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l. RESUMEN

Introduccién: El Interferon gamma (tipo Il) es una citocina pleiotropica que regula diversas
funciones bioldgicas. El IFN-y recombinante se ha expresado en diferentes sistemas que
presentan varias desventajas, siendo necesario buscar nuevas alternativas de expresion
con mejor calidad y potencial terapéutico, por ejemplo, el uso de lineas celulares de
mamiferos, ya que representa una herramienta atractiva para la sobreexpresién de
proteinas recombinantes de manera estable. Objetivo: Desarrollar lineas celulares
HEK293 que expresen de manera estable el Interfer6n gamma humano para obtener mayor
produccion en comparacion con un sistema de expresion transitorio (Ad5/IFN-y).
Metodologia: La construccion del vector plasmidico pcDNA3(+) se realizé con el inserto de
IFN-y proveniente del vector pVAX1/IFN-y. Posteriormente, la bacteria E. coli DH5-a se
transformd, amplificé y el plasmido se purificé y secuencié. Por otro lado, la linea celular
HEK293 se crecié en medio DMEM/F-12 al 10% de SFB y la transfeccién con el vector
recombinante se realiz6 en placa de 6 pocillos. Los cultivos transfectados se mantuvieron
y monitorearon para realizar la primera seleccion clonal a través del gen de resistencia a la
neomicina, evaluando la viabilidad celular. Posteriormente, la segunda seleccion clonal se
realizd6 mediante el método de dilucién limitante y las clonas sobreproductoras de IFN-y se
expandieron, la expresion del IFN-y se detect6 por RT-PCR y Western Blot; y, se cuantificd
por la técnica ELISA. Resultados: Se determind que la construccion molecular
pcDNA3+/IFN-y se realizdé correctamente ya que contiene la secuencia codificante del gen
de Interfer6n gamma (fragmento ~520 pb); asimismo, la secuenciacion y el andlisis Blast
mostraron una similitud del 100% con el gen IFN-y humano. La caracterizacion celular
mostré una tasa de crecimiento especifica de 0.0234 h* y un tiempo de duplicacién de 29.6
h. Asimismo, la curva de muerte con Geneticin® produjo una dosis letal de 550 pug/mL. El
RT-PCR mostr6 que habia transcripcion para el gen IFN-y humano en todas las clonas
transfectadas (520 pb) y el analisis SDS-PAGE también mostré que el IFN-y se encuentra
glicosilado y es de tipo Il secretandose al medio de cultivo (~20 kDa). Posteriormente, se
observé que en la segunda seleccion clonal las células HEK293 individuales alcanzaron
productividades de IFN-y de 50 a 400 pg/mL. La caracterizacion celular de las clonas
HEK293 productoras de IFN-y produjo tiempos de duplicacién de 36.86 y 34.83 h (clonas
de alta produccién), 37.87 h (clon de media produccion) y 37.06 h (clon de baja produccion)
expresando aun la proteina de interés con los subsecuentes pases a excepcion de la clona
de baja produccion. Finalmente, la adaptacién a medios libres de suero y el proceso de
congelacién-descongelacién mostro la estabilidad de la clona celular HEK293 recombinante
ya que se mantiene a un pase #33 la expresion proteica y génica del IFN-y. Conclusiones:
El desarrollo de las lineas celulares HEK293 con expresion estable se realizo correctamente
con el vector recombinante pcDNA3+/IFN-y obteniendo una alta productividad de proteina
de 2.6 ng/mL en comparacién con un sistema de expresion transitorio (Ad5/IFN-y, 0.019
ng/mL). Siendo las clonas estables a mas de ~215 generaciones y 33 pases.
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.1 ABSTRACT

Introduction: Interferon gamma (type 1l) is a pleiotropic cytokine that regulates various
biological functions. Recombinant IFN-y has been expressed in different systems that have
several disadvantages, and it is necessary to search for new expression alternatives with
better quality and therapeutic potential, for example, the use of mammalian cell lines, since
it represents an attractive tool for overexpression. of stably recombinant proteins. Objective:
To develop HEK293 cell lines that stably express human Interferon gamma to obtain higher
production compared to a transient expression system (Ad5/IFN-y). Methodology: The
construction of the plasmid vector pcDNA3(+) was performed with the IFN-y insert from the
vector pVAX1/IFN-y. Subsequently, the E. coli DH5-a bacterium was transformed, amplified,
and the plasmid was purified and sequenced. On the other hand, the HEK293 cell line was
grown in DMEM/F-12 medium with 10% SFB and transfection with the recombinant vector
was performed in a 6-well plate. Transfected cultures were maintained and monitored to
perform the first clonal selection through the neomycin resistance gene, evaluating cell
viability. Subsequently, the second clonal selection was performed using the limiting dilution
method and the IFN-y overproducing clones were expanded, IFN-y expression was detected
by RT-PCR and Western Blot; and, it was quantified by the ELISA technique. Results: It
was determined that the pcDNA3+/IFN-y molecular construction was carried out correctly
since it contains the coding sequence for the Interferon gamma gene (fragment ~520 bp);
likewise, sequencing and Blast analysis showed 100% similarity with the human IFN-y gene.
Cell characterization showed a specific growth rate of 0.0234 h*and a doubling time of 29.6
h. Likewise, the death curve with Geneticin® produced a lethal dose of 550 ug/mL. RT-PCR
showed that there was transcription for the human IFN-y gene in all transfected clones (520
bp) and SDS-PAGE analysis also showed that IFN-y is glycosylated and is type Il secreting
into the culture medium (~20 kDa). Subsequently, it was observed that in the second clonal
selection the individual HEK293 cells reached IFN-y productivities of 50 to 400 pg/mL. The
cellular characterization of the IFN-y-producing clones HEK293 produced doubling times of
36.86 and 34.83 h (high production clones), 37.87 h (medium production clone) and 37.06
h (low production clone) still expressing the interest with subsequent passes except for the
low production clone. Finally, adaptation to serum-free media and the freeze-thaw process
showed the stability of the recombinant HEK293 cell clone since the protein and gene
expression of IFN-y is maintained at a #33 pass. Conclusions: The development of
HEK293 cell lines with stable expression was carried out correctly with the recombinant
vector pcDNA3+/IFN-y obtaining a high protein productivity of 2.6 ng/mL compared to a
transient expression system (Ad5/IFN-y, 0.019 ng/mL). The clones being stable to more
than ~215 generations and 33 passes.

