
productos se han desarrollado diferentes sistemas de
amplificacion génica para optimizar la expresién de
proteinas recombinantes de entre los cuales el sistema
Dehidrofolato Reductasa — Metotrexato (DHFR-MTX) ha
sido el mas utilizado®®. Dicho sistema se basa en la co-
expresion y amplificacion del gen codificante para la
proteina de interés junto con el gen DHFR indispensable
en la sintesis de acidos nucleicos. La presion de
seleccién con MTX (farmaco inhibidor de la enzima
DHFR) promueve, como un mecanismo de resistencia al
farmaco, el aumento en el niumero de copias de ambos
genes(3) lo que se traduce en un aumento en la expresién
de proteina.

En el presente trabajo se determind el efecto de la
presién de seleccion y amplificacion con MTX sobre el
crecimiento y metabolismo de la linea celular CHO DG44
PTA 3356 asi como en la expresién y glicosilacion del
AcM humanizado producido.

Metodologia. Se realizé la caracterizacion cinética del
crecimiento y metabolismo de la linea celular CHO DG44
PTA 3356 en medio quimicamente definido (CD Opti
CHO) mediante cultivos en frascos spinners a 37°C, 5%
CO; y 120 rpm, a concentraciones de MTX en un rango
de 100 a 3200 nM).

El crecimiento y viabilidad celular se determind mediante
conteo en camara de Neubauer y tincion con el colorante
azul de Tripano. Se determinaron las velocidades de
consumo Yy produccién de metabolitos (glucosa, lactato y
glutamina) mediante la medicion de la concentracion de
metabolitos en un multianalizador bioquimico YSI 2700 y
2900.

La concentracion de AcM producido se determind
mediante inmunoensayo (ELISA). EI AcM de los
sobrenadantes de los cultivos se purific6 por
cromatografia de afinidad con proteina G. La pureza y el
perfil de N-glicosilacion del AcM se realizé6 mediante gel
desnaturalizante SDS-PAGE y cromatografia liquida en
fase normal respectivamente.

Resultados. A lo largo del esquema de exposicion a
MTX se determind una disminucién gradual en la
velocidad especifica de crecimiento y en las velocidades
de consumo vy produccion de glucosa y lactato

respectivamente. Se determiné un incremento en la
concentracién de AcM recombinante producido por la
linea celular (Véase Fig1).
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Fig. 1. Comparacion de cinéticas de crecimiento, metabolismo y
produccion de AcM recombinante de la linea celular CHO DG44 control
(1a, 1b) y a 1600 nM de MTX (2a,2b).

En la Fig 2 se muestra el perfil de peso molecular del
AcM purificado por cromatografia de afinidad. Se observa
que presentan el tamafo caracteristico de las cadenas

ligera y pesada de una IgG humana. EI AcM
recombinante presenté también un perfii de N-
glicosilacion comparable al humano.
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Fig. 2. SDS-PAGE vy perfil de N-glicosilacién de AcM humanizado
recombinante e IgG humana. Bandas correspondientes a cadena ligera
y pesada de IgG humana (a), AcMr (b). Perfil de N-glicosilacién del
AcMr (azul) e IgG humana (rojo) (c).

Conclusiones. Se determiné un incremento de casi 12
veces la concentracion maxima de AcM producido con un
estimulo de 1600 nM MTX. Se determiné una
disminucién en las velocidades de crecimiento y de
consumo Yy produccion de metabolitos.
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