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RESUMEN.

En la produccion de glicoproteinas como el interferon gamma (IFN-y), la eleccion del
sistema de expresion es crucial, porque influye en la calidad y cantidad de la proteina
recombinante. Las células de mamiferos son los huéspedes preferidos para la produccién
de estas proteinas, ya que generan complejas modificaciones postraduccionales, pliegan
correctamente la proteina y son capaces de segregar el producto en el medio de cultivo. El
éxito generalizado de la linea de células CHO se debe a su incomparable adaptabilidad,
generalmente utilizada en la expresion estable o constitutiva de las glicoproteinas, ya que
estos sistemas permiten caracterizar la funcién y estructura de proteinas recombinantes

complejas.

Bajo este tenor dentro del grupo de trabajo se han generado sistemas transitorios utilizando
células de mamifero como hospederos para producir la proteina interferon gamma dentro
de los cuales con el sistema HEK293/AD5-IFN-y se optimizé la expresion de la proteina
obteniendo asi 19.2 pg/mL, siendo esta la concentracién mas alta obtenida en un sistema
transitorio. Por ello, en el presente trabajo se pretende generar una linea celular CHO-S
gue exprese de manera estable interferon gamma en altas concentraciones y en forma de
homodimero glicosilado, asi como realizar la caracterizacion tanto de la linea celular como

de la proteina producida.

Con el fin de lograr este objetivo se realizdé primeramente la construccion del vector de
expresion pcDNA3/IFN-y, Durante el andlisis de la secuenciacion de la construccion del
plasmido se corrobord que el transgén insertado corresponde con la proteina de interés
(IFN-y).

Para la generacion del sistema de expresion estable se realizé una seleccion policlonal
obteniendo dos minipools con producciones bajas de interferon gamma. Seguido de la
seleccion clonal para obtener dos clonas con produccion alta de IFN-y expresando mas de
1000 pg/mL de manera constante el transgén de interés por mas de 200 generaciones
desde su transfeccion, siendo considerablemente mayores comparadas con el sistema el
transitorio HEK293/AD5-IFN-y el cual produce 19.22 pg/mL con lo cual se corrobora la

hipétesis planteada en este proyecto.
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SUMMARY.

During the production of glycoproteins such as gamma interferon (IFN-y), the choice of the
expression system is crucial, as it has a great influence on the quality and quantity of the
recombinant protein. Mammalian cells are the preferred hosts to produce these proteins,
as they generate complex post-translational modifications, correctly fold the protein and can
secret the product into the culture medium. The widespread success of the CHO cell line is
due to its incomparable adaptability, generally used in the stable or constitutive expression
of glycoproteins, as these systems allow the characterization of the function and structure

of complex recombinant proteins.

In this sense, the working group has generated transitional systems using mammalian cells
as hosts to produce the interferon-gamma protein. With the HEK293/AD5-IFN-y system, the
protein expression was optimized to obtain 19.2 pg/mL, which is the highest concentration
obtained in a transitional system. Therefore, the present work aims to generate a CHO-S
cell line that stably expresses gamma interferon in high concentrations and in the form of
glycosylated homodimer, as well as to perform the characterization of both the cell line and

the produced protein.

In order to achieve this objective, the expression vector pcDNA3/IFN-y was first constructed.
During the analysis of the plasmid construction sequencing, it was corroborated that the

inserted transgene corresponds to the protein of interest (IFN-y).

For the generation of the stable expression system a polyclonal selection was performed
obtaining two minipools with low gamma interferon productions. Following the clonal
selection to obtain two clones with high production of IFN-y expressing more than 1000
pg/mL constantly the transgene of interest for more than 200 generations since its
transfection, being considerably higher compared to the system the transitory HEK293/AD5-
IFN-y which produces 19.22 pg/mL which corroborates the hypothesis raised in this project.
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. MARCO TEORICO.

1.1. Biofarmacos y medicamentos biotecnolégicos.

La biotecnologia ha tenido gran impacto en el area de la medicina, principalmente en el
desarrollo de nuevas metodologias para determinar a nivel molecular la causa de diversas
enfermedades (Gamboa and Trujillo-Roldan 2009). En los ultimos 30 afios, el desarrollo de
biofarmacos y medicamentos biotecnolégicos ha crecido de manera exponencial debido a
las nuevas posibilidades que estos brindan en el tratamiento de enfermedades
cronico/severas y degenerativas tales como el cancer, la artritis reumatoide, la
osteoporosis, insuficiencia renal o esclerosis multiple, infecciones y desérdenes
autoinmunes, como la diabetes, entre otras (Bandaranayake and Almo 2014). Un
biofarmaco es una molécula biolégica con fines terapéuticos obtenida a partir de un

organismo vivo (Gamboa and Trujillo-Roldan 2009).

Un namero creciente de estos biofarmacos exitosos son proteinas recombinantes con fines
terapéuticos, que presentan mayor accién terapéutica y menos reacciones secundarias con
respecto a tratamientos tradicionales, al ser practicamente homologas a las producidas por
el organismo humano. Estas moléculas se producen a partir de un organismo vivo, ya sea
a partir de bacterias, hongos, células animales, levaduras, entre otros (Gamboa and Truijillo-
Roldan 2009). Sin embargo, el uso de diferentes sistemas de produccion sigue siendo
materia de estudio, ya que es necesario tener sistemas competitivos que tengan
productividades aceptables y brinden productos con la calidad y eficacia adecuadas

(Bandaranayake and Almo 2014).
1.1.1. Proteinas recombinantes y su produccion.

Las proteinas recombinantes (PR) son aquellas que se obtienen al expresar
un gen codificante clonado en un sistema de expresion distinto al organismo productor
original (Guevara-Hernadndez et al. 2013). Un ejemplo de proteina recombinante es
la insulina humana producida de manera in vitro, obtenida a partir de cultivos de E. coli
(Baeshen et al. 2014).

Hoy en dia, los sistemas de expresion de proteinas recombinantes se han convertido en
una herramienta muy popular, ya que es posible obtener altas cantidades de proteina con

bajos costos de produccién y alta pureza. Un aspecto importante de estas proteinas de uso
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terapéutico es que son especificas contra padecimientos que antes se consideraban
incurables, o bien cuando el medicamento existente sélo lograba controlar la enfermedad,

en la mayoria de los casos de manera ineficaz (Gamboa and Trujillo-Roldan 2009).

La produccion de PR se lleva a cabo mediante la tecnologia del ADN recombinante, la cual
ha permitido conocer y separar los genes codificantes para las proteinas de interés, que
son transferidos a diferentes microorganismos diferentes a los nativos llamados sistemas

hospederos (Valdez-cruz et al. 2018).

Dentro de la primera etapa de produccién del bioproceso es importante la eleccion del
sistema productor, ya que algunos retos involucrados durante la produccién son el hecho
de que este genere la proteina en cantidades adecuadas para el uso humano, que sea
capaz de producir la secuencia proteica correcta con las modificaciones postraduccionales
(cambios quimicos que las proteinas pueden sufrir después de la traduccion (Birkle 2001))
necesarias (Figura 1) para que ésta tenga la funcién, actividad y estabilidad requeridas (M.
Butler and Meneses-Acosta 2012), ya que estas modificaciones desempefian un papel
fundamental en la regulacion del plegamiento de proteinas, su orientaciébn a
compartimentos subcelulares especificos, su interaccién con ligandos u otras proteinas y
su estado funcional, asi como la actividad catalitica en el caso de enzimas o la funcion de

sefalizacién de proteinas (Burkle 2001; Wang, Peterson, and Loring 2014).
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Figura 1. Modificaciones postraduccionales proteicas. La estructura, la estabilidad y la funcién
de las proteinas en las células pueden ser alteradas dinamicamente por estas modificaciones
(Tomado y modificado de Wang, Peterson, and Loring 2014).

La serie de pasos fundamentales para obtener proteinas recombinantes durante el
bioproceso son: 1) Tener un gen que codifique para la proteina de interés y un hospedero
gue realice las modificaciones que se requieran para obtener una proteina funcional; 2) Que
la proteina sea expresada a las concentraciones requeridas y se lleve a una escala de
produccion mayor; 3) Un método de separacién y purificacion, un sistema de estabilizacion;

4) Finalmente la formulacién (Drago and Sainz 2006) (Figura 2).

1. Generacion del sistema de 2. Produccién masiva en 3. Aislamiento y purificacion 3. Formulacion.
expresion. biorreactor. de la proteina

Plésmido correcto

Colonia

—Antibidtico

Figura 2. Proceso general de produccién de proteinas recombinantes (Tomado y modificado de
Silva, 2012).
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1.2. Sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Investigaciones recientes en ingenieria genética y expresion de proteinas heterdlogas han
acelerado el desarrollo de biofarmacos tales como anticuerpos, vacunas, hormonas,
citocinas y una gran variedad de otros agentes terapéuticos, los cuales se han expresado
a través de multiples sistemas biolégicos. Estos sistemas abarcan desde la expresion
utilizando bacterias como la Escherichia coli para proteinas estructuralmente simples, hasta
la produccion de péptidos que presentan diversos niveles de complejidad estructural y
funcional, los cuales se expresan en células de mamiferos, células de levaduras y células

de insectos (Noguera and Fermin 2013).

e Sistemas de expresion en bacterias.

Los microorganismos mas utilizados para la sintesis de proteinas recombinantes son las
bacterias, siendo la E. coli ampliamente utilizada en la industria biotecnoldgica (Garcia et
al. 2013). Esta bacteria es facil de cultivar y de modificar genéticamente. A nivel de sintesis
de proteinas, se obtienen de manera rapiday con altos rendimientos (llegando a acumular
hasta el 80% de su peso seco de proteinas recombinantes) lo que hace que sea la primera
posibilidad que se tiene en cuenta cuando se quiere expresar proteinas recombinantes
(Martinez and Martos 2011).

Las bacterias son ideales para producir proteinas de pequefio tamafio que no requieran
modificaciones postraduccionales. Entre las ventajas que este microorganismo brinda como
hospedero estan: mayor velocidad especifica de crecimiento que las levaduras y células de
mamiferos, no posee requerimientos costosos asociados a medios de cultivo o
equipamiento a diferencia de las células de organismos superiores, existe una gran
variedad de vectores de expresion estables y es un microorganismo aprobado por las
entidades reguladoras para su utilizacién como hospedero en la produccion de biofarmacos
(Garcia et al. 2013).

e Sistemas de expresion en levaduras.
Las levaduras presentan muchas de ventajas comparadas con los sistemas bacterianos
(alto rendimiento, estabilidad de la cepa productora, crecimiento a alta densidad,
productividad, crecimiento en medios baratos y quimicamente definidos). Ademas, son
capaces de glicosilar y de plegar proteinas complejas, incluyendo aquellas que tienen un

numero elevado de puentes disulfuro, ya que su proceso de produccién es muy similar al
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de las células de mamifero. La adicion de una secuencia sefial en el gen permite la
excrecion de la proteina al medio de cultivo Algunas levaduras, como S. cerevisae, tienen
una larga historia de utilidad en procesos de fermentacién industrial (Martinez and Martos
2011). Su principal desventaja es que producen proteinas con un patrén de glicosilacién de
alta manosa, el cual puede ser inmunogénico (Almo et al. 2013).

e Sistemas de expresion en células de insecto.

Las células de insecto son transformadas mediante vectores basados en baculovirus. Un
vector de este tipo infecta facilmente cultivos de células larvarias de insectos de manera
muy especifica. Las células de insecto son capaces de llevar a cabo modificaciones
postraduccionales mucho mas complejas que las levaduras, abarcando no soélo
glicosilaciones, sino también fosforilaciones, procesamiento de péptidos sefial,
procesamientos proteoliticos correctos, acilaciones, carboximetilaciones, etc (Martinez and
Martos 2011). Procesan los puentes disulfuro correctamente y ademas muestran altos
niveles de expresion. Su principal desventaja es que el patron de glicosilacion no es similar
al de humano y la fucosa introducida en este proceso es altamente inmunogénica (Drago
and Sainz 2006).

e Sistemas de expresion en lineas celulares de mamiferos.
Las células de mamifero son, en la mayoria de los casos, el sistema optimo para producir
proteinas de mamiferos ya que las proteinas recombinantes resultantes son muy similares
a la forma natural. Una de las ventajas mas grandes es que en este tipo celular se pueden
producir proteinas que requieren modificaciones postraduccionales especifica de mamifero,
por otra parte, con respecto a los demas sistemas el mantenimiento tiene un alto costo
debido a que las células crecen muy despacio (24-30 h dependiendo de la linea celular y
las condiciones e cultivo), el medio de cultivo es caro y requiere suministro constante de
CO: y necesitan medios con un mayor namero de nutrientes, siendo esta su principal
desventaja. Ademas, el rendimiento de la produccién es mas bajo que en otros sistemas
y se requieren muchos mas esfuerzos para conseguir buenas cantidades de proteinas

purificadas (Martinez and Martos 2011).
1.2.1. Linea celular CHO-S.

Las lineas celulares de mamifero son los hospederos de eleccion para la produccién de

biofarmacos debido a sus propiedades de generar modificaciones postraduccionales
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complejas, plegamiento correcto de la proteina y tener la capacidad de excretar el producto
al medio de cultivo para su posterior purificacion (Zhu 2012). El éxito generalizado de la
linea celular CHO se debe a su inigualable adaptabilidad, permitiendo el crecimiento de
estas células a altas densidades en los cultivos de suspension y facilita la adaptacién a las
condiciones libres de suero, teniendo una produccion de proteinas recombinantes mas
seguras, simplificado los procesos de downstream, ya que contienen menos contaminantes

proteinicos (Kuo et al. 2018).

La linea celular CHO-S ha sido adaptada a suspensién mediante métodos fisicos utilizando
medios quimicamente definidos libres de suero (el uso de medios quimicamente definidos
ha tenido una gran mejora en la calidad y disponibilidad de los mismos, debido a que que
no requieren suplementos con suero derivado de animales son mas seguros al haber
menos riesgo de contaminacion viral y por priones del suero bovino (Bandaranayake and
Almo 2014)), que provienen de una linea celular CHO-K1, esta deriva de un explante del
ovario de una hembra adulta de hamster chino (Cricetulus griseus). Proveniente de la linea
celular de ovario de hamster chino original (CHO) la cual fue aislada por Theodore T. Puck
en el afio 1957. Desde entonces, las células CHO han sido una linea celular de eleccion
debido a su rapido crecimiento en el cultivo en suspensién y la alta produccion de proteinas
(Kildegaard et al. 2013).

Actualmente la linea celular CHO es uno de los sistemas productores de proteinas
terapéuticas de mamiferos frecuentemente utilizado debido a varias ventajas clave sobre

otros tipos de células, tales como:

a) Un crecimiento robusto en un cultivo en suspension definido quimicamente y libre
de suero.

b) Un perfil de seguridad razonable con respecto a la replicacion del virus patégeno
humano, ya que un analisis global de los genes de susceptibilidad viral en CHO-K1
indicé que muchos genes importantes de entrada viral no estan expresados, lo que
explica la resistencia de las células CHO a muchos virus (Kildegaard et al. 2013) .

c) La capacidad de expresar proteinas recombinantes con modificaciones
postraduccionales similares a las humanas (Bandaranayake and Almo 2014).

d) Ademas, una de las caracteristicas mas importantes del sistema de células CHO es

la facilidad para generar clones de células modificadas que son capaces de expresar
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de forma estable un gen de interés con un rendimiento suficiente y una calidad
aceptable para el uso humano (Fischer, Handrick, and Otte 2015).
Hoy en dia, existen tres lineas celulares CHO diferentes, las cuales se utilizan cominmente
para la fabricacién de productos biofarmacéuticos:
1. Lalinea celular CHO-K1 que aun alberga un gen DHFR funcional (Kim and Eberwine
2010).
2. La linea celular CHO-DXB11 (también conocido como CHO-DUKX) la cual se
mutagenizé con metanosulfonato de etilo para generar una linea celular que carece
de actividad de dihidrofolato reductasa (DHFR) (Urlaub and Chasin 1980).
3. La linea celular CHO-DG44 en la que los dos alelos DHFR fueron suprimidos

utilizando radiacion gamma.

1.2.2. Produccion de proteinas recombinantes en lineas celulares de mamiferos.

La produccién de biofarmacos se realiza en diversos sistemas biolégicos, utilizando como
hospederos desde bacterias hasta células de mamiferos (Zhu 2012). Se prefieren los
sistemas de expresion de células animales para la produccion de proteinas grandes y
complejas que requieren modificacion postraduccional para su actividad biologica
(Durocher and Butler 2009). La expresion en células de mamifero se ha convertido en el
sistema dominante de produccion de PR para aplicaciones clinicas debido a su capacidad
para la modificacion postraduccional y el ensamblaje de la estructura molecular similar a la

proteina humana (Bandaranayake and Almo 2014).

Ya que los sistemas eucariotes introducen modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones, eliminacién de la metionina inicial, ruptura proteolitica de un precursor,
formacion de puentes disulfuro que daran forma a la estructura terciaria, entre otros,
asemejando las proteinas recombinantes a las endogenas (Gamboa and Trujillo-Roldan
2009), se han utilizado diferentes lineas celulares animales tales como Baby Hamster
Kidney (BHK21), fibrosarcoma humano (HT1080), linfoma humano (Namalwa), Human
Embryo Kidney 293 (HEK293) y Chinese hamster ovary (CHO) (Durocher and Butler 2009).

Una de las modificaciones postraduccionales mas importantes que generan las células de
mamifero es la glicosilacion de proteinas, ya que es bien sabido que tiene un papel
fundamental en la regulacion de la estructura y la estabilidad de la proteina, la transduccién

de sefales, las interacciones célula-célula y el entorno celular, la respuesta inmune,
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temporalidad en el torrente sanguineo, entre otros (Wang, Peterson, and Loring 2014;
Lalonde and Durocher 2017). Para la produccion de glicoproteinas suelen emplearse
células de mamiferos, siendo las de primera eleccion las lineas celulares CHO (ovario de
hamster chino) o HEK293 (rifidn embrionario humano) (Almo et al. 2013).

Las células CHO generalmente se utilizan en la expresion estable o constitutiva de
glicoproteinas por lo que la seleccibn de clonas asi como el trabajo molecular y su
estabilidad son puntos criticos para obtener una linea celular altamente productora que
genere glicoproteinas con patrones de glicosilacion semejantes al humano (Baldi et al.
2007).

1.2.2.1. Transferencia de ADN, plasmidos, y expresion génica de proteinas

recombinantes.

El procedimiento para producir una PR consiste en introducir el ADN que codifica para la
proteina de interés en un vector de sobreexpresion (plasmidos, virus, cosmidos) (Guevara-
Hernandez et al. 2013). El vector contiene un origen de replicacion que le permite copiarse
dentro de la célula hospedera, una region promotora que permite la produccion de la
proteina de interés, un sitio de clonaciéon multiple (SCM), que es una regién que contiene
diversos sitios de restriccién que permiten la insercion de ADN entre ellos y genes de
resistencia a antibiéticos y genes reporteros, que facilitan la seleccion de las colonias
bacterianas que tendrian el vector con la informacién genética insertada (Hacker and

Balasubramanian 2016).

Para la generacion de un plasmido recombinante, se lleva a cabo un procedimiento de
ligacién que permite insertar dentro del SCM del vector un segmento de ADN codificante
para la proteina de interés. Al producto de este vector, mas el fragmento de ADN codificante
o inserto, se denomina “construccion”. El siguiente paso es la “transformaciéon”, ésta se
realiza al insertar la construccién dentro de la célula hospedera siendo nuestro sistema

productor de dicha proteina (Palomares, Estrada-Mondaca, and Ramirez 2004).

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN cerradas, las cuales se caracterizan por
gue se pueden replicar de manera independiente del ADN gendémico en las células
bacterianas (Khan 2013). Los plasmidos pueden constituir una cantidad sustancial del

contenido genético total de un organismo, representando mas del 25% del material genético

23



=
%’u/ tad

de Farmacia

de la célula hospedera. Pueden incorporar genes por recombinacién o transposicion,
favoreciendo asi los intercambios genéticos en poblaciones celulares (del Solar et al. 1998).