XXi
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Proteinas Recombinantes (PR).
De acuerdo al articulo 222Bis de la Ley General de Salud (LGS), se considera
“medicamento biotecnolégico a toda sustancia que haya sido producida por biotecnologia
molecular, que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en
forma farmacéutica, que se identifique como tal por su actividad farmacoldgica y
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas”.
Clasificandose a los biof&rmacos o medicamentos biotecnolégicos de acuerdo al
Reglamento de Insumos para la Salud (RIS) articulo No. 81 en: Proteinas recombinantes
(PR), Anticuerpos monoclonales, Péptidos sintéticos, Acidos nucleicos sintéticos o de
plasmidos. Por lo que es muy importante caracterizar sus propiedades farmacoldgicas,
fisico-quimicas y biologicas; para garantizar su calidad, eficacia y seguridad (De la Madrid
Hurtado, 2009; Iglesias-Osma, Gonzalez Correa, Moreno, & Tejerina, 2013).
En el caso de las proteinas recombinantes, la tecnologia del ADN recombinante ha sido
importante para el desarrollo de la Biotecnologia de las mismas; ya que gracias a la
manipulacion de genes se han logrado producir cantidades considerables de proteinas
adecuadas para su analisis y para diversas aplicaciones terapéuticas, impulsandose a la
investigacion en este campo.
Por lo tanto, las PR son denominadas como aquellas proteinas producidas por cualquier
ente bioldgico procarionte o eucarionte al que se le introduce, por técnicas de ingenieria
genética, una secuencia de &cido desoxirribonucleico que las codifica (Leon, 2014).
Generalmente, estas proteinas se expresan en distintos sistemas biol6gicos, de acuerdo a
las caracteristicas que se desea tenga la proteina en cuestion. Asi mismo, como proteinas
bioterapéuticas representan un pilar para el tratamiento de una variedad de enfermedades,
por ejemplo; autoinmunes, enfermedades infecciosas, cancer, hematoldgicas, etc.
Cambiando las tecnologias detras de su produccion desde que estas fueron aprobadas por

primera vez en los afios 80°s.

2.2 Sistemas de expresion parala produccion de Proteinas Recombinantes.
Los genes codificantes para las proteinas de interés son capaces de transferirse a otros
hospederos u organismos diferente a los nativos. Los sistemas mas utilizados para la
produccion y expresion de proteinas recombinantes son las bacterias, levaduras, células
de insecto y células de mamifero. La seleccién de un sistema de expresion adecuado

dependera en gran medida de las propiedades quimicas y biologicas de la proteina de
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interés, del origen bioldgico, su aplicacién posterior y el bioproceso que se empleara para
su produccién (Guerrero-Olazaran et al., 2004).

La sintesis de proteinas en sistemas bacterianos han sido los mas utilizados; gracias a su
amplia variedad de ventajas, como facil manipulacién genética y en cultivo, bajos costos de
produccion (Garcia et al., 2013). Estos son ideales para la produccion de proteinas de bajo
peso molecular que no requieran modificaciones postraduccionales. Un ejemplo del
microorganismo comunmente utilizado es la bacteria Escherichia coli, dado que ha sido
muy bien caracterizada desde el punto de vista genético y fisiolégico; ademas, presenta
una mayor velocidad especifica de crecimiento con la cual no posee requerimientos
costosos asociados al medio de cultivo, o que ha permitido el desarrollo de una gran
variedad de vectores de expresion y cepas mutantes. Sin embargo, las desventajas de su
implementacion son, su ineficiencia para secretar proteinas al medio de cultivo, la
generacion de endotoxinas dafiinas para la salud, la incapacidad de realizar muchas de las
modificaciones postraduccionales complejas, asi la capacidad de generar cuerpos de

inclusion inactivando la funcion de las proteinas (Garcia et al., 2013).

En el caso de la produccion de proteinas basados en levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris) se ha demostrado que son eficientes y
econdmicas para proteinas de eucariotas. Estas levaduras presentan ciertas ventajas como
un apto plegamiento de proteinas, realizaciéon de modificaciones postraduccionales, facil
manipulacion, crecimiento a alta densidad, secrecion de la proteina recombinante al medio
de cultivo, existencia de vectores de expresion y cepas disponibles, altos niveles de
produccion de proteina, etc. Presentan ciertas desventajas en su implementacion, como la
baja eficiencia en la secrecion de proteinas heterélogas, produccién de hiperglicosilaciones
y patrones de glicosilaciones no deseables, asi como también pueden presentar actividad
proteolitica (Guerrero-Olazaran et al., 2004). Ademas, es importante mencionar que las
glicoproteinas provenientes de las levaduras pueden tener una vida media baja debido a
gue al unirse a receptores de manosa expresados en la superficie de macréfagos, son

captadas y eliminadas por estas células (Drago Serrano y Sainz Espufies, 2006).

