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RESUMEN

El andlisis de la N-glicosilaciéon de la eritropoyetina humana (EPOh) recombinante, expresada mediante transduccién
adenoviral de células epiteliales mamarias de una linea celular de cabra no transformada (linea GMGE; EPOh-
GMGE) y en la leche de cabra (EPOh-Lc), se realizé mediante separacién en HPLC en fase normal Amida-80 e
intercambio aniénico de los oligosacéridos liberados enzimdaticamente. Luego, estos oligosacdridos se marcaron
con el fluoréforo acido 4-aminobenzoico (4ABA) y su estructura se evalué por espectrometria de masas MALDI, ESI-
MS y LC/MS. Las estructuras de los N-glicanos mas abundantes de la EPOh-GMGE son de tipo multiantenarias
monosialiladas, fucosiladas en el nicleo y también en las antenas. La EPOh-Lc presenté N-glicanos poco ramificados
y fucosilados mayormente en el nicleo. La fraccién cargada mostré estructuras monosialiladas que contenian écido
sidlico en las formas N-Acetiladas y N-Glicoliladas en una relacién 1:1, principalmente enlazados 02,6 al extremo
no reductor de la cadena oligosacaridica, mientras que en la EPOh-GMGE solo se detectaron dcidos sidlicos terminales
en su forma N-Acetilada. Un hallazgo importante fue la presencia mayoritaria de N-glicanos biantenados con
motivos de lactosadiamina (GalNAc-GIcNAc) neutros o sialilados en la EPOh-Lc, a diferencia de la EPOh-GMGE
donde los N-glicanos con estos motivos resultaron minoritarios. Este tipo de terminal no reductor no ha sido
descrito en la EPOh expresada en células CHO, donde los glicanos muestran estructuras multiantenarias altamente
sialiladas. Estos hallazgos enfatizan la diferencia entre la poblacién de N-glicanos de una glicoproteina dada, en
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dependencia del tipo celular y el entorno en que esta se expresa.
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Introduccién

La produccioén de glicoproteinas recombinantes, con
aplicaciones biofarmacéuticas en la leche de animales
transgénicos, es cada vez mas difundida debido a los
bajos costos del proceso de produccion del farmaco.
En la leche de animales transgénicos se han expresado
varias proteinas, como la lactotransferrina humana en
raton [1] y vaca [2]; la alfa l-antitripsina [3] y el
inhibidor C1 [4] en conejo; antitrombina humana [5] y
el activador tisular del plasmindgeno en cabras [6, 7];
el factor VI humano [8] y la proteina C humana en
puercos [9]; y la eritropoyetina humana (EPOh) en
conejos [10] y puercos [11]. Sin embargo, la
funcionalidad y especificidad de la maquinaria de
glicosilacion de la glandula mamaria no estan
determinadas del todo, en comparacion con otras lineas
celulares. Recientemente nuestro grupo expreso la
EPOh en la leche de cabras no transgénicas (Capra
hircus), mediante transduccion adenoviral de células
epiteliales mamarias [12].

La EPOh es la hormona que regula la produccién de
eritrocitos mediante la estimulacion de la diferenciacion
de las células madres en la medula 6sea. Es una
glicoproteina que posee tres sitios potenciales de N-
glicosilacion, la Asn-24, Asn-38 y Asn-83, y un sitio
de O-glicosilacion en la Ser-126. La glicosilacion de la
EPOh es esencial para su actividad in vivo como
hormona [13]. La proteina no glicosilada tiene actividad
in vitro pero no actividad bioldgica in vivo [14]. Por
tanto, un sistema alternativo para la produccién de la
EPOh debe tener una maquinaria biosintética similar a
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la que poseen las células de ovario de hamster chino
(CHO), que es la que actualmente se usa para la
produccion de EPO recombinante. Esta linea celular
permite la sintesis de estructuras tetra-antenarias, que
garantizan una molécula bioldgicamente activa, ademas
de una adecuada vida media en sangre [15, 16].

