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Resumen

Debido a la gran demanda de proteinas recombinantes y en particular de anticuerpos para
el uso terapéutico en humanos, se busca optimizar los cultivos celulares para obtener mayor
produccién de proteinas y menores costos de produccion. Uno de los métodos utilizados en el
mejoramiento de los cultivos es la ingenieria celular donde, mediante la insercion o eliminacién
de un gen, se modifican las vias metabdlicas de las células. Las lineas celulares animales tienen la
desventaja de que su metabolismo es incapaz de oxidar la glucosa completamente a CO, y H,0.
La mayor parte de la glucosa, es oxidada a piruvato y finalmente a lactato, el que tiene un
impacto negativo en el crecimiento celular y en la produccion de proteinas.

El trabajo consistié en caracterizar los clones CHO MDHII y CHO PYC generados a
partir de una linea celular CHO productora de IgG, que sobreexpresan los genes MDHII y PYC2
las cuales han mostrado mejorar la eficiencia del metabolismo en otras lineas celulares,
produciendo menos lactato y aumentando el flujo de carbonos desde la glicélisis hacia el ciclo del
TCA. Para ello fue necesario hacer una seleccion previa de clones, de tal forma de escoger a los
que presentaran mayor productividad especifica de 1gG y mayor eficiencia metabdlica,
caracterizada por valores bajos de produccion de lactato por glucosa consumida (AL/AG). Luego
se procedio a realizar las curvas de crecimiento para los clones y las células CHO wild-type que
se utiliz6 como control. Para la caracterizacion del metabolismo, se midié la glucosa consumida,
la produccion de lactato, IgG y amonio, y se calcularon las tasas de consumo y produccion de los
metabolitos. La caracterizacion de la expresion transcripcional se realizé6 mediante un PCR en
tiempo real, para el que fue previamente necesario extraer el RNA de las muestras, seguida de la
sintesis de cDNA.

Los resultados mostraron una menor produccion de biomasa y anticuerpo IgG en los
clones en comparacién al control CHO wild-type, debido a un aumento inesperado en la
produccion de este ultimo. Por otro lado, si fue posible demostrar una mayor eficiencia
metabolica de los clones debido a la disminucién en la produccion de lactato, en el caso del clon
CHO MDHII y a una menor diferencia entre las tasas de produccion de lactato y consumo de
glucosa, en el clon CHO PYC. Al comparar las eficiencias de ambos clones, las células CHO
MDHII mostraron una mayor eficiencia metabdlica lo que se deberia a un mayor flujo de
carbonos desde la glicélisis al ciclo del TCA. Se cree que el clon CHO PYC no mostrd una
mayor eficiencia metabdlica debido a que se generaria una acumulacion de malato que no podria
ser procesada por la enzima MDHII en el ciclo del TCA. Los calculos de productividad
especifica de IgG demostraron que la produccion de proteina recombinante estaria asociada al
crecimiento celular y se cree que el consumo de glutamina cumpliria un rol importante en la
produccion de biomasa e 1gG debido a que se obtuvieron mayores concentraciones de amonio en
las células con mayor densidad y produccion de proteina.

El analisis de la expresion transcripcional no permitié detectar diferencias en la
amplificacion de los genes MDHII y PYC2, principalmente debido a la variacion en los
resultados obtenidos y a que no fue posible amplificar un producto especifico para el gen PYC2.



Del trabajo se puede concluir que el clon CHO MDHII presentd una mayor eficiencia
metabdlica debido a la menor produccion de lactato y exhibié mayor produccion de biomasa e
IgG que el clon CHO PYC.

Para comprender mejor el comportamiento de estos clones, se debe llevar a cabo un
estudio de los flujos en las vias metabdlicas y buscar métodos de cultivo que optimicen el
crecimiento celular y la produccién de proteina, para obtener el maximo beneficio de los clones.
Por otro lado, es importante que en el proceso de la seleccion de clones, la productividad de
proteina recombinante de los clones se compare con una muestra control, de tal manera de
verificar que estos presentan una mejora. Ademas se deben seleccionar los clones que presenten
una mayor densidad celular y menor produccion de lactato, ya que se ha visto que estas
caracteristicas mejoran la productividad.
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CAPITULO I. Introduccion y Antecedentes Generales

1.1. Introduccion

En las Ultimas dos décadas las proteinas recombinantes han adquirido una gran
importancia en aplicaciones terapéuticas. La primera proteina recombinante aprobada y
producida fue la insulina a principio de los afios 80. Su exitosa entrada en el mercado dio
origen a la industria de los biofa&rmacos. Desde entonces la FDA ha aprobado mas de 100
nuevas proteinas recombinantes terapéuticas (Zhu, 2012). Dentro del mercado global de los
productos farmacéuticos, un 10% corresponde a proteinas recombinantes y un 7% a
anticuerpos monoclonales (mAbs) (Elvin et al., 2011); este ultimo sector obtuvo ventas que
excedieron los 40 millones de ddlares en el afio 2010. Para el 2015 se esperan ventas que
alcancen los 70 millones de délares (Chon and Zarbis-Papastoitsis, 2011).

Actualmente el 60% de todas las proteinas recombinantes son producidas en células
animales, debido principalmente a que pueden generar proteinas de gran calidad que son
similares en sus estructuras moleculares y propiedades bioguimicas a las de origen natural en
humanos (Matasci et al., 2009). Muchas de estas proteinas requieren de modificaciones post-
traduccionales tales como glicosilaciones, fosforilaciones, formacion de puentes disulfuro y
plegamientos. Las células animales tienen la capacidad de procesar y secretar proteinas
maduras y funcionales mientras que otros sistemas de expresion ampliamente utilizados, como
las bacterias, no son capaces (Chen et al., 2001).

La mayoria de las proteinas recombinantes producidas en la industria farmacéutica,
corresponde a anticuerpos monoclonales. Existen en el comercio 18 anticuerpos monoclonales
para uso terapéutico, los que han sido estudiados para el tratamiento de enfermedades
oncologicas e inmunoldgicas (Reichert et al., 2005). Los anticuerpos pueden ser generados a
partir de DNA recombinante o hibridomas y en distintos sistemas de expresion, entre los
cuales se encuentran las células de ovario de hamster chino (CHO), células de mieloma
murino de ratén (NSO), células de rifion de embrién humano (HEK 293), células de rifion de
hamster bebé (BHK-21) y células de retina humana (PER-C6) (Butler, 2005).

El éxito clinico y comercial de los anticuerpos monoclonales ha llevado a la necesidad
de una produccion a gran escala en el cultivo de células animales. La productividad de los
cultivos celulares ha mejorado 100 veces en los ultimos 15 afios gracias al mejoramiento de
las tecnologias de expresion y a la optimizacion de los procesos (Birch and Racher, 2006). Las
estrategias utilizadas apuntan al mejoramiento de los medios y/o métodos de cultivo, vectores
de expresion y metabolismo celular.

Dentro de los métodos de cultivo més utilizados en la produccion a gran escala, se
encuentran los procesos batch, fed-batch y perfusion. El proceso batch tiene la ventaja de que
es relativamente facil de implementar, reproducible y facil de validar. Por otro lado, el proceso
fed-batch permite controlar la concentracion de nutrientes, mantener una tasa de crecimiento
deseable asi como una fase larga de produccién. Sin embargo, tanto el fed-batch como el batch
presentan la desventaja de la acumulacién de residuos durante el cultivo, que puede ser toxico
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para las celulas. El proceso de perfusion, ademas de permitir controlar la alimentacion y la
tasa de crecimiento, puede remover continuamente los residuos durante el cultivo. No
obstante, este método requiere de reactores especiales capaces de retener las células, mientras
se retira el medio de cultivo agotado (Wang et al., 2006).

Otro método utilizado para mejorar la productividad de los cultivos, es el desarrollo de
nuevos medios de cultivo. El suero fetal bovino (SFB) se ha utilizado como suplemento por
muchas décadas. Este es una buena fuente de hormonas, factores de crecimiento y elementos
traza, que promueven el crecimiento rapido de las células. Ademas, su alto contenido en
albumina protege a las células de potenciales condiciones adversas, como por ejemplo la
fluctuacion del pH o esfuerzos de corte. Si bien el SFB presenta numeroso beneficios, su
composicion es variable e indefinida, 1o que conduce a que el crecimiento y la productividad
sean variables. Los primeros intentos por desarrollar medios libres de suero han incorporado
elementos como insulina, transferrina, albimina y colesterol (Butler, 2005). Por otro lado,
también se han realizado estudios donde se reemplazan las fuentes principales de carbono y
nitrogeno por glucosa y glutamina, respectivamente, con el fin de lograr un uso més eficiente
de los compuestos ademas de evitar la acumulacién de lactato y amonio en el medio
(Altamirano et al., 2000).

El mejoramiento del metabolismo celular es de gran relevancia, ya que si bien las
células animales son confiables y seguras para la produccion de proteinas, presentan un
metabolismo deficiente debido a que son incapaces de oxidar la glucosa completamente a CO,
y H,O. La mayoria de la glucosa, entre un 95 a 99,8%, es oxidada a piruvato y finalmente a
lactato. En consecuencia, solo 2 moles de ATP son generados por molécula de glucosa en
comparacion a los 36 moles que producen otros tipos de células. Para cubrir los
requerimientos energéticos, las células animales deben consumir grandes cantidades de
glutamina, la cual es oxidada via glutaminolisis, que a su vez produce amonio (lrani et al.,
1999). Tanto el lactato como el amonio, presentan efectos adversos para las células por su
efecto inhibitorio en el crecimiento celular y en la produccion de proteina. Altas
concentraciones de amonio han demostrado disminuir la tasa de crecimiento celular
draméaticamente y limitan la densidad celular. Por otro lado la acumulacion de lactato destruye
la capacidad de amortiguacién del medio, cambiando el pH del cultivo a uno méas bajo (Chen
etal., 2001).

Los avances mas importantes alcanzados mediante la ingenieria celular, han tenido por
objetivo las enzimas que participan en la via de la glicdlisis, de tal manera de reducir la
produccion de lactato y sus efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular y la productividad
(Nolan and Lee, 2012). La seleccion de clones, su adaptacion a métodos de cultivos deseados
y el mejoramiento de su productividad, han sido la clave para desarrollar nuevos procesos
(Korke et al., 2002). Dentro de los trabajos realizados se encuentra la sobreexpresion de la
enzima malato deshidrogensa (MDH) en células CHO mAb (Chong et al., 2010), la reduccion
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y piruvato deshidrogenasa (PDH) en células CHO
(Zhou et al., 2011), la expresion de la enzima piruvato carboxilasa (PYC) en células BHK-21
(Irani et al., 1999), la sobreexpresion del transportador de fructosa (GLUT5) en CHO
(WIlaschin and Hu, 2007) y en celulas de mieloma humano (SC-01MFP) (Inoue et al., 2010).



Dentro de las lineas celulares animales, las células CHO se han convertido en las
células huésped estandar utilizadas en la produccion de proteinas recombinantes. Se han
logrado avances significativos tanto en el desarrollo de los procesos de cultivo como en
ingenierfa celular, llegando a obtener densidades celulares cercanas a 2 x 10’ células/mL y
concentraciones de proteina en el rango de 10 - 15 g/L (Huang et al., 2010).

Mediante el siguiente trabajo se desea caracterizar clones de células CHO productoras
del anticuerpo IgG, las cuales presentan cambios en la expresion de genes, con el objetivo de
mejorar su metabolismo y la produccion de proteina recombinante. Para esto se han realizado
previamente modificaciones genéticas que buscan modificar las vias metabolicas con el
objetivo de disminuir la producciéon de metabolitos inhibitorios del crecimiento. Se realizara
un analisis metabdlico, donde se medird la produccion de metabolitos extracelulares, el
consumo de sustrato y la produccion de proteina recombinante. Luego se realizard un andlisis
de expresion transcripcional para estudiar el comportamiento de los genes sobreexpresados.

1.2. Antecedentes Bibliograficos

La produccion de lactato depende de diversos factores, dentro de los cuales se
encuentra la concentracion intracelular de piruvato. El piruvato sirve de sustrato para las
enzimas lactato deshidrogenasa (LDH) y piruvato deshidrogenasa (PDH), y es un punto de
ramificacion clave que determina si la fuente de carbono es secretada como lactato, luego de
su oxidacion por gliclisis o metabolizada mediante el ciclo del TCA (Zhou et al., 2011).

A continuacion se explican las vias metabolicas que participan en el metabolismo del
carbono central, con el fin de comprender como y en qué lugares actuarian las enzimas
expresadas en los clones de células CHO que se buscan caracterizar en este trabajo.

1.2.1. Metabolismo central del carbono

El metabolismo central del carbono estd compuesto por tres de las vias metabdlicas
mas importantes de la célula, la glicdlisis, la via de las pentosas fosfatos (PPP) y el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA). En la Figura 1 se observa como estas vias interactan entre si, lo
que permite metabolizar la mayor parte del carbono, obteniendo precursores para biomasa y
moléculas como NADH, NADPH y FADH,, que generan un flujo de electrones hacia la
cadena respiratoria donde finalmente participan en la formacion de ATP.
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Figura 1. Metabolismo central del carbono en células animales.

La glicdlisis es la via principal por la que se degrada la glucosa mediante una serie de
reacciones catalizadas por la accién consecutiva de un grupo de 11 enzimas en el citosol. Se
pueden distinguir principalmente dos etapas. En la primera, la glucosa u otra hexosa, es
fosforilada a gliceraldehido-3-fosfato, consumiéndose dos moléculas de ATP que fosforilan
las posiciones 1 y 6 de la hexosa. La segunda etapa es comun para todos los azUcares y en ella
ocurren las etapas de 0xido-reduccién donde el ADP es fosforilado a ATP, formandose cuatro
moléculas de ATP. Ademas se forman dos moléculas de piruvato el cual puede ser
transformado en lactato mediante la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) o en acetil CoA
mediante el complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH), el que luego ingresa al ciclo
del TCA. De ambas etapas, se obtiene un total de dos moléculas de ATP y dos moléculas de
lactato por una molécula de glucosa.

La via de las pentosas fosfato es una ruta multifuncional, que puede realizar distintas
actividades que tienen por objetivo generar potencial reductor a través del NADPH, generar
ribosa-5-fosfato para la sintesis de nucleotidos y degradar las pentosas para su conversion en
hexosas, las que pueden ingresar a la glicolisis.



El ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) es la via metabdlica mas importante para la
produccidn de energia. Esta consiste en una serie de dxido-reducciones desde piruvato a CO, y
H,O. Del ciclo se obtienen 2 GTP (equivalente a ATP; fosforilacion a nivel de sustrato), 6
NADH y 2 FADH,. Ademas se producen sustratos para otras vias metabdlicas.

La primera reaccion es la oxidacion del piruvato en acetil CoA mediante el complejo
enziméatico PDH. Esta reaccion es irreversible y si bien no es parte del ciclo, es necesaria para
la incorporacion de todos los glucidos al ciclo del TCA. La regulacién del complejo PDH
depende de la cantidad de ATP/ADP y piruvato presentes. Cuando hay niveles elevados de
ATP, el complejo PDH se fosforila por una quinasa, haciendo mas lenta la formacion de acetil
CoA. Por el contrario, cuando hay niveles elevados de ADP y existe abundancia de piruvato,
el complejo vuelve a activarse al desfosforilarse el complejo.

El ciclo tiene lugar en la mitocondria y se inicia cuando la enzima citrato sintetasa
cataliza la condensacion del acetil CoA con el oxalacetato para formar citrato. Luego la
enzima aconitasa cataliza la reaccion reversible del citrato en isocitrato, que posteriormente es
oxidado por la isocitrato deshidrogenasa a a-cetoglutarato y CO,. Mediante una reaccion
reversible, la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa oxida el a-cetoglutarato a succinil CoA,
el que luego reacciona con GDP para formar succinato. Este Gltimo es oxidado a fumarato
donde FAD actia como aceptor de hidrogeno. El fumarato sufre una hidratacion reversible
catalizada por la fumarasa para formar malato. Por Gltimo el malato es oxidado a oxalacetato
por la enzima malato deshidrogenasa.

El ciclo del TCA también participa en la generacién de precursores para rutas
anabdlicas. Algunos de los metabolitos intermediarios del ciclo sirven como precursores de
distintos aminoéacidos, en la sintesis de esteroles y acidos grasos. Por otro lado, los
intermediarios también pueden reponerse mediante reacciones anaplerdticas. Una de las méas
importantes es la carboxilacion enzimatica del piruvato para formar oxalacetato, la cual puede
ocurrir cuando existe un déficit de los intermediarios del ciclo. Esta reaccion es catalizada por
la enzima piruvato carboxilasa que a su vez es estimulada por la acumulacion de acetil CoA.

1.2.2. Eficiencia metabolica

Como se menciono6 anteriormente, el lactato y amonio presentan un efecto inhibitorio
en el crecimiento celular y en la produccion de proteina. Se han realizado numerosos estudios
para inhibir la produccién de estos metabolitos, utilizando métodos de adicién controlada de
glucosa y glutamina, ademés de cultivos fed-batch de glucosa y libres de glutamina, entre
otros (Glacken et al., 1986; Kurano et al., 1990).

En el caso del lactato, este se forma a partir del piruvato que no ingresa a la
mitocondria, mediante la enzima LDH oxidando NADH a NAD®. Por cada molécula de
glucosa se pueden obtener dos moléculas de piruvato, por lo tanto el maximo tedrico de
produccion de lactato son dos moléculas por una molécula de glucosa consumida. Este valor
maximo no es alcanzado en general, ya que de lo contrario la glucosa consumida no aportaria
los carbonos para la sintesis de biomasa ni para la mantencion del metabolismo energético
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mediante el ciclo del TCA. Para estudiar el estado metabolico de un cultivo y la eficiencia del
uso de la glucosa se define la razon AL/AG, la cual indica la cantidad de lactato producido por
glucosa consumida. Estudios muestran que mediante la alimentacion controlada de glucosa y
glutamina, se ha podido alcanzar distintos estados metabolicos, los cuales han sido
caracterizados mediante la razon AL/AG (Gambhir et al., 2003). Se demostr6 que los cultivos
caracterizados con valores bajos de AL/AG, presentaban menores concentraciones de lactato y
amonio, y mayores densidades celulares y produccion de proteina (Europa et al., 2000).
También se pudo comprobar que existen diferencias en los niveles de expresion de las enzimas
claves del metabolismo central del carbono, entre los distintos estados metabdlicos. Para
valores bajos de AL/AG, se obtuvieron menores flujos a través de la glicolisis y el ciclo del
TCA, los que a su vez se correlacionan con la disminucién en la expresion de las enzimas
involucradas en estas reacciones (Korke et al., 2004).

1.2.3. Ingenieria celular

La ingenieria celular es ampliamente utilizada en aplicaciones industriales y médicas
para crear células con propiedades mejoradas. Utilizando herramientas genéticas, se busca
obtener cultivos con altas densidades, alta viabilidad y aumentar la productividad de un
determinado producto. Mediante las técnicas de recombinacion de DNA, se pueden manipular
las vias metabdlicas a nivel genético. Las herramientas utilizadas buscan modificar las vias
existentes eliminando, subexpresando o sobreexpresando genes enddgenos, introduciendo
genes heter6logos o agregando nuevas vias metabdlicas, que en definitiva permitan controlar
la expresion de genes y modular las redes existentes en las células (Stephanopoulos and
Stafford, 2002; Yadav et al., 2012).