Por otro lado, las células de insecto es otro sistema Uutil y versatil para la produccion de
proteinas recombinantes, el cual consiste en la infecciébn de células de insecto con un
baculovirus recombinante que contiene el gen de la proteina de interés. Asi mismo,

representan un buen sistema para expresar PR con modificaciones postraduccionales; sin
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embargo, la glicosilacién puede ser no idéntica al de células de mamifero con un tiempo de
proceso de produccion mas largo (Chavez-Pefia et al., 2010).

En la Tabla No. 1, se resumen las ventajas y desventajas de cada sistema de expresion.
Puesto que el generar proteinas solubles y homogéneas es un paso importante en el
proceso general de determinacién de la estructura de las mismas, la eleccién de un sistema
de expresion adecuado tiene gran influencia en la calidad y cantidad de la proteina
recombinante producida.

Tabla No. 1: Ventajas y Desventajas de los sistemas de expresion para la produccion de PR.

SISTEMA DE EXPRESION VENTAJAS DESVENTAJAS
e Bacterias (Por - Facil manipulacion - No secretan la
ejemplo, Escherichia genética y en cultivo proteina al medio de
coli) - Bajos costos de cultivo
produccién - No realizan
- Produccién de modificaciones
proteina recombinante postraduccionales
de bajo peso complejas
molecular - Generan cuerpos de
- Desarrollo de una inclusion
variedad de vectores - Generacion de
de expresion endotoxinas
e Levaduras (Por - Plegamiento de - Baja eficiencia en la
ejemplo, proteinas secrecion de
Saccharomyces - Modificaciones proteina
cerevisiae y Pichia postraduccionales recombinante
pastoris) adecuadas - Producen
- Fécil manipulacion hiperglicosilaciones
- Alta densidad celular - Producen patrones
- Secretan la proteina al de glicosilacion no
medio de cultivo deseables

- Pueden presentar

actividad proteolitica
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- Altos niveles de
produccién de proteina

recombinante

e Células deinsecto - Realizan Tiempo de proceso
modificaciones mas largo

postraduccionales

Resguardos virales
con alto contenido de
particulas virales

infecciosas

2.3 Células de mamifero para la produccion de proteinas recombinantes.
En la actualidad, las células de mamifero son un sistema 6éptimo para producir proteinas
recombinantes dadas las ventajas que tienen contra otros sistemas de expresion; como los
descritos anteriormente, debido a que han demostrado ser un sistema capaz de generar
glicosilaciones complejas donde la estructura y la actividad de la proteina son 6ptimas, un
plegamiento adecuado y secretar el producto al medio de cultivo facilitando su posterior
purificacion. Desde la década de los 90, se ha venido incrementado la produccion de
biofarmacos complejos utilizando esta tecnologia, dado que las proteinas generadas en
otros sistemas de expresion no contienen la calidad requerida por la industria
biofarmacéutica. Sin embargo, a pesar de sus desventajas como son altos costos de
produccion, largos tiempos de cultivo, bajo rendimiento, utilizacion de medios de cultivo
costosos, entre otros, su implementacion sigue en pie (Tavira Montalvan et al., 2009). La
finalidad de utilizar las células de mamifero ha consistido en estudiar las relaciones
proteina: funcién; estudiar procesos bioquimicos o moleculares; para producir proteinas que
estan disponibles en cantidad limitada; analizar la respuesta a farmacos innovadores; etc.

(Drago Serrano y Sainz Espufies, 2006).

Las lineas celulares de mamiferos no humanos mas utilizadas son: células de rifion de
hamster bebé (BHK21), células de mieloma murino (NSO y Sp2) y las células de ovario de
hamster chino (CHO); donde esta ultima se utiliza en la fabricacion de >70% de las PR
aprobadas actualmente (Lalonde y Durocher, 2017). Las ventajas mas importante de las
células CHO es que son capaces de crecer rapidamente (Td: 16-18 h) en suspension en
medios quimicamente definidos sin suero, producir PR con modificaciones

postraduccionales complejas que son similares a las proteinas producidas en humanos, asi
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como su facil produccién a gran escala; sin embargo, también son incapaces de producir
algunos tipos de glicosilacion humana (carecen de a [2-6]sialiltransferasa y de a [1-3/4]

fucosiltransferasas) ademas de producir glicanos que no se expresan en humanos tal como:
a-gal y NGNA (Dumont et al., 2016).

En cambio, las lineas celulares de mamifero humanas se han convertido en una
herramienta esencial para la produccién de las proteinas recombinantes terapéuticas dado
a que su patrén de glicosilacion complejo es igual a la proteina natural endégena de los
humanos. De ellas la linea celular HEK293 (Células embrionarias de rifidn humano) ha ido
ganando importancia significativa en el campo biofarmacéutico durante las ultimas dos
décadas. Aunque inicialmente se empled para la produccién de vectores adenovirales,
también se ha convertido en una linea celular preferida para la expresién de proteinas

transitorias o estables (Liste-Calleja et al., 2015).