La EPOh recombinante expresada en la leche de cabras
(EPOh-Lc) mostrd un menor peso molecular, abundantes
isoformas basicas y muy baja actividad hematopoyética
invivo, al ser comparada con su homéloga producida en
células CHO [17]. LaEPOh producida en la linea celular
epitelial mamaria de cabra GMGE (EPOh-GMGE),
mostré un patron de N-glicosilacion que difiere del
obtenido de suhomdloga expresada en la leche de cabras
y de la producida en células CHO (EPOh-CHO), con
fucosilacion en las antenas, bajo contenido de acido sialico
y una reducida actividad hematopoyética [18]. La baja
actividad hematopoyética, tanto de EPOh-GMGE y
EPOh-Lc, se atribuye a las diferencias de glicosilacion de
la EPOh producida en la linea celular CHO.

Resultados y discusién

N-glicosilacién de las células epiteliales
mamarias de cabra in vitro e in vivo:
eritropoyetina humana como modelo

Purificacién y caracterizacién preliminar

La EPOh-GMGE establecida y desarrollada en el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB),
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se purificé segun el procedimiento descrito por Toledo
y col. [19], que garantiza la recuperacion de mas del
90% de la poblacidn de glicoformas de la molécula. La
metodologia fue aplicada también para purificar la
EPOh-Lcy laEPOh-CHO, esta Ultima utilizada como
referencia (Figura 1A).

El ensayo de desglicosilacion con PNGasa F
mostr6é que la EPOh-CHO migro en electroforesis
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una
talla aproximada de 20 kDa, lo que se corresponde
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con la proteina N-desglicosilada, pero que mantiene
ocupada la Ser 126 como sitio de O-glicosilacion. Un
comportamiento similar se observé en la EPOh-
GMGE; sin embargo, la hormona expresada en leche
predomina la banda de 18 kDa que debe corresponder
a la proteina totalmente aglicosilada (Figura 1C).

El patron de isoformas de las tres moléculas se
compar6 mediante separacion por isoelectroenfoque
(IEF), y permitié conocer la distribucion de isoformas
acidas presentes en cada una de ellas (Figura 1B). La
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Figura 1. Variacién en la migracién electroforética y la composicién de isoformas de la EPOh expresada en células epiteliales
mamarias de cabra, in vitro e in vivo. A: SDS-PAGE al 12.5% tehida con azul de Comassie. Carriles: 1, EPOh-Lc; 2, EPOh-GMGE;
3, EPOh-CHO; 4, patrén de peso molecular. B: Isoelectroenfoque y subsiguiente inmunoidentificacién con el anticuerpo antEPO-
HRP de las muestras analizadas en A. La corrida se realizé en un gel prehidratado de poliacrilamina en gradiente de pH 2.5 a 5.0.
Carriles: 1, EPOh-Lc; 2, EPOh-GMGE; 3, EPOh-CHO. C: SDS-PAGE al 12.5% tefida con azul de Comassie. Carriles: 1,4y 7,
EPOh-CHO, EPOh-GMGE y EPOh-Lc, respectivamente; 2, 5y 8, EPOh-CHO, EPOh-GMGE y EPOh-Lc tratadas con sialidasa de
Salmonella typhimurium; 3, 6 y 9, EPOh-CHO, EPOh-GMGE y EPOh-Lc, tratadas con PNGasa F
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EPOh-GMGE mostré un patrén de isoformas acidas
similar al de la EPOh-CHO, aunque se pudo detectar
también una distribucion abundante de isoformas
menos acidas que no se observaron en la molécula de
referencia. En cambio, la EPOh-Lc mostré una mayor
proporcion de isoformas hacia pH neutro.