Existen dos maneras de poder expresar proteinas recombinantes mediante la utilizacion de

plasmidos.
a. Expresion transitoria:

Una estrategia para acelerar el proceso de produccién de proteinas es eliminar el paso de
seleccién del farmaco mediante la realizacion de transfusiones transitorias a escala.
Utilizando este enfoque, las lineas celulares clonales no son necesarias, ya que las células
se cultivan (y transfectan) directamente a la escala de produccién y, por lo tanto, no es

necesario cultivarlas durante largos periodos de tiempo (Baldi et al. 2007).

En la mayoria de los casos, los primeros intentos de expresar transitoriamente proteinas
recombinantes se ejecutaron con vectores de expresion "estandar" que contienen fuertes
promotores virales, como SV40 o un promotor del citomegalovirus (CMV). Mas
recientemente, al menos uno de los promotores no virales, el promotor del factor de
elongacion (EF)-1, ha recibido fuertes respaldos porque parece ser tan fuerte o mas fuerte

gue algunos de los promotores virales (Bandaranayake and Almo 2014).
b. Expresién estable:

En una transfeccién estable, el ADN del plasmido se integra con éxito en el genoma celular
y se transmitira a las generaciones futuras de la célula. Esto puede lograrse después de la
insercion de un gen o pldsmido en el genoma de la célula huésped a través de la integracion
especifica (homologa) del sitio o la integracion aleatoria (no homologa) seguida de la
amplificaciébn del gen utilizando los sistemas de dihidrofolato reductasa o glutamina
sintetasa (Fischer, Handrick, and Otte 2015), finalmente formar una gran estructura

concatenaria que eventualmente se integra al cromosoma (Baldi et al. 2007).

Todas las transfecciones estables comienzan como una transfeccién transitoria, pero el uso
de marcadores de seleccion (genes gque exprese resistencia a los antibiéticos, marcadores
metabodlicos como el gen Lac Z o marcadores auxotréficos) expresados en el ADN del
plasmido, que permiten la seleccion de cualquier célula que haya integrado con éxito el gen
en su genoma. El tratamiento con antibiético continuado de las células a largo plazo resulta

en la expansion de solo las células transfectadas de forma estable, mientras que las células
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no estables mueren debido a la falta de resistencia a los antibidticos. EI ADN lineal parece
ser mejor para una transfeccion estable, aunque su captacion sigue siendo menor que con

el ADN superenrollado (Zhou et al. 2010).

A. Stable transfection B. Transient transfection
DNA

\/\f\j\/ mANA
Transfection V\/W

—_— /ff
Cyfosol
/ O
”|
__,-o-"""—--—

LA

Exprassion

R— “—-\._\_\__ ____,__.-"

Cell T Cell
Figura 3. Diagramas esquemaéticos dos tipos de expresidén o transfecciones diferentes. (A)
Transfeccion estable. EI ADN extracelular (onda roja) se introduce al nicleo a través las
membranas celulares y nucleares. El ADN se integra en el genoma del hospedero (onda negra) y es
expresado de manera sostenible. (B). Transfeccidn transitoria. El ADN es entregado en el nlcleo
celular pero no se integra. El ARNm extracelular (onda azul) se introducr en el citosol donde es
traducido. Los hexagonos son las proteinas expresadas para posteriormente ser excretadas al medio

de cultivo. (Kim and Eberwine 2010).

25



=
%‘ul tad

de Farmacia

II.  ANTECEDENTES.

2.1. Interferén gamma.

El interferon gamma humano (IFN-y) es una glicoproteina cuyo gen se localiza en el
cromosoma 12 (12g24.1) en humanos. La secuencia de su ADN fue reportada por primera
vez por Gray y Goeddel en 1982, posteriormente, se encontré que es codificado por un solo
gen, el cual contiene cuatro intrones y tres exones (Sato et al. 2018).

Es una potente molécula reguladora con actividades antivirales, antiproliferativas e
inmunomoduladoras y es un miembro importante de la familia de las citocinas. La forma
biolégicamente activa del IFN-y es un homodimero. Las subunidades monoméricas estan
unidas entre si de forma no covalente y antiparalela, formando una estructura globular
compacta. El IFN-y humano contiene dos sitios potenciales de glicosilacion en las
posiciones Asn-25 y Asn-97 de su cadena de polipéptidos maduros de 143 aminoacidos de
largo plazo. Basandose en la estructura tridimensional del dimero IFN-y, los sitios de
glicosilacién N estan situados en la superficie (T Sareneva et al. 1995). Los residuos de
glicano que se encuentran en Asparagina-25 juegan un papel importante en la resistencia
a proteasas tales como la catepsina G, la elastasay la plasmita. Por lo tanto, una adecuada
glicosilacion aumenta el tiempo de vida media del IFN-y biologicamente activo en la
circulacion, la cual corresponde a un homodimero estabilizado por fuerzas no covalentes,

y con un peso molecular de aproximado de 50 kDa (Timo Sareneva et al. 1996).

Figura 4. Estructura dimérica del IFN-y biolégicamente activo (Thiel et al. 2000).

El IFN-y o interferon inmune tipo Il es producido por linfocitos T CD4", CD8*, células Ty /5,
asi como por células Natural killer (NK) en respuesta a algun estimulo inmune o inflamatorio.

El IFN-y no comparte receptores con los interferones de tipo | y su estructura proteica es
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distinta, ya que cuando es biologicamente activo estd formado dos mondmeros
antiparalelos, lo que le da la capacidad de promover la actividad de las células NK, aumenta
la presentacién de antigenos y la actividad lisosémica de los macrofagos (Mata-Espinosa

and Hernandez-Pando 2008).
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Figura 5. Sintesis del interferon gamma. La produccion de IFN-y es exclusiva de algunos tipos

Macréfago

celulares, como lo son las células NK activadas por la presencia de TNF-a y de un segundo estimulo,
como puede ser un producto bacteriano y, por las células CD4+ y CD8+, en respuesta al antigeno
presentado por medio de moléculas MHC-II o por linfocitos T citotoxicos después de haber

reconocido al antigeno presentado por MHC-I (Billiau and Matthys 2009).
2.1.1. Principales funciones del IFN-y.

Se ha demostrado que IFN-y facilita la maduracion de multiples células inmunes, es esencial
para las respuestas inmunes y regula la diferenciacion de células T CD4+ virgenes en la
subpoblacion TH1, activacién, expansion, homeostasis y supervivencia la regulacion de
otras funciones celulares como la activacién de macrofagos y la inmunidad celular frente a
los microorganismos intracelulares, ademas activa la produccién de la IL-12 y favorece la
diferenciacién de los linfocitos. Una de las primeras funciones que se descubri6 para el IFN-
y fue la actividad antiviral, asi como para los interferones tipo | (IFN-a/IFN-B) los cuales
constituyen los antivirales mas potentes. La eliminacion de patégenos intracelulares
requiere la produccion de IFN-y por las células T. La generacion y activacion de células
reguladoras T requiere IFN-y (Catriona H.T. Miller, Stephen G. Maher 2017). Entre sus
efectos mas importantes se conoce que induce la expresion de estructuras que favorecen
el reconocimiento de células blanco (estimulacién de moléculas MHC | y II) y promueve la
produccion de compuestos téxicos derivados de macréfagos, como son especies reactivas

de oxigeno y nitrdgeno, asi como factor de necrosis tumoral (Shtrichman and Samuel 2001).

27



=
%’u/ tad

de Farmacia

2.1.2. Terapia con interferon gamma humano (rIFN- y).

Actualmente en el mercado existe interferon gamma recombinante bajo el nombre
comercial de IMUKIN® y ACTIMMUNE® (IFN-y 1-b) aprobados por la FDA. Son
polipéptidos de aproximadamente 140 aa producidos por fermentacién en E. coli en forma
de dos mondémeros idénticos sin glicosilaciones (Kaminska et al. 1999). Ambos
medicamentos se administran de forma subcutdnea y estan indicados para reducir la
frecuencia de infecciones severas en pacientes con enfermedad Granulomatosa cronica y
Osteopretosis maligna grave. ACTIMMUNE se ha demostrado que es efectivo contra una
amplia variedad de enfermedades, incluyendo cancer, tuberculosis (infecciones por
Mycobacterium avium complex), fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica,
esclerodermia, infecciones fangicas invasivas, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos, como leucemia, en el tratamiento de la osteopetrosis congénita, en el
tratamiento contra infecciones flngicas en pacientes con trasplante de rifién (Catriona H.T.
Miller, Stephen G. Maher 2017; Mata-espinosa and Hernandez-pando 2008).

En general, el tratamiento con interferon gamma recombinante es bien tolerado, pero dada
la toxicidad asociada con el interferén es un campo abierto para la busqueda de nuevas
formas que reduzcan los efectos adversos, ademas de los costos que la hagan mas

accesibles (Mata-espinosa and Hernandez-pando 2008).

2.2. Sistemas de expresion utilizados para la produccién del Interferén
gamma humano recombinante.

En la década de los 80’s, el IFN-y se producia exponiendo los linfocitos T humanos a
estimulos mitogénicos o mediante la traduccién del ARNm en ovocitos, lo que dio lugar a
una baja expresion y actividad de 102-10* IU* mL?!. Hubo una serie de problemas de
purificacién debido a la formacién de agresivos citoplasmaticos y a los costosos procesos
de desnaturalizacion (Billiau and Matthys 2009).

Con el desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante, el cDNA del IFN-y fue clonado con
éxito y expresado en E. coli en 1982 debido a su sencillo requerimiento de nutrientes, su
elevada tasa de crecimiento y su bien entendida fisiologia y genética molecular. IMUKIN®
y ACTIMMUNE® (IFN-y 1-b) son los producidos actualmente bajo este sistema de
expresion. Se ha observado que derivado de la falta de glicosilacién tiene una vida media
corta cual limita su eficacia, la solubilidad, la resistencia a proteasas y la produccion es
costosa debido a la formacién de cuerpos de inclusién y a la contaminacién por endotoxinas
(Curling et al. 1990).
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Debido a esta problemética se ha explorado una produccion més rentable en los sistemas

eucarioticos como levaduras (Pichia pastoris), protozoos (Leishmania sp.) y células de
mamiferos, por ejemplo, CHO, HEK293, mieloma murino (NSO, Sp2/0), etc. (Tabla 1).
Obteniendo mejores resultados hasta la fecha en los sistemas de expresion de mamiferos

aumentando productividad, mayor similitud con el IFN-y nativo en la glicosilacion y la

proteina plegable (Razaghi et al. 2017).

Tabla 1. Produccion de IFN-y en diferentes sistemas de expresion.

_ _ Produccién  Peso molecular en Referencia
Sistema de expresion i
(mg/L) monomero (KDa)
_ _ 6 * (Timo Sareneva et
Homo sapiens (Cultivo
B al. 1996)
de tejido humano)
_ 23X10° (Lagutin et al. 1999)
Glandula mamaria de
350-570 20-25
ratén (Mus spp.)
_ 1700 17 (Arbabi et al. 2003)
E. coli
Bacillus sp. (bacteria) 920 17 (Rojas Contreras et
) al. 2010)
Leishmania sp. o5 17 (Davoudi et al.
(protozoo) ' 2011)
Pichia pastoris * (Razaghi et al.
1-1.6X10°3
(levadura) 2017)
Sood / ) 18-23 (Razaghi et al.
odoptera spp.
podop _ PP 2017)
Baculovirus
_ 20-26 (Farges et al. 2008)
Células de ovario de 10-15
hamster chino (CHO)
(Cricetulus sp.)
* (Roman et al. 2018)
Hek293 0.62-1.66

*Dato no publicado.
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Aunque cada sistema de expresion eucariotica produce una proteina biolégicamente activa
in vitro, la estructura de los oligosacéaridos que se afiaden al polipéptido IFN-y durante el
proceso de glicosilacion varia significativamente con el tipo de célula (Timo Sareneva et al.
1996). Existen diversos problemas con el tipo de glicosilacion, ya que se sabe que al no
ser similar a la proteina humana, induce potencialmente inmunogenicidad y afecta la
estabilidad (Lalonde and Durocher 2017). Por ejemplo, la alta manosa del IFN-y expresado
en levadura y en células de insecto tienen una vida media mas corta y genera alta
inmunogenicidad in vivo debido a la generacién de anticuerpos neutralizantes (Demain and
Vaishnav 2009).

Por lo general, las proteinas recombinantes expresadas en las células CHO son las que
mas se parecen a las proteinas humanas naturales. Sin embargo, existen diferencias en la
estructura del N-glicano de IFN-y expresada ya que pueden darse diferencias en el
contenido de acido sialico de las glicoproteinas que pueden dar lugar a amplias diferencias
de carga y a tasas de eliminacion alteradas in vivo, debido a receptores especificos en el
higado que reconocen las asialoglicoproteinas (Farges et al. 2008). Por ello se han hecho
investigaciones para producir dicha proteina en células de origen humano las HEK293, ya
gue por su propia naturaleza el patron de glicosilacion seria similar a la proteina nativa, sin
embargo, la produccion es baja comparada con las células CHO. En las Ultimas décadas
investigadores han centrado sus estudios en mejorar la produccién en estos sistemas
controlando desde la temperatura, pH, nutrimentos, CO? o recurriendo a sistemas de

expresion estable (del Solar et al. 1998; Razaghi, Owens, and Heimann 2016).

2.2.1. Produccion de rIFN-y dentro del grupo de trabajo del laboratorio 7 de

biotecnologia farmacéutica de la facultad de farmacia.

El grupo de trabajo del laboratorio se ha centrado en producir la proteina IFN-y
recombinante en diversos sistemas de expresiébn de manera transitoria. Por otra se ha

evaluado de su efecto anticancerigeno en lineas celulares modelo de cancer.

En el afio 2014 Romero-Martinez reporté la generacion de vectores que expresan interferén
gamma en células humanas, realizé la construccion molecular del plasmido pVAX/IFN-y y
el vector pAd5/IFN-y los cuales contenian el transgen codificante (501 pb) para

posteriormente expresar de manera transitoria en células HEK 293 A549 y C33A
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demostrando la capacidad de promover la expresion de esta citocina en cultivos de células
cancerigenas (Romero-Martinez 2014).

En el afio 2017 Garcia-Lopez utilizé el vector adenoviral pAd5/IFN-y para transducir en la
linea celular A549 en donde confirmd la transcripcion de ARNm especificos para ese gen,
asi como la expresioén del interferbn gamma humano obteniendo concentraciones de 5.33
pg/mL (Garcia-Lépez 2017). Este mismo afio Sanchez- Pacheco demostrd que en la linea
celular MCF-7 utilizando el mismo vector a una MOI de 30 se produce la proteina de IFN-y

obteniendo concentraciones de 18.67 pg/mL (Sanchez-Pacheco 2017).

Sosa-Garcia en su tesis de maestria utilizé el sistema HEK293/AD5-IFN-y para optimizar la
expresion de la proteina obteniendo asi 19.2 pg/mL a una MOI de 5, siendo esta la

concentracion mas alta obtenida en un sistema transitorio (Sosa-Garcia 2018).
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. JUSTIFICACION.

La eleccion de los sistemas de expresion de proteinas para uso humano es crucial, ya que
este tiene gran influencia en la calidad y cantidad de proteina recombinante obtenida.
Durante la produccion de glicoproteinas, tal como el interferébn (IFN-y) humano es
imprescindible la seleccion del sistema productor, ya que esta citocina contiene dos sitios
potenciales de glicosilacién importantes para su estructura y funcion, brindandole a la
proteina mayor estabilidad y por ende mayor tiempo te vida media en torrente sanguineo.

Actualmente, existen diversos sistemas de expresion los cuales presentan ciertas
caracteristicas que los hacen atractivos durante su eleccion. Los dos sistemas expresion
mas utilizados son las células bacterianas y las de mamifero, sin embargo, a diferencia de
las bacterias las células animales son los hospederos de eleccion para la produccién de
glicoproteinas, debido a que son capaces de secretar el producto al medio de cultivo,
generan modificaciones postraduccionales complejas y realizan un plegamiento correcto de

las proteinas, lo cual influye en la estabilidad y bioactividad (funcién) de las moléculas.

La linea celular CHO es la mas utilizada en la produccion comercial a gran escala, donde
se produce alrededor del 70 de los biofarmacos que se encuentran en el mercado. Su éxito
generalizado se debe a su inigualable adaptabilidad, usandose generalmente en la
expresion estable o constitutiva de glicoproteinas, ya que estos sistemas permiten

caracterizar la funcién y estructura de las proteinas recombinantes complejas.

Dentro del grupo de trabajo se han utilizado diversos sistemas de expresion transitoria,
utilizando el adenovirus pAd5/IFN-y en células HEK 293 A549 y MCF7 a diferentes MOI
para producir la proteina IFN-y obteniendo bajas concentraciones de ésta. Por ello, a través
de este proyecto, se generd una linea celular CHO-S que expresa de manera constitutiva

la proteina IFN-y humano.
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IV. HIPOTESIS.

El sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y tiene la capacidad de expresar de manera estable la

proteina de IFN-y.

V. OBJETIVOS.

e Objetivo general:

Generar y caracterizar el sistema de expresion estable CHO-S pcDNA3/IFN-y para la
produccion de la proteina interferbn gamma y asi obtener una mayor productividad en

comparacion con sistemas de expresion de transitoria.

e Objetivos especificos:

1. Realizar el disefio, construccion y amplificacion molecular del vector de expresion
PcDNA3/IFN-y.

2. Caracterizar la linea celular CHO-S mediante cinéticas de crecimiento, evaluacion de
metabolitos celulares y evaluacion de la concentracion letal con el antibidtico G418.

3. Generar una linea CHO-S estable que contenga de manera constitutiva el gen del
interferbn gamma mediante seleccion policlonal y seleccion clonal con el antibidtico
G418 para obtener un banco celular de CHO-S que exprese la proteina.

4. Analizar la expresion de la proteina de interés mediante RT-PCR y ELISA.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Caracterizacion de la
linea celular CHO-S

| l o

Cinética de crecimiento.
EX-CELL Advanced CHO
médium, 8mM Gin, Densidad
inicial de 100,000 Cel/mL.
Evaluacion de nutrientes y

& metabolitos celulares.

Construccion molecular

del vector pcDNA3/IFN-y.

Amplificacion de los
vectores. pVAX1/IFN-y y
pcDNA3 (+) en E. coli DH5q,
disefio de oligos

Doble digestion y ligacion. I
IFN-y + pcDNA3 (+) .
Enzimas: Kpnly Xbal
Ligacién: T4 DNA ligasa

Curva de sensibilidad al
antibiotico G418.
Determinacion de dosis letal (DL)
¢ de G418: 0, 100, 200, 400, 800 y
1000 pg/mL.

Densidad inicial de 50,000 CV/mL.

Transformacion choque térmico
y seleccion de clonas +.
pcDNAS/IFN-y en células E. coli
DH5a.

'

Purificaciéon de pcDNA3/IFN-y
con Miniprep y
caracterizacion.

Generacion del sistema
estable CHO-S

pcDNA3/IFN-y. o

Transfeccion con el vector
pcDNA3/IFN-y y seleccion policlonal.
Linearizacién del vector pcDNA3/IFN-y
con la enzima Mfel, transfeccion de
cultivos de CHO-S con Lipofectamina
2000 y seleccion con antibiotico G418:
400 pg/mL.

.

Analisis de la expresion génicay
proteica de interferon gamma.
RT-PCR, ELISA.

I
¥

Caracterizacion del
sistema CHO-S
pcDNAS3/IFN-y.

| O

Cinética de crecimiento.
EX-CELL Advanced CHO
medium, 8mM GIn, Densidad
inicial de 100,000 Cel/mL.

]

Analisis de la expresion
génica y proteica de
interferon gamma.
RT-PCR, ELISA.

Seleccion clonal.
Dilucién limitada por clonacion unicelular; 10-15
cel/mL en placa 96 pozos, 400 pg/mL G418.

Dilucion imitada suplementado con medio
metabolizado; 1000, 100, 10 y 1 cel/mL en placa 96
pozos, 400 pyg/mL G418, 0, 20, 30 y 50 % Medio
metabolizado (evaluacion).
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VI.  MATERIALES Y METODOS.