Los avances mas importantes alcanzados mediante la ingenieria celular, han tenido por
objetivo las enzimas que participan en la via de la glicélisis, de tal manera de reducir la
produccidn de lactato y sus efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular y la productividad.
Por ejemplo, el knockdown de los genes GLUT1 o LDH-A, las transfecciones de la enzima
piruvato carboxilasa o del transportador de fructosa GLUT5, han demostrado un aumento en la
densidad celular, viabilidad y productividad (Nolan and Lee, 2012). La seleccion de clones, su
adaptacion a métodos de cultivos deseados y el mejoramiento de su productividad, han sido la
clave para desarrollar nuevos procesos (Korke et al., 2002).

A continuacion se presentan los estudios donde se han sobreexpresado las enzimas de
interés para este trabajo, MDH y PYC, con el fin de mejorar el metabolismo de las células
animales.

En la mayoria de las células eucariontes existen dos formas de la enzima malato
deshidrogenasa (MDH): una es la citosolica (c(MDH) y otra la mitocondrial (mMMDH). Como
se observa en la Figura 2, el citrato puede apartarse del ciclo del TCA para formar acetil CoA
y oxalacetato. Luego la enzima cMDH actla en el citosol reduciendo el oxalacetato en malato
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el que posteriormente ingresa a la mitocondria donde se convierte nuevamente en oxalacetato

por la enzima mMDH (Zheng et al., 2005).
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Figura 2. Interaccion de las enzimas cMDH y mMDH.

En el trabajo de Chong y colaboradores (Chong et al., 2009), se identificaron a través
de HPLC los metabolitos extracelulares presentes en el medio de un cultivo de células CHO
productoras de IgG. Los resultados mostraron una acumulacion significativa de malato. Esto
llevé a formular la hip6tesis de que el flujo de malato se debia a la acumulacion intracelular de
éste y que ademas podia estar asociado a un cuello de botella de la enzima MDH. En un
segundo trabajo, sobreexpresaron la enzima MDHII en células CHO (Chong et al., 2010). Los
resultados obtenidos se detallan a continuacion:

Acumulacion de malato. Una posible fuente de exceso de malato podia derivar del
aspartato presente en el medio por el ciclo de la urea (Figura 3). Para investigar la
relacién entre aspartato y malato, se inocul6 las células con diferentes concentraciones
de aspartato. Los resultados mostraron una correlacién lineal entre ambos. Luego se
midi6 la transferencia de C** desde el aspartato hacia los metabolitos intracelulares del
ciclo. Se vio que la tasa de transferencia del C** desde el aspartato a malato fue mucho
mas rapida que de malato a oxalacetato, confirmando asi la existencia del cuello de
botella en MDHII.
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Figura 3. Relacion entre el aspartato y malato en células CHO mAb. Adaptado de (Chong et al., 2010).

Malato

- Sobreexpresion de MDHII. Se observo que en un cultivo fed-batch el crecimiento
celular del clon CHO MDHII fue 1,9 veces superior que el alcanzado por las células
wild-type. Por otro lado, la tasa de secrecion de malato y lactato fue un 40% menor que
el control, demostrando una mayor actividad en la glicélisis, ya que menos lactato se
produjo por célula. Otro resultado importante obtenido fue que la concentracion de
ATP y NADH en el clon fue entre 3,3 y 3,5 veces mayor que el control, lo que sugiere
que el mejoramiento de la glicolisis en las células CHO, produjo un mayor estado de
energia el cual posteriormente contribuyo6 al mejoramiento en el crecimiento.

La glucosa es degradada principalmente via gliclisis debido a que no existe una buena
conexion enzimatica entre la glicélisis y el ciclo del TCA, lo que trae como consecuencia una
alta produccion de lactato. La enzima principal encargada de esta conexion es el complejo
PDH el cual convierte el piruvato en acetil CoA. Existen estudios que confirman la baja o nula
actividad del complejo PDH, ademas de otras enzimas que conectan las vias de la glicélisis
con el ciclo del TCA, como la piruvato carboxilasa (PYC), que cataliza la reaccion de piruvato
en oxalacetato en el citoplasma, y la enzima fosfoenolpiruvato carboquinasa que convierte el
fosfoenolpiruvato en piruvato (Figura 4). Ademas estos estudios confirman que la glucosa es
principalmente metabolizada via glicdlisis, siendo muy baja la metabolizacion a través de las
vias PPP y ciclo del TCA (Fitzpatrick et al., 1993; Neermann and Wagner, 1996). Con estos
antecedentes, Irani y colaboradores propusieron insertar una copia del gen piruvato
carboxilasa citosélica proveniente de la levadura Saccharomyces cerevisiae PYC2 en la linea
celular BHK-21 lo que permitiria transformar el piruvato proveniente de la glicolisis en
malato, para luego ingresar al ciclo del TCA (Irani et al., 1999).
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Figura 4. Esquema general del metabolismo de glucosa y ciclo del TCA en células animales. (a) Células sin PYC2. En
la mitocondria el piruvato es convertido a acetil CoA por el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) y entra al ciclo
del TCA. (b) Células expresando PYC2. El piruvato es convertido a oxalacetato e ingresa a la mitocondria como
malato a través de la via malato-aspartato. PYC2 compite con la LDH por el piruvato citoplasmatico, dejando menos
sustrato para la produccion de lactato. Adaptado de (Irani et al., 1999).

Los resultados muestran que al final del periodo de un cultivo batch, las células que
expresaban PYC2 presentan mayor viabilidad celular y un menor consumo de glucosa
mientras que en las células control la glucosa es consumida por completo. La produccion de
lactato se ve reducida 2.5 veces sobre el control y la utilizacion de glutamina se vio reducida
en 1.8 veces sobre el control. Luego se realiz6 otro cultivo en un reactor CSTR bajo
condiciones controladas, de un clon seleccionado y el control. Si bien la densidad celular fue
muy similar, se observé un mejoramiento en la utilizacion de glucosa y glutamina de hasta 1.8
y 1.4 veces respectivamente y la produccion de lactato disminuyd en 2.3 veces. La extraccion
celular de nucledtidos demostré un leve aumento en la concentracion de ATP intracelular del
clon PYC2. El flujo de glucosa dentro del ciclo del TCA fue medido utilizando C*. El clon
mostro oxidar 1.4 veces mas glucosa a CO; que el control, demostrando que el mejoramiento
en las tasas de consumo se debe a un mayor flujo de glucosa dentro del ciclo del TCA.

1.2.4. Analisis expresion transcripcional

Muchas de las actividades celulares como la sobrevivencia, crecimiento y
diferenciacion, se ven reflejadas en patrones alterados en la expresion de los genes. La
capacidad para cuantificar los niveles de expresion de los genes se ha vuelto cada vez més
importante para el estudio de la funcidon génica (Bustin, 2000). Dentro de los métodos
utilizados para cuantificar la expresion de genes, se encuentra el PCR en tiempo real (QPCR).
Este se ha convertido en uno de los métodos mas utilizados debido a que presenta una alta
sensibilidad y no necesita de un procesamiento posterior a la amplificacion (Wong and
Medrano, 2005).



La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que sirve para amplificar
un fragmento de DNA. El método se basa en la capacidad de la enzima DNA polimerasa para
sintetizar una nueva hebra de DNA complementaria al templado. Como la enzima solo puede
afiadir nucleotidos sobre un grupo 3'-OH preexistente, se necesita un partidor al que se pueda
afiadir el primer nucleétido. EI PCR consiste en tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a
distintas temperaturas, las que se repiten ciclicamente entre 20-40 veces. La primera reaccién
es la denaturacion del templado de DNA a 94-96°C, en la segunda los partidores se alinean
con el templado respectivo y en la tercera se realiza la extension de la nueva hebra de DNA a
cargo de la enzima DNA polimerasa. La amplificacion del DNA es exponencial, luego la
cantidad de copias sera 2" donde n corresponde al nimero de ciclos (NCBI).

En el gPCR, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera
simultanea. La deteccidn se hace mediante fluorescencia, la cual es proporcional a la cantidad
de DNA formado. EI PCR puede ser dividido en cuatro etapas principales (Figura 5). La
primera corresponde a la linea base (10-15 ciclos) y es donde la fluorescencia no es
significativa, ya que no ha superado el umbral. La fluorescencia base se calcula en este
periodo. El umbral es un nivel arbitrario de fluorescencia elegido sobre la variabilidad de la
linea base. Una sefial que es detectada por encima del umbral se considera una sefial real que
se puede utilizar para definir el ciclo umbral (C;, threshold cycle) o punto de corte (Cp,
crossing point). En la fase exponencial temprana, la cantidad de fluorescencia alcanza un
umbral que es significativamente mayor (por lo general 10 veces la desviacion estandar de la
linea de base) que la linea base. El ciclo en que ocurre esto se denomina Cp y es inversamente
proporcional a la concentracién inicial de DNA presente en cada muestra, es decir, a mayor
cantidad de DNA inicial en la muestra, mas rapido aparece la sefial fluorescente produciendo
un menor Cp. Durante la etapa exponencial, el PCR alcanza su periodo de amplificacion
Optimo con la duplicacién del producto de PCR después de cada ciclo en condiciones ideales
de reaccion. Por ultimo, la reaccion llega a un estado estacionario cuando los componentes de
reaccion se vuelven limitados y la intensidad de fluorescencia ya no es Util para el célculo de
los datos (Wong and Medrano, 2005).

o S
rd
/" BRa —\
{ 2,000,000 — Estado estacionario |
——

Muestra
1,000,000 —
Fase

exponencial

Linea base

\ o 20 40
N Me ciclo PCR /

Figura 5. Grafico del modelo de PCR en tiempo real. En el grafico se muestra el valor de ARn versus el nUmero de
ciclos. La linea base corresponde a los ciclos de PCR en donde se acumula una sefial de fluorescencia por debajo de los
limites de deteccion del instrumento. ARn es el incremento de fluorescencia en cada punto. ElI umbral es un nivel
arbitrario de fluorescencia elegido sobre la variabilidad de la linea base. EI Cp corresponde al nimero de ciclo del
PCR en que la fluorescencia es mayor que el umbral (NCBI).
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Existen distintos métodos de deteccion en el gPCR. Sus diferencias radican
basicamente en la especificidad y el costo. EI mas simple y econdmico son los marcadores
fluorescentes (SYBR Green) que se unen especificamente al DNA de doble hebra (Figura 6).
Cuando el marcador no estd unido exhibe una leve fluorescencia en solucién, pero durante la
amplificacion cantidades crecientes de marcador se unen al DNA de doble hebra que se va
formando. Esto resulta en un incremento en la sefial de fluorescencia y puede ser medida
durante la etapa de elongacion donde actua la polimerasa. La sefial decae cuando el DNA es
denaturado.

Alineacion Extension (11)
—* s " °
. e
- & — ® -
L] — e

Término del ciclo de PCR

- — ® -
- L = -
. T e

Figura 6. Esquema del funcionamiento de los marcadores fluorescentes (van der Velden et al., 2003).

Debido a que la presencia de cualquier DNA de doble hebra genera fluorescencia, la
especificidad de este método esta determinada por el disefio de los partidores. Para evaluar si
los productos de PCR son especificos, se puede realizar un analisis de la curva de melting.
Este consiste en aumentar la temperatura lentamente desde 40 a 95°C monitoreando la
fluorescencia. La fluorescencia sera alta a bajas temperaturas cuando todo el DNA sea de
doble hebra, pero disminuird rapidamente en torno a la temperatura de melting (Tm) del
producto de amplificacion. Los productos de PCR de distinto largo o secuencia, se disocian a
distintas temperaturas y presentan peaks caracteristicos cuando se gréfica la primera derivada
negativa de la fluorescencia versus la temperatura (Figura 7). Si se ha formado un solo
producto de PCR, se observara un peak en la curva de melting (van der Velden et al., 2003).

0.1 .

0.08 -

dE/dT

0.05 -

0.02 -

T T T T - .Il\"_l-—v—
65 70 75 80 85 90 95
Temperatura (°C)
Figura 7. Curva de melting para la medicion de un gen en distintas muestras. Se observa un Gnico peak para todas las
muestras (Tm aprox. 85°C), lo cual indica la presencia de un producto especifico de PCR. La linea rosada corresponde

a la muestra control en donde se reemplaz6 el DNA por agua. En ella no se observa un peak, lo cual indica que no
hubo amplificacion.
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Como se menciono anteriormente, el disefio de los partidores es muy importante para
obtener resultados confiables. Algunos de los parametros més importantes que se deben tener
en cuenta para el disefio son: el largo dptimo de los partidores debe ser entre 15y 20 b, el
contenido de G/C debe ser entre 20 y 70%, la Tm no debe diferir en mas de 2°C y el producto
de PCR no debe ser superior a 200 bp (Bustin, 2000).

También es muy importante definir qué tipo de cuantificacion se va a utilizar. En la
cuantificacion absoluta es necesario crear una curva estandar o de calibracion. Esta se genera a
partir de diluciones en series de una muestra conocida. La curva presenta una relacion lineal
entre el Cp y la cantidad inicial de cDNA, que permite obtener la concentracion de una
muestra desconocida en base a su Cp. Es importante que la concentracion de las diluciones
abarque los niveles en las muestras experimentales y permanezca dentro del rango de los
niveles de cuantificacion y deteccion del equipo de PCR utilizado. En la cuantificacion
relativa, los cambios de expresion de los genes en una muestra son medidos por medio de una
muestra de referencia, también conocido como calibrador. Para este caso los resultados son
expresados como la razon muestra/calibrador. Existen varios modelos matematicos para
calcular la expresion normalizada del gen en ensayos de cuantificacion relativa. Uno es el
método comparativo de Cp (2*“P), que calcula las veces de cambio en la expresién génica
como una diferencia relativa entre una muestra experimental y el calibrador. Si bien este
método incluye una correccion para la eficiencia de amplificacion, la cinética de amplificacion
del gen a medir y el gen de referencia debe ser aproximadamente igual, ya que de manera
contraria se generard errores cuando se utiliza este método (Bustin, 2000).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Caracterizar los clones PYC y MDHII de células CHO productoras de IgG mediante
analisis metabolico y expresion transcripcional.

1.3.2. Objetivos especificos

Comparar la densidad celular entre clones.

Determinar que clones presentan mayor eficiencia metabolica (AL/AG).
Comparar la productividad especifica de 1gG entre clones.

Comparar el nivel de expresidn de los genes clonados.
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1.4. Alcances

Actualmente en la industria farmacéutica los sistemas de expresion mas utilizados son
las células animales. Debido a la gran demanda, se busca optimizar los cultivos celulares para
obtener mayores tasas de produccién de proteina recombinante. Numerosos estudios indican
que mediante la ingenieria celular se puede modificar el metabolismo de las células para
disminuir la produccién de metabolitos que inhiben el crecimiento celular y la produccién de
proteina. Dentro de estos estudios se encuentras las clones MDHII y PYC, donde se ha visto
que estos genes podrian generar una mejora en el metabolismo del carbono, produciendo
menos lactato y mejorando las actividades de la glicolisis y ciclo del TCA. Se desea estudiar el
comportamiento de estos clones y compararlos entre si para determinar cual presenta mayor
produccién de anticuerpo, menor produccion de lactato y mayor densidad celular. Ademas se
desea comparar el nivel de transcripcion de los genes sobreexpresados. En particular se
selecciond las células CHO debido a que estan bien caracterizadas, presentan altas tasa de
produccion de proteina y son facilmente adaptables a crecimiento en escalas industriales.
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CAPITULO Il. Materiales y Metodologia

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos
En la Tabla 1 se muestran los principales reactivos utilizados en los procedimientos.

Tabla 1. Reactivos principales utilizados en el trabajo. Se detalla el proveedor y el procedimiento donde se utilizo.

Reactivo Proveedor Procedimiento
Dulbecco's Modified Eagle Medium Gibco Cultivo de células
(DMEM) High Glucose
F-12 Nutrient Mixture Gibco Cultivo de células
Antibiotico y antimicotico Gibco Cultivo de células
Higromicina B Invitrogen Cultivo de células
SFB Hyclone SH30910.03 Thermo Scientific Cultivo de células
Kit RANDOX GLUC-PAP Randox Medicion de Glucosa
Kit RANDOX LAC-PAP Randox Medicion de Lactato
ImmunoPure Human Gamma Globulin Pierce Medicién de Anticuerpo
Anti-Human IgG (Fc specific) Sigma-Aldrich Medicion de Anticuerpo
Monoclonal Anti-Human 1gG-Alkaline Sigma-Aldrich Medicion de Anticuerpo
Phosphatase
RNeasy”® Mini Kit Quiagen Extraccion RNA
DNA-free™ Kit Ambion Purificacion RNA
Kit Transcriptor First Strand cDNA Roche Sintesis de cDNA
Synthesis
Partidores Integrated DNA gqPCR
Technologies

FastStart Essential DNA Green Master Roche gPCR

2.1.2. EqQuipos

En la Tabla 2 se muestran los principales equipos empleados en el trabajo.

Tabla 2. Equipos principales utilizados en los procedimientos. Se detalla el fabricante y modelo.

Equipo Fabricante/Modelo
Camara de Flujo Laminar Horizontal NUAIRE/NV-201-330E
Incubadora Shel Lab/ TC2323
Centrifuga Falcon BOECO/C-28
Centrifuga Eppendorf BOECO/M-24 A
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Centrifuga Deep Well IEC/Centra MP4R

Microscopio Olympus/CK2

Espectrofotometro Pharmacia Biotech/Ultrospec 3000
Espectrofotdmetro de placa de 96 pocillos Biochrom Asys/UVM340
Termociclador JKI®IIK-JY-96G PCR Genemate
LightCycler® Nano Instrument Roche

Bomba de vacio Rocker/600

2.1.3. Material de Laboratorio

En la Tabla 3 se muestran algunos de los materiales de laboratorio méas utilizados en
los procedimientos.

Tabla 3. Materiales mas utilizados en los procedimientos.

Material Especificacion

Placas de cultivo petri 60, 100 mm

Placas de cultivo T-Flask 25, 75 [cm?]

Tubos Eppendorf 0,2,0,6,1,5, 2,0 [mL]
Tubos Falcon 15y 50[ mL]

Pipetas 1,5, 10, 25 [mL]
Micropipeta 2, 20, 200, 1000, 5000 [pL]
Micropipeta Multicanal 20, 200 [ pL]

Crioviales 2 [mL]

Propipeta

Placas de 96 Paocillos

Cémara de Naubauer

Contador de células

2.1.4. Herramientas Computacionales

En la Tabla 4 se muestran las herramientas computacionales utilizadas en el desarrollo
del trabajo.

Tabla 4. Herramientas computacionales.

Herramienta Fuente

Secuencias genes NCBI, CHO genome

Blast, Primer-Blast NCBI

Disefio partidores Primer3Plus

LightCycler® Nano Software V1.0 Roche

MATLAB® Version 7.8.0.247 (R2009), 32 bits
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2.2. Metodologia

El trabajo se desarroll6 en los laboratorios del Centro de Ingenieria Bioquimica y
Biotecnologia (CIBYB). Se utilizé la linea celular CHO DP-12 (ATCC # CRL-12444)

productora de 1gG1 humano.

La metodologia y el plan de trabajo aplicados en este trabajo se puede resumir
mediante el esquema mostrado en la Figura 8. El trabajo se inicid con la seleccion de los
clones CHO MDHII y CHO PYC dentro de un pool de clones para cada uno. El criterio de
seleccion aplicado fue mayor productividad especifica de 1gG y menor AL/AG. Luego se
prosiguio con la caracterizacion metabdlica de los clones seleccionados y el control CHO
wild-type. Para esto se realizaron las curvas de crecimiento, tomando muestras del
sobrenadante en cada punto, de los cuales posteriormente se midié concentracion de lactato,
glucosa, amonio y anticuerpo IgG. Con estos datos se obtuvo la eficiencia metabdlica de las
muestras (AL/AG) y la productividad de IgG. Por ultimo se realizé el analisis transcripcional
para lo cual se extrajo el RNA de las muestras y se sintetizd el cDNA. Este Gltimo se utilizé de
templado para el gPCR.

oy *Seleccién de acuerdo a mayor
SelleCCIOn productividad especifica de IgG y menor
clones ALIAG

«Crecimiento celular

Caracterizacion Eficiencia metabdlica (AL/AG)
metabdlica *Eficiencia !
\ *Productividad de 1gG
Analisis «Extraccion RNA y sintesis de cDNA
Transcripcional ~ ° Disefio partidores
\ *qPCR

Figura 8. Diagrama de bloques de la metodologia aplicada en el trabajo.

