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INTRODUCCION

La terapia con proteinas recombinantes constituye una estrategia muy eficaz para el
tratamiento de enfermedades cronicas y deficiencias hereditables. Entre ellas se
destacan las citoquinas, hormonas, factores de crecimiento y los anticuerpos
monoclonales.

Las proteinas de uso terapéutico son en su mayoria proteinas practicamente idénticas
a las producidas de manera endégena por el organismo. Desarrollan un conjunto de
funciones especificas y complejas que no pueden ser realizadas por compuestos
guimicos simples. Al presentar una accion altamente especifica, el riesgo de que
interfieran con los procesos biolégicos normales y causen efectos adversos es
reducido. No obstante, han sido reportados numerosos casos de respuestas
inmunolégicas desarrolladas como consecuencia de la administracion de dichas
drogas, que pueden producir diversos efectos de variada complejidad y gravedad
segun las circunstancias (De Groot y col.,, 2007). Por este motivo las agencias
encargadas de regular la calidad y seguridad de estos productos, exigen el andlisis de
la inmunogenicidad entre sus requerimientos. Sin embargo, son escasos los centros
de investigacion en el mundo que se dedican a la determinacion de esta caracteristica
y al desarrollo de nuevas drogas con inmunogenicidad reducida. Mas aun, nuestro
pais carece de laboratorios especializados en la materia.

El Interferén alfa 2b (IFN-a2b) es una citoquina empleada para el tratamiento de la
Hepatitis B y C cronicas y algunos sub-tipos de céncer. Sin embargo, su uso esta
condicionado por su corta vida media en circulaciéon y la consecuente necesidad de
multiples dosis durante un periodo prolongado. Esta terapia ha generado en
numerosos casos un quiebre de la tolerancia inmunolégica a antigenos propios,
conduciendo asi a la produccion de anticuerpos anti-IFN-a y a una reduccion de la
eficacia del tratamiento (Nolte y col., 1996; Tovey y col., 2010).

Para evitar esto se han empleado diversas estrategias. Entre ellas, la glicoingenieria,
que ha permitido mejorar la estabilidad de las proteinas, su solubilidad, su actividad in
vivo, su farmacocinética, su vida media en suero, la velocidad de depuracion y su
inmunogenicidad (Ceaglio y col., 2008).

Por lo antes expuesto, en nuestro laboratorio se desarrollaron variantes
hiperglicosiladas del IFN-a2b recombinante humano provistas de sitios adicionales de
N-glicosilacion, designadas de la siguiente manera: IFN-2NM47/95, IFN-3NM47
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(ambas con 4 sitios adicionales de N-glicosilacion), IFN-3NM47/95 (con 5 sitios) e IFN-
3NM47 Nter (con 6 sitios). Dichas modificaciones otorgaron mejoras notables a la
proteina en comparacién con la molécula original, como ser una mayor vida media en
suero y una mejor relacion entre las actividades anti-viral y anti-proliferativa. Esto
permitiria reducir la dosis y frecuencia de administracion para alcanzar la ventana
terapéutica. Sin embargo, ningun estudio se ha llevado a cabo con el fin de analizar la
inmunogenicidad de estas variantes.

OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo se centra en el andlisis de la inmunogenicidad
de las versiones hiperglicosiladas del rhiF-a2b, mediante un protocolo ex vivo con
células mononucleares de sangre periférica humana.

METODOLOGIA
Produccion y purificacion de las proteinas de interés:

Los clones celulares CHO-K1, productores de las versiones hipeglicosiladas de IFN,
se cultivaron en frascos triples de 500 cm? Los sobrenadantes de cultivo se
cosecharon cada 48 hs y se conservaron a -20°C hasta su procesamiento. En cada
caso se colectaron diez cosechas y se acondicionaron de acuerdo a la solucion de
equilibrado de la columna. La purificacion se llevé a cabo a partir de un Unico paso de
cromatografia de inmunoafinidad empleando una resina de bromuro de ciandégeno
acoplada a un anticuerpo monoclonal (CA5E6). Las eluciones se colectaron y
analizaron mediante PAGE-SDS y espectrofotometria. Una vez evaluadas, se
diafiltraron en columnas Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units (Milipore) con el
propésito de concentrarlas y de realizar un cambio de buffer a PBS.

Andlisis de purezay concentracion

La concentracién y pureza de las proteinas se evaluaron mediante PAGE-SDS vy
HPLC-C4. La cromatografia se realizdé a temperatura ambiente, empleando un flujo de
1 mL/min. Se empled un columna C4 JapiterTM de 4,15 mL, rellena con particulas de
5 um de diametro y de un tamafio de poro de 300 A. El equilibrado se realizé con una
solucién acuosa de &cido trifluoroacético (TFA) al 0,1% (V/V) en acetonitrilo (ACN) al
20% (V/V). Se inyectaron 100 yL de muestra y se detectaron las proteinas a una
A=210 nm.

Analisis de lainmunogenicidad de las proteinas de interés

En general, el analisis de la inmunogenicidad de proteinas se realiza empleando
células mononucleares (CMN) de sangre periférica humana debido a que brindan una
visibn mas representativa de lo que ocurriria al administrar el producto en pacientes.
De esta manera, la proteina se incuba en un entorno que dispone tanto de células
presentadoras de antigenos como de linfocitos T y B, los cuales, a su vez, son
capaces de desarrollar una respuesta inmune detectable por diversos métodos. La
intensidad de dicha respuesta se determina mediante la cuantificacion de interferon
gamma (IFN-y) e interluquina 4 (IL-4), que caracterizan los perfiles Thl y Th2,
respectivamente. La técnica que se utiliza para determinar los niveles de estas
citoquinas en sobrenadante de cultivo es el enzimoinmunoensayo (ELISA) sandwich.