7.1. Caracteristicas de los plasmidos.

7.1.1. Plasmido pVAX1/IFN-y.

Figura 6. Plasmido pVAX/IFN-y.

pVAX1/IFN-y es un vector transitorio de 3516 pb que contiene insertado el cADN del gen
que codifica para la proteina interferon gamma (IFN-y) con un tamafio de 501 pb. Esta
construccion fue realizada por Romero-Martinez (2014). Las caracteristicas de este vector
incluyen:

Contiene un gen del promotor CMV; un sitio del oligo del promotor T7; un sitio multiple de
clonacioén; una sefial de poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento bovino (BGH),
para eficientar la terminacién de la transcripcion y de poliadenilacién del ARNm; un gen de

resistencia a kanamicina; y, un sitio de replicacion bacteriano (origen pUC).
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7.1.2. Plasmido pcDNA3 (+).

Figura 7. Plasmido pcDNA3 (+).

El pcDNA3 (+) fue donando por el Dr. Oscar Peralta Zaragoza del CISEI-INSP. Es el
pldsmido base utilizado para la construccién molecular con el gen IFN-y con un peso
molecular de 5.4 kb. Consta de un promotor de citomegalovirus humano (CMV) constitutivo
de alto nivel de expresidon de genes para células animales; un promotor T7 conveniente
para la expresion de genes en bacterias; un sitio multiple de clonacién, la cual permite
insertar el gen de interés y facilita su clonacién; una sefal de poliadenilacion del gen de la
hormona de crecimiento bovino [(BGH), para eficientar la terminacion de la transcripcion y
de poliadenilacion del ARNm]; un gen de resistencia a ampicilina para seleccion clonal en
bacterias; un gen de resistencia a la neomicina para seleccion clonal en células animales;
un origen f1, permite el rescate de ADN de una sola cadena; un promotor temprano SV40,
permite una expresion eficiente y de alto nivel del gen de resistencia a la neomicina y
replicacién episomal en células que expresan el antigeno T SV40; origen pUC, el cual es el

sitio de replicacién bacteriano.

7.1.3. Amplificacion de plasmidos.

Con la finalidad de tener suficiente cantidad de plasmido para los experimentos
subsecuentes, estos se amplificaron utilizando células bacterianas E. coli DH5a ya
trasformadas con ambos plasmidos, por lo que se reactivaron en cajas Petri con medio de
cultivo Luria-Bertani [LB (Idgplc, No. Cat 074692)] con antibiético (Kanamicina 50 pg/mL
para el plasmido pVAX1/IFN-y o ampicilina 100 pg/mL para el plasmido pcDNA3 (+)). Se
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incubaron a 37 °C por 24 h. Al dia siguiente se realizé una segunda seleccion de colonias,
resembrando en placas nuevas. Finalmente, las cajas se almacenaron a 4 °C hasta su uso

posterior.

7.1.4. Purificacion del ADN plasmidico.

Se seleccionaron 5 colonias de cada plasmido y se inocularon en 5 mL de medio LB con
antibiético, se incubaron a 37 °C a 200 rpm durante 12 h. Se colocaron 200 pL del precultivo
en 6 mL de medio LB con antibiético y se incubé bajo las mismas condiciones. Finalmente,
se purifico el ADN plasmidico de acuerdo con el protocolo por kit comercial: “GeneJET
Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Fisher Scientific, No. Cat KO503).

Este método permitio separar eficientemente el ADN plasmidico de E. coli DH5a mediante

lisis alcalina. A continuacion, se describen brevemente el protocolo utilizado:

“GeneJET Plasmid Miniprep Kit”.

Se centrifugaron 5 mL del cultivo bacteriano por 30 s a 10, 000 rpm. Se descart6 el
sobrenadante y se afiadieron 250 pL de la solucién “Resuspension Solution”. Se afiadieron
250 uL de “Lysis Solution” y se mezcloé por inversion de 4-6 veces. Se afadieron 350 uL de
“Neutralization Solution” frio, mezclando completamente. Se invirtié la muestra de 4 a 6
veces para asegurar la completa neutralizacion y se centrifugé a 14,000 rpm por 5 min. Se
transfirio el sobrenadante (~900 uL) en la “Thermo Scientific GeneJET Spin Column”
evitando perturbar el sedimento. Se coloco la columna en un tubo colector y se centrifugo
por 1 min. Se descartd el sobrenadante y se adicionaron 500 uL de “Wash solution” a la
columna. Se centrifugd 30 s y se realizé un segundo lavado de la columna adicionando
nuevamente 500 uL de “Wash solution” centrifugando por 30 s. Se transfirié la columna a
un nuevo tubo eppendorf estéril y se adicionaron 40 pL del “Elution Buffer” directamente a
la matrix de la columna dejando reposar el buffer durante 2 min a temperatura ambiente.

Después se centrifug6 por 2 min para eluir el ADN y se almacend a -20 °C hasta su uso.

7.1.5. Cuantificacion del ADN plasmidico.

Después de la purificacién de las muestras de ADN, se cuantificd su concentracion y pureza
usando el equipo “The Thermo Scientific NanoDrop 2000 Spectrophotometer”.

Para dicha medicién se tomaron alicuotas de 2 uL de ADN y las lecturas se registraron en
unidades de concentracion: ng/ pL. También se tomd la lectura de la relacién

ADN/proteinas: 260/280 nm, y los valores de la relacion ADN/sales: 260/230 considerando
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que los valores Optimos obtenidos son: ~1.8 y 1.8-2.2 para proteinas y sales,

respectivamente.

7.1.6. Anélisis de restriccion.
Para verificar que el ADN del plasmido pcDNA3 (+) purificado fuera el deseado se realiz6
un ensayo de restriccion. Para lo cual se utilizé la endonucleasa FastDigest BamHI. A

continuacion, se presenta la enzima utilizada con sus respectivos sitios de corte:

BamHlI 5 GIGAT CC &
(Fermentas N. Cat FD0055) 33 CC TAGI G Y&

Todas las reacciones enzimaticas se trataron de la misma manera. Las condiciones
empleadas se muestran en la Tabla 2. Una vez que fueron colocados todos los
componentes de la reaccion, ésta se incub6 a 37 °C durante 5 min para finalmente verificar

el tamafio de los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 2. Condiciones de digestién enzimética.

Componente [Final] Volumen
Buffer de la enzima 10x 1X 2.0 uL
ADN (0.5- 1 pg/uL) 1.0 ug 2.0 uL
Enzima 10 U/uL 05U 2.0 uL
HO libre de nucleasas hasta 20 uL 14 uL

7.1.7. Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepararon geles al 1 % de agarosa (Promega No. Cat V3121) en un volumen final de
24.5 mL de agua destilada. A la mezcla disuelta se le adicionaron 0.5 mL de TAE 50 X (242
g/L Tris base, 57.1 mL/L HCH,COOH glacial, 100 mL/L EDTA 0.5 M pH 8.0) y 1 pL de
bromuro de etidio (10 mg/mL). La mezcla se solidificé en el soporte de la cAmara de
electroforesis. Finalmente, se agreg6 solucién de buffer TAE 1X en la cAmara y se cargaron
las muestras en cada pozo. En el primer pozo se colocaron 2 uL de marcador de peso
molecular (MPM, “O’Gene Ruler 1 kb ADN Ladder”, Fermentas No. Cat SM1163). El gel

corrié en una camara de electroforesis horizontal (Accesolab, No. Cat 0030401) a 80 Volts,
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150 mA de 1-1:15 h. Transcurrido el tiempo, se revel6 el gel con ayuda de un
transiluminador (Bio-Rad, ChemiDocXRS No. Cat 1708070).

7.2. Construccion molecular del vector de expresion pcDNA3/IFN-y.

7.2.1. Amplificacion del gen IFN-y mediante PCR a partir del plasmido pVAX1/IFN-y.
Utilizando programas como Snapgene y OligoCalc se disefiaron oligonucleétidos
especificos que permitieran la liberacion y amplificacion del cADN de IFN-y con un tamafio
de 520 pb a partir del plasmido pVAX1/IFN-y insertando a los extremos los sitios de
reconocimiento para las enzimas Kpnl para el oligonucleétido Forward y Xbal para el
oligonucledtido Reverse seleccionandose de acuerdo con el sitio maltiple de clonacion de
plasmido base. A continuacion, se muestra la secuencia del cADN de IFN-y con el disefio
de las secuencias de las enzimas y los oligonucleétidos disefiados de acuerdo con la

secuencia del gen:

GGTACCGATGAAATATACAAGTTATATCTTGGCTTTTCAGCTCTGCATCTTTT
GGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCAGGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAA
CCTTAAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCAGATGTAGCGGATAATGGAACT
CTTTTCTTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGACAGAAAAATAA
TGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTTAAAGAT
GACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTC
AAGTTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGACTA
ATTATTCGGTAACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCAT
CCAAGTGATGGCTGAACTGTCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAG
GAGTCAGATGCTGTTTCGAGGTCGAAGAGCATCCCAGTAATCTAGA

Figura 8. Secuencia del cADN del gen IFN-y. EI cADN de la proteina IFN-y consta de 501 pb. En
azul se encuentra la secuencia de reconocimiento de la enzima Kpnl y en color morado la secuencia

de reconocimiento a la enzima Xbal.

Tabla 3. Oligonucleétidos disefiados para amplificar el transgen de IFN-y.

Nombre Secuencia del oligonucleétido Tm % No.

GC nucledtidos
FwdIFN-g-Kpn1 5>CGCGGTACCGATGAAATATACAAGTTATATC<3  67.92 39 31
RevIFN-g-Xbal 5>CTATCTAGATTACTGGGATGCTCTTCGAC<3’ 69.12 45 29
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Se mandaron sintetizar los oligonucleétidos disefiados al laboratorio especializado de la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN (USSDNA) del IBT-UNAM.

7.2.1.1. PCR gradiente para determinar la Tm ideal.

Se realizé un PCR gradiente en punto final para determinar la temperatura 6ptima de

alineamiento, utilizando 7 temperaturas diferentes de alineamiento; 53°C, 55.3°C, 58.5°C,

61°C, 63°C, 64°C, y 65.6°C. Para lo cual se prepar6 una mezcla como se muestra en la
Tabla 4, utilizando el mix de DreamTag PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, No.

Cat K1071). Las condiciones de PCR empleadas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Condiciones de reaccién para determinar la Tm en PCR.

Componente [Final] Volumen
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 0.2 mM 5.0 uL
Cebador Sentido 2.5 yM 0.5 uM 0.2 uL
Cebador Antisentido 2.5 yM 0.5 uM 0.2 uL
Templado de ADN 10pg—-1pyg -
Agua libre de nucleasas hasta 10 uL Hasta 10 uL

Tabla 5. Condiciones parala PCR en la determinacién de la Tm.

Paso Temperatura®C Tiempo  Numero de
ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento Gradiente 30s 30
Extension 72 30s
Extension final 72 5 min 1

Se determiné la Tm ideal y el tamafio del gen amplificado mediante un gel de agarosa al 1

% como se describe en la seccién 7.2.4. Posteriormente, se prepararon 10 reacciones mas

de PCR como se describié anteriormente y se amplificaron para después purificarse el

segmento de interés a partir de geles de agarosa como se describe a continuacion.

7.2.1.2. Purificacion del gen IFN-y a partir de geles de agarosa.

Con la finalidad de eliminar los posibles remanentes de la reaccién de PCR, se purifico el

fragmento amplificado del gen IFN-y a partir del gel de agarosa. Esta etapa se realiz6 con
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el kit comercial “Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit” (Zymo research corp, No. Cat

D40015). El procedimiento empleado se describe brevemente:

Se corto el fragmento de agarosa que contenia el segmento en ~520 pb con ayuda de un
bisturi quirdrgico y de luz UV. Se afadieron tres volumenes del buffer ADB™ por cada
volumen de agarosa escindida. Se incubd a 55 °C por 10 min a 500 rpm. Después, se
transfirié la solucion a la columna Zymo-Spin™. Se centrifugd a 16 000 g durante 30 seg,
se descarté el sobrenadante y se anadieron 200 pL de buffer de lavado a la columna. Se
centrifugd a 16,000 g por 30 seg y se repitio el paso de lavado. Se coloco la columna dentro
de un tubo eppendorf nuevo y se afadieron 15 pL de agua libre de nucleasas directamente
a la matrix de la columna. Se incub6 durante 1 min y se centrifugd a 16,000 g por 60 seg
para eluir el ADN.

Se cuantificéd la concentracién de ADN obtenida, como se describe en la seccion 7.1.5.

Finalmente, se almacend el ADN a -20 °C hasta su posterior uso.

7.2.2. Reaccion de doble digestion del plasmido pcDNA3 (+) y del fragmento IFN-y.

Para realizar la construccion mediante la union del plasmido pcDNA3 (+) con el fragmento
IFN-y fue necesario hacer la doble digestion enzimatica antes de llevar a cabo la reaccion
de ligacion. Para ello, se utilizaron las enzimas Kpnl y Xbal. La estrategia que se siguié se

detalla a continuacion:

Se prepararon tubos con las condiciones y cantidades mostradas en la Tabla 6. Se incubd
cada tubo a 37 °C durante 4 horas. Al término del tiempo, se tomé una alicuota de 4 uL de
cada tubo y el producto se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa (seccién
7.2.4). Ademas, se adicion6 a cada tubo la misma cantidad de la siguiente enzima y su
buffer. Esta mezcla se incub6 a 37 °C durante 4 horas, de tal manera que ambas enzimas
reaccionaran de manera individual en el mismo tubo de reaccién. Posteriormente, se corrid

un gel de agarosa con el producto de la reaccion.

Tabla 6. Condiciones para lareaccion de doble digestion.

Tubos con IFN-y

Componente [Final] Volumen
HO libre de nucleasas hasta 20 uL 6.0 uL
Buffer de la enzima 10x 1X 2.0 uL
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ADN 1.0 yg 10 L
Enzima 10 U/uL 05U 2.0 uL
(tubo 1-Kpnl, tubo 2-Xbal)
Tubos con pcDNA3 (+)

Componente [Final] Volumen
HO libre de nucleasas hasta 20 uL 15 uL
Buffer de la enzima 10x 1X 2.0 uL

ADN 1.0 ug 1.0 uL
Enzima 10 U/uL 05U 2.0 uL

(tubo 1-Kpnl, tubo 2-Xbal)

Una vez terminada la reaccion de doble digestion, se purifico el ADN mediante extraccion
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Finalmente, se cuantificd el ADN (seccién 7.1.5). A

continuacion, se describen brevemente el protocolo utilizado para la purificacion:

Extraccion fenol/cloroformo/alcohol isoamilico.

A cada muestra se le adicionaron 80 pL de buffer TE o se llevaron a un volumen final de
100 pyL y se anadieron 100 puL de una solucion de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1). Se mezclaron gentilmente y se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min a 4°C para
separar 2 fases (fase acuosa y fase organica). En un tubo eppendorf se separé la fase
acuosa (fase superior) y se descart6 la fase organica. A la fase acuosa se le adicionaron
400 pL de etanol al 95 %, 25 yL de NH4Oac 10 M y 1 uL de glicogeno (20 mg/mL). Se
mezcl6é ligeramente y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 4°C. Se descarté el
sobrenadante y se cubrié cuidadosamente el pellet con 300 yL de etanol al 70 % y se
centrifugd a 14,000 rpm por 5 min a 4°C. Se aspir6 el sobrenadante cuidando de no tocar
el pellet y se dejé secar el pellet a temperatura ambiente por aproximadamente 15 min. Se

resuspendio el pellet en 15 UL de agua libre de nucleasas y se almacen6 a -20°C.

7.2.3. Reaccion de ligacion.
Una vez purificados los productos de ADN, se realizé una reaccion de ligacion del plasmido
pcDNA3 (+) y el gen IFN-y. El protocolo para la reaccion de ligacion se describe a

continuacion:

Primeramente, se realiz6 un célculo para conocer la concentracién de vector e inserto con
ayuda del software “BioMath Calculators Molar Ratio of Insert to Vector” de Promega

disponible en http://www.promega.com. Para ello se empled la ecuacion base
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kb del inserto

b del vector * ng del vector = ng del inserto (relacion 1: 1)

Posteriormente, se agregaron al tubo de reaccion los componentes de la Tabla 7, los cuales
se incubaron a 4 °C durante 12 h.

Tabla 7. Condiciones para la reaccién de ligacion.

Componente [Final] Volumen
ADN del vector lineal 100 ng
ADN inserto IFN-y 1:5 relacion molar vector: inserto
0.2 uL
Buffer de la ligasa 10xT4 1X 2.0 L
Enzima LigasaT4 5 U/uL 05U 2.0 L
HO libre de nucleasas hasta 20 uL Hasta 20 uL

7.2.4. Células bacterianas quimiocompetentes.
Se prepararon ceélulas bacterianas E. coli DH5a quimiocompetentes, mediante un

tratamiento con CacCl.. A continuacion se describe el protocolo utilizado:

Se inocularon 5 mL de medio LB liquido con células E. coli DH5a tomadas de un vial
almacenado a -70 °C. Este preindculo, se incub6 a 37 °C toda la noche con una agitacion
de 150 rpm. Al dia siguiente, se inocularon 50 mL de medio LB con 500 pL del preinéculo y
el cultivo se monitored hasta obtener una DOggo de 0.4-0.6, valor que se alcanzé en 4 h
aproximadamente. Se centrifugd el cultivo a 2000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se descart6
el sobrenadante y se adicionaron 20 mL de CacCl, 100 mM frio. Se incubd el cultivo a 4 °C
durante 90 min. Se centrifugd el cultivo por 10 min a 2000 rpm a 4 °C, se decant6 el
sobrenadante, se agregaron 2 mL de CaCl; frio y se adicion6 1 mL de glicerol estéril frio al
50%. Se alicuotaron 100 pL de esta mezcla en tubos eppendorf y se almacenaron a -70 °C

hasta su uso.

7.2.5. Transformacién bacteriana.
Se amplificaron los plasmidos de interés mediante transformacion de bacterias E. coli DH5a

guimiocompetentes. El protocolo utilizado se describe a continuacion:
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Se descongel6 un vial de 100 pL de células bacterianas E. coli DH5a quimiocompetentes
en hielo y a continuacion se agregaron 2 uL de plasmido. La mezcla se incubd en hielo
durante 20 min. Posteriormente, se dio un choque térmico a 42 °C por 90 sy se incubd en
hielo por 4 min. Después se adicionaron 500 uL de medio LB sin antibiético y se incubé el
cultivo a 37 °C durante 1 h a 150 rpm. Finalmente, se plaque6 el cultivo distribuyendo 200
WL en cajas con medio LB sélido con ampicilina (100 ug/mL).

En todos los casos se realizé una segunda seleccién de las colonias positivas, tomando
una colonia obtenida de la transformacion y sembrandola nuevamente en placa Petri con

antibiotico (de acuerdo con lo descrito anteriormente).

Ademas, se prepararon cajas como controles de crecimiento, es decir, como control positivo
se sembraron bacterias en medio de cultivo LB carente de antibiético y como control
negativo se sembraron bacterias en LB adicionado con antibiético. Se incubaron las cajas
plagueadas a 37 °C durante 12 h. Al dia siguiente se realiz6 una segunda seleccién de
colonias, resembrando en placas nuevas. Finalmente, las cajas se almacenaron a 4°C hasta

Su uso posterior.

7.2.6. PCR de colonias.

Con la finalidad de verificar que las colonias que crecieron en la placa fueran positivas para
el gen de interés, se realizo una reaccion de PCR, que amplifica el gen del IFN-y utilizando
los oligonucledtidos de la seccién 7.2.1. Para lo cual se preparé una mezcla como se

muestra en la Tabla 8. Las condiciones de PCR empleadas se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8. Condiciones de reaccidn para el PCR de colonias.

Componente [Final] Volumen
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 0.2 mM 5.0 uL
Cebador Sentido 2.5 yM 0.5 uM 0.2 uL
Cebador Antisentido 2.5 uM 0.5 uM 0.2 uL
Templado de ADN 1M0pg-1puyg
Agua libre de nucleasas hasta 10 uL Hasta 10 uL

44



=
%’u/ tad

de Farmacia

Tabla 9. Condiciones para el PCR de colonia.