A continuacion se describe en detalle los procedimientos aplicados en el trabajo.

2.2.1. Medio de cultivo

Las células se crecieron en una mezcla de Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) High Glucose y F-12 Nutrient Mixture (1:1 (v:v)). EI medio fue suplementado con
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2,4 g/L de bicarbonato de sodio, 0,1 mL/L de etanolamina, 0,01 g/L de acido ascorbico, 1
ML/L de Sodium Selenite, 1,65 uL/L de p-mercaptoetanol, 0,001 g/L de putrecina, 0,2 g/L de
plurénic F-68, 1% de antibidtico y antimicético y 5% de suero fetal bovino. La concentracion
de glucosa y glutamina en el medio fue 17,5 mM y 2,5 mM, respectivamente. En el Anexo A.1
se encuentra la composicion completa del medio de cultivo. Para el crecimiento de los clones
CHO PYC y MDHII, las células se mantuvieron bajo presién de seleccion con 0,5% de
higromicina. ElI medio fue preparado bajo condiciones de esterilidad, en camara de flujo
laminar horizontal (NUAIRE, NU-201-330E) y fue esterilizado con una unidad de filtrado con
filtro de membrana de celulosa de 0,2 um y una bomba de vacio (Rocker, 600).

2.2.2. Curvas de crecimiento

Antes de realizar las curvas de crecimiento, se descongelaron las células desde un
banco de trabajo conservado a -80°C (protocolo en el Anexo A.2). La cantidad de células
necesarias para iniciar las curvas se obtuvo realizando pasajes 2 a 3 veces por semana
(protocolo en el Anexo A.3). La manipulacion de las células se realiz6 bajo condiciones de
esterilidad en cdmara de flujo laminar horizontal (NUAIRE, NU-201-330E).

Cada curva se hizo en duplicado por un periodo de 7-8 dias, hasta que la viabilidad
descendiera a un 80%, y tomando muestras cada 12 horas para analisis. Se utilizaron placas
petri de 60 mm inoculadas a una concentracion de 2,5 x 10° células/mL con 5 mL de medio de
cultivo. Se crecieron dentro de una incubadora (Shel Lab, TC2323) con atmdsfera controlada a
37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. En cada punto se obtuvo una muestra del medio de
cultivo para medir metabolitos extracelulares; glucosa, lactato, amonio y anticuerpo 1gG. Las
muestras se conservaron a -20°C. El procedimiento se encuentra en Anexo A.4.

Las curvas de crecimiento se construyeron con el promedio de la concentracién de
células viables y aplicando una regresion polinomial de grado 3.

2.2.3. Densidad y viabilidad celular

La concentracion y viabilidad celular se determinaron mediante conteo microscopico
empleando un hemocitometro, un contador y colorante azul tripan (protocolo en el Anexo
A5).

2.2.4. Medicion de Metabolitos extracelulares

La concentracién de glucosa y lactato se determind mediante analisis enzimatico
utilizando el Kit RANDOX GLUC-PAP para glucosa y el Kit RANDOX LAC-PAP para lactato.
Se siguio6 el protocolo del fabricante adaptado a placa de 96 pocillos (Anexo A.6).
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La concentracion de amonio se obtuvo mediante el método del fenol. Se construy6 una
curva de calibracion en duplicado, empleando como estandar diluciones de una solucion de 10
mM de NH,", la que se preparé con NH,Cl y medio de cultivo. El protocolo fue adaptado para
trabajar en placas de 96 pocillos y cuantificar entre 0 y 6 mM de amonio, para lo cual se
hicieron diluciones en las siguientes concentraciones: 6,0, 4,0, 3,0, 2,0, 1,5, 1,0, 0,5, 0 mM. En
cada pocillo se agreg6 6 pL de muestra, 120 pL de una solucion de hipoclorito de sodio 33,3
mM y NaOH 562,5 mM, y 120 pL de una solucion de fenol 487,6 mM y nitroprusiato de
sodio 1 mM. Se colocé la placa en incubadora (Shel Lab, TC2323) por 10 minutos a 37°C y
luego se midi6 la absorbancia a 630 nm en espectrofotometro de placa de 96 pocillos
(Biochrom Asys/UVM340). El detalle del protocolo se encuentra en el Anexo A.7.

La concentracion de anticuerpo IgG se determiné mediante un ensayo ELISA. Se
construyé una curva de calibracién en triplicado, empleando la muestra estandar ImmunoPure
Human Gamma Globulin (Pierce) con una concentracion inicial de 11,3 mg/mL. La muestra
estandar se diluyo 3 veces hasta llegar a una concentracién de 400 ng/mL. Luego se construyo
la curva con las siguientes concentraciones: 200, 100, 50, 25 y 12,5 ng/mL. Primero se
incubaron dos placas de 96 pocillos con el anticuerpo primario Anti-Human IgG (Fc specific)
(Sigma-Aldrich, dilucién 1:1000). En cada placa se prepar6 la curva de calibracion en
triplicado. Para las muestras a medir, se hizo una primera dilucion de 1:64, la cual se prepar6
en tubos Eppendorf de 1,5 mL agregando 10 puL de muestra y 630 pL de agua MilliQ. La
primera placa se prepard con una dilucion 1:128, transfiriendo 50 pL de la dilucion 1:64 mas
50 pL de agua MilliQ. La segunda placa se prepar6 con una dilucién 1:256, transfiriendo 50
pL de la dilucion 1:128 mas 50 pL de agua MilliQ. Debido a que el protocolo requiere un
volumen de muestra de 50 pL, fue necesario sacar (de la placa diluida 256 veces) 50 pL de
cada pocillo. Ambas placas fueron incubadas a 37°C durante 1 hora. Luego se agrego el
anticuerpo secundario Monoclonal Anti-Human 1gG-Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich,
dilucion 1:1000) y se incubaron nuevamente a 37°C durante 1 hora. Por dltimo se utilizd
SIGMAFAST™ p-Nitrophenyl Phosphate Tablets (Sigma-Aldrich) para la deteccion de la
reaccion y se leyd la absorbancia en espectrofotometro de placa de 96 pocillos (Biochrom
Asys/UVM340) a 405 nm durante 15 minutos. El detalle del protocolo encuentra en el Anexo
A.8.

Para determinar la tasa especifica de produccion o consumo de metabolitos, se
construyeron las curvas de acumulacion sumando la diferencia en la cantidad de metabolito
presente en el cultivo entre dos tiempos consecutivos. Luego se aplicé la regresion polinomial
gue mas se ajustaba a la curva. La tasa especifica se calculd6 como se muestra en la siguiente
ecuacion:

1 d[x]

qx_X,,*V dt
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donde d[x]/dt es la derivada de la curva de acumulacion del metabolito, X, es la densidad
celular evaluada en cada punto y V es el volumen en cada punto. El valor de AL/AG se calcul6
como la pendiente de la curva de acumulacién de lactato versus acumulacion de glucosa en la
fase exponencial de crecimiento. La tasa méxima de crecimiento celular (Umax) Se calculd
como la pendiente de la curva In(X) versus tiempo, en la fase exponencial.

2.2.5. Analisis Transcripcional

Primero se hizo un cultivo de las células CHO wild-type, los clones PYC y MDHII en
placas petri de 100 mm y T-Flask de 75 cm? inoculadas a una concentracion de 1 x 10°
células/mL con 15 mL de medio de cultivo. Se crecieron dentro de una incubadora (Shel Lab,
TC2323) con atmosfera controlada a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. Las células fueron
recolectadas a las 48 horas, en la mitad de la fase exponencial, obteniendo alrededor de 10-15
millones de células por cada muestra en duplicado.

El RNA total fue extraido de las muestras utilizando el RNeasy® Mini Kit (Quiagen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Anexo A.9). EI RNA fue resuspendido en 50 uL de
agua libre de RNasa y almacenado a -80°C hasta su posterior procesamiento. La integridad del
RNA fue verificada corriendo un gel al 1% de agarosa a 40 V por 30 minutos (protocolo en
Anexo A.10). Para obtener la cantidad y pureza del RNA se midié la absorbancia a 260 y 280
nm en espectrofotometro (Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000).

Para eliminar el DNA residual que pudiera estar presente en las muestras, se hizo una
digestion del RNA mediante el DNA-free™ Kit (Ambion) de acuerdo con el protocolo del
fabricante (Anexo A.11). Se corrié un segundo gel de agarosa para comprobar la integridad
del RNA y se midié nuevamente cantidad y pureza del RNA digerido.

La concentracion de RNA se calcul6 midiendo la absorbancia a 260 nm en
espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000) y aplicando la siguiente formula:

[RNA] = ABS,gq * FD * 40 (%)

donde FD corresponde al factor de dilucion. La pureza se calculdo midiendo la absorbancia a
260 y 280 nm en espectrofotdémetro (Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000) y aplicando la
siguiente férmula:

ABS
260 > ’
ABSZSO

Pureza =
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La sintesis de cDNA se hizo a partir de 1 pg de RNA utilizando el Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). El kit cuenta con dos tipos de partidores;
oligonuclettidos poly(dT);s y hexdmeros random. En este caso se utilizaron los partidores
poly(dT).s, para generar cDNA de largo completo, obteniendo asi la totalidad de la poblacion
de RNA presente al inicio de la sintesis. En tubos Eppendorf estériles de 0,2 mL se prepar6 un
mix con el RNA y agua PCR grade para cada muestra. En el Anexo A.12, se muestra la
cantidad de RNA de cada muestra y la cantidad en pL necesaria para un volumen total de 13
uL. Los tubos fueron sometidos a una incubacion de 10 min a 65°C en el termociclador (JKI®,
JK-JY-96G PCR Genemate), con el fin de denaturar las estructuras secundarias del RNA.
Luego se agregé a cada muestra el buffer, protector inhibidor RNasa, mix dNTPs y la enzima
transcriptasa reversa (RT). Las muestras fueron llevadas al termociclador (JKI®, JK-JY-96G
PCR Genemate) donde se corrio el siguiente programa: reaccion de la RT a 50°C por 60
minutos e inhibicion de la RT a 85°C por 5 minutos. La reaccion se detuvo enfriando las
muestras a 4°C. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior procesamiento.

La secuencia de los genes PYC de Saccharomyces cerevisiae, PYC de CHO y Cdc42
de CHO se obtuvieron de la base de datos de NCBI. La secuencia del gen MDHII de CHO se
obtuvo de la base de datos de CHO genome. En el Anexo A.13 se encuentran las secuencias
de cada gen. Mediante la herramienta Primer3Plus se disefiaron los partidores para cada gen
los que fueron sintetizados por IDT®. Los parametros mas importantes para el disefio fueron:

- Tamafio del partidor entre 18 y 27 b, siendo el éptimo 20 b.

- Tm del partidor entre 57 y 63°C, siendo el 6ptimo 60°C.

- Tamafio del producto amplificado entre 100 y 200 pb, siendo el éptimo 150 pb.

Para la deteccion de los productos del PCR se utilizd el kit FastStart Essential DNA
Green Master (Roche) que emplea el marcador fluorescente SYBR Green. La reaccion se llevo
a cabo en el equipo LightCycler® Nano Instrument (Roche), utilizando los tubos para PCR
LigthCycler® 8-Tube Strips (Roche). El equipo tiene la capacidad de correr 32 muestras
simultaneas. Los datos son grabados y analizados mediante el LightCycler® Nano Software
V1.0 (Roche). El andlisis de datos se realiz6 mediante una cuantificacion relativa donde fue
necesario definir los siguientes elementos:

- Target: el o los genes que se quieren cuantificar. En este caso se definieron tres target:
o Target 1: gen PYC nativo de CHO.
o Target 2: gen PYC proveniente de Saccharomyces cerevisiae.
o Target 3: gen MDHII nativo de CHO.
- Reference: gen de referencia que sirve para normalizar los datos. Este gen debe
presentar niveles de transcripcion constantes frente a diversos cambios realizados en la
célula. En este caso se utilizé el gen Cdc42 de CHO ya que se ha visto que su
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transcrito se expresa a niveles altos y permanece constante en ensayos de
microarreglos para células CHO (Yee et al., 2009).

- Calibrator: es la muestra (linea celular) que se utiliza para normalizar los datos. En
este caso el calibrador fue la linea celular CHO wild-type que también se utiliz6 como
control para los demas experimentos.

Se realizaron dos PCR, uno para cada muestra del duplicado biol6gico, donde a su vez
cada una de ellas se corrié en duplicado experimental. Ademas se corrieron 4 controles
negativos (uno para cada gen) donde se reemplazo el cDNA por agua y 3 controles negativos
de la reaccion-RT, los cuales fueron preparados en la sintesis de cDNA y donde se reemplazo
la enzima RT por agua.

Se prepararon 4 mix de PCR, en tubos Eppendorf de 1,5 mL autoclavados y
esterilizados bajo luz UV, como se muestra a continuacion:
- 11 reacciones de 15 pL para el reference.
- T reacciones de 15 pL para cada target 1, target 2 y target 3.

Cada mix de PCR para el target especifico se prepard con 10 pL de Master Mix, 3 pL

de agua PCR grade, 1 pL de partidor sentido (5 pM) y 1 pL de partidor anti-sentido (5 pM).
Se agreg6 15 pL del mix de PCR a cada tubo segun el esquema mostrado en la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de los target a medir en cada PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8
Strip A [ Targetl |Targetl |Targetl |Targetl |Targetl |Targetl |Targetl | Reference
StripB |[Target2 |Target2 |Target2 |Target2 |Target2 |Target2 |Target2 | Reference
StripC | Target3 |Target3 |Target3 |Target3 |Target3 |Target3 | Target3 | Reference
Strip D [ Reference | Reference | Reference | Reference | Reference | Reference | Reference -

Luego se prepard una dilucion 1:15 de cada muestra de cDNA con agua MilliQ estéril.
Se agregaron 5 pL de las muestras de cDNA diluidas a los tubos con el mix, segun el esquema
mostrado en la Tabla 6. Las filas 7 y 8 corresponden a los controles negativos anteriormente
mencionados.

Tabla 6. Distribucién de la muestras en cada PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8
Strip A | Control | Control | PYC | PYC | MDHII | MDHII | H20 | RNA Control
Strip B | Control | Control [ PYC | PYC | MDHII | MDHII | H20 | RNAPYC
Strip C | Control | Control | PYC | PYC | MDHII | MDHII | H20 | RNA MDHII
Strip D | Control | Control | PYC [ PYC | MDHII | MDHII | H20 -
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Para la manipulacion de los reactivos del kit y las muestras de cDNA, se utilizaron
puntas autoclavadas con filtro y libres de RNasa. Ademas se utilizaron distintas micropipetas
para preparar el mix y agregar el cDNA, de tal manera de evitar la contaminacion de los
reactivos del kit con DNA.

Una vez preparada las muestras, se colocaron los tubos en placas Deep well y en

centrifuga (IEC, Centra MP4R) a 1.500 x g por 1 minuto para que todo el mix se depositara en
el fondo. El programa utilizado en la reaccion de PCR se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Programa de gPCR.

Programa Temperatura (°C) | Ramp (°C/s) | Tiempo (s)
Hold 95 4 600
3-Step Amplification | 45 ciclos 95 5 15
50" 4 20
72 4 20
Hold 95 5 10
Melting Etapa inicial 60 4 60
Etapa final 97 0,1 1

Depende de la Tm del partidor. Se calculé como el promedio de las temperaturas de todos los partidores sentido
y antisentido menos 5°C. En la Tabla 18 (seccion 3.2.1) se encuentran las temperaturas para cada partidor.

La cuantificacion de la expresion de los genes se hizo mediante el método de
comparacion de Cp en el que se aplica la siguiente férmula:

Veces de cambio = 2724

Donde AAC, se calcula para cada gen como:

— Target Calib
AACp — ACP _ Acpal rator

Y AC), se calcula como:

Target Reference
ACp — Cp gelmuestra __ Cp f muestra
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CAPITULDO III. Resultados y Discusiones

3.2 Seleccion de Clones

En un trabajo previo, realizado por Camila Wilkens Ph.D(c), se generaron los clones
CHO PYC y CHO MDHII mediante la transfeccion de células CHO con los vectores
PCMVSHE-PYC2 (fuente: Dr. Roland Wagner) y pcDNA3.1 Hygro-MDHII (fuente: Dr.
Miranda Yap). La seleccion de clones se inicidé con una dilucion al limite seguida de tres
selecciones donde se determiné densidad celular, el valor de AL/AG y tiempo de duplicacion.
Finalmente se escogieron 4 clones para cada gen. Los clones CHO MDHII seleccionados
fueron 1, 3, 6 y 8 y los clones CHO PYC seleccionados fueron 7, 12, 14y 17.

Se realiz6 un primer estudio para observar las mejoras que presentaban los clones
seleccionados. Para ellos se juntaron muestras de los 4 clones seleccionados descritos
anteriormente en una sola poblacion obteniendo 2 pools; uno de células CHO PYC y otro de
CHO MDHII. Los pools alcanzaron mayores densidades celulares, menores AL/AG y mayor
produccién de anticuerpo IgG. En la tabla Tabla 8 se muestran los parametros obtenidos.

Tabla 8. Parametros de los cultivos CHO wild-type, CHO MDHII y CHO PYC (WILKENS Diaz-Mufioz, 2011).

. XVmax Mmax 0
Experimento (10°células/mL) (102 hrs?) AAG Giga (%)
CHO wild-type 0.8 181 15 100
CHO MDHII 12 202 117 194
CHO PYC 14 245 109 200

Una vez comprobado que los clones presentaban mejoras sobre el control, se continud
con la ultima etapa de seleccion que consistio en realizar curvas de crecimiento, determinar
consumo de glucosa, produccion de lactato y anticuerpo IgG, para cada clon. El trabajo
realizado en esta memoria se inicio con el andlisis de estos datos, con el fin de seleccionar el
mejor clon CHO MDHII y clon CHO PYC, para su caracterizacion posterior. A continuacion
se muestran los resultados obtenidos de esta Ultima etapa de seleccion y el analisis que
permitio seleccionar a los mejores clones.

En el Grafico 1 se muestran las curvas de crecimiento para los cuatro clones CHO
MDHII seleccionados. Los clones 1, 3 y 8 mostraron densidades celulares mayores al control,
superando a este Ultimo entre un 50% y 100%. En particular, el clon 1 presentd la mayor
densidad celular con un valor de 1,6 x 10° células/mL. En contraste, el clon 6 alcanzé la menor
densidad celular con un maximo de 0,8 x 10° células/mL siendo ademés igual al control. En el
Grafico 2 se muestran las curvas de crecimiento para los cuatro clones CHO PYC
seleccionados. En este caso, los clones 12, 14 y 17 obtuvieron densidades mayores al control,
aumentando la produccion de biomasa entre un 25% y 113%. La mayor densidad celular la
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obtuvo el clon 14 con un valor de 1,7 x 10° células/mL y el clon 7 presentd la menor
produccién de biomasa, alcanzando un méximo de 0,6 x 10° células/mL siendo incluso menor
que el control.

