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2'5'A oligonucleétidos de adenosina unidos por enlace fosfodiéster en una
conformacion inusual 2°-5°

A absorbancia

A375 linea celular humana establecida a partir de melanoma maligno

ABAC Asociacién Banco Argentino de Células

AB actividad biolégica

ABE actividad bioldgica especifica

ABS Arthrobacter ureafaciens sialidasa

ACHN linea celular humana establecida a partir de adenocarcinoma renal

ACN acetonitrilo

ADN acido desoxirribonucleico

ADNCc acido desoxirribonucleico copia

ADNdc ADN doble cadena

Amp"” resistencia a ampicilina

ANOVA analisis de la varianza

ARN acido ribonucleico

ARNasa endorribonucleasa

ARNdc acido ribonucleico doble copia

ARNmM acido ribonucleico mensajero

ARNSsc ARN simple cadena

AS acido sialico

ATCC American Type Culture Collection

AUC area bajo la curva

Bcl-2 gen antiapoptotico

bFGF factor de crecimiento fibroblastico basico

BHK linea celular de hamster bebé establecida a partir de rifidn

BKF a-L-fucosidasa de rifién bovino

BSA seroalbumina bovina

BTG B-galactosidasa de testiculo bovino

Cél. células

C concentracion de IFN

Co concentracion de IFN en la muestra sembrada

CHO linea celular de hamster chino establecida a partir de ovario

CIA cromatografia de inmunoafinidad

Ci concentracion inicial de células sembradas

Cf concentracion final de células luego de la incubacion

Cien concentracion de IFN

CL clearance

CLapp clearance aparente

Crnax concentracion plasmatica maxima de la droga luego de su administracion

CMH complejo mayor de histocompatibilidad

CMV citomegalovirus

CO, dioxido de carbono
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col.
Cp
Ca
cs
csp
CSF-1
CTP

Ds
DHFR
Dai
D-MEM
DMSO
dNTPs
Dol-P
DSMZ

E. coli
EDTA
elF2
ELISA
EMA
EPO
ESAs
ES-PCR
F

Fc

FDA
Fig.

FIX

FSH

FT

Fuc
FVlla
FVII

Fw

gag

Gal
GalNAc
Glc
GlcNAc
GH
GTPAsa
GM-CSF

colaboradores

concentracion de la droga en plasma
concentracion de la droga en plasma a tiempos tardios
concentracion inicial de la droga en plasma
cantidad suficiente para

factor estimulante de colonias de tipo 1
carboxy-terminal peptide

cantidad de droga en el cuerpo

dihidrofolato reductasa

cantidad de droga en el tracto gastrointestinal
medio de Eagle modificado por Dulbecco
dimetilsulfoxido

desoxinucleétidos

lipido dolicol fosfato

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

dosis de droga administrada

coeficiente de extincion

Escherichia coli

acido etilendiamino tetraacético

factor de iniciacién de la transcripcion
enzimoinmunoensayo

European Medicines Agency

eritropoyetina

erythropoiesis-stimulating agents

extensién por solapamiento mediante PCR
fraccion de farmaco absorbida

fragmento constante de las inmunoglobulinas
Food and Drug Administration

figura

factor IX de la cascada de coagulacién sanguinea
hormona foliculo-estimulante

flowthrough

fucosa

factor Vlla de la cascada de coagulaciéon sanguinea
factor VIl de la cascada de coagulacion sanguinea
en sentido directo

proteina de la capside lentiviral

galactosa

N-acetilgalactosamina

glucosa

N-acetilglucosamina

hormona de crecimiento

enzima fosforilasa que hidroliza GTP

factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
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GS glutamina sintetasa

Ham’s F12 formula 12 de Ham

HBV virus de la hepatitis B

hCG gonadotropina coriénica humana

HCV virus de la hepatitis C

HEPA filtro para particulas de aire de alta eficiencia
HEK293 linea celular humana establecida a partir de rindn
hIFN interfer6n humano

HILIC cromatografia liquida de interaccién hidrofilica
HIV virus de la inmunodeficiencia humana

HMP estructuras de alta manosas fosforiladas

HPAEC-PAD cromatografia de intercambio aniénico de alta performance con deteccion de
pulso amperométrico

HPLC cromatografia liquida de alta performance
hTPO trombopoyetina humana

hTSH tirotropina humana

ICV integral de células viables

IEF isoelectroenfoque

IFN interferén

IFN-I interferon tipo |

IFNAR receptores de interferén

IFNAR-1 receptor de interferdn- subunidad 1
IFNAR-2 receptor de interfer6n- subunidad 2

Ig inmunoglobulina

IL interleuquina

IN integrasa

IRFs interferon regulatory factors

ISGs IFN-stimulated genes

ISGF3 interferon-stimulated gene factor 3

ISRE IFN stimulated response element

JAK-1 Janus kinase-1

JBH N-acetilhexosaminidasa de poroto de soja
Ka constante de velocidad de absorcion de primer orden
ke constante de eliminacion de primer orden
LacNAc extensiones lactosamina

LB medio de cultivo Luria-Bertani

LCC Laboratorio de Cultivos Celulares

LTRs long terminal repeats

LV lentivirus

A longitud de onda

Neu5Ac acido acetilneuraminico

Neu5Gc acido glicolilneuraminico

MeP manosa-6-fosfato

mAb anticuerpo monoclonal

Man manosa
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MDBK
MEM
MM
MMP-9
Mpl
MS
MSX
MTS
MTX
Mx
m/z
n/d
ND
N2
Neo
NESP
NF-kB
NIBSC
NK

NSO

OAS

OPD

ORI

OST
PAGE
PAMPs
pb

PBS

PC-3

PCR

PEG

PEI

pl

PKR

PMS
PNGAsa F

pol
PVDF
Op

R
RCLs
RE
Rev

R

linea de células bovinas Madin-Darbin derivada de rifdn
medio esencial minimo

masa molecular

metaloproteinasa de matriz-9

factor de crecimiento y desarrollo de megacariocitos
monosacarido

metionina sulfoximina
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfonil)-2H-tetrazolium)
metotrexato

proteina de resistencia a myxovirus

relacion masa/carga

no detectable

no determinado

nitrégeno

resistencia a neomicina

novel erythropoiesis stimulating protein

Factor de transcripcion nuclear kB

National Institute for Biological Standards and Control
células natural Killer

linea de células murinas derivadas de mieloma
2'-5"-oligoadenylate synthetase

o-fenilendiamina

origen de replicacién bacteriano

oligosacariltransferasa

electroforesis en gel de poliacrilamida
pathogen-associated molecular patterns

pares de bases

solucién salina de fosfatos

linea celular humana establecida a partir de un adenocarcinoma de préstata
reaccién en cadena de la polimerasa

polietilenglicol

polietilenimina

punto isoeléctrico

protein kinase R

metasulfato de fenazina
péptido-N4-(N-acetil-B-glucosaminil)asparagina amidasa
proteina polimerasa lentiviral

difluoruro de polivinilo

velocidad especifica de consumo o produccion de metabolitos
recuperacion

replication-competent lentivirus

reticulo endoplasmatico

proteina lentiviral Rev
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rFIXFc

rFVIIFc

rhIFN
RMCE
RRE
Rv
RSV
SC
SD
SDS
SFB
SIN
SN
SPF
SPNglico
STAT
SV40
1
t1/26lim
TAE
Tat
TBS
Td
TE
TFA
TLR
Tméx
TNF
TNFR
TR
tPA
TpC
TRAIL
Tris
TYK2
Tween 20
uG
UPLC
uv
VC
Vb
VEGF
VSV

proteina recombinante resultante de la fusién del FIX a la porciéon Fc de una

|gG1

proteina recombinante resultante de la fusién del FVIII a la porciéon Fc de una

IgG1

interferdn recombinante humano
recombinase mediated cassette exchange
Rev response element

en sentido reverso

virus del sarcoma de Rous
subcutanea

desviacién estandar

dodecilsulfato de sodio

suero fetal bovino

self-inactivated

sobrenadante de cultivo

specific patogen free

sitios potenciales de N-glicosilacién
signal transducer and activator of transcription
virus simico 40

tiempo

tiempo de vida media terminal
solucién de Tris-acetato-EDTA
transactivador viral

solucién de Tris

transduccion

solucion de Tris-EDTA

acido trifluoroacético

Toll like receptor

tiempo para alcanzar la Cmax

factor de necrosis tumoral

receptor del factor de necrosis tumoral
transcriptasa reversa
activador del plasminégeno tisular
extremo C-terminal de la hTPO
TNF-related apoptosis-inducing ligand
Tris-(hidroximetil)-aminoetano
tyrosine kinase-2

polisorbato 20

unidades de glucosa

cromatografia liquida de ultra performance
ultravioleta

volimenes de columna
volumen de distribucion

factor de crecimiento del endotelio vascular
virus de la estomatitis vesicular
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WAX
wb
wi

X

Xum
Xt
Xy

CODIGO DE UNA Y TRES LETRAS PARA AMINOACIDOS

cromatografia de intercambio anidnico débil

western blot

wild type

concentracion de células
concentracion de células muertas
concentracion de células totales
concentracion de células vivas

Alanina
Arginina
Asparagina
Aspértico
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Tirosina
Treonina

- < TZZXF-C T ITOMOGmTMOOZI >

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Phe
Gly
Glu
GIn
His
lle
Leu
Lys
Met
Pro
Tyr
Thr

Xii



Unidades

UNIDADES
cm

mm

um

nm

cm?

kg
g
mg
Hg
ng

|

mi
pl

h
min

mM
UM
nmol

pmol
ul

kDa
rom

% (V/V)
% (P/V)

]

centimetro
milimetro
micrémetro
nanémetro
centimetro cuadrado
kilogramo
gramo
miligramo
microgramo
nanogramo
litro

mililitro
microlitro
hora
minuto
segundo
molar
milimolar
micromolar
nanomol
Ohm
picomol
unidades

unidades internacionales

kilodalton

revoluciones por minuto

voltio
vatio

mililitros de solvente en 100 ml de solucién
gramos de soluto en 100 ml de solucién

amperio
grado Celsius
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Resumen

RESUMEN

La produccién de proteinas recombinantes de uso terapéutico es llevada a cabo
principalmente mediante el empleo de células CHO-K1. Sin embargo, las células HEK293
constituyen un huésped de interés debido a la capacidad de las primeras de producir
glicanos con determinantes antigénicos para humanos y la propiedad de las segundas de
resultar beneficiosas para lograr una éptima actividad biolégica del producto final. Ambas
lineas celulares han permitido llevar a cabo con éxito la produccion de nuevos
bioterapéuticos y su aprobacién por parte de los organismos regulatorios para su empleo en
salud humana.

El hIFN-a2b constituye una citoquina de gran interés para la industria farmacéutica
ya que puede ser empleada como agente antiviral y antitumoral. La principal desventaja
asociada al empleo de esta proteina como agente terapéutico se basa en que posee un
tiempo de vida media plasmatica muy corto por lo que se requieren dosis elevadas y
frecuentes para alcanzar el efecto terapéutico deseado, resultando en la aparicion de
efectos adversos. Por este motivo, se han desarrollado numerosas estrategias que han
permitido mejorar las propiedades farmacocinéticas del hIFN-a2b, tal es el caso de la
glicoingenieria, que condujo a la obtencién de una variante hiperglicosilada, denominada
IFN4N.

En el presente trabajo de tesis se llevé a cabo la generacion de lineas y clones
celulares recombinantes de células CHO-K1 y HEK293 productores de IFN4N, mediante el
empleo de la tecnologia de vectores lentivirales de tercera generacion para la transferencia
de material genético a la célula huésped. Los resultados demostraron las ventajas de este
sistema sobre las metodologias tradicionales de transfeccion. Posteriormente, el IFN4Ngo €
IFN4Npek fueron producidos en condiciones de adherencia y purificados mediante
cromatografia de inmunoafinidad (CIA).

La caracterizacion fisicoquimica de ambas moléculas evidencié que el IFN4Ngho
present6 una masa molecular aparente superior respecto del IFN4Npex y un mayor
contenido de isoformas &cidas. En el contexto de la caracterizacion glicosidica se observo
que la variante producida en células CHO posee N-glicanos altamente ramificados con un
mayor contenido de acido sialico respecto de la molécula obtenida a partir de células HEK.
Ensayos de HILIC-UPLC seguidos de espectrometria de masas revelaron que la variante
IFN4N derivada de células humanas posee N-glicanos truncos o simples, entre los cuales se
detect6 la presencia de GIcNAc bisectante, mientras que en la variante proveniente de
células de hamster predominaron estructuras bi-, tri-, y tetraantenarias con extensiones

LacNAc completamente sialiladas.
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Resumen

Estudios de farmacocinética revelaron la existencia de diferencias significativas so6lo
en los valores de concentracion plasmatica maxima y el tiempo requerido para alcanzarla,
mientras que la velocidad de depuracion y el tiempo de vida media plasmatica no
demostraron diferencias estadisticas.

Si bien ensayos de actividad biolégica antiviral in vitro demostraron similitud entre el
IFN4Ncro e IFN4Npek, la actividad antiproliferativa especifica (ABE) in vitro resulté dos
veces superior para la variante obtenida a partir de células HEK. El analisis de la actividad
biolégica antitumoral in vivo permiti6 confirmar los resultados obtenidos in vitro,
demostrando asi la mayor potencia antitumoral del IFN4Nex.

Como parte de este trabajo de tesis también se llevd a cabo la generacion de nuevas
muteinas hiperglicosiladas del hIFN-a2b, con el objetivo de optimizar la molécula del IFN4N
desde el punto de vista de su grado de glicosilacién y, en consecuencia, de su
farmacocinética, asi como también de su actividad biol6gica antiproliferativa in vitro. Las
estrategias propuestas involucraron la introduccion de nuevos sitios potenciales para
N-glicosilacion, la restauracion de la modificacion R23N (involucrada en el descenso de la
ABE antiproliferativa del IFN4N) y la fusion del péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal
de la secuencia de la proteina. Las nuevas muteinas fueron producidas a partir de clones
recombinantes de células CHO-K1 generados mediante transduccién con particulas
lentivirales de tercera generacion. Una vez purificadas mediante CIA, las nuevas muteinas
fueron caracterizadas.

El estudio de las nuevas moléculas permitié observar que el grado de glicosilacion de
las mismas se increment6 conforme aumenté el numero de sitios potenciales para
N-glicosilacion. Si bien las variantes 4N evidenciaron una masa molecular aparente y un
contenido de acido sidlico similar al observado para el IFN4N (IFN3NM47 e IFN2NM47/95),
las muteinas 5N (IFN4NM47, IFN3NM47/95) y 6N (IFN4NMutNter e IFN3N47MutNter)
presentaron un notable incremento en las mismas. Esto se tradujo en un aumento del
tiempo de vida media plasmatica y una disminucién de la velocidad de depuracion.

Las variantes carentes de la modificacion R23N (IFN3NM47, IFN2NM47/95,
IFN3N47MutNter e IFN3NM47/95) evidenciaron valores de ABE antiproliferativa in vitro
superiores respecto del IFN4N. Mientras que las muteinas IFN4ANM47 e IFN4NMutNter, que
conservaron dicha mutacion, presentaron comportamientos diferentes: la primera con una
ABE similar a la variante de referencia y la segunda con un valor superior.

Las variantes que mejor representaron el incremento en la ABE in vitro (IFN3NM47),
el incremento de las propiedades farmacocinéticas (IFN4NM47) o el mejoramiento
simultdneo de ambas cualidades (IFN3N47MutNter) fueron evaluadas en ensayos de
actividad antitumoral in vivo. Tales muteinas fueron capaces de reducir la velocidad de

crecimiento de los tumores respecto del IFN4N, resultando las variantes IFN4ANM47 e
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Resumen

IFN3N47MutNter las mas promisorias para reducir significativamente el volumen de los
tumores respecto del tratamiento con IFN4N.

Los resultados de esta tesis demuestran que la basqueda de un balance apropiado
entre la AB in vitro y las propiedades farmacocinéticas en el contexto del huésped de
produccion adecuado, constituirian las claves para la obtencion de un producto terapéutico
innovador y efectivo.

Xvi



Summary

SUMMARY

Nowadays, the production of recombinant therapeutic proteins is carried out mainly in
CHO-K1 cells. However, HEK293 cells are also an interesting production host, considering
the capacity of CHO cells to produce glycans which are antigenic for humans and the ability
of HEK cells to introduce post-translational modifications that are essential for the biologic
activity of the product. Besides, recombinant proteins produced in both cell lines have
already been approved by regulatory agencies and are currently used as human
therapeutics.

The antiviral and antitumor activity of rhIFN-a2b makes it an interesting cytokine for
the pharmaceutical industry. Nevertheless, as it is easily removed from circulation during the
treatments, high doses of rhIFN-a2b should be administered to the patients in order to reach
the therapeutic effect, resulting in the appearance of undesired side effects. Many strategies
have been designed with the aim of improving hIFN-a2b in vivo biological activity. As a
result, hyperglycosylated hIFN-a2b called IFN4N was previously developed in our laboratory.

In the present thesis work IFN4N was produced in CHO and HEK cells in order to
produce IFN4Ngho and IFN4Nyex variants. Third-generation lentiviral vectors were
successfully used for cell line development and clones with higher productivities compared to
others generated by traditional transfection methods were developed. Both molecules were
produced in adherent conditions and highly purified by immunoaffinity chromatography.

Physicochemical characterization experiments showed that IFN4Nqyo exhibited a
higher average molecular mass and more acidic isoforms compared to IFN4Npyg.
Consistently, sialic acid content was significantly higher for the CHO-derived IFN4N
regarding the HEK-derived one. Also, IFN4Nqno exhibited mainly bi-, tri, and tetrasialylated
structures while IFN4Nuex contained mainly neutral and monosialylated glycans. Mass
spectrometry analysis confirmed these results and revealed the presence of simple or
truncated N-glycans containing bisecting GIcNAc in the human derived molecule while highly
ramified glycans with LacNac extensions were identified for the protein produced in hamster
cells.

Despite more differences were expected in the pharmacokinetic behavior of the CHO-
and HEK-derived IFN4N, significant differences were found only in their maximum
concentration and in the time to reach it.

No statistical differences were found between the in vitro antiviral activities of both
proteins. However, IFN4N, e« exhibited a remarkably higher antiproliferative activity than
IFN4Nco in different cell lines. Moreover, in vivo antitumor activity assays confirmed the in
vitro results, since the HEK-derived IFN4N showed a higher antitumor potency compared to
IFN4Ncpo.
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Summary

As part of this thesis work new muteins of rhIFN-a2b were designed and constructed
in order to improve the glycosylation degree and, consequently, the pharmacokinetic
properties, and the in vitro antiproliferative activity of IFN4N. The strategies used for this
purpose involved the introduction of new potential glycosylation sites, the removal of the
R23N mutation and the fusion of the ANITVNITV peptide sequence to the N-terminal end of
the protein. The new molecules were produced by recombinant CHO-K1 clones that were
generated using the third-generation lentiviral transduction technology. Then, they were
purified by immunoaffinity chromatography with high recovery and purity values.

The characterization of the muteins showed that the introduction of new
N-glycosylation sites resulted in the increment of their glycosylation degree. Even though the
muteins with 4 potential N-glycosylation sites (IFN3NM47 and IFN2NM47/95) showed a
similar molecular mass and sialic acid content compared to IFN4N, those properties
exhibited increased values in the 5N (IFN4NM47 and IFN3NM47/95) and 6N (IFN4NMutNter
and IFN3N47MutNter) variants. As a result, the new molecules presented improved
pharmacokinetic properties with improved half-life and reduced plasma clearance.

The in vitro biological characterization showed that variants lacking the mutation
R23N (IFN3NM47, IFN2NM47/95, IFN3N47MutNter and IFN3NM47/95) presented an
increased antiproliferative activity. In addition, muteins IFN4NM47 and IFN4NMutNter, both
retaining the mutation R23N, exhibited different behaviours: while IFN4NM47 showed a
similar in vitro antiproliferative activity compared to IFN4N, IFN4ANNMutNter demonstrated a
higher value.

The muteins which demonstrated the greatest increment of the in vitro
antiproliferative bioactivity (IFN3NM47), the highest improvement of the pharmacokinetic
properties (IFN4NM47) as well as the simultaneous enhancement of both qualities
(IFN3N47MutNter) were evaluated in in vivo antitumor studies. The three new proteins were
able to reduce the growth rate of the tumors compared to IFN4N. Moreover, IFN4NM47 and
IFN3N47MutNter proved to be the most promising muteins for reducing the volume of the
tumors regarding the reference variant.

The results of this thesis demonstrate that searching for an appropriate balance
between the in vitro biological activity and the pharmacokinetic properties in the context of an
adequate production host would constitute the basis to generate an innovative and effective

therapeutic product.
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INTRODUCCION

1. Expresion de proteinas recombinantes terapéuticas en células eucariotas

La eleccion del sistema de expresion para la produccion de proteinas
recombinantes terapéuticas depende de varios factores entre los cuales se destacan: las
caracteristicas de crecimiento del cultivo, los niveles de expresion buscados, la conformidad
de que la proteina se exprese de manera intra o extracelular, las modificaciones
postraduccionales esperadas, la actividad biolégica del producto, asi como también de
asuntos relacionados a los aspectos econdmicos y a las pautas establecidas por las
entidades regulatorias.

En la actualidad, los cultivos de células eucariotas dominan el campo de produccién
de proteinas recombinantes empleadas como agentes terapéuticos, para el diagnéstico y la
prevencion de enfermedades (Zhu, 2012). Si bien la utilizaciéon de sistemas procariotas se
caracteriza por ser mas rapida y econdémica y las lineas celulares eucariotas ofrecen bajas
productividades especificas de proteinas recombinantes, estas ultimas constituyen el
sistema de eleccion ya que permiten llevar a cabo el correcto procesamiento y plegamiento
de la proteina de interés y ademas introducen modificaciones postraduccionales apropiadas.
Es por esto que para producir bioterapéuticos para humanos la balanza costo-beneficio se
inclina a favor del sistema eucariota (Almo y Love, 2014).

Numerosos sistemas de expresion eucariotas han sido estudiados y evaluados con el
objetivo de lograr niveles elevados de expresién de la proteina recombinante en estudio. En
las Ultimas dos décadas se han llevado a cabo grandes mejoras no solo relacionadas al
huésped elegido para la produccion, sino también en lo que respecta a la construccion y
disefio de vectores, optimizacion de codones, amplificacion de genes, métodos de
transfeccion, entre otros. Sin embargo, es imperativo llevar a cabo la optimizacién del
bioproceso a los fines de obtener el producto de interés en grandes cantidades y con las
caracteristicas buscadas (Zhang, 2010; Xiao y col., 2014).

1.1. Lineas celulares empleadas para la produccion de proteinas recombinantes

Una amplia variedad de proteinas recombinantes terapéuticas aprobadas al dia de
hoy para el tratamiento de diversas patologias son producidas a gran escala empleando
células CHO, derivadas de ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovary), células BHK,
derivadas de rifiébn de hamster bebé (Baby Hamster Kidney) y células NSO, derivadas de
mieloma murino. Todas ellas han demostrado ser seguras para la produccién de diversas
proteinas recombinantes de uso terapéutico (Durocher y Butler, 2009; Estes y Melville,
2014).

Las células BHK y NSO crecen en condiciones de adherencia. Las primeras han
permitido llevar a cabo la produccién de vacunas y proteinas que participan de la cascada
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Introduccion

de coagulacién sanguinea como el FVlla y FVIIl. Las segundas se han utilizado
principalmente para la produccién de anticuerpos monoclonales (mAbs) (Durocher y Butler,
2009; Zhu, 2012; Dumont y col., 2015).

La linea celular CHO-K1 fue aislada por Theodore Puck a fines de los afnos 50
(Puck y col.,, 1958) y constituye una plataforma de produccién robusta y confiable. Se
caracteriza por su facil adaptacion al crecimiento en suspensién y en condiciones libre de
suero fetal bovino (SFB) lo que permite llevar a cabo su cultivo en altas densidades
celulares. De este modo, el incremento de la concentracién de la proteina recombinante de
interés en el sobrenadante de cultivo y la ausencia de proteinas contaminantes
caracteristicas del SFB (asi como también virus y priones) permiten simplificar los procesos
posteriores de recuperacion, purificacion y refinamiento del producto final (Bandaranayake y
Almo, 2014). Ademas, desde el punto de vista regulatorio, las células CHO constituyen un
huésped de produccién adecuado ya que son incapaces de replicar patégenos humanos
como HIV (virus de la inmunodeficiencia humana), H. influenza, poliovirus y herpesvirus,
entre otros (Jayapal y Wlaschin 2007).

La variabilidad gendmica de las células CHO ha permitido aislar lineas celulares
mutantes deficientes en enzimas metabdlicas. La supervivencia de estas células depende
de la presencia de ciertos nutrientes, es por esto que dicha dependencia puede ser usada
como marcador de seleccion para la generacion de lineas celulares productoras de
proteinas recombinantes. Un ejemplo muy utilizado es la linea celular deficiente en la
enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) (Bandaranayake y Almo, 2014; Urlaub y Chasin,
1980).

En el afno 2002 se inicid6 un proyecto de colaboracién entre investigadores de la
Universidad de Minnesota y del Instituto de Ingenieria de Bioprocesos de Singapur que
permiti6 obtener 2 bibliotecas de ADN copia (ADNc) a partir de la secuenciacion de
3 genomas de células CHO. Estos resultados promovieron la fundacién del consorcio para el
estudio del genoma de células CHO (Consortium on Chinese Hamster Ovary Cells
Genomics) en el afio 2006. El principal objetivo de este consorcio, que involucrdé también a
numerosas empresas de la industria biotecnoldgica y farmacéutica, fue promover y facilitar
el empleo de células CHO para el descubrimiento de nuevas drogas mediante el incremento
de la calidad y eficiencia de producciébn de medicinas (Jayapal y Wlaschin 2007;
Bandaranayake y Aimo, 2014).

El empleo de lineas celulares recombinantes derivadas de células CHO presenta
ciertas desventajas ya que requiere de la identificacion de clones que evidencien las
propiedades fenotipicas buscadas, incluyendo el tiempo de duplicacién del cultivo y su
viabilidad a largo plazo como asi también la uniformidad y calidad del producto. De este
modo, la eleccion del clon apropiado resulta un desafio ya que se ha descripto que puede
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sufrir cambios fenotipicos a lo largo del tiempo que afectan las caracteristicas de la proteina
producida (Jadhav y col., 2013). Particularmente, la variacion en el grado de glicosilacion
constituye un factor que puede afectar tanto la funcion como la estabilidad de las proteinas,
es por esto que se ha vuelto un punto de control importante para productos producidos en
células CHO. Ademas, esta linea celular puede introducir epitopes inmunogénicos para
humanos que también deben ser controlados a los fines de evitar reacciones inmunes en los
pacientes (Costa y col., 2014). Se han reportado dos epitopes glicosidicos criticos que
pueden despertar la respuesta inmune en humanos. Uno de ellos es el residuo a-Gal
(Gala1,3Gal), inicialmente detectado en productos derivados de células murinas, pero luego
también identificado en proteinas producidas mediante el cultivo de células CHO (Bosques y
col., 2010). La sintesis de este residuo terminal requiere de la enzima
a1,3-galactosiltransferasa (Macher y Galili, 2008), inactiva en humanos, simios y monos
pero presente en la mayoria de otras especies de mamiferos (Brooks, 2004). El otro epitope
antigénico es el acido glicolilneuraminico (Neu5Gc), &cido sialico terminal caracteristico de
células animales no primates. El mismo se sintetiza mediante la adicion de un grupo
hidroxilo al acido acetilneuraminico (Neu5Ac), proceso que es llevado a cabo por una
hidroxilasa, ausente en células humanas (Ghaderi y col., 2012).

El primer producto producido a partir de células animales, especificamente células
CHO, fue el activador tisular del plasminbgeno humano (tPA), aprobado para su
comercializacién en el ano 1987. Desde entonces, las células CHO han sido empleadas
para la produccion de numerosas proteinas recombinantes de uso terapéutico como:
eritropoyetina, ETANERCEPT® (proteina de fusién entre el receptor del factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a) y la porcién cristalizable de la IgG; humana Fcy;), FVIIl, HUMIRA®
(anticuerpo monoclonal anti-TNF-a), entre otras. En la actualidad, més del 70% de las
proteinas terapéuticas aprobadas son producidas en células CHO, mientras que s6lo un 8%
se obtienen a partir de células humanas (Almo y Love, 2014; Kantardjieff y Zhou, 2014; Xiao
y col. 2014, Dumont y col., 2015). Si bien las células CHO constituyen la plataforma mas
utilizada para la produccién de biofarmacéuticos, la necesidad de obtener proteinas
recombinantes mas eficaces y seguras ha impulsado el desarrollo de lineas celulares
recombinantes de origen humano.

Casi dos décadas después del descubrimiento de las células CHO, la linea celular
HEK293 (Human Embryonic Kidney), derivada de células renales embrionarias de origen
humano, fue establecida por Frank Graham y col. (1977), mediante transfeccién con
fragmentos de ADN del adenovirus 5. Las células HEK293 expresan la proteina 13 S El1a
del adenovirus de manera estable, lo cual permite incrementar de manera significativa la
transcripcién de genes que se encuentran bajo la direccion del promotor de citomegalovirus

(CMV) (Gorman y col., 1989). Esta linea celular puede crecer en adherencia, en presencia
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de SFB, o bien en suspensién, en condiciones libres de suero. Es muy empleada para la
expresion de proteinas recombinantes de manera transitoria, debido a su facilidad de
transfeccién. Ademas es utilizada en el ambito académico para la generaciéon de lineas
celulares recombinantes estables ya que ofrece elevados niveles de expresion de la
proteina de interés y crece facilmente (Fliedl y col., 2015; Dumont y col., 2015).

El empleo de herramientas de modificacion genética sobre la linea celular HEK293
permitieron dar origen a dos lineas celulares nuevas: HEK293E y HEK293T (Pham vy col.,
2006). Las células HEK293E expresan constitutivamente el antigeno nuclear 1 del virus de
Epstein Barr (EBV) mientras que las células HEK293T expresan el antigeno T grande del
virus SV40 de manera estable. Ambas lineas celulares son capaces de sostener la
replicacién episomal y amplificar plasmidos que contengan el origen de replicaciéon del EBV
o del SV40, respectivamente. Particularmente, las células HEK293E permiten lograr niveles
elevados de produccién de proteinas recombinantes en forma transitoria, motivo por el cual
son las mas empleadas en la actualidad para la produccion a gran escala. Las células
HEK293T no son capaces de alcanzar los mismos niveles de produccion, sin embargo son
muy utilizadas con fines terapéuticos para la produccién de particulas adenovirales,
retrovirales, lentivirales y virus adenoasociados, por lo que muchas ellas en la actualidad, se
encuentran en fases Il y Il de estudios clinicos (Pham y col., 2006; Swiech y col., 2012).

A la hora de producir proteinas recombinantes de uso terapéutico, las lineas
celulares humanas son ampliamente consideradas debido a su capacidad de introducir
modificaciones postraduccionales similares a las que se encuentran en proteinas
naturalmente secretadas por humanos. De este modo, se evitan reacciones inmunes contra
epitopes no humanos, presentes en los bioterapéuticos producidos en células no humanas.
Particularmente, las células derivadas de hamster, carecen de enzimas tales como
a2-6 sialiltransferasa, a1-3/4 fucosiltransferasa y transferasa de N-acetilglucosamina
bisectante, necesarias para obtener un perfil de glicosilacion similar al de proteinas
humanas (Grabenhorst y col., 1999). Asi, por ejemplo, las células HEK293 han sido
empleadas con éxito para la sobreexpresion de interferon-alfa2b humano (hIFN-a2b), ya que
esta molécula evidencié un perfil de glicosilacion muy similar al observado para el IFN
secretado naturalmente por leucocitos humanos (Loignon y col., 2008). Ademas, en los
ultimos afos, 5 proteinas recombinantes producidas en células HEK293 han llegado a la
etapa de comercializacion luego de su aprobacion por parte de la entidad estadounidense
FDA (Food and Drug Administration) y/o de la agencia europea de medicamentos (EMA,
European Medicines Agency). Entre ellas podemos mencionar a las proteinas rFVIIIFc y
rFIXFc (ambas obtenidas como productos de la fusién del FVIIl y FIX de la cascada de
coagulacion sanguinea a la porcién Fc de una IgGs, respectivamente), FVIII derivado de
células humanas (human-cl rhFVIII) y una nueva proteina de fusion entre el péptido tipo 1
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del glucagon y la region Fc de una 1gG,. Con respecto a las proteinas de fusion rFVIIIFc y
rFIXFc, ambas fueron aprobadas por la FDA en el afo 2014. Particularmente, la correcta
actividad del FIX depende de su adecuada y-carboxilacién a nivel de determinados residuos
de Glu, mientras que la sulfatacién de residuos de Tyr es vital para la funcionalidad del FVIII.
Por este motivo, el empleo de células humanas resulté ser la mejor opcion ya que ambas
modificaciones son eficientemente desarrolladas por tales células. Por otra parte, el
human-cl rhFVIIl (producido en células HEK293 adaptadas al crecimiento en suspension)
exhibié un perfil de glicosilacién similar al FVIII derivado de plasma humano y no evidencio
la presencia de los residuos glucidicos antigénicos (a-Gal y Neu5Gc). Este bioterapéutico
fue recientemente aprobado por EMA y presentado a la FDA. Finalmente, la proteina de
fusién entre un Fc y el péptido tipo 1 del glucagdn, (conocido con el nombre genérico de
dulaglutide y con el nombre comercial de TRULICITY®), ha sido aprobada por la FDA debido
a su efectividad en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Todos estos antecedentes
demuestran la capacidad de las células HEK293 para producir proteinas recombinantes con
fines terapéuticos (Durocher y Butler, 2009; Dumont y col., 2015; Fliedl y col. 2015).

Otra linea celular de origen humano utilizada para la produccién de bioterapéuticos
es la denominada HT-1080, derivada de fibrosarcoma con fenotipo epitelial. Esta linea ha
permitido el desarrollo y produccion de cuatro proteinas terapéuticas: epoetin delta
(DYNEPO®), iduronate-2-sulfatase  (idursulfase; ELAPRASE®), agalsidase alfa
(REPLAGAL®) y velaglucerase alfa (VPRIV®) (Swiech et al., 2012). Particularmente,
DYNEPO® fue retirada del mercado por motivos comerciales (Dumont y col., 2015).

La linea celular Per.C6, derivada de retina humana, también constituye una
potencial plataforma de produccion de proteinas recombinantes, ya que ha demostrado su
elevada capacidad de produccion de proteinas con modificaciones postraduccionales
acordes a las proteinas humanas (Diaz y col., 2009). Una gran variedad de productos
derivados de esta linea celular se encuentran es fases clinicas Il y Ill (Dumont y col., 2015).

1.2. Tecnologias empleadas para el desarrollo de lineas celulares productoras de

proteinas recombinantes

La capacidad de la linea celular para ofrecer elevadas productividades volumétricas
de la proteina en estudio dependera de muchos factores, incluyendo: elementos de control
transcripcional y traduccional, procesamiento del ARN, nimero de copias, estabilidad del
ARNm, sitio de integracion en el genoma, potencial toxicidad de la proteina recombinante en
la célula huésped asi como también de las propiedades genéticas de la célula productora
(Zhang, 2010).

Para favorecer el proceso de generacion de la linea celular productora de la

proteina de interés es fundamental llevar a cabo un correcto disefo del vector de expresion.
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El mismo debe contener los siguientes elementos: un promotor constitutivo o inducible con
actividad transcripcional robusta, sefales de procesamiento del ARNm y de traduccién,
codén de terminacion de la traduccion, marcadores de seleccién que permitan generar
lineas celulares estables y amplificar la expresion, un origen de replicacion procariota y
marcadores de seleccion para bacterias (Makrides, 1999). A su vez, es deseable que la
proteina pueda ser recuperada a partir del sobrenadante del cultivo celular para facilitar los
procesos posteriores de purificacion y refinamiento del producto final. Es por esto que se
debe incluir la sefnal de secrecion adecuada para cada proteina (Durocher y Butler, 2009).

&> Promotor y gen de interés

Vector de expresion Cromosoma de la célula
linsalizado xxxx huesped
Unidn de extremos
no homélogos
Integracién al azar  YO00000( 00000y ————————» m—&%xm
Cromosoma
Ruptura de la doble hélice de ADN Paosible integracion de mas

de un plasmido

Vector de expresidn

FRT3 |\ FRT
| Mareador de
i 16 ivad
Recomﬁ}inasa . —_— seleccion activado
b X000 — > X000, ——————> W:&D“}@;xx
FRT3 FRT FRT3 FRT

ADNc viral

. Integrasa viral
. Integracidn )
Lentivirus X00000000000000000000000 ———— X000 =] > mmem XXX
Cramosoma 5 LTR 3'LTR

Fig. 1. Metodologias empleadas para la generacion de lineas celulares estables
productoras de proteinas recombinantes.
El material genético de interés, generalmente presentado como promotor y gen de
interés y contenido dentro de un plasmido, puede integrarse en el genoma de la célula
huésped al azar o mediante el empleo de metodologias de recombinacion
sitio-especifica. La transferencia del gen de interés también puede llevarse a cabo
empleando particulas lentivirales (adaptado de Busséw, 2015).

Por otra parte, la accesibilidad y demas propiedades especificas de cada
metodologia de transferencia de material genético ejercen cierta influencia sobre el sitio del
genoma en el cual se integrara el transgén de interés. La integracién del mismo puede
ocurrir en: sitios transcripcionalmente activos, regiones promotoras, secuencias codificantes

0 regiones intergénicas; conduciendo, en algunos casos, a la desregulacién o a la
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interrupcién accidental de genes endégenos (Kruse y col.,, 2014). La mayoria de los
procesos de produccién de biofarmacéuticos utilizan, principalmente, sistemas de expresion
en los cuales el transgén de interés se integra en el genoma celular de manera aleatoria
(Fig. 1). Dentro de este tipo de procedimientos se puede mencionar la “infeccién” con una
particula viral, proceso también conocido como “transduccién” o bien, la transferencia directa
del ADN plasmidico (Makrides 1999; Zhang 2010). En los ultimos anos, se han descripto
metodologias en las cuales la integracion del mencionado transgén se lleva a cabo en sitios
del genoma previamente caracterizados que permiten predecir la productividad especifica
de los clones celulares resultantes (Fig. 1) (Durocher y Butler, 2009).

1.2.1. Expresion transitoria de proteinas recombinantes

La expresion transitoria del transgén de interés es un método conveniente para la
rapida obtencion de pequefnas cantidades de proteina recombinante que permitan llevar a
cabo su caracterizacién inicial. Ademas, permite evaluar la funcionalidad del vector
construido, asi como también optimizar diferentes combinaciones de promotores y otros
elementos Utiles para la expresion de la proteina recombinante. La implementacion de esta
tecnologia presenta ciertas desventajas asociadas a la productividad especifica de la
proteina en estudio, la densidad de células a transfectar y la heterogeneidad del producto.
Para sortear estos obstaculos es importante contar con metodologias de transfeccién
eficientes que permitan transferir numerosas copias del vector a la célula. Se han
desarrollado diferentes metodologias cuya eficiencia depende no sélo del tamano del
plasmido que se desea introducir en la célula sino también de la linea celular en cuestion,
siendo CHO y HEK293 las lineas celulares mas utilizadas para la produccién de proteinas
recombinantes en forma transitoria (Baldi y col., 2007; Noh y col., 2013). Las metodologias
mas empleadas en la actualidad involucran el empleo de polimeros catiénicos como
polietilenimina (PEI), precipitacién con fosfato de calcio y formaciéon de complejos lipidos
cationicos-ADN. Las dos primeras metodologias son mas econémicas, siendo el PEI el méas
empleado para la produccién a gran escala de proteinas de manera transitoria en células
HEK293. Por otra parte, los lipidos cationicos se utilizan en escalas menores y resultan ser
los reactivos mas eficientes para la transferencia de genes a células CHO (Geisse, 2009;
Geisse y Fux, 2009).

1.2.2. Expresion estable de proteinas recombinantes

La generacién de lineas celulares que expresen el transgén de interés de forma
permanente depende de la integracion estable del plasmido en el cromosoma celular. La
principal desventaja asociada al empleo de lineas celulares estables radica en que se

requiere de un tiempo prolongado para su generacién, en comparacion con la expresion
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transitoria de proteinas. Tradicionalmente, la generacion de lineas celulares recombinantes
estables se ha llevado a cabo mediante el empleo de la metodologia de transfeccién que
resulta en una baja frecuencia de integracién del transgén de interés en el genoma celular.
En el contexto de la linea celular, s6lo unas pocas células presentaran la secuencia del
vector integrada en regiones con una elevada tasa de transcripcion que permita obtener
cantidades suficientes de la proteina en estudio. Es por esto que la etapa de seleccién es
sumamente importante a los fines de que sobrevivan sélo aquellas células que hayan
incorporado el transgén de interés al genoma celular. De todos modos, cuando el cultivo de
la linea celular es prolongado pueden ocurrir procesos de silenciamiento del mencionado
transgén, llevando a la pérdida de productividad de la linea celular. Es por esto que resulta
de gran importancia aislar y caracterizar un gran ndmero de clones, lo cual puede llevar
largos meses de trabajo. A pesar de que las lineas estables se caracterizan por producir la
proteina de interés de manera uniforme e indefinidamente en el tiempo, en la actualidad se
ha demostrado que la expresion estable y la expresion transitoria de proteinas se utilizan
con la misma frecuencia. Afortunadamente, el desarrollo de nuevas tecnologias ha permitido
mejorar notablemente los procesos de generacion de lineas celulares y seleccién de clones
productores, facilitando la obtenciéon de buenos candidatos para la produccion de la proteina
en estudio y reduciendo los tiempos requeridos para su generacién (Zhang, 2010; Blissow,
2015). A continuacion se mencionan algunos de los sistemas que han permitido alcanzar las

mejoras anteriormente mencionadas.

1.2.2.1. Sistemas para la amplificacion de la expresion del gen de interés

El sistema de expresion de la DHFR, enzima metabdlica esencial para la sintesis de
purina y pirimidina, ha sido muy utilizado para la produccién de proteinas recombinantes ya
que permite lograr la amplificacion del numero de copias del transgén hasta 1000 veces,
lograndose niveles elevados de expresion de la proteina recombinante. Esta enzima es
inhibida en presencia del analogo de acido félico metotrexato (MTX). En este sistema de
expresion, células CHO deficientes en el gen DHFR (CHO DHFR-) deben ser transfectadas
con un vector que contenga el transgén de interés y el gen DHFR. El empleo de MTX en
concentraciones crecientes durante sucesivas rondas permitira seleccionar aquellas células
que demuestren una elevada capacidad de producciéon de la enzima DHFR vy, por lo tanto,
de la proteina de interés. La principal desventaja de esta metodologia radica en que requiere
de aproximadamente 5 rondas de seleccion por lo que la generacién de la linea celular
puede llevar mas de un afo (Matasci y col., 2008; Zhang, 2010).

Otro sistema de amplificacion consiste en emplear células CHO y cultivarlas en
presencia del inhibidor de la glutamina sintetasa (GS): metionina sulfoximina (MSX). Dicha

enzima es fundamental para la sintesis de glutamina a partir de glutamato y amonio y, en
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consecuencia, para la supervivencia de la linea celular en momentos de privacion de dicho
nutriente en el medio de crecimiento. Mediante el proceso de transfeccién se puede
introducir en las células un vector que codifique para la GS y la seleccion se realiza
empleando MSX, de modo que las células que no hayan incorporado el vector de interés
moriran durante el proceso de seleccion. En este caso no se requieren rondas de

amplificacién (Birch y col., 2005).

1.2.2.2. Ingenieria de genomas: modificaciones sitio dirigidas

Independientemente del método elegido para la transferencia del material genético,
una vez que el transgén se integra al genoma celular el sitio de integracion resulta ser un
factor crucial que afectara su estabilidad y nivel de expresion. En los protocolos de
transferencia de material genético “al azar”, el sitio de integracién del transgén de interés es
impredecible y resulta ser la principal causa de la heterogeneidad de expresion entre clones
individuales. Este fendbmeno es conocido como “efecto de posicidon”. Numerosos esfuerzos
se han realizado con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias que permitan llevar a cabo
la manipulacion de células eucariotas de manera efectiva, confiable y predecible.
Recientemente han surgido nuevas metodologias que permiten direccionar el cassette de
expresion hacia sitios del genoma previamente caracterizados. Estas estrategias permiten
sortear los obstaculos asociados al “efecto de posicion” y asi alcanzar niveles elevados de
expresion de la proteina codificante.

La tecnologia de intercambio de cassette mediado por una recombinasa o
Recombinase Mediated Cassette Exchange (RMCE) permite llevar a cabo el intercambio de
dos secuencias de ADN entre el genoma celular y un pladsmido que contiene el transgén de
interés. Como su nombre lo indica, este procedimiento es catalizado por una recombinasa
que reconoce secuencias heteroespecificas de ADN. De esta manera, la reaccién entre
cada una de las secuencias mencionadas sera independiente, evitando reacciones cruzadas
y permitiendo la integracion de una secuencia de ADN en un sitio especifico del genoma
(Mueller y col., 2003; Wirth y Hauser, 2004; Wirth y col., 2007).

1.2.2.3. Transferencia de genes mediante el empleo de vectores lentivirales

Los lentivirus (LVs) son miembros de la familia Retroviridae (retrovirus) y se
caracterizan por expresar una transcriptasa reversa (RT), que permite convertir el ARN viral
en ADN, y una integrasa (IN) que introduce la informaciéon del genoma viral en el genoma
celular de manera estable. A diferencia de otros retrovirus, los LVs se pueden replicar en
células que no se encuentren en divisién (Dropulic, 2011; Sakuma y col., 2012). Ademas,
presentan un elevado tropismo hacia diversos tipos celulares. Una gran ventaja de este
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sistema radica en que las células transducidas mantienen el transgén en su genoma luego
de sucesivas etapas de division.

Los vectores lentivirales han sido construidos a partir de diversos tipos de lentivirus,
siendo el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) el mas estudiado y utilizado en
la actualidad. Inicialmente, el empleo de LVs requeria de la implementacion de diversas
medidas de seguridad debido a la posible generacion de particulas lentivirales competentes
replicativas (RCLs). A los fines de minimizar el riesgo de formacién de dichas RCLs vy
mejorar su eficiencia se han desarrollado varias “generaciones” de vectores lentivirales
(Picango-Castro y col., 2012).

Los vectores lentivirales de primera generacion contienen los genes gag y pol
(necesarios para la expresion de proteinas estructurales y enzimaticas del virién) y genes
accesorios provenientes del HIV-1 mientras que la glicoproteina de envoltura fue
reemplazada por la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). Asimismo,
para el correcto ensamblaje de la particula, los siguientes elementos debian estar junto al
transgén de interés: las sefiales de empaquetamiento y dimerizacion (¥), los elementos
LTRs (long terminal repeats) necesarios para la transcripcion, retrotranscripcion e
integracion del genoma viral y el elemento RRE o elemento de respuesta a Rev (proteina
regulatoria responsable de la transcripcion viral y exportacién nuclear de los transcriptos).
Ademas, la presencia de Tat (transactivador viral) resultaba fundamental para la actividad
del promotor 5’LTR (Sakuma y col., 2012).

En la segunda generacion de lentivirus todos los genes accesorios presentes en los
vectores lentivirales fueron eliminados al demostrarse que sélo eran necesarios para la
patogenicidad de los LVs y su replicacion (Sakuma y col., 2012).

Los vectores de la tercera generacién atravesaron un cambio fundamental que
consistié en la modificacion de los LTR. Brevemente estos elementos poseen regiones U3,
Ry U5. U3 actiia como promotor/enhancery R funciona en el extremo 3" como una senal de
poliadenilacion. En esta generacién, el U3 del 5'LTR fue reemplazado con un promotor viral
fuerte como el de CMV o RSV (virus del sarcoma de Rous) (Dull y col., 1998; Kim y col.,
1998; Sakuma y col., 2012). Ademas, se llevé a cabo la remocién de una parte del U3
ubicado en el LTR del extremo 3". Los cambios introducidos dieron lugar a los vectores SIN
(self-inactivated) (Dull y col., 1998). Luego del proceso de transcripcion, la delecién en la
region U3 del 3'LTR es transferida a la region U3 del LTR presente en el 57, resultando en la
inactivaciéon del promotor. Esta modificacion reduce la posibilidad de formacion de RCLs aun
en casos de infecciones con el virus nativo (Cockrell y Kafri 2007; Picanco-Castro y col.,
2012).

La tercera generacion de vectores lentivirales consta de cuatro plasmidos. Uno de
ellos contiene los genes de gag y pol. El segundo es un plasmido que permite la expresién
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de Rev. El tercer plasmido codifica para la glicoproteina G de envoltura y el cuarto plasmido
contiene el transgén de interés cuya expresion es dirigida por un promotor heterélogo fuerte
(Fig. 2). La transfeccién de células HEK293 o HEK293T con estos cuatro plasmidos y su
correcta recombinacion permite llevar a cabo el ensamblado de particulas lentivirales
(Dropulic y col.,, 2011; Sakuma y col.,, 2012). La ausencia de RCL en muestras de
produccién de lentivirus a gran escala conteniendo 1,4.10" unidades de transduccién
permitié sustentar la elevada seguridad de los vectores lentivirales de tercera generacion
(Escarpe y col., 2003).

Vector conteniendo el
transgen de interés
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Fig. 2. Primera, segunda y tercera generacion de vectores lentivirales

La primera generacion de vectores lentivirales contiene los genes estructurales gag y pol y demas
genes accesorios del HIV-1. La glicoproteina de envoltura fue reemplazada por la del VSV, que le
confiere la habilidad de transducir un amplio rango de células de mamiferos. Ademas, las sefales
de empaquetamiento (W), LTRs y el elemento de respuesta a REV deben estar junto al transgén de
interés. En la segunda generacién de vectores se removieron gran parte de los genes accesorios
para incrementar su seguridad. En la tercera generacion se desarrollaron los vectores SIN,
incrementando alin maés la seguridad de este sistema, el cual consta de cuatro plasmidos
conteniendo los genes gag y pol, VSV-G, el elemento de respuesta a Rev y el transgén de interés
(adaptado de Picango-Castro y col., 2012).

Los LVs derivados del HIV-1 han sido utilizados de manera exitosa como vehiculos
para la transferencia de genes en terapia génica (Wiznerowicz y Trono, 2005).
Especificamente, se ha demostrado que los vectores lentivirales presentan una elevada
frecuencia de integracién en regiones codificantes, permitiendo asi la elevada expresion de
los transgenes que transfieren (Wu y col., 2003; Mitchell y col., 2004; Kruse y col., 2014).
Este resultado impuls6 su empleo para la generacion de lineas celulares estables

productoras de proteinas recombinantes, obteniéndose como resultado lineas celulares con
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elevadas productividades especificas de las proteinas complejas como el FVIII, la EPO y
diversos anticuerpos. La plataforma de lentivirus ha sido implementada tanto en células
CHO como en células HEK293 (Oberbek y col., 2011; Baranyi y col., 2013; Mufarrege y col.,
2014).

2. Interferén
2.1. Un poco de historia

El Interferdn (IFN) fue descubierto por los investigadores Isaacs y Lindenmann en el
ano 1957, al detectar la presencia de un material soluble, secretado por las células frente a
la exposicion con un virus. Su nombre fue establecido considerando su capacidad de
“interferir” y proteger a las células frente a la infeccion viral. Ademés, se observd que el
interferébn era capaz de proveer inmunidad a las células frente a nuevos procesos
infecciosos ocasionados por otros virus. Con el tiempo se pudo demostrar la capacidad de
células somaticas provenientes de diferentes especies de producir IFN (lsaacs y
Lindenmann, 1957; Merigan, 1967; Vilgek y Feldmann, 2004).

Luego de su descubrimiento se llevaron a cabo numerosos intentos de produccién y
purificacién del IFN humano (hIFN). Recién luego de dos décadas, en el afno 1978, se logré
obtener IFN purificado a homogeneidad. La aplicacion de la cromatografia liquida de alta
resolucion en fase normal y fase reversa permitié llevar a cabo de manera exitosa la
purificacion de IFN, para su posterior empleo en estudios quimicos, biolégicos e
inmunoldégicos (Rubinstein y col., 1978; Friesen y col., 1981; Rubinstein y col., 1981).

2.2 La familia IFN

Los IFNs constituyen una gran familia de proteinas clasificadas como citoquinas
a-helicoidales, que presentan roles cruciales tanto en la respuesta inmune innata frente a la
infeccion con virus, como asi también en el establecimiento de la respuesta inmune
adaptativa que confiere inmunidad antiviral a largo plazo (Tovey y col., 2008; Content, 2009;
Barral y col., 2009). En humanos, la superfamilia IFN esta constituida por 3 subfamilias: IFN
tipo I, IFN tipo Il e IFN tipo Ill. La clasificacion se realiza en funcién de su capacidad para
unirse a receptores del mismo tipo. Cada IFN es designado con una letra griega (Jonasch y
Haluska, 2001; Borden y col., 2007; Tovey y Lallemand, 2010).

Los IFNs de tipo | (IFN-I) estan principalmente representados por el IFN-a, IFN-B,
IFN-w, IFN-¢ e IFN-k. Todos ellos se unen a un mismo receptor heterodimérico de alta
afinidad, el cual esta compuesto por dos cadenas polipeptidicas de transmembrana,
IFNAR-1 e IFNAR-2. Dentro de la familia de IFN tipo Il se encuentra el IFN-y que se une a
un receptor de trasmembrana especifico. Este ultimo se compone de dos cadenas
polipeptidicas denominadas IFNGR1 e IFNGR2. Por dltimo, entre los integrantes de la
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familia de IFN tipo Il se pudieron identificar IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3, también conocidos con
el nombre de determinadas interleuquinas (IL): I1L-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente.
Todos ellos se unen a un receptor comun ubicado en la superficie celular, el cual esta
compuesto por una cadena IFNAR1 y la cadena IL-10R2, que ademas forma parte de otro
complejo de receptor para IL-10, IL-22 e IL-26 (Tovey y Lallemand, 2010; Witte y col., 2010).

2.3. El sistema IFN

Al descubrirse los interferones, los virdlogos se interesaron por dos propiedades
basicas de los mismos. Por un lado, el IFN carecia de efectos citotdxicos. Por otro lado, a
diferencia de los antivirales sintéticos conocidos hasta ese momento, el IFN presentaba
actividad antiviral frente a una gran variedad de virus. Estas propiedades impulsaron el
estudio del sistema IFN que fue descripto y aceptado a fines de los anos 60 (Billiau y col.,
2006; El-Baky y Redwan, 2015).

A nivel celular el sistema IFN consiste en dos procesos. Por un lado, el proceso de
induccion/produccion y, por el otro, el proceso de accion. A continuacién, se describe el
mecanismo general que involucra los dos procesos antes mencionados. Los virus que
ingresan a la célula exponen su material genético (ADN o ARN) que sera replicado por la
maquinaria de la célula huésped y conducira al ensamblado de nuevos virus que
posteriormente podran infectar a células vecinas. A su vez, el acido nucleico extrafio envia
sefales al nucleo celular que conducen a la desregulacion de los genes de IFN, permitiendo
su sintesis. La secrecion del IFN a partir de la célula productora ocurre de manera rapida y
generalmente precede a la generacion de nuevos virus. La interaccion del IFN con su
receptor especifico presente en la superficie de células vecinas conduce a la transmision de
sefnales intracelulares que resultan en la activacion de la expresion de genes codificantes

para proteinas capaces de interrumpir la replicacion viral (Fig. 3, Billiau y col., 2006).
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Fig. 3. El sistema IFN: Induccion, produccion y accion.
El material genético del virus estimula la produccion de IFN que al ser secretado podra
interactuar con receptores presentes en la superficie de células vecinas. Dicha
interaccién conduce a la produccién de proteinas antivirales que protegeran a la célula
frente a la infeccion viral.
Adaptado de: http://www.mtchs.org/BlO/text/chapter31/concept31.2.html

Si bien inicialmente se observé que la produccién de IFN ocurria frente a la infeccion
viral, se ha demostrado que diversos motivos moleculares asociados a patégenos
(pathogen-associated molecular patterns-PAMPs) también promueven la produccién de esta
citoquina luego de interaccionar con receptores especificos. Particularmente, existen
diferentes estimulos que inducen a las células metabdlicamente activas a la produccion de
IFN. Entre ellos podemos mencionar: la infecciébn con diferentes virus, micoplasmas,
bacterias y protozoos, asi como también la exposicién a ciertas citoquinas y factores de
crecimiento como el CSF-1 (colony-stimulating factor-1), TNF, IL-1 e IL-2. EI ARNdc
proveniente del genoma viral o de la replicacion del mismo, es el principal inductor de la
transcripcién de los genes de IFN, mientras que los virus constituidos por ADN son
inductores menos potentes de su sintesis (Sen y Lengyel, 1992; George y col., 2012). Por
otra parte, los receptores capaces de identificar dichos estimulos mas estudiados vy
caracterizados son los TLRs (Toll like receptors). Los TLRs 1, 2, 4, 5y 6 se localizan en la
superficie de la membrana celular e interaccionan con lipopolisacaridos y lipopéptidos
bacterianos. Los TLRs 3, 7, 8 y 9 se encuentran a nivel intracelular y reconocen
especificamente acidos nucleicos de origen viral. La union ligando-receptor dispara una
cascada de senalizacion cuidadosamente regulada que permite la activacion de familias de
factores de transcripcién (incluyendo NF-kB e IRF3) que conducen a la expresién de
citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-6, IFN-y e IFN-B. Este ultimo actua de manera
autocrina y paracrina sobre el receptor de IFN-I, conduciendo a la activacién de factores de
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transcripcién (principalmente IRF1) que permiten la expresion de IFN-a. De este modo, se
genera un ciclo positivo de retroalimentacion que permite amplificar la respuesta de los IFNs
de tipo | y conduce a la rapida expresion de ISGs (/FN-stimulated genes) (Borden y col.,
2007; George y col., 2012).