Paso Temperatura®°C Tiempo  NUmero de
ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento 64 30s 30
Extensién 72 30s
Extension final 72 5 min 1

7.2.7. Amplificacién de colonias positivas y purificacién del plasmido pcDNA3/IFN-
‘y.
Una vez seleccionadas las colonias positivas para IFN-y mediante PCR, se amplificaron en

medio LB liquido de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Se inoculd parte de la colonia seleccionada en 5 mL de medio LB con antibiético (ampicilina
100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C a 200 rpm durante 12 h. Se colocaron 200 uL del precultivo
en 6 mL de medio LB con antibiético y se incubé bajo las mismas condiciones. Finalmente,
se purificd el ADN plasmidico mediante el kit de Miniprep (Thermo Fisher Scientific, No. Cat.
K0503). Ademas, se obtuvo un banco celular con E. coli DH5a transformadas: se mezclaron
200 pL de glicerol frio y estéril al 50% en 200 uL del cultivo y se almacenaron a -70 °C hasta
su uso posterior. Se cuantificé el ADNp mediante espectrofotometria utilizando el equipo
Nanodrop 2000.

“GeneJET Plasmid Miniprep Kit”.

Se centrifugaron 5 mL del cultivo bacteriano por 30 s a 10, 000 rpm. Se descart6 el
sobrenadante y se afadieron 250 uL de la solucién del buffer “Resuspension Solution”. Se
afiadieron 250 L de buffer de Lysis Solution y se mezclé por inversién de 4-6 veces. Se
afiadieron 350 pL de buffer “Neutralization Solution” frio, mezclando completamente. Se
invirtié la muestra de 4 a 6 veces para asegurar la completa neutralizacién y se centrifugo
a 14,000 rpm por 5 min. Se transfirid el sobrenadante (~900 pL) en la “Thermo Scientific
GeneJET Spin Column” evitando perturbar el sedimento. Se colocé la columna en un tubo
colector y se centrifug6 por 1 min. Se descarto el sobrenadante y se adicionaron 500 uL del
“Buffer Wash solution” a la columna. Se centrifugd 30 s y se realizé un segundo lavado de

la columna adicionando nuevamente 500 pL del “Buffer Wash solution” centrifugando por
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30 s. Se transfirié la columna a un nuevo tubo eppendorf estéril y se adicionaron 40 uL del
“Elution Buffer” directamente a la matrix de la columna dejando reposar el buffer durante 2
min a temperatura ambiente. Después se centrifugd por 2 min para eluir el ADN y se
almacend a -20 °C hasta su uso.

Posteriormente, para obtener mayor cantidad de plasmido para los experimentos
subsecuentes se realiz6 una purificacion mediante el kit de Plasmid Maxi Kit (QIAGEN®,
No. Cats. 12162, 12163 y 12165).

“QIAGEN® Plasmid Maxi Kit”.

Se inoculé parte de la colonia seleccionada en 120 mL de medio LB con antibi6tico
(ampicilina 100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C a 200 rpm durante 12 h. Se centrifugé el inéculo
del cultivo bacteriano por 15 min a 6000 x g a una temperatura de 4°C. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se re suspendié en 10 ml del buffer P1. Se afiadieron 10 ml del
buffer P2 y se mezcl6 por inversién de 4-6 veces y se incubd a temperatura ambiente (15—
25°C) durante 5 min. Se afadieron 10 ml buffer P3 preenfriado y se mezcld por inversion
de 4-6 veces y se incubd en hielo por 20 min. Se centrifugd a 20,000 x g por 1 h a una
temperatura de 4°C. EL sobrenadante se pasé a otro tubo y se re centrifugd a 20,000 x g
por 30 min a una temperatura de 4°C. Se equilibro la columna QIAGEN-tip500 con 10 mL
del buffer QBT. Colocar el sobrenadante en la membrana equilibrada y dejar que se vacie
por gravedad. Se lavo dos veces la columna con 30 mL de buffer QC. Se eluy6 el ADN con
15 mL del buffer QF en un tubo de 15mL. Se precipité el ADN con 10.5 ml de isopropanol y
se centrifugé a 15,500 x g por 30 min a una temperatura de 4°C. Se descartdé el
sobrenadante y se lavo el pellet agregando 5 mL de etanol al 70%, se centrifugé a 15,500
X g por 10 min a una temperatura de 4°C. se descarté el sobrenadante y se dej6 secar el
pellet a temperatura ambiente por 5 min. Finalmente, el pellet se resuspendié en 2 mL de

buffer TE y se almacené a -20°C hasta su uso.
7.2.8. Ensayo de restriccién y PCR.

Para comprobar el tamafio de la construccion pcDNA3/IFN-y se realizé un analisis de
restriccion utilizando la enzima Kpnl. Las condiciones empleadas se muestran en la Tabla
10. Una vez colocados todos los componentes de la reaccion, esta se incub6 a 37 °C
durante 5 h para finalmente verificar el tamafio de los fragmentos resultantes mediante

electroforesis en gel de agarosa.
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Tabla 10. Condiciones de digestion enzimética.

Componente [Final] Volumen
Buffer de la enzima 10x 1X 2.0 uL
ADN (0.5- 1 pg/uL) 1.0 yg 2.0 uL
Enzima 10 U/uL 05U 2.0 uL
HO libre de nucleasas hasta 20 uL 14 uL

Por otro lado, para corroborar que el gen se encontraba insertado se realiz6 un PCR para

amplificar una seccién de 520 pb correspondientes al gen de interés. Para lo cual se prepar6

una mezcla como se muestra en la Tabla 11, utilizando el mix de DreamTaq PCR Master Mix
(2X) (Thermo Fisher Scientific, No. Cat K1071). Las condiciones de PCR empleadas se

muestran en la Tabla 12.

Tabla 11. Condiciones de reaccion en PCR para la identificacion del gen de IFN-y.

Componente
DreamTaq PCR Master Mix (2X)
Cebador Sentido 2.5 yM
Cebador Antisentido 2.5 yM
Templado de ADN

Agua libre de nucleasas

Tabla 12. Condiciones en PCR para la

Paso

Desnaturalizacion inicial 94
Desnaturalizacion 94
Alineamiento 64
Extension 72
Extension final 72

Temperatura °C

[Final] Volumen
0.2 mM 5.0 uL
0.5 uM 0.2 uL
0.5 uM 0.2 uL
10pg—1pg -
hasta 10 uL Hasta 10 uL

identificacion del gen de IFN-y.

Tiempo  Nuamero de
ciclos
5 min 1
30s
30s 30
30s
5 min 1
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7.2.9. Secuenciacion del plasmido pcDNA3/IFN-y.

Una vez purificada la construccion del plasmido pcDNA3/IFN-y, se prepar6 una muestra de
la siguiente manera para ser enviado a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN
(USSDNA) del IBT, UNAM para secuenciacion.

Se prepar6 una mezcla ADN/Oligo, la cual se entregd en un volumen final de 16 pl, en un
tubo eppendorf de tapa plana de 0.2 ml para PCR, sin anotaciones en la tapa. Dicha mezcla
contenia 10 pmolas del Oligonucle6tido FwdIFN-g-Kpnl para secuenciar y 500 ng del

plasmido.

Después de obtener la secuencia de nucledtidos, se realiz6 un andlisis BLAST de la

secuenciacion para determinar si el transgen insertado correspondia al de interés.

7.3. Cultivo de la linea celular CHO-S.

7.3.1. Caracteristicas de la linea celular CHO-S.

La linea celular empleada en el presente trabajo es la CHO-S (Invitrogen, No. Cat. R800-
07), es una linea celular estable aneuploide, proveniente de las células CHO-K1 que han
sido adaptadas en cultivo a suspension. La linea celular CHO-K1 deriva de un explante
epitelial de tejido de ovario de hamster chino (Cricetulus griseus). Las células CHO son los
hospederos de mamiferos mas utilizados para la produccion industrial de proteinas

terapéuticas recombinantes.

7.3.2. Medio de cultivo.

Mantenimiento: Se emple6 el medio de cultivo EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch
Medium (Merk, NO. Cat. 14366C) estéril, el cual fue alicuotado en tubos de centrifuga de
50 mL. Cada alicuota se suplementdé 8 mM de L-Glutamina estéril (Biowest No. Cat. X0550-
100).

Transfeccion: Se empled el medio de cultivo CD FortiCHO™ Medium (ThermoFisher, NO.
Cat. A1148301) estéril, el cual fue alicuotado en tubos de centrifuga de 50 mL. Cada

alicuota se suplementé 8 mM de L-Glutamina estéril (Biowest No. Cat. X0550-100).

Seleccién: Se empled el medio de cultivo EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium
(Merk NO. Cat. 14366C) estéril, el cual fue alicuotado en tubos de centrifuga de 50 mL.

48



=
%’u/ tad

de Farmacia

Cada alicuota se suplement6é 8 mM de L-Glutamina estéril (Biowest No. Cat. X0550-100) y
400 pg/mL de antibiético Geneticin® (G-418 Sulfate) (ThermoFisher, No. Cat. 10131035).

7.3.3. Descongelamiento, mantenimiento y criopreservacion celular.

7.3.3.1. Descongelamiento celular.
Para iniciar el cultivo celular, se descongelé la linea CHO-S a partir de un criovial
preservado a -196 °C en nitrégeno liquido. Empleando el medio de cultivo para

mantenimiento mencionado en la seccion anterior, se realizé el siguiente protocolo:

El criovial se descongelé a 37°C y se descontamin6 con etanol al 70%. Se resuspendi6 1
mL de células descongeladas en 10 mL de medio libre de SFB y se centrifug6é durante 5
min a 800 rpm. Se retird el sobrenadante, se adicionaron 4 mL medio de mantenimiento
(ver seccién 7.3.2) y se colocd la suspension celular en una caja T (Corning® Flask) 25 cm?

de cultivo. Se incubd la caja a 37 °C, a una atmosfera de 5% de COa.

7.3.3.2.  Subcultivo celular:

Una vez que la confluencia celular alcanzé del 80 al 90%, se subcultivaron las células de
acuerdo con el siguiente protocolo:

El contenido celular de las cajas T25 se coloc6 en un tubo estéril de centrifuga de 15 mL,
(NOTA: ya que las células se encontraban en suspension no fue necesario tripsinizar) se
centrifugd 5 min a 900 rpm y se retir6 el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1 mL de
medio de mantenimiento, del cual se tom6 0.5 mL y se colocaron en una caja T25
completando un volumen de 5 mL con medio de cultivo
y se incub6 a 37°C, 100 rpm y 5% de COa.

7.3.3.3. Congelamiento celular.
Para preservar las lineas celulares, una vez alcanzada una confluencia del 90 % se realiz6

un banco celular de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Se subcultivaron las células como se indica en la seccién anterior, pero al final del
procedimiento se hizo la siguiente excepcion: después de centrifugar se descarté el
sobrenadante y se adicionaron 3.6 mL de medio frio por la pared del tubo evitando

resuspender el pellet. Se agregaron 0.4 mL de dimetilsulféxido (DMSOQO) (Sigma Aldrich, No.
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Cat. D2650) para tener una concentracion final del 10 % de DMSO y se resuspendi6
suavemente. Se deposit6 1 mL de la suspensién celular en crioviales previamente
atemperados a -80 °C por 24 h. Se congelaron los crioviales a -80 °C y al final se
almacenaron en nitrogeno liquido (-196 °C).

7.4. Caracterizacion de la linea celular CHO-S.

7.4.1. Cinética de crecimiento.

Se monté una cinética de crecimiento en una placa de 12 pozos con un volumen de medio
de 1 mL por pozo bajo las siguientes condiciones: Se utiliz6 medio EX-CELL® Advanced™
CHO Fed-batch Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, partiendo de un
inoculo inicial de 100,000 CV/mL. Esta se realiz6 por triplicado durante 10 dias,
manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO,, 100 rpm). Cada 24 h se
recogio un pozo, cada mL obtenido de la muestra de cultivo, se centrifugd por 5 min a 1200
rpm. Se separé el sobrenadante en un tubo eppendorf estéril y se guardé a -80 °C hasta su
andalisis.

Se determind la concentracién celular viable y total para obtener los parametros cinéticos:
Tiempo de duplicacion (Td) y velocidad especifica de crecimiento (J) mediante exclusion

del colorante azul de tripano.

7.4.2. Conteo y viabilidad celular.

Para el conteo celular se empled el método de tincion de exclusién del colorante azul de
tripano, cuyo principio se basa en la integridad de la membrana celular para distinguir
células muertas de células viables. Las células vivas con la membrana celular intacta no se
colorean debido a que la membrana celular es selectiva respecto a qué compuestos pueden
atravesarla; mientras que las células muertas, incorporan al AT en el citoplasma debido a
la pérdida de selectividad de la membrana plasmatica (Strober 2015). Por lo tanto, el
numero de células viables y no viables se obtiene por microscopia éptica empleando una

camara de Neubauer.
Con base en lo anterior se procedi6 a realizar el siguiente protocolo:

Se tomaron 100 uL de la suspensién celular y se realizé una diluciéon con azul de tripano
(Gibco, Invitrogen No. Cat 15250-061) al 1 % en PBS 1X segun fuera requerido (1:2, 1:4,
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1:8, 1;10) en un volumen final de 200 uL. Se tomaron 20 pL de la dilucién y se distribuyeron
en una cadmara de Neubauer para su conteo.

NOTA: Si la cantidad de células sobrepasaba las 200 células se utilizaban diluciones
mayores.

El conteo se realizé con ayuda de un microscopio 6ptico Zeiss-Axiostar y se utilizaron las
siguientes ecuaciones para conocer concentracion de células totales (CT/mL), células
viables (CV/ mL) y el porcentaje de viabilidad celular:

CT B (No.células contadas

_—= * 1X104) x Factor de dilucién
mL

No. cuadrantes

cv (No. células viables

- = * 1X104) * Factor de dilucién
mL

No. cuadrantes

No. células viables/mL

% viabilidad = 100

*
No. células totales/mL

Para cada muestra, la cuenta se realiz6 por triplicado (con preparaciones diferentes) a un
volumen final de 200 pL y los datos se expresaron como los valores de la media y la

desviacion estandar de la media.
7.4.3. Andlisis de nutrientes y metabolitos celulares de la linea celular CHO-S.

Con el objetivo de monitorear el metabolismo celular normal y post-transfeccion; se
cuantificd la concentracibn de los nutrimentos (glucosa y glutamina) y desechos
metabolicos (lactato y glutamato) en un analizador bioquimico YSI-2950 Life Sciences, por

medio de biosensores capaces de reconocer un analito mediante reacciones enziméaticas.

Cada enzima es inmovilizada sobre membranas de policarbonato y acetato de celulosa a
través de la cual difunde el sustrato. Cada analito es rapidamente oxidado a peroxido de
hidrogeno (H20:) el cual es electroquimicamente oxidado de manera especifica en un
anodo de platino, generando asi un flujo de electrones que es proporcional a su

concentracion y la concentracion del sustrato (YSI 2014).
Las reacciones que se llevan a cabo para cada analito son las siguientes:

D-Glucosa: La enzima glucosa oxidasa se inmoviliza en la membrana enzimatica.
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Glucosa + Oz cwoxgasa > H202 + D-Glucono-d-Lactona

L-Lactato: La enzima L-Lactato oxidasa se inmoviliza en la membrana enzimaética.

L-Lactato + O tacoxdasa > H202 + Piruvato

L-Glutamina: Dos enzimas son co-inmovilizadas en la membrana enziméatica: Glutaminasa

y glutamato oxidasa.

L-G|Utamlna Glutaminasa > L-G|Utamat0 + NHS

L-Glutamato + O> cmoxdasa > H20:2 + a-Cetoglutarato +NHs
L-Glutamato: La enzima L-Glutamato Oxidasa se inmoviliza en la membrana enzimatica.
L-Glutamato + O ——cmroxgasa > H202 + H202 + a-Cetoglutarato +NH3

Con base en lo anteriormente descrito, para la medicion de metabolitos se tomaron en

cuenta los siguientes pasos:

Se verific6 que el equipo contaba con los estandares de Glucosa/Lactato y
Glutamina/Glutamato y que los moddulos del equipo YSI estuvieran calibrados. Se
descongelaron las muestras (ver seccion 7.3.3.1) a temperatura ambiente y se
centrifugaron por 5 minutos a 5,000 rpm para que las células aln presentes en €l se
sedimentaran en el fondo del tubo. Bajo condiciones de esterilidad, se coloc6 una alicuota
de 200 pyL de cada muestra en tubos eppendorf nuevos debidamente identificados (de
acuerdo con los tiempos de recoleccion) y se introdujeron en la placa de 24 pozos del

equipo YSI. El equipo se calibré y se programé para leer los analitos de las muestras.

NOTA: En cada ensayo se realizaron tres mediciones para cada analito y los resultados se

presentan como la media de la concentracion y la desviacion estandar de la media.
7.4.4. Curva de sensibilidad al antibiético G418 de la linea celular CHO-S.

El antibi6tico Geneticin (G418) es un aminoglucdsido de estructura similar a la gentamicina
B1, es un analogo del sulfato de neomicina y tiene un mecanismo similar al de la neomicina
(Biotech 2014). Bloquea la sintesis de polipéptidos mediante la inhibicién de la etapa de
elongacién en células procariotas y eucariotas. El G418 se usa comunmente en la
investigacion de laboratorio para seleccionar células genéticamente modificadas (Toku-e

2000). Asegura una seleccion positiva efectiva para células que expresan el gen de
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resistencia a la neomicina (neo). La resistencia a G418 es conferida por el gen neo de Tn5
gue codifica una aminoglucoésido 3'-fosfotransferasa, APT 3'll (Thermo Fisher Scientific Inc.
2015).

Para determinar la concentracion de antibiotico G418 que asegurara la muerte de la linea
celular CHO-S se realiz6 el siguiente protocolo:

Se mont6 una placa de 24 pozos en un volumen de 500 pL por pozo bajo las siguientes
condiciones: Se utiliz6 medio EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium
suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, partiendo de un inoculo inicial de 50,000
CV/mL. Esta se realizé por triplicado manteniéndose a 37°C, 5% CO,, 100 rpm. Pasadas
48 h con una confluencia >80 % de las células, se agregaron cantidades crecientes de G418
en cada pozo por triplicado, utilizando 0, 100, 200, 400, 800 y 1000 ug/mL y se mantuvieron

por 10 dias reemplazando el medio con antibiotico G418 cada 2 dias.

Después de los 10 dias se obtuvo la viabilidad celular mediante conteo con camara de
Neubauer y la técnica de azul de tripano (Ver seccién 7.4.2) para obtener la concentracion
Optima de antibibtico a la cual todas las células estan muertas después de 10 dias de

seleccion con G418.

7.5. Generacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y.

7.5.1. Transfeccion de las células CHO-S con el plasmido pcDNA3/IFN-y y seleccidn

policlonal.

La transfeccion consistio en introducir el ADN plasmidico (pcDNAS3/IFN-y) a la célula
hospedera (CHO-S), mediante la formacién de lipocomplejos. En este caso se siguid el
meétodo de lipofectamina 2000 (lipofectamina™ 2000 Invitrogen, No. Cat. 11668019) que
forma una cubierta lipidica alrededor del ADN para facilitar la entrada a la célula sin provocar

alteraciones mayores en ella.

De acuerdo con la literatura y el protocolo del plasmido utilizado en la construccién, para
obtener células transfectantes estables el plasmido debe linealizarse antes de ser
introducido a la linea celular. Por lo que se utiliz6 la enzima Mfel (Munl) para linealizar al
plasmido pcDNA3/IFN-y, la cual realiza un solo corte en el sitio del promotor de CMV. Las

condiciones empleadas se muestran en la Tabla 13. Una vez colocados todos los
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componentes de la reaccion, Esta se incub6 a 37 °C durante 5 h para finalmente verificar
el tamafo de los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 13. Condiciones de digestién enzimética para la transfeccion.

Componente [Final] Volumen
HO libre de nucleasas hasta 20 uL 16 uL
Buffer G 10x 1X 2 uL
ADN (0.5- 1 pg/pL) 1ug 1L
Enzima Munl o5U 2 uL

Dias antes de la transfeccibn se mantuvo una caja T25 con células CHO-S con una
confluencia mayor al 85%, el dia de la transfeccién se subcultivd (ver seccién 7.3.3.2), se
realiz6 un conteo celular mediante el método de tincion por exclusién de azul de tripano
(ver seccion 7.4.2) y se mont6 una placa de 6 pozos, con una densidad de 0.5X10° células
por pozo en 1 mL de medio de transfeccion; CD FortiCHO™ Medium suplementado con 8

mM de L-Glutamina estéril. Se prepararon los siguientes complejos:

A. Se diluyeron 8 pg el ADN plasmidico lineal en 500 pyL del medio de transfeccion y se

mezclaron cuidadosamente.