La desializacion con sialidasa de Salmonella
typhimurium evidenci6 un menor contenido de acido
sialico en EPOh-GMGE y menor ain en EPOh-Lc
(FiguralC), lo cual confirma los resultados de IEF
sobre una mayor proporcion de isoformas acidas en la
EPOh-CHO que en la EPOh-GMGE o la EPOh-Lc.

La determinacion de las diferentes especies y
contenido de acido sialico, mediante HPLC-C18 (rp-
C18) con deteccion de fluorescencia por derivatizacion
especifica de o-cetoacidos con 1,2-diamino-4,5-
metilén-dioxibenzeno, arroj6 una relacion 1:1 de acido
sidlico de las formas N-Glicoliladas y N-Acetiladas
(Neu5Gc: Neu5Ac) en la EPOh-Lc. Por el contrario,
laEPOh-GMGE, similar a la EPOh-CHO mayormente
presenta Neu5Ac (> 95%) [17, 18].

Adicionalmente, el anélisis mediante secuenciacion
por espectrometria de masas de la cadena peptidica de
la EPOh-Lc corrobor6 que las células epiteliales de la
glandula mamaria de cabras son capaces de sintetizar
correctamente la proteina, y mantener la formacion de
los enlaces disulfuro entre los residuos de Cys 7-161
y 29-33, y la ocupacion de los sitios potenciales de N-
glicosilacion de los residuos Asn 24, 38 y 83 [17]. Por
tanto, las diferencias en talla y patron de isoformas
observadas entre las tres moléculas de EPOh resultan
del procesamiento y modificacion de los N-glicanos
en el aparto de Golgi, al transitar por la via de secrecion.

Estudio de los oligosacdridos N-enlazados
a la EPOh expresada en células epiteliales
de gldndula mamaria de cabra

El estudio de las estructuras oligosacaridicas N-
enlazadas tanto a EPOh-GMGE como a EPOh-Lc se
realizé por desglicosilacién enziméatica con PNGasa
F y separacion en HPLC de fase normal en columna
Amida-80 de la mezcla total de N-glicanos,
derivatizados con el fluoréforo acido 4-aminobenzoico
(4ABA) (Figura 2). El fraccionamiento en HPLC-
DEAE y estudio por espectrometria de masas
MALDI, ESI y LC/MS [17, 18], permitié conocer
las estructuras mayormente presentes en cada mezcla.

Andlisis de las fracciones de N-glicanos
neutros y sialilados de EPOh-Lc

La separacion en HPLC-DEAE dio lugar a una
fraccion neutra y una cargada (monosialilada), que
se analizaron posteriormente por LC-ESI/MS. Se
observo una gran heterogeneidad de N-glicanos,
tanto en la fraccion neutra como en la monosialilada.
El N-glicano mayoritario de la fraccion neutra
correspondid a un ion de m/z = 1991.03 que se asignd
a una composicion relativa Hex;HexNAc,dHex, (Hex
= Hexosa, HexNAc = N-Acetil Hexosamina y dHex
= desoxi-Hexosa). La fragmentacién por colision
inducida (CID)-ESI-MS/MS del ién precursor
produjo iones fragmentos que permitieron deducir
la estructura del oligosacarido analizado como tipo
diantenario, con terminales no-reductores del tipo
GalNAc-GIcNAc ausentes en EPOh-CHO y muy
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Figura 2. Cromatogramas de la separacién en HPLC-Amida 80 (fase normal), de los oligosacaridos
presentes en la EPOh expresada en células epiteliales mamarias de cabra y derivatizados con el
fluoréforo 4ABA. Se muestra el perfil de la EPOh-CHO como referencia. A:EPOh-CHO; B:EPOh-GMGE;