2,0 2,0
1,6
1,2 1

0,8 -

04 -

o Densidad celular (108 células/mL)
Densidad celular (108 células/mL)

0.0 - . . . . . [ : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140 0 40 80 120 160 200 240
Tiempo (h) Tiempo (h)
MDHII 1 @ MDHII 3 AMDHII 6 xMDHII 8 x Control ®PYC7 @PYCI12 PYC14 xPYC17 xControl

Grafico 1. Curvas de crecimiento de los clones CHO Grafico 2. Curvas de crecimiento de los clones CHO
MDHII. La linea azul corresponde al clon 1, la linea roja PYC. La linea azul corresponde al clon 7, la linea roja al
al clon 3, la linea verde al clon 6, la linea morada al clon 8 clon 12, la linea verde al clon 14, la linea morada al clon
y la linea calipso a CHO wild-type. 17 y la linea calipso a CHO wild-type.

Al comparar las curvas de crecimiento del Grafico 1 y Gréfico 2, se observa que los
clones CHO MDHII mostraron una mayor produccion de biomasa que los clones CHO PYC,
ya que en el caso de los clones MDHII tres de ellos presentaron densidades celulares mayores
a1 x 10° células/mL, a diferencia de los clones PYC donde solo un clon supera este valor.

Se midié la concentracién de glucosa y lactato en el tiempo (graficos en Anexo B.1.) lo
que permitié calcular el AL/AG para cada clon. En la Tabla 9 se muestran los valores
obtenidos para los clones MDHII, donde se aprecian valores de AL/AG menores que el control
a excepcion del clon MDHII 6 donde no hubo mejora. EI clon MDHII 1 es que el presentd una
mejor eficiencia metabolica, ya que alcanzé un AL/AG menor en un 51% que el control. En la
Tabla 10 se muestran los valores obtenidos para los clones PYC donde también se observaron
valores de AL/AG mas bajos que el control. Dentro de estos clones, el PYC 17 present6 el
menor valor, siendo un 47% menor que el control.

Tabla 9. Valores de AL/AG para los clones CHO MDHII.  Tabla 10. Valores de AL/AG para los clones CHO PYC.
Clon AL/AG Clon AL/AG
MDHII 1 0,73 PYC 7 1,26
MDHII 3 0,93 PYC 12 1,14
MDHII 6 1,5 PYC 14 1,21
MDHII 8 0,88 PYC 17 0,79
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En el caso de las células CHO MDHII y CHO PYC, se observd que los clones con
valores de AL/AG méas altos ademas presentaron menor densidad celular, lo cual es
concordante ya que al haber una menor eficiencia metabdlica, habria menor produccion de
biomasa (Chong et al., 2010). Por otro lado, los clones CHO MDHII presentaron mayor
eficiencia metabolica que los clones PYC. Debido a que no existen estudios de la
sobreexpresion de estos genes en una misma linea celular, no se ha comparado el efecto que
pueden tener en el metabolismo de las células. En la caracterizacion metabdlica de los clones
seleccionados (seccion 3.3.2) se expone una posible razén de por qué los clones CHO MDHII
presentaria una mayor eficiencia metabolica que los clones CHO PYC.

Por ultimo se midid la concentracion total de anticuerpo IgG (graficos en Anexo B.1)
de todos los clones. En el Gréfico 3 y Gréfico 4, se muestra la productividad especifica de 1gG
para los clones CHO MDHII y CHO PYC, respectivamente. Los clones CHO MDHII
presentaron productividades notablemente mayores que los clones CHO PYC, ya que la
productividad mas baja de los clones MDHII, que resultd ser aproximadamente 3 ng/10°
células/h, fue mayor a todas las productividades de los clones CHO PYC, siendo la mayor 2,5
ng/10° células/h para el clon CHO PYC 7. Ademas todos los clones CHO MDHII presentaron
mayor productividad que el control. En los clones PYC solo el clon 14 mostr6 menor
productividad que el control.

7 35
0 0
> 6 I = 3,0 -
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Grafico 3. Productividad especifica de anticuerpo IgG de Graéfico 4. Productividad especifica de anticuerpo IgG de
los clones CHO MDHII. La barra azul corresponde al los clones CHO PYC. La barra azul corresponde al clon 7,
clon 1, la barra roja al clon 3, la barra verde al clon 6, la la barra roja al clon 12, la barra verde al clon 14, la barra
barra morada al clon 8 y la barra calipso al control CHO morada al clon 17 y la barra calipso al control CHO wild-
wild-type. type.

La seleccién de los clones se hizo en base a dos criterios; mayor productividad de IgG
y mayor eficiencia metabolica, es decir, menor valor de AL/AG. Para el caso de los clones
CHO MDHII, se observé una mayor productividad especifica de 1gG en el clon 6 (5,6 ng/10°
células/h), sin embargo éste presentd un valor de AL/AG alto, similar al control, por lo tanto
no presentaria ninguna mejora en este parametro. Como solo mostré una mayor productividad
de 1gG y no mayor eficiencia energética fue descartado. El siguiente clon CHO MDHII con
mayor productividad fue el clon 3 (3,7 ng/10° células/h). Ademas presenté un valor de AL/AG
bajo igual a 0,93. Ya que este clon exhibié mejoras en ambos parametros fue el elegido para
su posterior caracterizacion. Para el caso de los clones CHO PYC, se observd una mayor
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productividad en el clon 7 (2,5 ng/10° células/h), sin embargo present6 el valor de AL/AG mas
alto entre los clones. Si bien este fue menor al control, se buscaba el clon que presentara los
mejores parametros en conjunto, y a pesar de que la densidad celular no fue un criterio de
seleccion, este clon obtuvo una muy baja productividad de biomasa en comparacion a los otros
clones, los que alcanzaron densidades celulares entre un 67% y 183% mayores. Por otro lado,
los demés clones presentaron productividades de IgG muy similares (a excepcion del clon 14).
El siguiente clon CHO PYC con mayor productividad fue el clon 17, el cual presentd un
productividad de 2,2 ng/10° células/h y un valor de AL/AG igual a 0,79. Por desgracia, este
clon no se pudo recuperar del almacenamiento en nitrogeno liquido. Por lo tanto, se selecciono
el siguiente mejor clon que fue el clon CHO PYC 12, el cual presentd un productividad de 2,1
ng/106 células/h y un valor de AL/AG igual a 1,14.

3.3 Caracterizacion metabodlica de los clones seleccionados

El trabajo realizado en esta memoria consistio en caracterizar la metabolomica y la
expresion transcripcional de los clones previamente seleccionados. A continuacion se
muestran los resultados obtenidos de los clones CHO MDHII 3 y CHO PYC 12. Ya que estos
fueron los clones seleccionados para caracterizar la sobreexpresion de los genes MDHII y
PYC2 en células CHO productoras de IgG, se les denotard de aqui en adelante como clones
CHO MDHIl'y CHO PYC.

3.3.1 Densidad celular

En la primera etapa del trabajo se realizaron las curvas de crecimiento para los clones y
la muestra control (CHO wild-type). En el Gréfico 5 se muestran las curvas de crecimiento y
viabilidad para cada muestra. Se observa que ambos clones presentaron menor produccion de
biomasa que las células CHO wild-type. La densidad celular del clon CHO MDHII fue un 7%
menor que el control y en el caso del clon CHO PYC un 36%. Por otro lado, la viabilidad
entre el clon CHO MDHII y el control es muy similar, alcanzando un 77% a las 156 horas. En
cambio, el clon CHO PYC presentd una viabilidad prolongada a partir de las 132 horas,
alcanzando un valor final de 94%. Esto se debid a que las células CHO PYC al iniciar la fase
de muerte, se despegaron de la placa de cultivo, por ende al contabilizar las células muertas se
obtuvo un valor menor al real ya que solo se contaron las células que quedaron adheridas a la
placa.
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Grafico 5. Comparacion del crecimiento y viabilidad celular. La linea roja corresponde al clon CHO MDHII, la linea
verde al clon CHO PYCy la linea azul al control CHO wild-type.

En la Tabla 11 se muestra la tasa méxima de crecimiento y la duracion de la fase
exponencial para cada muestra. Si bien las células CHO wild-type alcanzaron la densidad
celular méxima (1,4 x 10° células /mL), el clon CHO MDHII presenté una tasa de crecimiento
levemente mayor (14%). El clon CHO PYC mostrd la menor tasa de crecimiento ademas de
un periodo mas corto de su fase exponencial.

Tabla 11. Tasa maxima de crecimiento y duracion de la fase exponencial.

. Hmax Duracién fase
Experimento (102 h™ Exponencial (h)
CHO wild-type 2,42 48,5
CHO MDHII 2,75 48,3
CHO PYC 2,28 35,6

Al comparar ambos clones, se observo que el clon CHO MDHII presentd una mayor
produccion de biomasa, superando en un 44% la densidad maxima alcanzada por el clon CHO
PYC, acompafiado de un valor pmax 21% mayor y una fase exponencial mas prolongada.

Los resultados indican que los clones presentaron menores densidades celulares que el
control. Si bien, en la seleccion de clones, se observo que estos presentaban mayor produccion
de biomasa, en este experimento no se pudo comprobar. Esto se debe a que la densidad celular
de CHO wild-type aumento en un 75%. Las células CHO se caracterizan por tener un genoma
variable, por lo que existe la posibilidad de que se haya producido una mejora en la linea
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celular. Esto se debe verificar en el tiempo, para ver si efectivamente es asi 0 solo corresponde
a una subpoblacion de células con mayor produccion de biomasa.

3.3.2 Estados metabolicos

En el Grafico 6 se muestra el consumo de glucosa y en el Grafico 7 la produccion de
lactato, medido en cada punto de la curva de crecimiento para cada muestra. EI clon CHO
PYC mostré un menor consumo de glucosa, alcanzando una concentracién cercana a 5 mM
hacia el final del cultivo. EI clon CHO MDHII y el control presentaron consumos de glucosa
muy similares, alcanzando concentraciones finales cercanas a 2 y 1,5 mM, respectivamente.
Para el caso del lactato, el clon CHO MDHII present6 la menor produccion con un valor
méaximo cercano a 18 mM. El clon CHO PYC mostré una menor produccion de lactato que el
control en casi todo el cultivo, sin embargo llegd a un valor maximo de produccion similar al
control cercano a 23 mM.
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Gréfico 6. Comparacion del consumo de glucosa. La linea Gréafico 7. Comparacion de la produccion de lactato. La
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clon CHO PYCYy lalinea azul al control CHO wild-type.  al clon CHO PYC y la linea azul al control CHO wild-
type.

De las concentraciones de glucosa y lactato, se obtuvieron las curvas de acumulacion
de ambos y se procedio a calcular el valor AL/AG para caracterizar el estado metabdlico de los
clones. En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos. El clon CHO MDHII exhibié una
mayor eficiencia energética con un valor de AL/AG 18% menor que el control y el clon CHO
PYC mostré una leve mejora en el metabolismo en comparacién al control, con un valor de
AL/AG 5% menor.

Tabla 12. Eficiencia metabdlica caracterizada por el valor AL/AG.

Experimento AL/AG
CHO wild-type 1,65
CHO MDHII 1,35
CHO PYC 1,57
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Con todos los datos anteriormente presentados, se puede hacer un analisis del estado
metabdlico de las células. Mediante la sobreexpresion de la enzima MDHII, se busca aumentar
el flujo de malato a oxalacetato, ya que mediante un estudio realizado por Chong y
colaboradores, se establecio que existe un cuello de botella en esta etapa (Chong et al., 2010).
El clon CHO MDHII presentd un menor valor de AL/AG que el control. Si bien ambos
mostraron consumos de glucosa similares, el clon CHO MDHII exhibié una menor produccion
de lactato. Esto indicaria que hubo un mayor flujo de carbonos desde piruvato a acetil CoA,
por lo tanto la produccion de lactato fue menor debido a la menor cantidad de piruvato
disponible. Esto seria una consecuencia de la sobreexpresion de la enzima MDHII, ya que el
efecto directo se produciria en el ciclo del TCA. La velocidad global del ciclo esta controlada
por la reaccion de la enzima citrato sintetasa (Nelson and Cox, 2008). Esta reaccion presenta
una energia de Gibbs negativa (AG® = -7,7 kcal/mol), por lo que tiende a ocurrir hacia la
formacion de productos. Esto quiere decir que la velocidad va a depender de la disponibilidad
de acetil CoA y oxalacetato. Al sobreexpresar la enzima MDHII, mayor cantidad de malato
puede ser oxidado a oxalacetato. EI aumento de oxalacetato es favorable para la enzima citrato
sintetasa, pero esta no puede actuar si no hay disponibilidad del otro sustrato, acetil CoA. Al
haber un mayor requerimiento de acetil CoA es necesario que haya piruvato disponible para su
oxidacidn. Esta reaccion es catalizada por el complejo PDH que también se ve favorecida a la
formacion de producto (AG® = -8,0 kcal/mol) (Nelson and Cox, 2008), por lo tanto si hay un
mayor flujo de acetil CoA, el complejo PDH tiene mayor demanda de piruvato, por lo que
finalmente la glicolisis debe producir menos lactato para que haya mayor cantidad de piruvato
disponible de tal manera de satisfacer la mayor demanda de cada metabolito.

En dos estudios realizados en las lineas celulares hibridoma y BHK, se observo que la
mayor parte de la glucosa es metabolizada via glicolisis (96%) y en muy baja cantidad por la
via PPP (3,3%) v el ciclo del TCA (0,21%) (Fitzpatrick et al., 1993). En el caso de que las
células CHO siguieran este mismo patron de metabolismo de glucosa, se podria deducir que la
sobreexpresion de la enzima MDHII, si bien produce cambios directamente en el ciclo del
TCA, el mayor cambio se produciria en la glicolisis. Para verificar esto se deberian medir los
flujos de metabolitos en la glicélisis y en el ciclo del TCA, por ejemplo mediante una
cromatografia de alta resolucién (HPLC) y medir el C'* de la glucosa, para determinar su
distribucion en las vias.

El clon CHO PYC present6 una leve mejora en el valor de AL/AG, siendo un 5%
menor que el control. A pesar de esto, mostré un consumo total de glucosa notablemente
menor que el control. Esto es una caracteristica de las células que sobreexpresan el gen PCY?2.
Se ha visto que en células BHK que sobreexpresan este gen, el consumo de glucosa puede
disminuir en hasta un 30% (lrani et al., 1999). Con la sobreexpresion del gen PYC2 se busca
convertir el piruvato generado en la glicolisis en oxalacetato. Luego el oxalacetato seria
reducido a malato por la enzima cMDH, que por ultimo ingresaria a la mitocondria a traves de
la via malato-aspartato, para su incorporacion al ciclo del TCA. De los resultados obtenidos se
ve que la produccion de lactato no disminuyo como se esperaba. En otras lineas celulares
animales, la produccién de lactato disminuyé hasta en un 58% (lIrani et al., 1999). Esto podria
deberse a que la sobreexpresion de PYC2 tiene como resultado final la produccion de malato,
pero esto produciria una mayor acumulacién de malato en la mitocondria, el cual no podria ser
convertido a oxalacetato en el ciclo del TCA, ya que se ha visto que la enzima mMDH
produce un cuello de botella en el ciclo (Chong et al., 2010). Ademas la reaccién catalizada
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por esta enzima presenta una energia de Gibbs positiva (AG® = 7,1 kcal/mol) por lo que se ve
favorecida la produccion de malato (Nelson and Cox, 2008). Luego habria una mayor
acumulacién de malato lo cual no favoreceria a que la reaccion generara oxalacetato. Como la
velocidad del ciclo del TCA depende de la disponibilidad de oxalacetato, la actividad en el
ciclo se veria reducida. Esto ademas se puede corroborar con la menor densidad celular que
presentd este clon. Al no existir una mayor actividad en el ciclo del TCA, se genera menos
energia (ATP) y por ende menos produccion de biomasa. Otra consecuencia de la disminucion
en la actividad del ciclo del TCA es un menor flujo de acetil CoA. ElI complejo PDH es
inhibido por el acetil CoA (Nelson and Cox, 2008), por lo tanto al no haber una mayor
demanda de piruvato, este puede ser reducido a lactato.

Para comprobar el comportamiento del clon CHO PYC antes descrito, se podria medir
la concentracion de ATP, acetil CoA y oxalacetato para determinar si hay una menor actividad
en el ciclo del TCA mediante HPLC. También se deberia medir la concentracion de malato
para ver si efectivamente hay acumulacion.

Por ultimo, al comparar ambos clones, se ve que el clon CHO MDHII present6é una
mayor eficiencia energética, ya que probablemente se vio mejorada la actividad de la glicolisis
y la del ciclo del TCA. EI mayor nivel energético le permite a las células tener una mayor
produccién de biomasa (Chong et al., 2010). Esto se comprueba con las mayores densidades
celulares obtenidas en el clon MDHII que las obtenidas en el clon CHO PYC. Este
comportamiento se observd tanto en este experimento como en las curvas de crecimiento
realizadas para la seleccion de clones. Por otro lado, el menor consumo de glucosa en el clon
CHO PYC permitiria realizar cultivos con menores niveles de glucosa, lo que minimizaria la
produccién de lactato (Irani et al., 2002).

3.3.3 Produccion de amonio

En el Grafico 8 se muestra la concentracion de amonio medida en todos los puntos de
las curva de crecimiento y para todas las muestras. Las células CHO wild-type presentaron
mayor produccion de amonio que los clones CHO MDHII y CHO PYC. La produccion total
alcanzada por el control fue de 4,3 mM en el octavo dia y supera a la produccién del clon
CHO MDHII en un 34% y en un 72% al clon CHO PYC.
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Grafico 8. Comparacion de la concentracion de amonio. La barra roja corresponde al clon CHO MDHII, la barra
verde al clon CHO PYC y la barra azul al control CHO wild-type.

En la Tabla 13 se muestran las productividades especificas para cada muestra
calculadas en la fase exponencial de crecimiento. Se observa que el control present6 la mayor
productividad, superando a CHO MDHII en un 50% y a CHO PYC en un 75%.

Tabla 13. Productividad especifica de amonio en la fase exponencial de crecimiento.

0Amonio
Experimento (mmol/10° células/h)
CHO wild-type 0,042
CHO MDHII 0,028
CHO PYC 0,024

El amonio se produce por el consumo de glutamina, por lo que a mayor consumo de
glutamina aumenta la produccion de amonio. Como la glutamina también es una fuente
importante en la produccion de biomasa al igual que la glucosa (Fitzpatrick et al., 1993), se
esperaria que el consumo de glutamina fuera mayor en las células que presentan mayor
densidad celular. Como todos los experimentos fueron alimentados con la misma
concentracion de glutamina, la menor produccion de amonio se debi6 a la menor produccion
de biomasa y probablemente al menor consumo de glutamina. El clon CHO PYC presentd le
menor produccion total y especifica de amonio debido a que alcanzé la menor densidad
celular. Para verificar esto se debiera medir la concentracion de glutamina en el cultivo y
calcular el consumo especifico de glutamina y la produccién de amonio por glutamina
consumida.
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3.3.4 Produccion de anticuerpo 1gG

De la curva de crecimiento se tomaron dos muestras de sobrenadante por dia a las que
se le midio la concentracion de 1gG. Para la medicion se utilizaron dos diluciones, 1:128 y
1:256. La primera dilucién fue descartada, ya que las curvas de absorbancia en el tiempo se
saturaron. En el Grafico 9 se muestran las concentraciones obtenidas utilizando la dilucion
1:256. En el eje horizontal se indica el dia y a que muestra corresponde. Las células CHO
wild-type y el clon CHO PYC alcanzaron una concentracion maxima en el sexto dia (108
horas) donde el control se encontraba en la fase estacionaria, mientras que el clon comenzaba
la fase de muerte. La produccidn total de 1gG para el control fue de 17,5 pg/mL y para el clon
CHO PYC fue de 3,7 pg/mL. El clon CHO MDHII alcanz6 una concentracion méaxima al
quinto dia (85 horas) donde las células comenzaban a entrar en la fase estacionaria. La
produccion total de IgG fue de 4,7 pg/mL. Al comparar las producciones totales de IgG se
observa que el control super6 a los clones en un 73-78%. Por otro lado el clon CHO MDHII
superd en un 27% a la produccion del clon CHO PYC.
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Gréfico 9. Comparacion de la produccion de anticuerpo IgG. La barra roja corresponde al clon CHO MDHII, la
barra verde al clon CHO PYC y la barra azul al control CHO wild-type.