B. Se mezclaron 20 uL de LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen, No. Cat 11668-019), con 480

ML de medio de transfeccion.

Se incubaron ambos complejos por 5 minutos a temperatura ambiente. Se combind el ADN
diluido con la Lipofectamina diluida (volumen final: 2000 pL). Se mezclé suavemente y se
incubd por 25 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron gota a gota 500 pL del
complejo final a cada pozo, distribuyendo el volumen por la periferia del pozo. Después, se
incubd la placa durante 24 h a 37 °C, 5% de CO.y 100 rpm. Pasadas las 24 h post-
transfeccion se cambi6 el medio de transfeccidon por medio fresco, 72 h post-transfeccion
se retird el medio de transfeccion y se colocé medio de seleccién; EX-CELL® Advanced™
CHO Fed-batch Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril y 400 ug/mL de

antibiotico Geneticin®.

El medio de seleccion (ver seccién 7.3.2) se cambid a periodos regulares de 72-96 horas
segun como lo indica el protocolo de seleccion del plasmido pcDNA3 (+) para la creacion

de lineas celulares estables, dando 6 pases de seleccién. Durante este periodo de selecciéon
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se monitoreo la viabilidad utilizando el método de exclusion del colorante azul de tripano

(ver seccion 7.4.2).
7.5.2. Andlisis de la expresion génicay proteica de interfer6n gamma.

Posterior a la seleccion policlonal, se evaluo la capacidad de transgénesis del plasmido
pcDNA3/IFN-y en la linea celular CHO-S asi como la expresion de la proteina IFN-y
realizando los siguientes analisis: RT-PCR para evaluar la trascripcion de los genes
mediante el andlisis de los ARNm; Western blot para identificar la proteina y ELISA para

cuantificar la cantidad expresada.
7.5.3. Anélisis del ARNm de IFN-y mediante RT-PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, del inglés
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), proporciona la posibilidad de evaluar
la transcripciéon de genes en células o tejidos, mediante la identificacién y amplificacion de
ARNmM (Santos et al. 2004).

Para este proceso se lleva a cabo primeramente la extraccion del ARN total de las células
en estudio, se copia la secuencia especifica de ARNm a una secuencia complementaria
llamada ADN complementario (CADN) empleando una enzima transcriptasa reversa (TR),
y finalmente se aplica la técnica de PCR para su amplificacion y identificacion. Siguiendo
este principio se verifico que la linea celular CHO-S fue capaz de internalizar el plasmido
pcDNAS/IFN-y y generar los transcritos de ARNm realizando la extraccion del ARN total de
las clonas transfectadas y el control negativo pasado un mes post-transfeccion y de

seleccién con antibidtico. Para lo cual se emplearon las siguientes etapas:

Etapa 1: Extraccién de ARN total.

Se utilizé el método de purificacidon con trizol. Las muestras que se utilizaron fueron de pellet
obtenidos células de dos clonas de CHO-S transfectadas con pcDNA3/IFN-y y una clona
sin transfectar (Control negativo). Se lavaron los pellets dos veces con 200 pL de PBS 1X
estéril y frio (4 °C) y se centrifugaron a 1,200 rpm durante 2 min. Se descartd el
sobrenadante y se afiadieron 1000 yL TRI Reagent® (ZYMO Research No. Cat. R2050-1-
50) a cada muestra, se incubaron a 4 °C por 5 min. Se afiadieron 200 pL de cloroformo (IBI
Scientific No Cat 1B05040) y se resuspendieron suavemente. Se incubaron 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 4 °C por 15 min a 12,000 rpm (Eppendorf

Centrifuge 5804-R, Rotor F-34-6-38). Se recupero la fase acuosa (fase superior) en un tubo
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eppendorf libre de RNAsas, se agrego 1 pL de glicégeno (20 mg/mL), 25 uL de NH4+OAc 10
M y 400 pL de isopropanol a cada tubo y se resuspendié suavemente. Las muestras se
Incubaron a 5 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 4 °C por 10 min a 12,000
rpm. Con ayuda de una lampara se observé la formacion del pellet de ARN y se retir6 el
sobrenadante de cada muestra con precaucion. Se afiadieron 500 uL de etanol al 75 %, se
resuspendié cada pellet cuidadosamente y se centrifugé a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. Se
retir6 sobrenadante y se dejaron secar los pellets de 3-5 min. Finalmente, cada pellet se

resuspendi6 con 40 uL de agua DEPC.

Etapa 2. Remocién del ADN gendmico de la extraccion de ARN.

Para evitar que la reaccion de sintesis de cADN se inactive, el ARN debe estar libre de
sales, iones metalicos, etanol y fenol. Es por ello, que en la siguiente etapa se removio el
ADN remanente después de la extraccion de ARN. Para ello, se utilizo la enzima DNasel,
RNase-free (Fermentas, No. Cat EN0521). La Tabla 14 presenta las condiciones

empleadas para la reaccion.

Tabla 14. Condiciones para remover ADN gendmico de extracciones de ARN.

Componente [Final] Volumen
ARN 1.0 ug 0.4 yuL
10x Buffer de reaccién con MgCl, 1.0 uL 1uL
Enzima DNase |, RNase-free 1U/ uL 1U 1 L
Agua DEPC Hasta 10 uL Hasta 10 uL

La reaccion se incub6 a 37 °C durante 30 min. Al término se afiadié 1 uL de EDTA 50 mM
y se incub6 a 65 °C por 10 min. Finalmente, el ARN se us6 como templete para la

reaccion de RT-PCR o0 en su caso la muestra se guardd a -70 °C para su posterior uso.

Etapa 3. Sintesis de la primera cadena de cADN.
Se Utilizé el kit RevertAid™ H Minus Fist Strand cADN Synthesis (Fermentas, No. Cat
K1631), el cual, Se trabajoé en hielo. Para esta etapa se adicionaron los reactivos como se

indica en la Tabla 15.
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Tabla 15. Condiciones para la sintesis de cADN.

Componente [Final] Volumen

Oligo (dT)18 primer 100 uM 5 uM 1L
5Rx Buffer 1X 4 uL
RiboLock™ Rnase Inhibitor 20 U/uL 1 U/uL 1L
dNTP Mix 10 mM 1 mM 2 uL
RevertAid™ H Minus M-MulV Reverse 10 U/ uL 1L
Transcriptase 200 U/uL

H20O libre de nucleasas Hasta 10 uL Hasta 20 uL
ARN 5.0 ng/uL 6 uL

Los que se mezclaron suavemente y se centrifugo la reaccion. Se incubd la mezcla a 37 °C
durante 1 hora. Finalmente, se incubd la reaccion a 70 °C por 5 min para ser inactivada.
Los productos de transcripcion reversa se usaron directamente para el PCR vy el restante

se almacend a -70 °C.

Etapa 4. Amplificacion del segmento de interés por PCR.

En esta etapa se realiz6 la amplificacion del cADN de las clonas transfectadas y el control
negativo, adicionalmente se realiz6 una amplificacion de un control negativo de la reaccion
colocando en ella los reactivos de reaccion excepto ADN, conjuntamente se metieron dos
controles positivos de reaccion:

Control positivo 1. Se empleo6 el templado de ARN y los oligos especificos suplementados
en el kit: el ARN del gen GAPDH, como gen de referencia, disefiado para generar un
producto de 496 pb por RT-PCR vy los oligos:

Oligo sentido (5"- CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3).

Oligo antisentido (5"-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3).

Control positivo 2. Se utilizo el plasmido pVAX1/IFN-y como control positivo para amplificar

el gen IFN-y y asi poder corroborar la amplificacion de las clonas transfectadas.
Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de la secuencia de interés fueron los

disefiados para la construccion del plasmido pcDNA3/IFN-y los cuales amplifican el gen

completo; 520 pb (ver seccion 7.3.1).
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Para la reaccion de PCR se preparé una mezcla como se muestra en la seccion 7.2.8,
utilizando el mix de DreamTag PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, No. Cat.
K1071). Las condiciones de PCR empleadas se muestran en la Tabla 12.

7.5.4. Cuantificacion de IFN-y por la técnica de ELISA.

El ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA, por sus siglas en inglés) es una técnica
de inmunoensayo que ha sido utilizada ampliamente como herramienta analitica en la
investigacion biomédica para la identificacién y cuantificacién de antigenos o anticuerpos
especificos en una muestra dada. El fundamento de esta técnica esta basado en el
concepto de inmunologia basica de un antigeno que se une a su anticuerpo especifico; lo
cual permite la identificacion cuantitativa o cualitativa de anticuerpos o antigenos tales como
proteinas, péptidos, hormonas o anticuerpos en cantidades muy pequefias. Este ensayo
puede ser de tipo directo 0 no competitivo, indirecto o competitivo y el de tipo Sandwich; el

cual éste ultimo es el que se utilizara.

El kit utilizado fue el Human IFN-gamma Platinum (Referencia: BMS228, Lote: 133280088
eBioscience®) el cual tiene una sensibilidad de 0.99 pg/mL y un rango de la curva: 1.6 a
100 pg/mL.

Para la cuantificacion del IFN-y, se obtuvieron SN de 168 h de cultivo de células CHO-S
pcDNA/IFN-y, a los cuales se les agrego inhibidor de proteasas para evitar la degradacion

de la proteina de interés.
Etapa 1. Preparacion de la curva estandar.

El IFN-y estandar fue reconstituido en 180 pyL con agua destilada estéril durante 10- 30
minutos, teniendo una concentracion de 200 ng/mL. Se realizaron una serie de diluciones
del estandar para la curva de calibracién en tubos Eppendorf agregando inicialmente 225
ML del diluyente de la muestra. Se realizé una dilucién 1:10 a una concentracion de 20
ng/mL, una segunda dilucién a 1:1000 (200 pg/mL). Finalmente, se resuspendié la mezcla
del tubo 1 y se traspasaron 225 pL y se procedio a realizar las siguientes diluciones como

se describe en la figura siguiente.
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Transfer 225 pl
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1:1000 Diluted Sample Diluent Discard
Human IFN gamma 225 pl 225 ul
Standard

Figura 9. Diluciones seriadas, estandar de IFN-y. Dilucién inicial 1:1000 a una concentracion de
200 pg/mL.

Una vez realizadas las diluciones para la curva estandar, se lavé la placa con 400 pL de
Buffer de lavado 1X de 10 a 15 segundos dos veces. Se colocaron 100 pL de las diluciones
por duplicado en los pozos iniciando con la concentracién mas baja (1.6 pg/mL hasta 100
pg/mL). Se anadieron 100 uL del reactivo diluyente de la muestra por duplicado a los pozos
designados “blancos” (H: 1 y 2) y 50 uL a los pozos correspondientes a las muestras a
analizar. La Tabla 16 muestra un ejemplo de la disposicion de blancos, estdndares y

muestras en las tiras de pozos.

Se prepard la biotina conjugada, realizando una dilucion 1:100 de la solucién de biotina-
conjugada concentrada con Buffer de ensayo 1X. Una vez preparada la biotina se le
afiadieron 50 pL de ésta a todos los pozos de la placa para cubrirla con papel adherible y
dejar incubar por 2 h a 400 rpm a Tamb (18° a 25°C).

Se preparoé la estreptavidina-HRP (Peroxidasa de rabano picante) a una dilucién 1:100 de
la solucién de estreptavidina-HRP concentrada con Buffer de ensayo 1X en un tubo de

plastico limpio.

Se retird la pelicula adhesiva y vertié a los pozos, Se lavaron las tiras de los pozos tres
veces con 400 yL de Buffer de lavado 1X y se anadieron 100 uyL de la estreptavidina
preparada anteriormente. Se cubrié nuevamente la placa y se dejo incubar por 1 hora a
temperatura ambiente a 400 rpm. Se vacié la estreptavidina-HRP y se lavé la placa de
nuevo 3 veces con 400 uL de Buffer de lavado 1X. Se le afadieron 100 pL de reactivo

solucion de sustrato TMB a todos los pozos, incubando la placa durante 10 minutos evitando
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la luz intensa. Se ley6 la absorbancia de las muestras a 450 nm. Finalmente, para detener

la reaccion se le afiadieron 100 pL de solucion de paro a todos los pozos de la placa. (Ver

anexo C para la interpretacion de resultados).

Tabla 16. Disposicién de las muestras en las tiras de la placa de ELISA.

1 2 3 4

A Standard 1 Standard 1 Sample 1 Sample 1
(100.0 pg/ml) (100.0 pg/ml)

B Standard 2 Standard 2 Sample2 |Sample 2
(50.0 pg/ml) (50.0 pg/ml)

C Standard 3 Standard 3 Sample3 |Sample 3
(25.0 pg/ml) (25.0 pg/ml)

D Standard 4 Standard 4 Sample4 |Sample 4
(12.5 pg/ml) (12.5 pg/ml)

E Standard 5 Standard 5 Sample5 |Sample5
(6.3 pg/ml) (6.3 pg/ml)

F Standard 6 Standard 6 Sample6 |Sample 6
(3.1 pg/ml) (3.1 pa/ml)

G Standard 7 Standard 7 Sample7 |Sample7
(1.6 pg/ml) (1.6 pg/ml)

H Blank Blank Sample8 |Sample 8

7.5.5. Seleccién clonal.

Una vez que la expresion de la proteina IFN-y de la poblacion policlonal de CHO-S

pcDNA/IFN-y fue verificada por RT-PCR y ELISA se procedi6 a realizar la seleccion clonal

empleando dos metodologias, las cuales se describen a continuacion.

Método 1. Clonacidon unicelular.

Se mont6 una placa de 96 pozos colocando 10-15 células transfectadas/mL por duplicado.

Para limitar la dilucion a 100 pl/pozo se sembraron estadisticamente 1-1,5 células por

pocillo. Se mantuvo en condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO,y 100 rpm) con medio de

cultivo de mantenimiento (Ver seccién 7.3.2). dejando estabilizar de 1-3 dias. Se agregd

medio de seleccién (Ver seccidn 7.3.2) para obtener aquellas clonas que integraron de

manera eficiente el plasmido a su genoma y se encuentre expresando los transgenes de
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interés. Se dej6 el cultivo de 8-10 dias cambiando el medio de seleccion periédicamente.
Las clonas positivas se seleccionaron, se pasaron a placa de 24 pozos y se subcultivaron
hasta tener una confluencia por arriba del 80 %. Pasadas 168 h se obtuvieron los
sobrenadantes de los cultivos y se realizé un ELISA para seleccionar las clonas
superproductoras. El procedimiento se resume en el siguiente diagrama:

\

pg/mL /
Clonas positivas

~®»€gwm 7 02000D¢ v I ‘H 6::- @_ @“
= 0 O 888

12-14 dias 168 h Idia

ELISA

Figura 10. Diagrama para la seleccion clonal mediante clonacion unicelular.
Método 2. Dilucion limitada suplementada con medio metabolizado.

Se utilizé medio metabolizado para suplir la carencia de factores de crecimiento de la propia
linea celular en el medio de cultivo para la seleccién clonal y asi inducir la proliferacion

celular. El medio metabolizado se obtuvo de la siguiente manera:

Se montd una cinética de las células CHO-S sin transfectar de acuerdo con la seccion 7.4.1
en un matraz de 50 mL con una densidad inicial de 100,000 cél/mL y se monitore6 hasta
llegar a la parte media de la fase exponencial, se par6 y se separ6 el medio de las células,

se filtr6 con un filtro de 0.22 um y se alicuoto y almacené a — 20°C hasta su uso.

e Evaluacién del porcentaje de suplemento con medio metabolizado en la

seleccion clonal.

Se realizé una evaluacién del porcentaje adecuado a utilizar del medio metabolizado o

“suplemento” en la seleccién clonal siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:

En placas de 12 pozos se monté una cinética de crecimiento bajo las siguientes
condiciones: Se utiliz6 medio EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium
suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, 400 pg/mL de antibiético G418. Se
utilizaron 4 condiciones diferentes del medio metabolizado (0% (control negativo), 20 %, 30

% y 50 %) y un control de muerte colocando células CHO-S sin transfectar y sin medio

61



=
%’u/ tad

de Farmacia

metabolizado. Se coloc6 una densidad inicial de 10,000 células por pozos en un volumen
final de 1 mL. Se mantuvo en condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO.y 100 rpm). Esta se
realiz6 por triplicado durante 10 dias. Cada 24 h se tomé una muestra y se determiné la
concentracion celular viable y total para obtener los parametros cinéticos: Tiempo de
duplicacion (Td) y velocidad especifica de crecimiento (4) mediante exclusion del colorante

azul de tripano (Ver seccién 7.4.2).

e Seleccion clonal por dilucién limitada.

Se monté una placa de 96 pozos colocando 4 condiciones diferentes del medio
metabolizado (0% (control negativo), 20 %, 30 % y 50 %) con cuatro concentraciones
celulares diferentes; 1000, 100, 10 y 1 células/pozo de los Minipools obtenidos en la
seleccion policlonal en un volumen final de 100 pL. Se colocaron células sin transfectar a
las concentraciones de 1000, 100 y 10 células por pozo con y sin antibiético como controles,
guedando la placa como se muestra a continuacién. Se mantuvo en condiciones de cultivo
(37 °C, 5% de CO2y 100 rpm) utilizando medio EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch
Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, se dejé estabilizar durante 1-3
dias, se cambié el medio de cultivo por medio de seleccion (Ver seccién 7.3.2) para
seleccionar aquellas clonas que integraron de manera eficiente el plasmido a su genoma,

se dejo el cultivo de 10-12 dias cambiando el medio de seleccién peridédicamente.

Posteriormente se seleccionaron las clonas con mayor proliferacién y se trasfirieron en
placas de 24 pozos manteniéndolos en cultivo (37 °C, 5% de CO.y 100 rpm, medio EX-
CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina
estéril) bajo presion selectiva (400 pg/mL G418) durante 168 h. Se evalud la produccién de
la proteina IFN-y mediante ELISA (ver seccion 7.5.5) y las clonas mas productoras se

transfirieron en placas de 6 pozos y finalmente ser caracterizadas.
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e Segunda seleccidn clonal.

Una vez obtenidas las clonas productoras durante la primera seleccion clonal, estas se
sometieron a una segunda seleccion con la finalidad de obtener Unicamente las células

superproductoras y aumentar la produccion de proteina.

En una placa de 96 pozos se colocaron las clonas de CHO-S/pcDNA/IFN-y
superproductoras a una densidad inicial de 100 células por pozo. Se mantuvo en
condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO; y 100 rpm) utilizando medio EX-CELL®
Advanced™ CHO Fed-batch Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, se
dej6 estabilizar durante 1-3 dias, se cambi6 el medio de cultivo por medio de seleccién (Ver

seccion 7.3.2), se dej6 el cultivo de 10-12 dias cambiando el medio de seleccion

periddicamente.

Se seleccionaron las clonas mas confluentes y se trasfirieron a placas de 24 pozos, se
mantuvieron en cultivo (37 °C, 5% de CO.y 100 rpm, medio EX-CELL® Advanced™ CHO
Fed-batch Medium suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril) bajo presion selectiva
(400 pg/mL G418) durante 168 h. Se evaluo la produccion de la proteina IFN-y mediante
ELISA (ver seccion 7.5.5) para asi obtener las clonas superproductoras, ser colocadas en

placas de 6 pozos y finalmente ser caracterizadas y criopreservadas (ver seccion 7.3.3.3).
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7.6. Caracterizacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y.

Se seleccionaron las dos clonas mas productoras de IFN-y para su caracterizacion
realizando cinéticas de crecimiento, la identificacion y cuantificacion de la proteina y sus
transcritos mediante RT-PCR y ELISA.

7.6.1. Cinética de crecimiento.

Se mont6 una cinética de crecimiento en matraz de 125 mL con un volumen final de 50 mL
bajo las siguientes condiciones: Medio EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium
suplementado con 8 mM de L-Glutamina estéril, partiendo de un inoculo inicial de 100,000
CV/mL, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO,, 100 rpm). Se
monitoreo durante 12 dias, cada 24 h se tom6 una alicuota de 2 mL, se centrifug6 por 5 min
a 1200 rpm. Se separo el sobrenadante en un tubo eppendorf estéril se agreg6 inhibidor de
proteasas y se guardé a -80 °C hasta su analisis.