24. IFN-I

Los IFNs-I son proteinas producidas por células eucariotas. Contienen entre 160 y
200 aminoacidos y comparten entre un 30 y 55% de homologia. Exhiben actividad antiviral,
antiproliferativa e inmunomoduladora. Ademas, son capaces de regular el metabolismo y la
diferenciacién celular. Si bien cualquier célula puede producir IFN-I, éstos son
principalmente secretados a partir de células dendriticas plasmocitoides. En humanos, los
genes correspondientes a la familia IFN-I carecen de intrones, se localizan en el brazo corto
del cromosoma 9 y codifican para 12 subtipos de IFN-a funcionales y un solo tipo de IFN-f3,
IFN-w, IFN-¢ e IFN-k. El numero de genes de IFN-| es variable entre mamiferos y ademés
existen especies que presentan variantes Unicas, tal es el caso de los cerdos, capaces de
producir IFN-8, los roedores, capaces de producir IFN- y los rumiantes, en los cuales se
detect6 IFN-1 (Sen y Lengyel, 1992; Jonasch y Haluska, 2001; Borden y col., 2007; Meyer y
col., 2009; Tovey y Lallemand, 2010).

2.5. Receptores de IFN-I. Mecanismo de transduccién de senales

El IFN-I demuestra la mayor potencia antiviral comparada con el resto de los
miembros de esta superfamilia. Es por esto que fue el primero en ser purificado, lo cual
condujo al estudio exhaustivo de su receptor.

Los IFNs-I no son proteinas efectoras. Es por esto que para poder ejercer su accion
necesitan interaccionar con receptores especificos presentes en la superficie de diferentes
tipos celulares. El consecuente inicio de la cascada de sefales permite desencadenar las
multiples actividades de esta familia pleiotropica de citoquinas. Los IFNs-I no son
especificos de especie, es decir que pueden interaccionar con receptores presentes en la
superficie celular de huéspedes diferentes. De todos modos, presentan mayor potencia
biol6gica sobre receptores celulares de su misma especie. Ademas, el receptor de IFN-I
tiene la capacidad de distinguir entre los diferentes tipos y subtipos de IFN y asi
desencadenar la respuesta bioldgica apropiada (Sen y Lengyel, 1992; Krause y Pestka,
2007).

El complejo del receptor de IFN-I consiste en dos subunidades denominadas
IFNAR-1 e IFNAR-2 (IFN alpha receptor 1 y 2, respectivamente), codificadas en el
cromosoma 21. Ambas subunidades de origen humano (HulFNAR-1 y HulFNAR-2)
constituyen proteinas glicosiladas y, al igual que los IFNs, pertenecen a la familia de
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citoquinas a-helicoidales de tipo Il (Uzé y col., 1992). Las subunidades IFNAR-1 e IFNAR-2
poseen regiones conservadas compuestas por fibronectina estructural que forman el
dominio extracelular de union al ligando. Los dominios transmembrana no poseen actividad
enzimatica intrinseca, mientras que los dominios citoplasmaticos se asocian de manera no
covalente a tirosina kinasas, requeridas para la presentaciéon productiva del sitio de unién
(Uzé y col., 1992; Novick y col., 1994; Stark y col., 1998).

El IFNAR-1 humano presenta 530 aminoacidos de los cuales 409 constituyen el
dominio extracelular, 21 conforman el dominio transmembrana y 100 aminoacidos
representan la fraccion intracelular. Para el IFNAR-2 humano se han aislado tres variantes
diferentes. El IFNAR-2c presenta la cadena completa de aminoacidos que comprende
487 aminodcidos los cuales representan 115 kDa. Sélo esta variante completa es capaz de
asociarse al IFNAR-1 y mediar la respuesta biolégica. Las variantes IFNAR-2a e IFNAR-2b
consisten en variantes mas cortas del receptor. IFNAR-2a presenta 40 kDa e IFNAR-2b
posee 55 kDa (Chuntharapai y col., 1999; Novick y col., 1994; Ling y col., 1995; Pfeffer y
col., 1997; Bekisz y col., 2004).

Cuando el IFN se une al dominio extracelular del complejo receptor se produce la
activacién de distintas vias de sefalizacién, conocidas como Jak/STAT. Concretamente, los
dominios IFNAR-1 e IFNAR-2 se asocian facilitando la transfosforilacion de las enzimas
TYK-2 (Tyrosine kinase-2) y JAK-1(Janus kinase-1) y, en consecuencia, su activacion.
Luego TYK-2 fosforila a IFNAR-1 creando un sitio de unién para STAT2 (signal transducer
and activator of transcription) que también sera fosforilado por TYK-2 y, de este modo,
servira como plataforma para reclutar a STAT1 que finalmente recibira la misma
modificacién. El heterodimero STAT1/STAT2 fosforilado se disocia del complejo del receptor
y se transloca al nucleo donde se asociara a la proteina de unién al ADN p48, para formar el
complejo de transcripcion heterotrimérico ISGF3. Este ultimo se une a secuencias ISRE (IFN
stimulated response element), presentes en genes que responden al IFN a/B. La proteina
p48 es miembro de la familia IRF y muchas veces puede aparecer indicado como IRF-9
(Goodbourn y col., 2000; Billiau 2006).

IFNAR-1 se une al IFN con una afinidad 1000 veces menor con respecto a IFNAR-
2. El procedimiento mediante el cual se forma el complejo ternario constituido por IFNART1,
IFN e IFNAR-2 consiste de dos etapas. En la primera el IFN se une a una de las
subunidades del receptor y en la segunda etapa se recluta a la segunda subunidad. La
interaccion inicial con IFNAR-2 presenta una mayor probabilidad de éxito (Borden y col.,
2007). Es importante mencionar que si alguna de las dos subunidades del receptor esta
ausente no se producira la unién del ligando con elevada afinidad y por lo tanto no se
desencadenara la cascada de sefalizacion. En consecuencia, la actividad biolégica del IFN
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no sera ejecutada (Bekisz, 2004). En la Fig. 4 se muestra un esquema sencillo de lo

descripto en este apartado.
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Fig. 4. Union del IFN a su receptor y transduccion de senales.

Los IFN-I interaccionan con un receptor de membrana formado por dos subunidades:
IFNAR-1 e IFNAR-2; ambas presentan dominios citoplasmatico, transmembrana e
intracelular. La unién ligando-receptor conduce a la activacion de las quinasas TYK-2 y
JAK-1 y la fosforilacion de STAT1 y STAT2. La interaccion de estas ultimas con p48
permite formar el complejo ISGF3 que se transloca al nucleo permitiendo iniciar o
amplificar la transcripcién de genes que codifican para las proteinas mediante las
cuales los IFNs ejercen su accién bioldgica (Adaptado de Sadler y Williams, 2008).

2.6. Actividad biolégica de los IFN-I
2.6.1. Actividad bioldgica antiviral

El sistema IFN puede interferir en diferentes etapas de la replicacién viral que
incluyen la penetracién del virus en la célula, su desnudamiento, transcripcion, traduccién y
ensamblaje de la progenie viral. A su vez, el modo de accion del IFN dependera de la
presencia o ausencia de infeccion previa de la célula. En las células infectadas los IFN
promueven la apoptosis, mientras que en las células no infectadas generan un estado
antiviral (Sen y Lengyel, 1992; Sotoca Momblona, 1999)

Se conocen al menos 4 vias a través de las cuales los IFNs pueden ejercer su
actividad antiviral. Cada una de estas vias involucra a diferentes proteinas entre las cuales
podemos mencionar: Mx (proteinas de resistencia a myxovirus), OAS (2-5"oligoadenylate
synthetase), PKR (Protein kinase R) y la proteina ISG15 (/FN-stimulated protein de 15 kDa).
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A su vez los IFNs pueden activar mecanismos de apoptosis que involucran la produccion de
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Esta caracteristica les confiere la habilidad
no sélo de contribuir a la actividad antiviral, sino también a los efectos antitumorales
(Goodbourn y col., 2000; Meyer, 2009).

Las proteinas Mx pertenecen a la familia de “GTPasas grandes”, son inducidas por
IFN y se encuentran altamente conservadas. Ejercen su efecto antiviral mediante el
reconocimiento de proteinas virales, particularmente polimerasas, bloqueando su accién o
interfiriendo en su translocacion a compartimentos subcelulares. De este modo, evitan el
desarrollo de diversos virus ARN a nivel de la transcripcion viral y otras etapas de su ciclo de
vida (Goodbourn y col., 2000; Billiau 2006).

Las OAS consisten en un grupo de enzimas inducidas por IFN en células animales
que catalizan la sintesis de oligonucleétidos de adenosina unidos por enlace fosfodiéster en
una conformacién inusual 2°-5" (2°5°A). Las moléculas 2'5°A se unen con una elevada
afinidad a la endorribonucleasa L (ARNasa L) e inducen su activacion a través de la
dimerizacién. La ARNasa L activada cataliza el clivaje de ARN simple cadena (ARNsc),
incluyendo ARNm, conduciendo a la inhibicion de la sintesis de proteinas. Teniendo en
cuenta que el 2°'5°A es muy labil, la activacién de la ARNasa L depende de la activacién
local de la 2°-5"OAS celular, asegurando la destruccion preferencial de los transcriptos
virales por encima de los ARNm celulares (Goodbourn y col., 2000).

La PKR inducible por IFN es una serina/treonina quinasa que presenta multiples
funciones en el control de la transcripcién y traduccién. Presenta dos dominios muy bien
caracterizados: en su extremo N-terminal se encuentra el dominio regulatorio que contiene
un sitio de union a ARNdc mientras que su extremo C-terminal constituye el dominio
catalitico que contiene dominios conservados con actividad proteina quinasa. La PKR
reconoce ARNdc de al menos 50 pares de bases (pb), se activa y fosforila a la subunidad a
del elF2 (factor de iniciacién de la transcripcion), causando la inhibicion de la sintesis de
proteinas virales y celulares. Ademas, la sobreexpresion de PKR induce apoptosis por
medio de mecanismos dependientes de caspasas y asociados a Bcl-2 (gen antiapoptoético)
(Goodbourn y col., 2000).

La ISG15 constituye un homologo de la ubiquitina. Se han identificado al menos
158 proteinas blancos de ISG15, muchas de las cuales presentan roles importantes en la
respuesta de IFN-I, incluyendo los componentes de la via de sefalizaciébn JAK/STAT,
proteinas efectoras de la actividad antiviral como Mx, PKR y ARNasa L, entre oftras.
Ademas, ISG15 previene la degradacion del factor de regulacién de IFN 3 (IRF3),
incrementando la expresion de IFN-B (Sadler y Williams, 2008).
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2.6.2. Actividad biolégica antiproliferativa

La capacidad del IFN de inhibir el crecimiento ha sido extensamente estudiada y se
ha descripto que la sensibilidad frente al efecto antiproliferativo del IFN es dependiente de la
linea celular. Si bien los sistemas OAS/ARNasa L y PKR/elF2 fueron definidos como
mediadores de la actividad antiviral, también cumplen funciones como efectores de la
actividad antiproliferativa.

Por un lado, los niveles de PKR en un cultivo celular pueden variar de acuerdo al
nivel de crecimiento del mismo, lo cual se correlacionaria con los niveles de fosforilacién de
elF2. Esto sugiere que aun en ausencia de ARNdc, PKR puede presentar actividad residual
debido a la presencia de un activador celular y asi disparar sus funciones antiproliferativa y
antitumoral. Por otro lado, se ha demostrado que la sobreexpresion de OAS de 40 kDa
conduce a la reduccién de la velocidad de crecimiento de las células transfectadas.

Los IFNs tienen la capacidad de regular el ciclo celular, prolongandolo. Se ha
demostrado que aumentan los niveles del inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina,
p21, que posee un rol crucial en el progreso desde la fase G1 hasta la fase S. Otro potente
represor del ciclo celular es el producto del gen p202, también inducido por IFN. Ademas los
IFNs pueden disminuir la transcripcion y expresion de varios oncogenes (c-myc, c-mos,
c-abl, c-Haras, c-sis, c-src), algunos de ellos necesarios para el progreso del ciclo celular.
De este modo, inhiben la proliferacién del tumor (Sotoca Momblona, 1999; Goodbourn y col.,
2000; Meager 2002).

2.6.3. Actividad biolégica inmunomoduladora

Como se menciond anteriormente, los IFNs son importantes moduladores de la
respuesta inmune innata y adaptativa.

Todos los miembros de la familia IFN comparten la capacidad de incrementar la
expresion de proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (CMH I) y, por
lo tanto, promueven la respuesta de linfocitos T CD8+. Contrariamente, so6lo el IFN-y es
capaz de inducir la expresion de CMH de clase Il y asi promover la respuesta de linfocitos T
CD4+. Los IFNs también presentan un rol crucial en el procesamiento de antigenos ya que
regulan la expresion de muchas proteinas involucradas en la generacién de péptidos
antigénicos que seran presentados en asociacion con las proteinas del CMH 1.

Una de las funciones inmunomoduladoras mas importante de los IFNs-a/f consiste
en incrementar la citotoxicidad de células natural killer (NK) mediante la regulacién positiva
de los niveles de perforinas. Ademas pueden actuar como estimuladores de la proliferacién
de células NK al inducir la produccién de IL-15 a partir de monocitos/macrofagos. La IL-15
también promueve la division de linfocitos T de memoria. Los IFNs estimulan la sintesis de

las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF, las cuales aumentan la expresién de receptores para el
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fragmento Fc de las inmunoglobulinas y para la fraccién C3 del complemento (Goodbourn y
col., 2000; Meager, 2002).

2.7. IFN-a humano

A principios de 1980, para esta citoquina se describié una familia de 18 genes
carentes de intrones, de los cuales 4 de ellos constituyen pseudogenes. En términos de
expresion, las proteinas para las cuales codifican los genes mencionados permiten obtener
12 variantes relacionadas de IFN-a. Los diversos subtipos del IFN-a humano se distinguen
entre si mediante la utilizacion de nomenclatura numérica. Dentro de esta familia podemos
nombrar al IFN-a1, IFN-a2, IFN-a4, IFN-a5, IFN-a6, IFN-a7, IFN-a8, IFN-a10, IFN-a13,
IFN-a14, IFN-a16, IFN-a17, IFN-a21 e IFN-a22 (Nagata y col., 1980; Streuli y col., 1980;
Bekisz y col., 2004).

El IFN-a es producido principalmente por leucocitos en respuesta a estimulos
apropiados. Cada una de las proteinas que componen la subfamilia IFN-a contiene
189 aminoacidos (excepto el IFN-a2 que posee 188 aminoacidos), de los cuales
23 representan el péptido sefal que serd removido mediante modificaciones
postraduccionales. Los diferentes subtipos presentan un 42% de identidad (79 residuos
absolutamente conservados) y comparten entre un 70 y 80% de homologia. Asimismo,
evidencian un 35% de identidad con el IFN-B (El-Baky y Redwan, 2015). El IFN-a2 posee
tres variantes alélicas: IFN-a2a, IFN-a2b e IFN-a2c que difieren entre si en los aminoacidos
ubicados en las posiciones 23 y 34. El IFN-a2a posee Lys en la posicion 23 e His en la 34, el
IFN-a2b presenta la misma configuracion que el anterior con la diferencia de que contiene
Arg en el residuo 23 y el IFN-a2c posee Arg tanto en la posicion 23 como en la 34 (Kontsek,
1994; Bekisz y col., 2004).

La masa molecular teérica promedio de los diferentes subtipos de IFN-a es
18,5 kDa. Sin embargo, la masa molecular de las citoquinas mencionadas secretadas
naturalmente y evaluadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida varia entre 19 y
26 kDa. Estas variaciones pueden estar dadas debido a la presencia de modificaciones
postraduccionales (Goodbourn y col., 2000; El-Baky y Redwan, 2015). Consecuentemente,
los diferentes subtipos de IFN-a presentan diferentes puntos isoléctricos (pl) que se
distribuyen en el rango entre 4,5 y 7 (Kruzel y col.,, 1993; Kontsek, 1994). La actividad
bioldgica especifica del IFN-a es del orden de 108 unidades internacionales (Ul) por mg de
proteina (Rubinstein y col., 1979; Ruiz y col., 2006).

Solo dos subtipos de IFN-a se encuentran glicosilados. El IFN-a14 se encuentra
N-glicosilado en la Asn72 (Nyman y col., 1998a; Nyman y col., 1998b), mientras que el
IFN-a2 es el unico subtipo que ha demostrado la presencia de O-glicosilacion en la Thr106.
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Este subtipo, que incluye las tres variantes alélicas, es el Unico que posee el aminoacido
mencionado en esa posicion (Adolf y col., 1991; Nyman y col., 1998b).

2.7.1. Estructura del IFN-a

Cada mondémero del hIFN-a2b, producto de la cristalizacion, presenta dimensiones
de 40x30x20 A? y esta compuesto de 5 hélices a que involucran las regiones aminoacidicas
indicadas a continuacion entre paréntesis: hélice A (Ser11-Met21), hélices B y B” (Thr52-
Ser68 y Lys70-Ala75), hélice C (Glu78-1le100), hélice D (Leu110-Glu132) y hélice E
(Pro137-Leu157), lo que permite clasificar a esta proteina dentro del grupo de las citoquinas
a-helicoidales, como se mencionara anteriormente. Las hélices se encuentran unidas
mediante una conexién sobresaliente larga (lazo AB) y tres segmentos mas cortos (lazos
BC, CD y DE). La topologia de la molécula se asemeja al motivo de 4 hélices a, en este
caso denominadas A, B, C y E, pero se distingue de la estructura clasica mediante su hélice
D, la cual estd formada por 20 residuos y se une al nucleo mediante una interaccion
hidrofébica entre la Thr120 y la Thr121 con la Thr138 de la hélice E. Cada una de las hélices
es aproximadamente recta. So6lo la hélice B constituye una excepcién ya que contiene una
curvatura aproximada de 70° centrada en la Thr69. La extension de la hélice B desde los
residuos 70 a 75 se denomina B” (Fig. 5, Radhakrishnan y col., 1996).

Los residuos criticos para la actividad 6ptima de los diferentes subtipos del hIFN-a
consisten en Lys conservadas y ubicadas en el extremo N-terminal y Tyr cercanas al
extremo C-terminal. La estructura del hIFN-a incluye cuatro residuos de Cys conservados en
las posiciones 1, 29, 99 y 139. Los residuos mencionados patrticipan en la formacién de dos
puentes disulfuro que ocurren entre los pares 1-99, 29-139. Si bien el primero no es
esencial, el segundo es fundamental para la actividad biolégica de la proteina. El nucleo de
la molécula es hidrofobico, pero contiene algunos residuos polares ocultos que forman
varios puentes de hidrogeno que unen las hélices A, C, D y E (Wetzel, 1981; Kontsek, 1994;
Vilcek y Sen, 1996; Runkel y col., 1998; El-Baky y Redwan, 2015).
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A B
CDLPQTHSLG SRRTLMLLAQ MRKISLFSCLKDRHDFGFPQ EEFGNQFQKA ETIPVLHEMI
B’ C D
QQIFNLFSTK DSSAAWDETL LDKFYTELYQ QLNDLEACVI QGVGVTETPL MKEDSILAVR
D E
KYFQRITLYL KEKKYSPCAW EVVRAEIMRS FSLSTNLQES LRSKE

Fig. 5. Estructura molecular y secuencia aminoacidica del hIFN-a2b.
Representacién gréfica en forma de cintas de la estructura tridimensional del
hIFN-a2b. Las hélices a se designan con las letras correspondientes. Ademas, se
muestra la secuencia aminoacidica del hIFN-a2b, indicando los residuos que integran
cada una de las hélices descriptas (Adaptado de Radhakrishnan y col., 1996).

2.7.2. Interaccion entre el IFN-a y el receptor para IFN-I (IFNAR)

Con el objetivo de estudiar las regiones moleculares relevantes en la interaccion del
IFN-a con las subunidades IFNAR-1 e IFNAR-2 del receptor para IFN-I, se llevaron a cabo
ensayos de mutagénesis sitio-dirigida (Piehler y Schreiber, 1999; Piehler y col., 2000;
Roisman y col., 2001).

El estudio de la interaccion entre el IFNAR-1 y el IFN-a2 revelé la importancia de
los aminoacidos His57, Glu58, GIn61, Phe64, Asn65, Tyr69, Leu80, Tyr85 y Tyr89,
indicando que el sitio de unién del IFN-a a dicha subunidad se encontraria en el centro de
las hélices B y C. Sin embargo, no se identificé ningin residuo cuya mutacién anule la
interaccién (Fig. 6a) (Piehler y col., 2000; Roisman y col., 2001).

En un comienzo se reconocié la importancia del lazo AB, y en menor medida de la
hélice D, para la interaccién del IFN-a con la subunidad IFNAR-2 y el desarrollo de su
actividad. Sin embargo, el mapeo de residuos en la estructura del IFN-a2 indicé la
posibilidad de que la interfase de unién ligando-receptor también se extienda hacia la hélice
E. La mutacién puntual de residuos individuales presentes en la superficie de la hélice E
permitié6 designar a los aminoacidos Arg144, Ala145, Met148 y Arg149 como responsables
de la unién al IFNAR-2. La modificacion de los residuos mencionados caus6é una
disminucion de 20 veces en la afinidad al receptor, mientras que la mutacién de S152 y L153
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provocd una reduccion de entre 6 y 13 veces. El analisis de la hélice A revel6 que la Leu15
también esta involucrada en la unién del IFN-a al IFNAR-2. En la hélice D sélo Lys133
contribuye a la energia de unién. Por otra parte, los residuos Leu30, Arg33 ubicados en el
lazo AB contribuyen significativamente a la interaccion con el receptor, mientras que Leu26,
Phe27, Lys31, Asp32 y His34 lo hacen en menor medida (Fig. 6b; Piehler y col., 2000;
Roisman y col., 2001).

Los estudios de mutagénesis realizados para evaluar el sitio de interaccién entre el
IFN-a2 y el receptor IFNAR también permitieron determinar la importancia de ciertos
residuos para la actividad bioldgica antiviral y antiproliferativa de esta citoquina. La Unica
mutacion que causo6 un incremento significativo (2 veces) en la actividad antiviral del IFN fue
ES58A. En cambio, las modificaciones L80A, Y85A y Y89A de manera individual provocaron
una disminucion de 5 veces. La combinacion de las mutaciones mencionadas en una misma
molécula causé una caida en la potencia antiviral del IFN-a2 de 30 veces. Al adicionar a la
triple mutante una cuarta mutacién (N65A) el descenso en la actividad de la citoquina fue de
100 veces. El analisis de la actividad antiproliferativa permitié determinar que las mutaciones
descriptas anteriormente presentaron el mismo efecto, pero de manera mas acentuada. Es
decir, las modificaciones E58A y Q61A permitieron incrementar la potencia antiproliferativa
del IFN-a2, mientras que N65A, T69A, L80A, Y85A y Y89A causaron una reduccion
significativa. Las mutantes mdltiples LYY y NLYY redujeron su actividad antiproliferativa
180y 1100 veces, respectivamente. En general, se observd que la mayoria de las
mutaciones que mostraron un cambio en la afinidad de union tuvieron un efecto mas
pronunciado sobre la actividad antiproliferativa que sobre la actividad antiviral, lo cual
indicaria que la afinidad de unién a IFNAR1 esta directamente relacionada con la actividad
antiproliferativa del IFN (Roisman y col., 2005).
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a) b)

—_—

Fig. 6. Localizacion de los aminoacidos del hlIFN-a2 implicados en la unién a la subunidad

IFNAR1 (A) e IFNAR-2 (B) del receptor.

Se muestran representaciones tridimensionales de la molécula de IFN-a2, indicAndose con

diferentes colores la contribucion de los amino&cidos a la regiébn molecular que interacciona con

la subunidad IFNAR-1 (A) e IFNAR-2 (B), respectivamente.

a) En el sector izquierdo se muestra una representacion de la interaccion de la subunidad
IFNAR2 (en formato de cinta) con la citoquina (en formato de esferas de Van der
Waals). En el sector derecho se muestra una representacion de la citoquina (en formato
de cinta). En ambos casos los residuos que producen un aumento o disminucién de la
afinidad de unién al IFNAR1 luego de su mutacion se colorean con rojo o azul,
respectivamente. Los residuos que se unen al IFNAR2 se muestran en verde. Los
residuos que no muestran un efecto significativo en la interaccion se sefalan en marron
(adaptado de Roisman y col., 2005).

b) Representacion de la citoquina mediante esferas de Van der Waals (izquierda) o de
cintas (derecha). Los residuos claves en la interaccion con IFNAR2 se sefalan en rojo,
los que evidencian un efecto significativo en la estabilizacién del complejo se colorean
con amarillo y los aminodcidos inertes en la unién al receptor se indican en azul
(adaptado de Piehler y col., 2000).

2.8. Sistemas de expresion para la produccion del hIFN-a2 recombinante

En términos de investigacion bioquimica basica y desarrollo de nuevos
biofarmacéuticos, el sistema de expresioén procariota (E. coli) aun constituye la opcién mas
elegida para llevar a cabo la produccion de IFN. Esto se debe a que los genes de esta
superfamilia carecen de intrones y a que la mayoria de ellos codifican para proteinas no
glicosiladas. Este sistema presenta la ventaja de alcanzar rapidamente densidades celulares
elevadas, dando como resultado la produccién de gran cantidad de proteina. Sin embargo,
ésta se obtiene bajo la forma de cuerpos de inclusién donde generalmente se encuentra en
una elevada proporcibn de estructura no nativa, requiriendo procedimientos de
renaturalizacién para recuperar su conformacién natural y, en consecuencia, su actividad
biol6gica (El-Baky y Redwan, 2015).

Con el objetivo de sortear los obstaculos presentados en la produccion de IFN-a
humano recombinante (rhIFN-a) en bacterias, se han empleado otros sistemas tales como la

expresion en células eucariotas que incluyen: levaduras, células de insectos, células de
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mamiferos y también sistemas de expresion libres de células. Las ventajas y desventajas de

estos sistemas se resumen en la Tabla I.

Tablal. Ventajas y desventajas de los diferentes sistemas de expresion empleados para la
produccion de rhIFN-a
Slstema_l ’de Ventajas Desventajas
expresion
E.coli * Alta velocidad de crecimiento e Ausencia de modificaciones co- y
¢ Elevada productividad de la postraduccionales similares a las
proteina producidas en células eucariotas
¢ Bajo costo e El uso de codones es diferente
respecto de las células eucariotas
¢ Producen proteinas insolubles
Levaduras ¢ Alta velocidad de crecimiento e Carecen de modificaciones

Lineas celulares
de mamiferos

Lineas celulares
derivadas de
insectos

Sistemas libres
de células

¢ Elevada productividad de la
proteina

¢ Bajo costo

¢ Adecuado plegamiento de la
proteina

¢ Adecuado plegamiento de la
proteina

¢ Modificaciones postraduccionales
simples y complejas

¢ Elevada productividad de la
proteina

¢ Adecuado plegamiento de la
proteina

* Modificaciones postraduccionales
simples y complejas

¢ R4pida optimizacion de los
constructos de expresion

e Elevada productividad de la
proteina

e Las condiciones de reaccion
pueden ser modificadas para
mejorar problemas de solubilidad
de la proteina

postraduccionales complejas

e Velocidades de crecimiento muy
lentas

¢ Baja productividad de la proteina

¢ Elevado costo

e Velocidades de crecimiento muy

lentas
¢ Elevado costo

¢ Elevado costo

Adaptado de El-Baky y Redwan, 2015

2.9. Usos clinicos del rhiIFN-a2

Los efectos antivirales del IFN-a junto con su potencial actividad antitumoral
condujeron a la produccion del hIFN-a a gran escala con el objetivo de proceder a ensayos
clinicos que permitan llevar a cabo su evaluacién en enfermedades virales y tumorales.

Inicialmente, se llevé a cabo la produccién de la citoquina mencionada a partir de leucocitos
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inducidos con virus Sendai, molécula que lleg6 a ser evaluada en ensayos clinicos en el afo
1974.

Sin embargo, tiempo después, el hIFN-a2 fue el primer subtipo de IFN-a en ser
clonado, convirtiéndose en el primer IFN y la primera citoquina en ser producida y
comercializada por la industria farmacéutica (Paul y col., 2015). De este modo, las dos
variantes alélicas de hIFN-02 producidas en E.coli fueron aprobadas por la FDA en el afo
1986 para el tratamiento de leucemia de células vellosas y comercializados bajo la
denominacién ROFERON-A® (rhIFN-a2a) por Hoffmann La Roche, Inc. e INTRON A®
(rhIFN-a2b), por Schering-Plough. Actualmente, estos IFNs y sus variantes modificadas
mediante la adicién de polietilenglicol (PEG Intron®, Schering-Plough, y PEGASYS®,
Hoffman La Roche, Inc.) se encuentran aprobados en un gran numero de paises para su
uso clinico en el tratamiento de una amplia variedad de patologias virales y cancerigenas.

El IFN-a presenta un rol crucial en la inmunidad tumoral y terapias inmunes.
Basicamente, el empleo de IFN-a2 como agente antitumoral se basa en su elevada
capacidad para ejercer citotoxicidad directa sobre células tumorales y para estimular la
accion de macréfagos y células NK (Rachmawati y col., 2004). Por otra parte, el IFN-a
puede ser empleado como adyuvante en protocolos de radioterapia, quimioterapia e
inmunoterapia contra el cancer, permitiendo prolongar la respuesta antitumoral.
Particularmente, en estos casos actua mediante la induccion de la cascada de sefalizacién
de los IFN-I en células malignas o tumorales (Zitvogel y col., 2015). En la actualidad, el
IFN-a se encuentra aprobado para el tratamiento de linfoma folicular, leucemia de células
vellosas, melanoma maligno, sarcoma de Kaposi relacionada al sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y carcinoma de células renales metastasico. Ademas, el
IFN ha sido empleado frente a cancer renal y de vejiga y como adyuvante de otros
terapéuticos (Fuertes y col., 2013; El-Baky y Redwan, 2015).

Por otra parte, la terapia con IFN-a ha logrado un notable éxito en el control de
infecciones con el virus de la hepatitis B y C (HBV y HCV, respectivamente). En el primer
caso, la actividad viral inhibe el sistema de IFN del huésped. En consecuencia, la
administracién de IFN-a resulta ser una terapia de reemplazo. En el segundo caso, la
infeccion con HCV en el 50-70% de los casos resulta en hepatitis C cronica y, generalmente,
progresa hacia la aparicion de cirrosis y carcinoma hepatocelular. El tratamiento con IFN-a
permite reducir significativamente los niveles de ARN del HCV (observado en biopsias de
higado). Recientemente ha sido recomendado su empleo en el tratamiento de pacientes con
esclerosis multiple, quienes pierden la capacidad de respuesta al IFN-B debido a la aparicién
de anticuerpos neutralizantes (Fuertes y col., 2013; EI-Baky y Redwan, 2015).
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2.10. Propiedades farmacocinéticas y efectos adversos del rhIFN-a2

La absorcién de los IFN-1 a través del tracto gastrointestinal es muy baja, motivo por
el cual deben ser administrados por via parenteral. Si bien el hIFN-a2 puede ser
administrado por via subcuténea, intravenosa e intramuscular, la primera es la més utilizada
(George y col., 2012).

A pesar de que el perfil farmacocinético del IFN depende de la via de
administracién, en todos los casos se produce una rapida inactivacién y eliminacion de la
citoquina del organismo. El rindn es el principal 6rgano donde se produce el catabolismo del
IFN mediante filtracion glomerular y reabsorcién tubular, en la que ocurre la degradacion
proteolitica (Bino y col., 1982; Sotoca Momblona, 1999). Por este motivo, se requieren dosis
elevadas y frecuentes para alcanzar la ventana terapéutica durante el tratamiento con IFN.
Esto puede conducir a la aparicion de efectos toxicos y sintomas adversos al tratamiento.
Uno de los efectos adversos mas comunes es la linfopenia que se caracteriza por una
inhibicién directa sobre la produccion, proliferacion y recirculaciéon de linfocitos y se revierte
cuando cesa el tratamiento. Asimismo, es muy comun la aparicion de efectos caracteristicos
de la gripe tales como: dolor de cabeza, malestar general, fiebre, escalofrios, fatiga, mialgia
y dolores en las articulaciones y espalda. También se han reportado algunos efectos
psicoldégicos como depresion, irritabilidad y cambios en la personalidad.

Se ha demostrado que el empleo de dosis elevadas de IFN permite llevar a cabo el
tratamiento de enfermedades virales y tumorales con eficacia. Sin embargo, los pacientes
no son capaces de tolerar los efectos adversos que provocan (Pestka y col., 2007).

Por otra parte, el rhIFN-a2 puede ser inmunogénico en algunos pacientes,
generando anticuerpos neutralizantes que raramente han sido asociados con su toxicidad,
aunque podrian ser responsables del fracaso terapéutico de la citoquina durante el curso de
tratamientos cronicos. Por ultimo, aproximadamente un 2% de los pacientes presentan
reacciones adversas graves como enfermedades autoinmunes (psoriasis, artritis

reumatoidea) y fallos renales o cardiacos agudos (Gutterman, 1994; Bekisz, 2004).

3. Glicosilacion

Mas de dos tercios de los bioterapéuticos empleados en la actualidad constituyen
proteinas recombinantes glicosiladas, en las cuales los glicanos presentan roles importantes
que influencian sus propiedades terapéuticas. Las caracteristicas glicosidicas de cada
proteina recombinante pueden variar significativamente dependiendo de la especie, el tipo
celular y las condiciones fisiol6gicas del huésped de produccién. El niumero y composicién
de glicanos presentes en una glicoproteina influyen en el reconocimiento, sefalizacién e

interaccion ya sea a nivel subcelular como asi también entre células y proteinas. A su vez,
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presentan un rol importante en el plegamiento de la proteina y en la conformacién final de la
misma (Dicker y Strasser, 2015).

Las estructuras glicosidicas afectan notablemente las propiedades farmacol6gicas
de la proteina, incluyendo su actividad, solubilidad, biodisponibilidad, farmacocinética e
inmunogenicidad. Por este motivo la glicosilacion debe ser controlada durante el proceso de
produccion a los fines de obtener bioterapéuticos eficaces (Li y d"Anjou, 2009; Dicker y
Strasser, 2015).

La glicosilacién constituye el proceso co/postraduccional mas importante que
realizan las células eucariotas. Consiste en la adicion covalente de cadenas laterales de
oligosacaridos a un determinado aminoacido presente en la secuencia peptidica. La
biosintesis de los glicanos ocurre en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el aparato de
Golgi e involucra la actividad de una gran cantidad de enzimas de transmembrana
denominadas glicosiltransferasas y glicosidasas. En humanos existen dos tipos
predominantes de glicosilacion que se diferencian no sélo en el aminoacido al cual se unen,
sino también en cuanto a su estructura (Li y d"Anjou, 2009; Sola y Griebenow, 2010; Costa y
col., 2014).

3.1. Glicosilacion tipo N

El tipo de glicosilacion mas prominente y mejor caracterizada es la que involucra la
unién de un glicano al atomo de N del grupo amida presente en la cadena lateral de una
Asn. La glicosilacion tipo N comienza en el lumen del RE mediante la transferencia de un
oligosacarido precursor conservado preensamblado a la Asn de la secuencia consenso
Asn-Xxx-Ser/Thr (donde Xxx debe ser diferente de Pro) presente en la cadena polipeptidica
naciente (Dicker y Strasser, 2015).

Especificamente, el precursor de glicanos consiste en el lipido dolicol fosfato (Dol-
P) unido a 14 monosacaridos (glucosazmanosagN-acetilglucosamina, o GlcsMangGlcNAc,)
qgue se encuentra conservado en eucariotas. Su sintesis se lleva a cabo en el lado citosélico
de la membrana del RE y comienza mediante la uniéon a 2 GIcNAc y 5 Man. Este ultimo,
denominado MansGlcNAc,-Dol, se transloca hacia el lumen del RE, donde se adicionan
4 Man y 3 Glc para asi completar la sintesis del precursor. Posteriormente, el mismo sera
transferido especificamente a la Asn correspondiente debido a la accion de un complejo de
proteinas de transmembrana denominado oligosacariltransferasa (OST) (Fig. 7a) (Costa y
col., 2014; Dicker y Strasser, 2015).

El precursor ya unido a la proteina sufre algunas modificaciones en el lumen del
RE, que son caracteristicas de las células eucariotas y se encuentran conservadas.
Inicialmente las glucosidasas | y Il remueven los 3 residuos de Gic terminales de manera

secuencial para obtener ManyGIcNAc,. Este procedimiento esté relacionado al plegamiento
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de la proteina y permite retenerla en el RE. Posteriormente actia una endomanosidasa que
permite generar la estructura MangGIcNAc,. De este modo, la glicoproteina de secrecion en
su conformacion nativa es liberada del RE y se dirige al cis-Golgi. Alli, los N-glicanos sufren
una serie de procesamientos que son llevados a cabo por a-manosidasas de tipo | que
actuan especificamente sobre residuos de Man con enlaces a1,2. Este procesamiento
generalmente resulta en el glicano MansGIcNAc,, que constituye el sustrato para su
diversificacion en el Golgi (Fig. 7b) (Costa y col., 2014; Dicker y Strasser, 2015).

La diversificacion de la estructura glicosidica MansGIcNAc, permitira obtener
diferentes tipos de N-glicanos, que se caracterizan por presentar el mismo core formado por
2 residuos de GIcNAc y 3 residuos de Man. Este procedimiento comienza con la adicion de
una GIcNAc en enlace 1,2, catalizada por la enzima GIcNAc transferasa |. Seguidamente la
enzima a-Manosidasa Il conduce a la remocién de una Man en unién a1,3 y de otra en unién
a1,6. De este modo, se obtiene la estructura GlcNAc;Man;GIcNAc,. La accion de la GIcNAc
transferasas I, lll y IV conduce a la adicion de residuos de GIcNAc. Estos residuos pueden
ser extendidos mediante el agregado de galactosa (Gal) y &cido sialico (AS), para lo cual
participan enzimas galactosiltransferasas y sialiltransferasas (Fig. 7c).

Existen tres tipos de N-glicanos: alta manosa, hibrido y complejo (Fig. 8a). La
primera clasificacion se caracteriza por presentar entre 2 y 6 residuos de Man adicionales
unidas al core. El tipo complejo no posee manosas adicionales y presenta 2 0 mas ramas
conteniendo GIcNAc (unidas al core), Gal y AS. El tipo hibrido posee una rama de tipo alta
manosa y una rama de tipo compleja. Tanto los N-glicanos tipo hibrido como complejos
pueden ser bi-, tri- 0 tetra-antenarios, de acuerdo al nUumero de ramas que posean. Ademas,
los tres tipos de N-glicanos comparten el mismo core. La adicion de un residuo GIcNAc
directamente a la Man central del core constituye la estructura GIcNAc bisectante (Fig. 7c¢)
(Butler, 2004; Costa y col., 2014; Dicker y Strasser, 2015).
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a)

b)

Fig. 7.
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a) Biosintesis del precursor de N-glicanos Dol-P y transferencia de la cadena
hidrocarbonada al residuo de Asn de la secuencia consenso (Asnh-Xxx-Ser/Thr)
presente en la proteina naciente.
El precursor de glicanos GlcsManyGIcNAc, es sintetizado en el RE y luego transferido
desde Dol-P a la Asn ubicada en la secuencia consenso de la proteina naciente.
b) Procesamiento inicial en el reticulo endoplasmatico y Cis-Golgi
c) Representacion de la diversificacion de los N-glicanos en el Golgi.
Complejo oligosacariltransferasa (OST). Dolicol fosfato (DolP). Guanosina difosfato
(GDP). Uridina difosfato (UDP). Manosa (Man). Glucosa (Gilc). N-acetilglucosamina
(GlcNAc). Reticulo endoplasmatico (RE) (adaptado de Costa y col., 2013).




a)

b)
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3.2 Glicosilacion tipo O

La O-glicosilacién es un evento postraduccional complejo que se inicia mediante la
adicion de un solo monosacérido, generalmente N-acetilgalactosamina (GalNAc), al atomo
de O de la cadena lateral de una Ser o Thr apropiada. No se ha identificado ninguna
secuencia consenso, sin embargo, los residuos mencionados se glicosilan cuando estan
presentes en un entorno que contiene una alta proporciéon de Ser, Thr y Pro. En general, el
residuo Thr se glicosila mas eficientemente que Ser. Ademas, la O-glicosilacién ocurre sobre
la proteina completamente plegada y ensamblada, por lo que sélo los aminoacidos que
queden expuestos podran glicosilarse. Este proceso generalmente se inicia en el aparato de
Golgi donde a partir de la GalNAc se adicionan otros monosacaridos que permiten elongar la
cadena hidrocarbonada y asi dar lugar a diferentes estructuras o core. Se han identificado
8 de las estructuras mencionadas que pueden ser modificadas mediante adicion de AS,
fucosa (Fuc), extensiones lactosamina (LacNAc) o bien mediante sulfatacién y/o acetilacion
(Fig. 8b) (Rudd y Dwek, 1997; Van den Steen y col., 1998; Restelli y Butler, 2002; Peter-
Katalini¢, 2005).
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Fig. 8 Estructuras representativas de los N-glicanos (a) y O-glicanos (b)
a) Estructuras representativas de los tres tipos de N-glicanos: alta manosa, hibrido y
complejo.
b) Estructuras representativas de los 8 cores correspondientes a O-glicanos.
Las abreviaturas indican los monosacéridos comunmente observados para los N- y
O-glicanos presentes en células de mamifero. Man (Manosa), Fuc (Fucosa), GalNAc

(N-acetilgalactosamina), GIcNAc (N-acetilglucosamina, NANA (acido
N-acetilneuraminico) y NGNA (acido N-glicoliineuraminico) (adaptado de Hossler y col.,
2009).

31



Introduccion

3.3. Factores externos que influencian la glicosilacion de proteinas

El control del proceso de produccién de una glicoproteina, desde el huésped de
produccion hasta las condiciones de cultivo, es fundamental a los fines de obtener un
producto cuyas caracteristicas glicosidicas sean las deseadas y demuestren consistencia.
Sin embargo, el conjunto de estructuras de glicanos unidos a la proteina puede evidenciar
no sélo macroheterogeneidad, asociada al grado de ocupacion de los sitios potenciales de
glicosilacién, sino también microheterogeneidad, que se encuentra relacionada con la

estructura de los glicanos presentes en cada sitio (Butler, 2005).

3.3.1. Tipo celular y factores especificos de especie

La eleccion del huésped de produccion presenta un profundo impacto en la
productividad maxima del producto y su calidad. Como se mencionara con anterioridad,
existe una gran diversidad de sistemas de expresion, entre ellos: bacterias, levaduras,
células de insectos, plantas y células de mamifero. Sin embargo, la eleccién del huésped
dependera de la aplicacion que se le quiera dar al producto. Algunas proteinas terapéuticas
no requieren de la glicosilacion para ser eficaces. Sin embargo, la mayoria de los
bioterapéuticos aprobados en la actualidad constituyen glicoproteinas que requieren de un
apropiado grado de glicosilaciéon para alcanzar su actividad biol6gica 6ptima. En este caso,
la eleccion del sistema de expresién es crucial ya que la presencia de glicoformas de origen
no humano podria ejercer efectos adversos durante el tratamiento, no resultando seguro el
empleo de la proteina recombinante (Costa y col. 2014). Particularmente, en el caso de la
N-glicosilacion, el core se encuentra conservado en diferentes organismos. Sin embargo, las
diferencias entre especies se dan durante los uUltimos pasos de la sintesis que implican su

diversificacion.

3.3.2. Factores ambientales y condiciones de cultivo

Diversos parametros del cultivo pueden ser manipulados durante la produccién del
bioterapéutico a los fines de optimizar el crecimiento celular y la productividad volumétrica.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que los cambios introducidos pueden conducir a
variaciones en las caracteristicas glicosidicas del producto final (Butler, 2004; Costa y
col., 2014). Los parametros pueden ser divididos en tres categorias: medios de cultivo y
nutrientes, condiciones de cultivo y plataformas tecnolégicas o sistemas de cultivo:

¢ El medio de cultivo determina el crecimiento celular que a su vez tendra una gran
influencia en la calidad del producto final (Zhu, 2012). El medio de cultivo para células
animales generalmente estd constituido por una mezcla de componentes quimicamente
definidos e indefinidos. La glucosa es la mayor fuente de energia y el crecimiento celular en
condiciones limitantes de glucosa conduce a la sintesis de glicoproteinas con ciertas
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anormalidades. La glutamina es otra fuente de energia y precursor esencial de la sintesis de
nucleétidos. Sin embargo, conduce a la acumulacion de amonio en el medio de cultivo, que
afecta el crecimiento celular y la glicosilacién de proteinas; principalmente disminuye la
incorporacién de AS terminal. La suplementacién de los medios basales con suero animal es
esencial para el crecimiento y proliferacion celular, pero ofrece ciertas desventajas para el
proceso de produccién de biofdrmacos, entre las cuales podemos mencionar la variabilidad
entre lotes, dificultades en los procesos de purificacion, elevados costos y riesgos de
transmision de enfermedades de animales a humanos. Los cultivos conteniendo suero
pueden ser adaptados al crecimiento en medio libre de dicho suplemento, haciendo el
proceso mas econdmico y seguro. Sin embargo, el proceso de adaptacién puede impactar
no soélo en la productividad de la proteina sino también en su grado de glicosilacion (Butler,
2004; Costa y col., 2014).

e Las condiciones de cultivo que permiten llevar adelante la producciéon a gran
escala deben ser optimizadas a los fines de maximizar la productividad de la proteina
recombinante. Sin embargo, cambios en parametros como O, disuelto, temperatura, pH y
CO, pueden afectar el grado de glicosilacién de las proteinas. EI O, presenta un rol
importante en el metabolismo y viabilidad celular. El O, disuelto influencia el proceso de
glicosilacién de un modo que resulta ser dependiente de la linea celular y especifico de cada
proteina. Particularmente, influye sobre la galactosilacion y la sialidacién. El pH también
afecta la incorporacion de Gal y AS y puede tener cierta influencia sobre el grado de
ocupacién de los sitios potenciales de glicosilacién. EI CO, debe ser considerado ya que
contribuye a mantener en equilibrio el pH del medio. La reduccion de la temperatura del
cultivo de 37 °C a valores inferiores ha permitido incrementar la productividad de los cultivos
y ésto, en algunos casos, produce cambios en los niveles de sialidacion de las proteinas
(Butler, 2004; Costa y col., 2014).

e Las plataformas tecnoldgicas de cultivo mas empleadas son: batch, fed-batch y
perfusion. En el primer caso, los nutrientes se van agotando, de este modo, las condiciones
de cultivo cambian, lo cual puede llevar a modificaciones en el patrén de glicosilacion del
producto que se va acumulando en el cultivo. Por otra parte, en modo fed-batch, los niveles
de nutrientes se encuentran controlados permitiendo el incremento de la densidad celular. El
producto se va acumulando y puede sufrir cambios a niveles de glicosilacién debido a la
presencia de enzimas secretadas por las células o liberadas como consecuencia de su lisis.
El modo perfusion se caracteriza por disminuir los tiempos de residencia de la glicoproteina
en el reactor, lo cual conduce a una disminucion de la heterogeneidad de las glicoformas; en
general la renovacion continua del medio permite obtener productos de mejor calidad. Por
otra parte, la produccién también puede llevarse a cabo en condiciones de adherencia. Sin
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embargo, en muchos casos se prefiere la adaptacion del cultivo a suspension (Butler, 2004;
Costa y col., 2014).

3.4. Impacto de la glicosilacion sobre las propiedades farmacoldgicas de
proteinas terapéuticas
Los glicanos son capaces de proveer ciertas propiedades a las proteinas. Si bien la
funcion bioldgica de las mismas esta definida por su componente aminoacidico, los
carbohidratos determinan sus propiedades farmacolégicas (Li y d"Anjou, 2009).

3.4.1 Integridad

Los glicanos presentan un rol importante en el establecimiento y mantenimiento de
la integridad de las glicoproteinas. El tamafo y la masa molecular de una proteina se ven
afectados por el nimero y tipo de glicanos unidos. Los glicanos pueden incrementar la
estabilidad térmica, inhibir la agregacion y mejorar su solubilidad, mediante el
enmascaramiento de residuos hidrofébicos ubicados en la superficie de la proteina.
Ademas, los hidratos de carbono proveen proteccién contra la protedlisis mediante el
encubrimiento de sitios de clivaje que podrian ser reconocidos por proteasas. Teniendo en
cuenta estas funciones es l6gico pensar que la glicosilacién presente un rol importante en la
modulacion de la interaccién entre proteinas (Imperiali y O"Connor, 1999; Sinclair y Elliott,
2005; Liy d’Anjou, 2009). La carga de la proteina se ve influenciada por la presencia de AS
y esté relacionada con la solubilidad de la proteina y con la resistencia a protedlisis (Costa y
col., 2014).

3.4.2 Farmacocinética y farmacodinamia

Por un lado, la farmacocinética se ocupa de aquellos procesos que afectan el paso
de un farmaco por el organismo: desde su liberacién, absorcién, distribucion, metabolizacién
hasta su excrecién. Asimismo, evalla el tiempo inicial requerido para evidenciar una
respuesta y la duracion de la misma. Por este motivo, los parametros farmacocinéticos mas
comunmente calculados son: el tiempo de vida media, el clearance o velocidad depuracién
plasmatica, el area bajo la curva, la concentracion maxima y el tiempo requerido para
alcanzarla. Por otro lado, la farmacodinamia estudia los mecanismos de accién de las
drogas y sus efectos bioquimicos y fisiolégicos. Tanto la farmacocinética como la
farmacodinamia se ven influenciadas por los oligosacaridos que conforman las
glicoproteinas y resultan criticos para la determinacién de la eficacia de una proteina
terapéutica (Takeuchi y col., 1990; Sola y Griebenow, 2010).

Existen diferentes mecanismos responsables de la eliminacién de las glicoproteinas

del torrente sanguineo y, generalmente, involucran la participacion de receptores de alta
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afinidad que reconocen los azucares terminales. Las proteinas que carecen de AS son
removidas de la circulacion mediante endocitosis mediada por receptores hepaticos de
asialoglicoproteinas. Estos receptores son incapaces de reconocer a la proteina modificada
por residuos de AS por lo que permiten depurar moléculas que presentan Gal o GalNAc
como azucares terminales. También existen receptores de Man que permiten depurar
proteinas con alto contenido de dicho monosacérido, asi como también receptores de tipo
lectinas que permiten remover proteinas que portan Fuc y GIcNAc como monosacarido
terminal (Cumming, 1991; Soléa y Griebenow, 2010).

El mecanismo de filtracién glomerular permite remover de circulacion aquellas
proteinas que presentan un tamano menor que 70 kDa. Por ello, la velocidad de filtracion
depende directamente de la estructura terciaria/cuaternaria de la proteina y de su masa
molecular (que determinan su forma, su tamano y definen un radio hidrodinamico) vy,
ademas, es inhibida por la presencia de cargas negativas en la superficie. En glicoproteinas
de baja masa molecular, los oligosacaridos pueden prolongar la vida media en circulacion a
través del aumento del tamafno y de la carga superficial negativa que aportan los AS
terminales a pH fisiolégico (Goochee y col., 1992; Baenziger, 1996).

3.4.3. Union al receptor y actividad bioldgica

In vitro, la glicosilacion permite modular la interaccibn de una proteina con su
ligando o receptor. Si bien en algunos casos la ausencia de oligosacaridos produce un
aumento de la actividad biolégica especifica in vitro, en otros, la carencia de azucares
produce una disminucién de actividad (Varki, 1993).

In vivo, el incremento del grado de glicosilacién y en consecuencia del contenido de
AS contribuye a mejorar las propiedades farmacocinéticas de las proteinas y, por ende, su
actividad biolégica por los mecanismos anteriormente mencionados (Solda y Griebenow,
2010).

3.4.4 Inmunogenicidad

La glicosilacién puede contribuir a modificar las propiedades inmunogénicas de una
proteina favoreciendo la respuesta inmune debido a la presencia de estructuras glicosidicas
inmunogénicas o por facilitar la presentacién antigénica. Es decir, algunas cadenas de
oligosacaridos pueden ser antigénicas por si mismas y generar anticuerpos
anti-carbohidratos, mientras que otras necesitan del entorno proteico para ser reconocidas
(Lisowska, 2002; Li y d’Anjou, 2009). La generacién de anticuerpos neutralizantes
especificos en contra de una proteina recombinante terapéutica generalmente puede

conducir a la pérdida de eficacia del tratamiento (Sold y Griebenow, 2010).
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Por otro lado, la presencia de oligosacaridos puede tener un comportamiento
completamente diferente, disminuyendo la respuesta inmune mediante el enmascaramiento
de epitopes antigénicos.

Por lo tanto, la correcta eleccibn del huésped para producir proteinas
recombinantes de interés terapéutico es un factor de vital importancia para que las mismas
presenten las modificaciones postraduccionales apropiadas. De este modo, se reduce el
riesgo de que resulten antigénicas con el consecuente desarrollo de respuesta inmune

humoral durante el tratamiento.

4. Ingenieria de proteinas

Inicialmente, las versiones recombinantes de proteinas naturales permitieron
reemplazar proteinas deficientes o anormales. Sin embargo, esta primera generacién de
proteinas terapéuticas no resulté 6ptima para el tratamiento de las patologias asociadas. Por
este motivo, se desarrolld la segunda y tercera generacién de proteinas recombinantes
terapéuticas mediante la incorporacién de ciertas modificaciones en la secuencia proteica
que permitieron mejorar los atributos del producto o las caracteristicas del proceso (Kimchi-
Sarfaty y col., 2013).

La ingenieria de proteinas provee las herramientas necesarias para el
mejoramiento de las propiedades fisicoquimicas y biol6gicas de las proteinas terapéuticas.
Las modificaciones introducidas pueden alterar el mecanismo de accién, efectos adversos y
eficacia terapéutica de la proteina asi como también satisfacer limitaciones practicas como
los costos de produccién y la frecuencia de dosificacién (Marshall y col., 2003).

En la actualidad existen diversas estrategias que permiten modular propiedades de
las proteinas como su eficacia, especificidad, estabilidad y farmacocinética. Entre ellas es
posible mencionar la fusion genética o quimica de la proteina terapéutica a otra proteina o a
un polimero, introduccibn de una o varias mutaciones en la secuencia primaria o
modificacion de su co6digo genético para la optimizacion de codones. Las dos primeras
implican un cambio en la estructura primaria de la proteina (Marshall y col., 2003;
Kimchi-Sarfaty y col., 2013).

Particularmente, para el caso del IFN-a se ha reportado el desarrollo del IFN-a
consenso (consensus interferon, INFERGEN®). Esta citoquina de segunda generacién
constituye un IFN-I completamente sintético, desarrollado mediante comparacién
aminoacidica de diferentes subtipos no alélicos de IFN-a y posterior asignacion de cada
posicion con el aminoacido mas frecuentemente observado. Esta secuencia comun o
consenso permitid obtener una proteina con actividad bioldgica antiviral mejorada, motivo
por el cual ha sido empleada para el tratamiento de infecciones crénicas con el virus de la
hepatitis C (Blatt y col., 1996; Witthéft, 2008).
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41, Tecnologias aplicadas al mejoramiento de la farmacocinética vy
farmacodinamia de proteinas terapéuticas

4.1.1. Proteinas de fusion

Las tecnologias de fusion de proteinas explotan las propiedades de ciertos
dominios 0 médulos activos de las proteinas y manipulan su tamafo molecular mediante la
fusibn a otra proteina, para generar nuevas entidades moleculares con propiedades
deseables. De este modo se pueden fusionar 2 0 mas genes que codifiquen para 2 0 mas
proteinas diferentes, obteniéndose una proteina de fusiébn recombinante a partir de una
Unica cadena de ADNc. La proteina que se elige para la fusién seréa la encargada de proveer
la capacidad de permanecer en circulacion durante un tiempo prolongado, mientras que la
proteina de interés sera la responsable de ejercer la accion terapéutica. Para poder aplicar
esta tecnologia es importante considerar que la modificacion en el extremo N- o C-terminal
de la proteina terapéutica no afecte su funcionalidad (Rachmawati y col., 2004; Beals y
Shanafelt, 2006).

La mayoria de las plataformas tecnolégicas emplean para la fusién proteinas que
se caracterizan por presentar un prolongado tiempo de vida media en circulacion. Entre ellas
podemos mencionar: las regiones Fc de los anticuerpos (Capon y col., 1989; Beals y
Shanafelt, 2006; Czajkowsky y col., 2012, Strohl, 2015), albumina sérica (Osborn y col.,
2002; Joung y col., 2009; Strohl, 2015) y transferrina (Bai y col., 2005; Subramanian y col.,
2007; Amet y col., 2010; Nelson y col., 2010). De este modo, el incremento del tamaro de la
proteina permite disminuir la depuracioén renal. A su vez, el Fc de los anticuerpos asi como
también la albumina sérica humana se encuentran protegidos de la degradacion mediante
un proceso de reciclado dependiente de pH llevado a cabo por el receptor neonatal de Fc.
Por otra parte, el receptor de transferrina dependiente de clatrina permite prolongar la vida
media de proteinas de fusion a transferrina (Marshal y col., 2003; Rachmawati y col., 2004;
Beals y Shanafelt, 2006; Carter, 2011; Kimchi-Sarfaty y col., 2013; Strohl, 2015).

Las propiedades farmacocinéticas del bioterapéutico de interés también pueden ser
mejoradas mediante su fusién a péptidos con sitios potenciales para N- y/o O-glicosilacion.
En este caso, la glicosilacién es la principal responsable de las mejoras alcanzadas. Estos
péptidos pueden ser naturales, derivados de alguna glicoproteina, o bien sintéticos,
disenados especialmente para contener varios sitios potenciales de glicosilacion.

El péptido denominado CTP (carboxy-terminal peptide) posee 28 aminoacidos y
proviene del extremo C-terminal de la subunidad B de la gonadotropina coriénica humana o
hCG. Este péptido provee 4 sitios potenciales para O-glicosilacion y fue evaluado en el
extremo N- y C-terminal de diferentes proteinas terapéuticas como hEPO (Lee y col., 2006;
Fares y col., 2007; Fares y col., 2011), hFSH (Klein y col., 2002; Klein y col., 2003), hGH
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(hormona de crecimiento humana; Fares y col, 2010), hIFN-a2b (Ceaglio y col., 2016),
hIFN-B, FIX y FVlla de la cascada de coagulacién sanguinea (Strohl, 2015). En particular, el
terapéutico resultante de la fusion entre la FSH y CTP (ELONVA®, MSD) fue aprobado por
EMA para tratamientos de fertilidad en mujeres. En general, la fusion del CTP a las
proteinas mencionadas resulté en la prolongacion del tiempo de vida media plasmatico al
menos entre 2 y 4 veces, por lo que ha demostrado ser una opcién valida para mejorar las
propiedades farmacocinéticas de proteinas terapéuticas (Strohl, 2015).