En la Tabla 14 se muestran las productividades especificas calculadas en la fase
exponencial de crecimiento. Al igual que en la concentracién total de 1gG, la productividad
especifica fue mayor en las células CHO wild-type superando a los clones en un 209-474%. El
clon CHO MDHII superé a CHO PYC en un 86%. La productividad maxima alcanzada por
todas las células fue en la fase exponencial de crecimiento, indicando en este caso que la
produccion de proteina recombinante esta asociada al crecimiento de las células.
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Tabla 14. Productividad especifica de 1gG obtenida en la fase exponencial de crecimiento.

Oige
Experimento (ng/10° cgélulas/h)
CHO wild-type 0,247
CHO MDHII 0,080
CHO PYC 0,043

Los resultados obtenidos difieren en gran medida de lo que se esperaba, ya que en la
seleccion de clones, las células CHO MDHII y CHO PYC mostraron productividades
superiores en un 194 y 200% respectivamente, sobre las células CHO wild-type. Existen
distintas razones que podrian explicar la disminucién de la produccion de IgG. La primera
tendria que ver con el plegamiento y ensamblaje de la proteina. Estas se realizan en el reticulo
endoplasmatico (RE) y son las etapas mas lentas y por ende limitantes, en la produccion de
proteina. Existen dos proteinas que participan en las funciones antes mencionadas. Una es la
proteina disulfuro isomerasa (PDI) que tiene como funcién formar los puentes disulfuro entre
las cadenas liviana y pesada. Los anticuerpos presentan entre 16 y 28 puentes disulfuro,
dependiendo del subtipo de inmunoglobulina. La segunda es la proteina de union de la cadena
pesada (BIP), encargada del plegamiento y ensamblaje de las proteinas nuevas. Esta se une
preferentemente a sitios hidrofobicos que solo son expuestos en las proteinas que han sido
recientemente sintetizas y que no han completado su proceso de plegamiento. Cualquier
cadena pesada nueva es retenida en el RE por la proteina BIP hasta que es correctamente
acoplada a otra cadena pesada y dos cadenas livianas. Las cadenas livianas se unen débilmente
a BIP, por lo que pueden ser secretadas en su forma libre. Este proceso resulta bastante
complejo y se ha demostrado que las células recombinantes, como las células CHO, no han
evolucionado para superar esto y por ende pueden ser limitantes en su capacidad de
produccion (Borth et al., 2005). Por lo tanto una de las razones por las que podria haber una
disminucion en la produccién de proteina, se deberia a que las cadenas livianas y pesadas no
fueron correctamente acopladas. En un estudio se midié la cantidad de PID en células CHO y
se observo gue el contenido intracelular es significativamente menor comparado con células
de hibridomas. Para superar este problema, las células CHO fueron transfectadas con PDI y
BIP en conjunto y aisladas. Los resultados obtenidos mostraron que la sobreexpresion sola de
BIP y en combinacion con PID, reduce la tasa especifica de secrecion de proteina, mientras
que la sobreexpresion de PID sola, aumenta la tasa de secrecién (Borth et al., 2005). Teniendo
en vista estos antecedentes, se podria medir la cantidad de cadena liviana, pesada, PID y BIP,
de tal manera de establecer si en este caso los clones presentan niveles altos de BIP y cadena
pesada, lo que indicaria que no hay acoplamiento de las cadenas y por ende no habria una
mayor produccién de 1gG. Debido a que esto solo ocurre en los clones y no en las células
CHO wild-type, podria ocurrir que la sobreexpresion de los genes MDHII y PYC2 afecte de
manera negativa el plegamiento y acoplamiento de la proteina recombinante. También existe
la posibilidad de que las células CHO wild-type, al igual como mostraron tener una mayor
densidad celular, hayan mejorado su productividad de 1gG.

La segunda razén se relaciona con la metodologia aplicada en el ensayo ELISA. Para
medir la concentracion de 1gG las muestras deben ser incubadas con un anticuerpo primario
gue reconoce un lugar especifico, constituido por los extremos de la cadena ligera y pesada.
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Luego se hace una segunda incubacion con un anticuerpo secundario que reconoce al primero
y que cumple la funciéon de amplificar la sefial. Entre cada incubacion se deben realizar
lavados de la placa de tal forma de eliminar el exceso de reactantes. En el ensayo realizado en
la seleccion de clones, los lavados se realizaron agregando el buffer de lavado con una
micropipeta multicanal. El lavado consiste en resuspender reiteradas veces el buffer y luego
descartarlo. Esta accion podria soltar el complejo formado, por lo que la sefial se veria
disminuida. De ser asi, los resultados obtenidos en la seleccidon estarian alterados lo que lleva a
una seleccion errbnea, ya que los clones que se descartaron por presentar bajas
productividades, puede que realmente hayan producido mayores cantidades de IgG que los
clones seleccionados.

Al comparar las productividades de IgG en ambos clones, se observa que el clon CHO
MDHII presentd mayor productividad que el clon CHO PYC. Esto es concordante con los
resultados previamente presentados y discutidos. EI clon CHO MDHII presenté una mayor
eficiencia energética, probablemente debida a una mayor actividad de la glicolisis y ciclo del
TCA, lo cual favorece la produccion de biomasa y proteina recombinante (Chong et al., 2010;
Zhou et al., 2011).

3.3.5 Tasas especificas de consumo y produccién

En la Tabla 15 se muestran las tasas especificas de consumo de glucosa, produccion de
lactato y el rendimiento de biomasa y anticuerpo 1gG por glucosa consumida en la fase
exponencial de crecimiento. Las células CHO wild-type presentaron un mayor rendimiento de
biomasa e IgG que ambos clones, lo que se pudo comprobar con la mayor densidad celular
(Grafico 5) y productividad de IgG (Tabla 14). A su vez el clon CHO MDHII super6 al clon
CHO PYC en un 30% en la produccion de biomasa y en un 106% en la produccion de 1gG.
Por otro lado, el clon CHO PYC present6 el mayor consumo de glucosa por célula, superando
al control en un 22% y al clon CHO MDHII en un 5%. El clon CHO MDHII mostré la menor
produccién de lactato por células siendo menor en un 5% que el control y en un 18% que el
clon CHO PYC.

Tabla 15. Tasas especificas de consumo de glucosa, produccion de lactato y rendimiento de biomasa e 1gG por glucosa
consumida en la fase exponencial de crecimiento.

: Jolc OLac 9Yl§iomasa/GIc YIgG/GIc
Experimento 1 o110%célulasi)  (mmol/10%célulasy (1O Ce'gl's)S’ mmol  g/mmol glc)
CHO wild-type 0.208 0,342 0,090 1357
CHO MDHII 0,240 0,324 0,079 0,399
CHO PYC 0,253 0,394 0,061 0,194

A pesar de que el rendimiento de biomasa e IgG fue mayor en las células CHO wild-
type, la eficiencia metabdlica fue menor. Esto se debe a que la glucosa consumida que no se
utilizé en la produccion de biomasa e IgG, fue transformada en lactato. Para el caso del clon
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CHO MDHII si bien consumio mayor cantidad de glucosa por célula e 1gG que el control,
obtuvo menor produccién de lactato por células, lo que se verifica con el menor valor de
AL/AG obtenido. Esto muestra que si bien este clon consumié méas glucosa por célula que el
control, esta no fue transformada en lactato ni tampoco en biomasa e 1gG, por lo tanto la
glucosa debié ser metabolizada para la formacion de otros metabolitos, como por ejemplo
alanina. Por otro lado, el clon CHO PYC fue el que méas glucosa consumio y lactato produjo
por célula y presento los menores rendimientos de biomasa e 1gG, sin embargo es el que
menor glucosa consumi6 globalmente (Grafico 6). Esto se explica por el hecho de que estas
células presentaron un menor periodo de fase exponencial, por lo tanto llegaron antes a la fase
estacionaria de crecimiento donde las células disminuyen considerablemente el consumo de
glucosa. Por lo tanto el valor de AL/AG obtenido por CHO PYC fue menor al control debido a
que el clon present6 una tasa de consumo de glucosa mayor que el control, luego la diferencia
entre la produccion de lactato y consumo de glucosa es menor en el clon, lo que permite
obtener un valor de AL/AG mas bajo (Wilkens et al., 2011).

3.4 Caracterizacion transcripcional de los clones seleccionados

3.4.1 Integridad y cuantificacion del RNA

El segundo objetivo de este trabajo, consiste en un analisis transcripcional de los genes
sobreexpresados. Primero se hizo la extraccion del RNA de las células CHO wild-type, CHO
MDHII y CHO PYC, en duplicado. Para verificar la integridad se corrié un gel de agarosa al
1%. En la Figura 9 se muestra una imagen del gel. Para evaluar la integridad del RNA extraido
se observaron las bandas correspondientes a los rRNA 28S y 18S.

1 2 3 4 5 6

28S
18S

Figura 9. Gel de agarosa al 1% post-extraccion de RNA. Carril 1: control 1, carril 2: control 2, carril 3: CHO PYC 1,
carril 4: CHO PYC 2; carril 5: CHO MDHII 1, carril 6: CHO MDHII 2. Las bandas que se observan al final del gel,
corresponden al dye.

En la Tabla 16 se muestra la concentracion y pureza del RNA extraido de las muestras.
La concentracion y pureza se obtuvo como se indica en metodologia seccion 2.2.5.2. El RNA
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total se obtuvo multiplicando la concentracion por el volumen de las muestras que fue de 50
ML.

Tabla 16. Concentracion y pureza del RNA extraido de las muestras. La letra C corresponde al control CHO wild-type,
la letra P al clon CHO PYCy la letra M al clon CHO MDHII.

Muestra Concentracion  Pureza’ RNA
(Hg/pl) total ()
C1 0,512 1,730 25,6
C2 0,920 2,396 46,0
P1 0,704 1,725 35,2
P2 1,272 2,038 63,6
M1 1,256 2,039 62,8
M2 0,616 2,852 30,8
C3 0,928 1,758 46,4

“Pureza: contaminacion de la muestras con sustancias organicas e inorganicas, como por ejemplo: fenol, cloroformo y
proteinas. Se determina con la relacion ABS ¢/ ABSg0.

Para evitar la amplificacion de secuencias inespecificas, las muestras de RNA se
sometieron a una digestion con DNasa para eliminar el DNA co-extraido. Se corrio
nuevamente un gel para verificar que durante el proceso el RNA no hubiera sido degradado.
En la Figura 10 se muestra la imagen del gel de agarosa al 1%. Al igual que en el gel anterior,
las muestras siguen el mismo orden. Se observa que el RNA sigue integro ya que aparecen las
bandas 28S y 18S. La intensidad de todas las bandas es menor, lo que indica una menor
concentracion. Esto es correcto ya que la digestion de RNA se hizo a partir de una solucion
con una concentracion de 0,2 pg/uL a diferencia del primer gel donde las muestras
presentaban concentraciones entre 1,3 y 0,5 pg/uL. La muestra CHO PYC 1 (carril 3) present6
bandas de menor intensidad lo que indica una menor concentracion. Si bien se destacan poco
en el gel, se puede apreciar la existencia de las bandas 28S y 18S, por lo que el RNA sigue
integro. Esto se comprobd al medir la concentracion de las muestra. En la Tabla 17 se aprecia
que efectivamente la muestra CHO PYC es la que menor concentracion presento.
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28S
18S

Figura 10. Gel de agarosa al 1% post-digestion de RNA con rDNase I. Carril 1: control 1, carril 2: control 2, carril 3:
CHO PYC 1, carril 4: CHO PYC 2; carril 5: CHO MDHII 1, carril 6: CHO MDHII 2.

El RNA total de la post-digestion se obtuvo multiplicando la concentracién por el
volumen de las muestras que fue de 50 puL. Al comparar la pureza del RNA antes y después de
la digestion, se vio que esta disminuy6 luego de la digestion.

Tabla 17. Concentracion y pureza del RNA digerido. La letra C corresponde al control CHO wild-type, la letra P al
clon CHO PYC Yy la letra M al clon CHO MDHII.

Muestra  Concentracion  Pureza RNA
(Mg/uL) total (1)

C1 0,258 1,593 12,9
C2 0,222 1,762 11,1
P1 0,084 1,448 4,2
P2 0,204 1,889 10,2
M1 0,140 1,842 7,0
M2 0,272 2,194 13,6

3.2.1 Disefo de partidores

Luego se procedid a realizar la sintesis de cDNA como se indica en metodologia
seccién 2.2.5.3. Por ultimo se hizo el disefio de los partidores para cada gen que se deseaba
medir. En la Tabla 18 se muestran las secuencias y parametros de los partidores disefiados.
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Tabla 18. Secuencias y parametros de los partidores utilizados en el qPCR.

Gen Especie Secuencia Largo Tm Largo
(b) (°C)  producto (pb)

Cdc42_ F CHO CCTCACACAGAAAGGCCTAAA 21 548 138
Cdc42 R CHO ACAACACCAGCTGTGCAGAA 20 574

PYC_F Sacc. Cer.  CTGGAAAAGGGACCATCTGA 20 543 127
PYC_R Sacc. Cer.  CCAAATCGTGGGTTCTGACT 20 55,0

PYC_F CHO GGCAAGACTCTGCACATCAA 20 555 121
PYC_R CHO TTGCCTGGGTGTCTTTAACC 20 553

MDHII_F CHO TTGACATCGTCAGAGCGAAC 20 550 151
MDHII_R CHO TGGTCTTGGGGAAAGTCAAC 20 55,0

3.2.1 Expresion transcripcional

En el Gréafico 10 se muestran los resultados obtenidos en el gPCR. Se midieron los
genes sobreexpresados MDHII y PYC2 ademas del gen PYC nativo de CHO. Los valores
fueron normalizados por la muestra control CHO wild-type. En el Anexo B.5 se encuentra una
tabla con los valores de Cp y los céalculos para la normalizacion de las muestras. En las
muestras CHO PYC el gen PYC2 mostr6 un aumento en la expresion de 1,38 veces. Los genes
PYC y MDHII mostraron una disminucion de la expresién de 0,89 y 0,95 veces
respectivamente. En las muestras CHO MDHII se vio un leve aumento de la expresion de los
genes PYC2 y MDHII de 1,15 y 1,10 veces respectivamente y el gen PYC mostré una
disminucion de la expresion de 0,92 veces.

Expresion nrmalizada

o o

1,6

L .
(ee] o N SN
1 1 1

o o
o

e (o]
1 1

CHO PYC CHO MDHII

uPYC
EPYC2
MDHII

Gréfico 10. Expresion relativa de los genes PYC, PYC2 y MDHII en los clones CHO PYC y CHO MDHII. Las barras
azules corresponden a la amplificacion del gen PYC_CHO, las barras rojas al gen PYC2_ Saccharomyces cerevisiae y
las barras verdes al gen MDHII_CHO. Los valores fueron normalizados por la expresion de los genes en las células

CHO wild-type.
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Para confirmar la especificidad de los partidores utilizados, se realizaron curvas de
melting para cada gen y para cada PCR. En las Figuras 11 a la 14 se muestran las curvas
obtenidas en el primer PCR. Las curvas obtenidas en el segundo PCR siguen el mismo
comportamiento, por lo que no se muestran. Ademés los controles de RNA y cDNA no
mostraron amplificacion, por lo que tampoco se muestran en los siguientes graficos. En la
Figura 11 y Figura 13 se observo un solo peak para todas las muestras, con una temperatura de
melting aproximada de 84,5°C lo cual indica la presencia de un producto de PCR especifico.
Por lo tanto se puede asumir que los partidores de los genes PYC y MDHII amplificaron la
misma secuencia en todas las muestras. En la Figura 14 se observan dos peaks, uno pequefio
de Tm igual a 80°C y otra grande de Tm 86°C. Debido a que todas las muestras presentaron
ambos peaks, es probable que el peak pequefio se deba a la formacion de dimeros de
partidores. El tamafo del peak indica la intensidad de la fluorescencia, por lo tanto como los
partidores son secuencias pequefias de 20 p se espera que presenten una menor fluorescencia
que los productos de PCR que presentan tamarios alrededor de 150 pb. Luego se puede asumir
que los partidores del gen Cdc42 (gen de referencia) también amplificaron una misma
secuencia para todas las muestras. El caso para el gen PYC2 es distinto, en la Figura 12 se
observa un peak grande con una Tm aproximada de 84,5°C y distintas irregularidades en las
muestras que no siguen un mismo patrén. Debido a que no existe un Gnico peak como en el
caso anterior, estos pueden no ser necesariamente dimeros de partidores. Por otro lado el peak
grande estaria indicando que si hubo un producto de PCR especifico y como las
irregularidades son pequefias en comparacion con el peak mayor, estos no debieran interferir
en gran medida en las mediciones obtenidas.
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Figura 11. Curva de melting para gen PYC.
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Figura 13. Curva de melting para gen MDHII.
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Figura 12. Curva de melting para gen PYC2.
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Figura 14. Curva de melting para gen Cdc42 (gen de
referencia).

3.2.2 Analisis estadistico de la expresion transcripcional

Se realizo un analisis estadistico de los datos normalizados mediante el test de Kruskal-
Wallis y el test de Dunn-Sidak. En el Anexo B.6 se encuentra el detalle de la aplicacion de los
test y los resultados obtenidos. Se prob6é comparando todas las muestras entre si (Anexo B.6,
Figura 15) y comparando solo los clones (Anexo B.6, Figura 16). En ambos casos los test
arrojaron que no existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos, es decir no
habria un aumento ni una disminucion significativa en la expresion de los genes medidos.
También se comparo solo la expresion del gen PYC2 y MDHII en las muestras CHO PYC y
en ese caso si se obtuvo una diferencia significativa (Anexo B.6, Figura 17). Sin embargo, este
resultado no debiera verse de manera aislada ya que lo importante es comparar la expresion
entre todas las muestras para ver si efectivamente los resultados son significativos.
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Este resultado era esperable debido a distintos factores. EI primero tiene que ver con el
método utilizado en la cuantificacion de la expresién transcripcional. Como se explicé en la
metodologia, seccion 2.2.5.5, se debe utilizar un gen de referencia para normalizar los datos de
la expresion de los genes. La normalizacion permite corregir la variacion entre las muestras,
debido a la diferencia en el nimero de células, integridad y/o cantidad de RNA o tratamientos
experimentales. El gen utilizado para la normalizacion debe expresarse de manera invariable
independientemente de las condiciones experimentales. Por lo mismo es necesario validar la
estabilidad de la expresion para los requerimientos especificos de cada experimento. En este
caso no se probd si el gen efectivamente no variaba al sobreexpresar los genes PYC2 y
MDHII, por lo que existe la posibilidad de que el gen de referencia seleccionado no fuera
estable para las condiciones de este experimento. Por otro lado, los datos fueron tratados
utilizando el método comparativo de los Cp. Este permite calcular el cambio de la expresion
de los genes como las veces de cambio entre la muestra desconocida y una muestra control.
Este método incluye una correccion para la eficiencia de amplificacion. Idealmente se espera
que en cada ciclo el material sea duplicado, pero en la practica esto no ocurre. Para ello se
debe medir, para cada muestra, la eficiencia de amplificacion. El programa calcula la
eficiencia a partir de una curva estandar que se hace con distintas diluciones de una muestra
conocida. El problema es que para cada PCR es necesario correr el gen de referencia y el
control para que las muestras puedan ser comparables, pero la cantidad de muestras que se
pueden correr por PCR son 32, por lo que no hay espacio para correr ademas una curva para
cada muestra. Esta a su vez, debe hacerse en cada PCR ya que depende mucho del pipeteo. Por
lo tanto los resultados obtenidos se hicieron suponiendo un factor de eficiencia igual a 2, lo
que puede implicar errores en los calculos obtenidos. Otro factor muy importante es la
concentracion de cDNA. Esta debe ser la misma para todas las muestras de tal forma que sean
comparables. A su vez esta depende de la cantidad de RNA a partir del cual se sintetizo el
cDNA. Como se explica en la seccion 2.2.5.3 en metodologia, el cDNA se hace a partir de 1
pug de RNA y es igual para todas las muestras. Sin embargo la concentracion de RNA se
calcula mediante la medicion de absorbancia en espectrofotometro. Este método presenta
errores en la medicién que no son despreciables, por lo tanto es muy probable que no todas las
muestras tengan la misma cantidad de cDNA. Por ultimo el método de PCR es muy sensible a
la persona que realiza el experimento, sobre todo por las variaciones en el pipeteo. Incluso la
técnica de pipeteo més cuidadosa puede tener un error de 1% (Wong and Medrano, 2005).