Se determiné la concentracion celular viable y total para obtener los parametros cinéticos:
Tiempo de duplicacion (Td) y velocidad especifica de crecimiento (u) mediante exclusion

del colorante azul de tripano (ver seccion 7.4.2).

7.6.2. Andlisis de la expresion génicay proteica de interfer6n gamma.

Se determiné expresion de la proteina IFN-y de las dos clonas superproductoras realizando
los siguientes andlisis: RT-PCR para evaluar la trascripcion de los genes mediante el
analisis de los ARNm (ver seccién 7.5.3) y ELISA para cuantificar la cantidad expresada

(ver seccion 7.5.4).
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VII.  RESULTADOS.

8.1. Amplificacién de plasmidos y analisis de restriccion.

Con la finalidad de tener suficiente cantidad de los plasmidos pcDNA3 (+) y pVAX1/IFN-y
para los experimentos subsecuentes se amplificaron y purificaron a partir de bacterias E.
coli DH5a mediante el kit de Miniprep (Thermo Fisher Scientific, No. Cat. KO503). EI ADNp
se cuantific6 mediante espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop 2000. Para
comprobar el tamafio del pldsmido pcDNA3 (+) se hizo un andlisis de restriccién utilizando
la enzima FastDigest BamHI para linearizar, esperando un tamafio de 5.4 Kb. Por otro lado,
para corroborar que el gen se encontraba insertado en el plasmido pVAX1/IFN-y se realizd
un PCR para amplificar una seccion de 501 pb correspondientes al gen de interés.

Los productos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiidos con
bromuro de etidio. Los resultados de la digestion con la enzima FastDigest BamHI se
muestran en la Figura 11 A, pcDNA3 (+) digerido con la enzima FastDigest BamHI
observandose una unica banda correspondiente al tamafio del plasmido (5.4 Kb). La
amplificacién se muestra en la Figura 11 B, se obtuvo una banda por arriba de los 500 pb

correspondientes al gen IFN-y corroborando asi la presencia de este en el plasmido pVAX1.

A)

pcDNA3(+) + FastDigest BamHI

MPM pcDNA3(+) Col Col Col Col Col
bbb sindigerir 4 2 3 4 5

PEDNA3(+): 5.4 kb

B PVAX1/IFN-y
) MPM  ctri(-) Col cCol Col Col

pb PCR

1 2 3 4
1000 -

750

500

IFN-y: 501 pb

Figura 11. Anédlisis de restriccion del plasmido pcDNA3 (+) y amplificacién del gen IFN-y. A)
Digestién del plasmido pcDNA3 (+) utilizando la enzima FastDigest BamHI. De la colonia 1 a la
5 se tiene una banda con tamafio de 5.4 kb. B) Amplificacion del gen IFN-y a partir del plasmido
pVAX/IFN-y mediante PCR. De la colonia 1 a la 3 Se observa una Unica banda con un peso

molecular de 501pb. Gel de agarosa 1 %, 80 V por 1 h.
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8.2. Construccion molecular del vector de expresion pcDNA3/IFN-y.

8.2.1. Amplificacion del gen IFN-y mediante PCR a partir del plasmido pVAXZ1/IFN-y.

Se disefiaron y mandaron a sintetizar oligonucle6tidos (cebadores) especificos (descritos
en la seccion 7.2.1) que permitieran la liberacion y amplificacion del cADN de IFN-y con un
tamafio de 520 pb a partir del plasmido pVAX1/IFN-y. Posteriormente se realizé6 un PCR
gradiente punto final para obtener la temperatura de alineamiento (Tm) éptima.

Los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1
% vy tefiidos con bromuro de etidio. Los resultados que se muestran en la Figura 12 A
indican que la Tm Optima de amplificacion del gen IFN-y se encontraba entre 53 °C y 64 °C,
teniendo aqui bandas mas definidas, por lo que se realiz6 un segundo PCR utilizando estas
dos temperaturas de amplificacion y asi determinar cual era la mejor. En la Figura 12 B

muestra una banda més definida una Tm de 64 °C siendo esta la Tm Optima.

) MPM pVAX1/IFN-y
750
500
B) MPM pVAX1/IFN-y
pb 53°C 53°C 64°C 64°C

250

Figura 12. PCR gradiente para determinar la Tm Optima para amplificar el gen IFN-y. A) PCR
gradiente. B) PCR punto final. En la temperatura de 64°C se observan bandas mas definidas del
gen amplificado por lo que se determind que esta seria la Tm éptima. Geles de agarosa 1 %, 80 V

por 1 h.
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8.2.2. Reaccion de doble digestion del plasmido pcDNA3 (+) y del fragmento IFN-y.

Previo a la reaccion de digestion se amplifico el fragmento IFN-y mediante PCR a partir del
plasmido pVAX1/IFN-y utilizando los oligonucleétidos descritos en la seccién 7.2.1 y se
purificaron los fragmentos de interés a partir del gel de agarosa.

Para poder realizar la construccion mediante la union del plasmido pcDNA3 (+) con el
fragmento IFN-y se hizo una doble digestion enzimética tanto del plasmido como del gen
amplificado antes de llevar a cabo la reaccion de ligacion utilizando las enzimas Kpnl 'y Xbal.
Los productos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiidos con
bromuro de etidio.

Los resultados de la doble digestion se muestran en la Figura 13 en la cual se presentan
fragmentos de 520 pb correspondiente a la doble digestion del gen IFN-y, por otra parte

también se muestran fragmentos de 5.4 kb correspondientes a la doble digestion del vector
PcDNA3 (+).

MPM PCDNA3(+) |EN-v + Kpnl/Xbal pPcDNA3
pb sin digerir -y T PR + Kpnl/Xbal

6000 __
5000

3000 —
2500
2000

1500

= a———
pcDNA3: 5.4 kb

e
=
e——
—a
e
]
———=
— —
——
—

1000 -
750 IFN-y: 520 pb

500

Figura 13. Doble digestion del plasmido pcDNAS3 (+) y del fragmento IFN-y con las enzimas
Kpnly Xbal. Gel de agarosa 1 %, 80 V por 1 h.

8.2.3. Reaccion de ligacion.

Una vez digeridos tanto el plasmido pcDNA3 (+) como el gen IFN-y se llevo a cabo la
purificacibn de ambos mediante extraccidon fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (seccién
7.2.2), con la finalidad de que la reaccion de ligaciébn no se viera afectada por sales o

enzimas de la digestion. Después se llevé a cabo la ligacion entre ambos tal y como se
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describe en la Seccién 7.2.3. Los productos fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio.

Los resultados de la ligacion se muestran en la Figura 14, donde se tiene el fragmento de
IFN-y (520 pb) digerido con las enzimas Kpnl y Xbal, corresponde a, el vector pcDNA 3(+)
(5400 pb) digerido las mismas enzimas con y en los ultimos dos carriles se tiene una Unica
banda (~5920 pb) por arriba del vector vacio, esto nos indica que se llevé a cabo

correctamente la reaccion de ligacion.

MPM IFN-y+  popNas

pb  Kpnl/Xbal 4 Kpnixbar PSPNA3/IFN-y

Figura 14. Reaccion de ligacién. En los dltimos dos carriles se observa una banda de
aproximadamente 5920 pb por lo que la ligacién se llevd a cabo correctamente. Gel de agarosa 1 %,
80 V por 1 h.

8.2.4. Transformacion bacterianay PCR de colonias.

Se llevo a cabo la transformacion bacteriana con el producto de la reaccién de ligacion
utilizando bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes y se sembraron en placas de agar LB
con antibiético. 6 colonias y se analizaron mediante PCR. En la Figura 15, se muestra 1
banda de 520 pb, el cual corresponde a la amplificacion del IFN-y. Esto indica que
posiblemente se llevé a cabo la trasformacién de manera correcta y que las bacterias
amplificaron el plasmido pcDNA3/IFN-y. Para poder confirmar este resultado, se llevo a
cabo un ensayo de restriccion y un PCR para la amplificacién del inserto, tal como se

muestra a continuacion.
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PcDNASZ/IFN-y

MPM i+ Col Col Col Col Col Col
Pb pvAX1/IFN-y 4 2 3 4 5 6

750

500 S S S w— —

IFN-y: 520 pb

Figura 15. PCR de colonias positivas. Se muestra el PCR de colonias positivas observandose
una banda de amplificacion de 520 pb correspondiente al gen de interés. Gel de agarosa 1 %, 80 V

por 1 h.

8.2.5. Ensayo de restriccion y PCR.

Una vez determinando la eficacia de la trasformacion, las colonias positivas se purificaron
mediante el kit de Miniprep. Se cuantifico el ADNp mediante espectrofotometria utilizando
el equipo Nanodrop 2000. Para comprobar el tamafio de la construccién pcDNA3/IFN-y se
realizé un andlisis de restriccion utilizando la enzima Kpnl realizando un solo corte (para
linearizar), esperando un tamafio de 5920 pb. Por otro lado, para corroborar que el gen se
encontraba insertado se realiz6 un PCR para amplificar una seccion de 520 pb
correspondientes al gen de interés. Los productos fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 1% y teflidos con bromuro de etidio.

En la Figura 16 A se muestran las digestiones con la enzima Kpnl, observando bandas
con un peso molecular de 5920 pb, los cual indica que la construccion del plasmido
pcDNAS3/IFN-y se llevd a cabo de manera correcta, mientras que los resultados del PCR
se muestran en la Figura 16 B, en las colonias 1-4 se observan bandas con un tamafio de
520 pb correspondientes al gen amplificado, corroborando que el gen si se encontraba

insertado en le plasmido.
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A) MP Ct(-)mn  pcDNAS (+) pcDNA3/IFN-y + Kpnl ctl (-) xn
DNAS3 (+ DNA3/IFN-
pe () +Kpnl Col1 o2 pel /IFN-y

6000
5000 -

5400 pb 5920 pb

B)

750
500

IFN-y : 520 pb
250 —

Figura 16. Ensayo de restriccion y PCR. A) Digestion del pldsmido pcDNAS3/IFN-y. B)
Amplificacion del gen IFN-y a partir del plasmido pcDNA3/IFN-y. Gel de agarosa 1 %, 80 V por 1
h.

8.2.6. Analisis de secuenciacion del plasmido pcDNA3/IFN-y.

Una vez purificada la construccion del plasmido pcDNA3/IFN-y, se preparé una mezcla

ADNY/Oligo para ser enviada a la USSDNA del IBT, UNAM para secuenciacion.

Después de obtener la secuencia de nucleétidos, se utilizé la herramienta BLAST para su
analisis, ya que éste es un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo
local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas. El programa es capaz de comparar una
secuencia problema (también denominada en la literatura secuencia query) contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. El algoritmo encuentra
las secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema. Es
capaz de calcular la significacion de sus resultados, por lo que nos provee de un paradmetro
para juzgar los resultados que se obtienen. Una vez corrido el andlisis BLAST en la Figura
17 se observan los resultados donde se corroboré que la secuencia de nucledtidos
pertenece a los ARNm que codifican a la proteina IFN-y humano siendo idéntica la
secuencia. Con este andlisis se corroboré que efectivamente se obtuvo la construccion

molecular del plasmido pcDNA3/IFN-y.
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Figura 17. Analisis Blast de la secuenciacion de IFN-y.

Caracterizacion de la linea celular CHO-S.
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. IFN-gamma superfamily

Las células CHO generalmente se utilizan en la expresién estable o constitutiva de

glicoproteinas por lo que la selecciébn de clonas, asi como el trabajo molecular y su

estabilidad son puntos criticos para obtener una linea celular altamente productora que

genere glicoproteinas con patrones de glicosilacion semejantes al humano (SELEXIS

2016). Con el objetivo de caracterizar dicha linea celular, se realizé la cinética de

crecimiento en medio EX-CELL® Advanced™ CHO Fed-batch Medium suplementado con

8 mM de L-Glutamina estéril, determinando asi sus parametros cinéticos (u y Td). A la par

se realiz6 la medicién de metabolitos (glucosa, glutamina, lactato y glutamato), los cuales

son factores importantes que influyen en el metabolismo celular y por lo tanto son

importantes para supervivencia de la misma célula y la produccién de biomoléculas activas.

8.3.1. Cinética de crecimiento.

Con la finalidad de observar y determinar la evolucién de las células a lo largo del tiempo y

asi caracterizar a la linea celular CHO-S se montd una cinética de crecimiento en una placa
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de 12 pozos con un volumen de medio de 1 mL por pozo partiendo de un inoculo inicial de
100,000 CV/mL, esto por triplicado. En la Figura 18 se distinguen las cuatro etapas
caracteristicas del crecimiento celular; fase de latencia o de adaptacion, Fase log o

exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

Durante la fase de latencia no hay crecimiento celular significativo, ya que las células se
estan adaptando a las condiciones ambientales y nutricionales. A partir de este punto
comienza la fase de crecimiento exponencial, en esta fase las células comienzan a
duplicarse constantemente hasta alcanzar un limite en donde la concentracion celular
tiende a superar la capacidad del entorno, durante esta fase se realiza el mayor consumo
de metabolitos, dicha fase duré 48 h. Se inicia la fase estacionaria donde existe un balance
entre el crecimiento y la muerte celular, este balance se encuentra relacionado con la
disminucion de nutrientes esenciales o la generacién de subproductos téxicos; en esta
etapa la velocidad de crecimiento fue nula. Hasta este punto la viabilidad celular se mantuvo
dentro de un rango de 90-96 %. Finalmente, a partir de las 192 h se tiene la fase de muerte
en la que la velocidad de crecimiento es menor a la velocidad de muerte. En este punto se
observa que para las 216 horas el porcentaje de viabilidad bajé hasta 10 %, este fenédmeno
es caracteristico de la linea celular CHO, ya que al haber falta de nutrimentos y acumulacién

de subproductos toxicos las células entran en estado de apoptosis.

Una vez determinada la curva de crecimiento, se calcul6 la velocidad especifica de
crecimiento (4) mediante la ecuacién de la linea recta en la etapa exponencial, como se
muestra en la Figura 19, la pendiente de la ecuaciéon es la velocidad especifica de
crecimiento para las células CHO-S bajo condiciones descritas anteriormente, la cual fue
de 0.0454 hr-1. Se determiné el tiempo de duplicacion, el cual corresponde a 15.27 h,
siendo este menor al reportado en la literatura (16-22 h (Invitrogen 2016)), este fenédmeno
se atribuye al tipo de medio que se utiliz6 ya que es un medio quimicamente definido y es
utilizado para respaldar el crecimiento y la productividad de células CHO en cultivos

alimentados por lotes.
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Figura 18. Cinética de crecimiento de células CHO-S. Realizada por triplicado en placas de 12
pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell
Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, con una densidad inicial 100,000 cel/mL. Cada 24 h se
recogié un pozo. Se observan las fases de la cinética de crecimiento, representados como fase

latencia, fase exponencial y fase estacionaria.
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Figura 19.Fase exponencial en la cinética de crecimiento de la linea celular CHO-S sin
transfectar. Representacion de la fase exponencial entre In [x/xo0] & tiempo de cultivo (horas), para
la obtencién de la ecuacion de la linea recta.

La morfologia del cultivo de la cinética de crecimiento de células CHO-S se presenta en la
Figura 20, donde cada 24 horas se tomé una fotografia con el objetivo 20X en un
Microscopio Confocal Zeiss Axioskop del cultivo.
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Figura 20. Morfologia del cultivo de la cinética de crecimiento de células CHO-S. Realizada en
placas de 12 pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en
medio Ex cell Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, con una densidad inicial 100,000 cel/mL.

Fotografias tomadas a 20X, Microscopio Confocal Zeiss Axioskop.

8.3.2. Anélisis de metabolitos celulares de la linea celular CHO-S sin transfectar.

Con el objetivo de monitorear el metabolismo celular bajo condiciones estandar de cultivo
se cuantificé la concentracién de los nutrimentos y desechos metabdlicos en un analizador
bioguimico YSI-2950 Life Sciences, por medio de biosensores capaces de reconocer un

analito mediante reacciones enzimaticas.

Los dos nutrientes principales que favorecen la supervivencia y la biosintesis celular en
cultivo son la glucosa y la glutamina, ya que a partir de estos nutrientes se genera energia

suficiente para el crecimiento celular. La glucosa funciona como fuente de carbono para la
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produccion de energia en forma de ATP, a través de la via glucolisis aerébica o anaerdbica
teniendo al final del ciclo un rendimiento neto de 2 moléculas de ATP y 2 moléculas de
piruvato (glucdlisis aerdbica), esto ocurre en el citosol (Mulukutla et al. 2010). El piruvato
es convertido a Acetil CoA por la enzima piruvato deshidrogenasa y entra al ciclo del &cido
citrico en las mitocondrias para la generacion de méas energia (ATP) o ser reducido por el
NADH a lactato por la enzima lactato deshidrogenasa incluso si hay suficiente oxigeno
disponible; un fenémeno conocido como ‘efecto Warburg' o glicolisis aerébica. Una de las
caracteristicas de las células de crecimiento rapido, como lo son las CHO-S, es el consumo
rapido de glutamina, la cual aporta fuentes adicionales de carbono y nitrégeno para el
crecimiento celular, produccién de proteinas, esqueletos amino para generar otros
aminoacidos a través de la transaminacion utiles en la replicacion de ADN. La principal via
de su degradacion es la glutamindlisis, via por la cual es convertida a glutamato por la
enzima glutaminasa. Sin embargo, esto podria implicar un ciclo truncado con oxidacién de
la glutamina al acido malico intermedio, que luego se convierte en piruvato, y finalmente en

lactato, en el citosol (Zagari et al. 2013).

Con base en lo anterior, en la Figura 21 se muestra el perfil metabdlico de dichos nutrientes,
asi como la de sus respectivos subproductos: lactato y glutamato. Bajo las condiciones
experimentales expuestas en la seccién 8.3, la concentracion de glucosa disminuy6 de 6.45
g/L hasta agotarse completamente a las 192 h, de igual manera la concentracion de

glutamina fue disminuyendo de 1.19 g/L hasta agotarse por completo a las 168 h.

Por otro lado, el glutamato se produjo de manera exponencial llegando a tener una
concentracion final de 0.80 g/L a las 264 h, mientras que a produccion de lactato aumenté
paulatinamente hasta las 144 h, para las 168 h hubo una disminucion en la produccion de
dicho metabolito, esto es caracteristico de las lineas celulares de células de crecimiento
rapido como lo son las CHO-S, ya que al agotarse la glutamina debido al metabolismo
mitocondrial de la célula inicia el consumo de lactato, esto lo hacen como una via de
supervivencia al existir baja concentracién del nutrimento principal (glutamina). El consumo
de lactato intenta compensar la baja entrada de glutamina al ciclo del acido tricarboxilico
(Zagari et al. 2013). Tipicamente, el lactato se produce con fuerza durante la fase de
crecimiento exponencial, mientras que su valor neto se tiene con frecuencia cuando las
células entran en la fase estacionaria. El consumo de este metabolito se observa hasta las

216 h, tiempo en el cual si es comparado con la cinética de crecimiento se tiene una
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disminucion de la viabilidad celular, ya que en este punto los nutrimentos se han agotado
por completo.
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Figura 21. Analisis de metabolitos celulares de lalinea celular CHO-S sin transfectar. Consumo
de nutrimentos: glucosa-glutamina y produccion de desechos metabdlicos: lactato-glutamato
obtenidos de la cinética de crecimiento de células CHO-S en medio Ex cell Advanced CHO medio,

8mM Glutamina, con una densidad celular inicial de 100,000 cel/mL.
8.3.3. Curva de sensibilidad al antibi6ético G418 de la linea celular CHO-S.