C:EPOh-Lc

escasos en glicoproteinas humanas en general. El
compuesto mayoritario de la fraccion acidica
presenta una relacion similar al mayoritario neutro,
pero con un residuo de Neu5Gc (Hex;HexNAc
«dHex,Neu5Gc,). El correspondiente ion molecular
de masa m/z = 2298.11 generé iones fragmentos
tipicos de diantena fucosilada con terminales
GalNAc-GIcNAc, y monosialilado con una relacion
1:1 Neu5Gc:Neu5Ac. La composicién monosa-
caridica relativa de los N-glicanos de la EPO-Lc
cumple con la férmula general Hex; sHexNAc; sdHex;,.
.Neu5Gc/Ac, (Figura 3) [17].
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Figura 3. Representaciéon esquematica de los N-glicanos
neutros y cargados mds abundantes en EPOh-Lc. Posibles
estructuras biantenarias presentes en la mezcla de glicanos. En
la parte inferior, composicién relativa de monosacdridos en
términos de Hex, HexNAc, dHex, Neu5Ac y Neu5Gc
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Andlisis de las fracciones de N-glicanos
neutros y sialilados de EPOh-GMGE

El perfil obtenido en columna Amida-80 es altamente
complejo en las fracciones que eluyen a altos tiempos
de retencion, poco representados en los perfiles de
EPOh-CHO y EPOh-Lc. La presencia de acido sialico
fue descartada como principal factor que promueve
tal retencion en la columna, dado que el analisis de
monosacaridos indicd un contenido tres veces menor
que en la EPOh-CHO. EI andlisis de las estructuras
enlazadas a EPOh-GMGE fue similar al descrito para
EPOh-Lc.

Las estructuras neutras (ver Figura 4) mas
abundantes corresponden a la férmula general Hex-
HexNAcs-dHex, donde x = 0-4. Segun la relacion de
monosacaridos, este tipo de estructura pudiera
corresponder a una tetra-antena. Sin embargo, la
composicion monosacaridica de Hexs-HexNACce-
dHexx y Hexs-HexNAcs-dHex, sugiere ademas la
presencia de terminales GaINAc-GIcNAc en lugar
de la estructura clasica de tipo N-acetil-lactosamina
(Gal-GIcNAC). El estudio por MS/MS, en modo
negativo, de m/z = 1988.7 [M-H] confirma la
formula global HexsHexNAcsdHex, similar al
identificado en EPOh-Lc. Este oligosacarido se
corresponde con una diantena fucosilada en el niicleo
que presenta uniones del tipo GalNAc-GIcNAc en
el extremo no reductor. A diferencia de la EPOh-Lc,
esta estructura no resulté mayoritaria dentro de la
poblacion total de N-glicanos. Adicionalmente, la
combinacion Hexg-HexNAcs-dHex, pudiera estar
asociada con terminales Galo(1-3)Gal, que son
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altamente inmunogénicas en seres humanos. El
analisis de uno de los glicanos de la fraccion cargada
de m/z = 1609.9 [M-2H]?, de composicion relativa
HexsHexNAcsdHexsNeu5Ac,, indica la presencia de
estructuras tetra-antenarias fucosiladas en el nicleo
y en las antenas, ademas de monosialiladas en forma
de Neu5Ac. En esta estructura la fucosilacion de las
antenas ocurre en el residuo de GIcNAc y no en la
Gal terminal, lo que da lugar a epitopos del tipo
Lewis X y Sialil Lewis X. Este evento de
polifucosilacién no ha sido descrito para células
CHO. La composicién relativa de los N-glicanos de
la EPOh-GMGE cumple con la formula general Hexs.
sHexNAc,.sdHex;.sNeu5Ac, [18].

Los resultados hasta aqui, aunque de forma resumida
(Tabla 1), evidencian las diferencias substanciales de la
maquinaria de glicosilacion de las células epiteliales de
la glandula mamaria in vitro e in vivo.