2.4 Caracteristicas de los vectores de expresién parala produccion de PR.
Las proteinas recombinantes son producidas mediante diversos procesos productivos,
generalmente los pasos a considerar para su obtencion son: tener un gen que codifique la
proteina de interés, un vector en el que se inserta una secuencia de ADN, un hospedero
adecuado que exprese dicha secuencia, un bioproceso de produccion, métodos de
separacion y purificacion, etc. La informacion genética de la proteina a producir usualmente

se inserta en un vector de expresion.
Los vectores mas Utiles contienen diversos elementos como:

e Sitio multiple de insercién, compuesto de varias enzimas de restriccion donde se
inserta el gen de interés (ADN extrafio)

e Un promotor eficiente para el inicio de la transcripcion (ejemplos: CMV, SV40, CAG,
EFla)

e Marcadores particulares que pueden ser Utiles para seleccionar células que hayan
integrado de manera estable el ADN plasmidico (por ejemplo, a antibiéticos; para
clonacion en sistemas bacterianos: ampicilina y para sistemas eucarioticos:
Neomicina, Puromicina, Higromicina, etc.)

e Un origen de replicaciéon

e Sefales de procesamiento de ARNmM que incluyen secuencias intermedias y

secuencias de escision y poliadenilacion del ARNm (Kaufman, 2000).
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Posteriormente, el vector recombinante puede ser transferido a través de métodos fisico-

quimicos como se describe a continuacion, para ingresar el ADN exdgeno a la célula

hospedera y permitir la expresion de la proteina de interés.

2.5 Métodos de transferencia de ADN.
El lograr altos niveles de produccién de proteina dependera en gran medida del método de
entrega de ADN y expresion génica, asi como la estabilidad del ARN, eficacia de traduccion
y modificaciones postraduccionales adecuadas. Existen diversos métodos para la
transferencia de material genético a las células de mamifero, ya sea a través de virus o
aquellos mediados por transferencia directa de ADN. Los primeros métodos desarrollados
fueron a través de DEAE-dextrano y la precipitacion de fosfato de calcio; el método DEAE-
dextrano esta basado en la obtencién de complejos entre la resinay DEAE y el ADN, donde
los polimeros del DEAE dextrano tienen una carga que les permite unirse a las cargas muy
negativas de las moléculas del ADN, posteriormente, el ADN se introduce en las células
mediante choque osmoético usando DMSO o glicerina. Por otro lado, la precipitacién de
fosfato de calcio consiste en la formacién de un precipitado entre el cloruro de calcio y el
ADN en una solucion salina de fosfatos generando unos agregados que seran fagocitados
por las células (el agregado de calcio podria aparentemente proteger el ADN de la

degradacion por las nucleasas celulares) (Parham et al., 1998).

También, se han desarrollado productos lipidos catiénicos que facilitan la absorcién de ADN
a las células de mamifero como es la Lipofectamina. Esta se caracteriza por ser un reactivo
catiénico basado en liposomas que proporciona una alta eficacia de transfeccion y altos
niveles de expresion génica. Donde la eficacia de transfeccion éptima y la viabilidad celular
dependeran en gran medida de la densidad celular, la concentracion de liposomas y ADN,
la presencia o ausencia de componentes de los medios de cultivo (como antibiéticos o
suero), etc. (Dalby etal., 2004). Otro método fisico-quimico muy comuin es la
electroporacion el cual consiste en provocar un aumento de la conductividad eléctrica y la
permeabilidad de la membrana celular mediante la implementacion de un campo eléctrico
aplicado externamente; provocando la generacion de poros que permitiran la entrada de
ADN exdgeno a la célula hospedera. Siendo muy utilizado para la transformacion de

bacterias, levaduras, entre otros (Parham et al., 1998).

Existen también otros compuestos que se usan actualmente para la transferencia de ADN
los cuales incluyen a la polietilenimina, polibreno/DMSO, asi como vectores virales (tales

como: adenovirus, lentivirus, baculovirus, etc.).
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2.6 Expresion génica transitoria y estable en células de mamifero.
Para analizar rapidamente un gran numero de variantes de proteinas y realizar su
caracterizacién bioquimica inicial, los experimentos de expresion transitoria son mas
ventajosos. Alternativamente, una vez que se ha identificado una variante apropiada o para
caracterizar completamente la proteina en cuestién, se requieren grandes cantidades de la
proteina homogénea por lo que, bajo estas condiciones la inversidn requerida para generar

una linea celular clonal estable estaria justificada.

La expresion génica transitoria se caracteriza cuando las células toman el ADN y lo
expresan en un corto periodo de tiempo de varios dias a semanas con una pérdida total del
gen através de la division celular u otros procesos. Esta expresion a menudo es un método
conveniente y rapido para estudiar la expresion de los genes extrafios en células de
mamifero; donde en este caso las células transfectadas transitoriamente expresaran el gen,
pero no lo integraran en su genoma y no se replicara (Kaufman, 2000). Ademas, el
rendimiento de la proteina depende de la eficiencia de la transfeccién, un factor que puede
variar considerablemente de un experimento o individuo a otro. Este problema puede ser
particularmente inconveniente para los experimentos a gran escala, ya que la expresiéon no

es directamente escalable como lo es para lineas celulares estables.

En contraste con la expresion transitoria, la expresion estable permite la expresion a largo
plazo, asi como la expresion uniforme, definida y reproducible del gen de interés con
procesos de amplificacion con mayor facilidad. Por lo tanto, cuando se requiere una gran
cantidad de proteina recombinante, se recomienda la construccion de lineas celulares de
expresion estable para una produccion de proteina reproducible y rentable. La expresion
estable a largo plazo de un gen de interés puede conseguirse mediante vectores
eucarioticos que albergan elementos para el mantenimiento episomal en el ndcleo de una
célula transfectada o mediante la integracion directa del plasmido transfectado en el
genoma de la célula hospedera por lo que las demas generaciones lo tendran integrado
(Lonza Cologne, 2012; Lalonde y Durocher, 2017).