Se realiz6 una curva de muerte celular para determinar la concentracion minima de
antibiotico G418 que asegurara la muerte de la linea celular CHO-S en un periodo de 10
dias. Para ello se montd una placa de 24 pozos en un volumen de 500 L por pozo partiendo
de un inoculo inicial de 50,000 CV/mL con una viabilidad por arriba del 90 %. Se agregaron
cantidades crecientes de G418 en cada pozo por triplicado, utilizando 0, 100, 200, 400, 800
y 1000 pg/mL y se mantuvieron por 10 dias bajo las condiciones descritas en la seccion
7.4.4. Finalmente, se obtuvo la viabilidad celular mediante conteo con camara de Neubauer

y la técnica de azul de tripano. La curva de muerte se muestran en la Figura 22
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, a la concentracion de 400 pg/mL elimina al 99% de las células, lo cual indica que esta es

la concentracion ideal para utilizarse durante la seleccion policlonal.
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En la Figura 23 se observa la morfologia de la curva de sensibilidad al antibi6tico después
de 10 dias con tratamiento a diferentes concentraciones de G418. Las fotografias fueron
tomadas con un Microscopio Confocal Zeiss Axioskop a 20X, se observé que el cultivo

presentd una morfologia celular tipica de muerte celular siendo directamente proporcional
a la concentracion de antibiético utilizado.
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De estos resultados, se determiné la concentracion letal 50 (CL50) para mantener a las

células bajo presién selectiva evitando que estas se volvieran resistentes siendo esta de
100 pg/mL.
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Figura 22. Curva de sensibilidad al antibiético G418 de la linea celular CHO-S. Realizada en
placas de 12 pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO3z, 100 rpm), en
medio Ex cell Advanced CHO medio, 8mM Glutamina y tratadas con antibiético G418 por 10 dias.

Densidad inicial 50,000 cel/mL. Donde se observa que la concentracion ideal para la seleccion clonal
es de 400 pg/mL.
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Figura 23. Morfologia de las células CHO-S de la curva de sensibilidad al antibiotico G418.
Realizada en placas de 12 pozos, bajo condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 50 rpm), en medio
Ex cell Advanced CHO medio, 8mM Glutamina y tratadas con antibiético G418 por 10 dias. Densidad
inicial 50,000 cel/mL. Fotografias tomadas después de 10 dias se tratamiento a 20X en Microscopio

Confocal Zeiss Axioskop.

8.4. Generacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y.

8.4.1. Transfeccidn de las células CHO-S con el plasmido pcDNA3/IFN-y y seleccion

policlonal.

La transfeccion consistié en introducir el plasmido pcDNA3/IFN-y a la célula hospedera
(CHO-S), mediante la formacion de lipocomplejos empleando el método de lipofectamina
2000, la cual forma una cubierta lipidica alrededor del ADN para facilitar la entrada a la
célula sin provocar alteraciones mayores en ella. Para ello primeramente se linealizé el
plasmido con la enzima Mfel (Munl) realizando un corte en el sitio del promotor de CMV.
Una vez teniendo el plasmido lineal se realiz¢ la transfeccion de dos Minipools de la linea
celular CHO-S como se indica en la seccion 7.5.1. 72 h post-transfeccion se agregé el medio

de seleccion (ver seccion 7.3.2) cambiandose periodicamente durante la seleccion. En este
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periodo se monitoreo la viabilidad utilizando el método de tincion por exclusion de azul de
tripano.

La seleccion policlonal se muestra en las Figura 24 y Figura 25, al tiempo 0 h la viabilidad
es del 97 % y una concentracion inicial de 500,000 cel/mL. Pasado el tiempo post-
transfeccion se observa como la viabilidad de las células transfectadas como del control
negativo de transfeccion (células CHO-S sin transfectar) con antibidtico comienza a
disminuir hasta las 216 h, esto se debe que las células que no tuvieron la capacidad de
adquirir el plasmido se estan muriendo debido a la presencia de antibiético en el medio de
cultivo. Para las 312 h aumenta la viabilidad, asi como la concentracion celular de las
células transfectadas hasta llegar a una viabilidad por arriba del 80 % a las 600 h y una
concentracion de alrededor de los 4 millones de cel/mL. Esto indica que las células que
adquirieron el plasmido estan generando resistencia al antibiético debido al gen de

seleccion del plasmido, obteniendo aqui los dos Minipools de la seleccion policlonal.

No asi para el control negativo de transfeccién con antibiético, ya que aqui se muestra una
clara tendencia a la disminucién de la viabilidad, indicando que éstas estan muriendo, con
esto se comprueba gue las células no generaron resistencia al antibiotico por si solas 'y que
la transfeccion fue eficiente. Por otra parte, en el control negativo (células CHO-S sin
transfectar) sin antibiotico la viabilidad se mantiene entre un 80 y un 90 % y se alcanza una
concentracion de 5.8 X108 cél/mL indicando de igual manera que el control negativo de
transfeccién con antibiético no disminuye su viabilidad debido a la falta de nutrimentos o
debido a las condiciones de cultivo (37 °C, 5% de CO,y 100 rpm).
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Figura 24. Viabilidad de las células CHO-S transfectadas con el plasmido pcDNA3/IFN-y
mediante lipofeccion durante la seleccion policlonal. Medio de seleccién utilizado: Excell
Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, 400 pg/mL de antibiético G418. Realizada en placas de 6
pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% COz, 100 rpm). Con una densidad

celular inicial de 500,000 cel/mL, con seis pases.
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Figura 25. Conteo de las células CHO-S transfectadas con el plasmido pcDNA3/IFN-y mediante
lipofeccion durante la seleccion policlonal (CV/mL). Medio de seleccién utilizado: Excell
Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, 400 pg/mL de antibidtico G418. Realizada en placas de 6
pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% COz, 100 rpm). Con una densidad

celular inicial de 500,000 cel/mL, con seis pases.
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La morfologia de las clonas transfectadas, asi como de los controles de transfeccion de las
células CHO-S se muestran en la Figura 26, se tomaron fotos de forma periddica a partir
de las 24 h post-transfeccion con el objetivo 20X en un Microscopio Confocal Zeiss Axioskop
del cultivo. Se observé que tanto el numero de células por campo de las clonas
transfectadas como del control negativo de transfeccién (células CHO-S sin transfectar) con
antibiotico comienza a disminuir hasta las 216 h siendo mayor el efecto visual en el control
negativo de transfeccion con antibidtico, por otra parte, en el control negativo de
transfeccion sin antibiético el nimero de células comienza a aumentar después de las 24 h
post-transfeccién. Para las 120 h se tiene una disminucién en la cantidad de células debido
al efecto mencionado anteriormente y después de las 212 h se observa un aumento en la
cantidad de células, lo cual correlaciona perfectamente con los datos obtenidos durante el

control de viabilidad.
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Figura 26. Morfologia del cultivo de la transfecciéon y seleccidn policlonal de la linea celular
CHO-S con el plasmido pcDNAS3/IFN-y. Fotografias tomadas a 20X, Microscopio Confocal Zeiss
Axioskop a partir de las 24 h post-transfeccion. La transfeccion fue realizada en placas de 6 pozos
con un volumen de 2 mL por pozo, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% COz,
100 rpm). Medio de seleccion utilizado: Excell Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, 400 pg/mL
de antibiético G418. Con una densidad celular inicial de 500,000 cel/mL, con seis pases.

8.4.2. Andlisis de la expresién génicay proteica de interfer6n gamma.

Posterior a la seleccion policlonal se evalud la capacidad de transgénesis del plasmido
pcDNAS/IFN-y en la linea celular CHO-S asi como la expresion de la proteina IFN-y
realizando los siguientes analisis: RT-PCR para evaluar la trascripcion de los genes

mediante el analisis de los ARNm y ELISA para cuantificar la cantidad expresada.
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8.4.2.1. Analisis del ARNm de IFN- y en células transfectadas, mediante RT-PCR.

Se verificd que la linea celular CHO-S internalizara el vector pcDNA3/IFN-y y fuera capaz
de generar los transcritos de ARNm. Para ello, se realiz6 la extraccion del ARN total de los
Minipools transfectados y de un control negativo (células CHO-S sin transfectar y sin
antibiético) pasado un mes de seleccién con antibiotico.

En la Figura 27 se reporta el RT-PCR de la amplificacion del gen completo de IFN-y con un
tamafo de 520 pb a partir de las clonas transfectadas, lo cual demuestra que el transgén
fue transfectados a las células blanco de manera eficiente. Ademas, la linea celular CHO-
S es capaz de producir los transcritos de ARNm de IFN-y.

CHO-S pcDNA3/IFN-y
MPM

ob ) ci(+) Minipool Minipool  CtIE) cri()
GADPH pyAX1/IFN-y 1 2 CHO-S PCR

700

600 - .
500 IFN-y : 520 pb
400

Figura 27. Analisis del ARNm para IFN-y por RT-PCR en cultivos de CHO-S
transfectados con el plasmido pcDNA3/IFN-y. Los carriles 4 y 5 muestran la amplificacion
de los transcritos de IFN-y en 520 pb demostrando que el transgen fue transferido a las
células blanco de manera eficiente. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (80 v, 150
mA, 1h).

8.4.2.2. Cuantificacion de IFN-y por la técnica de ELISA.

Con la finalidad de comprobar si la linea celular CHO-S es capaz de expresar y secretar
IFN-y al medio de cultivo, se llevé a cabo la cuantificacion de dicha proteina mediante la
técnica de ELISA. De los Minipools obtenidos en la seleccién policlonal se recolectaron
sobrenadantes de 168 h de cultivo. De la curva de calibracion obtenida en las diluciones
seriadas (estandar de interferbn gamma) para la interpolacion de las densidades 6pticas y
la consecuente determinacion de la concentracion se obtuvo la ecuacion de la linea recta;
y = 0.0197x + 0.2271, se despejé y se determind la concentracion de interferon gamma
producido la cual se muestra en la Figura 28. Con base a estos resultados se corrobora

gue la linea celular es capaz de producir y secretar la proteina al medio de cultivo.
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Figura 28. Cuantificacién de IFN-y producido a partir de los Minipools 1y 2 mediante ELISA.
8.4.3. Seleccion clonal.

Una vez que la expresion de la poblaciéon policlonal fue verificada por RT-PCR, Western
Blot y ELISA se procedié a realizar la seleccién clonal empleando dos metodologias;
clonacion unicelular y dilucion limitada suplementada con medio metabolizado. Los

resultados de ambas metodologias se muestran a continuacion.
8.4.3.1. Clonacion unicelular.

Al realizar la seleccién clonal mediante la clonacion unicelular se mont6 una placa de 96
pozos colocando 10-15 células transfectadas/mL. Para limitar la dilucién a 100 ul/pozo se
sembraron estadisticamente 1-1,5 células por pocillo y se dejaron estabilizar durante 1-5
dias. En la Figura 29 se observa que después de un periodo de 5 dias hay una morfologia
tipica de muerte celular, es decir que debido a que se encontraba una Unica célula no tuvo
la capacidad de proliferar.
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Figura 29. Morfologia de la seleccion clonal utilizando el método de clonacion unicellular.
Fotografias tomadas a 20X, Microscopio Confocal Zeiss Axioskop. La seleccion clonal fue realizada
en placas de 96 pozos con un volumen de 100 pL por pozo, manteniéndose en condiciones de
crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm). Medio de mantenimiento utilizado: Excell Advanced CHO

medio, 8mM Glutamina. Colocando de 1-1.5 cél/pozo.
8.4.3.2. Dilucion limitada suplementada con medio metabolizado.

Una vez que se determiné que la metodologia de seleccién por clonacién unicelular no fue
efectiva se opt6 por emplear una segunda metodologia que incluyera los factores de
crecimiento faltantes en el medio de cultivo. Se utilizé6 medio metabolizado para suplir la
carencia de factores de crecimiento en el medio de cultivo para la seleccién clonal y asi

inducir la proliferacion celular.

Se llevd a cabo una evaluacion del porcentaje adecuado a utilizar del medio metabolizado
mediante una cinética de crecimiento celular colocando una densidad inicial de 10,000
cél/pozo en placas de 12 pozos con diferentes porcentajes (0 %, 20 %, 30 % y 50 %) del
medio metabolizado y se monitoreé durante 216 h cuantificando cada 24 h la viabilidad
celular. Los resultados se muestran en la Figura 30, la mejor condicion de medio
metabolizado a utilizar es la del 30 %, ya que aqui es donde se obtiene un mayor nimero

de células por mL.
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Figura 30. Evaluacion del porcentaje de suplemento con medio metabolizado en la seleccion
clonal del sistema CHO-S/pcDNA/IFN-y. Realizada por duplicado en placas de 12 pozos,
manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell Advanced

CHO, 8mM Glutamina, con una densidad inicial 10,000 cél/mL. Cada 24 h se recogié un pozo.

Independientemente de los resultados obtenidos en la evaluacion del porcentaje de medio
metabolizado se mont6 una placa de 96 pozos con un volumen final de 100 pL, con los dos
Minipools obtenidos en la seleccion policlonal para la seleccién clonal utilizando los
diferentes porcentajes de medio metabolizado (0 %, 20 %, 30 % y 50 %), se colocaron 1,
10, 100 y 1000 cél/pozo y se dejo proliferar por 12 dias. Se conté la viabilidad en cada
condicién para poder seleccionar las clonas con mayor porcentaje de viabilidad. La Figura
31, indica que no hubo proliferacion en las clonas de 1 y 10 cél/pozo ni con el porcentaje
mas alto de medio metabolizado, por otra parte, en las clonas de 100 y 1000 células por
pozo hubo un aumento en la proliferacion celular siendo la mejor condicion de seleccién
con 30 % de medio metabolizado corroborando asi los resultados obtenidos en la

evaluacion del porcentaje de medio.
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Figura 31. Viabilidades obtenidas de la seleccién clonal. A) Minipool 1. B) Minipool 2. Realizada
en placa de 96 pozos, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en
medio Ex cell Advanced CHO, 8mM Glutamina, con diferentes concentraciones celulares (1, 10, 100
y 1000 cél/pozo) y porcentajes de medio metabolizado (0 %, 20 %, 30 % y 50 %).

A partir de la placa de 96 pozos se tomaron las clonas con mayor confluencia, se pasaron
a placa de 24 pozos y se dejaron crecer durante 168 h, se tomé el sobrenadante y se
cuantifico la produccion de la proteina IFN-y mediante un ELISA y de esta manera se
seleccionaron las clonas superproductoras. Se obtuvo la ecuacion de la recta a partir de la
curva estandar de IFN-y (Figura 32) con una R? de 0.995 para interpolar las absorbancias

obtenidas y asi realizar la cuantificacion de la proteina producida por cada clona.

89



=
\facul tad

de Farmacia

En la Figura 33 se obtiene la cuantificacion de proteina, las clonas mas productoras fueron
obtenidas del Minipool 2; clona 9 produciendo 258.2 pg/mL, clona 10 produciendo 178.8
pg/mL y a partir de ahi se obtuvieron clonas con produccion por debajo de 57 pg/mL.
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Figura 32. Curva estandar de IFN-y. Se muestra curva estandar de IFN-y obtenida por la técnica
de ELISA, asi como la ecuacion de la recta con la cual se determiné la concentracion de IFN-y

mediante la interpolacion de la densidad 6ptica obtenida en cada ensayo.
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Figura 33. Produccidn de la proteina IFN-y 168 h post seleccién clonal. Se realiz6 en placa de
24 pozos y se mantuvo en cultivo durante 168 h, manteniéndose en condiciones de crecimiento
(37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell Advanced CHO, 8mM Glutamina, 400 ug/mL de G418.
Se obtuvieron dos clonas superproductoras de la proteina.

Las clonas superproductoras 9 y 10 del Minipool 2 se sometieron a una segunda seleccién
clonal para aumentar la produccion de interfer6n gamma y tener clonas homogéneas. En
placa de 96 pozos se colocaron 100 cél/ pozo y se dejaron proliferar por 12 dias, las clonas

con mayor confluencia se pasaron a una placa de 24 pozos y se dejaron en cultivo durante
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168 h. Se tomo el sobrenadante de las 12 clonas méas confluentes y se cuantifico la
produccion de la proteina IFN-y mediante un ELISA y de esta forma obtener las clonas

superproductoras.

De la curva estandar de IFN-y realizada se obtuvo la ecuacion de la recta y = 0.0065x +
0.1441 (Figura 34) con una R? de 0.9997. En la Figura 35 se muestran los resultados de
la cuantificacién de proteina de los SN de las clonas, logrando obtener 4 clonas que
producen mas de 500 pg/mL, con estas modificaciones se aumento la produccion de la
proteina a mas del doble y con mayor homogeneidad.

0.9
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0.6
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0.4
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0

0 20 40 60 80 100 120

Conc. (pg/mL)

y = 0.0065x + 0.1441
R2 = 0.9997

Absorvancia 450 nm

Figura 34.Curva estandar de IFN-y. Se muestra curva estandar de IFN-y obtenida por la técnica de
ELISA, asi como la ecuacion de la recta con la cual se determino la concentracion de IFN-y mediante

la interpolacién de la densidad éptica obtenida en cada ensayo.
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Figura 35. Produccion de la proteina IFN-y 168h post seleccion clonal. Se realiz6 en placa de
24 pozos y se mantuvo en cultivo durante 168 h, manteniéndose en condiciones de crecimiento
(37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell Advanced CHO, 8mM Glutamina.

8.5. Caracterizacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y.

Se seleccionaron las dos clonas sobreproductoras de IFN-y para su caracterizacion
mediante cinéticas de crecimiento, la identificacion y cuantificacién de la proteina y sus
transcritos mediante RT-PCR y ELISA.

8.5.1. Cinética de crecimiento.

De las dos clonas superproductoras de IFN-y obtenidas se inicié su amplificacion en cajas
T de 75 cm? y su posterior caracterizacion con cinéticas de crecimiento en matraces de 125
m, esto por triplicado. En la Figura 36 se distinguen tres de las cuatro etapas caracteristicas
del crecimiento celular; fase de latencia o de adaptacién, Fase log o exponencial y fase

estacionaria.

Una vez determinada la curva de crecimiento, se calcul6 la velocidad especifica de
crecimiento () utilizando la ecuacion de la linea recta (y = 0.0276x + 0.579) obtenida en la
etapa exponencial. La y es la misma para ambas clonas con un valor de 0.0276 h-1. De
este valor se determiné el tiempo de duplicacion, el cual corresponde a 25.11 h para ambas
clonas. Si se compara con las clonas no productoras (ver seccién 8.3.1) se tiene un
aumento en el tiempo de duplicacién por diez horas, esto podria deberse a un cambio

metabdlico en las células, ya que no solo produce sus propias proteinas celulares, sino que
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también la proteina de interés (IFN-y) y a la adaptacion a la presion selectiva que se le esta

ejerciendo con medio de seleccion.

Clona 1: 537.1 pg/mL IFN-y

R
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Figura 36.Cinética de crecimiento del sistema CHO-S pcDNAS3/IFN-y. Realizada en matraces de
125 mL, manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell
Advanced CHO medio, 8mM Glutamina, con una densidad inicial 100,000 cel/mL. Cada 24 h se
recogié una muestra. A) Clona 1, con una produccién de 537.1 pg/mL de IFN-y. B) Clona 2, con

una produccion de 518.8 pg/mL de IFN-y.
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8.5.2. Andlisis de la expresiéon génicay proteica de interferén gamma.

Para asegurar que las clonas superproductoras de IFN-y alin se encontraban produciendo
dicha proteina se evalud la capacidad la expresion de la proteina realizando los siguientes

analisis.

Se utilizé RT-PCR para evaluar la trascripcion de los genes mediante el analisis de los
ARNmM extrayendo ARN total de las células. Los resultados se muestran en la Figura 37,

donde ambas clonas adn se encuentran produciendo trascritos del gen de interés.

A) MPM Ctl(+) CHO-S pcDNA3/IFN-y ctl () ctl (-)

op PYAXL/IEN-y—q o a1 Clona2 CHO-S PCR

IFN-y : 520 pb

B) MPM GC;I D(;L CHO-S pcDNA3/IFN-y i) cHe)
nb Clonal Clona2 CHO-S PCR
///
700
600
500 GADPH: 496 pb
400 —

Figura 37. Analisis del ARNm para IFN-y por RT-PCR del sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y. A)
amplificacion de IFN- y, se muestran baandas con un peso de 520 pb correspondientes al transgen
de interés. B) amplificacién de GADPH, un gen constitutivo control con un tamafio de 496 pb.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (80 v, 150 mA, 1h).