Por otra parte, las caracteristicas de la trombopoyetina humana (hTPO) condujeron
al disefio de un péptido natural N-glicosilado. Particularmente, hTPO es una citoquina que
actia de forma anéloga a la EPO en la eritropoyesis. Presenta un extremo C-terminal
(denominado TpC) que se caracteriza por la abundancia de residuos hidrofébicos que
conforman 6 sitios potenciales para N-glicosilacion. El péptido TpC posee 178 aminoacidos
y fue fusionado a la EPO permitiendo incrementar considerablemente su tiempo de vida
media plasmatica, lo cual resulté en un incremento de su actividad hematopoyética in vivo
(Lee y col., 2006).

Se han descripto diversos péptidos sintéticos con sitios potenciales para
N-glicosilacion, capaces de producir mejoras en las propiedades farmacocinéticas de las
proteinas a las cuales son fusionados. Para este trabajo de tesis resulté de gran interés el
péptido ANITVNITV descripto por Perliman y colaboradores (Perlman y col., 2003; Kaup y
col., 2011). El péptido mencionado posee dos sitios potenciales para N-glicosilacién. Su
fusion a la FSH permiti6é incrementar la masa molecular, la carga negativa de la molécula y
modificar sus propiedades hidrodinamicas que, en consecuencia, mejoraron las propiedades
farmacocinéticas de la hormona, resultando en un marcado incremento de su potencia in
vivo.

Recientemente, se han utilizado con éxito polipéptidos sintéticos recombinantes no
estructurados llamados XTEN que permitieron extender la vida media plasmatica de
diversas proteinas. Las secuencias aminoacidicas XTEN no poseen sitios potenciales para
glicosilaciéon pero permiten mejorar las propiedades farmacocinéticas debido a su tamano.
Estan formadas por los aminoacidos Ala, Glu, Gly, Pro, Ser y Thr y presentan longitudes
entre 288 (32 kDa) y 1008 (111 kDa) residuos. Actualmente se conocen 9 proteinas de
fusiébn a XTEN: hGH, exedin, glucagon, IL-1ra, rFVIla, rFVIII, rFIX, GLP-1 y GLP-2. La
mayoria de ellas se encuentran en distintas fases de los ensayos clinicos (Schellenberger y
col., 2009; Strohl, 2015).

En términos generales, las proteinas de fusidn descriptas se caracterizan por
presentar actividad biolégica in vitro disminuida respecto del componente activo sin fusionar
(Zhao y col., 2008; Chen y col., 2013). Esto puede deberse a una dificultad de unién a su
receptor celular causada por el impedimento estérico que puede provocar la proteina
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fusionada. El empleo de linkers con diferentes estructuras y longitudes, asi como también su
fusién al extremo N- o C-terminal puede tener una gran influencia sobre la actividad in vitro
de la proteina (Strohl, 2015).

4.1.2. Conjugacion a polimeros

La conjugacion de la proteina terapéutica de interés a un polimero permite
prolongar su vida media plasmatica mediante el incremento del volumen hidrodinamico que
resulta en una disminucion de su velocidad de eliminacién. Ademéds, las cadenas de
polimeros pueden proteger a la proteina del reconocimiento por parte de anticuerpos
neutralizantes y de la accién de enzimas proteoliticas, gracias a que generan impedimento
estérico. Este tipo de modificacion también permite incrementar la solubilidad en agua y
prevenir o reducir la agregacion, la antigenicidad e inmunogenicidad de las proteinas (Pasut
y Veronese, 2007).

Un polimero ideal para la conjugacién a proteinas terapéuticas es el PEG que
resultd6 ser el mas utilizado por la industria farmacéutica (Pasut y Veronese, 2007). El
procedimiento de conjugacién de PEG a una determinada droga a través de sus grupos
reactivos es conocido como PEGilacion. Dependiendo del sistema de activacion de la
molécula de PEG, los sitios seleccionados para la conjugacion a polipéptidos pueden ser:
Lys, Cys, His, Arg, Asp, Glu, Ser, Thr, Tyr o a los aminoacidos presente en los extremos
N-terminal y C-terminal de proteinas. La via mas empleada de conjugacién a proteinas es la
activacion del PEG para la posterior reaccion con el grupo y-amino de residuos de Lys
(Roberts y col., 2002).

Algunos de los productos comerciales derivados del procedimiento de PEGilacién
son los anteriormente mencionados PEG-IFN-a2b (PEG-INTRON®; Wang y col., 2002),
PEG -IFN-a2a (PEGASYS®; Bailon y col., 2001; Reddy y col., 2002) y otros tales como
PEG-receptor antagonista de GH (PEGVISOMANT, Somavert®, Pfizer; Trainer y col., 2000)
y PEG-factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos humano (PEG-GM-CSF,
PEGFILGRASTIM, Neulasta®, Amgen; Kinstler y col., 2002).

Particularmente la conjugacion de PEG al IFN-a2 se llevé a cabo empleando dos
reactivos de conjugacién diferentes: PEG lineal de 12 kDa y PEG ramificado de 40 kDa.
Como resultado se obtuvo una notable mejoria en los parametros farmacocinéticos
demostrando tiempos de vida media entre 27-37 h y 65 h para el PEG-Intron® y el
PEGASYS®, respectivamente. Sin embargo, la conjugacién a PEG produjo un cambio en la
actividad biolégica especifica (ABE) in vitro del IFN que result6é inversamente proporcional al
tamano de la molécula de PEG. Es decir, la molécula de PEG lineal-IFN-a2b retuvo un 28%
de su actividad antiviral mientras que la molécula de PEG ramificado-IFN-a2a conservé solo
un 6%. A pesar de este resultado, las mejoras en la propiedades farmacocinéticas de

39



Introduccion

PEGASYS fueron suficientes para lograr incrementos notables de su actividad in vivo
(Marshall y col., 2003; Pasut y Veronese, 2007).

Una clara desventaja del empleo de esta tecnologia es que generalmente provoca
una pérdida de actividad biolégica de la proteina debido a la apantallamiento de sitios
activos que son esenciales para su accion (Marshall y col., 2003). Ademas, pueden aparecer
efectos adversos provocados por el polimero en si mismo o por productos secundarios
formados durante la sintesis (Knop y col., 2010).

4.1.3. Glicoingenieria

El principal éxito de la glicoingenieria es lograr que las proteinas porten no sélo
glicanos mas definidos mediante el control o la modificacién de diversas vias biosintéticas
sino también mediante la remocién o incorporacién de oligosacaridos. Asi, por ejemplo, en el
primer caso fue posible incrementar la antenaricidad de los glicanos de glicoproteinas
humanas mediante la sobreexpresion de enzimas ramificantes tales como
N-acetilglucosaminil-transferasas IV y V o, bien, fue posible la eliminacion de la expresién de
la Fuc en enlace a1,6 al core de un N-glicano mediante el knockout de la enzima
al,6-fucosilltransferasa (Dicker y Strasser, 2015).

Sin embargo, la glicoingenieria no sé6lo se basa en procedimientos para optimizar la
glicosilaciéon de una proteina o una via de remodelar glicanos existentes; puede ser también
definida como un procedimiento para incrementar el contenido de glicanos, especificamente
de hidratos de carbono conteniendo AS con el fin de aumentar la actividad biologica y la
duracion de la accién de tales proteinas. De esto modo, tanto Elliot y col. (2003) como
Sinclair y Elliot (2005), indicaron que un aspecto de la glicoingenieria es la introduccion de
sitios consenso de N-glicosilacion en posiciones deseadas del esqueleto peptidico para
generar proteinas con mayor vida media en suero. Esto fue demostrado en proteinas
conteniendo sitios de N-glicosilacion como EPO, proteinas que normalmente contienen sitios
de O-glicosilacion como el ligando de Mpl (factor de crecimiento y desarrollo de
megacariocitos) y el IFN-alfa2b, y proteinas que normalmente carecen de ellos tales como la
leptina (Elliot y col., 2003; Sinclair y Elliot, 2005, Ceaglio y col., 2008). De este modo, la
glicoingenieria forma parte de la ingenieria de proteinas y permite generar nuevas entidades
moleculares con superior carga negativa y un radio hidrodinamico aumentado. Tales
caracteristicas conducen a la reduccion del clearance renal, la modulacién de la endocitosis
mediada por receptores y la proteccion de la proteina contra la degradacion proteolitica.

Entre las estrategias de glicoingenieria se encuentra la conjugacién quimica de
oligosacaridos sintéticos directamente al esqueleto de la proteina. Tal es el caso de la
a-glucosidasa (MYOZYME®, Sanofi Genzyme), para la cual la conjugacién de un
oligosacarido conteniendo manosa-6-fosfato (M6P) en su extremo permitié incrementar la
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afinidad de union a receptores especificos de M6P responsables de desencadenar su
actividad (Zhu y col., 2005; Zhu y col., 2009). Otra estrategia de glicoingenieria consiste en
la introduccién de mutaciones puntuales con el objetivo de generar sitios potenciales para
N-glicosilacion (Asn-Xxx-Ser/Thr) que posteriormente seran reconocidos y glicosilados por la
maquinaria endoégena celular (Sinclair y Elliott, 2005; Beals y Shanafelt, 2006;
Kimchi-Sarfaty y col., 2013).

Particularmente, la implementacion de las mencionadas estrategias de
glicoingenieria ha permitido desarrollar nuevos bioterapéuticos disponibles en el mercado de
productos bioldgicos. Entre ellos podemos mencionar NESP® (Amgen), una muteina
andloga a la rhEPO que posee 5 sitios potenciales para N-glicosilacidon en comparacién con
la molécula nativa que presenta solo 3. Esta nueva variante ofrece un tiempo de vida media
en circulacion cuatro veces incrementado respecto de la molécula original (Walsh, 2010;
Kimchi-Sarfaty y col., 2013). Por otro lado, también se ha reportado el desarrollo de una
variante hiperglicosilada de FSH (ELONVA®), que contiene cuatro sitios adicionales de
O-glicosilacion. Esta modificacion le confirié una eficacia terapéutica aumentada en términos
de incremento de ovulacién (Trousdale y col., 2009).

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha desarrollado una variante
hiperglicosilada del hIFN-a2b denominada IFN4N (Ceaglio y col.,, 2008). La misma fue
construida mediante la introduccién de 4 mutaciones puntuales en la secuencia del
hIFN-a2b (P4, R23, K70, D77) que permitieron generar 4 sitios potenciales de
N-glicosilacion. La elecciéon de los aminoacidos en los cuales se realiz6 la mutacién puntual
se llevé a cabo a partir de un analisis te6rico basado en la estructura de la citoquina y en
regiones de la misma potencialmente involucradas en la interaccién con el receptor.
Inicialmente, se seleccionaron 14 posibles mutaciones que permitieran generar variantes
portando un sitio consenso de N-glicosilacién con una alta probabilidad de glicosilacion,
evitando distorsién conformacional y conservando la actividad bioldgica de la proteina. La
comparacion de la eficiencia de glicosilacion y la ABE de las muteinas con un sitio de
N-glicosilacion expresadas en forma transitoria en células CHO-K1 condujeron a la seleccion
de las posiciones mas adecuadas para incorporar, de manera secuencial, multiples sitios de
N-glicosilacion hasta generar la variante IFN4N. Esta ultima evidencié una masa molecular
aparente aproximadamente 3 veces superior en comparacion con la molécula no glicosilada.
Ademas, conservé sélo entre un 10% y un 20% de la ABE antiviral correspondiente a la
proteina nativa. La introduccién de mutaciones o la union de los oligosacaridos afectaron en
mayor grado la actividad biolégica antiproliferativa in vitro de las citoquinas, observdndose
una notable reduccion luego de la sustitucion de la R23 por Asn. La molécula IFN4N
conservo solo entre un 2% y un 3% de dicha ABE. Estudios farmacocinéticos demostraron

un incremento de 25 veces en el tiempo de vida media y una disminucién de 20 veces en el
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clearance sistémico, con respecto a la molécula no modificada (Ceaglio y col. 2008).
Finalmente y a pesar del importante descenso de la ABE antiproliferativa evaluada in vitro, la
notoria mejora de las propiedades farmacocinéticas debidas al agregado de los N-glicanos
permitié incrementar la actividad biolégica antitumoral in vivo del IFN4N. La misma fue
estudiada en ratones inmunodeficientes mediante la implantacion de tumores sélidos de
células de origen prostatico (PC-3), en los cuales se observd una disminucién de la
velocidad de crecimiento de los tumores por accion de la citoquina hiperglicosilada, en
comparacion con el mismo esquema de tratamiento empleando rhIFN-a2b no glicosilado
(Ceaglio y col., 2010a).

Estos resultados demuestran que la glicoingenieria puede ser implementada como
un método efectivo para incrementar la actividad bioldgica in vivo de una gran variedad de
proteinas terapéuticas y estimulan la continuidad del tema de investigacién en nuestro
laboratorio. Mas aun, el hecho de que los derivados glicosilados exhiban una disminucién de
la actividad bioldgica in vitro promueve la busqueda de nuevas estrategias para la obtencion
de moléculas hiperglicosiladas que superen las desventajas mencionadas y reunan las
mejores propiedades para ser consideradas como candidatos terapéuticos.

En otro aspecto, debido al grado de dificultad y el bajo rendimiento asociados a la
produccion de proteinas recombinantes en células animales, la exhaustiva caracterizacion
de las variantes hiperglicosiladas del hIFN a2b como potenciales medicamentos demanda la
generacién de lineas y clones celulares que presenten una elevada productividad de la
citoquina. Es aqui donde adquiere relevancia la optimizacion del proceso productivo desde
el upstream, incluyendo la evaluacion de diferentes sistemas de alta expresion en células
eucariotas, como es el caso de los vectores lentivirales de tercera generacién, y el uso de

huéspedes celulares de diferente origen.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis es el disefio y optimizacién de un
proceso de produccion de muteinas de hlFN-a2b con mayor actividad biol6gica antiviral y
antitumoral y, en consecuencia, superior eficacia terapéutica con respecto a la proteina no
glicosilada, utilizando técnicas de glicoingenieria.

Se propone la optimizacion del proceso de upstream mediante el empleo de
vectores lentivirales de tercera generacion para la transferencia de material genético al
genoma de las células huésped. De este modo, se pretende incrementar el nivel de
expresion y la productividad de las variantes hiperglicosiladas de hIFN-a2b de interés en
cultivos de células eucariotas. Asimismo, se propone el empleo de células HEK293, ademas
de células CHO-K1 como huésped de produccién, a los fines de estudiar las caracteristicas
de una variante hiperglicosilada de hIFN-a2b producida en células humanas.

Por otra parte, se plantea la generacion de nuevas muteinas que presenten una
actividad biolégica in vivo mejorada con respecto a aquéllas obtenidas previamente en
nuestro laboratorio. Para ello, se proponen dos estrategias: incremento del contenido de
glucidos con el objeto de disminuir la velocidad de depuracién plasmatica, factor
determinante de la eficacia de la proteina e incremento de la potencia bioldgica in vitro de la
citoquina, mediante la seleccion de mutaciones puntuales que no interfieran en la interaccién
con el receptor celular del hIFN-a2b. Las moléculas asi obtenidas seran caracterizadas no
s6lo en cuanto a su grado de glicosilacion y farmacocinética sino que también se encarara el

estudio de su actividad biolégica in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Tomando como base la variante glicosilada IFN4N, que contiene 4 sitios consenso de

N-glicosilacion en las posiciones 4, 23, 70 y 77, los objetivos propuestos son:
1- Optimizacion de la etapa de upstream del proceso de produccién del IFN4N:

A)  Evaluacion del empleo de vectores lentivirales de tercera generacion para la
transferencia de material genético a las células huésped.

B) Obtencion de clones de células CHO-K1 y HEK293 productores de IFN4N;
comparacion de la productividad celular y calidad de la muteina en ambas
lineas celulares.

2- Obtencién de nuevas variantes hiperglicosiladas de hIFN-a2b:

A)  Modificacion del ADNc del IFN4N con dos propésitos: incrementar su
contenido glicosidico (obtencion de moléculas con 5 y 6 sitios consenso de
N-glicosilacion) e incrementar su actividad bioldgica in vitro (incorporacién de
nuevas combinaciones de 4, 5 y 6 sitios, suprimiendo la mutacién R23N
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presente en el IFN4N, potencial responsable de su menor actividad
antiproliferativa in vitro).

B)  Construccién de vectores de alta expresion y utilizacién de los mismos en
transfecciones transitorias con el fin de caracterizar las moléculas en términos
de contenido glicosidico y actividad biologica antiviral y antiproliferativa in
vitro.

C) Generacién de lineas celulares recombinantes y obtencién de clones
celulares estables productores de las variantes de hIFN-a2b seleccionadas en
el inciso anterior.

3- Produccion de las muteinas de hIFN-a2b en una mayor escala y purificaciéon
mediante cromatografia de inmunoafinidad.

4- Caracterizacién fisicoquimica, glicosidica y bioloégica in vitro de las muteinas de
hIFN-o2b purificadas.

5- Andlisis farmacocinético en ratas de las variantes hiperglicosiladas de hIFN-a2b.

6- Evaluacion de la actividad biolégica antitumoral in vivo de dichas variantes sobre

carcinomas de origen prostatico implantados en ratones inmunodeficientes.
Los objetivos 1 y 2 seran desarrollados en capitulos independientes de la seccion
Resultados y discusion, mientras que los restantes objetivos seran tratados en ambos
capitulos de la presente tesis.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y soluciones

Excepto en los casos donde se aclara expresamente, todas las soluciones acuosas
fueron preparadas con agua ultra pura obtenida por ésmosis inversa (resistividad
18,2 MQ.cm) vy filtracién (0,22 ym), empleando un equipo Milli Q“F (Millipore). Todos los

reactivos fueron de grado de pureza analitica.

2. Lineas celulares, cepas bacterianas y cepas virales

A continuacién se detallan las lineas celulares de mamifero empleadas durante el
desarrollo del presente trabajo de tesis, asi como su procedencia, caracteristicas y utilidad:

La linea CHO-K1 (Puck y col., 1958) fue obtenida de ATCC (American Type Culture
Collection®, EE.UU) (ATCC CCL-61). Es un clon de la linea celular CHO derivada de ovario
de hamster chino adulto. Se empleé como huésped para la expresiéon de proteinas
recombinantes. En el resto del manuscrito se hace referencia a esta linea celular con la sola
denominacion CHO.

La linea HEK293T/17 fue obtenida de ATCC (ATCC CRL-11268). Es un clon que
deriva de la linea celular HEK293, establecida a partir de rindn de embrion humano por
Graham en 1977 (Graham y col., 1977). El clon 293T/17 fue modificado para generar la
expresion del antigeno T del virus SV40. Se utilizé para el ensamblado de particulas
lentivirales y como huésped para la expresion de proteinas recombinantes. En el resto del
manuscrito se hace referencia a esta linea celular con la sola denominacion HEK.

La linea MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) (Madin y Darby, 1958) fue obtenida
de la Asociacion Banco Argentina de Células (ABAC, Buenos Aires, Argentina). Son células
bovinas derivadas de rindn de un animal adulto normal, susceptibles a la infeccién con el
virus VSV. Se utilizaron para la valoracién biolégica antiviral in vitro del hIFN-a2b y de sus
derivados hiperglicosilados.

La linea Daudi (Klein y col., 1968; Nadkarni y col., 1969) fue obtenida de la
coleccién de cultivos del Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ; Braunschweig, Alemania). Es una linea celular humana derivada de linfoma de
Burkitt, que se emple6 para la valoracién de la actividad biol6gica antiproliferativa in vitro del
hIFN-a2b y de sus derivados hiperglicosilados.

La linea PC-3 (Kaighn y col., 1979; Pan y col., 1999) fue obtenida de la coleccion de
cultivos del DSMZ. Es una linea celular humana establecida a partir de un adenocarcinoma
de préstata, capaz de formar tumores en ratones nude. Se emple6 para evaluar la
capacidad del IFN4N producido en células CHO y HEK de inhibir su proliferacion in vitro.
Ademas, fue empleada para la generacion de un modelo de carcinoma subcutaneo en
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ratones nude, que permitié evaluar la actividad antitumoral in vivo de diferentes variantes
hiperglicosiladas del hIFN-a2b.

La linea ACHN (Kochevar, 1990) fue obtenida de ATCC (ATCC CRL-1611™).
Constituye una linea celular humana establecida a partir de un adenocarcinoma renal. Se
empled para evaluar la capacidad del IFN4N producido en células CHO y HEK de inhibir su
proliferacion in vitro.

La linea A375 (Giard y col., 1973; Gershwin y col., 1977) fue obtenida de ATCC
(ATCC CRL-1619™). Es una linea celular humana derivada de melanoma maligno. Se
empleé para evaluar la capacidad del IFN4N producido en células CHO y HEK de inhibir su
proliferacion in vitro.

El hibridoma productor del mAb anti-rhIFN-a2b, denominado CA5E6, fue
obtenido en el Laboratorio de Cultivos Celulares (LCC) (Casalis, 2004). EI mencionado mAb
fue caracterizado en el LCC y evaluado para el desarrollo de ensayos inmunoquimicos y
para la purificacién del hIFN-a2b y sus variantes hiperglicosiladas mediante su empleo en
cromatografia de inmunoafinidad (CIA).

La cepa bacteriana Escherichia coli (E. coli) TOP 10 (Invitrogen) se emple6 para
el aislamiento y la amplificacién de diferentes plasmidos.

El virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa Indiana, fue cedido gentilmente
por el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio |. Maiztegui”. Se utilizd
para los ensayos de valoracion bioldgica antiviral in vitro del hIFN-a2b y de sus variantes
hiperglicosiladas.

3. Medios de cultivo
3.1. Medios de cultivo para células eucariotas

La esterilizacion de los medios de cultivo se realiz6 por filtracién empleando filtros
estériles con un tamano de poro de 0,22 um (Millipore). Para controlar la esterilidad, los
medios filtrados se incubaron durante 48 h a 37 “C.

El suero fetal bovino (SFB) (PAA) empleado para la suplementacion de los medios
de cultivo fue previamente descomplementado por incubacibn en bafio de agua
termostatizado a 56 °C durante 30 min.

A continuacioén se detallan los medios de cultivo empleados para cada linea celular:

CHO:

Se utilizé el medio de cultivo DMEM/Ham’s F12, el cual consiste en una
mezcla 1:1 (V/V) de los medios D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco) y
Ham’s-F12 (Gibco) suplementados con NaHCO; (Gibco) 2,441 g.I", glutamina (Sigma)
200 mM, sulfato de gentamincina (Gibco) 0,05 mg.mI™" y SFB en diferentes concentraciones
segun la experiencia (detalladas en la seccién resultados y discusién). El medio
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DMEM/Ham’s F12 fue suplementado con el antibiotico puromicina (Sigma) en diferentes
concentraciones (detalladas en la seccién resultados y discusion) para llevar a cabo el
procedimiento de seleccion de células.

HEK:

Se utiliz6 un medio compuesto por medio DMEM (Gibco) 13,37 g.I”,
NaHCO;1,5 g.I", piruvato de sodio 0,11 g.I", gentamicina 0,05 g.I" y SFB 10% (V/V). El
mismo fue suplementado con el antibiético puromicina (Sigma) en diferentes

concentraciones para llevar a cabo el procedimiento de seleccién de células.

MDBK:
Se utilizé6 el medio MEM (Minimun Essential Medium, Gibco) suplementado con
glutamina 2 mM, NaHCOj; 2,2g.I", sulfato de gentamicina 0,05 mg.ml™ y SFB 10% (V/V).
Daudi:
Se emple6 el medio RPMI 1640 (Roxwell Park Memorial Institute, Gibco)
suplementado con glutamina 2 mM, NaHCO; 1,5 g.I”, sulfato de gentamicina 0,05 mg.ml™ y
SFB 10% (V/V).

PC-3:
Se utiliz6 una mezcla 1:1 (V/V) de los medios RPMI 1640 y Ham’'s F12
suplementados con SFB 10% (V/V).

ACHN:

Se utilizé el mismo medio de cultivo descripto para las células MDBK.

A375:
Se emple6 el medio D-MEM suplementado con NaHCO; 3,7 g.I", piruvato de
sodio 1 mM, sulfato de gentamicina 0,05 mg.ml" y SFB 10% (V/V).

Hibridomas:

Se empled el medio D-MEM suplementado con NaHCO; 3,7 g.I", piruvato de
sodio 1 mM, sulfato de gentamicina 0,05 mg.ml', tylosina (Sigma) 0,06 mg.ml' y
SFB 10% (V/V).

3.2 Medios de cultivo para células procariotas

La esterilizacién de los medios de cultivo para bacterias se realizé6 en autoclave
durante 15 min a 1 atm a 120 °C. El medio LB (Luria-Bertani), compuesto de triptona
(Sigma) 10 g.I"", extracto de levadura (BD) 5 g.I" y NaCl (Sigma) 10 g.I" se empleé para el
crecimiento bacteriano en medio liquido. El caldo LB suplementado con ampicilina (Bago)
100 pg.ml™ se utilizé para el crecimiento de clones resistentes a dicho antibiético.
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El medio agar LB consistié en medio LB con el agregado de agar (Sigma) 2% (P/V).
El medio agar LB suplementado con ampicilina 100 ug.ml™" fue empleado para la seleccién
de clones bacterianos. El antibidtico se suplementé al medio estéril fundido una vez que la
temperatura alcanzé aproximadamente los 50 °C, ya que el mismo es termolabil. Luego de
homogeneizar, se procedi6 a adicionar 15 ml del mismo en placas de Petri estériles de
90 mm de diametro.

4. Técnicas de Biologia Molecular
4.1. Digestiones enzimaticas

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando los
medios y condiciones recomendados por los proveedores de cada enzima. En todos los
casos, la reaccién se llevé a cabo durante 2 h a 37 °C, empleandose de 1 a 5 U de enzima
por cada ug de ADN, en un volumen final de 20 pl.

Luego de las digestiones enzimaticas, los fragmentos se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa (seccidn 4.2) para su posterior analisis y/o purificacion.

4.2. Electroforesis en geles de agarosa

Las separaciones de ADN en geles de agarosa se realizaron empleando el sistema
submarino (Sambrook y col., 1989c). Para la preparacién de los geles, de concentracion de
agarosa variable entre 1% y 1,5% (P/V), se pesé la cantidad adecuada de agarosa
(Biodynamics SRL) y se disolvié en solucién reguladora TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8,
Na,EDTA 1 mM) en horno microondas hasta su completa solubilizacion. La solucion se
enfri6 a 60 °C y se adiciond el colorante SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen) en una
diluciéon 1:10000. Esta solucion se coloc6 en un soporte adecuado y se le introdujo un peine
de 1 mm de espesor para formar los carriles de siembra, el cual se retird una vez
solidificado. El gel se colocd en una cuba electroforética y se cubri6 completamente con
solucién TAE.

Las muestras de ADN se mezclaron con solucion de siembra 6 X [Ficoll 400
10% (P/V), azul de bromofenol 0,25% (P/V), xilencianol FF 0,25% (P/V), orange G
0,4% (P/V), Tris 10 mM, Na,EDTA 50 mM, pH 7,5] y cuidadosamente se sembraron en cada
una de las calles del gel. Se tap6 la cuba y se aplicé un voltaje entre 80 y 100 V hasta
observar una adecuada distancia de migracion de los colorantes de la solucién de siembra.

Finalmente, el gel fue examinado utilizando un transiluminador Safe Imager™
(Invitrogen) y fotografiado. El fundamento de la deteccion de los fragmentos de ADN se basa
en que el colorante SYBR® es un agente intercalante que se introduce en la estructura
secundaria de la doble hélice del ADN y se acopla energéticamente a los acidos nucleicos

qgue lo forman, de manera que su tasa de emisién fluorescente se incrementa notablemente.
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Este fenédmeno se conoce como transferencia de energia mediante resonancia de
fluorescencia. El complejo resultante ADN/SYBR presenta el pico de absorcion en A=498 nm
y el pico de emisién en A=522 nm (correspondiente a la zona verde del espectro).

Para estimar la longitud de los fragmentos de ADN separados se emplearon los
marcadores de masa molecular CIEN marker (Biodynamics) y 200 bp DNA Step Ladder
(Promega).

4.3. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN de hasta 1000 pb fueron purificados a partir de geles de
agarosa utilizando el kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La purificacion se verificd analizando una alicuota mediante

electroforesis en gel de agarosa.

4.4. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de una mezcla de digestion

Para separar un fragmento de ADN de interés de otros fragmentos de ADN de un
tamafio menor a 100 pb a partir de una solucion, se empleé el sistema PureLink™ PCR
Purification kit (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit también es util
para la eliminacién de oligonucle6tidos cortos, desoxinucleétidos (dNTPs), polimerasas y
sales de las reacciones de PCR. Por otro lado, se puede emplear para purificar fragmentos
digeridos con enzimas de restriccién de las mismas enzimas, sales y fragmentos de ADN
residuales cortos provenientes de la digestion.

En todos los casos, se determiné la pureza y la concentracion de los fragmentos
mediante un gel de agarosa.

4.5. Reacciones de ligacion de ADN

Para las reacciones de ligacion se utiliz6 una relacién inserto/plasmido 3:1 en un
volumen de reaccién de 10 pl, utilizando la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen), segun el
protocolo indicado por el proveedor. La mezcla de reaccién se incubé durante toda la noche
a 16 °C. Se realiz6 un control de plasmido religado, reemplazando el volumen

correspondiente al inserto por agua autoclavada.

4.6. Preparacion de células competentes

Para la preparaciéon de células competentes se empled un medio rico en nutrientes
que favorece la creacidén de perforaciones en la pared celular bacteriana y, en consecuencia,
la introduccién del ADN plasmidico. La triptona y el extracto de levadura presentes en el
medio de cultivo ofrecen el nitrégeno y los factores de crecimiento necesarios para la

replicacién bacteriana y para su recuperacién luego del proceso de transformacién. El
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sulfato de magnesio provee los iones Mg?" necesarios para la reaccion enzimatica que
permite la replicacion del ADN.

Para la preparacion de bacterias competentes se realiz6 una estria de E. coli
TOP 10, obtenida de un banco conservado a -70 °C, sobre una placa de agar LB. Se cultivd
durante toda la noche a 37 °C. Se escogié al azar una de las colonias desarrolladas y se
inoculé en 5 ml de medio LB, incubandose a 37 °C durante toda la noche con agitacién a
200 rpm. El cultivo se repic6 en una dilucién 1:100 en 50 ml de medio B (LB suplementado
con MgS0,.7H,O 10mM, glucosa 0,2% (P/V)) y se incubé a 37 °C con agitacion a 180 rpm
durante 150 min. Posteriormente, las células fueron trasvasadas asépticamente a un tubo de
centrifuga estéril enfriado previamente e incubadas durante 15 min en bafio de hielo. Las
bacterias se cosecharon mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se
elimin6 el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en 500 pl de medio LB frio. A
esta suspension se le adicionaron 2,5 ml de solucion de conservaciéon (medio LB
conteniendo glicerol 36% (P/V), PEG 12% (P/V) (MW7500), MgSO,.7H,O 12mM,
esterilizado por filtracion con membrana de 0,22 pym) y se mezclé suavemente. Finalmente,
la suspension celular fue dispensada en alicuotas de 100 ul en criotubos frios y conservada
a -70 °C hasta su utilizacién (Sambrook y col., 1989a).

4.7. Transformacion de células competentes

Para realizar la transformaciéon bacteriana se descongelaron 100 pl de células
competentes y se mezclaron con 10 pl de la mezcla de ligacién, incubando durante 30 min
en bano de hielo. Posteriormente, el tubo se coloc6é en un bafo a 42 °C durante 1 min e
inmediatamente se transfiri6 nuevamente a hielo, incubandose durante 5 min. Se
adicionaron 900 pl de medio LB y se incub6 durante 60 min a 37 °C con agitacion a 200 rpm,
con el objeto de permitir la recuperacion de las bacterias de la situacioén de estrés a la cual
fueron sometidas. Las células se cosecharon mediante centrifugacién a 5000 rpm durante
5 min, se descartaron 850 ul de sobrenadante y el sedimento se resuspendié en el volumen
remanente de medio. Finalmente, la totalidad de la suspensién celular se distribuy6 en forma
homogénea sobre una placa conteniendo agar LB suplementado con ampicilina, de manera

de seleccionar las bacterias transformadas, y se incub6 durante toda la noche a 37 °C.

4.8. Preparacion de ADN plasmidico
4.8.1. Minipreparacion

Con el fin de obtener los diferentes vectores de expresion de las variantes del
hIFN-a2b con una pureza y concentracién adecuadas para realizar su secuenciacién y para
emplearlos en experimentos de transfeccion de células eucariotas, se realiz6 una extraccion

plasmidica en pequefa escala.
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A partir de colonias individuales de cultivos realizados en medio agar LB con
antibiético, se inocularon frascos conteniendo 5 ml de LB con antibiético y se dejaron crecer
durante 16-20 h a 37 °C y en agitacion a 180 rpm. Luego, el vector fue purificado utilizando
el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA purification system (Promega), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

4.8.2. Maxipreparacion

Con el proposito de obtener cantidades suficientes de los vectores de expresion
para su empleo en experimentos de ensamblado de particulas lentivirales, se realizaron
preparaciones de ADN plasmidico en gran escala (maxiprep), empleando el método de lisis
alcalina descripto en Sambrook y col. (1989b).

Inicialmente se realizd una estria de la cepa conteniendo el plasmido de interés
sobre una placa de agar LB y se cultivé durante toda la noche en estufa a 37 °C. Se tomé
una colonia aislada y se la cultivé en 10 ml de medio LB liquido suplementado con
ampicilina durante 16 h a 37 °C en agitacién a 180 rpm. Se agregé a este precultivo 90 ml
de medio LB con antibi6tico y se mantuvo en agitacion durante 8 h en las mismas
condiciones. Posteriormente, se amplifico el cultivo a un frasco Erlenmeyer conteniendo
300 ml de medio LB y se incubd durante 16-20 h en las mismas condiciones.

Los cultivos se centrifugaron a 2500 g durante 10 min a 4 °C. Se descart6 el
sobrenadante y el sedimento celular se resuspendié en 10 ml de solucién I [Tris-HCI 25 mM
pH 8,3; Na,EDTA 10 mM; glucosa 1% (V/V)], incubandose durante 5 min en hielo. Se
adicionaron 20 ml de solucién Il [NaOH 0,2 N; SDS 1% (V/V)] homogeneizando
adecuadamente para lograr la lisis celular en hielo durante 5 min. Se agregaron 15 ml de
solucion 11l o solucion de neutralizacion [K+ 3 M, Ac- 5 M], a 4 °C, homogeneizando. Se
incubé durante 10 min en hielo y se centrifugé a 2500 g durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se filtr6 a través de un papel de filtro y el ADN plasmidico se precipitd
mediante el agregado de 0,6 volimenes de isopropanol (Baker), incubando 15 min a -70 °C.
Se centrifugd a 2500 g durante 20 min a 4 °C y el precipitado se resuspendié en 1 ml de
solucion 1V [etanol 80% (V/V); Tris-HCI 10 mM pH 8; NaCl 100 mM]. La suspension se
trasvasé a un tubo coénico de 1,5 ml y se centrifugé a 13000 g durante 1 min a temperatura
ambiente. El pellet se resuspendioé en 1 ml de LiCl 2 M, dejando en hielo durante 1 h con el
proposito de precipitar el ARN.

La solucién se centrifugé 2 min a 13000 g y se transfirid el sobrenadante a un tubo
nuevo donde se realizé una extraccion con fenol/cloroformo 1:1 (V/V), empleandose 250 pl
de cada reactivo. Se centrifugd a 13000 g durante 2 min y se conservd la fase acuosa
(superior). A la misma se le adiciond 1 volumen de isopropanol, se agit6é y se incubd durante
15 min a -70 °C para precipitar el ADN. Se centrifugd a 13000 g durante 15 mina 4 °Cy el
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precipitado se lavd con 50 ul de solucion IV centrifugando durante 5 min. El precipitado se
disolvié en 500 pl de solucién TE [Tris-HCI 25 mM pH 8,3; NaCl 100 mM] con el agregado de
ARNasa (Promega) 100 pg.ml™. Se incub6 1 h a 37 °C para eliminar restos de ARN.

Se repitié la extraccion fenol/cloroformo para eliminar la ARNasa adicionada. El
ADN presente en la fase acuosa se precipitd mediante el agregado de 50 ul de NaAc 3 M pH
7 y 0,6 volumenes de isopropanol, se agité y se incubé 15 min a -70 °C, con el fin de
precipitar el ADN plasmidico. Se centrifugd a 13000 g durante 15 min a 4 °C. El precipitado
se lavo con 50 ul de solucion IV y se dejo secar a 37 °C en estufa. Finalmente, se
resuspendié con 300 pl de agua estéril.

Posteriormente, se evalud la integridad de los plasmidos mediante electroforesis en
gel de agarosa (seccion 4.2) y se determind la concentracion y pureza mediante lectura de
absorbancia a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm (seccion 4.9).

4.9. Determinacion de la concentracion y pureza de ADN

Los &cidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de bases
arométicas nitrogenadas a lo largo de las cadenas del ADN. Esta es una caracteristica
propia de la molécula, que presenta un maximo de absorcién a una longitud de onda de
260 nm. A esta longitud de onda la absorcién es proporcional a su concentracion. Una
unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una concentracién de 50 pg.ml" de ADN doble
cadena (ADNdc).

La concentracién y pureza de los plasmidos se determind por medida de su
absorbancia a A=260 nm y A=280 nm en espectrofotometro UV-visible (Ultrospec 2000),
segun las ecuaciones 1y 2 (Sambrook y col., 1989b).

pgADN . ml ™=

Concentracién de ADN (ug.ml™!) = DO(260nm)x50 -

x dilucién™? (1)

YT @)

Pureza de la muestra =

El valor de pureza debe estar comprendido en un rango entre 1,8 y 2. Por fuera del

mismo, la soluciébn no es considerada apta para su uso en transfeccion de células
eucariotas, ya que posee una cantidad considerable de contaminantes (proteinas, reactivos

utilizados en la extraccion, entre otros), que podrian afectar la eficiencia de la misma.
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4.10.

Obtencion de los vectores necesarios para la expresion de los genes de las
variantes mutadas del hIFN-a2b en células de mamifero

4.10.1. Mutagénesis sitio-dirigida e insercion de la secuencia codificante para el

péptido ANITVNITV en el hIFN-a2b
La secuencia codificante del hIFN-a2b empleada como molde para la generacion

de las distintas muteinas se obtuvo previamente en el laboratorio mediante extraccién de

ADN gendémico a partir de células de sangre periférica humana y posterior PCR con

oligonucledtidos especificos (Ceaglio, 2008).

Fig. 9.

Secuencia
wild type
T IT T RS - — -
IFNalfaF "‘n% ADlgl mutXa IFNa ¥aR
' molde >
1 1r L | | i | L
i ETAPAI l
———— %] Cw——
— %] e == S——
N
Mutacion
Purificacion 6 puntual
Mezcla | —
Reaccion de fill-in S N E—
l ETAPAI
IFNalfaF
[—
L L 1 ADN mutado
[ L] —
<«
IFNalfaR

Mutagénesis sitio-dirigida mediante ES-PCR.

La técnica se llevé a cabo en dos etapas. En la primera etapa se realizaron dos reacciones
de PCR por separado utilizando oligonucleétidos externos, que hibridan en ambos extremos
del gen del hIFN-a2b clonado en el vector pCl-neo (IFNalfaF e IFNalfaR) y oligonucleotidos
internos, que contienen la mutacién puntual (mutXa y mutXb). Los productos de PCR
obtenidos en ambas reacciones se purificaron a partir de un gel de agarosa y se emplearon
como molde para la segunda etapa, en la que se realiz6 una Unica reaccién de PCR. Los
nueve primeros ciclos se realizaron sin el agregado de cebadores para permitir la
hibridizacion y elongacion del producto completo vy, finalmente, se adicionaron los
oligonucleoétidos externos para lograr su amplificacion.

El procedimiento de mutagénesis sitio-dirigida para la introduccion de sitios

susceptibles de N-glicosilacion en el gen del hIFN-a2b se llevd a cabo utilizando la técnica

de extensién por solapamiento mediante PCR (ES-PCR), la cual consistié basicamente en

dos etapas de PCR consecutivas (Ho y col., 1989) (Fig. 9).

En la primera etapa se realizaron dos reacciones de PCR independientes para

generar dos fragmentos de ADN cuyos extremos se solapan. En el tubo A se utilizdé un

oligonucleétido externo, que hibrida en un extremo del gen del hIFN-a2b clonado en el
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vector pCl-neo, en sentido inverso (IFNalfaR), y un oligonucleétido interno, que contiene la
mutacion puntual, en sentido directo (mutXa, en donde X representa la posicion del
aminoacido mutado en la cadena polipeptidica). En el tubo B se realiz6 una mezcla de
reaccion utilizando un oligonucleétido externo, que hibrida en el otro extremo del gen del
hIFN-a2b clonado en el vector pCl-neo, en sentido directo (IFNalfaF), y un oligonucleétido
interno, que contiene la mutacién puntual, en sentido inverso (mutXb). En ambos casos se
utilizé la enzima ADN polimerasa Platinum® Pfx (Invitrogen).

La mezcla de reaccion se prepar6 de la siguiente manera:

Reactivo Tubo A Tubo B

Pfx Ampilification buffer 10 X 5 pl 5 pl

MgSO, 50 mM 1 ul 1 ul

dNTPs 10 mM 5 ul 5 ul

Oligonucledétido IFNalfaF 50 uM - 1 ul
Oligonucleoétido IFNalfaR 50 uM 1 ul -
Oligonucle6tido mutXa 50 uM 1l -

Oligonucle6tido mutXb 50 uM - 1 ul

Molde (pCl-neo hIFN-a2b) 100 pg.ml™ 4 ul 1 ul

Platinum® Pfx 0,5 0,5 ul

Agua autoclavada csp50 pl csp 50 pl

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador (Biometra) de acuerdo con el
siguiente programa:

3 mina94 °C

1 mina 94 °C
1 min a 55 °C 30 ciclos
1 mina72 °C

5mina72 °C

Los productos de PCR obtenidos en ambas reacciones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y los fragmentos del tamafio esperado se purificaron.

La segunda etapa consisti6 en una uUnica reaccion de PCR para unir los dos
fragmentos individuales de manera de obtener el gen del hlIFN-a2b completo con la
mutacion correspondiente. De esta manera, al combinar los dos fragmentos de ADN
obtenidos de la etapa anterior, sus extremos hibridan entre si y funcionan como cebadores
para la extension completa de ambas cadenas. El producto resultante se amplific6 mediante
el empleo de los oligonucleétidos externos IFNalfaF e IFNalfaR. La mezcla se prepar6

utilizando los siguientes reactivos:
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Reactivo
Pfx Ampilification buffer 10 X 5 ul
MgSO, 50 mM 1 ul
dNTPs 10 mM 5 ul
Fragmento A purificado 5 ul
Fragmento B purificado 5 ul
Platinum® Pfx 0,5 ul
Agua autoclavada csp 50

En esta segunda etapa la reaccion se caracteriz6 por presentar dos fases. La
primera consistié en la hibridacién de los fragmentos provenientes de los tubos Ay B y el
agregado de las bases necesarias para completar la secuencia. Esta primera fase se realiz6
durante 9 ciclos a una temperatura de hibridacion especifica. En la segunda fase se
agregaron los oligonucléotidos externos IFNalfaF e IFNalfaR con el fin de amplificar la
secuencia completa e introducir los sitios de restriccion. Esta fase requirié una temperatura
de hibridacion diferente a la anterior, determinada por los oligonucleétidos externos.

La reaccidn se llevé a cabo en un termociclador, utilizando el siguiente programa:

Paso 1: 3mina94 °C

Paso 2: 1 mina 94 °C

Paso 3: 1mina72 °C 9 ciclos

Paso 4: 1mina72 °C

Paso 5: Agregar 1 pl de IFNalfaF e IFNalfaR
Paso 6: 3mina94 °C

Paso 7: 1 mina94 °C

Paso 8: 1 min a 56 °C 30 ciclos

Paso 9: 1mina72 °C

Paso 10: 5mina72 °C

El producto de PCR obtenido se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa,
purificandose la banda correspondiente al gen mutado.

Los plasmidos empleados como molde en la primera etapa de PCR fueron: pCl-neo
IFN4N, pCl-neo IFN3N y pCl-neo IFN2N. Los mismos fueron obtenidos durante la tesis
doctoral desarrollada por la Dra. Natalia A. Ceaglio (Ceaglio, 2008). El primero de ellos,
pCl-neo IFN4N, contiene 4 mutaciones: P4N, R23N, K70N y D77N, donde la primera letra
indica el aminoacido presente en la secuencia nativa de la proteina; el nUmero, su posicion
en la cadena aminoacidica y la ultima letra, el aminoacido por el cual se mut6 el natural . El
plasmido pCl-neo IFN3N contiene 3 mutaciones (P4N, K70N y D77N), mientras que el

plasmido pCl-neo IFN2N presenta 2 mutaciones (P4N y D77N). En los tres casos, la
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mutacion de aminoacidos por Asn permitié la generacion de secuencias susceptibles para
N-glicosilacion (N-X-T/S).

La generacién de nuevas muteinas fue llevada a cabo mediante la introduccién de
una o dos mutaciones puntuales sobre los moldes mencionados. Dichas modificaciones
consistieron en la mutacion de aminoacidos por Thr con el objetivo de generar el tripéptido
consenso. Por un lado, se introdujo la mutacion F47T, de manera de generar un sitio
susceptible de N-glicosilacion en donde la cadena glicosidica se une potencialmente a la
N45 presente en la secuencia no mutada. Por otro lado, se emple6 la mutacion L95T para
generar un sitio de unién a oligosacaridos en la N93 de la secuencia nativa.

De esta manera, el plasmido pCl-neo IFN4N fue usado como molde para la
generacion de las variantes IFN4NM47 e IFN4ANM95. El vector pCl-neo IFN3N se empled
para la obtencién de las variantes IFN3NM47, IFN3NM95 e IFN3NM47/95. Por ultimo, el
molde pCl-neo IFN2N se utiliz6 para la obtencion del IFN2NM47/95.

El procedimiento de mutagénesis por simple insercion permitié introducir la
secuencia del péptido de 9 aminoacidos ANITVNITV en el extremo N-terminal del IFNwt,
IFN4N e IFN3NM47, para asi generar las variantes IFNwtMutNter, IFN4NMutNter e
IFN3N47MutNter, respectivamente. Este péptido provee a las nuevas variantes dos sitios
potenciales para N-glicosilacion adicionales. Es importante tener en cuenta que la secuencia
del hIFN-a2bwt posee un péptido de secrecion, motivo por el cual la introduccién de la
secuencia de interés debe realizarse por insercion. Al igual que en el caso anterior, este
protocolo también consta de dos etapas (Fig. 10).
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Fig. 10. Mutagénesis por simple insercion.

La técnica se llevé a cabo en dos etapas. En la primera etapa se realizaron dos reacciones
de PCR por separado utilizando oligonucleétidos externos, que hibridan en ambos extremos
del gen del hIFN-a2b clonado en el vector pCl-neo (IFNalfaF e IFNalfaR), y oligonucleotidos
internos, que permiten introducir la secuencia del péptido de interés (MutNtermFwt,
MutNtermF4N y MutNtermR). Los productos de PCR obtenidos en ambas reacciones se
purificaron a partir de un gel de agarosa y se emplearon como molde para la segunda etapa,
en la que se realizé una Unica reaccién de PCR. Los nueve primeros ciclos se realizaron sin
el agregado de cebadores para permitir la hibridizacién y elongacion del producto completo
y, finalmente, se adicionaron los oligonucledétidos externos para lograr su amplificacion.

En la primera etapa se realizaron dos reacciones de PCR independientes que
permiten introducir la secuencia del péptido ANITVNITV, generando dos fragmentos de ADN
cuyos extremos se solapan. En el tubo A se utilizé un oligonucleétido externo, que hibrida en
el extremo 3 del gen del hIFN-a2b clonado en el vector pCl-neo, en sentido inverso
(IFNalfaR), y un oligonucleétido interno, que contiene la secuencia de interés mas 15
nucleétidos que hibridan con el comienzo de la secuencia del hIFN-a2b maduro en sentido
directo (MutNtermFwt, que hibrida sobre la secuencia del IFNwt o MutNtermF4N, que
permite modificar secuencias que presenten la mutacion P4N). En el tubo B se realizé una
mezcla de reaccion utilizando un oligonucleétido externo, que hibrida en el extremo 5” del
gen del hIFN-a2b clonado en el vector pCl-neo, en sentido directo (IFNalfaF), y un
oligonucledtido interno, que contiene la secuencia de interés mas 15 nucleétidos que
hibridan con el extremo 3’del péptido sefal, en sentido inverso (MutNtermR). En ambos

casos se utilizé la enzima ADN polimerasa Platinum® Pfx (Invitrogen).
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La mezcla de reaccién se prepar6 de la siguiente manera:

Reactivo Tubo A Tubo B

Pfx Ampilification buffer 10 X 5 ul 5 ul

MgSO, 50 mM 1 ul 1 ul

dNTPs 10 mM 5 ul 5 ul

Oligonucleoétido IFNalfaF 50 uM - 1 ul
Oligonucleétido IFNalfaR 50 uM 1l -
Oligonucleétido MutNtermFwt/MutNtermF4N 50 uM 1l -

Oligonucle6tido MutNtermR 50 uM - 1 ul

Molde (pCl-neo rhIFN-a2b) 100 pg.ml” 4 1 ul

Platinum® Pfx 0,5 ul 0,5 ul

Agua autoclavada csp50 Il csp 50 i

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador, de acuerdo con el siguiente

programa:
3 mina94 °C

1 mina94 °C
1 min a 50 °C 30 ciclos
1mina72 °C

5mina72 °C

Al igual que para el procedimiento de mutagénesis sitio-dirigida, los productos de

PCR obtenidos en ambas reacciones de la primera etapa fueron analizados mediante

electroforesis en gel de agarosa y posteriormente purificados.

El fundamento de la segunda etapa de PCR es el mismo que se describié para el

protocolo de mutagénesis sitio-dirigida y permite obtener la secuencia completa del

hIFN-a2b con el péptido ANITVNITV insertado en su extremo N-terminal.

Los

oligonucledtidos externos IFNalfaF e IFNalfaR permitieron amplificar el producto resultante.

La mezcla se preparé utilizando los siguientes reactivos:

Reactivo
Pfx Amplification buffer 10 X 5 i
MgSO, 50 mM 1 ul
dNTPs 10 mM 5 ul
Fragmento A purificado 5 pl
Fragmento B purificado 5 ul
Platinum® Pfx 0,5 ul
Agua autoclavada csp 50
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La reaccidn se llevé a cabo en un termociclador, utilizando el siguiente programa:

Paso 1:

Paso 2:
Paso 3:
Paso 4:

Paso 5:
Paso 6:

Paso 7:
Paso 8:
Paso 9:

Paso 10:

3 mina94 °C

1 mina94 °C
1 mina72 °C 9 ciclos
1 mina72 °C

Agregar 1 ul de IFNalfaF e IFNalfaR
3 mina94 °C

1 mina 94 °C
1 min a 56 °C 30 ciclos
1mina72 °C

5mina72 °C

En la Tabla Il se muestran las secuencias de todos los oligonucle6tidos empleados,

asi como el tamafno esperado de cada uno de los fragmentos obtenidos luego de la primera

etapa de PCR. Los oligonuclettidos externos IFNalfaF e IFNalfaR contienen los sitios de

restriccion para las enzimas EcoR | y Xba |, respectivamente, para realizar el clonado

posterior de las muteinas en el vector pCl-neo.

Tabla Il. Oligonucledtidos empleados en los procedimientos de mutagénesis

Oligonucleoétido

Tamaiio del
Secuencia fragmento
(Primera etapa)

IFNalfaF
IFNalfaR
mut47a
mut47b
mut95a
mut95b
MutNterFwt
MutNterF4N
MutNterR

5 TAACGﬁ__AO'I';'Il'CACATCTACAATGGCCTTGAC 3
Cl

5" ATAGTCTAGAGTCTTTGAAATGGCAGATCA 3’
Xbal

5" GGAGTTTGGCAACCAGACCCAAAAGGCTG 37 463 pb

5" CAGCCTTTTGGGTCTGGTTGCCAAACTCC 5’ 239 pb

5" CCAGCAGCTGAATGACACGGAAGCCTGTGTG 3° 319 pb

5" CACACAGGCTTCCGTGTCATTCAGCTGCTGG 3’ 385 pb
5'GCCAACATCACCGTGAACATCACCGTGTGTGATCTGCCTCAA 3° 612 pb
5'GCCAACATCACCGTGAACATCACCGTGTGTGATCTGAATCAA 3’ 612 pb
5'CACGGTGATGTTCACGGTGATGTTGGCGCCCACAGAGCAGCT3’ 115 pb

Los nucleétidos mutados se sefialan en negrita. Los codones que se traducen en el aminoacido
mutado se encuentran subrayados. Los nucle6tidos sombreados indican el fragmento de la
secuencia que hibrida con el comienzo de la secuencia del IFN (oligonucleétidos en sentido
directo, F) y con el fin del péptido sefal (oligonucleétidos en sentido inverso, R).
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4.10.2. Clonado de los genes de las muteinas del hIFN-a2b en el vector de expresion
pCl-neo

El plasmido pCl-neo (Promega) posee un origen de replicacién bacteriana que
permite su amplificacion en E. coli (f1 ori) y un gen que codifica para resistencia a ampicilina
en estas células (AmpF). El sitio de multiple clonado se encuentra corriente abajo del
enhancer y promotor temprano de citomegalovirus (CMV), lo que permite una fuerte
expresion del gen exdgeno de interés en células eucariotas. El intrén quimérico compuesto
por el sitio 5°de splicing del intron de la B-globulina y el sitio 3'de splicing del intron de la IgG
también puede incrementar la expresion. La senal de poliadenilacion tardia del virus SV40
permite un eficiente procesamiento del ARN. Ademas, este vector contiene el gen de la
neomicina fosfotransferasa (Neo"), el cual permite seleccionar las células eucariotas
transfectadas en forma estable.

Para realizar el clonado de los genes de las muteinas del hIFN-a2b para su
expresion en células eucariotas, los productos obtenidos en la segunda etapa de PCR se
digirieron con las enzimas EcoR |y Xba | (seccion 4.1) y se purificaron a partir de la solucién
con el fin de eliminar los fragmentos cortos de ADN liberados, las sales y las enzimas de
restriccion. Por otro lado, el vector pCl-neo fue digerido con las mismas enzimas y ligado a
la secuencia de ADN de interés. Luego de la transformacién bacteriana, se seleccionaron
clones al azar y se analiz6 la presencia del inserto mediante digestién con las mismas
enzimas de restriccion. Finalmente, se realizd la secuenciacién automatica del ADN
plasmidico de clones positivos para verificar la presencia de las mutaciones introducidas. Se
emplearon los oligonucleétidos T3 y T7, los cuales hibridan con los promotores de la ARN
polimerasa de los fagos T3 y T7, respectivamente. En la Fig. 11 se muestra un esquema de
la construccién pCl-neo hIFN-a2b.

_Enhancer/Promotor CMV

Intron Quimérico
_ EcoRI(1097)
Promotor T7
~_hiFNalfa2b

AmpR

pCl-neo hiFNalfa2b
6113 bp

_ Promotor T3
Xbal (1756)

Sefal de poliadenilacion tardia de SV4C
fon

neo

Enhancer/Promotor SV40

Fig. 11. Representacion grafica del plasmido pCl-neo hiIFN-a2b.
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4.10.3. Clonado de los genes de las muteinas del hIFN-a2b en el vector de expresion
pLV-PLK

El pldsmido pLV-pLK corresponde al vector de transferencia del sistema de
particulas lentivirales de tercera generacién y posee un origen de replicaciéon bacteriano
(ORI), un gen que otorga resistencia a ampicilina y un sitio de mdltiple clonado corriente
abajo del promotor CMV. Ademas, presenta el gen que codifica para la enzima puromicina
N-acetiltransferasa dirigido por el promotor SV40, lo cual permite la seleccién de células
eucariotas con el antibiético puromicina (seccién 5.5).

Por otro lado, conserva determinados elementos de origen viral, como la region
RRE, altamente estructurada, que actia como sitio de unién para la proteina Rev, la cual
permite el transporte de los ARNs sin procesar o parcialmente procesados desde el nucleo
al citoplasma; una region PBS (sitio de uniéon de cebadores), que actia como cebador para
la transcriptasa reversa, en el momento de iniciar la sintesis de la hebra (-) del ADN viral; la
secuencia cPPT (segmento polipurina central), que actia como cebador de la hebra (+) en
la sintesis del ADN viral; un elemento regulatorio postranscripcional del virus de la hepatitis
de Woodchuck (WPRE) y una sefal de empaquetamiento (Psi), secuencia corta y altamente
estructurada requerida para la incorporacion del ARN gendémico en el interior de las
particulas virales. Todas las regiones necesarias para la generacién de los vectores
lentivirales se encuentran comprendidas entre las repeticiones terminales largas modificadas
previamente descriptas en la introduccion (5’ LTR y 3’ LTR).

Para llevar a cabo la construccién de los vectores pLV-pLK conteniendo los genes
que codifican para las diferentes muteinas glicosiladas del hlIFN-a2b, se llevd a cabo la
digestion de los vectores pCl-neo IFN construidos anteriormente con las enzimas de
restriccion Nhe | y Sal | (seccién 4.1). El producto de la digestién fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa (seccién 4.2) y el fragmento liberado correspondiente a las
diferentes variantes de la molécula en estudio, de aproximadamente 700 pb, fue purificado
(seccion 4.3). Paralelamente se llevo a cabo la digestion del vector pLV-PLK (Fig. 12) con
las mismas enzimas de restriccion. El mismo fue purificado de acuerdo al protocolo
descripto en la seccion 4.4. Ambos productos fueron empleados para realizar la reaccién de

ligacion (seccién 4.5) que se utilizd para la posterior transformacion bacteriana.
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Fia. 12. Representacion grafica del plasmido pLV-PLK IFN4N.

Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio
LB-agar suplementado con ampicilina, de manera que soélo crezcan aquéllas que
incorporaron el pldsmido. A partir de cada placa se realizé un ensayo de PCR en colonia
para 9 clones bacterianos, empleando los oligonucleétidos LV-Fw y LV-Rev
(5"-CCGACCGAAAGGAGCGCACG-3 y 5"-ATAGCATGATACAAAGGCAT-3’,
respectivamente) que permiten amplificar un fragmento de 1400 pb, aproximadamente. El
resultado de esta experiencia fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente, se seleccionaron tres de los clones que evidenciaron un resultado positivo
en el ensayo de PCR en colonia para verificar la presencia del inserto de interés mediante
digestiéon. Para ello se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico (seccién 4.8.1) que
fueron sometidas a digestion con la enzima EcoR . El producto fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa. La liberaciéon de un inserto de 1200 pb aproximadamente
confirmé la presencia de clones positivos.

Por ultimo, se realizé la secuenciacién automatica del ADN plasmidico de los clones
positivos a fin de asegurar una correcta secuencia génica de las variantes, que permita su
empleo en las etapas posteriores del proceso. Para esto se emplearon los oligonucleotidos
LV-Rev (5-ATAGCATGATACAAAGGCAT-3) y CMV-Fw
(5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3).

A partir de las bacterias transformadas con los vectores de interés, se realizaron
maxipreparaciones de ADN (seccion 4.8.2) de modo de obtener una cantidad adecuada de
ADN plasmidico que permita llevar a cabo el proceso de transfeccion. Las bacterias de
interés fueron conservadas a -20 °C hasta su empleo (seccién 4.11).
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4.11. Criopreservacion de cepas bacterianas

Para la conservacion de bacterias, ya sea no transformadas o recombinantes, se
procedio a cultivarlas durante 18 h a 37 °C en medio LB o medio LB suplementado con
ampicilina, respectivamente. Posteriormente, se tomaron 800 pl del cultivo y se le
adicionaron 200 ul de glicerol (Merck) estéril, homogeneizando para asegurar la distribucién
del glicerol. Finalmente, fueron conservadas a -70 °C (Sambrook y col., 1989a).

4.12. Revitalizacion de cepas bacterianas

Para recuperar las bacterias congeladas, se obtuvo una pequefia porcién de
material con un ansa estéril a partir de la superficie del cultivo congelado e inmediatamente
se realizd una estria en una placa de agar LB, para bacterias no transformadas, o en una
placa de agar LB suplementado con ampicilina, para bacterias recombinantes. El criotubo se
conservé nuevamente a -70 °C y la placa se incubd a 37 °C durante toda la noche.
Posteriormente, se tomo una colonia bacteriana aislada y se amplificé el cultivo en medio LB
segun los requerimientos de la experiencia a realizar (Sambrook y col., 1989a).

5. Técnicas de cultivos celulares
5.1. Condiciones de cultivo de células de mamifero

Todas las lineas celulares eucariotas se cultivaron en condiciones estandar de
cultivo para células de mamifero, es decir, en estufa gaseada a 37 °C, en atmoésfera de CO,
al 5% saturada de humedad (Nuaire).

Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

- Placas multipozos de poliestireno (Greiner) de 96, 24, 12 y 6 pozos con una
superficie de 0,4; 2; 5y 9,6 cm? por pozo, respectivamente.

- Frascos T (Greiner) de 25, 75y 175 cm? de superficie.

- Frascos T triples (Nunclon) de 500 cm?de superficie.

En todos los casos se mantuvo una relacién constante de 0,4 ml de medio de
cultivo por cada cm? de superficie, de acuerdo con lo establecido por Freshney (2000a). Las
lineas celulares que crecen adhiriéndose a una superficie solida (sustrato) forman una
monocapa. Para realizar subcultivos se las debe liberar de este sustrato por medios
mecanicos o enzimaticos. Para tal fin, cuando los cultivos alcanzaron la confluencia, es decir
cubrieron la totalidad de la superficie de los frascos donde se estaban desarrollando, se
procedié a retirar el sobrenadante y lavar la monocapa con una solucién de tripsina-EDTA,
compuesta por tripsina (Gibco) 0,05% (P/V) y Na,EDTA (Gibco) 0,02% (P/V) en solucién
reguladora de fosfato salino [PBS: KH,PO, (Sigma) 0,6 g.I'", Na,HPO, (Sigma) 0,78 g.I",
NaCl 8,8 g.I'", pH 7,4] durante 15 s a temperatura ambiente, con el fin de neutralizar la
accion de factores antitripsina presentes en el SFB. Se respetd una relacién de 20 ul de
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solucién de tripsina-EDTA por cada cm? de superficie. Luego de eliminar la solucién de
lavado, se agreg6é nuevamente la misma proporcién de la solucién de tripsina-EDTA,
dejandola actuar el tiempo necesario hasta lograr el desprendimiento completo de las
células adheridas. Posteriormente, se adicion6 el medio de cultivo suplementado con SFB
para neutralizar la accién de la tripsina y se homogeneizé la suspensién celular.

Para las lineas celulares que crecen en suspension, como es el caso de las células
Daudi, los subcultivos se efectuaron por simple dilucién en el medio de cultivo fresco
correspondiente.

5.2. Determinacion de la concentracion de células viables, muertas y totales

El recuento celular se realiz6 en camara de Neubauer, estimando la proporcién de
células muertas por el método de exclusion con azul de tripan (Cook y Mitchell, 1989). Esta
técnica se basa en el hecho de que las células viables no captan ciertos colorantes,
mientras que las células muertas presentan una alteracion de la membrana plasmatica que
permite el ingreso del colorante hacia su interior.

Con este fin, la suspension celular se incub6 durante 1 min con una solucién de
azul de tripan 0,4% (V/V) en PBS y posteriormente se sembré en la camara de recuento,
empleando diluciones convenientes de acuerdo con la densidad celular de la muestra. Se
contaron las células vivas (refringentes) y las muertas (azules), contenidas en cada uno de
los cuadrantes de los extremos. La concentracion de células (X), ya sean vivas o muertas,

se determiné de acuerdo con la siguiente ecuacion:

X (cél.ml™1) = N2 de células contadas x 10%x % % (dilucién)™? (3)

La viabilidad del cultivo se determiné calculando el porcentaje de células viables con
respecto a las totales (ecuaciéon 3), teniendo en cuenta que la concentracion de células
totales (Xt) es la suma de la concentracion de células muertas (Xm) y vivas (Xv).

Viabilidad (%) = = x 100 (4)
5.3. Transfecciones de células eucariotas

La introduccién de ADN exdgeno en células eucariotas se realiz6 empleando la
técnica de transfeccion mediada por lipidos catiénicos o lipofeccion (Felgner y col., 1987).
En soluciones acuosas, los lipidos catidénicos forman pequefias vesiculas unilaminares
(liposomas), con un tamano promedio entre 600 y 1200 nm. El método se basa en la
interaccion i6nica de estos liposomas, cuya superficie se encuentra cargada positivamente,

tanto con los grupos fosfato del ADN como con las cargas negativas de la superficie celular.
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El ADN en solucibn no es encapsulado dentro del liposoma, sino que se une
espontaneamente a las cargas positivas de los mismos formando complejos que son
captados por las células en cultivo, como se observa en la Fig. 13. El método original fue
mejorado mediante el reemplazo del lipido monocatiénico por reactivos policatiénicos, como

el Lipofectamine™ (Hawley-Nelson y col., 1993).

Agente de transfeccion OOO
Lipido catiénico (@)
’ (=0 ’
\ /
&
Formacién del complejo Interaccion del complejo Expresion de la proteina
Lipidos catiénicos-ADN con las células de mamifero

Fig. 13. Representacion grafica del proceso de transfeccion con lipidos cationicos.

5.3.1. Transfeccion de células CHO para la expresion de las variantes glicosiladas
del hiIFN-a2b

Las condiciones Optimas de transfeccién para la linea celular CHO fueron puestas a
punto previamente en el laboratorio, analizando las eficiencias de transfeccion de diferentes
lipidos catiénicos comerciales en distintas proporciones lipido:ADN. En este caso, se utilizd
el lipido Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), para el cual se establecié una relacién 6ptima
lipido:ADN de 2:1 (Zuqueli, 2006). A continuacion, se detallan los pasos realizados.

Las células CHO fueron cultivadas en medio DMEM/Ham’s F-12 suplementado con
SFB 5% (V/V). Cuando el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las
células se cosecharon mediante desprendimiento enzimdtico con tripsina-EDTA, se contaron
y se resuspendieron en el mismo medio de cultivo de manera de obtener una densidad
celular de 1,5.10° cél.ml”. Se sembraron 3 ml de esta suspensién en las cavidades de una
placa de cultivo estéril de 6 pozos. Se incubd durante 24 h a 37 °C, hasta alcanzar
aproximadamente un 80% de confluencia. Se retir6 el sobrenadante de los pozos y, con el
fin de eliminar los restos de SFB, las células se lavaron con 3 ml de medio DMEM/Ham’s
F-12 basal.

Para cada pozo, se prepard una solucién 33,3 ug.ml” del lipido, mezclando 10 ul de
Lipofectamine™ 2000 (1 mg.ml™") con 290 pl de medio DMEM/Ham’s F-12. Por otro lado, se
prepard una solucion del plasmido 16,6 ug.ml”, mezclando el volumen correspondiente de
ADN con el medio de cultivo mencionado hasta un volumen final de 300 ul. Se mezclaron

ambas soluciones y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente para permitir la

65



Materiales y Métodos

formacion de los complejos. Como control de la toxicidad del lipido sobre las células, se
mezclaron 300 ul de la solucion de lipido con 300 pyl de medio DMEM/Ham’s F-12.
Posteriormente, se adicionaron 400 ul de medio de cultivo para llevar la solucién a un
volumen final de 1 ml.

Se elimind la solucién de lavado de las células a transfectar y se agregaron, gota a
gota, los complejos ADN-lipidos preparados, incubandose durante 5 h a 37 °C. Finalmente,
se retird el sobrenadante de las placas de cultivo y se agregaron 3 ml de medio DMEM/F-12
suplementado con SFB 5% (V/V), incubandose durante 72 h a 37 °C.

Se cosecharon los sobrenadantes de los pozos, se centrifugaron a 100 g durante
8 min para eliminar restos celulares y se conservaron a -20 °C para su analisis. Las células
transfectadas se trataron con tripsina-EDTA y se mantuvieron en cultivo para las siguientes
etapas del proceso.

5.3.2. Transfeccioén de células HEK para el ensamblado de particulas lentivirales

La mayoria de los vectores lentivirales se basan en el HIV-1. Estos vectores poseen
la capacidad de transferir elementos genéticos complejos, tales como secuencias
policistronicas o que contienen intrones, presentan un perfil de sitios de integracién
potencialmente seguro y un sistema relativamente sencillo para la manipulacién vy
produccion del vector. La mayoria de los vectores lentivirales disponibles actualmente se
basan en vectores lentivirales de segunda y tercera generacién, que han sido mejorados
para optimizar su seguridad e infectividad (Sakuma y col., 2012). En el presente trabajo se
utilizaron vectores lentivirales de tercera generacién, cuyas caracteristicas se detallan en la
seccidén Introduccion.

Las particulas lentivirales empleadas en el proceso de transduccién se obtuvieron
mediante co-transfeccién de células HEK, empleando la técnica de lipofeccion con cuatro
plasmidos distintos (Fig. 14):

1- pREV, expresado durante el empaquetamiento para inducir la exportacion

nuclear del vector de transferencia y su empaquetamiento;

2- pVSV-G, que codifica la proteina G de envoltura del VSV, necesaria para la
entrada de la particula viral en la célula y que provee estabilidad y un amplio
tropismo a los vectores lentivirales;

3- pMDL, que codifica las proteinas de matriz y capside, expresadas como
poliproteina gag, capaz de empaquetar el vector de expresion, ademas de la
poliproteina pol, que codifica la proteasa, la transcriptasa reversa y la integrasa,
requeridas para el clivaje de los elementos estructurales y para el

procesamiento del genoma-vector para la integracion al genoma celular;
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4- plasmido de transferencia pLV-pLK, que codifica para la proteina de interés y

confiere a las células resistencia a puromicina.

A continuacion se detalla el procedimiento llevado a cabo.

Las células HEK se cultivaron a una densidad de 4.10° cél.ml™, en placas de 10 cm
de didmetro, empleando medio D-MEM para HEK suplementado con SFB 10% (V/V).

Luego de 24 h de incubacion se llevo a cabo el procedimiento de lipofeccion. Para
ello se prepararon, por cada vector de transferencia, 2,5 ml de medio de cultivo para células
HEK conteniendo 2,5 ug de pREV; 3,6 ug de pVSV-G; 6,5 ug de pMDL y 10 pg del plasmido
de transferencia pLV-pLK conteniendo la muteina de interés. Por otro lado, en un tubo
conico se prepard una solucion 20 pg.ml™ del lipido, mezclando 2,5 ml de medio de cultivo
para células HEK con 50 pl de Lipofectamine™ 2000 (1 mg.ml™"), homogeneizando con
vortex y dejando reposar 5 min. Luego, el contenido de ambos tubos conicos se mezcl6 gota
a gota para favorecer la formacién homogénea de los complejos ADN-lipidos. Se retir6 el
sobrenadante de las placas de cultivo conteniendo las células HEK y se adicion6 la mezcla
ADN:-lipidos gota a gota, incubandose durante 5 h.

Luego de la incubacién, el cultivo se suplement6é con 5 ml de medio de cultivo para
células HEK con SFB 20% (V/V), de modo de obtener una concentraciéon final de
suero 10% (V/V). Se incubd a 37 °C durante 48 h.

Finalmente, se cosecharon los sobrenadantes de cultivo conteniendo las particulas
lentivirales y se centrifugaron a 100 g durante 8 min a temperatura ambiente para eliminar
las células remanentes. Se recuperd el sobrenadante y se fracciond en tubos coénicos de
1,5ml (1 ml). Los tubos se almacenaron a -70 °C hasta su utilizaciéon, para conservar un

elevado titulo viral.

5.4. Transduccion de células eucariotas

Con el fin de obtener lineas celulares estables productoras de las moléculas de
interés, se realizaron transducciones de células CHO empleando particulas lentivirales
conteniendo los genes de interés (Fig. 14). Si bien esta técnica es mas laboriosa e insume

mas tiempo que la transfeccidn, el proceso es altamente eficiente.
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Fig. 14. Representacion grafica del proceso de ensamblado de particulas lentivirales en
células HEK y transduccion de células CHO.

Para realizar la transduccion se procedi6 de la siguiente manera: las células CHO se
sembraron en placas estériles de 6 pozos a una densidad de 3.10* cél.ml”, y se cultivaron
en medio DMEM/Ham’s F-12 suplementado con SFB 5% (V/V) durante 24 h.
Posteriormente, se descart6 el sobrenadante de cultivo y se adicion6 1 ml de la cosecha de
particulas lentivirales, incubandose durante 24 h a 37 °C. Se retird el sobrenadante de
cultivo conteniendo las particulas lentivirales y se reemplazé por 3 ml de medio
DMEM/Ham’s F-12 suplementado con SFB 5% (V/V). Luego de 72 h, se cosecharon los
sobrenadantes, se centrifugaron a 100 g durante 8 min y se conservaron a -20 °C hasta su
utilizacion. Por otro lado, las células transducidas se trataron con tripsina-EDTA y se

subcultivaron para continuar con las siguientes etapas del proceso.
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5.5. Presion de seleccion con antibidtico de las lineas celulares generadas
mediante transduccion

Tanto las células CHO como las células HEK transducidas fueron sometidas a un
proceso de presidn selectiva con concentraciones crecientes del antibiético puromicina, de
manera de enriquecer el cultivo con aquellas células que presentan una mayor expresion de
las proteinas de interés.

El proceso consisti6 en sembrar las células CHO y HEK a una densidad de
2.10° cél.ml", empleando su correspondiente medio de crecimiento conteniendo una
determinada cantidad de antibiético, apropiada para cada linea celular. Se comenzé la
presién con una concentracion de puromicina de 10 pg.ml™', analizando posteriormente el
crecimiento celular y las concentraciones de IFN en el sobrenadante de cultivo. De acuerdo
a los resultados obtenidos, se continud con el proceso de seleccion con concentraciones
crecientes de puromicina. El incremento gradual de antibiotico se extendié hasta observar la
muerte de los cultivos celulares o bien, una disminucién de la productividad celular
especifica.

Al finalizar la presién de seleccién, se retird el medio de cultivo y se reemplazé por
medio sin antibiético para permitir la recuperacién de las células que permanecieron viables.
Estas se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia, procediéndose luego a su

criopreservacion (seccion 5.9).

5.6. Clonado de las lineas celulares productoras de las muteinas del hIFN-a2b

Las lineas celulares transfectadas en forma estable o transducidas constituyen un
grupo heterogéneo de células que presentan diferencias en sus caracteristicas de
crecimiento, niveles de expresién y, en algunos casos, calidad del producto. Las marcadas
diferencias en los niveles de expresion de las proteinas recombinantes se deben
principalmente a dos factores: diferente nimero de copias e integracion en sitios con distinta
actividad transcripcional (Hauser, 1997). El propoésito del clonado es asegurar que toda la
progenie celular de un cultivo descienda de una Unica célula, es decir, sean genéticamente
idénticas. Esto permite aislar células altamente productoras de aquéllas que no lo son,
luego de los eventos de transfeccién o transduccion y seleccion iniciales (Mather, 1991).

El clonado celular de las lineas obtenidas se realizd6 mediante el método de dilucién
limite (Freshney, 2000c; Mather, 1991). El mismo consiste en preparar una suspension
celular de manera de obtener una Unica célula en una unidad de volumen de medio de
cultivo, el cual luego es dispensado en pozos de una placa de microtitulacién. La
probabilidad estadistica de obtener pocillos con un Unico clon se puede incrementar
reduciendo la densidad de siembra a un nivel tal que permita depositar una proporcién de
una sola célula cada 5 o 10 cavidades. Debido a las bajas densidades celulares que se

69



Materiales y Métodos

emplean en este tipo de clonado, el medio de cultivo debe contener suficiente cantidad de
nutrientes y factores de crecimiento que no son aportados por las células vecinas como
ocurre en los cultivos densos. Por este motivo, se suelen emplear altas concentraciones de
SFB y/o medios condicionados por el crecimiento de otras células o capas de células
alimentadoras. El clonado se considera efectivo cuando se observa crecimiento, como
maximo, en el 30% de los pozos sembrados con una proporcion de una célula cada 10
pozos y una célula por pozo.

Con este fin, se prepararon suspensiones celulares de las lineas a clonar en medio
DMEM/Ham’s F12 o medio DMEM, segun corresponda, suplementado con SFB 20% (V/V),
cuyas concentraciones fueron 1 cél.ml” y 5 cél.ml™". Se dividieron dos placas de 96 pozos en
dos sectores, sembrando en cada uno de ellos 200 ul por pozo de las correspondientes
suspensiones celulares, de manera de obtener en cada placa la misma cantidad de pozos
con un promedio de 0,2 células y 1 célula. En los pozos donde se detecté el crecimiento de
una unica colonia, se evalu6 la expresion de hIFN-a2b mediante técnica de ELISA sandwich
(seccion 7.2.1.). Los clones que mostraron mayor produccion de hIFN-a2b fueron
amplificados por duplicado a placas de 24 pozos. Una de las placas se destind a la
amplificacién de los clones para su posterior criopreservacién. La otra placa se utiliz6 para
seleccionar los clones en funciéon de su productividad celular. Para ello, los clones se
sembraron en una densidad celular de 4.10° cél.ml™* (Ci), incubandose durante 24 h a 37 °C.
Posteriormente, se cosechd el sobrenadante y se determind la concentracion de IFN
presente en el mismo mediante técnica de ELISA sandwich. Por otro lado, se realizd el
recuento celular (Cf), calculandose la productividad especifica aproximada segun la
ecuacion 5 de la seccion 5.7.

5.7. Determinacion de la productividad celular

Para determinar la velocidad de produccion especifica o productividad de las lineas
celulares productoras de las variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b sometidas a presion de
seleccién con diferentes concentraciones de puromicina, asi como también de los clones
recombinantes, las células fueron cultivadas por duplicado en una placa de 24 pozos, en
una densidad celular de 4.10° cél.ml”. Luego de 24 h se retir6 el sobrenadante de cultivo de
uno de los pocillos y se adicion6 el medio de cultivo de crecimiento correspondiente a cada
linea celular. El otro pozo fue empleado para el recuento celular (concentracion inicial de
células, Ci). La placa se incubé a 37 °C durante 24 h. Finalmente, se coseché el
sobrenadante de cultivo del pocillo restante, se centrifugd a 100 g durante 8 min y se
conservo a -20 °C. Ademas, se determind la densidad celular del cultivo (concentracion final
de células, Cf) para calcular la productividad, teniendo en cuenta sélo la concentracién de
los sobrenadantes luego de 24 h de cultivo, dado que la concentracién de inicio se considerd
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nula como consecuencia del recambio de medio de cultivo. Para esto, se emple6 la
ecuacién 5, donde t es el tiempo de incubacién (en este caso 24 h) y Cigy, corresponde a la
concentracion de la variante de IFN determinada por técnica de ELISA sandwich (seccion
7.2.1) luego de 24 h de cultivo:

Cipy nE ml_i_"

Qury (ng-10%.cél™ L dia™) = e ol 108 5)
) ———{cél.ml™ %) (dias)
5.8. Evaluacion del crecimiento y produccion de las diferentes variantes del

hIFN-a2b por parte de los clones celulares seleccionados

Con el propésito de estudiar el crecimiento y la produccién de cada uno de los
clones seleccionados, se construyeron curvas de crecimiento de los mismos. Para ello, se
cultivaron los clones a partir de una densidad de 5.10* cél.ml” en una placa de 24 pozos,
utilizando 10 pocillos para cada clon, en medio de cultivo de crecimiento. Se reservd una
alicuota de la suspensién inicial para realizar un recuento celular (seccién 5.2) que se
consideré como “inicio o tiempo=0 del ensayo”. Asimismo, dicha muestra se centrifugd
durante 8 min a 200 g y el sobrenadante se conservé a -20 °C para luego ser evaluado
mediante técnica de ELISA sandwich (seccion 7.2.1) y, de esta manera, determinar la
produccion de la variante en estudio. Transcurridas 24 h de incubacion a 37 °C, se cosech6
el sobrenadante de cultivo del segundo pozo, el cual fue centrifugado y conservado como se
describié para el primer pozo. Las células fueron tratadas con ftripsina-EDTA vy
resuspendidas en medio de cultivo, realizandose el recuento celular correspondiente. Este

procedimiento se repitié cada 24 h con los 9 pozos restantes.

5.8.1. Monitoreo del consumo de glucosa y de la produccion de lactato, amonio y de
la variante de IFN en sobrenadantes de cultivo

Glucosa

La determinacién de glucosa se llevé a cabo por el método enzimatico de la glucosa
oxidasa/peroxidasa (GOD/POD), utilizando el kit comercial “Glucosa Enzimatica” (Sociedad
de Bioquimicos, SB), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI mismo se basa en
la oxidacién especifica de D-glucosa por parte de la enzima GOD, con formacion
estequiométrica de peroxido de hidrégeno. Este ultimo, en presencia de 4-aminofenazona y
fenol, forma una quinoneimina roja mediante una reaccion catalizada por la enzima POD. De
esta manera, el dosaje espectrofotométrico del producto coloreado permite la cuantificacién

indirecta de glucosa en la muestra.
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Lactato

La determinacién de lactato se llevd a cabo por el método enzimatico, utilizando el
kit comercial “Lactate” (Wiener Lab), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
mismo se basa en la oxidacion especifica del lactato por parte de la enzima lactato-oxidasa
(LOD), con formacién estequiométrica de peréxido de hidrégeno. Este ultimo, es luego
utilizado por la peroxidada (POD) para generar un cromégeno. De esta manera, el dosaje
espectrofotométrico del producto coloreado (A= 540 nm) permite la cuantificaciéon indirecta

de lactato en la muestra.

Amonio

La cuantificacién de amonio se llevé a cabo utilizando una adaptacién de la técnica
desarrollada para la cuantificacion de urea, con el kit “Urea” (Sociedad de Bioquimicos, SB),
donde los iones amonio presentes en la muestra se determinan mediante la reaccion de
Berthelot. La reaccidon se desarrolla en varias etapas, que tienen lugar en medio alcalino. El
indofenol en medio alcalino se disocia dando azul de indofenol, compuesto fuertemente
coloreado de azul. La intensidad del color es directamente proporcional a la concentracién
de amonio presente en la muestra. Para acelerar la reaccién entre amonio e hipoclorito,
disminuyendo el tiempo de incubacién, se agrega nitroprusiato de sodio [Fe(CN)sNO] como
catalizador.

Variantes de hIFN-a2b

La concentracion de cada variante en estudio a partir de sobrenadantes de cultivo
fue calculada como concentracién de hIFN-a2b mediante técnica de ELISA sandwich
(seccidn 7.2.1).

5.8.2. Estimacion de parametros cinéticos de cultivo. Determinacion de la integral
de células viables (ICV), velocidad especifica de crecimiento celular y de las
velocidades especificas de consumo y produccion de metabolitos
Para estimar los parametros cinéticos de cultivo, en primer lugar se calcul6 la

integral de células viables (ICV). Si se considera que una especie P en un cultivo depende

de la cantidad de células viables a cada tiempo X,(t), entonces la variaciéon de P en el tiempo

se puede expresar matematicamente como:

T =X(0q, (10)

donde g, es una constante asociada con la productividad de una linea celular definida, en un
determinado conjunto de condiciones de cultivo. En el caso de los metabolitos estudiados, el
valor q, representa directamente las velocidades especificas de consumo o produccion. En

72



Materiales y Métodos

el caso de la variacion de la concentracién celular, la constante de proporcionalidad es igual

a la velocidad especifica de crecimiento. Integrando la ecuacién anterior se tiene que:
P(Y) = [dP =q, [ X, (9dt (11)

Esta expresién indica que la concentracion de la variable en estudio en cualquier tiempo t es
proporcional a la integral en el tiempo de la curva de células viables, o ICV, en el mismo
tiempo t (Renard y col., 1988). De esto se desprende que la curva de produccién o consumo
de la especie y la curva integral deben mostrar perfiles analogos y la regresién de una sobre
la otra debe ser lineal. La ICV resulta asi una medida de la cantidad de células
metabdlicamente activas presentes en un cultivo durante un periodo discreto de tiempo que
determinan la concentracion de una especie P a cada tiempo t y con una productividad qp.
Tiene unidades de cél.h.ml”.

Una vez estimados los valores de ICV, las velocidades especificas de crecimiento
celular, consumo de glucosa y produccion de lactato, amonio e IFN se calcularon graficando
en cada caso la produccién o consumo acumulado a cada tiempo de cultivo en funcién de la
ICV. A partir de cada gréafica, se realizaron los ajustes lineales correspondientes y se
obtuvieron los valores de los parametros cinéticos q, a partir de las pendientes de las rectas
de ajuste. El criterio adoptado para aplicar la regresion lineal fue seleccionar aquellos puntos
experimentales que permitieran obtener coeficientes de correlacion iguales o superiores a
0,95. En todos los casos los célculos se realizaron utilizando el software Origin 7.0
(OriginLab).

5.9. Criopreservacion de lineas y clones celulares de mamiferos

Cuando se ha obtenido una linea celular o se ha seleccionado un clon con las
caracteristicas deseadas y libre de contaminacién, su conservacion es esencial. La
criopreservacion constituye un método eficaz de conservacion de células que garantiza el
mantenimiento de sus propiedades metabdlicas iniciales (Hasegawa, 1996; Freshney,
2000Db).

El dafo celular inducido por el congelamiento y la descongelacion es causado por
la formacién de cristales de hielo intracelulares y por efectos osméticos (Hay, 1986). La
adicion de un agente crioprotector, como el glicerol o dimetil sulféxido (DMSQO) (Lovelock y
Bishop, 1959) y el empleo de una velocidad lenta de enfriamiento, aproximadamente
1 °C.min (Leibo y Mazur, 1971), minimizan dichos efectos.

La conservacién de las lineas y clones celulares se realizé en nitrégeno liquido, ya

que a temperaturas de -196 °C se observan deterioros celulares minimos (Green y col.,
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1967). Se empled una técnica de enfriamiento gradual desde temperatura ambiente hasta
-196 °C.

Para ello, una vez realizado el recuento, suspensiones celulares en fase de
crecimiento exponencial se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente
en una centrifuga Eppendorf 5403, rotor 16A4-44. Se descarté el sobrenadante y el
sedimento celular se resuspendid en una solucion de SFB y DMSO (Sigma) en una relacion
95:5 (V/V), de manera de obtener una concentraciéon de 1-2.10° cél.ml”. La suspensién
celular se distribuyd a razén de 1 ml por criotubo (Greiner) que luego fueron guardados en
un contenedor apropiado, MrFrosty (Nalgene), y llevados a freezer de -70 °C por 24 h. Este
dispositivo contiene alcohol isopropilico, permitiendo que en el interior del mismo la
temperatura disminuya a razén de 1 °C.min”", de manera de lograr un enfriamiento gradual
de las células que luego permita una correcta revitalizacién de las mismas.

Finalmente, los criotubos se almacenaron en termos de N, liquido a -196 °C.

5.10. Revitalizacion de lineas celulares de mamifero

El descongelamiento rapido de la suspensién celular es esencial para su Optima
recuperacion. Para la revitalizacion de las lineas celulares criopreservadas se retird el
criotubo del termo de N, liquido y se lo sumergi6 rapidamente en un bafo de agua a 37 °C.
La suspensién celular descongelada se transfirié a un tubo cénico que contenia 40 ml de
medio de cultivo y se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Esta
etapa se realiz6 con el objeto de eliminar el DMSO que es un reactivo tdxico para las células
en cultivo. Se descarté el sobrenadante y el sedimento de células se resuspendié en un
volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizé el recuento celular con el

objeto de evaluar la recuperacion y la viabilidad celular.

5.11. Produccion de las variantes glicosiladas del hIFN-a2b mediante el cultivo de

clones en condiciones de adherencia

La produccion de las diferentes muteinas de hIFN-a2b a gran escala se realiz6 en
condiciones de adherencia, empleando frascos T con una mayor superficie de sustrato que
permita contener un mayor numero de células. Para el caso de los clones de células CHO
se emplearon frascos T triples que presentan una superficie de 500 cm?. Para el caso de los
clones de células HEK se emplearon frascos T de 175cm?, debido a la necesidad de
sensibilizar previamente la superficie con polilisina. Teniendo en cuenta que las células HEK
demuestran una débil adherencia al soporte y se desprenden del sustrato una vez que
alcanzan la confluencia, este paso inicial es fundamental para lograr que las células
permanezcan adheridas a la superficie del frasco durante la etapa de produccion. Para la
etapa de produccion estas células fueron cultivadas en soportes previamente sensibilizados
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con polilisina (Poly-lysine, Sigma). Este reactivo permite incrementar la interaccién
electrostatica entre los aniones presentes en la superficie celular y los cationes propios de
los factores de adherencia presentes en los diferentes soportes de cultivo. El tratamiento de
los soportes con polilisina consistié en la incubacién durante 1 h a 37 °C y toda la noche a
4 °C con una solucién de polilisina 5 pg.ml™" en agua estéril, respetando una relacién de
175 ul de la solucién mencionada por cada cm? de superficie.

En ambos casos las células se inocularon en una concentracion de 200.000 cél.ml
en el medio de cultivo de crecimiento correspondiente a cada linea celular (200 ml para
frascos T triples y 50 ml para frascos T 175 cm?®). Cuando las células alcanzaron la fase
estacionaria, se coseché el sobrenadante cada 48 o 72 h, reemplazandolo cada vez por el
medio de cultivo correspondiente, suplementado con SFB 0,5% (V/V). Los sobrenadantes
fueron centrifugados durante 10 min a 5000 rpm y conservados a -20 °C para su posterior

purificacion.

6. Purificacion de las variantes glicosiladas del hIFN-a2b a partir de

sobrenadantes de cultivo por cromatografia de inmunoafinidad

La cromatografia de inmunoafinidad fue introducida en 1968 por Cuatrecasas y col.
y constituye una poderosa herramienta para el aislamiento de proteinas. Bajo las
condiciones adecuadas, se pueden obtener factores de purificacion entre 1000 y 5000 veces
en un unico paso.

La cromatografia de inmunoafinidad puede dividirse en tres etapas:

- Preparacion de una matriz conteniendo el anticuerpo inmovilizado.

- Unién del antigeno a la matriz de anticuerpo.

- Elucién del antigeno de la matriz.

6.1. Material de partida

Las muteinas del hIFN-a2b con cuatro sitios (IFN4N derivado de células CHO vy
HEK, IFN3NM47 e IFN2NM47/95), cinco sitios (IFN4NM47 e IFN3NM47/95) y seis sitios
(IFN4NMutNter y IFN3N47MutNter) de N-glicosilacion fueron obtenidas mediante el cultivo
de sus correspondientes clones en condiciones de adherencia (seccion 5.11).

Los sobrenadantes de cultivo fueron filtrados utilizando un sistema de filtraciéon por
vacio que emplea membranas de acetato de celulosa de 0,45 um y 0,22 um (Nalgene) y

portafiltros de 500 y 1000 ml de capacidad (Nalgene).

6.2. Equipamiento
Se emplearon los cromatografos liquidos AKTA Basic y AKTA purifier (GE
Healthcare) equipados con un sistema de bombas (P-900), un colector automatico de
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fracciones (FRAC-900), una unidad de deteccién de absorbancia (UV-900) y otra de pH y
conductividad (PH/C-900).

6.3. Preparacion de las matrices de inmunoafinidad

Para llevar a cabo la purificacion de las diferentes variantes de hIFN-a2b mediante
cromatografia de inmunoafinidad, el mAb CAS5E6 fue inmovilizado en una matriz de
Sepharose™ (GE Healthcare). Para cada una de las variantes glicosiladas del hIFN-a2b se

prepararon 5 ml de matriz de inmunoafinidad.

6.3.1. Amplificacion de hibridomas productores de mAbs anti-rhIFN-a2b.

Produccioén in vivo de liquido ascitico.

Para la produccién del mAb CA5E6 en liquido ascitico se empled un lote de

20 ratones BALB/c hembras de 4 meses de edad. La secuencia metodoldgica desarrollada
para la obtencion del liquido ascitico consté de las siguientes etapas:

1- Inoculacién intraperitoneal de 0,5 ml de acido 2,6,10,14-tetrametildecanoico
(Pristane®, Sigma), que actlia como sustancia irritante para el ratén, el que
responde secretando nutrientes y reclutando monocitos y células linfoides en la
zona peritoneal. De esta manera, se genera un ambiente muy favorable para la
proliferacion de las células tumorales (Harlow y Lane, 1988).

2- Preparacién de las células de hibridomas a inocular. El hibridoma productor del
mAb CAS5EG6 fue descongelado utilizando para su crecimiento una capa de
células alimentadoras. Para la preparacion de la misma, un ratén de la cepa
BALB/c de 4 meses de edad se sacrific6 por dislocacién cervical y, en
condiciones estériles, se extrajo el bazo. Se lavé con medio de cultivo D-MEM,
se disgregd mediante el empleo de tijera y pinza de cirugia y se filtr6 por un
tamiz de malla fina de acero numero 50 (Sigma). El filtrado se centrifug6é a 1000
rom durante 10 min y, luego de descartar el sobrenadante, las células de bazo
se resuspendieron en medio D-MEM suplementado con SFB 20% (V/V).
Posteriormente, esta suspension celular se dispenso en una placa de 12 pozos a
razén de 1 ml por pozo. La descongelacién de las células de hibridomas se
realiz el dia siguiente a la preparacion de la capa de células alimentadoras.

3- Inoculacién intraperitoneal de 2-5.10° células de hibridomas por animal, 10 dias
después de la administracion de Pristane®. Para ello, el cultivo de hibridomas en
fase de crecimiento exponencial fue centrifugado a 1000 rpm durante 10 min y
resuspendido en 5 ml de PBS de manera de inocular 0,5 ml de suspensién

celular por ratén.
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4-

5-

6-

El liquido ascitico fue recolectado, aproximadamente, a partir de la primera
semana posterior a la inoculacion de los hibridomas. Los criterios determinantes
del inicio de la extraccion de ascitis fueron la presencia de un abdomen
prominente y la consecuente dificultad locomotriz manifestada por el animal. El
liquido se obtuvo por puncién de la regién intraperitoneal con aguja de 0,9 mm
de diametro, recolectandolo por goteo en un tubo cénico de 50 ml.

El liquido ascitico fue centrifugado a 1500 rpm durante 10 min y el sobrenadante
fue conservado a -20 °C.

La concentracion de inmunoglobulinas (lgs) totales en el fluido ascitico se
determiné mediante técnica de ELISA sandwich (seccién 6.3.2).

6.3.2. Cuantificacion de Igs totales

La cuantificacion de Igs presentes en la ascitis murina y en las muestras purificadas

se realiz por un procedimiento de ELISA sandwich, el cual se describe a continuacion:

1-

Sensibilizacién: placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fueron
sensibilizadas con 100 ul de una solucién de anticuerpos de conejo anti-lgs
murinas (DAKO) diluidas 1:2000 en solucién de Na,CO3/NaHCO3; 50 mM, pH 9,6
(solucion de sensibilizacién). Se incubé durante 1 h a 37 °C y toda la noche a
4 °C.

Bloqueo: el bloqueo de los sitios de interaccién inespecifica se realizé con 200 pl
por pozo de solucién de albumina sérica bovina (BSA, Sigma) 1% (P/V) en PBS
(soluciéon de bloqueo). Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Primera incubacion: en los pozos correspondientes se agregaron 100 pl de
diluciones sucesivas 1:2 del estdndar de IgG de ratdén (Sigma) en solucién de
BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 (USB Corporation) 0,05%
(V/V) (solucién diluyente), desde 400 ng.ml™" hasta 0,39 ng.ml”. Las muestras se
ensayaron realizando diluciones seriadas al medio, de manera de poder
compararlas con el estandar en el rango de linealidad de la curva. Se incubé
durante 1 h a 37 °C.

Segunda incubacion: se agregaron 100 ul de anticuerpos de conejo anti-lgs
murinas conjugados con la enzima peroxidasa en una dilucién 1:2000 en
solucion diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Reaccién reveladora: el revelado se realizd mediante reaccién enzimatica
empleando como sustrato H,O, 0,015 volumenes diluida en solucion de
citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH 5,3, con el agregado de o-fenilendiamina
(OPD, Sigma) en una concentracién de 0,5 mg.ml™" (solucién de revelado). Se
agregaron 100 pl de solucion de revelado por pozo y, luego de 15 min de
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incubacién en oscuridad a temperatura ambiente, la reaccién se detuvo
mediante el agregado de 50 ul de H,SO,4 2N. La lectura del color generado se
efectué a una A=492 nm en un lector de placas de microtitulacion (Labsystems
Multiskan MCC/340).

Control: se realizé un control sin Igs solubles, para evaluar la posible unién
inespecifica de los reactivos. Para ello, durante la primera incubacion, se
reemplaz6 la muestra o el estandar por el agregado de 100 pl de solucién
diluyente y se continu6 con las siguientes etapas del ensayo.

Cuantificacién: se graficaron los valores de absorbancia en funcion de las
correspondientes concentraciones de IgG y de las diluciones en escala
logaritmica para el estandar y las muestras, respectivamente. La concentracién
de las muestras se determiné utilizando el ensayo de rectas paralelas (Milano,
2001).

Todas las incubaciones se realizaron en cdmara humeda. Después de cada etapa

se realizaron seis lavados con solucién de PBS — Tween 20 al 0,05% (V/V).

6.3.3. Purificacion del mAb CA5E6
La purificacibn del mAb CAS5E6 a partir del fluido ascitico se realiz6 mediante

cromatografia de afinidad a proteina A de acuerdo con la siguiente metodologia:

1-

2-

Armado de la columna: un volumen de 5 ml de gel de MabSelect Sure™ (GE
Healthcare) se empaquet6 en columna XK 16/20 (16 x 2 cm) (GE Healthcare).
Equilibrado: la matriz se equilibré con solucion de Tris 1 M, NaCl 3 M, pH 9. Para
esta etapa se emplearon 5 voliumenes de columna (VC), verificandose que el pH
a la salida de la columna sea igual al de la solucién de equilibrado.
Acondicionamiento de la muestra: el liquido ascitico se centrifugé a 5000 rpm
durante 5 min y el sobrenadante se ajusté a una concentracién de NaCl 3 M,
pH 9 mediante el agregado de NaCl sélido y solucién de Tris 1 M pH 9 en una
proporcion volumétrica 10:1. Posteriormente, la muestra se filtr6 a través de una
membrana de acetato de celulosa de 0,45 ym mediante un sistema de vacio.
Siembra: la muestra se aplicé a la matriz teniendo en cuenta su capacidad y la
concentracion de Igs presentes en el fluido ascitico. Se respeté una relacién de
10 mg de Igs por cada ml de gel.

Lavado 1: las proteinas no retenidas por la matriz cromatogréafica fueron
eliminadas mediante el lavado de la misma con solucién de Tris 1 M, NaCl 3 M,
pH 9, hasta demostrar la ausencia de proteinas por medicién
espectrofotométrica a A=280 nm.
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6- Elucién: las Igs retenidas fueron eluidas mediante descenso del pH del lecho
cromatografico. Para tal fin, se empled una solucién de acido citrico 0,1 M, pH 3.
Se recolectaron fracciones de 1 ml y se neutralizaron con 250 ul de solucién de
Tris 1 M pH 8. Se mezclaron las fracciones correspondientes al pico de elucion,
las cuales fueron monitoreadas por lectura de absorbancia a A=280 nm. El
volumen total obtenido fue dializado contra soluciéon de NaCl 0,5 M en NaHCO;3
0,1 M, pH 8,3 con el objeto de acondicionar los anticuerpos para su
acoplamiento a una matriz de Sepharose™ activada con bromuro de cianégeno.

7- Lavado 2: para eliminar los restos de Igs y otras proteinas que pudieran quedar
retenidas en la columna, la misma se lavé con 3 VC de solucion fosfato de sodio
20 mM, pH 7.

8- Lavado 3: Posteriormente, se lavé con 2,2 VC de solucién de NaOH 0,1M,
NaCl 1M.

9- Conservacion: con el propdésito de conservar la resina para usos posteriores, se
empleé una solucion de etanol 20% (v/v) en solucion fosfato de sodio 20 mM,
pH 7; conservandose a una temperatura entre 4-8 °C.

El flujo establecido durante las distintas etapas del proceso cromatografico fue de

1 ml.min™ (0,5 cm.min™).
La concentracién de Ig pura fue calculada mediante lectura espectrofotométrica a
A=280 nm utilizando un coeficiente de extincion porcentual (E}:: ) de 12,5, de acuerdo con la

siguiente ecuacién (Margni, 1996):

Concentracién de Ig (mg.ml™") = 10x(ETE 1™ %A 000 m (12)

La pureza de los anticuerpos se evalu6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) con posterior coloracién con azul brillante de Coomasie (seccion
7.3.1.1).

6.3.4. Inmovilizacién del mAb CA5E6

El mAb CA5ES fue acoplado a una matriz de Sepharose™ 4B activada con bromuro
de ciandégeno (GE Healthcare), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. El
porcentaje de acoplamiento del mAb a la resina se calculd por medida de la concentracion
de Igs en la solucién antes y después de la reaccion de acoplamiento.

La capacidad teérica de union de las resinas se calcul6 teniendo en cuenta la masa
de anticuerpo unido (porcentaje de acoplamiento), considerando que cada molécula de Ig

(150 kDa) unida al soporte se ligara a una molécula de rhIFN-a2b no glicosilado (19 kDa).
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De esta manera, la capacidad teorica de la matriz se calculé utilizando la siguiente

formula:

masa mAb (mg)x1%.000 mg.mmol ~ :

Capacidad teérica de la matriz (mg IFN) = (13)

150,000 mg.mmol~*
Donde masa mAb es la masa de anticuerpo inmovilizado en la matriz (expresada en

mg), calculada a partir de la eficiencia del acoplamiento.

6.4. Protocolo de purificacion empleando la resina CA5E6-Sepharose

Antes de comenzar el protocolo de purificacion, se llevé a cabo el
acondicionamiento de la muestra con el fin de lograr la interaccién apropiada entre la
variante de IFN y el mAb y evitar posibles obstrucciones de la columna causadas por la
presencia de restos celulares. El procedimiento consistié en el agregado de Triton X-100 al
sobrenadante de cultivo hasta alcanzar una concentracién final de 0,3% (V/V) y el posterior
ajuste del pH a un valor de 7,5 mediante el agregado de HCI o NaOH diluido, segun fuese
necesario. Finalmente, la muestra se filtré6 como se indica en el punto 6.1.

El protocolo desarrollado para la purificacibn mediante cromatografia de

inmunoafinidad se describe a continuacion:

1- Equilibrado: la matriz se equilibr6 con 5 VC de solucion de equilibrado
(Tris 25 mM; Tritén X-100 0,3% (V/V); pH 7,5) a un flujo de 1 ml.min™
(0,5 cm.min™).

2- Siembra: se sembrdé un volumen de muestra acondicionada, a un flujo lineal
aproximado de 0,6 cm.min™ (flujo volumétrico de 1,2 ml.min™"). El flowthrough
(FT) se recolect6 para su posterior analisis.

3- Lavado 1: la matriz se lavd con 5 VC de una solucién de Tris 25 mM, pH 7,5;
NaCl 0,5 M; Triton X-100 0,2% (V/V).

4- Lavado 2: la matriz se lavo con 5 VC de una solucién de NaCl 0,15 M. Cada
lavado se recogi6 para su posterior analisis. El flujo aplicado durante las etapas
de los lavados fue igual al empleado durante la fase de equilibrado.

5- Elucion: la variante de IFN fue eluida por descenso de pH. Para tal fin, se
emplearon 5 VC de una solucién de glicina 100 mM, pH 2; trabajando al mismo
flujo utilizado durante la etapa de equilibrado. Se recolectaron fracciones, las
cuales fueron neutralizadas con solucion de Tris 1 M, pH 8.

Todas las fracciones se conservaron a -20 °C para su posterior andlisis.

6- Conservacion de la matriz: la matriz se lavé con 5 VC de solucion de

conservacién [Tris/HCI 0,1M; azida sddica 0,02% (p/v); pH 7] y se guardd a 4 °C

hasta su reutilizacion.
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Todas las fracciones recolectadas durante el proceso de purificaciéon (siembra, FT,
lavados y elucion) fueron analizadas mediante técnica de ELISA sandwich (seccion 7.2.1.).
Para determinar el éxito de la purificacion se calculd el rendimiento o recuperacion (R)
utilizando la ecuacion 14, donde MF representa la masa de proteina de interés recuperada

en el proceso y MI, la masa inicial presente en la muestra.

R(%) = %100 (14)

6.5. Concentracion y diafiltracion de la proteina

Las fracciones correspondientes al pico de eluciéon de cada proceso de purificacion
se mezclaron, concentraron y diafiltraron contra PBS. Para ello, se utilizaron dispositivos de
ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa (Amicon® Ultra-15 y Amicon® Ultra-4, Millipore).

Una vez diafiliradas, las muestras purificadas se analizaron mediante lectura
espectrofotométrica a A=280 nm utilizando un espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific). Para el calculo de la concentracion de IFN se consider6é un coeficiente
de absortividad para hIFN-a2b de 0,924 ml.mg'.cm™ de acuerdo con la ecuacion 15, donde
A corresponde a la absorbancia a A=280 nm para la muestra o para el blanco de reactivos y
L corresponde a la longitud del paso 6ptico (1 cm).

-1y — Azep musstrs “Azeo blanco
Clmg. ml™) 0,924 {mlmg™*.em™*)xL {em) (15)

La pureza de las variantes se evalué mediante SDS-PAGE con posterior coloracion
con azul brillante de Coomasie (seccion 7.3.1.1).

Caracterizacion fisicoquimica de las muteinas del hIFN-a2b
7.1. Obtencion de los reactivos necesarios para el desarrollo de los distintos

enzimoinmunoensayos (ELISA) necesarios para la cuantificacion de las

muteinas

Para la cuantificacion de las diferentes variantes de IFN presente en los
sobrenadantes de cultivo y en las distintas etapas del proceso de purificacion, se empled el
mAb CA5E6 evaluado previamente en el laboratorio (Ceaglio, 2008). El mismo fue producido
(seccion 6.3.1) y purificado a partir de ascitis murina (seccion 6.3.3). El anticuerpo
mencionado fue seleccionado a partir de un panel de 11 mAbs anti-rhIFN-a2b obtenido
durante la tesina desarrollada por el Lic. Pablo Casalis (Casalis, 2004). Ademas, se emple6
un suero policlonal (pAb) de conejo anti-rhIFN-a2b (pAb C7). Todos los reactivos,

disponibles en el laboratorio, fueron obtenidos empleando el hIFN-a2b de origen bacteriano
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como inmunogeno. Se emplearon dos disefios diferentes de ELISAs: ELISA sandwich y
ELISA de competicion.

7.2. Cuantificacion de las muteinas del hiIFN-a2b mediante ELISA
7.2.1. ELISA sandwich

Este ensayo se basa en la captura del hIFN-a2b por parte del mAb CA5E6
inmovilizado sobre placas de poliestireno. Posteriormente, el hIFN-a2b es reconocido por las
lgs presentes en el suero de conejo (pAb C7). Estas, a su vez, reaccionaran con un segundo
anticuerpo (anti-lgs de conejo) conjugado con una enzima, que catalizara, a posteriori, la
transformacion de un sustrato incoloro en una sustancia coloreada.

Metodologia:

1- Sensibilizacién: placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos (Greiner)
fueron sensibilizadas con 100 pl del mAb CA5E6 1 ug.ml” (100 ng por pozo)
diluido en solucién de sensibilizacién. Se incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la
noche a 4 °C.

2- Bloqueo: el blogueo de los sitios de interaccion inespecifica se realizé con 200 pl
por pozo de solucidén de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

3- Primera incubacion: se agregaron 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 del
estandar de rhIFN-a2b de origen bacteriano (Gema Biotech) desde 10 ng.ml
hasta 9,8.10° ng.mI", o de las muestras a analizar, en solucién diluyente. Las
muestras se ensayaron realizando diluciones de manera de poder compararlas
con el estandar en el rango de linealidad de la curva. Se incub6 durante 1 h a
37 °C.

4- Segunda incubacién: se adicionaron 100 pl de pAb C7 en una diluciéon 1:1000
preparada en solucion diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

5- Tercera incubacion: se agregaron 100 pul de anticuerpos de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO)
en una dilucién 1:2000 en solucién diluyente. Se incubé durante 1 h a 37 °C.

6- Reaccion reveladora: se repitié el procedimiento indicado en la seccién 6.3.2.

7- Control: se realizd el control negativo, sin Ag soluble, para evaluar la posible
union inespecifica de los reactivos. Para ello, durante la primera incubacién, se
reemplaz6 la muestra o el estandar por el agregado de 100 pl de solucién
diluyente y se continud con las siguientes etapas del ensayo.

8- Cuantificacion: se realizd segun lo indicado en la seccion 6.3.2.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada

etapa se realizaron seis lavados con solucion de PBS — Tween 20 al 0,05% (V/V) (solucién
de lavado).
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7.2.2. ELISA de competicion

Este ensayo se basa en la competicion entre un Ag inmovilizado en fase sélida con
el mismo Ag en fase liquida por su unién a un mAb en solucién. Posteriormente, se agrega
un segundo anticuerpo (anti-especie murina) conjugado con una enzima que catalizara la
transformacién de su sustrato incoloro en una sustancia coloreada. Como Ag inmovilizado
se utilizé el rhIFN-02b no glicosilado. Como anticuerpo para realizar la competicién se
emple6 el mAb CA5ESG.

Metodologia:

1- Sensibilizacién: placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fueron
sensibilizadas con 100 pl de rhIFN-a2b no glicosilado en una concentracion de
0,5 ug.ml™* (50 ng por pozo) en solucién de sensibilizacion. Se incub6 durante 1 h
a 37°C y toda la noche a 4 °C.

2- Bloqueo: el bloqueo de los sitios de interaccion inespecifica se realizé con 200 pl
por pozo de solucion de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

3- Competicion in situ: se agregaron 50 pl de diluciones sucesivas 1:2 del estandar
de hIFN-a2b desde 1 pg.ml™" hasta 4,9.10° pg.ml" y de las muestras en solucién
diluyente. Las muestras se ensayaron realizando diluciones seriadas al medio,
de manera de poder compararlas con el estandar en el rango de linealidad de la
curva. Posteriormente, se adicionaron 50 ul de solucién del mAb CA5E6 a cada
pozo de la placa de microtitulacion, utilizando una dilucion apropiada del mismo.
Se utiliz6 aquella dilucibn de Ac que proporcioné una sefal colorimétrica
correspondiente al 50% de la maxima absorbancia alcanzada en ensayos de
titulacibn mediante técnica de ELISA especifico indirecto realizado previamente.
La reaccidén de competicién se llevé a cabo durante 1 h a 37 °C.

4- Segunda incubacién: se agregaron 100 pl de anticuerpos de conejo anti-Igs
murinas conjugados con la enzima peroxidasa en una dilucién 1:1000 en
solucién diluyente. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

5- Reaccion reveladora: se repitié el procedimiento indicado en 6.3.2.

6- Controles: se realizaron dos tipos de controles:

*Se evalu6 el 100% de unién del Ac al Ag inmovilizado en la placa de
microtitulacién, en ausencia de Ag soluble. Para ello, durante la etapa de
competicion in situ, se reemplazé el estandar y/o la muestra por el agregado de
50 ul de solucién diluyente y, posteriormente, se adicionaron 50 pl de la solucion
de Ac. Luego se continud con las siguientes etapas del ensayo.

 Control negativo en ausencia de Ag soluble y de Ac. Para ello, durante la etapa
de competicién in situ, se adicionaron 100 pl de solucion diluyente en lugar de
Ag competidor y Ac, continuando con las etapas posteriores del ensayo.
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7- Cuantificacion: se realiz6 segun lo indicado en 6.3.2.
Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara humeda. Después de cada
etapa se realizaron seis lavados con solucion de PBS — Tween 20 al 0,05% (V/V).

7.3. Identificacion y analisis de glicoformas de las nuevas variantes glicosiladas
del hIFN-a2b
7.3.1  Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La masa molecular aparente y el patrén de isoformas de las nuevas variantes de
hIFN-a2b fueron evaluados mediante ensayos de SDS-PAGE. Esta metodologia permite
llevar a cabo la separacion electroforética de las proteinas. Posteriormente, la deteccion de
la proteina en estudio se realiz6 de manera diferente segun se tratase de una muestra pura
o impura (como es el caso de los sobrenadantes de cultivo) y de su concentracion. Para las
muestras purificadas la deteccion se realiz6 mediante tincion especifica de las proteinas
utilizando el colorante azul brillante de Coomasie. Para las muestras correspondientes a
sobrenadantes de cultivo se llevd a cabo un ensayo de western blot (wb) mediante la
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) e
identificacion de las moléculas transferidas por interaccidén con anticuerpos especificos.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se desarrollé siguiendo
esencialmente el método descripto por Laemmli (1970), utilizando para el armado de los
geles el sistema de electroforesis modular vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad). Todos los geles
fueron realizados en condiciones desnaturalizantes, agregando el detergente i6nico dodecil
sulfato de sodio, SDS (SDS-PAGE), en presencia de un agente reductor de enlaces
disulfuro (B-mercaptoetanol). Para ello, se utilizo un gel de apilamiento con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 5% (P/V) y un gel de separaciéon con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 15% (P/V). Tanto las muestras como los
marcadores de masa molecular (1610317 y Dual Color 1610374, Bio-Rad) se prepararon
con una solucién de Tris-HCI 50 mM, SDS 2% (P/V), glicerol 10% (V/V), B-mercaptoetanol
5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V), pH 6,8 (solucién de siembra) en proporcién 3:1.
Las muestras fueron incubadas a 100 °C durante 5 min para favorecer la desnaturalizacién
de las moléculas y sembradas directamente sobre el gel de apilamiento. La corrida
electroforética se llevd a cabo empleando solucion de corrida [Tris 25 mM, glicina 0,2 M;
SDS 0,1% (V/V)], a un voltaje constante de 200 V, sumergiendo el médulo en barno de hielo.
La corrida finaliz6 cuando el frente de corrida alcanzé 0,5 cm del borde inferior del gel de

separacion.
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7.3.1.1. Deteccion mediante coloracion con azul brillante de Coomasie

Para el andlisis de las muestras purificadas, el gel se sumergié durante 10 min en
solucién de coloracién [azul brillante Coomasie R-250 0,1% (P/V) en metanol 40% (V/V) y
acido acético 10% (V/V)]. Posteriormente, se decoloré con solucién de metanol 7,5% (V/V) y
acido acético 5% (V/V) hasta aparicién de bandas nitidas y disminucién de la tincién de
fondo. Este protocolo permitié no sélo evaluar la masa molecular aparente de las muteinas
del hIFN-a2b, sino también evaluar el grado de pureza de las muestras purificadas. Para
ello, una vez identificadas las impurezas de la muestra, se realizdé una densitometria de las
bandas coloreadas empleando un escaner para densitometria (Image Scanner, GE
Healthcare) y el software Image Master Total Lab V1.11 (GE Healthcare).