Si bien todas las razones descritas anteriormente son posibles causas de que las
muestras no mostraran diferencias significativas, estas se ven mas relacionadas con la
variacion en las mediciones, es decir con la varianza que presentan las muestras y que se
percibe al comparar los Cp de un gen para una misma muestra. Esto se observa sobre todo en
la medicion del gen PYC2. Este gen solo se sobreexpresa en las células CHO PYC, sin
embargo se vio que también amplifico para las células CHO wild-type y CHO MDHII. Esto
indicaria que los partidores de PYC2 se unirian a secuencias conservadas de PYC, ya que en la
curva de melting (Figura 12) se observa que hubo un producto especifico para todas las
muestras. Por lo tanto es probable que la amplificacion del gen PYC2 sea la amplificacion del
gen PYC en las células CHO wild-type y CHO MDHII, y en las células CHO PYC debe ser la
suma de la amplificacion de PYC2 y PYC. Para resolver este problema se disefiaron nuevos
partidores para PYC2 utilizando la herramienta Primer-Blast (NCBI). Los resultados
obtenidos mostraron una mayor variacion en los Cp para una misma muestra y la curva de
melting mostro diferentes peaks, lo que indico la amplificacion de distintas secuencias y no de
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un producto especifico. En el Anexo B.7 se muestra los resultados obtenidos. Por lo tanto se
puede inferir que este método no permite detectar la amplificacion del gen PYC2, primero
porque no es posible amplificar este gen aisladamente y segundo porque el método utilizado
requiere de una muestra control para normalizar los datos, que en este caso mostré resultados
erréneos, ya que el gen PYC2 no debiera amplificar en las células CHO wild-type.

En el caso de los genes PYC y MDHII, las razones de por qué no se encontraron
diferencias significativas no son las mismas que para PYC2. El método utilizado si permite
detectar la amplificacion de estos genes, ya que estos se encuentran presentes en todas las
muestras y es lo que se observo en los resultados. En las células CHO MDHII se observo un
leve aumento de la expresion del gen MDHII, lo que era esperable al sobreexpresar este gen,
sin embargo al comparar estadisticamente este resultado con los obtenidos en las otras
muestras, este no presentaria una sobreexpresion significativa. En las células eucariontes, la
transcripcion y la traduccion se realizan en compartimentos celulares diferentes. La
transcripcion se realiza en la membrana del nucleo de la célula y la traduccion se realiza en el
citoplasma. La separacion espacial y temporal de estos procesos permite que la regulacién de
la expresion génica sea mucho mas compleja (NCBI). Esto implica, que los niveles de
transcripcion no sean siempre directamente proporcionales al nivel de expresion de la proteina
(Korke et al., 2002). Por lo tanto, si bien no fue posible demostrar que hubiera una mayor
expresion del gen MDHII, esto no quiere decir que no haya una mayor produccion de la
enzima. Para demostrar esto habria que medir los niveles de la enzima MDHII en las células
CHO MDHII ya que como se establecio en la caracterizacién metabdlica, este clon si mostr6
una mayor eficiencia energética, la cual se deberia al aumento de la enzima MDHI|I.
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CAPITULO 1V. Conclusiones

Debido a la alta demanda de proteinas recombinantes por parte de las industrias
biofarmaceuticas se busca optimizar los cultivos celulares para obtener mayores tasas de
produccion. Mediante la utilizacion de ingenieria celular se ha logrado modificar el
metabolismo de las células para disminuir la produccion de metabolitos que inhiben el
crecimiento celular y la produccién de proteina. Estos apuntan al mejoramiento de lineas
celulares animales por su capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales. El
objetivo de este trabajo fue hacer una caracterizacion metabdlica y transcripcional de los genes
MDHII y PYC2 en la linea celular CHO productora de IgG.

Las curvas de crecimiento permitieron la comparacion de la produccion de biomasa. Si
bien en la seleccion, los clones CHO PYC y CHO MDHII mostraron mayores densidades
celulares que el control, en la caracterizacion de los clones seleccionados no fue posible
demostrar que los clones presentaran una mayor produccion de biomasa. Esto se debid a que el
control aumentd su produccion de biomasa considerablemente sin ninguna causa aparente.
Como los clones alcanzaron densidades similares a las obtenidas en la seleccién, se cree que la
linea celular CHO wild-type experimentd una mejora.

El estado metabolico fue caracterizado por el valor de AL/AG. Los resultados
permitieron demostrar que los clones CHO MDHII y CHO PYC presentan una disminucién
del valor de AL/AG en comparacion con el control. En el caso del clon CHO MDHII se obtuvo
una mayor eficiencia metabolica debido a la disminucion en la produccion de lactato. Esto se
deberia a un mayor flujo de carbonos desde la glicdlisis al ciclo del TCA. Por otro lado, el
clon CHO PYC mostr6 una leve mejora en el valor de AL/AG la que se debid principalmente a
que hubo una menor diferencia entre las tasas de produccion de lactato y consumo de glucosa,
que las obtenidas en el control. Se cree que el clon CHO PYC no mostré una mayor eficiencia
metabolica debido a que se generaria una acumulacién de malato que no podria ser procesada
por la enzima MDHII en el ciclo del TCA ya que estudios indican que existe un cuello de
botella en esta enzima.

Los célculos de productividad especifica de IgG demostraron que la produccion de
proteina recombinante esta asociada al crecimiento celular, ya que las tasas méaximas de
produccidn se obtuvieron en la fase de crecimiento exponencial. Esto fue consecuente con el
hecho de que las células CHO wild-type presentaron mayor productividad y rendimiento de
biomasa e 1gG, y que el clon CHO PYC presenté menor produccién y rendimiento de biomasa
e 1gG. Por otro lado, también se obtuvo mayor concentracién de amonio en las células con
mayor densidad y produccion de proteina, lo cual se deberia en teoria a un mayor consumo de
glutamina.

El analisis de la expresion transcripcional no permitié detectar diferencias en la
amplificacion de los genes MDHII y PYC2, principalmente debido a la variacion en los
resultados obtenidos para cada muestra y a que no fue posible amplificar un producto
especifico para el gen PYC2. Otra razon se deberia a que los niveles de transcripcion no son
siempre directamente proporcionales al nivel de expresion de la proteina.

43



Por dltimo se puede concluir que el clon CHO MDHII resultd ser mejor que el clon
CHO PYC, ya que presentd una mayor eficiencia metabolica debido a la menor produccion de
lactato y exhibié mayor produccion de biomasa e IgG.

3.2 Recomendaciones

Para comprobar los resultados e hipotesis formuladas, se debiera medir la
concentracion de los metabolitos de la glicdlisis y el ciclo del TCA, las enzimas mas
importantes como MDHII, PYC2, PDH, la concentracion de ATP y el consumo de glutamina.
También se aconseja medir la actividad de las enzimas antes mencionadas.

Para la medicién de IgG se aconseja hacer los lavados dando vuelta la placa para botar
el buffer en vez de resuspender con pipeta, para evitar que los complejos anticuerpo-antigeno
se despeguen. Ademas los buffers deben estar frescos, es decir, prepararlos en el mismo
momento en que se van a utilizar. Por otro lado, se debiera medir las concentraciones de
cadena liviana y pesada del anticuerpo 1gG para confirmar si efectivamente hubo un problema
de ensamblaje o simplemente no hubo produccion de la proteina.

En la medicion de amonio, las soluciones deben mantenerse en hielo al igual que la
placa donde se colocan las muestras, ya que la reaccion ocurre muy rapido y los valores
pueden dan fuera de la curva de calibracion.

Se deben buscar otros métodos para medir la expresion transcripcional. Por ejemplo la
utilizacion de sondas permitiria una deteccion mas especifica de los productos amplificados.
Para disminuir la varianza en la amplificacion para una misma muestra, se debiera utilizar otro
método o instrumento para medir la concentracion de RNA. Por un lado existe un colorante
fluorescente llamado RiboGreen® que al unirse a los &cidos nucleicos emite fluorescencia con
una intensidad mayor en varios 6rdenes de magnitud, que la forma no unida. Por otro lado
existen instrumentos especificos como el Agilent Bioanalyzer 2100 que permiten la
investigacion rapida y sensible de muestras de acido nucleico.

Por ultimo se debieran generar nuevo clones CHO MDHII y CHO PYC a partir de las
células CHO wild-type descritas en este trabajo, ya que mostraron tener una mayor produccion
de biomasa y proteina recombinante que las células control utilizadas en la seleccién de los
clones.
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Anexos

Anexo A. Metodologia

Anexo A.1. Composicion del medio de cultivo DMEM/F-12 (Gibco: Cat. No 12800-017/

Cat. No 21700-075)

Concentracion

Componentes (mg/L) (mM)
Aminoécidos

Glycine 18,75 0,250
L-Alanine 4,45 0,050
L-Arginine hydrochloride 147,489 0,699
L-Asparagine-H20 7,5 0,050
L-Aspartic acid 6,65 0,050
L-Cysteine hydrochloride-H20 35,288 0,201
L-Glutamic Acid 7,35 0,050
L-Glutamine 365 2,500
L-Histidine hydrochloride-H20 31,5 0,150
L-Isoleucine 54,52875 0,416
L-Leucine 59,081 0,451
L-Lysine hydrochloride 91,2255 0,499
L-Methionine 17,2244 0,116
L-Phenylalanine 35,49975 0,215
L-Proline 17,25 0,150
L-Serine 26,25 0,250
L-Threonine 53,431 0,449
L-Tryptophan 9,0168 0,044
L-Tyrosine disodium salt dihydrate 48,67875 0,216
L-Valine 52,8255 0,452
Vitaminas

Biotin 0,0036478 0,000
Cholinechloride 9,002 0,064
D-Calcium pantothenate 2,25144 0,005
Folic Acid 2,65041 0,006
i-Inositol 12,6 0,070
Niacinamide 2,018795 0,017
Pyridoxine hydrochloride 2,048773 0,010
Riboflavin 0,2177792 0,001
Thiamine hydrochloride 2,155115 0,006
Vitamin B12 0,697825 0,001
Sales Inorganicas

Calcium Chloride (CaCl,) (anhyd.) 116,4945 1,050
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Cupric sulfate (CuSQO4-5H,0) 0,00125 0,000
Ferric Nitrate (Fe(NO3);"9H,0) 0,050096 0,000
Ferric sulfate (FeSO4-7H,0) 0,417 0,002
Magnesium Chloride (anhydrous) 28,595 0,301
Magnesium Sulfate (MgSO,) (anhyd.) 48,84 0,407
Potassium Chloride (KCI) 311,625 4,155
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 2438,5 29,030
Sodium Chloride (NaCl) 6999,44 120,680
Sodium Phosphate dibasic (Na,HPQO,4) anhydrous 71 0,500
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-H,0) 62,514 0,453
Zinc sulfate (ZnS0,4-7H,0) 0,432 0,002
Otros Componentes

Ascorbic Acid 20 0,220
D-Glucose (Dextrose) 3150,9 17,505
Ethanolamine 0.1ml 1,700
Hypoxanthine Na 2,385 0,015
Linoleic Acid 0,042 0,000
Lipoic Acid 0,10506 0,001
Mercaptoethanol 16.7 ml 11,850
Penicillin G 59,3 0,170
Phenol Red 18,109538 0,048
Pluronic F68 g 200 200,000
Putrescine 2HCI 1,0805 0,007
Sodium Selenite 5 28,902
Streptomycin 100 68,601
Thymidine 0,34969 0,001
Methatrexate 0,090888 0,200

Anexo A.2. Descongelacion de células CHO

Para que la recuperacién de las células sea Optima es importante que el proceso
descongelacion sea rapido. Los crioviales, almacenados a -80°C, se colocan rapidamente en
bafio termoregulado durante 5 minutos o hasta que el contenido no presente hielo. Con una
pipeta de 1 mL, se saca lentamente el contenido del vial y se transfiere a una placa de 100 mm
0 75 cm? segin sea necesario. Luego las placas son incubadas en atmésfera controlada a 37°C,
5% CO,y 95%.

Anexo A.3. Pasaje de células

Cada cultivo en expansion no se debe dejar de incubar por més de tres dias sin cambiar
de medio ya que de lo contrario disminuye la viabilidad celular.

1. Sesaca todo el medio de cultivo de la placa y se guarda en tubo falcon de 15 mL.
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Se lava la placa 1-3 veces con 1-4 mL de PBS segun el tamafio de la placa.

Se agrega 0.5-1 mL de Tripsina de acuerdo al tamafio de la placa y se incuba a 37°C
por 5 minutos.

Se agrega el volumen necesario de medio de cultivo guardado, para detener la
reaccion. Se resuspende varias veces para despegar todas las células.

Se sacan 0.5 mL de muestra para medir concentracion celular.

Se transfiere todo el contenido de la placa a un tubo falcon de 15 mL y se centrifuga a
1.000 x g por 5 minutos.

Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en un volumen de medio tal que
la concentracién inicial del subcultivo se encuentre entre 0.15 y 0.20*10° células/mL.

Anexo A.4. Toma de muestras en curva de crecimiento

1.

w

o

Retirar el medio de la placa y anotar el volumen. Llenar 2 tubos de 1.5 0 2.0 mL de
medio y descartar el resto.

Lavar la placa con 1 mL de PBS.

Agregar 0.5 mL de tripsina e incubar a 37°C por 5 min.

Centrifugar los tubos del paso 1y luego traspasar 1 mL a otro tubo. Marcar el tubo con
la fecha, hora y tipo de células, y guardar a -20°C.

Agregar 1 mL de medio a la placa con tripsina para detener la reaccion.

Resuspender, guardar en tubo y medir volumen.

Contar células.

Anexo A.5. Determinacion de concentracion celular y viabilidad

Para determinar la viabilidad celular se emplea un método de exclusion celular

utilizando el colorante azul tripan. Las células vivas son impermeables al colorante y se
pueden observar brillantes al microscopio Optico, mientras que las células muertas son
permeables al azul de tripan, quedando tefiidas de azul.

1.
2.

Se prepara una solucion de azul tripan al 0.2% en PBS.

Se mezclan X pL de azul de tripan al 0.2% con Y pL de la muestra, obteniendo una
dilucion de Y:(X+Y).

Se colocan 20 pL de la mezcla en un hemocitémetro.

Se procede con el conteo de células vivas y muertas en los 8 campos del
hemocitometro.

La concentraciédn celular se determina segun la siguiente formula:

i dilucion
] = N células x ———x 10.000
N® campos

[células
mL
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El porcentaje de viabilidad celular se calcula con la siguiente formula:

o N2 células,y,as
Viabilidad = — . * 100
Ne@ células,jyqs + N célulasyertas

Anexo A.6. Determinacion de la concentracion de glucosa y lactato

Para medir la glucosa consumida y el lactato producido en el sobrenadante, se utiliza
el kit RANDOX GLUC-PAP para glucosa y LAC-PAP para lactato. En placas de 96 pocillos
se colocan 150 pL de buffer y 3 pL de muestra. Ademas se dejan pocillos para medir blanco
donde solo se agrega el buffer y otros para la muestra estandar donde se agrega el buffer mas
1.5 pL del estandar. Las muestras de glucosa fueron diluidas 1:2 y las muestras de lactato 1:8.
Para medir glucosa, las muestras se incuban a 37°C por 10 min y luego se lee la absorbancia a
500 nm en espectrofotdmetro de placa de 96 pocillos. Para medir lactato las muestras se
incuban a 37°C por 5 min y luego se lee la absorbancia a 550 nm. La concentracion se calcula
como se indica en las siguientes formulas.

Cuantificacién glucosa

mmol) _ AbSmuyestra

mmol)
l

Conc. glucosa ( * Conc.Santdard (

Ab Sstandard

Cuantificacién lactato

(mmOI) _ Amuestra

mmol
l ) i

* Santdard conc. ( ;

Astandard

Anexo A.7. Determinacion de la concentracion de Amonio

El método utilizado para cuantificar la concentracion de amonio se basa en la reaccién
de Berthelot. EI amonio reacciona con clorina libre para forma cloramina, la cual se condensa
con dos moléculas de fenol produciéndose indofenol (compuesto de color azul). Dado que el
fenol y el hipoclorito estan en exceso, la cantidad de indofenol es directamente proporcional a
la concentracion de amonio presente en la muestra. Para acelerar la reaccion entre amonio e
hipoclorito, disminuyendo el tiempo de incubacion, se agrega nitroferricianuro también
Ilamado nitroprusiato de sodio, [Fe(CN)sNQO] como catalizador.

El protocolo ha sido adaptado para trabajar en placas de 96 pocillos y cuantificar entre
0y 6 mM de amonio.

A. Preparacion de soluciones

1) Solucién acuosa de hipoclorito de sodio 33,3 mM y NaOH 562,5 mM.
2) Solucion acuosa de fenol 487,6 mM y nitroprusiato de sodio 1mM.
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3) Solucion acuosa 10 mM de NH,4CI.

B. Procedimiento

1. Se construye una curva de calibracion empleando como estandar diluciones de una
solucion de 10 mM de NH,", la que se prepara con NH4Cl y medio de cultivo. En la
Tabla 19 se muestra como se prepara cada punto.

Tabla 19. Preparacion de la curva de calibracion de amonio.

N° Concentracion Solucion 3 uL de Medio
mM [puL] de cultivo

1 0 0 6

2 0,5 0,3 57

3 1,0 0,6 54

4 15 0,9 51

5 2,0 1,2 4,8

6 3,0 18 4,2

7 4,0 2,4 3,6

8 6,0 3,6 2,4

2. La placa se ubica en un lugar frio, generalmente una caja de plumavit con friopacks,
para evitar la evaporacion de las muestras durante el llenado.

3. En cada pozo se adicionan 6 pL de muestra 6 estandar, luego 120 pL solucioén acuosa
de hipoclorito e hidroxido de sodio y finalmente 120 pL de soluciéon acuosa de fenol.

4. Se incuba por 10 minutos a 37 °C y luego se lee la absorbancia a 630 nm.

5. La concentracion de amonio de la muestra se determina interpolando el valor de su
absorbancia en la curva de calibrado realizada en la misma placa.

El error del método implementado es menor al 7%.