2.7 Mercado de las proteinas recombinantes (PR).
En nuestros dias, mas de 200 biofarmacos se encuentran en el mercado y mas de 350 se
encuentran en pruebas clinicas, ademas de muchos otros en desarrollo. Siendo utilizados
principalmente para el tratamiento de enfermedades cronicas, diabetes y canceres; asi
como enfermedades inflamatorias, por ejemplo, psoriasis, esclerosis mdultiple; y

enfermedades reumaticas. Las regiones de Europa, América del Norte y Asia-Pacifico
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poseen la mayor cuota del mercado para proteinas recombinantes; estimandose que las
ventas en América del Norte alcanzaran los US $150 millones para el final del 2022. En
2018, el tamafio global fue de US $562 millones y se espera que alcance los US $969
millones a fines de 2025, con una tasa compuesta anual de 0.081 durante 2019-2025.
Siendo principalmente fabricados por Eli Lilly and Company, Merck KGaA y Novo Nordisk
AS, entre otros, como Abcam plc, BPS Bioscience Inc., PerkinElmer, Inc., Laboratorios
Bio-Rad, Inc., Thermo Fisher Scientific Inc., Sigma Aldrich (Fact. MR, agosto 2017,
Recombinant Protein Market Forecast, Trend Analysis & Competition Tracking: Global
Market insights 2017 to 2022, link: https://www.factmr.com/report/186/recombinant-
protein-market; GlobeNewswire, 2020; ReportLinker, RECOMBINANT PROTEIN
MARKET - GROWTH, TRENDS, AND FORECASTS (2019-2024), link:
https://www.reportlinker.com/p05865770/?utm_source=GNW).

Las principales proteinas recombinantes en el mercado son: anticuerpos monoclonales
(20%), factores de crecimiento, citocinas (19%), enzimas, entre otros; donde cerca del 30%
de estas, son producidas principalmente en bacterias teniendo rendimientos del 30% de
proteina total. Estas células son ampliamente usadas debido a su rapido crecimiento, baja
labilidad al estrés mecanico, altas productividades y escalamiento sencillo; sin embargo, se
han utilizado otros sistemas de sobreexpresion para mejorar los procesos productivos y
calidad de la proteina en cuestién. Un ejemplo de ello, es el uso de lineas celulares de
mamifero, donde cerca del 70% de proteinas recombinantes aprobadas por la FDA, son
producidas principalmente en células CHO, pero también en HEK293, siendo esta Ultima
importante para su uso ya que presenta la capacidad de plegar proteinas y realizar
modificaciones postraduccionales complejas proporcionandonos una proteina altamente

igual a las proteinas endégenas humanas (Lalonde y Durocher, 2017).

2.8 Interfer6n gamma.

El IFN-y es una proteina inmuno-regulatoria que afecta la intensidad y duracién de la
respuesta inmune tanto innata como adaptativa. Esta proteina pertenece a la familia de los
interferones, siendo el Unico representante del tipo 1l. Se caracteriza por ser una proteina
homodimeérica (proteina compuesta por dos cadenas peptidicas idénticas), codificada por
el gen ubicado en el cromosoma 12. Tiene aproximadamente 166 aminoAacidos y un peso
molecular que oscila entre los 40 a 60 kDa debido a que esté glicosilada (Smith & Denning,
2014).
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Su funcion bioldgica activa es en forma de dimero, donde sus subunidades monoméricas
se unen no covalentemente entre si de forma antiparalela, formando una estructura globular
compacta. Ademas, contiene dos sitios de N-glicosilaciéon potenciales en las posiciones
Asn-25 (esencial para el plegamiento y dimerizacion de IFN-y recién sintetizado) y Asn-97
de su cadena polipeptidica (ver Figura No. 1); en la cual, basandose en su estructura
tridimensional del dimero, los sitios de N-glicosilacion se encuentran situados en la
superficie. Por lo tanto, una adecuada glicosilacién de esta citocina podria aumentar el
tiempo de supervivencia biol6égicamente activo en la circulacidbn sanguinea con una
actividad especifica 2 veces mayor en comparacién con una proteina de IFN-y no

glicosilada (Sareneva et al., 1995).

Figura No. 1: Esquema representativo de los sitios de N-glicosilacion en la estructura del
dimero de IFN-y. Estructura tridimensional del homodimero de IFN-y, donde las hélices a se
representan en cilindros y las regiones no helicoidales se muestran como tubos; asi mismo, los sitios
de N-glicosilacion se muestran con flechas. Tomado de Sareneva et al., 1995.

Por otro lado, se diferencia de los interferones tipo | en que éste se une a su propio receptor.
Los interferones tipo | se unen a receptores compuestos por dos subunidades, IFNARL1 e
IFNAR2 presentes en la superficie de células humanas (Mata-Espinosa & Hernandez-
Pando, 2008). El Interferon gamma se une a su propio receptor de superficie presente en
casi todas las células sanguineas excepto en eritrocitos maduros (ver Figura No. 2). Este
receptor estd compuesto por un tetramero resultado de la asociacion del IFNyR1 (es un
dimero de dos cadenas denominadas a) y del IFNyR2 (que es un dimero de proteinas
llamadas cadena B). La cadena IFNyR1 se une a su ligando IFN-y, facilitando la union de

las dos proteinas del IFNyR2 al complejo IFNyR1/IFN-y; necesario para la transduccién de




-
%'u!md —_—

de Farmacia

sefiales. Las cadenas del receptor estan asociadas con quinasas citoplasmaticas JAK1 y

JAK2 respectivamente; su activacion es mediante fosforilacion una vez que se ha llevado

la unién al ligando, generando asi la activacién transcripcional de los genes inducibles a

través de la via de sefalizacion JAK-STAT1 (Janus-Quinasa/Transductor de sefal y

activador de la transcripcion 1). En esta via los STAT activados por fosforilacion se

translocan al nacleo actuando como factores de transcripcién uniéndose a secuencias de

activacion de IFN-y o GAS (sitio de activacion de IFN-y) de genes inducibles de IFN-y

presente en los promotores de los genes estimulados por IFN (ISG). Asi, el efecto del IFN-

y sobre la activacion de vias de sefalizacion puede mediar respuestas antiproliferativas,

apoptoéticas, etc. dependiendo de los niveles de expresién de los genes (C. Platanias, 2005;
Mata-Espinosa & Hernandez-Pando, 2008; Zaidi & Merlino, 2011; Shtrichman and Samuel,

2001).
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Figura No. 2: Receptor de IFN-y tipo Il. El Interferon gamma se une a su propio receptor de
superficie en casi todas las células, excepto en eritrocitos maduros; el cual estad compuesto por dos
subunidades IFNyR1 e IFNyR2 que estan asociadas con JAK1 y JAK2, respectivamente (Tomado y
modificado de Shtrichman and Samuel, 2001).