7.3.1.2. Detecciéon inmunoquimica (western blot)

Para analizar muestras correspondientes a sobrenadantes de cultivo, luego de la
electroforesis se realiz6 la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF
(Bio-Rad), empleando el mismo equipo de Bio-Rad (transferencia sumergida). Se utiliz6 un
protocolo estandar de transferencia de proteinas (Hames, 1990), empleando como solucién
de transferencia Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, metanol 20% (V/V), a intensidad de
corriente constante de 180 mA durante 1 h, refrigerando el dispositivo en todo momento.
Posteriormente, se llevé a cabo la deteccion inmunoquimica de los derivados del hIFN-a2b
como se describe a continuacion:

1- Bloqueo: los sitios de la membrana de PVDF sin proteinas adsorbidas fueron
bloqueados por inmersién de la misma en solucion de leche descremada
5% (P/V) en buffer TBS (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; pH 7,5) con el agregado
de Tween 20 al 0,05% (V/V). Se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente con
agitacion.

2- Primera incubacién: la membrana de PVDF se incub6 con una solucién de Igs de
conejo anti-rhIFN-a2b (pAb C7) en una dilucién 1:2000 preparada con solucion
diluyente de wb [leche descremada 0,5% (P/V) en TBS-Tween 20 al
0,05% (V/V)]. Se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion.

3- Segunda incubacion: la membrana se incubd con anticuerpos de cabra anti-Igs
de conejo conjugados con la enzima peroxidasa en una dilucion 1:2000 en
solucion diluyente de wb. Se incubd durante 1 h a temperatura ambiente y en
agitacion.

4- Revelado: se emple6 el kit de quimioluminiscencia Quimioluminisce
SuperSignal®West (Pierce), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
membrana se incubo6 con el reactivo durante 1 min a temperatura ambiente, se

escurrid y se colocoé en un soporte de acrilico cubriéndola con un nylon para
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evitar el contacto del sustrato con la pelicula reveladora. Finalmente, la
membrana fue expuesta a una pelicula fotografica Amersham Hyperfilm ECL (GE
Healthcare) en un cuarto oscuro durante 1,5-2 min. El revelado de la pelicula
fotogréafica se efectu6 en forma manual empleando el método convencional de

revelado y fijacién (Reforzador y Fijador GBX, Kodak).
Luego de cada etapa se realizaron tres lavados, los cuales consistieron en sumergir
la membrana de PVDF en solucion de TBS-Tween 20 al 0,05% (V/V) durante 5 min con

agitacion.

7.3.2. Isoelectroenfoque (IEF)

El andlisis de las isoformas de diferente pl de las moléculas se realiz6 mediante
focalizacion isoeléctrica, utilizando un sistema de GE Healthcare compuesto por una cuba
de electroforesis (Multiphor 1l), un bano refrigerante (Multitemp 1ll) y una fuente de poder
(EPS3500XL). Esta metodologia fue empleada para evaluar muestras purificadas vy
muestras correspondientes a sobrenadantes de cultivo, es por esto que, al igual que para la
metodologia anterior, la deteccién se realizd de acuerdo a las caracteristicas de las
muestras analizadas.

La técnica de isoelectroenfoque se llevé a cabo en geles de 0,5 mm de espesor,
con una concentracién de acrilamida/bisacrilamida del 8% (P/V) con el agregado de urea 7
M. Para obtener el rango de pH deseado se emple6é una mezcla de anfolitos con un rango
de pl 2,9-4,9 (Pharmalyte, GE Healthcare). Una vez preparado el soporte electroforético, se
realiz6 el preenfocado de los anfolitos durante 1 h a 10 W, 2000 V y 100 mA con el fin de
generar el gradiente de pH. Posteriormente, se sembraron 20 pl de las muestras a una
distancia de 1 cm desde el catodo. El enfocado se realizdé durante 40 min, empleando las
mismas condiciones indicadas en la etapa de preenfocado. Es importante tener en cuenta
que para muestras correspondientes a sobrenadantes de cultivo previamente se llevo a
cabo el desalado, concentracion y diafiltraciéon de las mismas con agua ultrapura. Para ello,
se utilizé una membrana de ultrafiltracién de 10 kDa, Amicon® Ultra-4 (Millipore).

7.3.2.1 Detecciéon mediante coloracion con azul brillante de Coomasie coloidal
Cuando el procedimiento de IEF se llevé a cabo sembrando muestras puras, el gel

fue sometido a coloracién empleando azul brillante de Coomasie coloidal, el cual se incubd

durante 30 min. Posteriormente se procedié a lavar el gel con agua destilada para retirar el

exceso de colorante.
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7.3.2.2 Deteccion inmunoquimica (western blot)

Cuando el procedimiento de IEF se llevé a cabo sembrando muestras impuras y al
igual que lo descripto para la metodologia de SDS-PAGE, los componentes separados
fueron transferidos a membranas de PVDF, utilizando la unidad de transferencia
electroforética horizontal Multiphor Il Nova Blot (GE Healthcare). La transferencia se llevé a
cabo durante 1 h a 2000 V, 10 W y una intensidad de corriente de 150 mA, empleando la
misma solucién de transferencia utilizada en los ensayos de western blot (seccion 7.3.1.2).
La deteccion inmunoquimica de las isoformas de las variantes del hIFN-a2b transferidas a
las membranas se realiz6 siguiendo el protocolo descripto para los ensayos de wb (seccion
7.3.1.2).

8. Caracterizacion biolodgica in vitro de las muteinas del hIFN-a2b

Los ensayos de valoracién biolégica de citoquinas pueden realizarse de diversas
formas, pero todas ellas se basan en la capacidad de la proteina de inducir alguna actividad
cuantificable en células o tejidos (Mire-Sluis, 1999).

Los ensayos mas utilizados para la medicién de la potencia biol6gica de los IFN se
basan en su actividad antiviral. Sin embargo, estos ensayos no predicen la actividad
biol6gica de los mismos en terapias antitumorales o inmunomoduladoras. Por lo tanto, se
han desarrollado bioensayos basados en la inhibicion de la proliferacién celular, en la
regulacién de funciones celulares y en la deteccion de la expresién de proteinas inducidas
por IFN mediante inmunoensayos (Mire-Sluis y col., 1996; Meager, 2002).

8.1. Valoracion de la actividad biolégica antiviral

Los ensayos de valoracién biolégica antiviral de los IFN cuantifican la actividad
inhibitoria que ejercen estas citoquinas sobre la propagacién o replicacion viral. El
procedimiento mas simple y conveniente consiste en medir la capacidad del IFN de proteger
a las células susceptibles del efecto citopatico de un virus litico para un rango de
concentraciones de IFN.

Existe una gran variedad de sistemas linea celular/virus; en el presente trabajo se
ensayo el sistema: linea celular MDBK/VSV. El procedimiento basico consiste en sembrar
un determinado numero de células de manera de formar una monocapa e incubarlas con
diluciones seriadas de IFN-a para inducir el estado antiviral. Posteriormente, las células son
expuestas al virus citopatico hasta observar el maximo efecto citolitico en las células no
tratadas con IFN. En este momento, las células que no han sido lisadas y, por lo tanto,
permanecen adheridas al sustrato, son fijadas y coloreadas. Finalmente, el colorante
incorporado por las células es disuelto, procediéndose a su medicidén espectrofotométrica.
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Para realizar el ensayo, el cual se puso a punto previamente en nuestro laboratorio

(Ceaglio, 2008), se utiliz6 el estandar internacional de la OMS para el hIFN-a2b producido
en E. coli obtenido del National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC 95/566)
siguiendo la metodologia que se detalla a continuacion:

1-

5-

6-

La linea celular MDBK fue cultivada en medio de crecimiento. Cuando el cultivo
se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las células se cosecharon, se
contaron y se resuspendieron de manera de obtener una densidad celular de
2,5.10° cél.ml’. Se sembraron 100 pl de esta suspension celular en cada
cavidad de una placa de cultivo estéril de 96 pozos (2,5.10* células por pozo) y
se incubo durante 24 h a 37 °C.
Se elimin6 el sobrenadante por inversion de la placa, se escurrié y se colocaron
100 pl por pozo de sucesivas diluciones 1:2 del estandar del hIFN-a2b en medio
MEM suplementado con SFB 2% (V/V) (medio de ensayo), desde una
concentracién de actividad de 20 Ul.ml" hasta 1,6.10" UL.mI", incubandose
durante 6 h.
Se elimindé nuevamente el sobrenadante por inversion de la placa y se realizaron
dos lavados con 100 uyl de medio de ensayo. Finalmente, se escurrié y se
colocaron 100 pl de una dilucién apropiada del virus VSV en medio de ensayo en
cada cavidad, incubandose durante 24 h.
Para revelar el ensayo, se elimind el sobrenadante de cultivo por inversién de la
placa, se escurri6 y se adicionaron 50 pl por pozo de una solucién de cristal
violeta (Anedra) 0,75% (P/V) en metanol 40% (V/V), incubdndose durante
15 min a 37 °C. Posteriormente, se elimind el colorante y se realizaron lavados
con agua destilada hasta verificar ausencia del colorante en los lavados. Para
disolver el colorante fijado, se agregaron 250 pl de acido acético 20% (V/V) en
cada cavidad y se homogeneizé. La lectura del color generado se efectu6 a una
A=540 nm en un lector de placas de microtitulacion.
Se realizaron dos tipos de controles por triplicado:
En ausencia de IFN y de virus, para evaluar la maxima proliferaciéon celular
cuando no se produce infeccion viral. Para ello, se reemplazaron los 100 ul de
la dilucién del rhIFN-a2b y los 100 pl de la dilucién del virus por 100 ul de
medio de ensayo.
En ausencia de IFN, para evaluar el efecto del virus sobre las células (control
de lisis). Para ello, se adicionaron 100 pl de medio de ensayo en lugar de la
dilucion del rhIFN-a2b.
Se graficaron lo valores de absorbancia en funcion de las correspondientes

concentraciones de actividad del hIFN-a2b y de las diluciones de las muestras
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en escala logaritmica, respectivamente. La actividad biolégica (AB) de las
muteinas se determin6 mediante comparacién con el estandar utilizando el

ensayo de rectas paralelas.

8.2. Valoracion de la actividad biolégica antiproliferativa

El ensayo de valoracion de la actividad bioldgica antiproliferativa in vitro del hIFN-
a2b se basa en la cuantificacién de los efectos que esta citoquina induce sobre la viabilidad
y proliferacion de la linea celular Daudi.

El procedimiento bésico consiste en sembrar un determinado numero de células
Daudi en placas de microtitulacién e incubarlas con diluciones seriadas del hIFN-a2b
durante un determinado tiempo. Posteriormente, mediante un método colorimétrico se mide
la proliferacién celular, poniendo en evidencia la presencia de enzimas deshidrogenasas que
se encuentran en las células metabdlicamente activas y cuya actividad se relaciona en
forma directa con la cantidad de células viables presentes en el cultivo (Nederman y col.,

6™ AQueous Non-Radioactive Cell

1990). Con este fin, se empled el kit Cell Titer 9
Proliferation Assay (Promega), el cual se compone de dos reactivos:

e MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazolium)] 2 mg.ml™.

e PMS [metasulfato de fenazina] 0,92 mg.ml™.

Las enzimas deshidrogenasas catalizan la reduccién del MTS en un cromégeno
soluble (azul de formazan) que absorbe a una longitud de onda de 490 nm. El PMS actua
como dador de electrones en la reaccion de éxido-reduccion. La cantidad de producto
generado es directamente proporcional al numero de células metabdlicamente activas en el
cultivo.

Las condiciones del bioensayo se optimizaron previamente en el laboratorio,
utilizando el estandar internacional de la OMS para el hIFN-a2b producido en E. coli (NIBSC
95/566).

El estandar, las muestras y los controles se procesaron por triplicado, utilizando el
protocolo que se describe a continuacién:

1- En placas estériles de fondo plano de 96 cavidades se colocaron 50 ul por pozo
de sucesivas diluciones 1:2 del estdndar de rhlFN-a2b en medio RPMI
suplementado con SFB 10% (V/V), desde una concentracién de actividad de 100
Ul.mI" hasta 0,78 UlL.ml". Las muestras se ensayaron en iguales condiciones,
realizando una dilucion inicial adecuada que permiti6 compararlas con el
estandar en el rango de linealidad de la curva dosis-respuesta.

2- La linea celular Daudi fue cultivada en medio RPMI suplementado con SFB

10% (V/V). Cuando la suspension celular se encontraba en fase de crecimiento
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8.3.

3-

exponencial, las células se cosecharon y se centrifugaron a 1000 rpm durante
10 min. Se descartdé el sobrenadante y las células se resuspendieron en el
mismo medio de cultivo, preparando una suspensién de 1.10° cél.ml™.
Posteriormente, se adicionaron 50 ul de suspension celular en cada cavidad
(5.10° células por pozo), incubandose durante 96 h en estufa a 37 °C.

4- Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregaron 20 ul por cavidad del reactivo

de color, preparado en el momento mezclando 2 ml de solucion de MTS con
100 pl de solucion de PMS por cada placa. Se incub6 durante 5 h a 37 °C. La
absorbancia del cromogeno se midié a una A=492 nm contra lectura de fondo de
placa a A=690 nm.

5- Se realizaron dos tipos de controles:

Para evaluar la maxima proliferacién celular en ausencia de hIFN-a2b. Para ello,
se reemplazaron los 50 pl de la dilucién de rhlIFN-a2b por 50 yl de medio RPMI
suplementado con SFB 10% (V/V) y se adicionaron 50 ul de la suspension
celular.

Para evaluar los reactivos utilizados durante el desarrollo de la reaccién
colorimétrica. Para ello, se reemplazaron los 50 pl de la diluciéon de hIFN-o2b y
los 50 ul de suspensién celular por 100 pyl de medio RPMI suplementado con
SFB 10% (V/V).

Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las correspondientes
concentraciones de actividad del hIFN-a2b y de las diluciones de las muestras
en escala logaritmica, respectivamente. La concentracion de actividad de las
muestras se determind mediante comparacién con el estandar utilizando el

ensayo de rectas paralelas.

Andlisis de la actividad bidlogica antiproliferativa in vitro de las variantes del

hIFN-a2b en lineas celulares derivadas de tumores solidos
La capacidad antiproliferativa del IFN4N derivado de células CHO y HEK (IFN4Ngho
e IFN4Nye« respectivamente) fue evaluada en diferentes lineas celulares derivadas de

tumores soélidos de origen humano. Para este analisis se emplearon las lineas celulares

PC-3, A375 y ACHN, derivadas de céncer de préstata, melanoma maligno y carcinoma

renal, respectivamente. Para el disefio de estos ensayos fue importante considerar que

estas lineas celulares presentan una menor sensibilidad frente al hIFN-a2b respecto de las

células Daudi, la cual es causada por una menor densidad de receptores celulares

especificos. Por este motivo, se emplearon concentraciones de hlFN-a2b mayores para

iniciar las curvas dosis-respuesta.
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Para este experimento las muestras y controles fueron procesados por triplicado y

evaluados

frente a cada linea celular. Se empled el protocolo que se describe a

continuacion:

1-

En placas estériles de fondo plano de 96 cavidades se colocaron 50 ul por pozo
de sucesivas diluciones 1:2 de las variantes IFN4Ncpo € IFN4Npe en el medio
de crecimiento correspondiente para cada linea celular, desde una
concentracién de 20 pg.ml’ hasta 9,8.10° pg.mlI’. Ambas muestras fueron
ensayadas en iguales condiciones. Se preparé una placa para cada linea celular.
Las lineas celulares fueron cultivadas en su medio de cultivo de crecimiento.
Cuando se encontraban en fase de crecimiento exponencial, las células se
cosecharon, se contaron y se resuspendieron de manera de obtener una
densidad celular de 4.10* cél.mlI'. Se sembraron 50 pl de esta suspension
celular en cada cavidad de una placa de cultivo estéril de 96 pozos (2.10° células
por pozo) y se incubd durante 96 h en estufa a 37 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregaron 20 pl por cavidad del
reactivo de color, preparado en el momento mezclando 2 ml de soluciéon de MTS
con 100 pl de solucion de PMS por cada placa. Se incub6 durante 3 h a 37 °C.
La absorbancia del cromégeno se mididé a una A=492 nm contra lectura de fondo
de placa a A=690 nm.

Se realizd un control de maxima proliferacién celular en ausencia de hlFN-o2b.
Para ello, se reemplazaron los 50 pl de la dilucién de hIFN-a2b por 50 ul de
medio de crecimiento y se adicionaron 50 ul de la suspensién celular.

Se graficaron los valores de absorbancia en funcion de las correspondientes
concentraciones del IFN4NgLo e IFN4Nyex en escala logaritmica. Se calcularon
las concentraciones de IFN4Ncuo e IFN4Npex  necesarias para inhibir el
crecimiento celular en un 50% (IC50) teniendo en cuenta el control de maxima
proliferacion. Debido a la necesidad de emplear elevadas cantidades de proteina
en estos ensayos, decidimos no utilizar estandares internacionales que permiten
valorar las muestras, sino que sbélo se calculd6 comparativamente la
concentracion de IFN4Ngyo e IFN4Nyex  necesaria para lograr inhibir el

crecimiento celular en un 50%.

9. Andlisis de la glicosilacion de las variantes del hIFN-a2b

9.1. Cuantificacion de acido sialico

Los acidos sidlicos comprenden una gran familia de &cidos neuraminicos, siendo

Neu5Ac y Neu5Gc los mas abundantes. Ocupan la posicién terminal de los glicanos de
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muchas glicoproteinas de mamiferos y ejercen una gran influencia sobre las propiedades
farmacocinéticas de las mismas.

La cuantificacion de Neu5Ac y Neu5Gc en muestras de las diferentes variantes de
IFN purificadas se realizé mediante cromatografia de intercambio iénico a pH elevado con
deteccién amperométrica pulsada (HPAEC-PAD), empleando el sistema DIONEX ICS-5000
equipado con una columna CarboPac™ 246 PA20 (Thermo Scientific Dionex). Este tipo de
cromatografia es utilizada para separar analitos aniénicos o que pueden ionizarse en
condiciones de pH elevado. La separacion se produce en columnas compuestas por
particulas de poliestireno divinilbbenceno unidas electrostaticamente a microesferas que
contienen grupos funcionales intercambiadores de aniones. Se utilizaron como fases
moviles NaOH 100 mM y AcONa 500 mM / NaOH 100 mM. Este método tiene la ventaja de
detectar ambas especies de acido siélico sin derivatizacion previa de la muestra.

La identificacion y cuantificacion de Neu5Ac y Neu5Gc en las muestras fue
realizada utilizando estandares comerciales de Neub5Ac y Neu5Gc (Calbiochem),
construyéndose una curva de calibrado desde 6,25 a 500 pmol y desde 0,2 a 100 pmol,
respectivamente.

Los &cidos sialicos fueron escindidos de las glicoproteinas mediante hidrolisis
acida. Para ello, en primer lugar se llevaron a sequedad 20 ug de proteina usando un
concentrador (Concentrator Plus, Eppendorf). Posteriormente la proteina se resuspendié en
200 pl HCI 0,1 M, incubadndose a 80 °C durante 1 h. Luego, la muestra fue llevada
nuevamente a sequedad y finalmente resuspendida en 40 ul de agua ultra pura,
inyectandose diferentes cantidades a los fines de cuantificar correctamente ambos tipos de
acidos sialicos.

9.2. Cuantificacion de monosacaridos

El analisis de la composicidén de monosacaridos permite determinar la cantidad y el
tipo de monosacéridos presentes en una muestra. Generalmente, se emplea como técnica
complementaria a otros métodos que permiten llevar a cabo, en conjunto, un analisis
estructural detallado de los glicanos provenientes de la glicoproteina en estudio.

La cuantificacién de Gal, Man, Fuc, GalNAc y GIcNAc en muestras purificadas se
realiz6 mediante HPAEC-PAD, empleando el sistema DIONEX ICS-5000 equipado con una
columna CarboPac™ 246 PA20. Se utilizaron como fases méviles NaOH 200 mM y agua
ultra pura.

Los diferentes monosacaridos presentes en las muestras fueron identificados y
cuantificados utilizando un estandar comercial que contiene 10 nmol de cada monosacarido
(CM-Mono-Mix-10, Ludger). Para escindir tanto los monosacaridos neutros como los
aminados, el estdndar y las muestras fueron sometidos a dos tipos diferentes de hidrdélisis
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acidas. La hidrolisis con TFA 2 M permitié liberar y analizar monosacaridos neutros (Gal,
Man y Fuc), mientras que la hidrélisis con HClI 6 M se empleé para el analisis de
monosacéaridos aminados (GalNAc y GIcNAc). El procedimiento de hidrélisis fue similar al
descripto para la cuantificacion de &cidos sialicos, realizandose la incubacion de las
muestras durante 3 h a 100 °C.

Las curvas de calibrado para ambos tipos de hidrélisis fueron construidas desde
0,4 a 0,0125 nmol de cada uno de los monosacaridos. Se inyectaron diferentes cantidades
de muestra de manera de cuantificar adecuadamente todos los monosacéridos presentes en

las mismas.

9.3. N-deglicosilacion enzimatica

Para confirmar la presencia de N-glicanos unidos a las diferentes proteinas, las
muestras purificadas se sometieron a una reaccion de N-deglicosilacién enzimatica,
utilizando el kit PNGasa F (Biolabs Inc.). Con este fin, se incubaron 20 ug de proteina con
2 yl de buffer de desnaturalizacion 10 X [(SDS 5% (P/V), B-mercaptoetanol 10% (V/V)]
durante 10 min a 100 °C. Posteriormente, se adiciond 1/10 de volumen de buffer G7 (fosfato
de sodio 0,5 M, pH 7,5) y 1/10 de volumen del detergente NP-40 10% (V/V). Finalmente, se
agregaron 15 U de PNGasa F y se incubé durante toda la noche a 37 °C.

Para el andlisis de N-glicanos mediante técnicas cromatograficas se llevé a cabo la
digestion de 150 pg de proteina purificada, aumentando el nimero de tubos empleados y
respetando los volumenes indicados para cada uno de ellos.

Las muestras obtenidas fueron analizadas en geles SDS-PAGE, seguidos de
tincion con azul brillante de Coomasie. La digestion completa de las variantes N-glicosiladas

fue verificada mediante comparacién con la variante IFNwt.

9.4. Marcacion de los N-glicanos con el fluoréforo 2-AB

Los N-glicanos provenientes de la digestion con PNGasa F fueron purificados
mediante precipitacion etandlica. Para ello, se adicionaron 300 pl de etanol absoluto frio a la
mezcla proveniente de la digestion, incubandose a -70 °C durante 1 h. Seguidamente, las
muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 10000 rpm. Se recuper6 el sobrenadante y
el pellet fue lavado con 100 pl de etanol 70% (V/V) frio. Luego de centrifugar nuevamente
bajo las mismas condiciones, el sobrenadante fue recuperado junto con el anterior,
descartandose el pellet.

El sobrenadante conteniendo los N-glicanos fue llevado a sequedad vy
posteriormente marcado con el fluoréforo 2-AB (Sigma). Para ello, se adicionaron 5 ul de
una solucién conteniendo 0,0576 g de 2-AB en 1200 pl de una mezcla 7:3 de DMSO:acido
acético. La marcacion se llevo a cabo durante 2 h en bafo de agua a 65 °C. Transcurrido
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este tiempo, los N-glicanos fueron purificados del exceso de 2-AB mediante cromatografia
ascendente. Para ello, las muestras fueron sembradas en el extremo de papeles Whatman
de 3 x 15 cm previamente lavados 3 veces con agua ultra pura. Posteriormente, los papeles
fueron sumergidos en acetonitrilo (ACN) sin tocar el punto de siembra. El ACN asciende por
capilaridad a través del papel arrastrando el exceso de 2-AB. Una vez culminado el proceso
cromatografico, los N-glicanos marcados fueron eluidos desde el papel empleando 1,5 ml de
agua ultra pura y posteriormente filtrados empleando filtros para jeringa de PVDF 0,45 um
(Millipore). Finalmente, las muestras fueron llevadas a un volumen final de 40 pl en

concentrador.

9.5. Cromatografia de intercambio anionico débil (WAX) de los glicanos marcados

Los N-glicanos marcados con 2-AB fueron evaluados por cromatografia de
intercambio i6nico débil (weak anion exchange, WAX) con el fin de determinar la proporcién
de estructuras neutras, con alto contenido de manosa y mono-, bi-, tri- y tetrasialiladas
presentes en la muestra. Para ello se utiliz6 un cromatégrafo HPLC Waters Alliance
acoplado a un detector de fluorescencia (Aexc= 330 nm; Aem= 420 nm). Las muestras
fueron sembradas en una columna ASAHIPAK ES-502N7C (100 x 7,5 mm; 272 SHODEX).
Esta cromatografia se basa en la distinta de carga de los glicanos que permite su retencion
diferencial por los grupos cargados de la matriz de intercambio aniénico. Asi, en este tipo de
columna, el tiempo elucion de los N-glicanos esta determinado por el nUmero de cargas
presentes en la molécula (debido a la presencia de &acidos sialicos, sulfatos y fosfatos) y, en
cierta medida, por el tamano del glicano.

Para la asignacién de las diferentes estructuras de N-glicanos, el perfil obtenido
mediante cromatografia de intercambio iénico fue comparado con el perfil de elucién de

N-glicanos de un esténdar de fetuina.

9.6. Digestion de N-glicanos marcados con exoglicosidasas y analisis mediante
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC-HPLC)

Los N-glicanos marcados con 2-AB fueron sometidos a digestion con diferentes
arreglos de enzimas exoglicosidasas con el objetivo de evaluar su estructura y composicion.
Las enzimas empleadas y su concentraciébn se indican a continuacion: Arthrobacter
ureafaciens sialidasa (ABS, EC 3.2.1.18, con especificidad para acido sialico unido mediante
enlaces a2-3, a2-6 y a2-8, Biolabs), 50 U.ml"; B-galactosidasa de testiculo bovino (BTG,
EC 3.2.1.23, especifica para galactosa unida mediante enlaces p1,3/4, Sigma), 0,2 U.ml™; -
N-acetilhexosaminidasa de poroto de soja (JBH, EC 3.2.1.52, especifica para GIcNAc unida
mediante enlace B1,2/3/4/6, Prozyme), 6 U.ml™; a-L-fucosidasa de rifién bovino (BKF, EC
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3.2.1.51, especifica para fucosa unida a1-2,3,4,6, Sigma), 0,9 U.ml"". Las digestiones fueron
llevadas a cabo en buffer acetato de sodio 50 mM pH 5,5 a 37 °C durante 18 h.

Luego de cada procedimiento de digestion, los N-glicanos fueron analizados
mediante HILIC-HPLC empleando una columna TSK gel Amide 80 (4,6 x 250 mm; Tosoh
Biosciences) conectada a un sistema de HPLC equipado con un médulo detector de
fluorescencia (Aexc= 330 nm; Aem= 420 nm). El gradiente empleado para la separacién fue
establecido empleando dos fases mdviles: acido férmico 50 mM ajustado a pH 4,4 con
solucién de hidréxido de amonio (solvente A) y ACN (solvente B). Para la identificacion de
estructuras glicosidicas en la muestra se construyé una curva de calibrado empleando un
marcador de unidades de glucosa (UG) compuesto de moléculas de dextrano de diferente
masa molecular (dextran ladder, Sigma) marcado con 2-AB. De este modo, se graficaron las
UG en funcién del area correspondiente a cada pico. Posteriormente, para cada uno de los
picos individuales presentes en las muestras se asign6 un valor de UG vy, sobre la base de lo
reportado por la GLYCOBASE (National Institute for Bioprocessing Research and Training,
Dublin, Irlanda), se asignaron posibles estructuras glicosidicas a dichos picos.

9.7. Cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC-UPLC) y espectrometria
de masas de N-glicanos marcados con 2-AB

Los N-glicanos marcados con 2-AB fueron analizados en una columna Waters
Acquity UPLC Glycan BEH Amide (2,1mm x 150mm, didmetro de particula 1,7 pm),
conectada a un sistema UPLC Bio-Class H con un detector de fluorescencia (Aexc= 330 nm;
Aem= 420 nm; Waters) y un espectrometro de masas cuadrupolo con analizador de tiempo
de vuelo Synapt G2-Si (Waters). Estos ensayos fueron realizados como servicio por
GEMA-Biotech, Argentina.

Los N-glicanos marcados fueron separados empleando las siguientes fases
mdviles: acido formico 100 mM pH 4,5 con solucién de amonio (solvente A) y ACN (solvente
B). Los parametros de espectrometria de masas fueron establecidos en un modo de ion
positivo V. El rango de valores de la relacién masa/carga (m/z) fue establecido entre 800 y
1600. La deconvolucién de los espectros ESI m/z se llevo a cabo mediante el empleo del
software Mass Biopharmalynx y permitié calcular la masa molecular de los diferentes iones.
La asignacion de estructuras a los N-glicanos fue realizada mediante comparacién entre el
valor de m/z observado y el tedrico. Ademas, se empled un ladder de dextrano marcado con
2-AB para la construccién de la curva de calibrado y la asignacion de las UG a los picos

presentes en las muestras.
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10. Evaluacion de la estabilidad térmica del IFN4N derivado de células CHO y HEK
La estabilidad térmica del IFN4Nquo € IFN4Nyek fue evaluada mediante incubacion
a diferentes temperaturas. El estudio se realizé6 comparativamente entre las dos variantes.
Se prepar6 una solucién de 1 pg.ml’ de cada variante de IFN4N en PBS-BSA
0,1% (P/V). El ensayo consistié en incubar alicuotas de 50 pl de cada variante durante
10 min a las siguientes temperaturas: 20, 25, 37, 45, 55, 65, 75, 85, 95, conservandose
posteriormente a -20 °C. La cuantificacion de IFN activo en las muestras sometidas al
tratamiento térmico se realizd6 mediante valoracion de la actividad biol6gica antiviral in vitro
(seccion 8.1). El valor de actividad bioldgica antiviral obtenido para la muestra sometida a
10 min a 20 °C se tom6 como un control de conservacién del 100% de actividad,
utilizandose para calcular la actividad residual del resto de las muestras. Los resultados
obtenidos para cada molécula fueron comparados utilizando el test t de Student,
considerando la existencia de diferencias significativas entre muestras cuando p<0,05.

11. Evaluacion de la farmacocinética de las variantes del hIFN-a2b en animales de

experimentacion utilizando la via subcutanea

Con el propoésito de evaluar la influencia de la porcién glicosidica sobre los
parametros farmacocinéticos de las muteinas del hIFN-a2b, se realizaron experimentos in
vivo utilizando animales de experimentacion. Se llevaron a cabo dos experiencias. Una de
ellas consisti6 en comparar las propiedades farmacocinéticas del IFN4N producido en dos
huéspedes diferentes: CHO y HEK. La otra permitié evaluar la influencia del incremento del
grado de glicosilacién del IFNwt y el IFN4N sobre su comportamiento farmacocinético. De
este modo, las muteinas evaluadas fueron: hIFN-a2b, IFNwtMutNter, IFN4N, IFN4NMutNter,
IFN3NM47, IFN2NM47/95, IFN4NM47, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter. Las variantes
mencionadas fueron obtenidas mediante produccion en células CHO (secciéon 5.11) y
purificacion mediante cromatografia de inmunoafinidad empleando la resina
CA5EG6-Sepharose (seccibn 6). Los estudios se llevaron a cabo empleando la via
subcutanea.

11.1. Metodologia experimental

Se emplearon ratas Wistar hembras, de dos meses de edad, con un peso promedio
de 200 g (Comisién Nacional de Energia Atdmica, Argentina), las cuales fueron mantenidas
en un bioterio a una temperatura controlada de 24 °C y un fotoperiodo luz/oscuridad de 12 h,
proporcionandoles agua y comida ad libitum. Las ratas fueron separadas en lotes de ocho
animales cada uno e inyectadas por via subcutanea con una dosis Unica de 2.10° UlLkg™ de
peso corporal del animal de cada variante de hIFN-a2b. Con el objetivo de minimizar los

efectos negativos que podrian resultar de realizar numerosas extracciones de sangre y
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siguiendo las normas éticas que regulan el maximo volumen diario de sangre que puede
extraerse, los animales de cada grupo fueron divididos en dos subgrupos de 4 ratas cada
uno, los cuales fueron empleados para la extraccion de sangre a tiempos alternados. La
toma de muestras de sangre se realiz6 a los siguientes tiempos posinyeccion: 5y 30 min, 1,
2,4,6,8,10, 18, 24, 48, 72, 96 y 120 h. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas
a 5000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y el plasma fue separado y conservado a
-20 °C para su posterior andlisis.

La cuantificacion de cada variante en el plasma se realiz6 mediante valoracion de
su actividad bioldgica antiviral volumétrica (seccién 8.1). Con los datos obtenidos se grafico
la actividad bioldgica de cada muestra en funcién del tiempo transcurrido desde la
inoculacion de la molécula.

La curva obtenida se analizdé aplicando un modelo de un compartimento con
absorcién y eliminacion de primer orden, el cual se ajusta de manera adecuada al
comportamiento de drogas administradas en soluciéon acuosa por via oral, intramuscular o
subcutanea (Shargel y col., 2005). Este modelo asume que, si la distribucién de un farmaco
es instantanea, tanto la velocidad global de absorcion como la velocidad de eliminacién, se
pueden describir como procesos de primer orden. Ademas, el modelo describe la
distribucion de la droga en un uUnico compartimento compuesto de tejidos corporales
cinéticamente indistinguibles y su eliminacién a partir del mismo (Fig. 15).

Ka Ke
DGi—— DB.VD [ >

Fig. 15. Modelo de un compartimento con absorcion y eliminacion de
primer orden.

En el caso de una droga administrada en forma oral, la velocidad de desaparicion
de la droga en el tracto gastrointestinal (Gl), que en valor absoluto representa la velocidad

de absorcion por el organismo, se describe como:

£DGi

aTl

= —FK_ D, (16)

donde Dg es la cantidad de droga en solucién en el Gl a cualquier tiempo t, k, es la
constante de velocidad de absorcion de primer orden y F es la fraccion de farmaco
absorbida. Integrando la ecuacién 16 se obtiene:

D = FDye %a® (17)
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donde D, es la dosis de la droga. La velocidad de eliminacion de la droga del organismo se
puede expresar como —k.Dg, donde Dg es la cantidad de droga en el cuerpo en el tiempo ty
ke es la constante de eliminacién de primer orden. La proporcion de cambio de la cantidad
de droga en el organismo es la diferencia entre la velocidad de captacién (absorcion) y la de
salida (eliminacioén), por lo que:

=Fk_D_ —k.D, (18)
Reemplazando Dg, por la ecuacion 17, integrando y reordenando se obtiene la
ecuacion general que describe la variacion de la concentracion de una droga en plasma (C;)

a cualquier tiempo t luego de su administracién extravascular:

que en forma simplificada se transforma en:

€, = Ae ¥ — Ae7Ha (20)

En la Fig. 16 se muestra un perfil tipico de la concentracion de una droga en el
cuerpo luego de una Unica dosis extravascular. La maxima concentracion plasmatica luego
de la administracion se denomina Cns y €l tiempo necesario para alcanzar dicha
concentracion, Tmax, €l cual es independiente de la dosis y depende de las constantes de
absorcién (k,) y de eliminacion (ko). Cuando se produce la Cs, la velocidad de absorcion
iguala a la velocidad de eliminacién, por lo que el cambio de la concentracién de la droga en
plasma es igual a cero:

2 o _Fral () ki f emh) = @)

ke ket = | g7*at (22)

Aplicando logaritmos, se obtiene una ecuacion para la determinacion de T.a (valor que
luego se utiliza para el calculo de Cs mediante la ecuacion 20), la cual resulta util cuando la

toma de muestra se realiza en tiempos inapropiados:

" P
2.3log ()

T = ——— = (23)

kg —k
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Los valores de A, k, ¥ ke se determinaron empleando el método de los residuales (Seccion
11.2). Estos datos se utilizaron posteriormente para el calculo del tiempo de vida media

terminal (t1.2¢im), de acuerdo con la siguiente expresion:

1 2e1im = e (24)

k

El clearance aparente (CL,yp) €s una medida de la velocidad de eliminacion de un
farmaco del organismo y para la via de inoculacién subcutanea se calcula mediante la
siguiente expresion:

cL _ (Dgl=c

222 = avc) ot (25)
donde (Do)sc es la dosis inyectada por via subcutanea y (AUC)sc es el area bajo la curva
luego de la administracion subcutanea.

Los perfiles plasmaticos obtenidos para cada animal fueron analizados
individualmente. Los parametros farmacocinéticos Tmax, Cmax tizeim, AUC y Clgy se
expresaron como el valor promedio + SD de los datos obtenidos para cada animal (n=4). Los
parametros farmacocinéticos de las diferentes moléculas fueron comparados utilizando el
test t de Student o el ANOVA, segun correspondiese, considerando la existencia de

diferencias significativas cuando p<0,05.
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Fig. 16. Perfil plasmatico de una droga inyectada mediante una via extravascular.
Se indican las fases de absorcién y de eliminacion de la misma (Shargel y col., 2005).

11.2. Estimacién de los parametros farmacocinéticos mediante el método de los
residuales
El método de los residuales (Gibaldi y Perrier, 1982) es un procedimiento utilizado
habitualmente en farmacocinética para ajustar datos experimentales a una curva. Permite
separar una curva en sus componentes, a fin de calcular las constantes que caracterizan

dicha funcién para determinar, finalmente, los parametros farmacocinéticos de interés.

99



Materiales y Métodos

El perfil plasméatico de una droga administrada por una via extravascular que es
absorbida desde el sitio de inyeccion, distribuida en forma instantanea y posteriormente
eliminada mediante una cinética de primer orden se describe de acuerdo con la ecuacion 20.
Si la constante de absorcién k, es mucho mayor que la constante de eliminacion ke, a
tiempos tardios la absorcién de la droga sera completa, por lo cual el segundo término de la
ecuaciéon 20 se acercara a un valor nulo. En este momento, la concentracién plasmatica se

describira segun la siguiente expresion:
Ct=Ae %t (26)

Aplicando logaritmos se obtiene la recta descripta por la ecuacion 20, la cual permite el
calculo de la constante de eliminacion ke, a partir de la pendiente, y de la constante A, a
partir de la ordenada al origen.

logCt= ¥ +logA (27)

La constante de absorcion k, puede ser calculada a partir de la pendiente de la recta que
resulta de la representacion grafica del logaritmo de la concentracion plasmatica residual en
funcién del tiempo, como describe la ecuacion 28.

log[:C; - C_,_,} = ;:h +logd (28)

12. Estudio de la actividad bioldgica antitumoral in vivo de diferentes muteinas

del hIFN-a2b en animales de experimentacion

La actividad antitumoral in vivo fue evaluada en ratones nude atimicos de la cepa
N:NIH nu/nu (Comisién Nacional de Energia Atdmica) de 8 a 10 semanas de edad. Esta
cepa surgi6 en Glasgow, Escocia, en el afo 1962, por una mutacion en una colonia
exocriada de ratones albinos Swiss, la cual involucra un gen autosémico y recesivo asociado
a la ausencia de pelo que produce una disgenesia gonadal, aumento de la susceptibilidad a
infecciones y a variaciones de temperatura. El ratébn homocigota recesivo (nu/nu) presenta
aplasia de timo, la cual produce numerosos defectos del sistema inmunolégico y, por ende,
una escasa respuesta a los antigenos timodependientes, debido a deficiencias cuantitativas
y funcionales de las células T. Por estas caracteristicas, es una de la cepa mas utilizadas en
investigacion biomédica en el campo de la oncologia, ya que estos animales son capaces de
aceptar transplantes tumorales sin producir el rechazo de los mismos (Pantelouris, 1971).
Por su condicion de inmunodeficientes, los ratones nude deben obligatoriamente
mantenerse bajo estrictas condiciones ambientales, libres de virus, bacterias, parasitos y
hongos, por lo cual se los califica de acuerdo con su condicién sanitaria como animales

libres de patégenos especificos (SPF) (Carbone y Maschi, 2006).
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Los animales se alojaron en un gabinete de flujo laminar tipo | provisto de un filtro
HEPA, a una temperatura de (28 + 1) °C y un fotoperiodo luz/oscuridad de 14-10 h. Se
mantuvieron en cajas de acero inoxidable con lecho de viruta estéril y se les proporcion6
agua corriente autoclavada y alimento irradiado con luz UV ad-libitum. Para su
manipulacion, se utilizé guardapolvo, guantes, cofia y barbijo, con el fin de evitar la
transmisién de agentes infecciosos.

La linea tumoral prostatica humana PC-3 fue utilizada para generar el modelo de
tumor subcutaneo. Con este fin, las células se cultivaron en medio para células PC-3 y se
cosecharon a partir de cultivos subconfluentes mediante desprendimiento enzimatico con
tripsina. Posteriormente, se lavaron con medio RPMI libre de suero, se contaron y finalmente
se resuspendieron en un volumen de PBS de manera de obtener una densidad celular de
1.10” cél.mI'. Los ratones fueron inyectados por via subcutanea en el flanco trasero
izquierdo con 200 ul de suspension celular (2.10° células por animal). Dos dias después de
la implantacion de las células tumorales, los ratones fueron divididos al azar en diferentes
grupos para el comienzo del tratamiento.

En un primer experimento, en el cual se evalué la actividad biologica antitumoral in
vivo de IFN4Ncho e IFN4Ne, los ratones fueron separados en tres grupos de seis animales
cada uno, dos de los cuales recibieron una inyeccion semanal subcutanea peritumoral de
5 ug de cada una de las proteinas. El grupo restante recibi6 inyecciones de PBS estéril, que
constituye el vehiculo con el cual se realizaron las diluciones de las moléculas a evaluar.

En una segunda experiencia, se conformaron cinco grupos de seis animales cada
uno, cuatro de los cuales recibieron una dosis semanal de 5 ug de las diferentes variantes
de hIFN-a2b. Al igual que en la experiencia anterior, el grupo restante recibi6 inyecciones de
la solucion vehiculo.

La medicion de las dimensiones de los tumores se llevd a cabo semanalmente
previo al tratamiento utilizando un calibre. El céalculo del volumen tumoral se realiz6
asumiendo una geometria eliptica, debido a que se ha encontrado que la férmula del
elipsoide permite correlacionar adecuadamente el volumen con la masa del tumor (Tomayko

y Reynolds, 1989). De acuerdo con ello, se utilizé la siguiente ecuacion:

1—’(cmgj = % xLxW? (29)

donde L es el eje mayor y W el eje menor del tumor. Para cada grupo, se grafico el
volumen del tumor en funcion del tiempo transcurrido desde el comienzo del tratamiento. La
velocidad de crecimiento del tumor bajo las diferentes terapias se determindé como la

pendiente de la curva obtenida para cada animal y se expresé como el valor promedio + SD.
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Luego de aproximadamente 5 semanas de tratamiento, los ratones fueron
sacrificados y los tumores fueron extraidos y pesados. Los resultados entre grupos fueron
comparados utilizando el test t de Student o el ANOVA, segun correspondiese,
considerando la existencia de diferencias significativas cuando p<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de esta tesis se presentan en dos capitulos.

El primer capitulo detalla los resultados de los experimentos realizados para el
cumplimiento del primer objetivo especifico planteado para esta tesis, es decir, la
optimizacion de la etapa de upstream del proceso de produccidén del IFN4N. Se abordan
experimentos como la generacién de lineas celulares recombinantes productoras del IFN4N
mediante el empleo de particulas lentivirales para la transferencia de genes a dos
huéspedes celulares diferentes: CHO y HEK; su posterior clonado y la comparacion de los
clones con otros obtenidos previamente en el laboratorio mediante la implementacion de una
tecnologia diferente de transferencia de genes. En este mismo capitulo se definen las
condiciones del proceso de downstream y se muestran los resultados obtenidos. Asimismo,
se describen las metodologias empleadas para la caracterizacion fisicoquimica y biolégica in
vitro e in vivo de las proteinas puras. Esta primera etapa permitié definir la purificacion y el
modo de caracterizacion de las variantes hiperglicosiladas de hlIFN-a2b, que también se
aplican en el siguiente capitulo.

En el segundo capitulo se detalla el disefio y obtencion de nuevas muteinas
hiperglicosiladas de hlIFN-a2b con el principal objetivo de obtener analogos que presenten
caracteristicas mejoradas respecto de la variante IFN4N. De este modo, se muestran los
resultados asociados a la construccion de las muteinas, generacién de las lineas celulares,
obtencién de clones productores y produccion de las nuevas variantes en condiciones de
adherencia. Las etapas de purificacién y caracterizacién fueron desarrolladas en funcién de
los resultados obtenidos en el primer capitulo. Dada la extension del presente trabajo de
tesis, los resultados correspondientes a la evaluacion del sistema huésped para la
produccion de IFN4N no fueron aplicados a la produccion de las nuevas variantes
hiperglicosiladas de hIFN-a2b. En este capitulo, se profundiz6 sobre la importancia de las
modificaciones realizadas a nivel molecular para lograr el objetivo propuesto de mejorar la

actividad biol6gica in vivo.
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1. Optimizacion de la etapa de upstream del proceso de produccion del IFN4N

Para la optimizacion de la etapa de expresidén se propuso evaluar dos estrategias
diferentes para la generacién de las lineas celulares productoras, asi como también dos
huéspedes diferentes: células CHO y células HEK.

1.1. Obtencion de los vectores de expresion conteniendo el gen del IFN4N

En nuestro laboratorio se obtuvo el vector pCl-neo-IFN4N conteniendo la variante
IFN4N (Ceaglio y col. 2008), el cual consiste en un vector plasmidico convencional
adecuado para la transfeccién de células eucariotas y para la expresion de la mencionada
variante hiperglicosilada derivada del hIFN-a2b. Con el objetivo de clonar la secuencia del
IFN4N en otro vector de expresion, el cual constituye el vector de transferencia de un
sistema lentiviral de tercera generacion, el plasmido pCl-neo fue digerido con las enzimas de
restriccion Nhe | y Sal | y posteriormente evaluado mediante electroforesis en gel de
agarosa. Como producto de la digestibn se observé la liberacion de un inserto de
aproximadamente 680 pb correspondiente a la secuencia de IFN4N. Este fragmento fue
purificado a partir del gel y posteriormente ligado al vector pLV-PLK (vector de transferencia
del sistema lentiviral), linealizado con las mismas enzimas de restriccion. El esquema de

este clonado se muestra en la Fig. 17.
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Fig. 17. Esquema de clonado del vector pLV-PLK-IFN4N a partir del plasmido pCl-neo-IFN4N
El vector pCl-neo-IFN4N fue digerido con las enzimas de restriccion Nhe I/Sal |. El
producto liberado, correspondiente a la secuencia de IFN4N, fue ligado al vector pLV-PLK
diaerido con las mismas enzimas.

El producto de la reaccion de ligacion se emple6 para la transformacién de
bacterias E. coli TOP10 competentes. Las bacterias transformadas fueron sembradas en
placas conteniendo medio LB-agar suplementado con ampicilina, de manera que soélo
crezcan las bacterias que incorporaron el plasmido. A partir de cada placa se repicaron 8
clones que fueron analizados mediante la técnica de PCR en colonia, empleando los
oligonucledtidos IFN alfa forward (IFNalfaF) e IFN alfa reverse (IFNalfaR), que permiten
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amplificar un fragmento de 719 pb que contiene la secuencia completa del IFN4N. En todos
los clones evaluados se observo la presencia del inserto IFN4N (Fig. 18).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

__1000 pb
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— 400 pb

Fig. 18. Electroforesis en gel de agarosa de las muestras provenientes del ensayo de
PCR en colonia para el vector pLV-PLK-IFN4N
La presencia de producto amplificado indico la correcta ligacién del inserto IFN4N
al vector pLV-PLK.
Calles: 1: Control negativo
2-11: Clones pLV-PLK-IFN4N
12:  Marcadores de masa molecular (200bp DNA Step Ladder)

Dos de los clones analizados mediante PCR en colonia fueron sometidos a
digestién con las enzimas de restricciéon Xho | y Sal |. La muestra resultante fue analizada
mediante electroforesis en gel de agarosa (Fig. 19), observandose la ausencia de un
fragmento liberado para el control negativo y la presencia de una banda de
aproximadamente 700 pb para los clones positivos.
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Fig. 19.Electroforesis en gel de agarosa de dos clones plasmidicos derivados de la
ligacion pLV-PLK-IFN4N digeridos con las enzimas de restriccion Xho l/Sal |
La liberacion de un fragmento de aproximadamente 700 pb confirmé la presencia de
la secuencia del IFN4N en vector pLV-PLK.
Calles: 1: Control negativo
2-3: Clones pLV-PLK-IFN4N
4: Marcadores de masa molecular (200bp DNA Step Ladder)
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1.2. Generacion de lineas celulares productoras de IFN4N

En la actualidad existen diversas metodologias que permiten llevar a cabo la
introduccion del material genético de interés en el genoma celular. Sin embargo, la mayoria
de ellas se caracterizan por la integraciéon del transgén al azar en sitios impredecibles del
genoma, lo cual generalmente resulta en su baja o nula expresién. Solo unas pocas
metodologias permiten obtener de manera eficiente lineas celulares con elevadas
producciones especificas de la proteina en estudio. La efectividad de estas metodologias se
debe a su naturaleza intrinseca que conduce a la integracion del cassette de expresion en
regiones del genoma transcripcionalmente activas (Busséw, 2015).

Inicialmente en nuestro laboratorio se llevé a cabo la generacién de lineas celulares
seguida de un proceso de presion selectiva con el agente especifico determinado por el gen
de resistencia presente en el vector de expresidon empleado. Esta metodologia permitio
obtener el clon 4N2F5 derivado de la linea celular CHO pClneo IFN4N (Ceaglio y col., 2008)
con el cual se llevé a cabo la produccion de esta molécula en trabajos previos. Sin embargo,
su produccion especifica, al igual que la de otros clones obtenidos mediante el empleo de
esta tecnologia, fue muy baja. La necesidad de generar procesos mas rentables desde el
punto de vista de la produccién de la molécula para facilitar posteriores procedimientos de
purificacién y caracterizacion condujo al empleo de la tecnologia de vectores lentivirales.

Las células CHO fueron elegidas como huéspedes con el objetivo de generar
nuevos clones para reemplazar al clon 4N2F5. Esta linea celular constituye uno de los
sistemas de produccion mas empleados en la industria farmacéutica para la generacion de
proteinas recombinantes de uso terapéutico a gran escala. Por otro lado, la linea celular
HEK es muy facil de transfectar y transducir y, en consecuencia, permite generar lineas
celulares con elevados niveles de produccién de la proteina estudiada. Todo lo expuesto
resulta interesante para mejorar el sistema de produccion del IFN4N.

Con el fin anteriormente expuesto, se generaron mediante transduccion (Td) las
lineas celulares CHO Td IFN4N y HEK Td IFN4N. Para ello se empledé la misma
metodologia y el mismo lote de LVs, de manera de comparar las producciones especificas
de las lineas celulares resultantes.

Una vez transducidas, las células fueron sometidas a un proceso de presion
selectiva empleando concentraciones crecientes de puromicina (agente de seleccion cuyo
gen de resistencia se encuentra en el vector de transferencia). Las células HEK demostraron
ser mas sensibles a la accion de la puromicina, motivo por el cual el proceso de seleccién se
inicié con 5 ug.ml” del agente mencionado mientras que para las células CHO se inici6 con
10 pg.ml™. Para esta Ultima linea celular, el incremento de concentraciones de puromicina se
realiz6 de manera mas drastica al inicio (10, 100, 200, 300 pg.ml™) y luego més suave (350 y
400 pg.mlI™"), ya que estas células demostraron una buena respuesta con un elevado
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porcentaje de supervivencia de la poblacién frente a cada etapa de seleccion. En el caso de
las células HEK el incremento de concentraciones de puromicina se realizd6 de manera mas
gradual (5, 10, 20, 50, 100, 150, 200 y 250 pg.ml™"), ya que se observé un menor porcentaje
de supervivencia frente a cada etapa de seleccidén. La maxima concentracion de puromicina
empleada para cada caso resultd la condicion de letalidad de la correspondiente linea
celular. Las lineas celulares seleccionadas por su resistencia a las diferentes
concentraciones de puromicina fueron posteriormente evaluadas en funcion de la

produccion especifica de IFN4N.
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Fig. 20. Produccion especifica de IFN4N por parte de las lineas celulares CHO Td IFN4N
(w) y HEK Td IFN4N (m) durante el procedimiento de seleccion con puromicina.
La produccion especifica de IFN4N se grafico en eje de ordenadas en funcion de la
concentracién de puromicina (eje de abscisas). La produccién especifica de cada
linea celular se indica en la parte superior de cada barra.
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En la Fig. 20 se observa una correlacion directa entre el incremento de la

concentracion del agente de seleccion y la produccién celular especifica de IFN4N tanto

para la linea celular HEK Td IFN4N como para CHO Td IFN4N. Asimismo, la maxima
productividad de IFN4N por parte de la linea celular CHO Td IFN4N (350) fue de
817 + 136 ng.10° cél'.dia™ mientras que para la linea celular HEK Td IFN4N (200) fue de
1491 + 332 ng.10° cél'.dia’ (entre paréntesis se indica la mayor concentracién de

puromicina a la cual resistié la linea celular generada). A pesar de que la resistencia a

puromicina por parte de la linea celular CHO Td IFN4N fue superior con respecto a la linea

celular HEK Td IFN4N, esta ultima evidencié una productividad de IFN4N dos veces superior

respecto de su contraparte CHO.
Las lineas celulares CHO Td IFN4N (350) y HEK Td IFN4N (200) fueron elegidas
para proceder a la etapa siguiente de aislamiento de clones celulares productores de IFN4N.

1.3.

Clonado de las lineas celulares productoras de IFN4N

Si bien las lineas celulares constituyen una fuente permanente e ilimitada de la

proteina recombinante en estudio, el clonado de las mismas es necesario a los fines de

obtener clones celulares capaces de producir la proteina de interés con caracteristicas

especificas que permanezcan homogéneas y reproducibles a lo largo del tiempo.
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Fig. 21.

Primer screening del clonado de las lineas celulares CHO Td IFN4N (350) (m) y HEK
Td IFN4N (200) (m)

Para cada clon se graficé la concentracion de IFN4N (evaluada mediante ELISA
sandwich) presente en los sobrenadantes obtenidos luego del cultivo de cada uno de
ellos en las nlacas de clonado.
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El clonado de las lineas celulares CHO Td IFN4N (350) y HEK Td IFN4N (200) se
realizd6 mediante el método de dilucion limite. Luego de 15-20 dias transcurridos desde el
inicio del clonado, se llevé a cabo su primer screening mediante cuantificacion del IFN4N
presente en los sobrenadantes de cultivo empleando el ensayo ELISA sandwich (Fig. 21).
Durante el primer screening se evaluaron 94 clones provenientes de la linea celular CHO Td
IFN4N (350) y 84 clones provenientes de la linea celular HEK Td IFN4N (200). Teniendo en
cuenta la concentracién determinada por ELISA sandwich en relacién al tamafno de cada
colonia evidenciado por microscopia, se seleccionaron 24 clones CHO y 22 clones HEK
para llevar a cabo, posteriormente, un ensayo de evaluacion de produccion especifica de
IFN4N. El resultado de este segundo screening evidencié la mayor productividad para los
clones P4D3, P1E9, P2A9, P1B6, P1B7 y P1B8 correspondientes a la linea celular derivada
de células CHO y P2A5, P2C7, P2G11, P3B7, P3H8 y P4B4 para la linea celular HEK
(Fig. 22).
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Fig. 22. Segundo screening del clonado de las lineas celulares CHO Td IFN4N (350) (m)
y HEK Td IFN4N (200) (m)
Se evalud la produccién especifica de IFN4N por parte de cada clon seleccionado,
siguiendo el procedimiento indicado en M&M.
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1.4. Caracterizacion de los clones de células CHO y HEK productores de IFN4N.

Eleccion del clon apropiado para el proceso de produccion

El andlisis de los clones productores de la proteina recombinante de interés es
imperioso a los fines de conocer las caracteristicas de crecimiento de cada uno de ellos,
teniendo en cuenta las velocidades de consumo de sustratos y generacién de productos,
considerando como productos no so6lo a la proteina en estudio sino también a otros
metabolitos indeseados. A su vez, es importante estudiar las caracteristicas de la proteina
producida por cada uno de los clones, prestando especial atencidén a su actividad bioldgica
especifica in vitro, grado de glicosilacion, masa molecular aparente, entre otras. Todo esto
nos permitira elegir el clon productor apropiado y las condiciones de cultivo mas
convenientes para obtener la proteina de interés con las caracteristicas deseadas.

1.4.1. Analisis de las caracteristicas de crecimiento, consumo de nutrientes,
produccion de metabolitos y de la proteina de interés por parte de los clones
seleccionados
En la Fig. 23a se observan las curvas de crecimiento para todos los clones

derivados de la linea celular CHO Td IFN4N (350) y HEK Td IFN4N (200). Las mismas se

obtuvieron graficando la concentracion de células viables (cél.ml™) en funcién del tiempo (h).

En la Fig. 23b se observan las curvas de viabilidad para cada uno de los clones, las cuales

resultan de graficar el porcentaje de viabilidad en funcion del tiempo (h). En la tabla Il se

describen los parametros p (velocidad especifica de crecimiento), Qien, Qiacs Jamon Y Qgluc

(velocidades especificas de produccién de IFN4N, lactato y amonio y consumo de glucosa)

para cada uno de los clones, asi como también un promedio de ellos.

En general, se observé mayor disparidad en el crecimiento de cada uno de los
clones derivados de la linea celular CHO Td IFN4N (350) (Fig. 23a curvas rojizas) mientras
que los clones provenientes de la linea celular HEK Td IFN4N (200) presentaron curvas de
crecimiento muy similares (Fig. 23a curvas azuladas).

Especificamente, el clon CHO Td IFN4N (350) P4D3 evidencié un tiempo de
duplicacién celular superior a las 24 h, alcanzando la etapa de confluencia a una menor
concentracién celular (7.10° cél.ml”) respecto de los demas clones. Esto podria explicarse
sobre la base de sus caracteristicas macroscoépicas, particularmente su morfologia, ya que
este clon se caracterizé por presentar células de mayor tamano. Los clones CHO Td IFN4N
(350) P1E9, P2A9, P1B6, P1B7 y P1B8 presentaron un tiempo de duplicacion celular de
aproximadamente 24 h, alcanzando la confluencia a concentraciones celulares superiores a
1.10° cél.mI™". El clon P1B8 alcanz6 la mayor concentracion celular.