Anexo A.8. Determinacion de la concentracion de anticuerpo 1gG

Soluciones:

Soluciéon PBS 10x (1 L) Buffer de lavado (4L)
80 g NaCl 3,6 L H,O (Milli Q)
2 g KCI 400 ml Solucién PBS 10x
11,5 g Na;HPO4 7H,0 2 mL Tween 20 (0,05 %)
2 g KH,PO,
(pH = 7.3)
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Coating Buffer (1 L) Buffer TSTA (2L)

1,59 g Na,COs3 13,1 g Trisma HCI.

2,94 g NaHCO3 40 g de BSA fraction 5

0,2 g NaN3 16,52 g Nacl

pH 9,6 ajustar con HCI 1 ml de Tween 20
pHa74

Guardar a -20°C

Estandard:
Pierce (P131879) - 10mg ImmunoPure Human Gamma Globulin

Coating:
Sigma-Aldrich (13391)-1ML Anti-Human IgG (Fc specific)

Anticuerpo secundario:
Sigma-Aldrich (A2064), Monoclonal Anti-Human IgG—Alkaline Phosphatase

Protocolo

Diluir 6 pL de Anti-Fc en 6 mL de Coating Buffer.

Agregar 50 pL por pocillo e incubar toda la noche a oscuras a 4°C.

Lavar la placa una vez con 100 pL de Buffer de Lavado.

Agregar 200 pL por pocillo de Buffer TSTA e incubar 1 hr a 37°C.

Lavar la placa una vez con 100 pL de Buffer de Lavado.

Agregar 50 pL por pocillo de Buffer TSTA.

Preparar estandares transfiriendo la cantidad apropiada al siguiente pocillo, como se
muestra en la Tabla 20.

No akowdE

Tabla 20. Diluciones de la muestra estandar del ensayo ELISA. La concentracion con que comienza la solucion de 1gG
es de 11,3 mg/mL.

Identificados TSTA Muestra estdndar  Concentracion Dilucion

(mL) (uL)
Al/A2 15 15 113 pg/mL  1:100
B1/B2 15 15 1,13 pg/mL  1:100
C1/C2 0,91 500 400 ng/mL
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Vista de la placa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 200 200
ng/mL | ng/mL
B 100 |100
ng/mL | ng/mL
C 50 50
ng/mL | ng/mL
D 25 25
ng/mL | ng/mL
E 125 125
ng/mL | ng/mL
F |BCO. |BCO.
G |BCO. |BCO.
H|BCO. |BCO.
8. Agregar 50 uL de C1/C2 a los pocillos Al y A2, y diluir apropiadamente transfiriendo
50 uL al siguiente pocillo. No agregar a los pocillos BCO.
9. Agregar 50 uL de cada muestra a sus pocillos y diluir apropiadamente transfiriendo 50
uL al siguiente pocillo.
10. Incubar 1 hr a 37°C
11. Lavar la placa 3 veces, cada vez con 100 uL de Buffer de Lavado.
12. Diluir 6 uL del anticuerpo secundario en 6 mL de Buffer TSTA
13. Agregar 50 uL por pocillo e incubar 1 hr a 37°C.
14. Lavar la placa 3 veces, cada vez con 100 uL de Buffer de Lavado.
15. Mezclar 1 paquete dorado con uno plateado en 6 mL de agua Milli Q.
16. Agregar 50 puL por pocillo y leer absorbancia a 405 nm durante 15 minutos.
Anexo A.9. Extraccion de RNA
1. Soltar el pellet dando pequefios golpes al tubo. Agregar 600 pL de Buffer RLT a cada
muestra.
2. Pasar el lisado al menos 5 veces a través de una jeringa de 0,9 mm de diametro, libre
de RNasa.
3. Agregar 600 uL. de etanol al 70% (preparar con agua libre de RNasa) para
homogenizar el lisado y mezclar bien con pipeta.
4. Transferir hasta 700 uL de la muestra, incluyendo cualquier precipitado que se haya

formado, a una columna colocada en un tubo de 2 mL. Cerrar la tapa con cuidado y
centrifugar por 15 segundos a 8.000 g (10.000 rpm) a temperatura ambiente. Descartar
el Buffer que quedan en el tubo de 2 mL (no botar el tubo de 2 mL).
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Nota: si el volumen de la muestra excede los 700 uL, centrifugar alicuotas sucesivas en
la misma columna. Descartar el buffer en cada centrifugacion.
Agregar 700 pL de Buffer RW1 a la columna. Cerrar la tapa con cuidado y centrifugar

por 15 segundos a 8.000 g (10.000 rpm) a temperatura ambiente, para lavar la
membrana de la columna. Descartar el Buffer que quedan en el tubo de 2 mL (no botar
el tubo de 2 mL).

Agregar 500 uL de Buffer RPE a la columna. Cerrar la tapa con cuidado y centrifugar
por 15 segundos a 8.000 g (10.000 rpm) a temperatura ambiente, para lavar la
membrana de la columna. Descartar el Buffer que quedan en el tubo de 2 mL (no botar
el tubo de 2 mL). Repetir este paso nuevamente centrifugando a velocidad completa
por 1 min.

Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 mL. Agregar 50 uL de agua libre de
RNAsa directamente a la membrana de la columna. Cerrar la tapa y centrifugar por 1
min a 8.000 g (10.000 rpm) a temperatura ambiente, para eluir el RNA.

Anexo A.10. Electroforesis en gel de agarosa

Gel 1% Agarosa:

1.

w

8.

Pesar 0,5 g de agarosa. Agregar 50 ml de buffer TAE 1x con DEPC en frasco de tapa
azul rotulado Agarosa para RNA.

Calentar en microondas hasta diluir la agarosa.

Afiadir 5ul de bromuro de etidio.

Enfriar hasta 45°C y verter en camara. Colocar peineta con n° de dientes segun
cantidad de muestras.

Cubrir la camara con buffer TAE 1x con DEPC.

Cargar 5 pl de ladder 1kb en primer pocillo.

Cargar 1pl de buffer de carga 6x con 5 ul de muestra (depende de la cantidad de
RNA).

Se corre gel hasta que dye avance hasta la mitad a 40 V.

TAE con DEPC:

Para gel: Diluir 1 ml de TAE 50x en 49 ml de H20 con DEPC.
Para camara: diluir 4 ml de TAE 50x en 196 ml de H20O con DEPC (puede ser sin
DEPC).

Anexo A.11. Digestion con DNasa

Primero se calcula el volumen de RNA para obtener 10 pg. En la Tabla 21 se muestra

la cantidad de RNA para cada reaccion y la cantidad de agua necesaria para completar un
volumen de reaccion de 50 pL. Luego se agrega a cada muestra: 5 uL de DNase | Buffer y 1
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pL de rDNase I. Cada mix se prepara en tubos eppendorf de 0,2 mL estériles. Las muestras se
incuban a 37°C por 20 minutos. Luego se agrega 5 pL de DNase Inactivation Reagent a cada
muestra y se incuba a temperatura ambiente por 2 minutos, mezclando 2-3 veces durante el
tiempo de incubacion. Las muestras son centrifugadas a 10.000 x g por 1,5 minutos para que
el reactivo de inactivacion de la enzima se deposite en el fondo. La fase superior,
correspondiente al RNA digerido, se transfiere a tubos Eppendorf de 0,5 mL estériles.

Tabla 21. Volumen de RNA de cada muestra para obtener 10 pg y la cantidad de agua necesaria para completar un
volumen de reaccion de 50 pL.

Muestra RNA Agua
[ML] [uL]
Cl 18 26
C2 6 38
Pl 3 41
P2 8 36
M1 4 40
M2 16 28

Anexo A.12. Sintesis de cDNA

Primero se calcula el volumen de RNA para obtener 1 pg. En la Tabla 22 se muestra la
cantidad de RNA para cada reaccion y la cantidad de agua necesaria para completar un
volumen de reaccion de 13 pL. Ademas a cada muestra se agrega 1 pL de partidor. EI mix se
prepara en tubos Eppendorf de 0,2 mL.

Tabla 22. Volumen de RNA de cada muestra para obtener 1 pg y la cantidad de agua necesaria para completar un
volumen de reaccion de 13 pL.

Muestra  Concentracion RNA Agua
[Mg/ pL] [ML] [ML]
C1 0,258 3,9 8,1
C2 0,222 45 75
P1 0,084 11,9 0,1
P2 0,204 4,9 7.1
M1 0,140 7,1 4,9
M2 0,272 3,7 8,3

Se incuban los tubos con el mix a 65°C por 10 min para denaturar las estructuras
secundarias del RNA. Al finalizar la incubacion, las muestras se conservan en hielo. Se
prepara el mix para cada reaccion como se muestra en la Tabla 23 y se agregan 7 pL del mix a
cada tubo para completar un volumen final de 20 pL.
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Tabla 23. Preparacion del mix de sintesis de cDNA.

Componente 1X [uL]
Buffer 5x 4
Protector Inhibidor RNasa 0,5
Mix dNTPs 2
Enzima transcriptasa reversa 0,5
Volumen final 7

Se centrifuga las muestras brevemente para que el mix se deposite en el fondo. Se
colocan las muestras en el termociclador y se corre el siguiente programa: 60 minutos a 50°C y
5 minutos a 85°C. Al terminar la reaccion se colocan las muestras en hielo y luego se guardan
a -20°C.

Anexo A.13. Secuencias de los genes medidos en el PCR en tiempo real

e Secuencia nucleétidos gen MDHII_CHO (EGW01835)

AACAATGCTAAAGTAGCCGTGCTCGGAGCATCTGGGGGCATTGGGCAGCCCCTTTCCCTCCTCCTGAAGAACGCC
CCCTAGTGAGCCGCCTGACCCTCTACGATATTGCTCATACACCTGGTGTGGCGGCGGATCTGAGTCACATCGAGA
CCAGAGCAAATGTGAAAGGCTACCTCGGACCTGAGCAGCTGCCAGACTGCCTGAAAGGTTGTGATGTGGTGGTGA
TCCCAGCTGGAGTGCCCAGGAAGCCAGCTGAAGTTTTTAAGAAGCATGGAGTGTACAACCCCAACAAGATCTTCG
GTGTGACAACCCTTGACATCGTCAGAGCGAACACATTCGTGGCAGAGCTGAAGGGTTTGGATCCCTCTCGAGTCA
ATGTGCCTGTCATTGGTGGCCACGCTGGGAAGACCATCATCCCATTGATCTCTCAGTGTACCCCCAAGGTTGACT
TTCCCCAAGACCAGCTGACCGCACTCACCGGGAGAATCCAGGAGGCTGGCACGGAAGTCGTGAAGGCCAAGGCTG
GAGCAGGTTCTGCCACTCTGTCCATGGCTTACGCTGGAGCCCGTTTTGTCTTCTCCCTTGTGGACGCCATGAATG
GGAAGGAAGGTGTCGTTGAGTGTTCTTTTGTTCAGTCCAAAGAGACAGAGTGCACTTACTTCTCCACACCCTTGC
TGTTGGGGAAAAAAGGCCTGGAGAAGAACCTGGGCATTGGCAAAATCACTCCTTTTGAGGAGAAGATGATTGCCG
AGGCCATCCCTGAGCTAAAAGCCTCCATCAAGAAAGGCGAGGACTTTGTCAAGAACATGAAGTGA

e Secuencia nucledtidos de gen PYC_CHO (JF935145.1)

ATGCTGAAGTTCCAAACAGTTCGAGGGGGCCTGAGGCTCCTGGGTGTCCGCCGTTCCTCCTCTGCCCCAGTTGCC
TCCCCAAATGTCCGGCGCCTGGAGTACAAACCTATTAAGAAAGTCATGGTGGCCAACAGAGGTGAGATTGCCATC
CGAGTGTTTCGTGCTTGTACGGAGTTGGGCATCCGCACAGTGGCCGTCTACTCAGAGCAGGACACAGGCCAGATG
CATCGACAGAAAGCTGATGAAGCCTACCTTATTGGTCGTGGCTTGGCACCTGTGCAGGCCTACCTGCACATCCCA
GACATCATCAAGGTGGCCAAGGAGAATGGTGTAGATGCTGTGCACCCTGGCTATGGGTTCCTCTCAGAGCGAGCA
GACTTTGCTCAGGCCTGCCAGGATGCTGGAGTCCGGTTCATTGGGCCAAGTCCAGAGGTGGTCCGCAAGATGGGA
GACAAGGTGGAGGCCCGGGCCATTGCCATCGCTGCAGGTGTCCCAGTGGTCCCTGGCACTGATGCCCCCATCAAT
TCCCTGCATGAGGCCCATGAGTTCTCCAACACTTATGGCTTCCCCATTATCTTCAAGGCTGCCTACGGAGGTGGG
GGCCGTGGCATGAGGGTTGTGCACAGCTATGAGGAGCTGGAGGAGAATTACACCCGAGCCTACTCTGAGGCCTTG
GCAGCCTTCGGGAATGGGGCACTATTTGTGGAGAAGTTTATTGAGAAACCACGGCACATCGAGGTGCAGATCCTG
GGGGACCAATATGGGAACATCCTGCACTTGTATGAGCGTGACTGCTCCATCCAGCGACGGCACCAGAAGGTGGTA
GAGATTGCTCCTGCTGCCCACCTGGACCCCCAACTTCGTTCACGCCTCACCAGTGACTCTGTCAAACTTGCCAAG
CAGGTGGGATACGAGAACGCAGGCACTGTGGAGTTCCTGGTGGATAAGCATGGAAAGCACTACTTCATCGAGGTC
AATTCCCGCCTGCAGGTGGAGCACACGGTCACTGAGGAGATCACAGATGTAGATCTGGTCCATGCTCAGATCCAT
GTGTCTGAGGGCCGGAGCCTGCCTGACCTGGGCCTGAGGCAGGAGAACATCCGCATCAATGGCTGTGCCATTCAG
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TGTCGAGTCACCACTGAGGACCCTGCACGTAGCTTCCAGCCTGACACTGGCCGCATTGAGGTTTTCCGGAGT GGT
GAGGGCATGGGCATCCGCCTGGACAATGCCTCTGCCTTCCAAGGGGCTGTCATCTCACCCCACTATGATTCTCTG
CTTGTCAAAGTCATCGCCCATGGCAAAGACCACCCCACAGCTGCTACCAAGATGAGCAGAGCCCTGGCTGAGTTC
CGTGTCCGAGGGGTAAAGACCAACATCCCCTTCCTGCAGAACGTGCTCAACAACCAGCAGTTCCTAGCAGGCACT
GTGGATACCCAGTTCATCGATGAGAATCCTGAGCTGTTCCAGCTGCGGCCTGCACAGAACCGGGCCCAGAAGCTG
CTACATTACCTCGGACATGTCATGGTAAATGGCCCTACCACTCCAATCCCTGTCAAGGCCAGTCCCAGCCCTGTG
GACCCCGTTGTTCCTGCAGTACCTATAGGCCCACCCCCACCTGGCCAGGGACTGCTGCTGATGGACACAACCTTC
CGGGATGCCCACCAGTCACTACTGGCCACTCGAGTGCGCACACATGATCTCAAAAAGATTGCGCCCTATGTTGCC
CACAACTTCAACAAGCTCTTCAGCATGGAGAACTGGGGAGGGGCCACATTTGATGTTGCCATGCGCTTCTTATAT
GAGTGTCCCTGGAGGCGGCTGCAGGAGCTCCGGGAGCTCATCCCCAACATTCCGTTCCAGATGCTGCTTCGGGGG
GCCAATGCCGTGGGCTACACCAATTATCCTGACAATGTGGTCTTCAAGTTCTGTGAGGTGGCCAAGGAGAATGGT
ATGGACGTCTTCCGAATCTTTGACTCCCTCAACTACTTGCCAAACATGCTGCTGGGCATGGAAGCAGCAGGCAAT
GCTGGGGGCGTGGTGGAAGCTGCCATCTCGTATACTGGTGATGTAGCTGACCCCAGTCGCACAAAATACTCGCTG
GAGTACTACATGGGCTTGGCTGAAGAACTGGTGCGAGCTGGCACCCACATCCTATGCATTAAGGACATGGCCGGG
CTACTGAAGCCTGCAGCCTGCACCATGCTGGTCAGCTCCCTCCGCAACAGATTTCCTGACCTACCGCTGCACATC
CATACCCATGACACATCAGGGGCAGGTGTGGCAGCCATGCTGGCCTGTGCACAAGCTGGGGCTGATGTTGTGGAT
GTGGCAGTAGACTCCATGTCTGGGATGACTTCACAGCCCAGCATGGGTGCCCTGGTGGCTTGTACCAAAGGGACT
CCTCTGAACACAGAGGTGCCCCTGGAGCGTGTGTTTGACTACAGTGAATACTGGGAAGGGGCTCGGGGCCTGTAT
GCGGCCTTTGACTGCACGGCTACCATGAAGTCTGGCAACTCAGATGTGTATGAGAATGAGATCCCAGGGGGCCAG
TACACCAACCTACACTTCCAGGCCCACAGCATGGGGCTTGGCTCCAAGTTCAAGGAGGTCAAGAAGGCCTATGTG
GAGGCTAACCAGATGCTGGGGGACCTCATCAAGGTGACACCATCCTCCAAGATTGTGGGGGACCTGGCCCAGTTC
ATGGTGCAGAATGGGTTAAGCCGAGCAGAGGCTGAAGCTCAGGCAGAAGAGCTGTCCTTCCCTCGCTCTGTGGTG
GAATTCCTGCAGGGCTACATTGGAATTCCCCATGGAGGCTTCCCTGAGCCCTTCCGCTCTAAGGTGCTAAAGGAC
CTGCCAAGAGTAGAGGGGAGGCCTGGAGCCTCCCTTCCTCCCCTGAACCTGCAGGAGCTGGAGAAGGACCTGATT
GAGCGGCATGGGGAGGAGGTGACCCCAGAGGATGTCCTCTCTGCAGCCATGTACCCTGATGTCTTCTCCCAATTC
AAAGACTTCACAGCCACCTTCGGCCCACTGGACAGCCTCAATACCCGCCTCTTTCTTCAAGGACCCAAAATTGCA
GAGGAGTTTGAGGTGGAACTGGAACGGGGCAAGACTCTGCACATCAAAGCCCTGGCAGTGAGTGACCTGAATCGG
GCTGGCCAGAGGCAGGTTTTCTTTGAACTCAATGGGCAGCTTCGGTCCATTCTGGTTAAAGACACCCAGGCAATG
AAGGAGATGCACTTCCATCCCAAGGCTCTGAAGGATGTGAAGGGCCAGATTGGGGCCCCTATGCCTGGGAAGGTC
ATAGACATCAAGGTGGCGGCAGGAGACAAGGTGGTTAAGGGCCAGCCCCTCTGTGTTCTCAGTGCCATGAAGATG
GAGACTGTGGTGACCTCACCCATGGAGGGCACCATCCGCAAGGTTCACGTGACCAAGGACATGACACTGGAAGGC
GATGACCTCATCCTAGAGATTGAGTGA

« Secuencia de nucledtidos gen PYC2_Saccharomyces cerevisiae (U35647.1)