Se realiz6 la cuantificacion de IFN-y mediante ELISA posterior a 10 generaciones de
seleccién clonal de ambas clonas para determinar si la produccion de la proteina
permanecia constante. Se analizé el sobrenadante obtenido de un cultivo en caja T 75 cm?
posterior a 168 h de un cultivo células CHO-S sin transfectar (control negativo), las clonas
1y 2, con una densidad celular de 1.6X10° cél/mL para la clona 1y 1.16X108 cél/mL para
clona 2. De la curva estandar de IFN-y se obtuvo la ecuacion de la recta para interpolar las

absorbancias obtenidas y realizar la cuantificacion de la proteina producida por cada clona.
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En la Figura 38 se muestra la cuantificaciéon de proteina con una produccién mayor a 1
ng/mL, siendo mayor a la cantidad que se obtuvo en el andlisis anterior, esto puede deberse
al tamafio de cultivo utilizado y por lo tanto la densidad celular presente, factores que

influyeron en la obtenciéon de una mayor concentracion de IFN-y

1600
1400 1359
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0

CHO-s Clona 1 Clona 2
cntrl ()

Figura 38. Produccion de la proteina IFN-y posterior a 168h de cultivo. Se realiz6 en placa T 75
cm? manteniéndose en condiciones de crecimiento (37°C, 5% CO2, 100 rpm), en medio Ex cell
Advanced CHO, 8mM Glutamina,

Se determind la productividad especifica por célula de ambas clonas tomando en cuenta la
densidad celular al finalizar cultivo (168 h). En la Tabla 17 se observa que de acuerdo con
los datos obtenidos la productividad aumento relativamente en un 5 %. La relevancia de
este analisis radicé en comprobar que las clonas seleccionadas permanecen produciendo

la proteina de interés a través de varias generaciones sin perder la capacidad de expresion.
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Tabla 17.Produccion especifica de proteina del sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y.

concentracion de

IFN-y producido

Concentracion

celular a 168 h

Produccion
especifica

Condicion pg/mL CV/mL (pg/mL/cél.)
Durante
seleccion clonal 537.1 9.52X10° 5.64 x10*
10 generaciones
Clonal post-seleccion 1359.29 1.60 x10° 8.50 x10*
Durante
seleccion clonal 518.8 7.12 x10° 7.29 x10*
10 generaciones
Clona 2 post-seleccién 1024.31 1.16 x10° 8.83 x10™
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IX. DISCUSION.

Los IFN tipo Il debido a su actividad inmunomoduladora y antitumoral los convierten en
moléculas terapéuticas de éxito para el uso clinico. Hasta la fecha, el sistema de expresion
mas utilizado y eficiente para la produccion de IFN-y recombinante es el E. coli debido a la
facilidad de las técnicas de recombinacion y la alta productividad, sin embargo, los sistemas
de expresion bacteriana tienen muchas desventajas (Catriona H.T. Miller, Stephen G.
Maher 2017). Una de las mayores desventajas es que este sistema no tiene la capacidad
de glicosilar por consecuencia tiene una vida media corta cual limita su eficacia, la
solubilidad, la resistencia a proteasas y la produccién es costosa debido a la formacion de

cuerpos de inclusion y a la contaminacién por endotoxinas (Curling et al. 1990).

Para superar las insuficiencias de los sistemas de expresion bacteriano, la proteina IFN-y
también ha se han expresado en otros sistemas (Tabla 1). S6lo algunos de estos sistemas
de expresion dieron resultados satisfactorios en cuanto a rendimiento, estabilidad

fisicoquimica y actividad biolégica (Razaghi, Owens, and Heimann 2016).

Al dia de hoy se ha demostrado que el uso de lineas celulares de mamifero como CHO y
HEK293 son los hospederos de eleccion para la produccion de glicoproteinas como el IFN-
v, dada a sus propiedades de generar modificaciones postraduccionales complejas,
plegamiento correcto de la proteina y tener la capacidad de excretar el producto al medio
de cultivo para su posterior purificacién (Bandaranayake and Almo 2014; Lalonde and
Durocher 2017). Empresas como AcroBiosystem y SinoBiological producen de manera
comercial el IFN-y expresado en HEK293 y CHO consecutivamente (de manera estable)
con patrones de glicosilacién similares al humano (19-26 KDa), sin embargo, Unicamente

son utilizadas como estandares de referencia (AcroBiosystems 2019; Sino Biological 2007).

Bajo este tenor dentro del grupo de biotecnologia farmacéutica del laboratorio 7 de la
Facultad de farmacia, se ha tenido gran interés en producir la proteina interferén gamma
(IFN-y) dirigiéndola a el uso como proteina terapéutica. Desarrollando sistemas transitorios
de produccién en células de mamifero como hospederos para obtener proteinas con
glicosilaciones similares a la proteina nativa. Se ha observado que el uso de sistemas
transitorios utilizando el adenovirus pAd5/IFN-y han demostrado bajos rendimientos en la

produccion de dicha proteina a pesar de utilizar células de mamiferos, produciendo 19.2

97



=
%’u/ tad

de Farmacia

pg/mL como mayor concentracion (Sosa-Garcia 2018). Uno de los inconvenientes de este
enfoque es la necesidad de grandes cantidades de ADN recombinante, es decir que al ser
un sistema transitorio este tiene un periodo corto de produccion y se requiere transfeccion
constante de las células HEK293, ademas de tener bajas producciones de la proteina
(Bandaranayake and Almo 2014).

Se sabe que el caballito de batalla de la produccion de proteinas de mamiferos
(especialmente a escala industrial) es la linea celular CHO, produciendo hoy en dia al
rededor del 70% de la proteinas complejas que se encuentran en el mercado (Walsh 2018).
Esto se debe a su inigualable adaptabilidad, permitiendo el crecimiento de estas células a
altas densidades en cultivos de suspension y facilita la adaptacion a las condiciones libres
de suero, teniendo una producciéon de proteinas recombinantes mas segura, al haber
menos riesgo de contaminacion viral y pridnica por el suero bovino (Kuo et al. 2018;
Sathyamurthy et al. 2015). Por ello en el presente estudio se busco generar un sistema
estable de produccion la proteina IFN-y con la finalidad de obtener concentraciones

mayores a los sistemas transitorios empleando el sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y.

Para lograr el objetivo de este estudio se dividié en cuatro partes principales; 1) construccion
molecular del vector de expresion pcDNA3/IFN-y. 2) Caracterizacion de la linea celular
CHO-S. 3) La generacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y mediante insercion
aleatoria del vector en el genoma celular inducido por presién selectiva con antibiotico

G418. 4) La caracterizacion del sistema productor.

Para la construccion molecular del vector de expresion pcDNA3/IFN-y se utilizo a
pVAX1/IFN-y (construido por Romero-Martinez, 2014) como plasmido base para la
obtencion del transgen codificante para la proteina de interés. La construccion se llevo a
cabo mediante el uso de las enzimas de restriccion Kpnl y Xbal. Se obtuvo un vector un
tamafo de 5920 pb el cual contiene la secuencia de nucleétidos codificantes para la
proteina IFN-y humano. Corroborando con un analisis BLAST que la secuencia de
nucleodtidos pertenece a los ARNm que codifican a la proteina IFN-y humano siendo idéntica

la secuencia.

Las células CHO-S generalmente se utilizan en la expresion estable o constitutiva de

glicoproteinas por lo que la seleccion de clonas, asi como el trabajo molecular y su
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estabilidad son puntos criticos para obtener una linea celular altamente productora
(SELEXIS 2016) que genere glicoproteinas con patrones de glicosilacion semejantes al
humano (Michael Butler and Spearman 2014). Por ello fue importante realizar una
caracterizaciéon mediante cinéticas de crecimiento con finalidad de obtener el tiempo de
duplicacién, la velocidad especifica de crecimiento y un andlisis del perfil metabdlico. Los
resultados obtenidos muestran las fases tipicas en una curva crecimiento celular; fase de
latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte celular. Teniendo una
velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.0454 hr-1 y un tiempo de duplicacién del5.27
h, siendo este menor al reportado en por el proveedor (16-22 h (Invitrogen 2016)), este
fendmeno se atribuye al tipo de medio que se utilizé (Excell Avanced CHO media) ya que
es un medio quimicamente definido y es utilizado para respaldar el crecimiento y la

productividad de células CHO en cultivos alimentados por lotes (Millipore sigma 2015).

Para la evaluacion del perfil metabdlico de la linea celular se realizé un analisis en un
analizador bioquimico YSI-2950 Life Sciences, por medio de biosensores capaces de
reconocer un analito mediante reacciones enzimaticas. Una de las caracteristicas de las
células de crecimiento rapido como lo son las CHO-S, es el consumo rapido de glutamina,
la cual aporta fuentes adicionales de carbono y nitrégeno para el crecimiento celular,
produccion de proteinas, esqueletos amino para generar otros aminoacidos a través de la
transaminacién Gtiles en la replicacion de ADN (Zhou et al. 2010). Bajo las condiciones
experimentales expuestas, la concentracion de glucosa disminuyé de 6.45 g/L hasta
agotarse completamente a las 192 h. de igual manera la concentracién de glutamina fue

disminuyendo de 1.19 g/L hasta agotarse por completo a las 168 h.

Por otro lado, el glutamato se produjo manera exponencial llegando a tener una
concentracion final de 0.80 g/L a las 264 h. mientras que la produccién de lactato aumentd
paulatinamente hasta las 144 h, para las 168 h se observ6 una disminucion en la produccién
de dicho metabolito, esto es caracteristico de las lineas celulares de células de crecimiento
rapido como lo son las CHO-S, ya que al agotarse la glutamina debido al metabolismo
mitocondrial de la célula inicia el consumo de lactato, esto lo hacen como una via de
supervivencia al existir baja concentracion del nutrimento principal (glutamina) (Fischer,
Handrick, and Otte 2015). ElI consumo de lactato intenta compensar la baja entrada de
glutamina al ciclo del acido tricarboxilico (Zagari et al. 2013). Es importante conocer el

metabolismo celular del sistema productor, se sabe que las condiciones de cultivo, el estrés
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celular y las altas concentraciones del producto recombinante pueden conducir a la
agregacion de proteinas, uno de los problemas mas comunes asociados con la estabilidad
de las proteinas (Rodriguez et al. 2005).

Los métodos tradicionales de integracién durante la generacion de sistemas de expresion
estables requieren de marcadores de seleccion que permitirdn obtener las células
sobreproductoras (Lalonde and Durocher 2017), por lo que para generar el sistema CHO-
S pcDNA3/IFN-y se utilizé el antibiético Geneticin (G418) como marcador de seleccion. El
vector pcDNA3 (+) cuenta con un gen de seleccion con antibidtico Geneticin® (G-418) en
eucariotes lo cual permite inducir la insercién al genoma celular de nuestro hospedero de
manera aleatoria (Brodel, Sonnabend, and Kubick 2014). Los resultados de la curva de
muerte muestran que la concentracion de 400 pg/mL elimina al 99% de las células, lo cual
indica que esta es la concentracion ideal para utilizarse durante la seleccion policlonal.
G418 como marcador ha sido ampliamente utilizado para el desarrollo de sistemas
estables, principalmente en células CHO (Hoffmann et al. 2004; Bi, Shuttleworth, and Al-
Rubeai 2004; Thermo Fisher Scientific Inc. 2015).

Para la generacion del sistema estable CHO-S pcDNA3/IFN-y inicialmente se realizo la
seleccién policlonal con el antibidético G418, obteniendo dos Minipools con 80 % de
viabilidad. Esto indica que las células que adquirieron el plasmido de manera eficiente
generaron resistencia al antibiético debido al gen de seleccién y tienen la capacidad de
proliferar bajo presion selectiva (Durocher and Butler 2009). Se demostr6 que ambos
Minipools producian la proteina de interés mediante RT-PCR para evaluar la trascripcion

de los genes y un ELISA obteniendo una concentracion maxima de 26.91 pg/mL de IFN-y.

Una vez que la expresion estable de la poblacion policlonal fue analizada se procedi6 a
realizar la seleccién clonal empleando dos metodologias; Clonacién unicelular siguiendo el
protocolo de Zitzmann et al. descrito en 2018, el cual consistia en colocar 1-5 célula por
pozo en una placa de 96 pozos para asi a partir de una Unica clona se obtuvieran células
superproductoras. Los resultados de este método muestran que no hubo proliferacion
celular, esto podria deberse a que al encontrarse una Unica algunas lineas celulares tienden
a no crecer bien en cultivos dispersos/individuales debido a la falta de factores de
crecimiento secretados, por lo que no todos los tipos de células podran crecer en las

condiciones descritas en este protocolo (Sathyamurthy et al. 2015; Freshney 2005), siendo
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este el caso de la linea celular empleada, es por ello que las células no tuvieron la capacidad
de proliferar. Por ello se emple6 otro protocolo realizado por Voronina et al. en 2016 para
la generacion de una linea celular CHO productora estable de anti-TNFa, donde en lugar
de colocar directamente de 1-5 células por pozo en una placa de 96 pozos se realiz6 una
serie de diluciones para determinar la concentracion minima de células que permitiera
generar su propio microambiente y asi inducir la proliferacién de las mismas, para favorecer
esta proliferacién celular se agregé medio metabolizado de un cultivo de células CHO-S, ya
gue ademas de tener los metabolitos producidos también cuenta con factores de

crecimiento requeridos para su proliferacion (Freshney 2005).

Se llevo a cabo la primera seleccion clonal bajo las condiciones descritas anteriormente
obteniendo asi dos clonas con produccion de 258.2 pg/mL y 178.8 pg/mL de IFN-y, de estas
dos clonas se realiz6 una segunda seleccion clonal para obtener mayor homogeneidad e
incrementar la productividad la proteina. En esta segunda seleccion se logré aumentar la
produccion proteina, logrando obtener 4 clonas que producen mas de 500 pg/mL,

incrementandose a mas del doble comparadas con la primera seleccién clonal.

Finalmente, se realizd la caracterizacion del sistema productor mediante cinéticas de
crecimiento celular y el analisis de la expresion génica y proteica de IFN-y de las dos clonas
mas productoras, en la cinética de crecimiento se obtuvo un tiempo de duplicacion de 25.11
h para ambas clonas aumentando 10 horas con respecto a la linea celular CHO-S sin
transfectar, esto podria deberse a un cambio metabdlico celular, ya que ademas de producir
sus propias proteinas celulares, se encuentra produciendo nuestra proteina de interés (IFN-
v) y ala adaptacion a la presion selectiva que se le esta ejerciendo con medio de seleccion.
De acuerdo investigaciones realizadas por Fischer, Handrick y Otte en 2015 acerca del
metabolismo celular de CHO pueden verse modificadas diferentes vias metabdlicas al

inducir la produccidn de proteinas externas a la propia célula.

Serealizé un analisis de los transcritos de la proteina mediante RT-PCR obteniendo bandas
correspondientes al transgen de interés indicando que aun se lleva a cabo de manera
eficiente la trascripcion del gen, la cuantificacion de la proteina mediante ELISA después
de 10 generaciones, se obtuvo que en ambas clonas la produccion especifica aumentd en

un 3-5 % con respecto a la realizada en la seleccidon clonal, lo cual indica que las clonas
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permanecen produciendo IFN-y a través de generaciones sin perder la capacidad de
expresion.

A pesar de aumentarla productividad de IFN-y con respecto a los sistemas transitorios
utilizados, contintan siendo un reto el obtener cantidades adecuadas para el uso humano.
Por lo que se han realizado diversas estrategias para aumentar la productividad de proteina
recombinante producida sin modificar el sistema de expresion como la descrita por Farges
et al. 2008 al producir IFN-y utilizando la misma linea celular. Durante la produccién utilizo
hidrolizados de levadura (extractos de levadura y peptonas de levadura) para mejorar el
crecimiento de células CHO aumentando el periodo de crecimiento y modificando el
metabolismo de la propia célula.
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X.  CONCLUSION.

Se generd el sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y obteniendo dos clonas superproductoras que
expresan establemente la proteina interferon gamma humana a través de mas de 200
generaciones desde que fueron transfectadas. Se evaluaron los trascritos del gen de interés
determinado que aun se encuentran expresando dicha proteina. Por otro lado, las
producciones obtenidas de ambas clonas se encuentran por arriba de 1000 pg/mL a las
168 h siendo considerablemente mayores comparadas con el sistema el transitorio
HEK293/AD5-IFN-y el cual produce 19.22 pg/mL con lo cual se corrobora la hipétesis

planteada en este proyecto.
o CONCLUSIONES PARTICULARES.

e Se realiz6 la construccion y amplificacién molecular del vector pcDNA3/IFN-y, el cual es
un vector de expresion que fue utilizado para la creacién de la linea celular estable
productora de IFN-y. Durante el andlisis de la secuenciacion de la construccion del
plasmido se corrobor6 que el transgén insertado corresponde con la proteina de interés
(IFN-y).

e Lascélulas CHO-S poseen una p de 0.0454 hr-1 y un Td de 15.27 h bajo las condiciones

experimentales empleadas, siendo menor a lo reportado en la literatura (Td: 10-22 h).

o Serealizé la seleccion policlonal de la linea celular CHO-S utilizando antibiético (G418)
obteniendo dos Minipools y durante el andlisis de la expresién de la proteina interferén
gamma se identificaron los trascritos de la proteina mediante RT-PCR y se obtuvo una

concentracion de 26.91 pg/mL en cuantificacion mediante ELISA.

e Se realizé la seleccion clonal utilizando la técnica de dilucién minima suplementando
con medio metabolizado para inducir la proliferacién celular obteniendo clonas con

productividades por arriba de 1000 pg/mL.
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Xl.  PERSPECTIVAS.

Ya que el presente estudio forma parte de un gran proyecto dentro del grupo de trabajo
donde CHO-S pcDNAS3/IFN-y sera utilizado como sistema productor de referencia contra la
produccion de IFN-y en células HEK293, Unicamente queda como perspectiva realizar el
andlisis del patrén de glicosilacion de la proteina producida mediante western Blot y peffil
de N-glicanos por HPLC para asegurar que se produce el homodimero glicosilado.

Por otra parte, si se desea utilizar el sistema CHO-S pcDNA3/IFN-y para produccion a gran
escala de la proteina queda como perspectiva buscar estrategias para aumentar la
productividad a través de la optimizacion del metabolismo celular.

XIl.  ANEXOS.
Anexo A. Interpretacion de resultados en la cuantificacion de IFN-y mediante ELISA.

A. Calcular los valores de absorbancia promedio para cada conjunto de duplicados de
estandares y muestras. Los duplicados deben estar dentro del orden del 20% del valor
medio.

B. Crear una curva estandar trazando la absorbancia media para cada concentracion
estandar en el eje Y y concentracion de IFN gamma humano en el eje X. Realice la
curva que mejor se ajuste (se recomienda un ajuste de curva de 5 parametros).

C. Determinar la concentracion de IFN gamma humano de cada muestra, primero con el
valor medio de absorbancia en el eje Y y extender una linea horizontal a la curva
estandar. En el punto de interseccién, extienda una linea vertical hasta el eje X y lea
la correspondiente concentracion de IFN gamma humano,

D. Sise han seguido las instrucciones de este protocolo, las muestras se han diluido 1:2
(50 pL de muestra + 50 uL de diluente de muestra) por lo que la concentracién leida
de la curva estandar debe ser multiplicado por el factor de dilucion (2x).

E. El calculo de muestras con una concentracion mayor a la del estandar 1 pueden ser
incorrectas. Las muestras requieren mayor dilucién externa de acuerdo con los valores
esperados de IFN gamma humano con diluyente de muestra para cuantificar con
precision el nivel de IFN gamma humano real.

F. Se sugiere que cada prueba se realice con una muestra control de IFN gamma
humano conocido y ejecute cada ensayo con este control adicional. Si los valores
obtenidos no estan dentro del rango esperado del control, los resultados del ensayo

pueden ser invalidos.
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G. Una curva estandar representativa se muestra en la figura 8. Esta curva no se puede
utilizar para obtener los resultados de las pruebas. Cada laboratorio debe preparar

una curva estandar para cada placa ensayada.

Curva estandar representativa para el ELISA de IFN gamma humano. EL IFN gamma se
diluyé en pasos seriados de 2 veces en diluyente de muestra. No utilice esta curva estandar
para derivar los resultados de las pruebas. Una curva debe ser realiza por cada ensayo.

Absorption 450 nm

0.19

0.01 T
1 10 100

Concentration (pg/ml)

Anexo C. Constancias de participacion.
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