Las células capaces de producir Interferbn gamma son los linfocitos T y B, los macréfagos
y las células NK, asi como las células dendriticas y neutrofilos. Diferentes interleucinas
como laIL-2, IL-18, IL-12 y el Interferdn a, son capaces de promover también su produccién
(Mata-Espinosa & Hernandez-Pando, 2008).

Su importancia radica en sus mdltiples actividades biologicas siendo una proteina con
capacidad de inhibir la replicacion de los virus, madurar y activar a las células dendriticas e
incrementar la expresion de moléculas del sistema principal de histocompatibilidad de clase
|y clase Il. También es un potente estimulador de los macrofagos aumentando su actividad
tumoricida y fagocitica, activa a células inmunes facilitando la presentacién de antigenos a
los linfocitos T para que puedan reconocer y eliminar mas facilmente a las células
tumorales, asi como también regula la produccion de anticuerpos por las células B y

estimula la diferenciacion de células TH1 (Smith & Denning, 2014).

2.9 Terapia con Interferon gamma.
Actualmente en el mercado existe Interferon gamma recombinante, fabricado por Horizon
Pharma, bajo el nombre comercial de Actimmune o Imukin por Boehhringer Ingelheim
Pharma. Es una solucién inyectable de Interferon gamma-1b un polipéptido de
aproximadamente 140 aa producidos por fermentacion en E. coli cuyos monémeros son no
glicosilados con un peso ~16 kDa. Ambos medicamentos se administran de forma
subcutanea y estan indicados para reducir la frecuencia de infecciones severas en
pacientes con enfermedad Granulomatosa crénica y Osteopretosis maligna grave. También
se ha demostrado que Actimmune es efectivo contra una variedad de enfermedades,
incluyendo cancer, tuberculosis, fibrosis pulmonar idiopéatica, esclerodermia, hepatitis, etc.
(Miller, Maher y Young, 2009). Ambos, se administran en dosis de 50 mcg/m? tres veces
por semana (tratamiento costoso) en pacientes con una superficie corporal mayor de 0,5
m? y de 1,5 ug/Kg/dosis en pacientes cuya superficie corporal es igual o menos de 0,5 m?,
por lo que no se recomiendan dosis por arriba o debajo de la indicada ya que no se ha
demostrado la seguridad y eficacia de las mismas. Por lo que si se producen reacciones
adversas severas (sintomas similares a la gripa como fiebre, escalofrios, cefalea, fatiga,

mialgia; asi como neutropenia reversible, trombocitopenia severa, diarrea, vomitos, etc.), la
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dosis deberia ser reducida al 50% o suspender el medicamento (Horizon, 2019; Sanitarios,
2018).

En general, el tratamiento con Interferébn gamma recombinante es bien tolerado, pero dada
la toxicidad es un campo abierto para la blusqueda de nuevas formas que reduzcan los

efectos adversos.

II. ANTECEDENTES

3.1 Expresion de IFN-y en sistemas hospederos.
El Interferon gamma se ha venido desarrollando desde hace mas de 30 afios por su
infinidad de efectos para la defensa del huésped (accién en la inmunidad innata y
adaptativa) buscandose mejorar cada vez su expresion y calidad. Principalmente se ha
expresado en sistemas bacterianos como E. coli (mondmero de 17 kDa no glicosilado con
una vida media en el torrente sanguineo corta probablemente a su falta de glicosilacion)
pero dentro de sus desventajas es que estd en forma de cuerpos de inclusién insolubles
gue deben replegarse de manera in vitro dificultando la purificacion posterior haciéndolo

mas costoso (Garcia et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de estar ya en el mercado, se ha buscado sobreexpresar en otros
sistemas hospederos para mejorar su actividad biolégica, semivida en el torrente sanguineo
y proceso de purificacion. Uno de ellos es las levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris), donde se determiné en esta Ultima que debido a la baja produccion obtenida no
es econdémicamente viable para su uso. Asi mismo, se han utilizado células de mamifero
(CHO), lineas de células de insecto (infectados con Baculovirus) y vectores virales
(Adenovirus, Lentivirus) para la expresion del hIFN-y; obteniendo altos costos de cultivo,
contaminacién cruzada, bajos rendimientos, entre otros. A pesar de estos inconvenientes,
el uso de lineas celulares de mamifero sigue en pie ya que algunos estudios han
demostrado que una glicosilacion adecuada puede mejorar las propiedades de las
proteinas recombinantes al aumentar su estabilidad, vida media en la circulacion sanguinea
y disminuir su inmunogenicidad. Por lo tanto, una forma de favorecer la glicosilacion igual
a la humana es el utilizar lineas celulares de mamiferos humanas para dicha produccion

proteica (Razaghi, Tan, et al., 2016).
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3.2 Estandar de IFN-y producido en diversos sistemas de expresion.
Existe IFN-y estandar el cual ha sido expresado de manera recombinante en distintos
sistemas de sobreexpresion como E. coli, células HEK293 y CHO. A continuacion, se

describen sus caracteristicas principales.