Sin embargo, IFN-a posee una fuerte actividad antiproliferativa que inhibe el desarrollo
de los clones de linfocitos T potencialmente reactivos, especialmente LT virgenes. Por



este motivo no se puede llevar a cabo el analisis de la inmunogenicidad de las
variantes hiperglicosiladas del IFN mediante la incubacion directa de éstas con CMN
de sangre periférica humana. Debido a esto, el protocolo abordado en el presente
trabajo consistio en la purificacion inicial de monocitos que fueron luego diferenciados
a células dendriticas inmaduras por medio de la incubacion con GM-CSF e IL-4.
Luego, estas células fueron incubadas con cada variante del IFN y maduradas con
TNF-alfa. Finalmente, las células dendriticas maduras se emplearon en ensayos de
linfoproliferacion de LT autélogos. Los sobrenadantes de cultivo se colectaron y
evaluaron en cuanto a la produccion de IFN-y e IL-4 (Wullner y col., 2010).

RESULTADOS
La determinacion de la concentracién de IFN en los sobrenadantes de cultivo se

realizé a través de un ELISA sandwich. El célculo se efectué mediante el ensayo de
rectas paralelas. Los resultados de cada variante se muestran a continuacion (tabla 1).

Variante IFN IFN 2NM47/95 IFN 3NM47 IFN 3NM47/95 IFN 3NM47 Nter

Concentracién
Promedio 270, 2 270,1 794,5 388,9
(ng/mL)

Tabla 1: Concentracién promedio de las variantes de IFN por mL de sobrenadante total.

Luego, se realizé la purificacion de las variantes presentes en los sobrenadantes de
cultivo por cromatografia de inmunoafinidad. Finalizado este proceso, se analizé la
eficiencia de la purificacion mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y con
tincion posterior con azul brillante de Coomasie (figuras 1y 2).
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Figura 1: Evaluacion de la presencia del Figura 2: Evaluacion de la presencia del
IFN-a en las eluciones obtenidas a partir IFN-a en las eluciones obtenidas a partir
de la cromatografia. Calles: 1- Marcador de la cromatografia de inmunoafinidad.
de tamafio molecular; 2-IFN no glicosilado; Calles: 1- Marcador de tamafio molecular;
3-IFN-4N; 5, 6 y 7- Eluciones 3,4y 5 de 2-IFN no glicosilado; 3-IFN-4N; 5, 6 y 7-
IFN 2NM47/95; 8, 9 y 10- Eluciones 3, 4y Eluciones 3, 4y 5 de IFN 3NM47; 8,9y
5 de IFN 3NM47 Nter. 10- Eluciones 4, 3y 5 de IFN 3NM47/95.

De la cromatografia de cada variante, se tomaron fracciones de flowthrough y de los
dos lavados realizados. Estas 2 fracciones, una fraccion de cosecha y los pools 1




(eluciones 3, 4, 5) y 2 (eluciones 6, 7 ,8) fueron cuantificados por ELISA sandwich. Se
muestran los valores obtenidos para la variante IFN 2NM47/95 en la tabla 2.

Cosecha | Flowthrough | Lavado1 | Lavado 2 | Pool 1 Pool 2
Concentracion

de IFN 356,70 0,20 5,82 1,83 3177,33 | 2032,24
(ng/mL)

Tabla 2: Concentracion de IFN 2NM47/95 en las diferentes fracciones obtenidas.

Se concentrd el pool 1 de cada variante mediante un proceso de didlisis, que permitié

ademas realizar el cambio de buffer a PBS.
El analisis cualitativo de la pureza de las variantes de interferén diafiltradas se realizé

mediante SDS-PAGE (figura 3) y HPLC-C4.
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Figura 3: Evaluacion de la pureza de las
variantes de IFN. Calles: 1- Marcador de
masa molecular; 2-1IFN no glicosilado; 3-
IFN-WT; 5- IFN-4N; 6- IFN 2NM47/95; 7-
IFN 3NM47; 8- IFN 3NM47/95; 9- INF
3NM47 Nter.

L

En la fig.3 es posible apreciar el retardo en el perfil migratorio de las variantes N-
glicosiladas de IFN en comparacion con el IFN no glicosilado (calle 2) y el IFN WT
(calle 3) que presenta una Unica O-glicosilacion.

Se estimé la concentraciéon de las variantes de IFN por absorbancia a A de 280 nm

(tabla 3).

Variante IFN IFN 2NM47/95 IFN 3NM47 IFN 3NM47/95 IFN 3NM47 Nter
Concentracion 257 4.60 343 4,48
(mg/mL)

Tabla 3: Concentracion de las variantes de IFN estimadas a partir de la lectura de absorbancia
a una A de 280 nm.

Ensayos en curso
Las proteinas producidas y purificadas presentan la calidad y cantidad apropiadas

para llevar a cabo el analisis de su inmunogenicidad. Dicho estudio se esta llevando a
cabo a través del protocolo antes descripto.
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