GATCTTTTTATGTACTACAGGAAGCAGAAACAAAATGAGATATCAATACCAGTGTAAATCTGTTAATGAGAATCA
TCACATTATCCCAGTTTTTTCCATGCAAGGGAAAAATATACTATACGACATTTCTATACTTTAATTATCAATTAA
GGTCATCTTTCTGTACGAAAACTAACCACGATTGTCACTAACGACGTGTCCCTTACCCGACGCAGCTGCTGATAG
CTACCGCACAGGCACAGCCAGCTCTTCTGTGATTGGCAGAGAGGGGTCCTTCCTGCGGAAGACGCCGCAAAGGCA
CATATGACTAACCTTTTTTTTTTCGCAATTAATTTTCTAATAGTTTTTCATTTTTTTTTTACAATTTTGGCAGTT
ACGTCTCGAGCTATTTATTATAAGAGTCAGAATTGGCGCAGGGAGTGTTAAGTAAGAAGTACTCCCCATCGGATA
TTTCCTATTGTGTTTCTGTGATTTTTAGTCCTTTTTTCTTTTCTCTTACTTTCGGTATCCTTACTTGATTACATA
CATAAACAAGCCCCTCTTTTCTTCCAAACTCTTGTAGCTTACTATCTGTGGCCCGTCATTTGAGTTTGATTTTTT
TGCCAATTACTATATTGCAAAATAAAGGACAGTTACTAGGAGAGAAAATAAGGGACATAGAGAACAAAATAAAAT
ATGAGCAGTAGCAAGAAATTGGCCGGTCTTAGGGACAATTTCAGTTTGCTCGGCGAAAAGAATAAGATCTTGGTC
GCCAATAGAGGTGAAATTCCGATTAGAATTTTTAGATCTGCTCATGAGCTGTCTATGAGAACCATCGCCATATAC
TCCCATGAGGACCGTCTTTCAATGCACAGGTTGAAGGCGGACGAAGCGTATGTTATCGGGGAGGAGGGCCAGTAT
ACACCTGTGGGTGCTTACTTGGCAATGGACGAGATCATCGAAATTGCAAAGAAGCATAAGGTGGATTTCATCCAT
CCAGGTTATGGGTTCTTGTCTGAAAATTCGGAATTTGCCGACAAAGTAGTGAAGGCCGGTATCACTTGGATCGGC
CCTCCAGCTGAAGTTATTGACTCTGTGGGTGACAAAGTCTCTGCCAGACACTTGGCAGCAAGAGCTAACGTTCCT
ACCGTTCCCGGTACTCCAGGACCTATCGAAACTGTGCAAGAGGCACTTGACTTCGTTAATGAATACGGCTACCCG
GTGATCATTAAGGCCGCCTTTGGTGGTGGTGGTAGAGGTATGAGAGTCGTTAGAGAAGGTGACGACGTGGCAGAT
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GCCTTTCAACGTGCTACCTCCGAAGCCCGTACTGCCTTCGGTAATGGTACCTGCTTTGTGGAAAGATTCTTGGAC
AAGCCAAAGCATATTGAAGTTCAATTGTTGGCTGATAACCACGGAAACGTGGTTCATCTTTTCGAAAGAGACTGT
TCTGTGCAAAGAAGACACCAAAAAGTTGTCGAAGTCGCTCCAGCAAAGACTTTGCCCCGTGAAGTTCGTGACGCT
ATTTTGACAGATGCTGTTAAATTAGCTAAGGTATGTGGTTACAGAAACGCAGGTACCGCCGAATTCTTGGTTGAC
AACCAAAACAGACACTATTTCATTGAAATTAATCCAAGAATTCAAGTGGAGCATACCATCACTGAAGAAATCACC
GGTATTGACATTGTTTCTGCCCAAATCCAGATTGCCGCAGGTGCCACTTTGACTCAACTAGGTCTATTACAGGAT
AAAATCACCACCCGTGGGTTTTCCATCCAATGTCGTATTACCACTGAAGATCCCTCTAAGAATTTCCAACCGGAT
ACCGGTCGCCTGGAGGTCTATCGTTCTGCCGGTGGTAATGGTGTGAGATTGGACGGTGGTAACGCTTATGCAGGT
GCTACTATCTCGCCTCACTACGACTCAATGCTGGTCAAATGTTCATGCTCTGGTTCTACTTATGAAATCGTCCGT
AGGAAGATGATTCGTGCCCTGATCGAATTCAGAATCAGAGGTGTTAAGACCAACATTCCCTTCCTATTGACTCTT
TTGACCAATCCAGTTTTTATTGAGGGTACATACTGGACGACTTTTATTGACGACACCCCACAACTGTTCCAAATG
GTATCGTCACAAAACAGAGCGCAAAAACTGTTACACTATTTGGCAGACTTGGCAGTTAACGGTTCTTCTATTAAG
GGTCAAATTGGCTTGCCAAAACTAAAATCAAATCCAAGTGTCCCCCATTTGCACGATGCTCAGGGCAATGTCATC
AACGTTACAAAGTCTGCACCACCATCCGGATGGAGACAAGTGCTACTGGAAAAGGGACCATCTGAATTTGCCAAG
CAAGTCAGACAGTTCAATGGTACTCTACTGATGGACACCACCTGGAGAGACGCTCATCAATCTCTACTTGCAACA
AGAGTCAGAACCCACGATTTGGCTACAATCGCTCCAACAACCGCACATGCCCTTGCAGGTGCTTTCGCTTTAGAA
TGTTGGGGTGGTGCTACATTCGACGTTGCAATGAGATTCTTGCATGAGGATCCATGGGAACGTCTGAGAAAATTA
AGATCTCTGGTGCCTAATATTCCATTCCAAATGTTATTACGTGGTGCCAACGGTGTGGCTTACTCTTCATTACCT
GACAATGCTATTGACCATTTTGTCAAGCAAGCCAAGGATAATGGTGTTGATATATTTAGAGTTTTTGATGCCTTG
AATGATTTAGAACAATTAAAAGTTGGTGTGAATGCTGTCAAGAAGGCCGGTGGTGTTGT CGAAGCTACTGTTTGT
TACTCTGGTGACATGCTTCAGCCAGGTAAGAAATACAACTTAGACTACTACCTAGAAGTTGTTGAAAAAATAGTT
CAAATGGGTACACATATCTTGGGTATTAAGGATATGGCAGGTACTATGAAACCGGCCGCTGCCAAATTATTAATT
GGCTCCCTAAGAACCAGATATCCGGATTTACCAATTCATGTTCACAGTCATGACTCCGCAGGTACTGCTGTTGCG
TCTATGACTGCATGTGCCCTAGCAGGTGCTGATGTTGTCGATGTAGCTATCAATTCAATGTCGGGCTTAACTTCC
CAACCATCAATTAATGCACTGTTGGCTTCATTAGAAGGTAACATTGATACTGGGATTAACGTTGAGCATGTTCGT
GAATTAGATGCATACTGGGCCGAAATGAGACTGTTGTATTCTTGTTTCGAGGCCGACTTGAAGGGACCAGATCCA
GAAGTTTACCAACATGAAATCCCAGGTGGTCAATTGACTAACTTGTTATTCCAAGCTCAACAACTGGGTCTTGGT
GAACAATGGGCTGAAACTAAAAGAGCTTACAGAGAAGCCAATTACCTACTGGGAGATATTGTTAAAGTTACCCCA
ACTTCTAAGGTTGTCGGTGATTTAGCTCAATTCATGGTTTCTAACAAACTGACTTCCGACGATATTAGACGTTTA
GCTAATTCTTTGGACTTTCCTGACTCTGTTATGGACTTTTTTGAAGGTTTAATTGGTCAACCATACGGTGGGTTC
CCAGAACCATTAAGATCTGATGTATTGAGAAACAAGAGAAGAAAGTTGACGTGCCGTCCAGGTTTAGAATTAGAA
CCATTTGATCTCGAAAAAATTAGAGAAGACTTGCAGAACAGATTCGGTGATATTGATGAATGCGATGTTGCTTCT
TACAATATGTATCCAAGGGTCTATGAAGATTTCCAAAAGATCAGAGAAACATACGGTGATTTATCAGTTCTACCA
ACCAAAAATTTCCTAGCACCAGCAGAACCTGATGAAGAAATCGAAGTCACCATCGAACAAGGTAAGACTTTGATT
ATCAAATTGCAAGCTGTTGGTGACTTAAATAAGAAAACTGGGCAAAGAGAAGTGTATTTTGAATTGAACGGTGAA
TTAAGAAAGATCAGAGTTGCAGACAAGTCACAAAACATACAATCTGTTGCTAAACCAAAGGCTGATGTCCACGAT
ACTCACCAAATCGGTGCACCAATGGCTGGTGTTATCATAGAAGTTAAAGTACATAAAGGGTCTTTGGTGAAAAAG
GGCGAATCGATTGCTGTTTTGAGTGCCATGAAAATGGAAATGGTTGTCTCTTCACCAGCAGATGGTCAAGTTAAA
GACGTTTTCATTAAGGATGGTGAAAGTGTTGACGCATCAGATTTGTTGGTTGTCCTAGAAGAAGAAACCCTACCC
CCATCCCAAAAAAAGTAATTTTTACTCGTTAATTATATTTTATGACATCTGAAAATACTAGCTGTACTATATATG
GCGTATATTTTATCTAGTTATGTTCCATGTATATTTAAA

e Secuencia nucledtidos de gen Cdc42_CHO (XM_003503632.1)

TGTCCGGCAGCCGAGGAGGCCCCGCGCAGTGCTGCCAACGCCCCGGCGGAGAAGCTGAGGTCACCATCTAATTTG
AAATATTAAAAGTGGATACAAAACTATTTCCACAATGCAGACAATTAAGTGTGTTGTTGTTGGTGATGGTGCTGT
TGGTAAAACATGTCTCCTGATATCCTATACAACAAACAAATTTCCATCGGAATATGTACCAACTGTTTTCGACAA
CTATGCAGTCACAGTTATGATTGGTGGAGAGCCATATACTCTTGGACTTTTTGATACTGCAGGGCAAGAGGATTA
TGACAGACTACGACCGCTGAGTTACCCACAAACAGACGTTTTCCTAGTATGTTTTTCAGTGGTCTCTCCATCCTC
ATTTGAAAATGTGAAAGAAAAGTGGGTGCCTGAGATAACTCACCACTGTCCAAAGACTCCTTTCTTGCTTGTTGG
GACCCAAATTGATCTCAGAGATGACCCCTCTACTATTGAGAAACTTGCCAAGAACAAACAGAAGCCTATCACTCC
AGAGACTGCTGAGAAGCTGGCCCGGGATCTGAAGGCTGTTAAGTATGTGGAGTGTTCCGCCCTCACACAGAAAGG
CCTAAAGAATGTGTTTGATGAAGCAATATTGGCTGCCCTGGAGCCTCCAGAACCGAAGAAGAGCCGCAGGTGTGT
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GCTGCTATGAACGCCTCTCCAGAGCCCTTTCTGCACAGCTGGTGTTGTCATCATACTAAAAGCAATGTTTAAATC
AAACTAAAGATTAAAAATTAAAATTGGTTTCTGCAATAATGACAAACGCCCTGCACCTACCCACATGCACTCACG
TGAGACAAGGCCCGTTGGTATGGCTCCCTCCTTGCCCTTCCAGTAATAGTTAATTTTGAATAATTGTGTATTGTC
TGAAAAGTGACGAGTGTTAGTTTTTGTTTCCTTGTTTAAAAAAAAAAAAAAAGATCCCACCAATCTTTTGTTTTG
TTTTGTTTTGTTTAAAAGCAAGGCA
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Anexo B. Resultados y Discusiones

Anexo B.1. Seleccion de Clones
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Grafico 11. Consumo de glucosa de los clones CHO Grafico 12. Producciéon de lactato de los clones CHO

MDHII.
roja al clon 3, la linea verde al clon 6 y la linea morada al
clon 8.

La linea azul corresponde al clon 1, la linea MDHII. La linea azul corresponde al clon 1, la linea roja

al clon 3, la linea verde al clon 6 y la linea morada al clon
8.
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Gréafico 13. Consumo de glucosa de los clones CHO
PYC. Lalinea azul corresponde al clon 7, la linea roja al
clon 12, la linea verde al clon 14 y la linea morada al clon
17.

Gréfico 14. Produccion de lactato de los clones CHO
PYC. La linea azul corresponde al clon 7, la linea roja al
clon 12, la linea verde al clon 14 y la linea morada al clon
17.
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Graéfico 15. Produccion total de IgG de los clones CHO Grafico 16. Produccién total de 1gG de los clones CHO
MDHII. La barra azul corresponde al clon 1, la barra roja PYC. La barra azul corresponde al clon 7, la barra roja al
al clon 3, la barra verde al clon 6, la barra morada al clon clon 12, la barra verde al clon 14, la barra morada al clon
8y la barra calipso al control CHO wild-type. 17y la barra calipso al control CHO wild-type.

Anexo B.2. Productividad especifica de Amonio

o

H

o
1

Productividad especifica de Amonio
(mmol/10%élulas/h)

11 21 22 31 32 41 42 51 52 6.1 62 7.1 7.2 81
N° de muestra

& CHO MDHIlI = CHOPYC uControl

Grafico 17. Comparacion de la productividad especifica de amonio. La barra roja corresponde al clon CHO MDHII,
la barra verde al clon CHO PYCy la barra azul al control CHO wild-type.
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Anexo B.3 Productividad especifica de anticuerpo 1gG
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Grafico 18. Comparacion de la productividad especifica de 1gG. La barra roja corresponde al clon CHO MDHII, la
barra verde al clon CHO PYC y la barra azul al control CHO wild-type.

Anexo B.4. Rendimientos de anticuerpo 1gG y biomasa
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Gréfico 19. Comparacion de la produccion de 1gG por glucosa consumida. La barra roja corresponde al clon CHO
MDHII, la barra verde al clon CHO PYC y la barra azul al control CHO wild-type.
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Gréfico 20. Comparacién de la produccion de biomasa por glucosa consumida. La barra roja corresponde al clon
CHO MDHII, la barra verde al clon CHO PYC y la barra azul al control CHO wild-type.
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Anexo B.5. Caracterizacion transcripcional de los clones seleccionados

Tabla 24. Datos y célculos obtenidos del gPCR 1.

Control 1 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
27,499 36,531 24,493 22,008 5,4815| 14,5135 2,4755 -0,043 -0,792 -0,119 1,030 1,731 1,086
27,585 38,115 24,731 22,027 5,5675| 16,0975 2,7135 0,043 0,792 0,119 0,971 0,578 0,921
Promedio 27,542 37,323 24,612 22,0175 5,5245| 15,3055 2,5945 0 0 0 1,000 1,155 1,003
DE 0,043 0,792 0,119 0,0095 0,043 0,792 0,119 0,043 0,792 0,119 0,0298 0,5770 0,0826
CHOPYC1 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
28,105 37,657 25,462 22,779 5,3075| 14,8595 2,6645 -0,217 -0,446 0,07 1,162 1,362 0,953
28,412 37,677 25,524 22,816 5,6145| 14,8795 2,7265 0,09 -0,436 0,132 0,940 1,353 0,913
Promedio 28,2585 37,667 25,493 22,7975 5,461 | 14,8695 2,6955| -0,0635 -0,441 0,101 1,051 1,358 0,933
DE 0,1535 0,01 0,031 0,0185 0,1535 0,01 0,031 0,1535 0,005 0,031 0,111 0,005 0,020
CHO MDHII 1 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
26,418 36,294 23,402 21,207 5,3935| 15,2695 2,3775 -0,131 -0,036 -0,217 1,095 1,025 1,162
26,59 35,877 23,582 20,842 5,5655| 14,8525 2,5575 0,041 -0,453 -0,037 0,972 1,369 1,026
Promedio 26,504 | 36,0855 23,492 21,0245 5,4795 15,061 2,4675 -0,045| -0,2445 -0,127 1,034 1,197 1,094
DE 0,086 0,2085 0,09 0,1825 0,086 0,2085 0,09 0,086 0,2085 0,09 0,062 0,172 0,068
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Tabla 25. Datos y calculos obtenidos del gPCR 2.

Control 2 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
27,751 37,258 24,633 22,042 5,7315| 15,2385 2,6135 0,185 0,2765 -0,046 0,880 0,826 1,032
27,381 36,705 24,725 21,997 5,3615| 14,6855 2,7055 -0,185| -0,2765 0,046 1,137 1,211 0,969
Promedio 27,566 | 36,9815 24,679 22,0195 5,5465 14,962 2,6595 0,000 0,000 0,000 1,008 1,018 1,001
DE 0,185 0,2765 0,046 0,0225 0,185 0,2765 0,046 0,185 0,2765 0,046 0,129 0,193 0,032
CHO PYC 2 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target 1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
26,757 35,247 23,458 20,689 5,991 14,481 2,692 0,4445 -0,481 0,0325 0,735 1,396 0,978
26,772 35,222 23,479 20,843 6,006 14,456 2,713 0,4595 -0,506 0,0535 0,727 1,420 0,964
Promedio 26,7645 | 35,2345| 23,4685 20,766 5,9985 | 14,4685 2,7025 0,452 | -0,4935 0,043 0,731 1,408 0,971
DE 0,0075 0,0125 0,0105 0,077 0,0075 0,0125 0,0105 0,0075 0,0125 0,0105 0,004 0,012 0,007
CHO MDHII 2 Cp ACq AACq Expresion relativa
Target1 |Target2 |Target3 |Reference |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3 |Targetl |Target2 |Target3
26,128 35,811 22,751 20,361 5,77 15,453 2,393 0,2235 0,491| -0,2665 0,856 0,712 1,203
26,294 34,486 22,965 20,355 5,936 14,128 2,607 0,3895 -0,834| -0,0525 0,763 1,783 1,037
Promedio 26,211 | 35,1485 22,858 20,358 5,853 | 14,7905 2,5 0,3065| -0,1715| -0,1595 0,810 1,247 1,120
DE 0,083 0,6625 0,107 0,003 0,083 0,6625 0,107 0,083 0,6625 0,107 0,047 0,536 0,083
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Anexo B.6. Analisis estadistico de los resultados obtenidos en el gPCR

Primero se aplicé el test estadistico ANOVA (analisis de varianzas) para determinar si
existen diferencias significativas en la expresion de los genes. Pero antes de aplicar el test fue
necesario ver si los datos cumplian con los siguientes requisitos (RODRIGUEZ Droguett, 2012):

e Laexpresion de los genes son independientes entre si.

e Ladistribucion de cada expresion sigue una distribucion Normal (Test de Shapiro-Wilk).

e La varianza de cada una de las distribuciones es la misma (homocedasticidad, Test de
Levene).

Los resultados preliminares arrojaron que los datos cumplian con los dos primeros requisitos,
pero no cumplieron el requisito de homocedasticidad. Por lo tanto se aplico el test no paramétrico
Kruskal-Wallis (andlogo a ANOVA) vy el test de Dunn-Sidak. Ambos test se aplicaron usando el
software MATLABe (Version 7.8.0.247 (R2009), 32 bits). Los resultados se muestran en las
siguientes figuras.
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Figura 15. Resultado del anélisis estadistico I. En la figura se compara la expresion de los tres genes: PYC (t-1), PYC2 (t-
2) y MDHII (t-3) en las tres muestras: CHO wild-type (Control), CHO PYC y CHO MDHII. No se observan diferencias
significativas en ningun grupo.
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Click on the group you want to test

T T T T T

CHO PYC t-1

0]

CHO PYC t-21 .

CHO PYC t-3 .

CHO MDHII t-1 .

CHO MDHII t-2 .

CHO MDHII t-3 .

1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
No groups have mean ranks significantly different from CHO PYC t-1

Figura 16. Resultado del analisis estadistico Il. En la figura se compara la expresion de los tres genes: PYC (t-1), PYC2 (t-
2) y MDHII (t-3) en los dos clones: CHO PYC y CHO MDHII. No se observan diferencias significativas en ningln grupo.
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Figura 17. Resultado del analisis estadistico I11. En la figura se compara la expresion de dos genes: PYC2 (t-2) y MDHI I

(t-3) en el clon CHO PYC. Se observan diferencias significativas en la expresion del gen PYC2 y MDHII en el clon CHO
PYC.
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Anexo B.7. gPCR con partidores especificos para la amplificacion de PYC2.
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Figura 18. Curvas de melting para el nuevo partidor del

Figura 19. Curvas de melting para el nuevo partidor del
gen PYC2enel gPCR 1.

gen PYC2 en gPCR 2.
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