El Interferon gamma humano recombinante expresado en E. coli se presenta como una
glicoproteina con una masa molecular de ~17 kDa (no glicosilado) en un analisis por geles
SDS-PAGE (ver Figura No. 3) y es distribuido por Sigma-Aldrich (No. Catalogo: 13265).
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Figura No. 3: Estandar de IFN-y recombinante expresado en E. coli. Peso molecular ~17 kDa
(no glicosilado). Analisis en SDS-PAHE, tefiido con azul Coomasie. Tomado del sitio web de Merck,
Sigma-Aldrich®, No. Catélogo: 13265, informacion actualizada 2014.
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Datasheet/2/i3265dat. pdf.

Por otro lado, el Interferbn gamma humano recombinante expresado por las células
HEK293, también de compaiiia Sigma No. de Catalogo: 117001, se presenta como una
glicoproteina con una masa molecular de 16 kDa (no glicosilado) y entre 18-25 kDa
(glicosilado) a través de geles SDS-PAGE (ver Figura No. 4).
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Figura No. 4: Estandar de IFN-y expresado en células HEK293. Peso molecular SDS-PAGE 18-
25 kDa (glicosilado). Tomado del sitio web de Merck, Sigma-Aldrich®, 2019, No. Catalogo: 117001.
Informacién  actualizada  2019. Link: https://lwww.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/Datasheet/11/i17001dat.pdf.

Finalmente, el Interferbn gamma humano recombinante expresado por las células CHO
(No. de Catalogo: 11725-HNAS) migra como dos bandas en SDS-PAGE con una masa
molecular entre 21-25 kDa probablemente a las diferencias en la glicosilacién (ver Figura
No. 5).

KDa M
116

Figura No. 5: Estandar de IFN-y expresado en células CHO. Peso Molecular SDS-PAGE entre
21-25 kDa. Tomado de Sino Biological Inc., No. de Catalogo: 11725-HNAS. Informacion actualizada
2007-2020. Link: https://www.sinobiologicalcdn.com/reagent/GMP-11725-HNAS. pdf.

3.3 Produccidn de IFN-y por un sistema de expresion transitorio Ad5/IFN-y
En el grupo de investigacion de la Dra. Angélica Meneses Acosta se han realizado
diferentes proyectos de investigacion para el uso de sistemas adenovirales para transfectar
diferentes genes. Uno de ellos fue desarrollo por la MF Nadia Romero Martinez en el afio
2014, quien consiguio un sistema de expresion transitorio (Ad5/IFN-y) en la linea celular
HEK293 (Romero Martinez, 2014).

Posteriormente, el proyecto de tesis de maestria de LF Concepcion Sosa Garcia tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la Multiplicidad de Infeccion y la Densidad Celular sobre el
metabolismo celular, la produccién del Interferon gamma humano y el titulo adenoviral,
utilizando el vector ya descrito. De acuerdo con los resultados (ver Figura No. 6) se concluy6
gue las células HEK293 son capaces de expresar y secretar la proteina de interés
alcanzando una maxima productividad de IFN-y de 19.2 pg/mL a las 120 h de cultivo y en

la combinacion de la densidad de 0.6x10° cél/mL a la MOI mas alta (5) (Sosa Garcia, 2018).
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FiguraNo. 6: Produccién de IFN-y en células HEK293 usando el sistema Ad5/IFN-y. Se observa
gue la mejor productividad alcanzada es a MOI 5 a una densidad celular de 0.6x108 cél/mL. Tomado
de Sosa Garcia, 2018.

Por otro lado, el trabajo de investigacion para la titulacion de Licenciatura de Yoanna Garcia
Lopez, se observé que una linea celular A549 (cancerigena de pulmon), si es capaz de
expresar también el Interferon gamma humano usando este sistema de transfeccion,
aungue su produccion alcanzada es baja de 5.33 pg/mL (MOI 10) a las 144 h de cultivo
(Garcia Loépez, 2018). Asi también, el LF. Uriel Abdallah Sanchez Pacheco demostrd que
el Interferbn gamma se expresa en las células MCF-7 obteniendo una produccién de 7
pg/mL (MOI 15) y 18.67 pg/mL (MOI 30) a las 120 h de cultivo (Sanchez Pacheco, 2017).

Por lo tanto, con base a estos resultados es evidente que el sistema transitorio no es
adecuado para obtener una alta productividad proteica el cual es un impedimento para
caracterizar completamente la proteina de interés; si se busca evaluar su actividad biolégica
in vitro e in vivo, asi como su patrdn de glicosilacion. Por lo tanto, se requiere de la busqueda
de nuevas alternativas para obtener mayor productividad proteica, asi como mejor calidad
y que puedan tener un uso de potencial terapéutico. Proponemos que las lineas celulares
con expresion estables son un sistema adecuado para que nos permitan alcanzar a