Por otra parte, para todos los clones obtenidos a partir de la linea celular HEK Td
IFN4N (200) se pudo observar un tiempo de duplicacion celular de aproximadamente 24 h.
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Ademas, la maxima densidad celular alcanzada fue aproximadamente 8-9.10° cél.ml™. El
clon P2A5 alcanzé la mayor concentracion celular.

Tanto los clones CHO como los clones HEK mantuvieron un elevado porcentaje de
viabilidad durante las 168 h del ensayo. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la
determinacion de células no viables en cultivos adherentes resulta dificil ya que
generalmente se encuentran en el sobrenadante de cultivo que es retirado antes de

despegar mediante el uso de tripsina las células adheridas al soporte para realizar el

recuento de las mismas.

CHO Td IFN4N (350)

HEK Td IFN4N (200)
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Fig. 23. Curvas de crecimiento (a) y viabilidad (b) para los clones productores de IFN4N derivados de células

CHO (m) y HEK (m)
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Tablalll. Parametros de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de lactato, amonio
e IFN4N por parte de los clones derivados de células CHO y HEK

CHO Td IFN4N (350)

M (h-1) diFn qgluc Qiac Qamon

Clones (ng.10°%éI".h")  (pg.10°éI".h")  (ug.10°%cél™.h™")  (nmol.10%el".h™")

P4D3 0018 + 0002 79 + 8 36 + 5 40 + 5 0027 * 0,007
PIE9 0020 + 0002 35 + 4 24 + 4 45 + 5 0027 + 0,003
P2A9 0,025 + 0001 41 + 4 30 + 2 31 + 1 0014 + 0,004
PIB6 0024 + 0002 19 + 3 26 + 5 49 + 5 0013 + 0,005
PIB7 0019 + 0002 41 + 3 31 + 4 35 + 2 0017 * 0006
PIB8 0028 + 0002 42 + 3 21 + 3 34 + 2 0015 * 0,004
Promedio 0022 + 0,004 43 + 20 28 + 5 39 + 7 0019 + 0006
HEK Td IFN4N (200)
Clones n(h) (ng.m%zgr‘.h") (pg.1(§!§:;uécl'1.h'1) (pg.mg:grth") (nmol.?ggz:ér‘.h")
P2A5 0020 + 0001 129 + 10 56 + 6 37 + 4 0014 £ 0,003
P2C7 0015 + 0002 122 + 13 62 + 11 38 + 3 0009 £ 0,003
P2G11 0017 + 0002 8 + 6 47 + 9 31 + 3 0008 % 0,002
P3B7 0016 + 0002 99 + 8 55 + 8 31 + 3 0008 <+ 0,003
P3H8 0027 + 0001 8 + 11 46 + 6 34 + 3 0008 + 0,001
P4B4 0017 + 0002 63 + 5 61 + 15 32 + 3 0009 + 0,001
Promedio 0019 + 0004 96 + 26 55 + 7 34 + 3 0009 + 0,002

En general, los valores de qi. fueron levemente inferiores para las células HEK
(glac promedio 34 ng.10%éI".h™" vs. 39 ng.10%éI".h™" para las células CHO), a pesar de que
estos clones evidenciaron un consumo de glucosa superior respecto de los clones CHO.
Asimismo los clones derivados de HEK demostraron, en promedio, una produccion
especifica de amonio aproximadamente del 50% con respecto al promedio demostrado por
los clones derivados de células CHO. La velocidad especifica de crecimiento promedio fue
similar para los clones provenientes de ambos linajes celulares. Sin embargo, la gy fue
claramente superior para los clones celulares HEK, siendo HEK Td IFN4N (200) P2A5 el
clon que demostrd la mayor velocidad especifica de produccion de la proteina en estudio.
Ademas, el clon mencionado evidencié la mayor produccion acumulada de IFN4N luego de
7 dias de cultivo (Fig. 24, barras azules). Para los clones provenientes de CHO Td IFN4N
(350) podemos observar que el clon P1B8 evidenci6 la mayor yu y una qgen superior a los
demas clones, excepto si lo comparamos con el clon P4D3, cuya qgn duplicé al valor

correspondiente para P1B8. Sin embargo, el clon P4D3 manifesté la menor velocidad
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especifica de crecimiento, por lo que no resultaria adecuado para un posible proceso de
adaptacion de su crecimiento en suspension con el objetivo de produccién de IFN4N.
Ademas, el clon P1B8 presenté una producciéon acumulada de IFN4N superior a todos los
clones analizados (Fig. 24, barras rojas) por lo que se postulé como un posible candidato
para la produccion de la proteina estudiada y posterior evaluacion de su calidad.

Al comparar los resultados de produccion acumulada de IFN4N al cabo de 7 dias
de cultivo de todos los clones, se observé que la misma fue superior para los clones
derivados de células HEK. La Fig. 24 muestra que, transcurridas 168 h de iniciado el cultivo,
los clones derivados de HEK Td IFN4N (200) demostraron un rango de produccion
acumulada de IFN de 3,1 a 10,9 pg.ml”, mientras que los clones provenientes de CHO Td
IFN4N (350) demostraron una produccién acumulada en el rango de 2,1 a 4,9 ng.ml™". Este
resultado es consistente tanto con los valores de velocidad especifica de produccién de
IFN4N calculados para cada uno de los clones como asi también con los valores de
productividad especifica calculados para cada una de las lineas celulares que les dieron
origen.

Es para destacar que los valores de produccion especifica de IFN4N obtenidos a
partir del cultivo de los nuevos clones de células CHO y HEK superaron ampliamente el
correspondiente valor de productividad calculado para el clon 4N2F5, el cual habia sido
obtenido previamente en nuestro laboratorio mediante transfeccién. Este ultimo clon mostré
una gy de aproximadamente 2 ng.10°célI".h™, lo que representa entre un 2% y un 5% de las
producciones especificas promedio de los clones obtenidos mediante procedimiento de
transduccién de células HEK y CHO, respectivamente. Este resultado nos permitié definir a
la tecnologia de vectores lentivirales de tercera generacién como la herramienta mas
apropiada para la generacion de lineas celulares que presenten elevadas producciones
especificas de la proteina de interés.
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Fig. 24. Produccion acumulada de IFN4N luego de 168 h de cultivo de los clones derivados de CHO Td
IFN4N (350) y de HEK Td IFN4N (200).

Se representa la concentracion acumulada de IFN4N (ng.ml') en funcién del tiempo de cultivo
transcurrido para cada uno de los clones analizados.

1.4.2. Caracterizacion del IFN4N producido por cada uno de los clones obtenidos a

partir de CHO Td IFN4N (350) y HEK Td IFN4N (200)

Para la elecciéon del clon productor de IFN4N se estudiaron dos propiedades que se
consideran de importancia para predecir el comportamiento in vivo de la molécula: grado de
glicosilacién y actividad biol6gica in vitro. Por este motivo, se llevé a cabo la caracterizacion
del IFN4N producido por cada uno de los clones celulares derivados de células CHO
(IFN4Ncro) ¥ HEK (IFN4Nuex) a partir de sobrenadantes de cultivo. La eleccion del clon
productor del IFN4Nye« se llevd a cabo mediante comparacion entre los clones obtenidos,
mientras que el clon de células CHO fue elegido mediante comparacion con las
caracteristicas de la molécula producida por el clon 4N2F5, de manera de seleccionar el que
mas se asemeje y lograr, asi, su reemplazo por otro con superior capacidad de produccién.

1.4.2.1. Analisis del grado de glicosilacion del IFN4AN producido por los clones
derivados de células CHO y HEK
Se realizaron ensayos de SDS-PAGE e isoelectroenfoque seguidos de wb con el
objetivo de tener informacién preliminar con relacién al grado de glicosilacién evaluado
mediante el analisis de la masa molecular aparente y de la proporcién de isoformas del
IFN4NcHo € IFN4Npek producido por cada uno de los clones seleccionados. Asimismo, se
llevé a cabo su comparacion con el IFN4N producido por el clon celular 4N2F5.
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En la Fig. 25 se observa el perfil electroforético del IFN4Ngno proveniente de los
diferentes clones analizados mediante SDS-PAGE/wb. En general, los nuevos clones
produjeron IFN4N con patrones de bandas muy similares entre si. Su comparacion con la
molécula producida por el clon de referencia (4N2F5) permitié concluir en la coincidencia de
sus masas moleculares maximas. Sin embargo, no fue posible comparar las bandas de
menor masa molecular dada la baja capacidad productiva del clon 4N2F5, motivo por el cual
esta primera parte de la tesis se orienté a reemplazar el mismo.

En la Fig. 26 se observan los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de
cultivo de los clones productores de IFN4Nye. Todos ellos evidenciaron un perfil
electroforético muy similar. Sin embargo, sus masas moleculares maximas (~45 kDa) se
mostraron ligeramente inferiores a la del IFN4N producido por los distintos clones de CHO
(~55 kDa).

Por otra parte, al igual que para las variantes producidas en células CHO, se
observo la presencia de una banda de importante proporciéon con una masa molecular entre
18-19 kDa, posiblemente coincidente con el hIFN-a2b nativo (IFNwt), que porta un sitio de
O-glicosilacion en el residuo de Thr106, o de su variante no glicosilada.
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Fig. 25. Grado de glicosilacion del IFN4N producido por los clones derivados de CHO

Td IFN4N (350). Evaluacion mediante SDS-PAGE/wb
Los sobrenadantes de cultivo (SN) cosechados a partir de los diferentes clones
fueron evaluados y comparados en relacion al grado de glicosilacon con el
rhIFN-a2b no glicosilado y el IFN4N producido por el clon 4N2F5.
Calles: 1- rhIFN-a2b no glicosilado

2- IFN4N purificado 4N2F5

3- SN clon 4N2F5

4- SN clon P4D3

5- SN clon P1E9

6- SN clon P2A9

7- SN clon P1B6

8- SN clon P1B7

9- SN clon P1B8

10- Marcadores de masa molecular (kDa)
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15

Fig. 26. Grado de glicosilacion del IFN4N producido por los clones derivados de HEK
Td IFN4N (200). Evaluacion mediante SDS-PAGE/wb
Los SN cosechados a partir de los diferentes clones de HEK fueron evaluados y
comparados entre si con relacién al grado de glicosilacién
Calles: 1- SN clon P2A5
2- SN clon P2C7
3- SN clon P2G11
4- SN clon P3B7
5- SN clon P3H8
6- SN clon P4B4

Por otra parte, se realizaron ensayos de |IEF/wb con el objetivo de evaluar y
comparar las isoformas correspondientes a IFN4N producido por los clones de células CHO
y HEK (Fig. 27). Todas las muestras presentaron un gran numero de isoformas repartidas en
el gradiente de pH, como consecuencia de la macro/microheterogeneidad que presenta el
IFN4N debido a su elevado grado de glicosilacién (Ceaglio y col., 2010a). En general, se
observo una distribucion similar de isoformas entre clones provenientes de la misma linea
celular.

En particular, el IFN4N producido por los nuevos clones de células CHO demostr6
una mayor concentracion de isoformas hacia la zona mas acida del gel. Este
comportamiento coincidié con el evidenciado por el IFN producido por el clon de referencia
4N2F5.

Por otra parte, las muestras correspondientes a IFN4Nye« presentaron isoformas
uniformemente distribuidas a lo largo del gradiente de pH. A su vez, para todas ellas se
observd una banda que se ubicd por fuera del gradiente y migrd, a partir del punto de
siembra, en sentido opuesto al resto de las isoformas. La banda mencionada podria
corresponder a la variantes de IFN4N con un menor grado de glicosilacién y, en
consecuencia, con un bajo contenido de acido sidlico o, bien, no glicosiladas.

Las muestras derivadas de clones celulares CHO alcanzaron zonas mas &acidas del

gel en comparaciéon con las muestras provenientes de células HEK.
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HEK Td IFN4N (200) CHO Td IFN4N (350)
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Fig. 27. Grado de glicosilacion del IFN4N producido por los clones derivados de CHO Td
IFN4N (350) y de HEK Td IFN4N (200). Evaluacion mediante IEF/wb
Se evalu6 el patron de glicoformas de diferentes pl del IFN4N producido por los clones
derivados de células HEK (izq.) y de células CHO (der.), incluido el clon de referencia
4N2F5 (centro) a los fines de comparar el grado de glicosilacion.

1.4.2.2. Evaluacion de la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro del IFN4AN producido
por los clones derivados de células CHO y HEK

Los ensayos de actividad biol6gica antiviral y antiproliferativa in vitro constituyen
una herramienta muy util para la valoracién de las muestras de interés ya que permiten
conocer la actividad volumétrica de cada una de ellas. Sin embargo, la comparacién entre
diferentes muestras debe realizarse teniendo en cuenta la ABE que es propia de cada
molécula. Para obtener este dato es necesario realizar la cuantificacién de la muestra
ademas de su valoracion biologica. En este caso, la cuantificacion de las muestras se llevé a
cabo empleando un ensayo de ELISA sandwich. Una vez obtenidos ambos datos, la relacién
entre la actividad volumétrica y la concentracién de la muestra permitié definir la ABE de
cada muestra, la que fue utilizada con el objetivo de seleccionar el clon capaz de producir la
variante con las mejores propiedades biolégicas. Ademas, para el caso de los clones de
células CHO se evalué el grado de similitud entre el IFN4N producido por ellos vy,
comparativamente, con la molécula producida por el clon de referencia (4N2F5).

Teniendo en cuenta que el ensayo de AB es el que presenta mayor variacién
interensayo, para cada muestra se calculd la concentracion promedio del IFN4N
determinada por triplicado mediante técnica de ELISA y con ella se calcularon los valores de
ABE a partir de cada determinacién de la AB realizada sobre la muestra evaluada por

triplicado y en 4 ocasiones diferentes. Para comparar los resultados obtenidos para cada
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uno de los clones se utilizd un analisis de la varianza seguido de un test de Tukey,
considerando la existencia de diferencias significativas cuando p<0,05.

En la Fig. 28 se observa que la mayoria de las muestras correspondientes al
IFN4Ncho presentaron una ABE antiviral entre 100 y 150 UI.ng". Sélo el clon P1E9
evidencié valores superiores a los mencionados para la molécula producida, aunque el
analisis estadistico no demostré la existencia de diferencias significativas para ninguno de
ellos.

Por otra parte, la mayoria de los clones HEK produjeron una molécula con un valor
de ABE antiviral de aproximadamente 200 Ul.ng”. Particularmente, el IFN4N,ex producido
por P2A5 presentd uno de los valores mas elevados, mientras que el obtenido a partir de
P3B7 evidencié el menor valor de ABE antiviral. Comparativamente, los clones celulares
derivados de HEK mostraron un promedio de ABE antiviral (215 + 30 Ul.ng™") mayor que el
correspondiente a las moléculas producidas por los clones CHO (128 + 29 Ul.ng™).
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Fig.28. ABE antiviral del IFN4AN expresado en el sobrenadante de cultivo de los clones

derivados de células CHO y HEK
Se muestra el promedio de los resultados obtenidos en cuatro ensayos independientes

+ SD.

Posteriormente, se determind la AB antiproliferativa de las moléculas de IFN4N.
Para el procesamiento de los datos experimentales, se procedié del mismo modo al llevado
a cabo para la determinacién de la ABE antiviral. Las muestras de IFN4Ngyo demostraron
una ABE promedio de 18 + 4 Ul.ng”, similar al valor obtenido para el clon 4N2F5
(17 £5 Ul.ng"). Sélo para el caso de la molécula producida por P1B7 el valor de ABE
resultd inferior al resto. Por otra parte, el IFN4N obtenido a partir de los clones de células
HEK evidencié una ABE antiproliferativa promedio de 38 + 5 Ul.ng”", aproximadamente dos

veces superior al promedio de ABE del IFN4N producido por células CHO (Fig.29).
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Fig. 29. ABE antiproliferativa del IFN4N expresado en el sobrenadante de cultivo de los
clones derivados de células CHO y HEK
Se muestra el promedio de los resultados obtenidos en cuatro ensayos
independientes + SD.

La diferencia entre los valores de ABE antiviral y antiproliferativa observados para el
IFN4Ncho e IFN4NLex no son sorprendentes teniendo en cuenta los resultados de la
caracterizacion de diferentes variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b reportados en trabajos
anteriores (Ceaglio, 2008). Ademas, este resultado es consistente con la bibliografia que
describe que la actividad antiviral es inducida a través de la via clasica JAK/STAT y no
requiere altas concentraciones de ligando para alcanzar valores maximos. Se ha observado
que, para diferentes especies de IFNq, la activacién de esta via, cuantificada a través de los
niveles de fosforilacion de las proteinas STAT (particularmente STAT1 y STAT3) se
relaciona con la afinidad general de la citoquina por su receptor. Bajas cantidades de
factores STAT fosforilados son suficientes para obtener una potente proteccién antiviral, por
lo que no es necesario la activacién de mdultiples receptores, ni la estabilidad de la union
para alcanzar la saturacion de la respuesta de proteccién antiviral. Contrariamente, la menor
ABE antiproliferativa del IFN4N producido por ambos tipos celulares puede ser comprendido
teniendo en cuenta que la actividad antiproliferativa del IFN requiere mayores
concentraciones de la citoquina, asi como la conformacion de un complejo ternario estable
con las dos subunidades del receptor (IFNAR-1 e IFNAR-2) (Ghislain y col., 1995; Hossler y
col., 2009).

Resulta de interés relacionar estos conceptos con las diferencias observadas entre
las actividades biol6gicas de IFN4Npex e IFN4Nqho. Es probable que tales diferencias,
fundamentalmente en la actividad antiproliferativa sean, por lo previamente expuesto, el

resultado de una diferente afinidad al receptor por parte de IFN4N.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de los ensayos de evaluacién
del crecimiento y produccién especifica y acumulada de IFN4N y la determinacion de la ABE
antiviral y antiproliferativa, se postularon los clones CHO Td IFN4N (350) P1B8 y HEK Td
IFN4N (200) P2A5 para la produccién de IFN4Ngho e IFN4Nyek, respectivamente.

1.5. Produccion de IFN4Nc1o e IFN4Nyex en condiciones de adherencia

La produccién de IFN4Ncuyo e IFN4Nex se realizé mediante el cultivo de los clones
CHO Td IFN4N (350) P1B8 y HEK Td IFN4N (200) P2A5, respectivamente, en condiciones
de adherencia. En total se llevaron a cabo dos procesos de produccion que permitieron
obtener dos lotes diferentes para cada proteina. Los resultados obtenidos en cada uno de
los mismos fueron muy similares y se presentan a continuacion.

Durante la produccién mediante el cultivo del clon P1B8 se obtuvieron un total de
18 cosechas (9 por cada frasco) que evidenciaron valores de concentracion entre 1 ug.ml™y
2,5 ug.mi™. En el caso del clon celular HEK P2A5 se obtuvieron 10 cosechas (5 por cada
frasco) cuyos valores de concentraciéon oscilaron entre 2 pg.ml' y 4 pg.ml’. Tales
producciones resultaron entre 14 y 57 veces superiores al comparar las menores y mayores
concentraciones alcanzadas durante las diferentes cosechas de ambos clones con las
correspondientes al clon de referencia 4N2F5, cuya concentracién promedio obtenida en las
mismas condiciones de trabajo fue aproximadamente 0,07 pg.ml” (Gugliotta, 2010). Este
resultado demuestra la potencialidad del empleo de vectores lentivirales de tercera
generaciéon para el desarrollo de lineas celulares productoras y su utilidad para mejorar el
sistema de produccion.

1.6. Produccion y purificacion del mAb anti-hIFN-a2b CA5E6 para su empleo en
ensayos de ELISA sandwich, ELISA de competicion y cromatografia de
inmunoafinidad
El mAb CA5ES6, desarrollado previamente en el laboratorio como integrante de un

panel de mAbs anti-hIFN-a2b (Depetris, 2008), fue capaz de reconocer tanto a la variante no

glicosilada del IFN (empleada para su generacién) como también a diversas variantes

glicosiladas e hiperglicosiladas generadas mediante glicoingenieria (Ceaglio y col., 2008;

Gugliotta, 2010). Tal capacidad incluye a la variante IFN4N producida en células CHO y

HEK. Por este motivo, este anticuerpo fue empleado para la cuantificacion y purificacion de

las muteinas de hIFN-a2b.

1.6.1  Produccion in vivo del mAb CA5E6 mediante la obtencion de liquido ascitico
El cultivo in vitro de hibridomas requiere de condiciones Optimas que permitan a la
célula hibrida iniciar su proliferacion. Por ello, ademas de los nutrientes y factores de
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crecimiento presentes en el medio de cultivo formulado, se empleé una concentracion de
20% (V/V) de SFB y una capa de células alimentadoras o feeder layer. Esta ultima se obtuvo
a partir de células del bazo de un raton de la cepa Balb/c el dia previo al descongelamiento
del hibridoma productor del mAb CA5ES6.

Los hibridomas fueron amplificados en cultivo hasta alcanzar una densidad celular
que permitié llevar a cabo la inoculacion de ratones Balb/c. Durante este periodo de
amplificacién se verificé el titulo de anticuerpos en el sobrenadante de cultivo mediante
ELISA especifico indirecto.

Para la produccion de liquido ascitico se emple6 un lote de 20 ratones Balb/c que
fueron inicialmente inoculados por via intraperitoneal con 0,5 ml de Pristane. Una vez
transcurridos 10 dias, se realizd la inoculacion intraperitoneal con entre 2 y 5.10° hibridomas
por animal. En total se recolectaron 75 ml de liquido ascitico conteniendo aproximadamente
12 mg.ml" del mAb especifico anti-hIFN-a2b.

1.6.2. Purificacion del mAb CA5E6 por cromatograia de afinidad a proteina A
Durante el transcurso de la tesis, el mAb CAS5E6 fue empleado con diferentes
propositos, motivo por el cual se llevaron a cabo repetidos procedimientos de purificacion a
los fines de obtener cantidades suficientes del mismo. A modo de ejemplo, se describen los
resultados obtenidos utilizando una columna XK 16/20 conteniendo 5 ml de resina en un
cromatégrafo AKTA Purifier. En la Fig. 30 se presenta el cromatograma de purificacién, en el

cual se incluye una ampliacién correspondiente al pico de elucién.
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Fig. 30. Purificacion del mAb CA5E6 mediante cromatografia de inmunoafinidad a

proteina A

El mAb CA5ES6 fue purificado a partir de ascitis murina. En el perfil cromatografico se
muestran los registros de absorbancia a 280 nm (rojo), absorbancia a 260 nm (azul),
conductividad (marrén) y fracciones recolectadas (barras verticales en linea
recortada). En la esquina superior derecha se muestra una ampliacién del pico de

elucion.

Las fracciones 2, 3 y 4 se juntaron para asi conformar el pool de elucién. La

presencia de Igs en las fracciones provenientes de cada uno de los pasos del proceso de

purificacion fue evaluada mediante cuantificacibn empleando un ELISA sé&ndwich. Los

resultados permitieron calcular la recuperacion de mAb CASEG6 (Tabla V).

Tabla IV. Rendimiento de la purificacion del mAb CA5E6 a partir de ascitis murina mediante
cromatografia de afinidad a proteina A

Muestra Volumen Concentracioén Masa Recuperacion
(mg.ml") (mg) (%)
Siembra 2,4 12 100
Flowthrough (FT) 8.10° 410" D
Lavado 1,5.10% 410" 3
Pool elucién 7,6.10" 11 92

D: Valor despreciable
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Posteriormente, el pool de elucién fue dializado contra PBS y posteriormente
analizado mediante SDS-PAGE seguido de tincion con azul brillante de Coomasie para
evaluar la pureza del anticuerpo (Fig. 31).
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Fig. 31. Evaluacion de la pureza del mAb CA5E6 obtenido a partir de ascitis
murina y sometido a purificacion mediante cromatografia de afinidad
a proteina A.
Las fracciones correspondientes al pico de eluciéon del mAb anti-rhIFN-a2b
(2, 3 y 4) se mezclaron, dializaron y analizaron mediante técnica de
SDS-PAGE en condiciones reductoras y posterior tinciéon con azul brillante
de Coomasie.
Calles: 1: Marcador de masa molecular
2: Ascitis
3:FT
4: Lavado
5: Pool elucién mAb CA5E6
La pureza del mAb en el pool de elucién fue del 95% calculada mediante
densitometria de bandas.
El procedimiento de purificacidén por cromatografia de afinidad a proteina A fue
reiterado en diferentes oportunidades, permitiendo obtener el mAb CA5E6 con una muy
buena recuperacién y un elevado grado de pureza, condiciones adecuadas para continuar

con la etapa siguiente de preparacién de la matriz de inmunoafinidad.

1.7. Purificacion de [IFN4Ngyo e IFN4Nyex mediante cromatografia de
inmunoafinidad
La purificacién del IFN4N obtenido a partir de células HEK y células CHO fue
llevada a cabo mediante cromatografia de inmunoafinidad, empleando el mAb CAS5E6
acoplado a una matriz de Sepharose®. El protocolo de purificacién empleado fue llevado a
cabo de acuerdo a las condiciones establecidas previamente (Ceaglio, 2008) e indicadas en
M&M.
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1.7.1  Inmovilizacion del mAb CA5E6 a una resina de Sepharose™ activada con

CNBr. Calculo de la capacidad teérica y dinamica de la matriz

Se prepararon 5 ml de resina para cada una de las moléculas a purificar. Teniendo
en cuenta que el fabricante recomienda emplear 5 mg de mAb por cada ml de resina, en
total se emplearon 50 mg de anticuerpo, obteniéndose un rendimiento de acoplamiento del
82%.

La capacidad tedrica de la resina se calculé teniendo en cuenta la masa de
anticuerpo efectivamente inmovilizado y considerando que cada molécula de mAb (150 kDa)
es capaz de ligar, por lo menos, a una molécula de hIFN-a2b no glicosilado (19 kDa). Por lo
tanto, 20,5 mg de anticuerpo (0,13 umol) serian capaces de unir a 0,13 umol de hIFN-a2b
no glicosilado. Considerando una masa molecular de 19 mg.umol™”, seria posible asumir una
capacidad teérica de la resina de por lo menos 2,5 mg de hIFN-a2b no glicosilado, es decir,
0,5 mg por ml de resina.

Para realizar el célculo de la capacidad dinamica de la matriz se empleé 1 ml de la
misma y se trabajoé en el modo de cromatografia frontal. La concentracion de la siembra fue
de 5,3 pg.ml™, calculada por ELISA de competicién (en la segunda parte de los resultados
se describe la importancia del ELISA de competicion en etapas de cuantificacion debido a
que el ELISA sandwich produce una subvaloracién correspondiente a 4 y 5 veces del valor
real). Se sembraron 152 ml conteniendo un total de 806 pg de IFN4N, superando
ampliamente la capacidad teérica de la matriz. El FTse recolect6 en fracciones de 3 ml que
posteriormente se analizaron mediante ELISA de competicién.

A partir de los datos de concentracién de IFN4N presente en el FT, se grafico la
relacion C/Cy, en funcién de la masa ofrecida, donde C representa la concentracion de
IFN4N para cada una de las fracciones analizadas y C, corresponde a la concentraciéon de
IFN4N en la muestra sembrada (Fig. 32).
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Fig. 32. Determinacion de la capacidad dinamica mediante cromatografia frontal

Se construyd la curva de breakthrough para evaluar la capacidad dindmica de la

matriz para purificar IFN4N por cromatografia de inmunoafinidad.

La capacidad dindmica de la matriz de inmunoafinidad CA5ES6, calculada al 10% de
la relacion C/C,, fue 158 ug de IFN4N. Teniendo en cuenta que la capacidad teérica de la
columna es de 500 pg de IFN4N podemos concluir que la capacidad dinamica o
experimental es el 32% de la capacidad teorica. Esta capacidad experimental puede
expresarse también como 158 ug IFN4N.ml" de gel himedo. A partir de estos datos se
decidi6 trabajar sembrando una masa de IFN que no supere la capacidad dinamica
calculada.

1.7.2. Purificacion de IFN4N producido por los clones de células CHO y HEK

La obtencion del IFN4Ngho e IFN4Npek con un elevado grado de pureza constituyd
una etapa fundamental para poder llevar a cabo la caracterizacion completa de ambas
moléculas que involucra el analisis de la glicosilaciéon, actividad biolégica in vitro,
farmacocinética y actividad bioldgica in vivo; incluyendo la purificacién de las muteinas que
forman parte del segundo capitulo de la presente tesis.

La purificacion del IFN4N a partir de sobrenadantes de cultivo se realiz6 empleando
la matriz CASE6-Sepharose preparada previamente. Para cada una de las moléculas a
purificar se destinaron 5 ml de matriz que fueron empleadas repetidas veces (entre 3 y 4)
con el objetivo de obtener una masa de 2 a 3 mg de cada proteina. En la Fig. 33 y 34 se
muestran como ejemplo uno de los cromatogramas obtenidos luego la purificacion del
IFN4NcHo e IFN4Nyek respectivamente.

Las purificaciones fueron evaluadas mediante ELISA sandwich y SDS/PAGE
seguido de tincion con azul brillante de Coomasie. Los datos obtenidos a partir del primer
ensayo permitieron calcular una recuperacion superior al 80% para las dos proteinas
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evaluadas (Tabla V). El segundo ensayo permitié evaluar el grado de pureza del IFN4Ngyo €
IFN4Npek siendo de 98% y 92%, respectivamente.
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Fig. 33. Purificacion de IFN4N¢,0 mediante cromatografia de inmunoafinidad
Se muestra el cromatograma correspondiente a la purificacion de la molécula
presente en el sobrenadante de cultivo de las cosechas obtenidas durante la
etapa de produccion. Se observan los registros de absorbancia a 280 nm (rojo),
absorbancia a 260 nm (azul), conductividad (marrén) y fracciones recolectadas

(barras verticales en linea recortada). En la esquina superior derecha se muestra
una ampliacion del pico de elucién.
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Fig. 34. Purificacion de IFN4AN, e« mediante cromatografia de inmunoafinidad
Se muestra el cromatograma correspondiente a la purificacién de la molécula
presente en el sobrenadante de cultivo de las cosechas obtenidas durante la etapa
de produccién. Se muestran los registros de absorbancia a 280 nm (rojo),
absorbancia a 260 nm (azul), conductividad (marrén) y fracciones recolectadas
(barras verticales en linea recortada). En la esquina superior derecha se muestra
una ampliacion del pico de elucién.

TablaV. Calculo de la recuperacion (R) de las purificaciones del IFN4Ncyo e IFN4N e«
mediante cromatografia de inmunoafinidad

IFN4NcHo
Muestra Volumen Concentr'icién Masa R
(ml) (ng.ml™) (ng) (%)
Siembra 245 2,9 710 100
FT 245 5,5.10° 14 2
Lavados 65 0,1 7 1
Elucion 10,5 63 683 93
IFN4N{ex
Muestra Volumen Concentrajcién Masa R
(ml) (ug.ml™) (ng) (%)
Siembra 110 2,4 264 100
FT 110 1,1.10% 1,2 0,5
Lavados 65 0,4.10% 0,3 0,1
Elucion 10,5 22 231 88

La determinacion de la concentracion de IFN4N en las diferentes fracciones del proceso de
purificacién se realizé mediante técnica de ELISA sandwich.
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1.8. Caracterizacion de las moléculas IFN4Ncyo € IFN4N« purificadas
1.8.1. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de las moléculas purificadas de IFN4Ngyo €
IFN4Nyex fue llevada a cabo mediante ensayos de SDS-PAGE e IEF seguidos de tincién con
el colorante azul brillante de Coomasie.

Mediante el ensayo de SDS-PAGE realizado en condiciones reductoras, se
analizaron las muestras de IFNwt e IFN4N derivado de células CHO y HEK antes y luego de
ser sometidos a digestion con PNGasa F, que escinde los glicanos unidos mediante enlaces
de tipo N (Fig. 35). La ausencia de N-glicanos unidos al hIFN-a2b fue confirmada mediante
la comparacién entre las calles 2 y 3 de la mencionada Fig. La diferencia observada entre el
IFNwt y la variante no glicosilada (IFN-NG) se atribuyé a la presencia de O-glicanos unidos a
la Thr106 de la molécula nativa. Por otra parte, para el IFN4Nuek € IFN4Ncyo sin digestion
(calles 4 y 6, respectivamente) se visualiz6 una zona de gran heterogeneidad en relacién a
la posicion y a la cantidad de las bandas distribuidas a lo largo de un rango de masas
moleculares comprendidas entre 25 y 45 kDa. Ademas se evidencid la presencia de una
banda de aproximadamente 21,5 kDa para ambas moléculas purificadas, la cual coincidi6e
en posicion con la banda correspondiente al IFNwt o a las bandas N-deglicosiladas.

Por otro lado, se observd una notable diferencia entre la masa molecular aparente
maxima alcanzada por las moléculas de IFN4N producidas en distintos huéspedes.
Particularmente, el IFN4Ncho presentd una masa molecular aparente maxima de
aproximadamente 57 kDa mientras que para el IFN4Nye« fue de aproximadamente 52 kDa.
La variante producida en células CHO presentd una distribucion de bandas heterogénea,
mayormente concentrada hacia las zonas de masas moleculares superiores a 40 kDa. La
variante producida en células HEK present6 una distribucion de bandas mas homogénea,
las cuales se ubicaron uniformemente repartidas entre los 25 y 45 kDa. Todos estos
resultados permitieron concluir que la masa molecular aparente media del IFN4Nyex resultd
inferior a la observada para el IFN4Ncyo. En general se ha observado que las proteinas
producidas a partir de células CHO poseen una masa molecular promedio superior respecto
de su contraparte producida en HEK (Suen y col., 2010; Wang y col., 2015). Luego de la
digestion con PNGasa F, tanto el IFN4Npex como el IFN4Ngyo (calless 5 y 7,
respectivamente) se redujeron a una banda principal de aproximadamente 21-22 kDa, que
se correspondioé con la variante nativa del hIFN-a2b. Notablemente, luego de la digestién de
la variante producida en células HEK con la enzima N-deglicosidasa se visualiz6 la aparicion
de una banda correspondiente con el IFN-NG, la cual no fue observada en el producto de la
digestion de la molécula derivada de células CHO. Este resultado sugiere la presencia de
variantes de IFN4Nueg« que portan glicanos de tipo N pero no de tipo O. Teniendo en cuenta

gue ambas proteinas presentan la misma secuencia aminoacidica, los resultados obtenidos

128



Resultados y Discusion

permiten confirmar que los glicanos son los principales responsables de las diferencias en
las masas moleculares aparentes y en la heterogeneidad visualizada entre ambas
moléculas. La misma observacién fue realizada en un trabajo previo en el cual se analizaron
12 glicoproteinas, confirmandose que las diferencias entre las masas moleculares aparentes
de una misma proteina producida en dos linajes celulares diferentes se debian al contenido
de glicanos (Croset y col., 2012).

1 2 3 4 5 6 7 8
C — 66,2
45
31
21,5
14,4

Fig. 35. Comparacion de la masa molecular aparente del IFN4N,x e IFN4N¢o mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras. Analisis de las muestras pre y
posdigestion con PNGasa F
Este ensayo permitié evaluar la masa molecular aparente del IFN4Nygx € IFN4Ngho
comparativamente con las variantes IFN-NG e IFNwt. Ademas, la digestion con
PNGasa F permiti6 confirmar la influencia que tienen los glicanos en la
heterogeneidad de los IFN4N producidos en ambos huéspedes.

Calles: 1: IFN-NG

- IFNwt

: IFNwt N-deglicosilado

. |FN4NHEK

: IFN4Nyek N-deglicosilado

. |FN4NCHO

: IFN4Ncho N-deglicosilado

: Marcador de masa molecular

0O NO OV A WD

Por otra parte se llevo a cabo un ensayo de IEF en el cual las diferentes isoformas
de pl del IFN4NcHo e IFN4Nyek fueron sometidas a migracion en un gel con un gradiente de
pH entre 2,9y 4,9 (Fig. 36). Se observé que las variantes hiperglicosiladas presentaron una
cantidad de isoformas muy superior a la evidenciada por la variante no glicosilada (calle 1) y
la nativa (calle 2) del hIFN-a2b. Especificamente, el IFNwt presenté un mayor nimero de
isoformas que el IFN-NG, lo cual es coherente ya que esta ultima no se encuentra
glicosilada, mientras que la anterior presenta sélo un sitio de O-glicosilacion. Al comparar el
IFN4Ncro con el IFN4Nyex se observd que ambas moléculas presentaron isoformas
repartidas a lo largo de todo el gradiente de punto isoléctrico. Mientras que la variante
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proveniente de células humanas presentd isoformas uniformemente repartidas a lo largo de
todo el gradiente de pH, la variante derivada de células CHO se concentrd principalmente
hacia la zona &cida del gel. Ademas, esta ultima present6 isoformas mas &cidas respecto
del IFN4Nyek, que no pudieron ser resueltas correctamente debido a limitaciones de la
metodologia. Estos resultados son comparables con los reportados para la rhEPO (Zhang y
col., 2010). Por un lado la hormona derivada de células CHO evidencié un perfil del
glicoformas principalmente concentradas hacia la zona més acida del gradiente, indicando la
presencia de isoformas altamente glicosiladas y, a su vez, con un elevado contenido de
acido sialico responsable de la mayor acidez demostrada. Por otro lado, la variante
producida en HEK present6 una gran variedad de isoformas ampliamente distribuidas a lo
largo de todo el gradiente de pH. Otro comportamiento similar fue reportando para una
molécula derivada de células gliales con funcién de adhesion celular denominada GlialCAM
que fue producida en células CHO y HEK, observandose una distribucién de isoformas en
IEF muy similar al resultado presentado en esta tesis (Gaudry y col., 2008).

En general, los resultados de esta caracterizacién son congruentes con lo que se
observa en la bibliografia ya que, cuando una misma proteina es producida en células CHO
y HEK, la variante derivada de células de hamster presenta una masa molecular aparente
superior asi como también un mayor contenido de isoformas mas acidas (Suen y col., 2010;
Wang y col., 2015).

| «— Punto de siembra

Gradiente
pH

Fig. 36. Analisis del patron de isoformas de diferente pl y su distribuciéon a lo largo del
gradiente de pH establecido en ensayos de IEF
Se comparé el patron de isoformas del IFN4Ngyo e IFN4Nyek entre si y con respecto a
las moléculas de IFNwt e IFN-NG.
Calles: 1: IFN-NG
2: IFNwt
3: IFN4Npex
4. |FN4NCHO
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1.8.2. Analisis glicosidico del IFN4N¢;0 € IFN4Nye«

La caracterizacién fisicoquimica del IFN4N producido en células CHO y HEK
permitié concluir que las diferencias entre ellos estan dadas principalmente por la presencia
de glicanos que aportan distintas caracteristicas de acuerdo con su composicién. Teniendo
en cuenta que la secuencia aminoacidica de ambas proteinas es la misma y, en
consecuencia, los sitios potenciales de N- y O-glicosilacién también, las principales
diferencias podrian deberse a la diferente ocupacién de sitios y/o a la estructura de los
glicanos, este ultimo fenémeno conocido como microheterogeneidad (Sola y Griebenow,
2010). Ademas, otros autores ya han descripto la existencia de marcadas diferencias en el
grado de glicosilacion de diferentes proteinas producidas en células derivadas de hamster y
de humanos (Sueny col., 2010; Croset y col., 2012; Go y col., 2013).

1.8.2.1. Determinacion del contenido de acido sialico presente en el IFN4N,g e

IFN4Ncho

El contenido de acido sialico de las glicoproteinas es una caracteristica muy
importante ya que contribuye a prolongar su tiempo de vida media plasméatica y, en
consecuencia, permite mejorar las propiedades farmacocinéticas de las proteinas. Sin
embargo, cuando el huésped de produccion empleado no es de origen humano, como en el
caso de las células CHO, deben controlarse las cantidades de la variante de acido sialico
denominada Neu5Gc, que resulta un epitope inmunogénico para humanos. Se ha descripto
que la presencia de Neu5Gc conduce a la produccién de anticuerpos neutralizantes
especificos que pueden llevar al fracaso de la terapia (Jenkins y col., 1996; Gaudry vy col.,
2008; Ghaderi y col., 2012).

El 4cido sidlico escindido de las variantes de IFN4N mediante hidrélisis acida fue
evaluado mediante cromatografia de intercambio aniénico a pH elevado, empleando un
detector electroquimico de pulso amperométrico (HPAEC-PAD). El resultado coincidié con
las observaciones realizadas durante la caracterizacién fisicoquimica que indicaban un
mayor contenido de isoformas acidicas para la variante IFN4Ngo, la cual en este caso
evidencié un contenido de Neu5Ac significativamente superior respecto del valor obtenido
para el IFN4Nye« (Fig. 37). Otras moléculas han demostrado diferencias en el contenido de
acido sidlico cuando son producidas en huéspedes humanos o en huéspedes derivados de
hamster (Sola y Griebenow, 2010; Croset y col., 2012; Go y col., 2013; Butler y Spearman,
2014).
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Fig. 37. Contenido de acido sialico de IFN4Ncyo € IFN4Ny e«
Las muestras fueron sometidas a hidrélisis acida y posteriormente evaluadas
mediante HPAEC-PAD.

Teniendo en cuenta que el limite de deteccidén del acido sialico con caracteristicas
inmunogénicas (Neu5Gc) establecido para esta metodologia es 0,6 pmoles, es importante
mencionar que no se detectd su presencia en la muestra proveniente de células HEK.
Contrariamente, un 0,9% de Neu5Gc (0,07 + 0,02 mmol por mol de proteina) fue observado
para la variante producida en células CHO. Este resultado fue consistente con la ausencia
de Neu5Gc en la molécula de rhEPO producida en células humanas HT-1080 (Dynepo™,
Shahrokh y col., 2010).

1.8.2.2. Anadlisis de la composicion de monosacaridos caracteristica de los glicidos

del IFN4N derivado de células CHO y HEK

Con el fin de avanzar en la descripcion de la composicion y el contenido de las
estructuras glicosidicas que conforman los oligosacaridos del IFN4Ngyo e IFN4Npex, se
analizaron los monosacaridos neutros (Gal, Man y Fuc) liberados mediante hidrélisis con
TFA y los monosacaridos aminados (GIcNAc y GalNAc) escindidos mediante hidrélisis con
HCI. El analisis posterior mediante HPAEC-PAD demostré la misma proporcion de Man y
Fuc asi como también de GIcNAc y GalNAc en relacion molar al comparar las moléculas de
IFN producidas en ambos huéspedes celulares. Sin embargo, la principal diferencia entre
ellas se visualizb en el contenido de Gal. IFN4Ncyo evidencié un contenido de Gal
aproximadamente 4 veces mayor respecto del IFN4Npe«. Este resultado indicaria la
presencia de estructuras mas ramificadas en la molécula generada en células CHO.
Asimismo, podria indicar la presencia de estructuras truncas entre los glicanos de la variante
producida en células HEK, es decir, estructuras cuyo monosacarido terminal es una GlcNAc.
Es importante aclarar que si bien el IFN4N se encuentra altamente N-glicosilado, la

presencia de GalNAc se debe a la O-glicosilacion de la Thr106 en ambos IFN (Tabla VI).
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Tabla VI. Analisis del contenido y composicion de monosacaridos en las estructuras
glicosidicas del IFN4Nco e IFN4Nek

Monosacaridos IFN4Nyek IFN4Ncho
(MS) (mol MS.mol IFN™)
GalNAc 1,1 + 0,3 0,8 + 0,01
GIcNAc 13,2 + 1,9 12,9 + 2,5
Fuc 1,1 * 0,4 1,6 + 0,4
Gal 3,0 * 0,4 11,2 + 1,1
Man 5,1 + 0,6 5,7 + 0,1

1.8.2.3. Comparacion de glicanos neutros y cargados presentes en el IFN4Nug« e

IFN4Ncho

Los N-glicanos del IFN4Ncho € IFN4Npex marcados con el fluoréforo 2-AB fueron
analizados mediante cromatografia de intercambio aniénico débil, de manera de conocer la
proporcién de estructuras neutras, mono, bi, tri y tetrasiladas asi como también estructuras
de alta manosa fosforiladas (HMP). La identificacion de estructuras se realiz6 en funcién de
un estandar basado en el empleo de la proteina fetuina, cuyas estructuras se encuentran
ampliamente descriptas (Fig. 38).

El IFN4Nye« exhibié una elevada proporcién de glicanos neutros y monosialilados
(68%) mientras que el IFN4Ngyo evidencié una mayor proporcidn de especies bi- tri- y
tetrasialiladas que en conjunto constituyeron un 79% del total de los glicanos. La mayor
diferencia entre los IFN4N se visualizé a nivel de los glicanos neutros que representaron
casi el 50% de los oligosacaridos del IFNygk contra un 6% de glicanos neutros presentes en
el IFNcho (~8 veces menor, Fig. 38, Tabla VII). En los cromatogramas de ambas muestras se
observé la presencia de un grupo de picos que eluyeron al mismo tiempo de retenciéon que
los estandares de glicanos de HMP. La presencia de este tipo de estructuras fue reportada
en un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio para el IFN4Ncyo, €n el cual la muestra
fue analizada mediante HPAEC-PAD (Ceaglio y col., 2010) y fue también descripto en
glicoproteinas terapéuticas producidas en el mismo tipo de células (Grampp y Ramanan,
2015).
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Fig. 38. Analisis de glicanos neutros y cargados en muestras de IFN4N¢y0 € IFN4Nye«
Los glicanos del IFN4N producido en células CHO y HEK fueron marcados con el
fluor6foro 2-AB y posteriormente analizados mediante cromatografia de intercambio
anionico débil. El cromatograma de cada una de las muestras fue analizado en
comparacion con los tiempos de retencion observados para fetuina. En la esquina
superior derecha se muestra el cromatograma obtenido a partir de los glicanos del
IFN4Nyek cuyo eje de ordenadas se representa en escala completa, de manera de
visualizar la totalidad del pico correspondiente a las estructuras neutras.

Por un lado, en el cromatograma obtenido a partir de los glicanos provenientes del
IFN4NcHo se observéd que en los distintos grupos diferenciados por la carga o el contenido
de &cido sialico, el pico mas abundante coincidi6 con el ubicado en ultimo lugar (de
izquierda a derecha). En cada uno de los grupos mencionados, el pico indicado
corresponderia a estructuras mono, bi, tri y tetraantenarias completamente terminadas en
acido sidlico. Los demas picos observados dentro de cada grupo podrian ser atribuidos a
estructuras de mayor tamafo (en UG) y con el mismo grado de sialidacién. Especificamente,
podrian ser estructuras conteniendo extensiones LacNAc o bien estructuras de mayor
antenaridad pero que no se encuentran completamente sialiladas. La identificacién de este
tipo de estructuras dentro de cada grupo se llevé a cabo mediante comparaciéon con el
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resultado obtenido para estandares de glicanos y sobre la base de lo reportado por la
bibliografia (Llop y col., 2008).

Por otro lado, en los grupos de glicanos bisialilados y trisialilados del IFN4Nye« se
observd que los picos mas abundantes correspondian al primero de cada grupo (de
izquierda a derecha). Esto indicaria la presencia de una elevada proporcion de estructuras
cuyo grado de sialidacion es incompleto, a diferencia de los resultados mostrados por el
IFN4NcHo. Sin embargo, el grupo de estructuras tetrasialiladas de los glicanos de HEK
evidenciaron un perfil similar al observado para los glicanos provenientes de IFN4Ngyo.

Tabla VII. Contenido de estructuras glicosidicas neutras y cargadas para el IFN4Ny e

IFN4NchHo

Glicanos (%) IFN4ANyex IFN4Ncho

Neutros 49 6

Monosialilados 19 11

Alta Manosa 5-,6-fosfato 5 4

(HMP)

Bisialilados 14 23

Trisialilados 9 30

Tetrasialilados 7 26

Los resultados obtenidos mediante el analisis de las estructuras neutras y cargadas
para el IFN4N son coherentes con evidencias reportadas previamente en la bibliografia, las
cuales indican un mayor contenido de glicanos sialilados para las moléculas producidas en
células CHO en comparacion con las derivadas de HEK. Tal es el caso de la tirotropina
humana (hTSH) y la variante soluble de la molécula de adhesion intracelular 1 (sICAM-1)
(Grossmann y col., 1995; Bloom y col., 1996; Otto y col.,, 2004). Lo mismo ocurre al
comparar proteinas derivadas de células de hamster con sus contrapartes purificadas a
partir de tejido hipofisario, como por ejemplo la prolactina humana (hPRL) (Capone y col.,
2015).
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1.8.2.4. Analisis de N-glicanos provenientes del IFN4N,ex e IFN4Ncyo mediante
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) y espectrometria de

masas. Anadlisis de las muestras luego de la digestion con enzimas

exoglicosidasas

Los glicanos derivados de IFN4Ncyo € IFN4Npex marcados con el fluoréforo 2-AB

fueron analizados mediante HILIC-UPLC (Fig. 39) seguido de espectrometria de masas.

A partir del cromatograma obtenido, los picos principales fueron identificados con el

tiempo de retencién correspondiente. En la tabla VIII se muestran las (UG) calculadas para

cada uno de los picos predominantes, el m/z observado y tedrico, la estructura asignaday el

porcentaje de abundancia correspondiente. En el anexo ubicado al final del manuscrito se

puede observar la representacion grafica de cada estructura.
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Fig. 39. Analisis de N-glicanos derivados del IFN4Nycx e IFN4Ncyo mediante

HILIC-UPLC
Se muestra el cromatograma correspondiente graficando la fluorescencia en funcién
de los tiempos de retencién o de UG. Asimismo en la parte superior de los picos
predominantes se indica el tiempo de retencién de los glicanos presentes en ellos.
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Tabla VIII. Analisis de los N-glicanos derivados del IFAN, g« € IFN4Ngho
IFN4Npex
Estructura UG obsr:r/\fado tergr/if:o (Er;rr)cr)r:: Abun((j/cz,a)nCIa* TR
A2 5,41 n/d 1436,476 n/d 4 17,02
FA2 5,87 n/d 1582,534 n/d 6 20,63
FA2B/FA3 6,24 1785,657 1785,613 25 13 22,33
FA2G1 6,70 n/d 1744,587 n/d 14 25,75
FA2BG1 7,08 1947,709 1947,666 22 13 28,93
FA2G2S1 8,34 n/d 2197,735 n/d 4 38,80
FA4G4S2 11,65 3219,118 3219,095 7 4 62,92
FA4G4S3 12,18 3510,183 3510,190 -2 4 67,43
FA4G4S4 12,70 3801,310 3801,286 6 4 71,55
IFN4Ncho

Estructura UG obsrgr/\fado tergr/iio (Eprrr)(r)nr: Abun(ii/oa)nCIa* TR
FA2G2S1 8,78 2197,792 2197,735 26 5 40,60
FA2G2S2 9,11 2488,910 2488,910 0 12 47,27
FA3G3S2 10,32 2853,993 2853,963 11 4 55,58
FA3G3S3 11,14 3145,100 3145,058 13 12 61,12
FA4G4S2 11,65 3219,104 3219,095 3 4 64,13
FA4G4S3 12,18 3510,230 3510,190 11 5 67,65
FA3G3Lac1S3 12,37 3510,230 3510,190 11 5 68,88
FA4G4S4 12,70 3801,355 3801,286 18 11 71,77
FA4G4Lac1S3 13,20 3875,413 3875,322 23 5 74,50
FA4G4Lac1S4 13,77 4166,466 4166,418 12 8 77,83
FA4G4Lac4S1 15,12 4411,507 4411,600 -21 4 82,97

n/d = estructuras que no pudieron ser detectadas mediante espectrometria de masas. La estructura
?ropuesta fue asignada en funcién de su valor de UG.
Error (ppm): se calculé como el producto de 10° y el cociente correspondiente a la diferencia entre el

valor m/z observado y el tedrico dividido por el valor m/z teérico

*Abundancia (%): indica la proporcién de la estructura descripta respecto de la totalidad de las
estructuras analizadas. Se calculé teniendo en cuenta el area de los picos del cromatograma

HILIC-UPLC.
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Posteriormente, se llevd a cabo la digestion de los N-glicanos con exoglicosidasas
(indicadas en M&M) y su posterior andlisis mediante HILIC-HPLC. El calculo de UG para
cada pico fue importante no soélo para la confirmacién de estructuras anteriormente
asignadas mediante espectrometria de masas, sino también para la asignacion de
estructuras a aquellos picos para los cuales no se pudo obtener un valor de m/z. En la
Fig. 40 se observa el resultado de HILIC-HPLC para la muestra pre y posdigestion con

enzimas exoglicosidasas.
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Fig. 40. Analisis de N-glicanos derivados de IFN4N,z (izq.) e IFN4Ncyo (der.) mediante HILIC-HPLC
luego de la digestion secuencial con enzimas exoglicosidasas
Los N-glicanos obtenidos a partir del IFN4N derivado de células CHO y HEK fueron marcados con
el fluoréforo 2-AB, digeridos con enzimas exoglicosidasas y luego sometidos a HILIC-HPLC. Se
muestran los cromatogramas de los N-glicanos sin digerir y sometidos a diferentes procesos de
digestion secuencial con las siguientes enzimas para las cuales se indica entre paréntesis sus
siglas en inglés: (1) con Arthrobacter ureafaciens sialidasa (ABS), (2) con ABS y B-galactosidasa
de testiculos bovinos (BTG), (3) con ABS, BTG y B-N-acetilhexosaminidasa de poroto de soja
(JBH) v, por ultimo, (4) con ABS, BTG, JBH y a-L-fucosidasa de rifidon bovino (BKF).

En términos generales, se observd que para el IFN4Npe los picos de mayor
tamario eluyeron a valores de UG entre 5 y 8 mientras que para el IFN4Ngyo las principales
estructuras detectadas eluyeron a valores de UG entre 8 y 14. Este resultado revel6 que el
IFN4NcHo presenta una mayor cantidad de estructuras altamente ramificadas mientras que
el IFN4Nyex se compone mayoritariamente de estructuras glicosidicas mas pequefias. Es
importante tener en cuenta que para la variante derivada de células HEK se observaron
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picos a UG mayores, demostrando también la presencia de estructuras glicosidicas
altamente ramificadas pero en menores cantidades.

El analisis de N-glicanos del IFN4Ncho mediante espectrometria de masas permitio
identificar estructuras completas principalmente constituidas por glicanos bi-, tri- y
tetraantenarios con extensiones LacNAc. Las abundancias relativas calculadas para cada
pico evidenciaron que las estructuras FA2G2S2, FA3G3S3, FA4G4S4 y FA4G4Lac1S4
fueron las mas abundantes (Fig. 39, Tabla VIIl). En este caso, la digestibn con
exoglicosidasas y andlisis mediante HILIC-HPLC fue empleada como herramienta
complementaria y a su vez permitié afirmar que todas las estructuras glicosidicas tipo N
derivadas del IFN4N producido en células CHO se encontraban completamente fucosiladas.

La evaluacion de los N-glicanos derivados de IFN4N e« demostré predominancia de
estructuras glicosidicas incompletas o truncas. Si bien algunas estructuras no pudieron ser
identificadas mediante espectrometria de masas, la asignacién de UG y el analisis mediante
digestién con exoglicosidasas permitié realizar la asignacion de estructuras. Las estructuras
mas abundantes fueron FA2B/FA3, FA2G1 y FA2BG1. La presencia de estructuras
conteniendo GIcNAc bisectante fue observada para la muestra derivada de células humanas
mientras que no se observo en la muestra proveniente de células CHO. A su vez, la
digestion con exoglicosidasas evidencié que un 4,5% de las estructuras N-glicosidicas no se
encontraban fucosiladas.

Para el andlisis de las estructuras glicosidicas en base a las UG calculadas se tuvo
en cuenta lo reportado en la GlycoBase (National Institute for Bioprocessing Research and
Training, Dublin, Irlanda). Ademas las estructuras asignadas para los glicanos derivados del
IFN4NcHo coincidieron con lo reportado por la bibliografia en términos de UG (Guile y col.,
1996; Butler y col., 2003; Royle y col., 2008; Shahrokh y col., 2010).

Los resultados obtenidos demuestran una elevada correlacion con lo observado en
la bibliografia consultada. Especificamente, la produccion de agentes estimuladores de la
eritropoyesis (ESAs) mediante el empleo de células CHO permitié obtener una variante que
contiene glicanos con extensiones LacNAc. Sin embargo, muy pequefas cantidades de la
estructura glicosidica mencionada, también conocida como repeat, fueron detectadas para
los ESAs derivados de células humanas, tal es el caso de la DYNEPO™ (Shahrokh y col.,
2010). Ademas, se ha observado que los glicanos aislados a partir del inhibidor de la
proteasa-a-1-antitripsina (A1AT) producida en células HEK consisten principalmente en
estructuras biantenarias mientras que no se detectdé la presencia de estructuras
tetraantenarias (Rosenlocher y col., 2016). A su vez, Béhm y col. reportaron la ausencia de
estructuras tri- y tetraantenarias en glicanos aislados a partir de FVII recombinante (rFVII)
producido en células HEK (Bohm y col., 2015).

139



Resultados y Discusion

1.8.3. Caracterizacion bioldgica in vitro del IFN4Ncyo € IFN4Nyex

Las variantes IFN4Ngho e IFN4Nye« fueron evaluadas en relacion a su capacidad in
vitro para ejercer efectos antivirales sobre la linea celular MDBK frente a la presencia del
virus VSV. Por otra parte se evalué la capacidad de estas citoquinas para ejercer su
actividad antiproliferativa in vitro sobre la linea celular Daudi.

A partir de dichas determinaciones y de la concentracion de cada una de las

moléculas, se calculd la ABE, cuyos resultados se muestran en la Fig. 41.
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Fig. 41. Valoracion de la ABE antiviral (a) y antiproliferativa (b) del IFN4Nue« e
IFN4N¢yo purificados
El grafico muestra el promedio de los resultados obtenidos en cinco ensayos
independientes + SD. Los dos asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas para p < 0,01.

