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INTRODUCCION

La bioconjugacién con metoxi-polietilenglicol (MPEG), o pegilacién, puede corregir varios
inconvenientes asociados al uso terapéutico de proteinas recombinantes y de otros
biofarmacos (Gonzalez et al, 2013). Las drogas conjugadas a mPEG exhiben mejoras en
sus propiedades quimicas, bioquimicas y farmacolégicas y un comportamiento in vivo
mucho mas favorable (Goswami et al, 2013).

En la actualidad se encuentra en estudio clinico de fase Ill una versién pegilada de rha-Gal
producida en células de tabaco (PRX-102, PEGunigalsidasa alfa®), donde se emplea PEG
homo-bifuncional de 2 kDa en exceso (Kizhner et al, 2015), conduciendo a un bioconjugado
muy heterogéneo en el que las subunidades de la enzima se encuentran entrecruzadas de
forma covalente.

OBJETIVOS

Estudiar la conjugacion de rha-Gal producida en células CHO-K1 empleando mPEG
mono-funcional de elevado peso molecular, que no conduce al entrecruzamiento de las
subunidades enzimaticas.

Mejorar las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de dicha proteina, empleada en
Terapia de Reemplazo Enzimatico (TRE) para tratamiento de la enfermedad de Fabry, por
medio de la pegilacién.
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METODOLOGIA

En primer lugar, se determind por espectrofluorimetria la actividad enzimatica (AE) de la
enzima pura, la que se empled como producto de partida, obteniendo un valor de
1,01E+06 U.mg™ (Tabla 1, entrada 1). Luego se llevaron a cabo las reacciones de
PEGilacion con mPEG-NHS butirato de 30 kDa (mPEG-SBA), en PBS pH 8,0 a 25 °C, en
una relaciéon molar rha-Gal:lmPEG 1:10. Tanto la enzima como las reacciones de
conjugacion se evaluaron por SEC-HPLC con deteccion a 280 nm y por SDS-PAGE. Con el
objetivo de optimizar la reaccién de conjugacién se tomaron alicuotas a distintos tiempos y
se analizaron por SDS-PAGE (Figura 1). Ademas, se midié la AE remanente en el crudo de
reaccion, sin observar cambios en su valor (Tabla 1, entrada 2).

mPEG Tiempo de reaccion
KDa MM SBA rhaGal 2min  4min  6min  8min  10min  20min  30min
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Figura 2. SDS-PAGE con gel de acrilamida/bisacrilamida al 7,5 % (m/v) de los diferentes tiempos de
pegilacion de rha-Gal evaluados.

Tabla 1. Actividad enzimatica de las muestras de
rha-Gal antes y después de las reacciones de
conjugacion con mPEG.

Muestra Proteina | Actividad AE
Total (Uu.mL™) (U.mg™)
(mg/mL)
rhaGal pura 1,25 1,26E+06 1,01E+06
rhaGal conjugada®
1 6,32E+05 1,01E+06

*Tiempo de conjugacién: 20 min

En estas condiciones, se alcanz6 conversion completa de rha-Gal luego de 6 h de reaccién
a expensas de la formacién de un 60% de productos di-pegilados (figura 2 a). La formacién
de productos mono-pegilados, que otorgan homogeneidad al producto, alcanzd un maximo
del 40% luego de 20 min (figura 2 b). A partir de ese momento, s6lo se observo el
incremento de productos de sobre-pegilacion, por lo que se establecié como tiempo 6ptimo
un periodo de 20 min. Luego de la conjugacion, se comenz6 la puesta a punto de la
purificacién del conjugado. La optimizacién se bas6 en el uso de la metodologia empleada
para purificar rha-Gal a partir de sobrenadantes de cultivo (Rodriguez et al, 2017) teniendo
en cuenta los cambios esperados en las propiedades de la proteina, principalmente carga e
hidrofobicidad.
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Figura 2. Conjugacion de rha-Gal con mPEG-SBA de 30 KDa realizada a 25 °C en
buffer PBS pH 8,0 durante 6 horas.

En primer lugar, se realiz6 una cromatografia de intercambio aniénico (IEX), en la que se
logré separar la proteina libre y la fraccién conjugada del exceso de mPEG-SBA remanente
en el crudo de reaccion, que podria interferir en la siguiente etapa (Ramos de la Pefia et al,
2020). Como segundo paso de purificacion, se emple6 una resina de interaccion hidrofébica
(HIC), observandose un enriquecimiento de la proteina pegilada en relacién a la proteina no
pegilada en las primeras fracciones de elucion.

CONCLUSIONES

En las condiciones estudiadas, la conjugacion de rha-Gal con mPEG-SBA de 30 KDa
proporciond un rendimiento del producto mono-conjugado dentro del rango esperado de
acuerdo a la experiencia del grupo de trabajo y a la bibliografia. Si bien hasta el momento
aun no se han podido separar completamente ambas especies, estudios preliminares
indican que la AE de la proteina conjugada no diferiria con respecto al producto de
referencia ni a la version pegilada en evaluacién clinica, aunque exhibiria un caracter mas
homogéneo, lo que resulta una propiedad altamente deseable en un desarrollo de
tecnologia de pegilacion.
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