El motivo lactosadiamina (GalNAc-GIcNAc) no
es comun en vertebrados; sin embargo, esta tanto en
la EPOh-Lc como en la EPOh-GMGE, pero en menor
proporcion en esta Gltima. Un elemento estructural
distintivo de las células GMGE es la polifucosilacion,
no descrita hasta el momento para proteinas
recombinantes expresadas en la leche de conejo, cabras
0 vacas ni en el sistema CHO. El bajo contenido de
acido sialico es comun tanto en células GMGE como
en leche; sin embargo, en GMGE predomina la forma
N-Acetilada, mientras que en la leche la forma N-
Glicolilada llega a ser el 50%. La presencia de N-
glicanos de proteinas recombinantes expresadas en
células epiteliales de la glandula mamaria de cabras
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Figura 4. Representacién esquematica de las posibles estructuras neutras presentes en EPOh-GMGE, deducida a partir de la
composicién de monosacdridos determinada por espectrometria de masas. Los simbolos utilizados son: GlcNAc, cuadrado relleno;
GalNAc, rombo relleno; Man, circulo; Gal, rombo; Fuc, rombo con un punto en su interior; enlace o, linea discontinua; enlace B,
linea continua; — , enlace 1-4 ; /, enlace 1-3; |, enlace 1-2, «<n» numero de residuos de Fuc, enlazados a la GlcNAc del nucleo

o de las antenas
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Tabla 1. Caracteristicas de la N-glicosilacion de la EPOh en células epiteliales de la glandula
mamaria in vitro e in vivo

Estructura EPOh-CHO EPOh-Lc EPOh-GMGE
Fuente Células CHO Leche de cabras Linea celular GMGE no
transformada de cabras
Numero de Tetratenarias, tetrasialiladas Diantenarias, monosialiladas . Di, T.” Y Tetrmenar‘lag
antenas polifucosiladas, monosialiladas

Contenido de

Promedio mayor de 10
mol/mol de proteina, mas de

Promedio de menos de 1 mol/mol
de proteina, en las formas Neu5Ac y

Promedio aproximado de 6
mol/mol de proteina, mas de

acido sidlico 95% en forma de Neu5Ac Neu5Gc relacion 1:1 95% en forma de Neu5Ac
Solo terminales tipo Galf1- Abundantes terminales fipo Abundantes terminales Gala1-
Neutras GalNAcB1-4GIcNAc- y Galp1-
4GlcNAc- 4(Fuc)GlcNAc-
4GlcNAc
Neu5Gc/Aco2-6GalNAcB1-
Cargadas Neu5Aca2-3Galp1-4 4GlcNAc- y Neu5Gc/Aca2-6Galp1- Neu5Aca2-6Galf1-4
GlcNACc- (Fuc)GlcNAc-
4GlcNAc-
con motivos Gala(1-3)Gal pudiera ser una limitante 25
para proteinas de interés farmacéutico por ser "
altamente inmunogénicos en seres humanos. Como 2 20
consecuencia, la glicoproteina mostraria una altisima 8
velocidad de eliminacién del torrente sanguineo. 2 15
©
. .z o . -
Determinacién de la actividad 8 0 -
hematopoyética de la EPOh expresada 0
en células epiteliales de la glandula mamaria g
de cabras in vivo e in vitro 2 57
La actividad hematopoyética de la EPOh-GMGE y o a ﬁ
la EPOh-Lc se compard con la de la EPOh-CHO,
utilizada como referencia. La EPOh-Lc result6 ser
L. . . CHO |GMGE| Leche CHO |GMGE| Leche
hematopo-yéticamente inactiva. La EPOh-GMGE,

con menor actividad que la EPOh-CHO pero mayor
que EPOh-Lc, mostré un incremento de la actividad
biolégica al aumentar la cantidad de hormona
inyectada (Figura 5). Este resultado se corresponde
con el contenido de acido sialico, pues es hien
conocido que los residuos de acido sialico realizan
una funcion determinante en la actividad hemato-
poyética de la hormona [13]. La presencia de acido
sidlico en el extremo no reductor de la cadena de
glicanos, previene el aclaramiento de la hormona
debido a su interaccion con receptores de manosa en
rifiones y de galactosa en higado, lo que explica las
diferencias entre las diferentes moléculas de EPOh
estudiadas.