En primer lugar se observé que la ABE antiviral del IFN4Npex € IFN4Ngho fue
superior respecto de su correspondiente valor de ABE antiproliferativa, reiterando el
comportamiento observado cuando la ABE fue calculada a partir de los sobrenadantes de
cultivos conteniendo IFN4N producido por los distintos clones celulares. Este
comportamiento podria ser explicado teniendo en cuenta que la actividad antiproliferativa
requiere de una interaccion ligando-receptor mas fuerte mientras que el estado antiviral
puede ser inducido con una fuerza de interaccion menor (Ghislain y col., 1995). En segundo
lugar, si bien no se encontraron diferencias en la ABE antiviral de ambas moléculas, el
IFN4Npex exhibi6 una ABE antiproliferativa significativamente superior respecto del
IFN4Ncho (**p=0,001). ElI mayor grado de glicosilacién exhibido por la molécula derivada de
células CHO podria ser el principal responsable de su significativamente inferior valor de
ABE antiproliferativa, mas aun teniendo en cuenta que este tipo de actividad es mas
sensible a cambios en la afinidad de union al receptor respecto de la actividad antiviral
(Thomas y col., 2011). Particularmente, se ha demostrado que, a menor contenido de &cido

sidlico, mayor es la ABE in vitro de la proteina, siendo EPO un caso emblematico de esta
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regla (Goto y col., 1988). En otro trabajo, la linea celular CHO Lec2, la cual es deficiente en
la generacion de residuos de &cido sialico terminal debido a un defectuoso transporte de
acido sidlico a través de las vesiculas del Golgi por medio del nucle6tido CMP, se utilizé
para producir la hormona h-TSH en forma mas activa que la proveniente de células CHOwt.
Ademas, se observo que luego de la digestion con neuraminidasa, la hTSHcuo incrementé
su actividad in vitro a un valor de EC50 similar al obtenido para la proteina producida en
CHO Lec2. Seguidamente, se evalud la hTSH producida empleando células HEK como
huésped, la cual exhibié una actividad in vitro seis veces superior respecto de la hTSHcho
(Grossmann y col., 1995).

La capacidad antiproliferativa del IFN4Ngho € IFN4Nyex también fue evaluada en
lineas celulares derivadas de tumores solidos: células ACHN (derivadas de carcinoma
renal), células A375 (obtenidas a partir de melanoma maligno) y células PC-3 (aisladas de
cancer de préstata), con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos a partir de células
Daudi. La sensibilidad de estas lineas celulares frente a la citoquina estudiada fue menor,
motivo por el cual se requirié una cantidad mucho mayor de proteina para poder evidenciar
el efecto buscado. De este modo, para estos ensayos se llevdé a cabo el calculo de la
concentracion de IFN4N necesaria para lograr una inhibicién del crecimiento a un 50%
(1C50).

En la tabla IX se observan los valores de IC50 para el IFN4Ncyo € IFN4Npek
ensayados sobre las tres lineas celulares mencionadas. En general, se observd que la linea
celular mas sensible al tratamiento con IFN fue PC-3, seguida de A375 y ACHN. Las dos
moléculas fueron capaces de inhibir la proliferacién de las lineas celulares, sin embargo, la
molécula producida en células HEK fue més eficiente que la variante producida en células
CHO. Para todas las lineas celulares evaluadas se requiri6 una mayor concentracién de
IFN4NcHo para alcanzar el mismo efecto logrado por el IFN4Nye«. Particularmente, para
ACHN el efecto de ambas proteinas fue notablemente diferente (relacién de IC50IFN4N¢yo/
IC50IFN4Nyek = 2,5)

Tabla IX. Efecto del IFN4N,« e IFN4Ncyo sobre las lineas celulares ACHN, A375 y PC-3
medido mediante evaluacion del parametro IC50

Relacion
Linea celular 30 IFN‘I.PCHO 1C50 IFN4_1N HEK IC50IFN4Ncyo/
(ng.ml™) (ng-ml™) IC50IFN4Nyek*
ACHN 2,6 * 0,8 1,03 + 0,04 2,5
A375 1,3 * 0,4 0,99 + 0,16 1,3
PC-3 0,99 * 0,13 0,65 + 0,01 1,5

*La relacion permite determinar cuantas veces mas de IFN4NcHo se necesita para alcanzar el efecto logrado por
el |FN4NHEK.
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Los resultados de estos ensayos permitieron confirmar la mayor capacidad del
IFN4NLex para inhibir el crecimiento de las lineas celulares, comparativamente con el
IFN4NcHo. Una vez mas, la variante con menor grado de sialidacién exhibié mayor afinidad
de unién al receptor celular, lo cual se tradujo en una senal de transduccion mas fuerte y, en

consecuencia, en una mayor actividad antiproliferativa.

1.8.4. Evaluacion de la estabilidad del IFN4Ncyo € IFN4N, e« a elevadas temperaturas

Inicialmente se evalud la estabilidad del IFN4N derivado de células CHO y células
HEK a elevadas temperaturas. Se ha descripto que la glicosilacién permite mejorar la
estabilidad térmica y cinética de las proteinas. El incremento de la estabilidad térmica puede
expresarse como un aumento en la temperatura de melting de la proteina. Diferentes
estudios que evallan la estabilidad de diversas proteinas en sus formas glicosiladas y no
glicosiladas demostraron que los glicanos presentan diversos efectos sobre la cinética del
plegamiento e indican una mejorada estabilidad termodindmica de las variantes en su forma
glicosilada (Shental-Bechor y Levy, 2008; Manning y col., 2010).

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en el grado de glicosilacion del
IFN4Ncho € IFN4Npek, se estudié si dichas disparidades conducian a diferencias en su
estabilidad térmica. Este experimento consistié en incubar ambas moléculas durante 10 min
a diferentes temperaturas y luego determinar su AB antiviral. Se consideré la muestra
sometida a 20 °C como control de la maxima AB para calcular la actividad residual del resto
de las muestras. En la Fig. 42 se observa que ambas muestras conservaron el 100% de su
actividad hasta los 55 °C. Sin embargo, a 65 °C la actividad bioldgica residual del IFN4Nyex
sufrié una disminucién, mientras que la AB residual del IFN4Ngyo permanecié estable. A
75 °C, la estabilidad térmica de ambas moléculas se redujo a un 50% aproximadamente. En
este caso, podriamos concluir que el mayor grado de glicosilacion observado para el
IFN4Ncho le conferiria una mayor estabilidad térmica respecto del IFN4Nyex.
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Fig. 42. Evaluacion de la estabilidad térmica del IFN4Nc, o e IFN4N, e« frente a
diferentes temperaturas.
Tanto el IFN4Nyex (m) como el IFN4Ncyo (m) fueron incubados a diferentes
temperaturas durante 10 min. Las muestras obtenidas fueron valoradas
mediante ensayo de actividad biolégica antiviral in vitro. El ensayo de
estabilidad fue realizado en dos ocasiones y cada una de las muestras fue
valorada por triplicado. Se asigné un 100% de actividad a la muestra
correspondiente a la incubacién a 20 °C para calcular la actividad residual del
resto de las muestras, incubadas a mayores temperaturas. Para cada valor de
temperatura se graficé la actividad residual £ SD.

1.8.5. Evaluacion farmacocinética del IFN4Ncho € IFN4Nyex

Las propiedades farmacocinéticas de las glicoproteinas son altamente influenciadas
por los oligosacaridos que las conforman y resultan criticas para la determinacion de su
eficacia terapéutica. La farmacocinética del IFN4Npex € IFN4Nco fue llevada a cabo con el
objetivo de evaluar la influencia de su perfil glicosidico sobre su velocidad de depuracién o
clearance, vida media plasmatica, concentracibn maxima y tiempo necesario para
alcanzarla.

Las diferencias observadas en el grado de glicosilacion del IFN4Ncpo € IFN4Npec
no generaron grandes diferencias en sus perfiles farmacocinéticos (Fig. 43). So6lo se
visualizaron diferencias significativas durante la fase de absorcién. Especificamente, el T s
del IFN4Nqho fue aproximadamente 3 veces superior respecto del correspondiente para la
proteina producida en HEK, indicando que el mismo requiere de un tiempo
significativamente mas prolongado para alcanzar la maxima concentracion plasmatica
(p=0,03). De todos modos, el C,i de las dos proteinas no evidencié diferencias
significativas (Tabla X).
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Fig. 43. Perfil farmacocinético del IFN4N¢,o e IFN4N, e« luego de inyeccion subcutanea
en animales de experimentacion
Se graficé la AB antiviral del IFN4Nyex (m) e IFN4Ncuo (®) en funcion del tiempo
transcurrido desde la inyeccion. Los resultados para cada tiempo se muestran como el
promedio = SD (n=4).

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los parametros t,
AUC y CLgp, calculados para el IFN4Nyex e IFN4Ngo.

Si bien muchos autores han descripto que el incremento del grado de glicosilacion
contribuye a un mejoramiento de las propiedades farmacocinéticas (Sinclair y Elliott, 2005;
Costa y col., 2014), el entendimiento del comportamiento farmacocinético de cada molécula
pareceria ser mas complejo.

Estudios previos han demostrado que las proteinas conteniendo Gal como glicano
terminal (glicano desialilado) son removidas rapidamente de la circulacion a través de
endocitosis mediada por receptores de asialoglicoproteinas expresados en hepatocitos
(Morell y col., 1971). Ademas, se ha postulado que las glicoproteinas conteniendo Man, Fuc
o GIcNAc como glicanos terminales pueden ser removidas de la circulacion mediante
interacciones especificas con otros receptores tipo lectina expresados en diferentes tipos de
células en mamiferos. Por otra parte, es importante tener en cuenta que las glicoproteinas
pueden ser dirigidas hacia cierto tipo de tejidos y érganos dependiendo de las estructuras
glicosidicas que contengan (Bocci y col., 1990; Mahmood y Green, 2005; Sola y Griebenow,
2010; Higel y col., 2016). Las evidencias postuladas permitirian explicar el comportamiento
farmacocinético del IFN4Ncho e IFN4Nek. Las diferencias en el grado de glicosilacién de
ambas proteinas podrian ser las responsables de su direccionamiento hacia distintas vias
de absorcién y eliminacion, promoviendo o interfiriendo en la interaccion con los receptores

participes de las mismas. Al involucrarse en diferentes vias farmacocinéticas no seria
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sorprendente que el comportamiento de ambas moléculas presente grandes similitudes, a

pesar de las diferencias glicosidicas postuladas.

Tabla X. Parametros farmacocinéticos del IFN4Nc,o e IFN4N e« luego de su inyeccidn
subcutanea en ratas

Muestra Crmax (ULmI™) Tmax (D) t12 (h) AUC (ULh.mI™) CLapp (MLh™)
pp

IFN4Ncyo 194 + 17 72 + 13 54 + 6 11732  + 1115 17 = 2
IFN4Nyex 149 + 27 27 + 03 &7 + 7 9679 * 1206 21 + 3

Los parametros fueron calculados para cada animal y se expresan como el valor promedio £ SD
(n=4).

Cmax. concentracion maxima

Tmax: tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima

t1/2: tiempo de vida media terminal

AUC: area bajo la curva de AB antiviral vs. tiempo

Cl,pp: clearance aparente o velocidad de eliminacion

1.8.6. Analisis de la actividad biolégica in vivo del IFN4Ncho € IFN4Nyex

El IFN-a es capaz de ejercer su accion antitumoral no sélo a través de la inhibicién
de la proliferacion celular, sino también mediante la regulacién negativa de la expresion de
oncogenes e induccion de genes supresores de tumores (Belardelli y col., 2002). Ademas su
efectividad demostrada en modelos tumorales ha permitido describirlo como un potente
inhibidor de la angiogénesis (Indraccolo, 2010). La inhibicion del desarrollo de vasos
sanguineos es un proceso que permite interferir en el desarrollo de tumores (Lindner, 2002).
Especificamente, el IFN-a es capaz de ejercer su accion antiangiogénica mediante inhibicion
de la expresion o regulacién negativa de ciertos factores que promueven la angiogénesis vy,
consecuentemente, la progresion de tumores. Entre ellos podemos mencionar: el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), la interleuquina 8 (IL-8), el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9). Es importante tener
en cuenta que la administracibn de IFN-a en ratones transgénicos modelo de
adenocarcinoma de préstata durante las etapas tempranas del desarrollo del cancer condujo
a la inhibicién sustancial de la angiogénesis (Persano y col., 2009; Indraccolo, 2010).

Las diferencias en el grado de glicosilacion del IFN4Ncyo € IFN4Npek, asi como
también en la ABE antiproliferativa in vitro, estimularon el analisis y comparacion de ambas
citoquinas en ensayos de AB antitumoral in vivo. Este tipo de ensayos permite evaluar la
capacidad del IFN para disminuir el crecimiento de tumores soélidos implantados
subcutaneamente en ratones inmunocomprometidos.

El experimento fue realizado empleando ratones nude atimicos de la cepa N:NIH
nu/nu a los que se implantaron células tumorales de origen humano PC-3. En la Fig. 44 se
muestran las curvas que indican el volumen promedio de los tumores correspondientes al

grupo de ratones tratados con IFN4Ngho, IFN4Nyex ¥ control (PBS) en funcién del tiempo
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desde el comienzo del tratamiento. Se observé claramente que ambas moléculas
permitieron retardar el crecimiento de los tumores, en comparacién con el control. A su vez,
el IFN4Nyek resulté ser el mas efectivo, ya que su curva de crecimiento siempre se mantuvo
por debajo de la curva correspondiente a los tumores derivados del tratamiento con
IFN4NcHo.

3500
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2500 | —@—IFN4NHEK

2000 ]§|’I

1500
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Fig. 44. Evaluacion del efecto antitumoral in vivo del IFN4Nc o e IFN4Nyek sobre el

crecimiento de tumores de células PC-3 implantadas subcutaneamente en
ratones nude.
La generacion del modelo tumoral se realizé6 mediante la inyeccion subcutédnea de
2.10° células de la linea tumoral prostatica PC-3. Dos dias después, se comenzo6 el
tratamiento que consistidé en la inyeccion semanal de 5 pg de IFN4Ncyo (o) 0
IFN4Npex (o). El grupo control (e) fue sometido a inyeccion con PBS, que constituye
el excipiente de las moléculas anteriormente mencionadas. En el eje de ordenadas
se graficé el volumen promedio del tumor (determinado por medicién de las
dimensiones del tumor con un calibre, asumiendo una geometria elipsoidal) en
funcion del tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento, en el eje de abscisas.
Los resultados se expresaron como el valor promedio + SD (n=6).

Posteriormente, a partir de la Fig. 44 se calcularon las velocidades de crecimiento
de los tumores para cada uno de los tratamientos. Especificamente, en las muestras control
e IFN4N¢yo se identificaron dos fases de crecimiento: una fase inicial lenta y una fase final
mas rapida. La primera se extendié desde el inicio del tratamiento hasta el dia 26, mientras
que la segunda etapa comprendié los dias 26 a 34. Las velocidades de crecimiento
calculadas para el grupo control fueron 42 + 11 mmi.dia’ y 147 + 32 mm’.dia’, para la
primera y segunda etapa, respectivamente. Para el IFN4Ng0 la velocidad de crecimiento de
la primera fase fue de 15 + 5 mm®.dia”’ mientras que para la segunda fase se obtuvo un
valor de 78 + 32 mm®dia”’. Ambos valores demuestran la capacidad del IFN4Ngyo para

reducir aproximadamente en un 50% la velocidad de crecimiento de los tumores. En el caso
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del IFN4Nyex se identificd una Unica fase de crecimiento lineal a partir del dia 7 de iniciado el
tratamiento hasta su finalizaciéon. En este caso, la velocidad de crecimiento durante todo el
tratamiento fue de 22 + 5 mm®.dia”, representando una disminucion del 85% y del 72% con
respecto a la velocidad de crecimiento del tumor a partir del dia 26 de los grupos tratados
con PBS o IFN4Ncho, respectivamente. Este resultado demostrd la mayor eficacia de la
molécula derivada de células HEK como agente antitumoral.

El dltimo dia del experimento, 34 dias posteriores al comienzo del tratamiento, se
realiz6 el sacrificio de los ratones, la extraccién de los tumores y la determinacion de su
peso. El peso promedio de los tumores derivados del tratamiento con IFN4Ncpo € IFN4Nyex
fue significativamente inferior respecto del grupo control (p=0,0184 y p=0,0009,
respectivamente; Fig. 45). Ademas, este resultado confirmé que el tratamiento con IFN4N
derivado de células HEK fue significativamente mas eficiente que el tratamiento realizado
con la molécula proveniente de células CHO (p=0,0106). En la Fig. 46 se observa una
fotografia de los tumores extraidos al finalizar este experimento. El analisis macroscépico
evidencia que los tumores provenientes del tratamiento con IFN4Npe« son mas pequenos y
presentan menor grado de vascularizacion respecto de los tumores control y los derivados
del tratamiento con IFN4Ngho.

Peso del tumor (g)

Fig. 45. Evaluacion del efecto antitumoral in vivo del IFN4Ncho € IFN4Nyex. Analisis del
peso de los tumores generados en ratones nude a partir de la implantacion
subcutanea de células tumorales de origen prostatico de la linea PC-3
A los 34 dias de inyectada la primera dosis se realizd el sacrificio de los animales,
extraccion de los tumores y determinacion de su peso. Se muestra el peso promedio
de los tumores provenientes del grupo control y de los tratamientos con IFN4Ncyo ()
0 IFN4Nyek (). Los resultados se expresan como el valor promedio £ SD (n=6).

Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas: * (p<0,05), ** (p<0,01)
y *** (p<0,001).
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Fig. 46. Fotografia de los tumores extraidos de los ratones nude inoculados con células
PC-3 y sometidos al tratamiento con IFN4Ncyo € IFN4Nye¢
Luego de la extraccion, los tumores fueron fotografiados y pesados.

Los estudios in vivo con ambas moléculas demostraron que la obtenida a partir de
células HEK fue capaz de disminuir con mayor eficiencia la velocidad de crecimiento de los
tumores generados luego de la inoculacién de células neoplasicas de origen prostatico a los
ratones nude. En dicho contexto y en ausencia de diferencias significativas a nivel
farmacocinético entre ambas glicoproteinas, la glicosilacion desarrollada por las células
humanas incliné la balanza hacia una mejora en la actividad in vitro que probablemente fue
responsable de una mayor potencia antitumoral in vivo.
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2. Obtencion de nuevas variantes del hIFN-a2b con caracteristicas mejoradas
respecto del IFN4AN

El objetivo principal de esta segunda parte de la tesis consistié en construir nuevas
variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b que presenten mejoras a nivel de sus propiedades
farmacocinéticas y/o de interaccion con el receptor con respecto al IFN4N y que, de este
modo, conduzcan a un incremento de la actividad biolégica evaluada in vivo. Las
modificaciones realizadas en la secuencia del hIFN-a2b consistieron en introducir nuevos
sitios potenciales para N-glicosilacién de acuerdo con la secuencia consenso N-X-T (siendo
X diferente de Pro) en la molécula de IFN4N o bien, en eliminar modificaciones que se
habian realizado previamente para la obtencién de dicha variante hiperglicosilada y que
resultaron perjudiciales para las propiedades de la proteina.

Con relacion a las modificaciones efectuadas para introducir sitios potenciales de
N-glicosilacion en la molécula de IFN4N se seleccion6 el procedimiento de generacion de
mutaciones puntuales y/o la introduccion de un péptido de 9 aminoacidos en su extremo
N-terminal. El péptido ANITVNITV se caracteriza por presentar dos sitios potenciales para
N-glicosilacion y fue descripto por Perlmann y col. (2003), quienes demostraron mejoras en
el perfil farmacocinético de la proteina modificada.

Para lograr el objetivo antes indicado, se propuso la generaciéon de grupos de
muteinas destinados a estudiar una mejora en la actividad biolégica in vivo del IFN4N desde
los dos puntos de vista inicialmente mencionados: optimizacién de las propiedades
farmacocinéticas y/o de la interaccibn con el receptor para aumentar la actividad

antiproliferativa. Los grupos propuestos fueron los siguientes:

Grupo A: Muteinas con superior actividad biolégica antiproliferativa in vitro y similar grado

de glicosilacion. Dado que se determiné que la mutacion R23N de la molécula de

IFN4N causaba gran disminucién en la ABE antiproliferativa del IFN4N (Ceaglio
y col. 2008), se decidi6é eliminar dicha modificacién en el disefio de las nuevas
muteinas. Ademas, todas las variantes de hIFN-a2b propuestas para este grupo
se disenaron de manera de contener 4 sitios potenciales para N-glicosilacion
(4N). Las secuencias a mutar se seleccionaron teniendo en cuenta sitios de
comprobada N-glicosilacion en trabajos previos (Ceaglio y col., 2008: Gugliotta y
col, 2010), por lo que fue posible proyectar que todas deberian presentar un

grado de glicosilacion similar. Las muteinas propuestas fueron:

IFN3NM47: Presenta las mutaciones P4N, F47T, K70N, D77N
IFN3NM95: Presenta las mutaciones P4N, K70N, D77N, L95T
IFN2NM47/95: Presenta las mutaciones P4N, F47T, D77N, L95T
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Grupo B:

Grupo C:

IFN2NMutNter: Presenta las mutaciones P4N, D77N y el péptido
ANITVNITV en el extremo N-terminal.

Muteinas con superior grado de glicosilacion y similar o inferior actividad

biolégica antiproliferativa in vitro. En este caso se construyeron variantes con 5 o

mas sitios potenciales para N-glicosilacion y se conservé la mutacién R23N. Las

nuevas variantes propuestas fueron:

IFN4ANM47: Presenta las mutaciones P4N, R23N, F47T, K70N y
D77N

IFN4NM95: Presenta las mutaciones P4N, R23N, K70N, D77N y
L95T

IFN4NMutNter: Presenta las mutaciones P4N, R23N, K70N, D77N y el

péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal.
Las muteinas IFN4NM47 e IFN4NM95 presentan 5 sitios potenciales de
N-glicosilacion (5N) mientras que IFN4NMutNterm presenta 6 sitios (6N).

Muteinas con superior grado de glicosilacién y actividad biolégica antiproliferativa

in vitro. En este caso se construyeron variantes del hIFN-a2b conteniendo 5 o

mas sitios potenciales para N-glicosilacion. La mutacion R23N no fue tenida en
cuenta para el disefio de las muteinas de este grupo ya que el objetivo fue
mejorar, simultaneamente, la ABE antiproliferativa in vitro respecto del IFN4N.

Las muteinas propuestas fueron:

IFN3NM47/95: Presenta las mutaciones P4N, F47T, K70N, D77N y
L95T

IFN3NMutNter: Presenta las mutaciones P4N, K70N, D77N vy el péptido
ANITVNITV en el extremo N-terminal.

IFN3N47MutNter: Presenta las mutaciones P4N, F47T, K70N, D77N vy el

péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal.

Las variantes IFN3NM47/95 e IFN3NMutNterm poseen 5 sitios potenciales para
N-glicosilacion mientras que IFN3NM47MutNterm presenta 6 sitios.

Ademas, se llevé a cabo el disefio de la variante IFNwtMutNter que resulté de la

fusién del péptido ANITVNITV al extremo N-terminal de la secuencia del hIFN-a2b. Esta

variante fue construida a los fines de conocer con mayor detalle la influencia del péptido de

9 aminodcidos sobre las distintas propiedades del hIFN-a2b.
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2.1, Construccién de muteinas del hIFN-a2b con un numero variable de sitios para
N-glicosilacion

2.1.1. Mutagénesis sitio-dirigida del hIFN-a2b, IFN2N, IFN3N e IFN4N

La mutagénesis sitio-dirigida mediada por PCR permite modificar y posteriormente
amplificar un pequeno fragmento de ADN. De este modo, se obtiene un gran ndmero de
copias del transgén de interés para luego proceder a su estudio (Weiner y col., 1995; Cosby
y Lesley, 1997).

El procedimiento de mutagénesis fue llevado a cabo empleando como molde
vectores pClneo conteniendo los genes de hIFN-a2b o las variantes desarrolladas
previamente en nuestro laboratorio mediante el trabajo de Ceaglio y col. (2008): IFN2N (que
contiene las mutaciones P4N y D77N) e IFN3N (que contiene las mutaciones P4AN K70N y
D77N). A partir de los mencionados genes se introdujeron las mutaciones puntuales (F47T y
L95T) que permitieron generar nuevos sitios para la unién de N-glicanos. Adem@s, se llevo a
cabo la adicion del péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal de ambas secuencias. De
este modo se obtuvieron las variantes IFNwtMutNter, IFN2NM47/95, IFN2NMutNter,
IFN3NM47, IFN3NM95, IFN3NM47/95, IFNSNMutNter, IFN3N47MutNter.

Por otra parte, se empleé el plasmido pCl-neo IFN4N (que contiene las mutaciones
a nivel de los residuos 4/23/70/77) sobre el cual se realizé la introducciéon de una nueva
mutacion puntual tanto en el residuo F47 o en L95, para asi obtener las secuencias
IFN4ANM47 e IFN4NM95. A su vez, se llevdo a cabo la construccion de la variante
IFN4NMutNter mediante la adicién del péptido ANITNVNITV en el extremo N-terminal del
IFN4N.

Todas las modificaciones mencionadas anteriormente fueron introducidas en los
genes de interés mediante mutagénesis sitio-dirigida utilizando la metodologia de extensién
por solapamiento mediante PCR (ES-PCR), la cual consisti6 en dos etapas de PCR
consecutivas. En la primera etapa se realizaron dos reacciones de PCR independientes en
las cuales se utilizd un oligonucleétido externo y un oligonucleétido interno, en sentido
directo o reverso segun corresponda, para generar dos fragmentos (A y B) que contienen la
modificacion de interés y cuyos extremos se solapan. Los productos de la PCR 1 fueron
analizados en un gel de agarosa al 1% (P/V). En la Fig. 47a se muestra un ejemplo
correspondiente a la generacién de las muteinas IFN3NM47 e IFN3NM95 mientras que en la
Fig. 47b se observa el resultado correspondiente a la generacion de muteinas con la adicién
del péptido en el extremo N-terminal, en este caso, del IFN3NMutNter. En ambos casos, se
indica el tamano aproximado de los fragmentos obtenidos. Para todas las muteinas se
obtuvieron 2 fragmentos del tamafo esperado y en cantidades apropiadas para los pasos
posteriores.
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Fig. 47. Primera etapa de la ES-PCR para introduccién de mutaciones puntuales en los
aminoacidos 47 y 95 (a) y para la fusidon del péptido ANITVNITV (b) sobre la
secuencia de IFN3N
Los productos de PCR de las dos reacciones se analizaron en geles de agarosa al
1,5% (P/V). El volumen de reaccién se dividié en dos fracciones y se sembré en dos
calles:

(a) Muteinas IFN3NM47 e IFN3NM95.
Calles: 1-2: Muteina IFN3NM47 (F47T) fragmento A (462 pb).
3-4: Muteina IFN3NM47 (F47T) fragmento B (239 pb).
5-6: Muteina IFN3NM95 (L95T) fragmento A (318 pb).
7-8: Muteina IFN3NM95 (L95T) fragmento B (385 pb).
9: Marcador de masa molecular (CIEN marker).

(b) Muteinas N-terminal (ANITVNITV).
Calles: 1-2: Muteina N-terminal IFN3NMutNter fragmento A (611 pb)
3-4: Muteina N-terminal IFN3NMutNter fragmento B (130 pb).
5: Marcador de masa molecular (CIEN marker).

Los fragmentos se purificaron a partir del gel de agarosa y se utilizaron como molde
para la segunda etapa de mutagénesis, que consistié en una unica reaccion de PCR para
unir los dos fragmentos individuales de manera de obtener el gen completo de cada
muteina. El resultado de esta etapa se muestra en la Fig. 48.
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Fig. 48. Segunda etapa de la ES-PCR para la generacion de muteinas derivadas del IFN3N
conteniendo las mutaciones puntuales en los aminoacidos 47 y 95 (a) o el péptido
ANITVNITV en su extremo N-terminal (b).

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1,5% (P/V). El volumen de
reaccién se dividié en dos fracciones y se sembr6 en dos calles:
(@) Muteinas IFN3NM47 e IFN3NM95.
Calles: 1-2: Muteina IFN3NM47 (F47T) (673 pb).
3-4: Muteina IFN3NM95 (L95T) (673 pb).
5: Marcador de masa molecular (CIEN marker).

(b) Muteinas N-terminal (ANITVNITV).
Calles: 1-2: Muteina N-terminal IFN3NMutNter (700 pb).
3: Marcador de masa molecular (CIEN marker).

2.1.1. Clonado de los genes de las nuevas muteinas del hiIFN-a2b en el vector de

expresion pCl-neo

El clonado de las nuevas muteinas en el vector de expresién para células
eucariotas pCl-neo y su posterior empleo en ensayos de transfeccion transitoria son etapas
fundamentales a los fines de obtener cantidades moderadas de las nuevas proteinas en
sobrenadantes de cultivo que permitan realizar su caracterizacién de forma general.

Las nuevas variantes del hIFN-a2b fueron digeridas con las enzimas de restriccion
EcoR | y Xba | y purificadas a partir de la solucidn, con el fin de eliminar las enzimas de
restriccion, sales y los fragmentos de ADN residuales cortos provenientes de la digestion.
Posteriormente se realizé la ligacion de los fragmentos mencionados al vector de expresién

para células eucariotas pCl-neo, previamente linealizado con las mismas enzimas. Luego de
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la transformacién bacteriana se seleccionaron clones al azar y la presencia del inserto fue
confirmada mediante digestién con las mismas enzimas de restriccibn empleadas para el
clonado (Fig. 49).

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
a) Y e ;

700 pb

3 —— 600 pb
+ + |=™ 500pb
L
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1000 pb
800 pb
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Fig.49. Clonado de las variantes IFN3NM47, IFN3NM95 e IFN3NMutNter conteniendo
modificaciones F47T, L95T (a) y N-terminal (ANITVNITV) en el vector pCl-neo.
Los plasmidos pCl-neo obtenidos de colonias escogidas al azar fueron digeridos con
las enzimas EcoR | y Xba | y analizados en un gel de agarosa al 1% (P/V). Se
ejemplifica la obtencién de variantes con mutaciones puntuales y con el péptido en el
extremo N-terminal.

(a) Muteinas IFN3NM47 e IFN3NM95.
Calles: 1-10: Clones de muteinas IFN3NM47 e IFN3NM95 (673 pb).
11: Control positivo (fragmento de PCR 2: 673 pb).
12: Control negativo (pCI-neo)
13: Marcador de masa molecular (CIEN marker).

(b) Muteina IFN3SNMutNter.
Calles: 1-6: Clones de la Muteina N-terminal IFN3NMutNter (700 pb).
7: Marcador de masa molecular (200 bp DNA Step Ladder).

La presencia de clones positivos para ambos tipos de muteinas se confirmé al
observar la liberacién de una banda de aproximadamente 700 pb. En la Fig. 49a se
observan clones positivos ubicados en las calles 7-10 mientras que en la Fig. 49b los clones

positivos se encuentran en las calles 2-6.
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La presencia e identidad de las modificaciones introducidas se evalu6 mediante
secuenciacion de 2 clones de cada una de las nuevas variantes, verificandose que al menos

un clon disponia de la secuencia con la mutacién esperada.

2.2. Transfecciones transitorias de células CHO empleando los vectores de

expresion pCl-neo

Con el fin de caracterizar las nuevas muteinas hiperglicosiladas derivadas del
hIFN-a2b, se realizaron transfecciones transitorias de células CHO con los plasmidos
construidos previamente y verificados mediante secuenciacion. Para cada muteina se
realizaron dos ensayos de transfeccion transitoria, en dos cavidades de una placa de
6 pozos. El medio de cultivo empleado para uno de ellos fue el medio de crecimiento
correspondiente para células CHO, que contiene 5% (V/V) de SFB. Para el segundo pozo de
la transfeccién transitoria se emple6é medio de cultivo con un porcentaje 10 veces menor de
SFB. El sobrenadante de cultivo de este Ultimo pozo fue empleado en ensayos de
SDS-PAGE/wb, dado que la presencia de un alto contenido de albumina (caracteristico del
SFB) interfiere en la visualizacién de las bandas de mayor masa molecular de las variantes

hiperglicosiladas de IFN.

2.3. Caracterizacion de las nuevas muteinas de hIFN-a2b a partir de
sobrenadantes de cultivo provenientes de las transfecciones transitorias

2.3.1. Cuantificacion de las nuevas muteinas

La cuantificacién de muteinas derivadas del hIFN-a2b constituye una metodologia
fundamental no sé6lo en etapas de desarrollo de lineas y clones celulares recombinantes
sino también para la comparacién de caracteristicas especificas de cada muteina que se
calculan considerando su concentracion. Los métodos inmunoquimicos como los ensayos
de ELISA resultan ser la metodologia de eleccién para la cuantificacion de citoquinas
presentes en muestras complejas. Todo método inmunoquimico destinado a la
cuantificacién de una proteina de interés requiere ser homologado mediante métodos de
referencia para determinacion de proteinas. Esto demanda la obtencién de las mismas con
un elevado grado de pureza y en alta concentracion.

El ensayo de ELISA sandwich empleado para la cuantificacion de las muteinas en
sobrenadantes de cultivo fue desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Ceaglio,
2008) empleando un mAb denominado CASE6 para la captura del IFN y el anticuerpo
policlonal C7 para su deteccion. A pesar de que el mAb demostr6é capacidad para reconocer
a todas las muteinas construidas, el sistema mAb CA5E6/pAb C7 presenté ciertas
dificultades para cuantificar con precision a las variantes hiperglicosiladas. Especificamente,
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se observé una subvaloraciéon de la concentracion de las variantes con mas de dos sitios
potenciales para N-glicosilacion presentes en los sobrenadantes de cultivo (Ceaglio, 2008;
Gugliotta, 2010).

A pesar de la problematica planteada, el ensayo de ELISA sandwich resulté de gran
utilidad para detectar muy bajas concentraciones de muteinas en las muestras y, de este
modo, realizar la evaluacién de productividades de lineas celulares y clones recombinantes
productores de una determinada muteina. Sin embargo, el andlisis comparativo entre
valores de produccién de clones desarrollados para diferentes variantes hiperglicosiladas del
hIFN-a2b asi como también para comparar las caracteristicas propias de cada molécula,
requiere de la utilizacion de un método de cuantificacion que permita obtener valores mas
aproximados a los reales. Por este motivo, se decidi6 evaluar la capacidad del ELISA de
competicion previamente disefiado en nuestro laboratorio para cuantificar de manera
apropiada al IFN4N. Para ello, se emplearon dos tipos de muestras de IFN4N, una de ellas
purificada mediante cromatografia de inmunoafinidad y la otra correspondiente a un
sobrenadante de cultivo. Ambas fueron cuantificadas por ELISA sandwich y ELISA de
competicion. La muestra purificada habia sido previamente cuantificada mediante
espectrofotometria empleando una Aggonm; de este modo, se dispuso de un valor de
concentracion  determinada por un método de referencia  (concentracion
IFN4N=1,51 mg.ml™). La cuantificacién por ELISA sandwich y de competicion se realizé por
duplicado en 5 oportunidades diferentes (Tabla Xl).

Tabla XI. Cuantificacion de IFN4N purificado y presente en un sobrenadante de cultivo
mediante ELISA sandwich y ELISA de competicion.
Concentracion (ug.ml™) Relacion

Muestra de IFN4N ; ) . ELISA competicion /
ELISA sandwich  ELISA competicion ELISA sandwich

Proteina Purificada
(1510 pg.ml™) 342 + 22 1724

I+

131 5 * 1

Sobrenadante de cultivo 0,23 + 0,01 1,0

I+

0,1 5

I+
-

La utilidad del ELISA de competicion para la cuantificacidon del IFN4N quedd
demostrada, dado que el valor obtenido no presenté diferencias significativas con el valor
calculado a partir de la medicion espectrofotométrica. Ademas, para esta misma muestra el
valor de concentraciéon obtenido mediante el ensayo de competicion fue 5 veces mayor con
respecto al calculado mediante ELISA sandwich. Dicha relacién fue similar a la determinada
para la muestra correspondiente al sobrenadante de cultivo. De este modo, el ensayo de
ELISA de competicion fue considerado como el mas apropiado para la cuantificacion de

muteinas hiperglicosiladas del hIFN-a2b a partir de sobrenadantes de cultivo.
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Las nuevas muteinas disefiadas y obtenidas mediante ensayos de transfeccion
transitoria fueron inicialmente cuantificadas mediante ELISA sandwich y posteriormente
evaluadas mediante ELISA de competicién. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla XII. Claramente se observé que la concomitante introduccién de modificaciones en la
secuencia del hIFN-a2b afecté directamente su cuantificacion mediante ELISA sandwich.
Los resultados obtenidos demostraron coherencia con el estudio de cuantificacién realizado
a partir de una muestra purificada y de sobrenadante de cultivo conteniendo IFN4N, motivo
por el cual se decidi6 utilizar el valor de cuantificacién determinado mediante ELISA de
competicion como el mas aproximado para realizar los cédlculos de ABE de cada muteina
presente en un medio complejo como el sobrenadante de cultivo de células.

Tabla XIl. Cuantificacion mediante ELISA sandwich y ELISA de competicion de las nuevas
muteinas del hIFN-a2b presentes en sobrenadantes de cultivo provenientes de
transfecciones transitorias

Muteina Concentracion (ng/ml) Relacion
ELISA sandwich™ ELISA de competicion™ (EC/ES)

IFN wild type 199 + 40 297 + 65 15 + 04
IFNwtMutNter 181 + 21 326 + 102 1,8 = 0,6
IFN2NM47 157 + 21 460 + 59 29 + 05
IFN4N 225 + 10 1023 + 126 45 + 0,6
IFN2NM47/95 250 + 58 837 + 168 33 £ 1,0
IFN3NM47 129 + 17 347 + 52 2,7 £+ 05
IFN3NM95 94 + 24 227 + 14 24 + 0,6
IFN2NMutNter 139 + 24 559 + 61 40 + 0,8
IFNANM47 176 + 38 657 + 172 37 1,3
IFN4ANMO95 127 + 8 418 + 100 3,3 + 0,8
IFN3NM47/95 111 + 35 388 + 123 35 + 1,6
IFN3NMutNter 190 + 50 610 + 146 32 + 1,1
IFN4ANMutNter 194 + 32 693 + 237 36 + 14
IFN3NM47MutNter 107 + 29 436 + 141 40 = 1,7

*1 Los resultados corresponden al valor promedio + SD de 5 repeticiones
*2 Los resultados corresponden al valor promedio + SD de 3 repeticiones

2.3.2. Evaluacion del grado de glicosilacion de las nuevas muteinas mediante

SDS-PAGE e isoelectroenfoque seguidos de western blot

El ensayo de SDS-PAGE/wb se realizd a los fines de evaluar la masa molecular
aparente de las nuevas muteinas y comparar su perfil con el correspondiente al del IFN4N y
del IFNwt (Fig. 50).

La Fig. 50a evidencia el resultado correspondiente a las muteinas del grupo A, es
decir, variantes con similar grado de glicosilacién respecto del IFN4N. Se puede observar
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que todas las variantes presentan un perfil electroforético similar al IFN4N y superior a la
variante IFN2NM47 (3N).

a)
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Fig. 50. Evaluacion del grado de glicosilacion de las nuevas muteinas del hIFN-a2b
Se sembraron sobrenadantes de cultivo provenientes de las transfecciones
transitorias realizadas para las muteinas de los grupos A (a), B (b) y C (c). El
western blot (d) corresponde al agregado del péptido ANITVNITV al extremo N-ter
del hIFN-a2b.
a) Marcador de masa molecular (1), IFN2NM47 (2), IFN2NM47/95 (3), IFN3NM47 (4),
IFN3NM95 (5), IFN2NMutNterm (6), IFN4N (7).

b) IFN4N (1), IFN4ANM47 (2), IFNANM95 (3), IFN4ANMutNter (4), Marcador de masa
molecular (5).

c) IFN4N (1), IFN3NM47/95 (2), IFN3NMutNter (3), IFN3NM47MutNter (4), Marcador
de masa molecular (5).

d) hIFN-a2b no glicosilado (1), hIFN-a2b wild type (2), IFNwtMutNter (3), Marcador de
masa molecular (4).

La Fig. 50b muestra los resultados para las variantes del grupo B, observandose un
superior grado de glicosilacién para las nuevas muteinas, de acuerdo con lo esperado.
Ademas se observé que el IFNANMutNter (calle 4) demostré una masa molecular aparente
levemente superior a las variantes con 5 sitios potenciales de N-glicosilacion (IFN4ANM47 e
IFN4ANMO95). Este resultado estaria evidenciando la posible glicosilacion de ambos sitios
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potenciales de N-glicosilacion en el péptido ANITVNITV fusionado al extremo N-terminal de
la secuencia del IFN4N.
Por otra parte, en la Fig. 50c se observa el resultado para las muteinas del grupo C,
gue presentan una masa molecular aparente mas elevada en comparacion con el IFN4N.
Finalmente, la Fig. 50d muestra el resultado de la adicién del péptido ANITVNITV
en el extremo N-terminal del hIFN-a2b. Esta nueva variante evidencié un marcado
incremento de su masa molecular aparente, mayor a 10kDa, como se esperaba en los

analisis in silico.

2.3.3. Determinacion de la AB in vitro de las nuevas muteinas a partir de muestras

del ensayo de transfeccion transitoria

La evaluacion de la AB de las nuevas variantes del hIFN-a2b se realizé mediante
ensayos in vitro que emplean lineas celulares. Por un lado, se evalué la capacidad de las
nuevas muteinas de reducir la velocidad de crecimiento de la linea celular Daudi. Por otro
lado, la valoraciéon de la actividad antiviral consistié en determinar la capacidad de las
diferentes variantes del hIFN-a2b de proteger a la linea celular MDBK de la infeccién con el
virus VSV. En ambos casos, las muestras fueron cuantificadas empleando una curva de
calibrado construida a partir del estdndar internacional de hIFN-a2b producido en E. coli
(NIBSC, National Institute for Biological Standards and Control 95/566, OMS). A partir de los
datos de AB y de los valores de concentracién calculados mediante ELISA de competicién,
se determiné la ABE de cada variante. Los resultados se muestran en la tabla XIII.

Tabla XIll. Determinacion de la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro de las nuevas
variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b a partir de sobrenadantes de
cultivo obtenidos mediante transfeccion transitoria

, ABE (Ul.ng™)

Muteina Antiviral Antiproliferativa
IFN wild type 253  + 73 205 + 96
IFNwtMutNter 143 + 56 123 + 69

IFN2NM47 206 + 50 65 + 23

IFN4N 102+ 38 13 + 7

IFN2NM47/95 101 + 25 47 + 15
IFN3NM47 112+ 39 54 + 13
IFN3NM95 101+ 31 45 + 22

IFN2NMutNter 85 + 27 44 + 10
IFN4NM47 114 + 38 12 + 5
IFNANMO5 104 + 43 8 + 4
IFN3NM47/95 87 + 31 38 + 18
IFN3NMutNter 74+ 36 41 + 16
IFNANMutNter 95 + 54 7 + 3
IFN3NM47MutNter 68 + 28 24 + 12
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En general, se puede observar que la ABE antiviral disminuyé a medida que se
incrementd el numero de modificaciones introducidas en la secuencia del hIFN-a2b. En
primer lugar, la adicion del péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal de la secuencia del
hIFN-a2b provocd una reduccion de la ABE antiviral in vitro aproximadamente a la mitad con
respecto al IFNwt. Para las variantes con 4 o mas sitios potenciales de N-glicosilacién se
observdé una disminucién entre 3 y 4 veces respecto a la misma molécula (Tabla XiIll,
Fig. 51a).
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Fig. 51. Determinacion de la ABE antiviral (a) y antiproliferativa (b) in vitro de las

variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b

Se grafico el promedio de ABE + SD resultante de 5 repeticiones de los ensayos de
AB y 3 repeticiones del ensayo de cuantificacion mediante ELISA de competicién. En
(a) las muestras se encuentran ordenadas de manera creciente de acuerdo a su
grado de glicosilacion. En (b), las 10 primeras muestras constituyen variantes del
hIFN-a2b carentes de la mutacion R23N, mientras que las 4 muestras restantes
poseen la modificacibn mencionada; ambos subgrupos se encuentran ademas,
ordenados de acuerdo al grado creciente de glicosilacion.

Por otra parte, podemos observar que la concomitante introduccién de diferentes
modificaciones en la secuencia del hIFN-a2b afecté notablemente su ABE antiproliferativa.
Si bien la adicién del péptido condujo a la reduccion de la actividad, la introduccion de 3 o
mas mutaciones puntuales en la secuencia produjo una disminucién ain mayor. Al comparar
la ABE antiproliferativa del IFN4N con la correspondiente a otras variantes 4N como
IFN2NM47/95, IFN3NM47 e IFN3NM95 (las cuales carecen de la mutacién R23N) podemos
ver que estas ultimas se caracterizaron por ser aproximadamente 4 veces més activas. Es
decir, la modificacion R23N, presente solamente en la variante IFN4N, pareceria ser la
principal responsable de la caida notable en la ABE del hIFN-a2b. Esta hipdtesis se hace
aun mas fuerte al comparar los valores de ABE antiproliferativa obtenidos para IFN4NM47,
IFN4ANM95 e IFN4NMutNter que resultaron entre 3 y 5 veces mas bajos respecto de los
obtenidos para variantes 5N y 6N carentes de la mutacion R23N. Por otra parte, las
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variantes conteniendo la modificacion L95T presentaron menor ABE antiproliferativa
respecto de sus pares que no poseen dicha mutacién. Tal es el caso de los pares
IFN3NM47 e IFN3NM95 como asi también IFN4ANM47 e IFN4ANM95, en los cuales la
muteina que contiene L95T present6 una ABE antiproliferativa entre 1,2 y 1,5 veces inferior
(Fig. 51b).

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar a las dos mejores variantes de

cada uno de los grupos propuestos inicialmente para continuar con su caracterizacion.

2.4. Generacion de lineas celulares productoras de IFN3NM47, IFN2NM47/95,
IFN4ANM47, IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter mediante el empleo
de la tecnologia de vectores lentivirales de tercera generacion

2.4.1. Obtencion de plasmidos apropiados para el ensamblaje de particulas

lentivirales conteniendo las secuencias de interés

La generacion de lineas celulares mediante la tecnologia de transferencia de genes
mediada por vectores lentivirales de tercera generacion requirié inicialmente del clonado de
las secuencias del IFN3NM47, IFN2NM47/95, IFNANM47, IFN4ANMutNter, IFN3NM47/95 e
IFN3N47MutNter en el vector de transferencia del sistema, pLV-PLK. En la Fig. 52 se
muestra a modo de ejemplo el resultado de la PCR en colonia obtenido para los clones
transformados con el plasmido pLV-PLK IFN3N47MutNter. En este caso, los clones 2, 5,6y
9 resultaron positivos. Posteriormente, se realizaron minipreparaciones de ADN de 3 de los
clones mencionados (2, 5y 6), las cuales fueron sometidas a digestién con la enzima EcoR |
para verificar la presencia del fragmento de interés en el vector pLV-PLK. Los clones
positivos evidenciaron la liberacién de una banda de aproximadamente 1200 pb (Fig. 53).

Por ultimo los vectores fueron verificados mediante secuenciacion.
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Fig. 52. Electroforesis en gel de agarosa de las muestras correspondientes al ensayo
de PCR en colonia realizado para los clones pLV-PLK IFN3N47MutNter
La amplificacion de un fragmento de aproximadamente 1400 pb confirmé la
presencia de la secuencia de interés en el vector pLV-PLK.
Calles: 1-9: Clones pLV-PLK IFN3N47MutNter
10: Marcadores de masa molecular (Bench TOP 1kb DNA ladder)
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Fig. 53. Electroforesis en gel de agarosa del ADN plasmidico de los clones 2,5y 6 de
pLV-PLK IFN3N47MutNter digerido con la enzima de restriccion EcoR |
La liberacién de un fragmento de aproximadamente 1200 pb confirmd la presencia
de la secuencia de interés en el vector pLV-PLK.
Calles: 1: pLV-PLK IFN3N47MutNter clon 2
2: pLV-PLK IFN3N47MutNter clon 5
3: pLV-PLK IFN3N47MutNter clon 6
4: Marcadores de masa molecular (Bench TOP 1kb DNA ladder)

2.4.2. Ensamblado de particulas lentivirales y transducciéon de células CHO.

Caracterizacion de las lineas celulares resultantes

Si bien existen diversas metodologias que permiten llevar a cabo la generacion de
lineas celulares recombinantes, los antecedentes alcanzados durante los primeros
experimentos de esta tesis demostraron las ventajas del empleo de particulas lentivirales
para la transferencia de genes en células eucariotas.

Las seis lineas celulares resultantes fueron presionadas con concentraciones
crecientes de puromicina, hasta alcanzar 200 pg.ml" del agente de seleccién. A
concentraciones superiores se observo la muerte total del cultivo. Las lineas celulares
resistentes a 200 ug.ml™ fueron sometidas a un procedimiento de retransduccién (200 re-Td)
para incrementar aun mas su produccion especifica. Para el caso de las lineas CHO Td
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IFN3NM47/95 (200) y CHO Td IFN3N47MutNter (200) el proceso de retransduccién no
produjo un incremento en su produccién especifica (Fig. 54). Ademas, al incrementar la
concentracién de puromicina a 250 pg.ml” se observé muerte total de ambos cultivos. Por
este motivo, para estas dos lineas celulares se decidié clonar aquéllas presionadas con
200 pg.ml”, es decir, sin retransducir. Para el caso de las lineas celulares CHO productoras
de IFN2NM47/95, IFN3NM47, IFN4ANM47 e IFN4NMutNter, luego de la retransduccion se
observo un leve incremento en su productividad, el cual se acentué marcadamente luego de
la seleccion con 250 pg.mlI’ puromicina. Es importante aclarar que a mayores
concentraciones del agente de seleccion se observé muerte total del cultivo. Las
producciones especificas de todas las lineas celulares presionadas con diferentes
concentraciones de puromicina y retransducidas fueron calculadas mediante ELISA
sandwich (Fig. 54).

ms/p M100 =200 ®W200re-Td mre-Td250

Produccion especifica (ng.10-6cél'.dia™")
D
o
o

Fig. 54. Produccién especifica de las lineas celulares CHO productoras de IFN2NM47/95,
FIN3NM47, IFNANM47, IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter
Las lineas celulares fueron generadas mediante transduccion con LVs especificos.
Posteriormente fueron sometidas a presion selectiva con 100 y 200 ug.ml'1 de
puromicina. La linea celular obtenida luego de la seleccion con la maxima concentracién
de antibiético mencionada fue retransducida (re-Td) y presionada con 250 ug.ml™ del
agente de seleccidn. La produccién especifica de todas las lineas celulares resultantes,
asi como también la obtenida inicialmente, sin presionar (s/p) fue determinada mediante
ELISA sandwich.

Las lineas celulares elegidas por presentar la mayor produccién especifica de las
muteinas fueron posteriormente caracterizadas en funciéon de la masa molecular aparente y
ABE de la variante del hIFN-a2b.
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Con el objetivo de evaluar la masa molecular aparente se realiz6 un ensayo de
SDS-PAGE/wb. Se emplearon sobrenadantes obtenidos a partir del cultivo en medio libre de
proteinas para evitar la interferencia de la albumina sérica bovina presente en los medios de
cultivos de produccién habituales que contenian SFB. Los resultados se muestran en la
Fig. 55 y confirman lo observado anteriormente a partir de sobrenadantes de cultivo
provenientes de las transfecciones transitorias. Es decir, a medida que se incremento el
numero de sitios potenciales para N-glicosilacion, también aumentd la masa molecular

aparente de las muteinas.
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Fig. 55. Evaluacién del grado de glicosilacion de diferentes muteinas del hIFN-a2b
Las diferentes muteinas sembradas y los controles correspondientes se indican a
continuacion:

1- IFN-a2b no glicosilado

2- IFN wild type

3- IFN4N

4- IFN3NM47

5- IFN2NM47/95

6- IFN4ANM47

7- IFN3NM47/95

8- IFN3N47MutNter

9- IFN4NMutNter

10- Marcador de masa molecular

Ademas, se evalué la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro de las muteinas
obtenidas a partir de las nuevas lineas celulares. En general se observé que los valores
obtenidos se encuentran dentro del rango determinado por el promedio + SD de los datos
obtenidos para los sobrenadantes de cultivo provenientes de las transfecciones transitorias
(Tabla XI1V).
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Tabla XIV. Determinacion de la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro del IFN2NM47/95,
IFN3NM47, IFNANM47, IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter a partir de
sobrenadantes de cultivo de las lineas celulares CHO obtenidas mediante
transduccion

ABE (Ul.ng™)

Muestra Antiviral Antiproliferativa
IFNwtMutNter 121 + 31 60 * 26
IFN2NM47/95 80 + 29 51 * 4

IFN3NM47 101 + 15 45 * 15
IFN4ANM47 81 + 40 8 * 1
IFN4ANMutNter 70 + 22 10 * 4
IFN3NM47/95 40 + 25 34 * 25
IFN3N47MutNter 46 + 17 16 * 2

2.5. Clonado de las lineas celulares CHO productoras de IFN2NM47/95, IFN3NM47,
IFNANM47, IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFM3N47MutNter. Caracterizacion y
seleccion de los clones productores
Las lineas celulares CHO re-Td IFN2NM47/95 (250), CHO re-Td IFN3NM47 (250),

CHO re-Td IFN4NM47 (250), CHO re-Td IFN4NMutNter (250), CHO Td IFN3NM47/95 (200)

y CHO Td IFN3N47MutNter (200) fueron clonadas mediante el método de dilucion limite a

los fines de obtener clones celulares que permitan llevar a cabo la produccién de muteinas

con caracteristicas homogéneas y reproducibles.
A los 15 dias de comenzado el procedimiento de clonado se recolecto el
sobrenadante de cultivo de los pozos seleccionados para su cuantificacion mediante ELISA

sandwich. Los resultados se muestran en la Fig. 56.
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Fig. 56.
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Screening del clonado de las diferentes lineas celulares establecidas
productoras de IFN2NM47/95, IFN3NM47, IFN4NM47, IFN4NMutNter,
IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter

Los sobrenadantes de cultivo fueron cosechados a los 15 dias y cuantificados
mediante ELISA sandwich.

a) CHO re-Td IFNwtMutNter (250)

b) CHO re-Td IFN2NM47/95 (250)
¢) CHO re-Td IFN3NM47 (250)
d) CHO re-Td IFN4NM47 (250)
e) CHO re-Td IFN4NMutNter (250)
fy  CHO Td IFN3NM47/95 (200)
g) CHO Td IFN3N47MutNter (200)

Luego del primer screening, se procedi6 a realizar un segundo analisis mas

detallado a partir de 6 clones de cada linea celular. Este segundo screening consistié en

analizar la produccién especifica y el grado de glicosilacién de las muteinas producidas por

cada uno de ellos, cultivando el correspondiente clon por duplicado en placas de 12

cavidades.

Tabla XV. Determinacion de la produccion especifica correspondiente a 6 clones de
células CHO productores de IFN2NM47/95, IFN3NM47, IFN4NMA47,

IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter

Produccion especifica

Muteina Clon (ng.10%¢I™.dia™)

P2A4 2618

P1C9 2028

P1A2 1894

IFN2NM47/95 PoHa 1167
P2B5 1064

P1A4 250

P1D6 1294

P2F9 1127

P2E6 726

IFN3NM47 P17 595
P1E4 648

P2D4 544
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P2D12 588
P2C12 388
P2H4 363
IFNANMA47 ST 298
P1H3 271
P2G1 253
P1H7 221
P1B3 206
P2C11 174
IFN4ANMutNter P1B10 133
P1C5 108
P2A11 82
P1E9 1349
P1B11 1251
P1C9 789
IFN3NM47/95 P2CE =62
P1F6 319
P1D3 713
P2C10 1492
P2D2 460
P1B8 386
IFN3N47MutNter P5D12 336
P1G12 310
P1E10 216

En general se observd que la produccion especifica oscil6 entre 8,2.10% a
2,6.10° ug.cél'.dia™’ (Tabla XV). Es importante tener en cuenta que estos valores fueron
obtenidos mediante ensayos de ELISA sandwich que, como fue descripto anteriormente,
producen una subvaloracion en la determinacion de la concentracién de las muteinas
hiperglicosiladas. Es decir que las producciones especificas mencionadas podrian, en
realidad, ser superiores teniendo en cuenta el factor indicado en la Tabla XII.

Posteriormente, se realizaron ensayos de SDS-PAGE/wb, que permitieron evaluar
el perfil electroforético de las moléculas producidas por cada clon en forma comparativa con
la variante producida por la linea celular de origen y con el IFN4N (Fig.57).
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Fig. 57. Evaluacion del grado de glicosilacion de las muteinas del hIFN-a2b producidas por
diferentes clones
Se sembraron sobrenadantes de cultivo de 6 clones celulares derivados de las lineas celulares
productoras de: (a) IFNwtMutNter, (b) IFN2NM47/95, (c) IFN3NM47, (d) IFM3NM47/95, (e)
IFN4NM47, (f) IFN3N47MutNter y (g) IFN4NMutNter.
Las muestras sembradas fueron:

(
P2C10 (4), P1E10 (5), P1G12 (6), P2D2 (7)
P

f) Linea celular (1 P2D
2A11 (7)

g) Linea celular

a) Linea celular (1), P1H5 (2), P1A9 (3), P2G9 (4)

b) Linea celular (1), P1C9 (2), P1A2 (3), P1A4 (4), P2A4 (5), P2B5 (6), P2H4 (7), SN IFN4N (8)

c¢) Linea celular (1), P1H7 (2), P1D6 (3), P1E4 (4), P2E6 (5), P2F9 (6), P2D4 (7)

d) Linea celular (1), P1E9 (2), P1B11 (3), P1C9 (4), P2C6 (5), P1F6 (6), P1D3 (7)

e) SN IFN4N (1), Linea celular (2), P1H3 (3), P2H4 (4), P2D12 (5), P2C12 (6), P2G1 (7), P1H4 (8)
(1),
(1),

(

H
P2D12 (2), P1B8 (3),

(3

)
P2C11 (2), P1B3 (3), P1B10 (4), P1H7 (5), P1C5 (6),

En funcién de los resultados de productividad y SDS-PAGE/wb se seleccionaron 3
clones productores de cada muteina para proceder a la caracterizacién de la ABE evaluada
in vitro. Los clones seleccionados fueron: P1C9, P2H4 y P1A2 para IFN2NM47/95; P2D4,
P1D6 y P2F9 para IFN3NM47; P1E9, P1B11 y P1C9 para IFN3NM47/95; P1H4, P2H4 y
P2C12 para IFN4ANM47; P2D12, P1B8 y P2C10 para IFN3N47MutNter; y finalmente P1H7,
P1B3 y P2C11 para IFN4NMutNter.

