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Introduccién. La mayoria de las proteinas recombinantes gjemplo, en un anticuerpo monoclonal encontramos hasta 40

gue han sido aprobadas recientemente como medicamentos
son glicoproteinas. La glicosilacién funciona como una
etiqueta que le permite a un organismo distinguir a proteinas
gjenas de las propias, ademas de que determinalavida media
de la proteina en € torrente sanguineo. El perfil de N-
glicosilacion de proteinas terapéuticas es muy importante
pues establece sus caracteristicas famacocinéticas y
farmacodindmicas. La N-glicosilacion esta definida tanto por
el ndmero de ditios potenciales  ocupados
(macroheterogeneidad), como por la estructura del
ologisacarido unido a cada uno de estos sitios
(microheterogeneidad). La N-glicosilacion es un proceso
muy complegjo que sucede en € reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, e involucra a decenas de enzimas
(glicosiltransferasas y glicosidasas). Ademéas requiere de
azlcares activados, cuyo concentracion esta estrechamente
ligada a estado energético de la célula. Por lo tanto, es
altamente probable que las condiciones y el modo de cultivo
afecten el patrén de N-glicosilacion de las proteinas. Sin
embargo, aln se desconoce en detale e efecto de
bioproceso en la N-glicosilaciéon.

En este trabgjo se realizara una revision del trabajo que
hemos realizado en los Ultimos afios sobre € perfil de
glicosilacion de diversas proteinas expresadas por varios
sistemas de diversas formas, con el fin de mostrar cudl es €l
efecto de las condiciones de cultivo en la N-glicosilacion.

Metodologia. Durante los Udltimos cuatro afios hemos
realizados estudios del perfil de N-glicosilacion de 6
glicoproteinas producidas por diversos organismos y lineas
celulares, entre ellos células de insecto (Sf9, TN5B1-4, High
Five®, DpN1) (1), células CHO (ovario de hamster chino)
(3) e hibridomas murinos (2). Hemos estudiado cultivos
estéticos, en matraces agitados, 0 en reactores
instrumentados, agitados o tubulares. Estos sistemas fueron
operados como cultivos lote, alimentados, o con perfusion.
Asimismo, trabajamos con diferentes medios de cultivo, que
contenian o no suero fetal bovino. El perfil de glicosilacion
fue determinado utilizando cromatografia liquida de fase
normal (1, 2, 3). Para lograr un mayor entendimiento de los
perfiles obtenidos hemos medido in vitro la actividad
gaactosiltransferasa, asi como la actividad de varias
exoglicosidasas (1).

Resultados y discusion. Una de las caracteristicas més
sorprendente de la N-glicosilacion es la gran cantidad de
glicoformas que pueden existir de una sola proteina. Por

oligosacéaridos distintos (2), lo que, tomando en cuenta que
cada anticuerpo contiene dos cadenas pesadas cada una con
un sitio de N-glicosilacién, resulta en 840 glicoformas.

Encontramos que los perfiles de N-glicosilacion fueron
altamente especificos a cada proteina y organismo. Un
aspecto importante para la N-glicosilacion fue la
manipulacion del nimero de copias del gen recombinante en
la célula huésped. La amplificacion del nimero de copias
por presién selectiva 0 aumentando la multiplicidad de
infeccion en un sistema transitorio de expresion influy6 e
patron obtenido. Ademés, la glicosilacion fue dependiente
del modo de cultivo, donde -cultivos no limitados
nutricionalmente y en medio con suero fetal bovino
resultaron con perfiles més complejos y mayor ocupacion de
sitios potencidles de N-glicosilacion. La actividad
gaactosiltransferasa  y  hexosaminidasa tuvieron una
importante repercusion en el patron de N-glicosilacion.

Conclusiones. La N-glicosilacion es un proceso atamente
complgjo que es influenciado por € huésped utilizado, las
condiciones y modo de cultivo, la composicién del medio, €
grado de amplificacién del gen de interés, entre otras. Todos
estos aspectos deben ser considerados a disefiar bioprocesos
para proteinas con aplicaciones terapéuticas..
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