Las variaciones del patron de glicosilacion de las
proteinas expresadas en la glandula mamaria in vitro e
in vivo estan por precisar, aunque se podrian relacionar
con un mecanismo de economia celular. Durante la
lactacion la glandula funciona como una biofabrica que
secreta una gran cantidad de proteinas al lumen de la
cisterna. Por este motivo se pudiera inferir que durante
la lactacion existe un mecanismo de regulacion de la
maquinaria de glicosilacion que incluye la bateria de
glicosiltransferasas y glicosidasas, que determinan la
estructura de los glicanos enlazados a la cadena
polipeptidica. Ademas de confirmar que la glicosilacion
es especifica del tipo de célula, estos resultados indican
que las variaciones del entorno provocan cambios
apreciables en el funcionamiento de la maquinaria de
glicosilacion para un mismo tipo de células.
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Figura 5. Actividad hematopoyética in vivo de la EPOh expresada en células epiteliales mamarias de
cabra in vitro e in vivo EPOh-GMGE y EPOh-Lc. La actividad biolégica se determiné como el
incremento en el numero de reticulocitos en ratones B6D2F1 inoculados con 2, 4y 6 ug de la
hormona. Después del cuarto dia, se contaron los reticulocitos. Se muestra la media y la desviacién

estandar de tres experimentos

Relevancia del estudio

Este trabajo aporta datos sobre las caracteristicas de la
N-glicosilacion de glicoproteinas expresadas en células
epiteliales de la glandula mamaria in vivo e in vitro, y da
a conocer las potencialidades y limitaciones que desde
el punto de vista de su maquinaria de glicosilacion tiene
la glandula mamaria para la expresion de moléculas
biolégicamente activas de interés farmacéutico. Por
primera vez se realiza el reporte de la N-glicosilacion de
una proteina modelo expresada en células epiteliales de
glandula mamaria de cabras, en cultivo celular y en leche.

La expresion de proteinas recombinantes en leche
de cabras es un sistema atractivo por los altisimos
niveles de expresion que se alcanzan (niveles sobre
los 2 g/L). Conocer las particularidades de su
maquinaria de glicosilacion, permite seleccionar
correctamente las glicoproteinas a expresar, sobre
todo aquellas en que la actividad bioldgica no esté
comprometida con un patrdn de glicosilacion de tipo
multiantenario y polisialilado.
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Todo esto posibilitaademas un disefio mas racional
de la modificacion genética de la maquinaria de
glicosilacion de la glandula mamaria de cabras, para
obtener una glicosilacion similar a la humana, que
garantice los requerimientos necesarios en cuanto a
estructura y funcion.

Conclusiones

El estudio de la N-glicosilacion de una glicoproteina
modelo expresada en células epiteliales de la glandula
mamaria de cabras en cultivo celular (linea celular) y en
el fluido (leche) de la glandula mamaria arrojo diferencias
sustanciales en el patron de glicosilacion, que pudieran
estar asociadas a un mecanismo de regulacion de las
glicosiltransfersas/glicosidasas durante la lactacion.
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El conocimiento de los eventos moleculares que
modulan el perfil de glicoformas de las glicoproteinas
que se expresan en la glandula mamaria, permite:

1. Decidir con mayor certeza si la glandula mamaria
es un biorreactor apropiado para la expresion de una
proteina, en particular si se conocen a priori los
requerimientos glicosidicos relacionados con su funcién
bioldgica.

2. Disefiar con mayor precision la manipulacion
genética necesaria de las enzimas glicosiltransferasas/
glicosidasas hacia un mayor grado de «humanizacions»
de la glandula mamaria, que garantice la actividad
bioldgica de las glicoproteinas recombinantes de uso
farmacéutico en humanos.
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