A partir de sobrenadantes de cultivo provenientes de cada uno de los clones
elegidos se realizaron ensayos de AB antiviral y antiproliferativa in vitro. Considerando los
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resultados de la cuantificacion de cada muteina, obtenidos mediante ELISA de competicion,
se calcularon las ABE correspondientes (Tabla XVI).

Tabla XVI.  Analisis de la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro de las muteinas producidas
por los 3 clones de células CHO seleccionados

, ABE (Ul.ng™)

Muteina Clon Antiviral Antiproliferativa
P1H5 137 * 36 66 * 28
IFNwtMutNter P1A9 124 t 32 68 * 32
P2G9 143 t 47 69 * 31
P1C9 65 t 20 46 * 22
IFN2NM47/95 P1A2 70 * 29 47 * 20
P2H4 46 * 22 33 * 20
P1D6 47 * 15 23 * 10

IFN3NM47 P2F9 42 * 20 20 * 7
P2D4 41 + 12 27 + 17

P1B11 47 t 16 20 * 9

IFN3NM47/95 P1C9 39 t 14 15 * 8
P1E9 49 * 16 26 * 16

P1H4 42 t 20 3 * 1

IFNANM47 P2H4 43 * 22 3 * 1

P2C12 43 * 9 4 * 1
P2D12 54 * 12 29 * 17

IFN3N47MutNter P1B8 22 * 7 12 + 6
P1C10 30 * 14 21 * 5

P1H7 28 * 15 13 * 6

IFN4ANMutNter P2C11 28 t 6 13 * 6
P1B3 29 t 11 12 * 5

En negrita se resaltan los clones seleccionados para la etapa de produccién.

Sobre la base de los resultados obtenidos, se seleccionaron los clones que
presentaron un valor de produccién especifica elevado asi como también ABE in vitro 'y
grado de glicosilacién apropiados. De este modo, los clones elegidos para proceder a la
etapa de produccion fueron: IFNwtMutNter P1H5, IFN2NM47/95 P2H4, IFN3NM47 P2F9,
IFN3NM47/95 P1E9, IFNANM47 P2C12, IFN3N47MutNter P2C10 e IFN4ANMutNter P1H7.

2.6. Produccion de IFNwtMutNter, IFN2NM47/95, IFN3NM47, IFN4NM47,
IFNANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter mediante el cultivo de los
clones seleccionados en condiciones de adherencia
La produccion de las nuevas variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b se realizé en

frascos T triples de 500 cm? de superficie, utilizando cultivos en fase estacionaria y

realizando recambios cada 48 h o 72 h con medio de cultivo fresco suplementado con SFB

0,5% (V/V). La presencia de este suplemento en menor proporcién respecto al medio de

crecimiento facilito la posterior purificacion de las muteinas y a su vez resulté suficiente para

permitir que las células se mantengan adheridas. Por otra parte, durante el transcurso de la

etapa de produccion se observé el fendmeno de formacioén de cumulos; sin embargo, esto
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no afecté la productividad de la molécula de interés. Los sobrenadantes de cultivo
correspondientes a las cosechas de las diferentes muteinas de hlIFN-a2b fueron
cuantificados mediante ELISA sandwich (Fig. 58). Luego de llevar a cabo entre 9 a 11
cosechas de los diferentes cultivos (un periodo de aproximadamente 21 a 28 dias), los

mismos fueron discontinuados.

IFNwtMutNter
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Fig. 58. Evolucion de la concentracion de las variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b
presentes en los sobrenadantes de cultivo cosechados durante la etapa de
produccion.

La concentracion de las variantes IFNwtMutNter (¢), IFN2NM47/95 (o), IFN3NM47
(), IFN4ANM47 (o), IFNANMutNter (o), IFN3NM47/95 (o) e IFN3N47MutNter (#) se
determiné mediante ELISA sandwich.
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2.7. Purificacion de IFNwtMutNter, IFN2NM47/95, IFN3NM47, IFN4NM47,
IFN4ANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter mediante cromatografia de
inmunoafinidad
Teniendo en cuenta la necesidad de asegurar la identidad de cada variante

hiperglicosilada del hIFN-a2b fue necesario trabajar con matrices para purificacion por CIA

individuales para cada una de ellas, de manera de evitar contaminaciones cruzadas en el
producto purificado final. Para esta segunda etapa del trabajo de tesis se generé un volumen

de 35 ml de resina de inmunoafinidad mediante el acoplamiento del mAb CA5E6 a

Sepharose™ activada con CNBr siguiendo el protocolo indicado en la seccién 6.3.4 de

M&M. De este modo, se contd con material para purificar las 7 muteinas empleando 5 ml de

matriz para cada una de ellas.
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Fig.59. Purificacion del IFN3NM47/95 mediante CIA
Todas las variantes fueron purificadas a partir de sobrenadantes de cultivo de las
cosechas obtenidas durante la etapa de producciéon. A modo de ejemplo, se muestra
el cromatograma correspondiente a la muteina IFN3NM47/95, visualizandose los
registros de absorbancia a 280 nm (rojo), absorbancia a 260 nm (azul),
conductividad (marrén) y fracciones recolectadas (barras verticales en linea

recortada). En la esquina superior derecha se muestra una ampliacion del pico de
elucion.

Teniendo en cuenta que la capacidad dinamica de la resina generada, calculada en
la seccion 1.7.1 fue de 158 ug de IFN4N por ml de gel humedo, se asumié que la capacidad
dinamica de las nuevas resinas podria ser similar, es decir, aproximadamente 792 pg IFN4N
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(calculada por ELISA de competicién). De esta manera, la totalidad de las cosechas
obtenidas para cada muteina fueron purificadas en 4 - 5 etapas, trabajando con una masa
sembrada por debajo de la capacidad dinamica de la resina para evitar pérdidas. La
recuperacion de las muteinas luego del proceso de purificacion fue evaluada mediante
ensayos de ELISA sandwich. En general, las recuperaciones de las fracciones de elucién
fueron superiores al 88%, observandose pérdidas del material de interés tanto en el FT
como asi también en los lavados. En la Fig. 59 se muestra a modo de ejemplo el
cromatograma de la purificacién de IFN3NM47/95 y en la tabla XVII el rendimiento de cada
una de las etapas correspondientes a una purificacion representativa de cada variante del
hIFN-a2b.

Tabla XVII. Rendimiento de la purificacion mediante CIA de las diferentes muteinas

Muteina FT Lavados Elucion

(%) (%) (%)
IFNwtMutNter 0,2 - 94
IFN2NM47/95 0,2 0,4 99
IFN3NM47 3 4 88
IFNANMA47 5 2 93
IFN4ANMutNter 0,1 0,3 96
IFN3NM47/95 - 0,5 97
IFN3N47MutNter 0,4 0,4 99

En la Tabla XVIII se resumen las concentraciones de cada eluato luego del proceso
de concentracién y diafiltracién. Se incluye, ademas, la pureza de todas las variantes del
hIFN-a2b analizada mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras con posterior tincion
con azul brillante de Coomasie. En general, se observé que los principales contaminantes
evidenciaron una masa molecular superior al maximo tamano molecular observado para las
muteinas hiperglicosiladas del hIFN-a2b (Fig. 60a). Dichos contaminantes se identificaron
bajo la forma de dos bandas de 66 kDa y de 55 kDa, probablemente correspondientes a
albumina sérica bovina (principal constituyente del SFB utilizado como suplemento del
medio de cultivo) y a la cadena pesada de IgG, respectivamente. La determinacion de
pureza se realizé6 mediante densitometria de las bandas coloreadas, observandose un rango
de purezas entre 81 y 98%, lo cual se considerd 6ptimo y adecuado para continuar con los

siguientes analisis (Tabla XVIII).
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Tabla XVIIl.  Calculo de la concentracion, masa total obtenida y grado de pureza de las
muteinas del hIFN-a2b purificadas mediante CIA
Muestra Concentra1cic’>n Masa total Pureza
(mg.ml™) obtenida (mg) (%)
IFNwtMutNter 2,7 1,8 81
IFN2NM47/95 3,1 3,1 97
IFN3NM47 2,4 2,3 97
IFNANM47 1,9 1,8 94
IFNANMutNter 1,9 1,9 94
IFN3NM47/95 1,8 2,7 95
IFN3N47MutNter 2,3 3,4 98
2.8. Caracterizacion fisicoquimica de las variantes glicosiladas del hIFN-a2b

En primera instancia se llevé a cabo la evaluacion de la masa molecular aparente
de las nuevas muteinas del hIFN-a2b utilizando el ensayo de SDS-PAGE en condiciones
reductoras, seguido de tincién con colorante azul brillante de Coomasie (Fig. 60a).

En la Fig. 60a se observa claramente que al incrementar el niumero de sitios
potenciales para N-glicosilacion la masa molecular maxima obtenida para cada variante
resulté mayor. Al N-deglicosilar todas las muteinas se observd que sus masas moleculares
disminuyeron alcanzando un valor semejante al correspondiente para el IFNwt. Este
resultado confirmé que, efectivamente, la elevada masa molecular alcanzada por las nuevas
muteinas del hIFN-02b se debié a la presencia de glucidos unidos mediante enlace de tipo N
(Fig. 60b).
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Fig. 60. Masa molecular aparente de las muteinas hiperglicosiladas del hIFN-a2b
evaluadas mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido de tincion
con azul brillante de Coomasie. Analisis de las muestras pre (a) y posdigestion
(b) con PNGasa F
La masa molecular aparente de las muteinas purificadas fue comparada con el
hIFN-a2b no glicosilado, hIFN-a2bwt e IFN4N. La digestion con PNGasa F permitié
concluir acerca de la gran influencia que tienen los glicidos sobre la masa molecular
aparente de las diferentes variantes hiperglicosiladas.

Calles: 1: rhIFN-a2b no glicosilado

IFNwt

IFNwtMutNter

IFN4N

IFN3NM47

IFN2NM47/95

IFN4NM47

IFN3NM47/95

IFN3N47MutNter

0: IFN4NMutNter

SO NO RN

Posteriormente, se evalu6 el perfil de isoformas de diferente pl de las variantes
hiperglicosiladas del hIFN-a2b mediante la realizacion de un ensayo de IEF (Fig. 61).
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<— Punto de siembra

Gradiente
de pH

Fig. 61. Analisis del patron de isoformas y su distribucion a lo largo del gradiente de pH
establecido en un ensayo de IEF.
Se realizé un ensayo de IEF seguido de tinciébn con azul brillante de Coomasie
coloidal para evaluar el patron de isoformas de las variantes hiperglicosiladas del
hIFN-a2b.

Calles: rhIFN-a2b no glicosilado

1
2: IFNwt

3: IFNwtMutNter
4: IFN4N

5: IFN3NM47
6: IFN2NM47/95

7: IFN4NM47

8: IFN3NM47/95

9: IFN3N47MutNter
10: IFN4ANMutNter

Este ensayo permitié confirmar que, a medida que se increment6 el numero de
sitios potenciales de N-glicosilacion, el pl de la proteina disminuyd, posiblemente debido a la
presencia de un mayor contenido de acido sialico que contribuye a un incremento en la
carga neta negativa de la proteina.

Ambos ensayos permitieron llegar a la conclusion de que el incremento en el
numero de sitios potenciales para N-glicosilacion resultd no sélo en un incremento de la
masa molecular aparente de la proteina, sino también de su carga neta negativa.

Nuestros resultados demostraron concordancia con lo observado en la bibliografia
para otras proteinas recombinantes como rhEPO y rhFSH, para las cuales la adicién de 1 o
mas sitios potenciales de N-glicosilacion condujo a un aumento del tamafo de la proteina y
de su carga negativa (Egrie y Browne, 2001; Elliot y col., 2003; Weenen y col., 2004). Por
otra parte, un estudio de mutagénesis realizado sobre la cadena liviana de un mAb con
actividad neutralizante del HIV-1 también demostré la utilidad de esta tecnologia para
aumentar la masa molecular aparente de la proteina en estudio (Song y col., 2013). A su
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vez, la utilidad del péptido ANITVNITV para incrementar la masa molecular de la proteina en
estudio y disminuir su pl fue demostrada previamente por Perliman y col. (2003), quienes lo
utilizaron para la modificacién de rhFSH.

2.9. Analisis del contenido de acido sialico y del contenido de glicanos neutros y
cargados de las muteinas glicosiladas del hIFN-a2b

El contenido de acido sialico de las muteinas fue evaluado mediante HPAEC-PAD
(Tabla XIX). En general se observo que al introducir un mayor nimero de sitios potenciales
para N-glicosilacion se evidencié un contenido superior de &cido sialico, lo cual es un
comportamiento esperado debido a la mayor disponibilidad de antenas susceptibles de ser
modificadas con moléculas terminales de &cido sidlico. De este modo, las variantes con un
mayor numero de sitios potenciales de N-glicosilacion (todas las 5N: IFN3NM47/95 e
IFN4ANM47 y una de las 6N: IFN3N47MutNter) evidenciaron un contenido superior de
Neu5Ac respecto a las muteinas 4N (IFN4N, IFN3NM47 e IFN2NM47/95). Por ejemplo, las
muteinas 5N y 6N demostraron en promedio una cantidad 1,7 veces mayor de Neu5Ac que
la molécula 4N de referencia de este trabajo (IFN4N).

Por otro lado, las muteinas 5N y la 6N antes mencionadas, no so6lo presentaron los
valores mas altos de Neu5Ac sino que los mismos fueron similares entre ellas a pesar de
presentar diferencias en el numero de sitios potenciales para N-glicosilacion (Tabla XIX).
Asimismo, moléculas conteniendo el mismo ndmero de sitios susceptibles de N-glicosilacion,
como por ejemplo las muteinas 4N, no evidenciaron diferencias significativas a nivel de la
cantidad de Neu5Ac entre si ni tampoco con una molécula de mayor contenido de tales
sitios como la muteina 6N denominada IFN4NMutNter. Esto podria estar indicando cierta
influencia del entorno proteico y del arreglo de los glicidos en la incorporacién del acido
sidlico. Ademas, todas las variantes demostraron, en mayor o menor medida, la presencia
del acido sialico antigénico Neu5Gc. Esto, evidentemente, es una consecuencia del huésped
de produccién (Tabla XIX), tal como se discutiera en la secciéon 1.8.2.1, en la que no se
detecté la presencia de la mencionada molécula de &cido sidlico en la proteina IFN4N
producida en células HEK pero si en CHO.

Especificamente, la introduccién del péptido ANITVNITV en el IFNwt permitié
incrementar el contenido de Neu5Ac en aproximadamente 1 mol.mol de proteina”. Dicha
modificacion también condujo al incremento de Neu5Gc. Por otra parte, a pesar de que el
contenido de Neu5Ac de las variantes 4N no fue significativamente diferente entre ellas, si
se observé un incremento del contenido de Neu5Gc para las nuevas muteinas IFN3SNM47 e
IFN2NM47/95.
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En términos generales, se observd que conforme aumenté el contenido de Neu5Ac
también se incrementd el Neu5Gc. Sin embargo, la proporcion de Neu5Gc respecto del
contenido de &cido sidlico total se mantuvo entre 1y 3,8%, siendo 2% para el IFNwt.

Tabla XIX. Analisis del contenido de Neu5Ac y Neu5Gc correspondiente a muestras
purificadas de las nuevas muteinas hiperglicosiladas del hIFN-a2b

Muestra Neu5Ac . Neu5Gc y
(mol.mol proteina™) (mol.mol proteina™)
IFNwt 25 + 0,7 0,05 * 0,02
IFNwtMutNterm 3,4 + 0,9 0,08 * 0,01
IFN4N 7,9 + 1,1 0,07 * 0,02
IFN3NM47 9,0 + 0,7 0,29 * 0,01
IFN2NM47/95 8,3 + 0,5 0,18 * 0,01
IFN3NM47/95 14,0 + 1,1 0,46 * 0,05
IFN4ANM47 12,8 + 1,6 0,49 * 0,01
IFNANMutNterm 9,1 * 1,4 0,19 * 0,02
IFN3N47MutNterm 13,5 + 2,0 0,21 * 0,05

Al analizar los N-glicanos neutros y cargados mediante WAX, los cromatogramas
obtenidos para cada una de las muestras evidenciaron perfiles de elucién similares. En
todas las muestras se pudieron visualizar 6 grupos de glicanos correspondientes a
estructuras neutras, monosialiladas, de tipo alta manosa, bisialiladas, trisialiladas y
tetrasialiladas. Ademas, la cantidad de picos observados, su distribucién y proporcién fue
parecida entre todas las muestras (Fig. 62). Este resultado estaria indicando la robustez del
proceso de glicosilacion de las células CHO, ya que las estructuras predominantes
parecerian ser similares.

En la Fig. 63 se observa predominio de glicanos bi-, tri- y tetrasialilados (barras
magenta, celeste y naranja) en todas las muteinas estudiadas, los cuales constituyeron mas
del 75% de los glicidos, mientras que glicanos neutros, monosialilados y de tipo alta
manosa constituyeron las estructuras restantes. Ademas, en todas ellas se observé muy

baja presencia de glicanos de tipo alta manosa fosforilados (menor al 5%).
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Fig. 62. Evaluacion de glicanos neutros y cargados mediante WAX de las variantes
hiperglicosiladas del hIFN-a2b
Los diferentes colores de los cromatogramas indican las cromatografias de las
distintas muteinas. En el borde superior, mediante la utilizacién de llaves, se marcan
los grupos de estructuras correspondientes a glicanos neutros, monosialilados, alta
manosa fosforilados (HMP), bisialilados, trisialilados y tetrasialilados. Ademas se
indica el pico correspondiente al exceso del fluor6foro 2-AB que no pudo ser eliminado
luego del proceso de marcacion.
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Fig. 63. Proporcion de glicanos neutros y cargados en muestras purificadas de las

variantes glicosiladas del hIFN-a2b evaluados mediante WAX

Se muestra la proporcion de glicanos neutros (0S), monosialilados (1S), alta manosa
fosforilados (HMP), bisialilados (2S), trisialilados (3S) y tetrasialilados (4S) para cada
una de las muteinas del hIFN-a2b.

Teniendo en cuenta los grupos de muteinas propuestos podemos concluir que las
nuevas variantes 4N (IFN3NM47 e IFN2NM47/95), correspondientes al grupo A, presentaron
caracteristicas muy similares a la variante de referencia. Asimismo, las muteinas del grupo B
(IFN4NM47 e IFN4NMutNter) y del grupo C (IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter) evidenciaron
un grado de glicosilacién superior, con mayor contenido de acido sidlico, cumpliéndose el
objetivo propuesto para cada uno de los grupos.

2.10. Caracterizacion biolégica in vitro de las variantes glicosiladas del hIFN-a2b

La determinacion de la AB in vitro de las variantes del hIFN-a2b se llev6 a cabo
mediante ensayos de AB antiviral y antiproliferativa. A partir de tales determinaciones se
calculé la ABE de cada molécula considerando sus correspondientes concentraciones
determinadas mediante lectura espectrofotométrica (Tabla XX).

Desde un punto de vista general, el incremento del nimero de sitios potenciales de
N-glicosilaciéon condujo a una disminucion de la ABE de las moléculas. Particularmente, las
modificaciones introducidas afectaron en mayor medida la capacidad antiproliferativa del IFN
respecto de su accion antiviral. Tal comportamiento se observé para todas las muteinas,
aunque la relacion ABE antiviral / ABE antiproliferativa fue fundamentalmente mayor para
aquellas muteinas que conservaron la mutacion original R23N, como la molécula de
referencia IFN4N y su variante IFN4ANM47.
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Tabla XX. Evaluacion de la ABE antiviral y antiproliferativa in vitro de las muteinas
hiperglicosiladas del hIFN-a2b purificadas mediante CIA

. ABE (Ul.ng™)
Muteina SPNglico ABE AV/AP
Antiviral Antiproliferativa
IFNwt 0 241 £ 90 191 + 72 13  ns
IFNwtMutNter 2 105 + 29 46 + 13 2,3 b
IFN3NM47 4 82 + 25 33 + 14 2,5 *
IFN2NM47/95 4 43 + 11 25 + 17 1,7 n/s
IFN4ANMutNter 6 41 * 23 20 + 4 2,1 n/s
IFN3N47MutNter 6 47 + 18 16 + 11 2,9 >
IFN3NM47/95 5 28 * 19 10 + 3 2,9 n/s
IFN4ANM47 5 35 * 17 6 + 3 5,8 *
IFN4N 4 54 * 18 5 * 1 10,8 o

"SPNglico: sitios potenciales de N-glicosilacion

Por un lado, la adicién del péptido ANITVNITV a la secuencia del IFNwt afect6 su
ABE antiviral, reduciéndola en un 56%, mientras que la ABE antiproliferativa de la misma
molécula se vio afectada en mayor medida, ya que se redujo en un 76%. Asimismo, la
adicion de mencionado péptido a la muteina IFN3NM47 redujo su ABE antiviral en un 43% y
la ABE antiproliferativa en un 52%. Un efecto similar fue observado luego de la adicion del
mismo péptido al extremo N-terminal de la rhFSH, ya que condujo a una reduccién de su
ABE a un 77% (Perlman y col., 2003). Cabe destacar que en el mismo trabajo se demostrd
que el descenso de la ABE in vitro no afect6 la potencia in vivo sino que, contrariamente, la
mejoro, prolongando su accionar. Sin embargo, la adicion del péptido ANITVNITV a la
molécula de IFN4N mejor6 notablemente su ABE antiproliferativa, no asi la antiviral. De este
modo, la relacion entre ABE antiproliferativa y antiviral se redujo de 10,8 para IFN4N a 2,1
para IFN4NMutNterm. Este ultimo valor resultdé muy similar a la relacion correspondiente a
IFNwt e IFNwtMutNterm. Es decir, si consideramos que la ABE antiviral no fue
practicamente afectada por la adicion del péptido a la molécula de IFN4N, seria posible
concluir que la secuencia peptidica ANITVNITV de alguna forma permitié corregir la pérdida
de actividad antiproliferativa ocasionada por la presencia de la mutacion R23N
individualmente o, bien, de R23N en el contexto de la restantes mutaciones.

Al comparar las variantes con cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion o 4N
(IFN4N, IFN3NM47 y IFN2NM47/95) se observa que la molécula IFN3NM47 es la que
demostré una ABE antiviral superior a las demds. Esta variante carece de las mutaciones
R23N y L95T. Evidentemente, la modificacién de los aminoacidos mencionados y/o la
introduccion de N-glicanos en esos sitios particulares estarian influenciando negativamente
la ABE de tales variantes. Trabajos de investigacion realizados previamente en nuestro

laboratorio sugirieron a la mutacién R23N como la principal responsable en la disminucién
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de la ABE antiproliferativa y a la mutacién L95T como responsable de un descenso parcial
de ambas actividades del IFN4N (Ceaglio y col., 2008).

Como elemento distintivo de estos experimentos, en particular de la ABE
antiproliferativa, se observd que la restauracion del residuo Arg23 en la secuencia del IFN
condujo a una mejora notable de tal pardmetro en un rango comprendido entre 2 y 7 veces,
considerando aquellas variantes con un grado similar o superior de N-glicosilacion.
Asimismo, es posible concluir que los grupos de muteinas, disefiados con el objetivo de
cumplir determinados niveles de ABE antiproliferativa con respecto a la muteina original
IFN4N, fueron concretados con éxito. En el grupo A, constituido por las muteinas IFN3NM47
e IFN2NM47/95, se logrd superior ABE antiproliferativa con respecto a IFN4N. En el grupo
B, constituido por IFN4ANM47 e IFN4NMutNter, se pudo cumplir con la expectativa de que la
ABE antiproliferativa fuera similar a IFN4N para la primera muteina. En forma sorpresiva, la
restante muteina de este grupo (IFN4NMutNter) exhibié una ABE antiproliferativa que
super6 ampliamente la correspondiente a IFN4N, como fuera comentado con anterioridad.
Finalmente, dentro del grupo C, las muteinas IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter lograron
mayor ABE antiproliferativa con respecto al IFN4N. De este modo, las variantes generadas
resultaron atractivos candidatos para la posterior evaluacion de sus propiedades
farmacocinéticas y de potencia biologica in vivo.

Diversos estudios han demostrado la relevancia del mejoramiento de las proteinas
recombinantes en términos de sus propiedades farmacocinéticas por sobre su actividad
bioldgica in vitro a los fines de mejorar su performance in vivo. Podemos mencionar el caso
de la NESP (Aranesp®), variante de la rhEPO con dos sitios adicionales de N-glicosilacién
que demostré un marcado incremento en su contenido de &cido sialico que condujo al
mejoramiento de sus propiedades farmacocinéticas y, en consecuencia, a una mayor
actividad bioldgica in vivo que permitié disminuir la frecuencia de administracién durante el

tratamiento de anemia (Egrie y Browne, 2001).

2.11.  Analisis de las propiedades farmacocinéticas de las variantes glicosiladas del

hIFN-a2b

Con el objetivo de evaluar la contribucién que las nuevas modificaciones
introducidas en la secuencia del hIFN-a2b ejercen a nivel de sus propiedades
farmacocinéticas, se llevaron a cabo ensayos in vivo en ratas Wistar hembras. Para el
andlisis farmacocinético (Fig. 64) se adoptdé un modelo monocompartimental para el calculo
de los paradmetros: concentracion plasmatica maxima (Cnax), tiempo necesario para
alcanzarla (Tmax), vida media plasmatica (1), clearance plasmatico aparente (CLg) y area
bajo la curva (AUC) (Tabla XXI). Las diferencias entre los tratamientos ensayados fueron
evaluadas mediante la aplicacion del test-t paramétrico. Particularmente, para la
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comparacion de los Tna Sse aplico el test no-paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney. Los

parametros fueron considerados significativamente diferentes cuando p<0,05.
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Fig. 64. Perfil farmacocinético de las muteinas glicosiladas del hIFN-a2b evaluado en animales de
experimentacion luego de su inyeccidon subcutanea.
Se grafico la AB antiviral de las variantes IFNwt (m), IFNwtMutNter (o), IFN4N (o),
IFN4NMutNter (¢), IFN3NM47 (o), IFN2NM47/95 (o), IFN4NM47 (o), IFN3NM47/95 (o) e
IFN3N47MutNter (e) en funcion del tiempo transcurrido desde la inyeccién. Los resultados para
cada tiempo se muestran como el promedio + SD (n=4). En las diferentes graficas se comparan:
a) IFN4N e IFNwt con las correspondientes muteinas modificadas con el péptido ANITVNITV; b)
Muteinas 4N; c) Muteinas 5N; d) Muteinas 6N; e) Todas las muteinas

— T T T T 1
100 120 140 160
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La Fig. 64a muestra coémo la introduccion del péptido permite mejorar notablemente
las propiedades farmacocinéticas de las correspondientes moléculas no modificadas (IFNwt
e IFN4N). Se evidenciaron diferencias significativas entre el tyo, Trmax, CLagp Y AUC del IFNwt y
del IFNwtMutNter (p=0,0017; p=0,0269; p=0,0021 y p=0,0068; respectivamente), no asi en
los valores de Cnsx. Por otra parte, el andlisis comparativo del IFN4N y del IFN4NMutNter
indico la existencia de diferencias significativas en su Tma, AUC y ClLgp, (p=0,011; p=0,0079
y 0,0157, respectivamente), mientras que no se observaron diferencias estadisticas en los
demés parametros. El andlisis de los valores de CL,y, indicd la existencia de una mayor
disminucion de dicho parametro al conjugar el péptido con IFNwt que al conjugarlo al IFN4N
(descenso del 52% y 24%, respectivamente). Los cambios que los nuevos glicanos
imprimieron en las propiedades fisicoquimicas y, en consecuencia, en las propiedades
farmacocinéticas de IFNwt e IFN4N fueron mas notorios en la primera molécula (que
originalmente sélo poseia O-glicanos) con respecto a la segunda molécula que ya poseia,
adema@s, glicanos de tipo N.

En la Fig. 64b se muestran los perfiles farmacocinéticos para las variantes 4N,
observandose gran similitud entre ellos. El analisis estadistico revelé que no existen
diferencias significativas entre ninguno de los 5 pardmetros estudiados: ti,2, Tmaxs Cmax, AUC
y Clap. Evidentemente, la similitud glicosidica alcanzada por dichas moléculas fue
responsable de la similitud observada en sus perfiles farmacocinéticos.

La comparacion de la molécula IFN4N con las variantes 5N (IFN4NM47 e
IFN3NM47/95, Fig. 64c) demostré que las ultimas evidenciaron un perfil farmacocinético
mejorado con respecto a IFN4N. Si bien no se hallaron diferencias significativas en el ty,,
Tmax ¥ Cmax, €n particular los parametros ClL.y, y AUC evidenciaron notables diferencias
(p=0,0104 y p=0,009 para IFN4NM47; p=0,0128 y p=0,0102 para IFN3NM47/95). Este
resultado demostré la importancia de la glicosilacion ya que permitié retardar la eliminacion
de la proteina de circulacién.

En la Fig. 64d se compara la variante IFN4N con las muteinas 6N (IFN4NMutNter e
IFN3N47MutNter). En este caso también se comprobé la contribucion que el incremento del
grado de glicosilacion produce sobre las propiedades farmacocinéticas de las muteinas. Al
comparar las variantes IFN4N e IFN3N47MutNter podemos concluir que determinados
parametros correspondientes a la variante modificada en el extremo N-terminal mostraron
notables mejorias, duplicando aproximadamente los valores de T ¥ AUC, incrementando
la Crax 1,4 veces y reduciendo en un 50% el Clg,, (p=0,0427; p<0,0001; p=0,0048; y
p=0,0007, respectivamente). Asimismo, como se discuti6 con anterioridad, la variante
IFN4NMutNter evidencid notables mejoras farmacocinéticas cuando se compard con IFN4N
(Fig. 64a). Al comparar las muteinas 6N entre si, el IFN3N47MutNter demostrdé parametros
farmacocinéticos que mejoraron los correspondientes a IFN4ANMutNter, a pesar de que esta
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ultima presenta la misma cantidad de sitios potenciales para N-glicosilacion.
Especificamente, Crax y AUC fueron superiores y el CL,,, disminuyé (p=0,015; p=0,0007 y
p=0,0017, respectivamente).

La comparacién de los perfiles farmacocinéticos de todas las muteinas se visualiza
en la Fig. 64e. En general se observa que al incrementar el numero de sitios potenciales
para N-glicosilacion, tales perfiles farmacocinéticos mejoraron ostensiblemente, resultando
mas atractivo el correspondiente al IFN3N47MutNter (naranja). La determinacién de los
parametros permite concluir que las principales diferencias significativas se observaron a
nivel de AUC y Cl,p, para las moléculas 5N y 6N con respecto a IFN4N, mientras para los
restantes parametros dependié de cada muteina en particular, dado que a nivel de la C s Y
el Tmax SOlo se encontraron diferencias significativas entre la variante IFN3N47MutNter y el
IFN4N.

Tabla XXI. Parametros farmacocinéticos del IFNwt, IFNwtMutNter, IFN4N, IFN4NMutNter,
IFN3NM47, IFN2NM47/95, IFNANMA47, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter, luego de su
inyeccion subcutanea en ratas.

Muestra Crmax (UL.mI™) Tomax (h) t1,2 (h) AUC (ULh.ml") CLgpp (Ml.h™)
IFNwt 138 + 21 21 + 03 80 + 04 1787 + 165 113 + 11
IFNwtMutNter 124 + 29 5 + 1 24 + 4 3787 + 652 54 + 9
IFN4N 194 + 17 7 + 1 54 + 6 11732 + 1115 17 + 2
IFN4ANMutNter 208 + 4 11 £ 1 57 + 6 15186 =+ 964 13 £ 1
IFN3NM47 180 + 3 7 + 1 45 + 3 11127 + 293 18+ 1
IFN2NM47/95 217 + 29 7 + 1 53 £ 1 12713 + 935 16+ 1
IFN4ANM47 201 + 25 9 + 1 59 + 2 16982 + 2319 12 + 2
IFN3NM47/95 221 £+ 15 9 + 1 46 + 6 15930 =+ 1681 13 £ 1
IFN3N47MutNter 279 + 30 12 + 3 62 + 13 21188 + 525 9 + 1

Los parametros fueron calculados para cada animal y se expresan como el valor promedio *
SD (n=4).

En general, tanto el incremento en la masa molecular aparente de las proteinas
recombinantes como asi también de su carga negativa, ambos causados por un aumento en
su grado de glicosilacion, se tradujeron en notables mejorias en las propiedades
farmacocinéticas de las variantes producidas y, en particular, de la variante IFN3N47MutNter
que demostrd, estadisticamente, diferencias significativas en todos los parametros
farmacocinéticos estudiados. La accion de los glicanos en las propiedades farmacocinéticas
de distintas proteinas ha sido demostrado con éxito por diversos autores,
independientemente de la metodologia empleada para la modificacién de la proteina, ya sea
la mutacién puntual de aminoacidos o bien la fusién a péptidos. (Perlman y col., 2003;
Weenen y col., 2004; Lee y col., 2006; Ceaglio y col., 2008).
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2.12. Anadlisis de la actividad biolégica in vivo del IFN3NM47, IFN4ANM47 e

IFN3N47MutNter

Teniendo en cuenta los objetivos planteados en esta tesis, se decidié la seleccién
de una muteina representante de cada uno de los grupos propuestos para llevar a cabo los
ensayos de AB antitumoral in vivo.

Considerando el grupo A, el IFN3NM47 evidencié propiedades similares al IFN4N
en cuanto a grado de glicosilacion y propiedades farmacocinéticas mientras que su ABE
antiproliferativa fue aproximadamente 7 veces superior. Para el grupo B, el IFN4NM47
constituy6 el mejor candidato al presentar superior grado de glicosilacién y en consecuencia
propiedades farmacocinéticas mejoradas, mientras que su ABE antiproliferativa fue similar a
la correspondiente al IFN4N. Finalmente, el IFN3NM47MutNter evidencié caracteristicas
farmacocinéticas muy atractivas y una ABE antiproliferativa 3 veces mayor a la de la
molécula empleada como referencia.

El tratamiento consistié en inyecciones subcutdneas semanales de 5 ug de cada
muteina durante 5 semanas (5 dosis) a los animales de experimentacién (seccién 12 de
M&M). Se incluyeron la molécula de referencia IFN4N y PBS que fue el vehiculo empleado
para la preparacién de las muestras. La evaluacién del crecimiento de los tumores fue
realizada mediante la medicién de las dimensiones de los mismos a diferentes tiempos
luego de comenzado el tratamiento. La evolucién del tamario de los tumores en el tiempo se
muestra en la Fig. 65.

El tratamiento con las diferentes muteinas permiti6 reducir la velocidad de
crecimiento de los tumores, en comparacion con la observada al utilizar la solucién vehiculo.
A su vez, se evidencié un menor tamano de tumor al emplear cualquiera de las nuevas
muteinas en comparacién con la molécula que dio origen a este estudio (IFN4N). Esta
diferencia fue mas notoria luego de la medicion del tamafno de los tumores al alcanzar el

Gltimo dia del experimento.
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Fig. 65. Evaluacion del efecto de las variantes hiperglicosiladas del hIFN-a2b sobre el
crecimiento de tumores de células PC-3 implantadas subcutaneamente en
ratones nude. Analisis del volumen desarrollado por el tumor
La generacién del modelo tumoral se realizd mediante inyeccién subcutanea de
2.10° células de la linea tumoral prostatica PC-3. Dos dias después se comenzo el
tratamiento, que consistié en la inyeccién semanal de 5 pg de IFN4N (e), IFN3NM47
(), IFNANM47 (o) e IFN3N47MutNterm (e). El grupo control (e) fue sometido a la
inyeccién con PBS, que constituyé el vehiculo de las moléculas anteriormente
mencionadas. En el grafico se muestra el volumen promedio del tumor en el eje de
ordenadas en funcion del tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento, en el
eje de abscisas. Los resultados se expresan como el valor promedio + SD (n=6).

Luego de 39 dias de tratamiento, se realiz6 el sacrificio de los ratones, la extraccion
de los tumores y la determinaciébn de su peso. La diferencia entre cada uno de los
tratamientos y el control se analizd mediante la aplicacibn de test-t paramétrico,
considerando la existencia de diferencias significativas cuando p < 0,05. Ademas, todas las
muestras fueron evaluadas mediante ANOVA de una via (p<0,05) y una prueba posterior de
comparacion multiple de Tukey (p<0,05).

En la Fig. 66 se graficé el peso promedio de los tumores en funcion de los
diferentes tratamientos. Se observd que todas las muteinas derivadas del hIFN-a2b
redujeron significativamente el peso del tumor en comparacion con los tumores tratados con
la solucion vehiculo (p=0,0484 para IFN4N; p=0,0229 para IFN3NM47; p=0,0019 para
IFN4NM47 y p=0,0011 para IFN3N47MutNter). Ademas, se observo una tendencia de las
nuevas muteinas hiperglicosiladas a disminuir el tamafno del tumor al finalizar el tratamiento
respecto de lo observado para el IFN4N. Especificamente, las variantes mas glicosiladas,
5N y 6N (IFN4ANM47 e IFN3N47MutNter) podrian ser las mas promisorias ya que difirieron
ampliamente del control (vehiculo), resultando mas efectivas en forma significativa al
compararlas con el IFN4N en relacion al volumen tumoral (p=0,0008 y p=0,0187,

respectivamente).
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Fig. 66. Evaluacion del efecto antitumoral de las variantes del hIFN-a2b sobre el
crecimiento de tumores de células PC-3 implantadas subcutaneamente en
ratones nude. Analisis del peso de los tumores al final del experimento
A los 39 dias de inyectada la primera dosis se realizd el sacrificio de los ratones,
extraccion de los tumores y determinacién de su peso. En el grafico se muestra el
peso promedio de los tumores provenientes del tratado con la solucion vehiculo de las
muteinas (o) con IFN4N (e), IFN3NM47 (e), IFNANM47 () e IFN3NM47MutNter (e).
Los resultados se expresan como el valor promedio £ SD (n=6). Los asteriscos indican
la existencia de diferencias significativas con respecto al control (* p<0,05; **p<0,01).

Los tumores derivados de los diferentes tratamientos con muteinas evidenciaron
menor tamano, peso y, macroscédpicamente, se observdé un menor grado de vascularizacion
(Fig. 67). Estas caracteristicas fueron mdés notorias para los tumores derivados del
tratamiento con IFN3N47MutNter.

A pesar de que no se observaron diferencias significativas para un p<0,05 entre los
tratamientos de las nuevas muteinas con relaciéon a IFN4N, fue clara la tendencia de la
disminucion del peso y el tamafo luego de la restauracién del residuo Arg23 o en forma
concomitante al incremento de sitios de N-glicosilacion. Bajo esta consideracion, los
experimentos seran reiterados extendiendo el tiempo de aplicacién de los tratamientos, dado
qgue consideramos que el periodo de analisis deberia haber sido mayor. Es posible acceder
a esta conclusion luego de observar que las diferencias mas notables entre los tratamientos
se observaron hacia el final del experimento, cuando se llevé a cabo la eutanasia de los

animales.
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Fig. 67. Fotografia de los tumores generados en ratones nude inoculados con células
PC-3 y sometidos al tratamiento con IFN4N, IFN3NM47, IFN4ANM47 e
IFN3N47MutNter

Asimismo, y como se mencionara en el primer capitulo, la velocidad de crecimiento
del tumor aplicando el tratamiento con IFN4N producido en células CHO se puede dividir en
una primera etapa de crecimiento lento (22 + 5 mm3.dia) y otra de crecimiento més
acelerado (143 +15 mm®dia’). En el caso de las muteinas IFN3NM47, IFN4NM47 e
IFN3N47MutNter, se observd una Unica pendiente o velocidad de crecimiento lenta en todo
momento durante el tratamiento (40+4, 32+6 y 30 +4 mm°’.dia’, respectivamente) e
inferior a la correspondiente a la segunda fase de crecimiento de los tumores tratados con
IFN4N. Un comportamiento similar se observd durante el crecimiento de los tumores
tratados con IFN4N producido en células HEK que evidenciaron en todo momento una
velocidad de crecimiento lento de 22 + 5 mm?®.dia™. Dado que el IFN4Nuex demostré mayor
AB antiproliferativa evaluada in vitro, el incremento de la ABE antiproliferativa alcanzada por
la muteina IFN3NM47 con respecto a IFN4N podria ser responsable del enlentecimiento del
crecimiento tumoral.

Es importante considerar, ademas, que el tratamiento con la variante IFN4NM47
(que preservd la ABE antiproliferativa del IFN4N pero incrementd la glicosilacién y, en
consecuencia, mejord sus propiedades farmacocinéticas) también gener6 durante su

aplicacién un enlentecimiento del crecimiento tumoral. EI mismo efecto fue observado
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durante el tratamiento con IFN3N47MutNter que incluye en si mismo un incremento de la
ABE antiproliferativa y una mejora de las propiedades farmacocinéticas. Es decir que no se
observd un efecto sinérgico por la incorporacién de ambas cualidades en la molécula.
Probablemente y considerando el periodo durante el cual se extendi6 el experimento,
cualquiera de las modificaciones efectuadas sobre el IFN4N podrian conducir a una mejora
del tratamiento. Sin embargo, extender el periodo del tratamiento en los experimentos in
vivo resultaria muy util para aportar precisiones con respecto a si optimizar la interaccién
con el receptor y, simultaneamente mejorar el tiempo de permanencia en circulacion
sanguinea podrian aportar mayor beneficio al enlentecimiento o detencion del crecimiento

tumoral, o bien, a su remision.
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La producciéon de proteinas humanas recombinantes en sistemas procariotas o
eucariotas simples se plantea como un procedimiento sencillo, rdpido y de bajo costo; sin
embargo, el empleo de sistemas eucariotas complejos como las células de mamiferos
permite su obtencion con caracteristicas similares a la proteina nativa. Particularmente, la
introduccion de modificaciones postraduccionales apropiadas, especialmente la
glicosilacién, resulta muy relevante para el desempefo de las proteinas recombinantes de
uso terapéutico (Badarnayake y Almo, 2014).

Las células CHO constituyen el sistema eucariota mas empleado para la produccién
de diversas proteinas recombinantes con accién farmacolédgica. Presentan una larga historia
de desarrollo y perfeccionamiento con una amplia lista de productos que han atravesado
exitosamente instancias de evaluacion, lograndose la aprobacion de distintos agentes
terapéuticos para humanos. Sin embargo, los productos derivados de este huésped no
humano han demostrado la presencia de epitopes antigénicos, como el &cido
glicoliineuraminico (Neu5Gc), capaces estimular la respuesta inmune y finalmente conducir
al fracaso de la terapia (Durocher y Butler, 2009; Ghaderi, 2010; Almo y Love, 2014). Las
células de origen humano, como las HEK, son capaces de producir proteinas recombinantes
con caracteristicas mas similares a las proteinas secretadas naturalmente por humanos,
evitando asi la presencia de epitopes antigénicos. Estas células son muy eficientes para la
produccion de proteinas recombinantes y han permitido la obtencién de bioterapéuticos con
modificaciones postraduccionales esenciales para poder ejercer su funcién de manera
eficiente (Dumont y col., 2015).

El hIFN-a2b constituye una proteina terapéutica que aun es producida en un
huésped procariota y que, si bien es ampliamente utilizada en salud humana, el principal
problema que reviste su uso clinico es la rapida eliminacién de la circulacion sanguinea. Por
ello, aprovechando la capacidad de las células de mamifero de producir proteinas
conteniendo glicanos que aportan mejoras en sus propiedades farmacocinéticas, en nuestro
laboratorio se desarroll6 una variante hiperglicosilada del hIFN-a2b denominada IFN4N.
Esta muteina presentd cuatro sitios potenciales para N-glicosilacién, introducidos en los
aminoacidos 4, 23, 70 y 77 mediante estrategias de glicoingenieria. La molécula producida
en células CHO demostr6 un marcado incremento de su masa molecular aparente y en su
contenido de acido sialico, lo cual condujo a la prolongacién de su tiempo de vida media 'y a
una disminucion del clearance plasmatico (Ceaglio y col. 2008). Las modificaciones
introducidas condujeron a una reduccién en la AB in vitro con respecto al hIFN-a2b,
afectando principalmente su actividad antiproliferativa debido a la sustitucion R23N. Sin
embargo, el IFN4N demostré una potencia antitumoral in vivo superior respecto del
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hIFN-a2b no glicosilado, ejerciendo una clara disminucién en la velocidad de crecimiento de
los tumores.

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos anteriormente, el presente trabajo
de tesis se centr6 en el desarrollo de dos ejes centrales. El primero se bas6 en la
optimizacion del proceso de upstream para la produccién de IFN4N, considerando la
metodologia de generacién de las lineas celulares y el huésped de produccién. El segundo
se relaciond con el mejoramiento de las propiedades del IFN4N, ya sea mediante
incremento de su grado de glicosilacién y, en consecuencia, de su farmacocinética y/o AB in
vitro. Ambos temas confluyeron en un denominador comun que fue el de mejorar la actividad
bioldgica in vivo de la molécula con el objeto de destinarla al tratamiento de patologias de
naturaleza tumoral.

Con ese objetivo se desarrollaron lineas y clones celulares recombinantes
productores de IFN4N en células CHO y HEK empleando vectores lentivirales de tercera
generacion. Los mismos demostraron una mayor productividad con respecto al clon
originalmente empleado para la produccién de IFN4N (4N2F5), el cual habia sido obtenido
en forma previa en nuestro laboratorio mediante transfeccién. La produccién y purificacién
del IFN4Ncho € IFN4Npek permitié alcanzar recuperaciones de la proteina superiores al 86%
con una pureza del 98% y 92% respectivamente, niveles apropiados para proceder a
instancias posteriores de caracterizacion.

El IFN4Ncho presentd una masa molecular aparente superior con respecto a la
observada para el IFN4Nye« debido a diferencias en sus glicanos. Dichas variaciones se
observaron notablemente en ensayos de IEF, demostrando el IFN4Ncyo una mayor
proporcion de glicoformas mas acidas que el IFN4Nye«, cuyas glicoformas se hallaron
uniformemente distribuidas a lo largo de todo el gradiente de pH. La cuantificacion de
Neu5Ac confirmé el resultado anterior ya que revelé un contenido 2 veces superior para la
variante derivada de células CHO con respecto a la producida en HEK. Asimismo, como era
de esperar, no se detectd la presencia de Neu5Gc en el IFN4Nye«, demostrando asi la
potencialidad del empleo de células humanas para producir proteinas carentes de tales
determinantes antigénicos.

El andlisis de los glicanos evidencié mayor proporcion de entidades bi-, tri-, y
tetrasialiladas para el IFN4Ncyo, mientras que para el IFN4Nyex predominaron las
estructuras neutras y monosialiladas. El estudio de las estructuras de N-glicanos digeridas
con exoglicosidasas e identificadas mediante espectrometria de masas indic6 una mayor
abundancia de estructuras completas, mas ramificadas, altamente sialiladas y con
extensiones LacNAc (del tipo FA2G2S2, FA3G3S3, FA4G4S4 y FA4G4Lac1S4) para el
IFN4NcHo, mientras que para el IFN4Nyex se observaron glicanos incompletos, de menor
antenaricidad y truncos del tipo FA2B/FA3, FA2G1 y FA2BG1. Ademas, se pudo detectar la
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presencia de estructuras conteniendo GIcNAc bisectante (repeats) s6lo en los glicanos
provenientes del IFN4Nyex. Es muy importante tener en cuenta esta diferencia dada la
relevancia que presenta esta estructura para la funcionalidad de distintas glicoproteinas
humanas (Takahashi y col., 2009). Asimismo, las diferencias en el grado de glicosilacién
favorecieron la estabilidad térmica del IFN4Ncyo que conservé su AB hasta los 65°C,
mientras que a esta temperatura el IFN4Nye« conservo sélo un 70% de la misma, lo que se
traduce en una mayor estabilidad conferida por los glicanos a la glicoproteina producida en
células CHO.

Las diferencias observadas en el grado de glicosilacion del IFN4Ncpo € IFN4Nyek no
generaron grandes modificaciones en sus perfiles farmacocinéticos. S6lo se visualizaron
diferencias significativas durante la fase de absorcion, no asi en los parametros ty,, AUC y
CLapp, por lo que fue posible concluir en la existencia de un importante grado de similitud en
la farmacocinética de ambas moléculas.

La evaluacién de la AB in vitro demostro la ausencia de diferencias significativas en
la accidon antiviral del IFN4Ngho e IFN4NLex mientras que la variante obtenida en células
humanas evidenci6é una capacidad antiproliferativa 2 veces superior respecto de la citoquina
derivada de células de hamster. Por un lado, este resultado no es sorprendente si
consideramos que se requiere una mayor afinidad entre el IFN y su receptor para
desencadenar la actividad antiproliferativa, mientras que la acciéon antiviral puede
desarrollarse aun cuando dicha interaccion es mas débil. Por otro lado, el mayor grado de
glicosilacién del IFN4Ncho, particularmente su mayor contenido de acido sialico, podria
explicar su menor ABE antiproliferativa causada por la existencia de un fenébmeno de
repulsion entre las cargas negativas de la molécula y su receptor.

Considerando la accién que la glicosilacion del IFN4N producido en diferentes
huéspedes ejercid a nivel de la interaccion con su receptor y a nivel de la farmacocinética,
se evalud la accién conjunta de ambos efectos sobre la actividad biologica antitumoral in
vivo. El IFN4Nyex no sélo fue capaz de disminuir la velocidad de crecimiento de los tumores
durante el tratamiento, sino que también demostro, al final del tratamiento, un peso de tumor
significativamente inferior con respecto a la solucién vehiculo usada como control y al
IFN4Ncho. Estos resultados demostraron que, aunque los glicanos producidos por las
células HEK no produjeron importantes modificaciones en las propiedades farmacocinéticas
de la molécula, fueron capaces de conferir una mayor conservacién de AB in vitro que
probablemente fue responsable de una mayor potencia antitumoral in vivo.

El segundo eje de esta tesis se bas6é en optimizar las propiedades de la molécula
hiperglicosilada IFN4N. Con ese fin se disefiaron y produjeron grupos de muteinas
derivadas de la misma con 3 objetivos: el primero, mejorar su AB antiproliferativa in vitro

manteniendo su grado de glicosilacion; el segundo, incrementar el grado de glicosilacién de
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la muteina de referencia para mejorar sus parametros farmacocinéticos; y el tercero, mejorar
ambas propiedades: farmacocinética (incrementando el grado de glicosilacién) y AB
antiproliferativa in vitro. De este modo, mediante estrategias de mutagénesis sitio-dirigida
sobre los aminoacidos F47 y L95 y de mutagénesis por simple insercion para la fusién del
péptido ANITVNITV al extremo N-terminal de la proteina, se obtuvieron muteinas con similar
grado de glicosilacion y superior ABE respecto del IFN4N (IFN3NM47, IFN3NM95,
IFN2NM47/95 e IFN2NMutNter), moléculas con un mayor contenido de glicanos (IFN4NM47,
IFN4ANMO95 e IFN4NMutNter) y variantes con ambas propiedades mejoradas (IFN3NM47/95,
IFN3NMutNter e IFN3N47MutNter).

La evaluacién de las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas in vitro de las
muteinas a partir de lineas de células CHO que expresaron transitoriamente tales muteinas,
permitié seleccionar las dos mejores variantes de cada grupo: IFN3NM47, IFN2NM47/95,
IFN4NM47, IFN4ANMutNter, IFN3NM47/95 e IFN3N47MutNter. A partir de la generacion de
lineas celulares estables y del clonado correspondiente, las muteinas fueron producidas y
purificadas obteniéndose recuperaciones superiores al 83% y porcentajes de pureza
elevados. Estos resultados confirmaron la utilidad de la CIA como unico paso de purificacién
para la obtencién de muteinas que presentaron diferentes propiedades fisicoquimicas.

La utilidad de las estrategias de glicoingenieria para incrementar el contenido de
N-glicanos fue confirmada por el aumento de la masa molecular aparente del IFN y también
del numero y proporcién de isoformas acidas, a medida que se incrementé el nimero de
modificaciones introducidas. Asimismo, se evidencié un aumento en el contenido de Neu5Ac
conforme se incrementd el numero de sitios potenciales para N-glicosilacién. Las variantes
4N (IFN2NM47/95 e IFN3NM47) no evidenciaron diferencias significativas en el contenido
de Neu5Ac con respecto la molécula de referencia IFN4N, mientras que las muteinas 5N
(IFN3NM47/95 e IFN4NM47) demostraron un notable incremento, al igual que el
IFN3N47MutNter. Sélo el IFN4NMutNter evidencié un contenido de Neu5Ac inferior al
esperado, lo cual podria estar indicando cierta influencia del entorno proteico y del arreglo
de los glucidos en la incorporacién del mismo. A su vez, el incremento del contenido de
Neu5Ac fue acompanado por la presencia de una mayor proporcidén de Neu5Gc. Este
glicano, de caracteristicas inmunogénicas, deberia ser controlado en el producto final para
evitar la generacion de respuesta inmune.

La caracterizacion biolégica in vitro de las muteinas evidencié una notable
disminucion de la ABE de las mismas frente a la introduccion de modificaciones puntuales
ya sea en la secuencia de la molécula o en su extremo N-terminal. En general, las
modificaciones realizadas afectaron en mayor medida la capacidad antiproliferativa del IFN
respecto de su actividad antiviral. No sélo la mutacién R23N, sino también la modificacion
L95T, demostraron tener un papel protagénico en la disminucién de la ABE antiproliferativa
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del IFN. La introduccién del péptido ANITVNITV en el extremo N-terminal de las moléculas
en estudio también produjo disminucién en su ABE antiviral y antiproliferativa. Un aspecto
muy relevante en este trabajo fue que la restauracion del residuo R23 en la secuencia del
IFN condujo a una mejora notable de la ABE antiproliferativa en aquellas variantes con un
grado similar o superior de N-glicosilacion. Asimismo, es posible concluir que el disefio de
los grupos de muteinas, destinado a cumplir determinados niveles de ABE antiproliferativa
con respecto a la muteina original IFN4N, fue concretado con éxito. So6lo el IFN4ANMutNter
evidencié un valor de ABE antiproliferativa superior respecto del IFN4N, mientras se
esperaba un descenso de la misma. Esto podria deberse a arreglos conformacionales dados
por la particular combinacién de las modificaciones introducidas.

El estudio de las propiedades farmacocinéticas de las nuevas muteinas confirmé que
el incremento del grado de glicosilacion del IFN fue responsable de la notable disminucién
del CL,p, ¥ del incremento significativo del AUC. A su vez, la mejora de las propiedades
farmacocinéticas se encontrd estrechamente relacionada al aumento en el contenido de
acido sialico. Especificamente, las variantes 5N (IFN4NM47, IFN3NM47/95) y 6N
(IFN3N47MutNter) evidenciaron el mayor contenido de &cido sidlico y, en forma
concomitante, el mejor comportamiento farmacocinético. Ademas, aquellas muteinas con 4
sitios potenciales para N-glicosilacién (IFN3NM47 e IFN2NM47/95) presentaron perfiles
famacocinéticos muy similares al observado para el IFN4N.

Del mismo modo al llevado a cabo en el primer capitulo de este trabajo, la influencia
del incremento de la ABE y de la farmacocinética de las muteinas fue conjuntamente
evaluada a nivel de la AB in vivo de tales moléculas. A partir de la caracterizacién
fisicoquimica y biolégica, asi como también de los resultados de farmacocinética, se
seleccion6 el mejor representante de cada grupo para proceder a la evaluacién de la
actividad antitumoral in vivo, siendo las variantes elegidas IFN3NM47, IFN4ANM47 e
IFN3N47MutNter. La realizacién de estos experimentos permitié concluir que el incremento
de la glicosilacién para mejorar las propiedades farmacocinéticas de IFN, por un lado, o la
restauracion del aminoacido R23, que condujo al aumento de la ABE antiproliferativa
evaluada in vitro, por el otro, fueron modificaciones Utiles para aumentar la accién
antitumoral in vivo de la proteina. Sin embargo, el incremento simultadneo de la ABE y de la
glicosilacién en la misma molécula no se tradujo en un efecto sinérgico durante el periodo
de estudio. Es por ello que la continuidad del presente trabajo se centra en el incremento del
tiempo de tratamiento de los animales con la muteina IFN3N47MutNter para concluir si
optimizar la interaccién con el receptor y, simultdneamente, mejorar la farmacocinética de la
molécula original podria aportar mayor beneficio a la terapia antitumoral. Adem@s, extender
el tiempo de la terapia en animales de experimentacion con la muteina IFN3N47MutNter

permitiria observar diferencias que no pudieron visualizarse durante el ensayo a corto
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término, tales como determinar si la etapa de crecimiento rapido se halla retrasada o si
comienza una etapa de remision, o bien si el crecimiento se enlentece y se llega a una fase
estacionaria donde podria resultar util el tratamiento con farmacos de otra naturaleza.

Finalmente, el objetivo de obtener moléculas derivadas de hIFN-a2b con mayor
eficacia fue logrado con éxito a partir de cualquiera de las dos opciones de modificaciones
propuestas: incremento del contenido de glicanos o restauracion del residuo de R23.
Asimismo, la evaluacién del huésped de produccidn para la muteina original IFN4N permitio
mejorar la AB antiproliferativa analizada in vitro de una manera similar a la restauracion del
residuo R23 antes mencionado. Por lo tanto, el empleo de células HEK present6 un gran
impacto en las caracteristicas glicosidicas de la molécula que evidentemente modificaron su
capacidad de interaccién con el receptor especifico y su modo de accion in vivo. Estas
evidencias revelan la potencialidad de la combinacion de ambas estrategias para la
generacion de nuevos agentes terapéuticos hiperglicosilados.

En términos generales, el proceso de generacibn de un nuevo terapéutico
hiperglicosilado es altamente complejo. Por lo tanto, para un biofarmaco derivado de
hIFN-a2b con tales caracteristicas, la busqueda de un balance apropiado entre la AB in vitro
y las propiedades farmacocinéticas en el contexto del huésped de produccion adecuado,
constituyen las claves para la obtencién de un producto innovador y efectivo.
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