periodos largos una mayor concentraciéon del producto.
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3.4 Desarrollo de lineas celulares estables.
El desarrollo de lineas celulares estables se ha utilizado para aplicaciones en estudios de
funcién genética, ensayos de descubrimiento de farmacos o la produccion de proteinas
terapéuticas (anticuerpos monoclonales o PR). La ventaja de producir lineas estables es
gue se puede ampliar y lograr un alto rendimiento del producto donde su construccién
generalmente toma tres pasos: (1) entrega del gen de interés al genoma de la célula
hospedera (mediante integracion aleatoria o dirigida a través de vectores de expresion); (2)
seleccién y deteccion de clones con expresion estable a través de marcadores de seleccion
afadidos en los vectores de expresion y (3) realizacién de pruebas de estabilidad para
asegurar la expresion de la proteina en el transcurso del tiempo. Hasta ahora, ha sido un
reto importante lograr su desarrollo para muchos tipos de células (por ejemplo, MCF7 o
U937) ya que las eficiencias de transfeccion y/o las frecuencias de integraciéon han sido
bajas. Sin embargo, los métodos de transfeccién comunes como la lipofeccién, el uso de
agentes cationicos y en casos muy especificos la biobalistica, se han usado para la
expresion estable en lineas celulares faciles de transfectar como HelLa, HEK293, COS-7 o
CHO. Ademas, existen sistemas que facilitan la seleccion de células transfectadas como la
resistencia a antibioticos (neomicina fosfotransferasa), resistencia metabdlica (glutamina

sintetasa) o el uso de marcadores fluorescentes (GFP) (Lonza Cologne, 2012).

En la Tabla No. 2 se muestran las diversas lineas estables desarrolladas que expresan
diversas proteinas de mamiferos tanto citosoélicas, de membrana como de secrecién. Las
cuales han utilizado medios de transferencia como lipofeccion o electroporacion, vectores
de expresién como pcDNA3(+), pSGHVO, pNUT con marcadores de seleccidn a antibiéticos
(G418, puromicina) entre otros sistemas de integracién dirigida (RMCE, integrasas ®C31);
siendo las lineas celulares CHO y HEK293 los hospederos mas utilizados para la expresion
de proteinas recombinantes (Bissow, 2015).
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Tabla No. 2: Proteinas de secrecion, de membrana y citosélicas producidas por lineas
celulares estables. La busqueda se realizé en el Banco de datos de proteinas (PDB) donde fueron

excluidos los anticuerpos. Tomado de Biissow, 2015.

Crystallized protein Host cell line® Vector Stable cell line PDB entry
generation™ and Ref.
Cytosolic mTOR:LST8 complex HEK283-F pcDMNA 3.1 (+) Co-expression of mTORC PDB: 4JSN [27]
proteins subunits using different
antibiotics
Membrane Rhodopsin HEK283 GnTl PDB: 4BEY [54]
proteins
GABAA receptor HEK293S GnTl PDB: 4COF [55]
5-HT3A receptor T-REx-293 pcDMNASTO PDB: 4PIR [56]
Secreted Prothrombin BHK pNUT Lipofection, MTX PDB: 4HZH [57]
proteins
Aminopeptidase N CHO Lec3.2.B.1 pBJ5-GS MSX PDB: 4F5C [22]
Integrin o, CHO Lec3.2.8.1 pcDMNAS. 1/Hygro PDB: 4IRZ [58]
MHC class || HLA-DQ1: CHO Lec3.2.8.1 pEE13.1 MSX PDB: 4GRL [21]
antigen.TCR complex
CD200 receptor CHO Lec3.2.B.1 pEE14 PDB: 4BFE [59]
DC-LAMP CHO Lec3.2.B.1 pFS-sigHis Electroporation, RMCE, PDB: 4AKM [337]
G418
MNeuroligin-1 CHO Lec3 281 pSGHWO Electroporation, puromycin PDB: 3VKF [60]
HLA-DM CHO Lec3.2.B.1 PDB: 4FQX [61]
ICAM-5 CHO Lec3.2.B.1 MSX PDB: 4019 [20]
Tymsine kinase receptor RET CHO LecB pcDMNAS Lipofection (Effectene), G418 PDB: 4UX8 [62]
Insulin receptor CHO LecB pEE14 Lipofection (Lipofectamine PDB: 3w11 [23]
2000), MSX
Cholesteryl ester transfer CHO DG44 PDB: 4F2A [63]
protein
Receptor tyrosine-kinase CHO Leci pSGHWD Lipofection (Fugene), PDB: 3U7U [B4]
erbB-4 pcDMNAS. 1 co-transfection,
G418
Folate receptor o CHO duk™ (kifu.) pSGHWD Electroporation, MTX PDB: 4KMEG [14]
Acetylcholinesterase CHO-K1 pGS jetPEl, M3X PDB: 4BDT [24]
LIMP-2 HEK293S GnTl pileoSec 31 integrase (stable cell PDB: 404B [42]
pool)
Glutamate receptor 4 HEK283 GnTl pHLsec PDB: 4GPA [E5]
Tumor antigen 5T4/WAIF1 HEKZ283 GnTI pURD 531 integrase, puromycin PDB: 4CNC [48]
Transcobalamin-1 HEK283 GnTl Lipofection (lipofectamine) PDB: 4KK] [GE]
Integrin ayfa heterodimer HEK293S GnTl ET1 (pIRES2-EGFP), Ca-phosphate, FACS, PDB: 4MEH [29]
pEF 1-puno puromycin,
G418

3.5 Linea celular HEK293.
Son células epiteliales proveniente de rifion embrionario humano, in vitro, se caracterizan
por crecer en monocapa en forma adherente utilizando medios basales como: MEM o
DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12) suplementados con 10% de suero
fetal bovino. Es una linea celular humana hipotriploide con 64 cromosomas, siendo la
primera en ser transformada utilizando fragmentos de ADN de adenovirus serotipo 5, a
través de la técnica de transfeccion con calcio desarrollada por Graham y Van Der Eb. El
namero 293 fue designado de acuerdo al hdbito de Graham de enumerar sus experimentos.
Desde entonces, ha habido diversas variantes de la linea original, como por ejemplo la
293N3S y la linea 293S; donde ésta ultima ha sido adaptada para crecer en condiciones

libres de suero (Bandaranayake y Almo, 2014).

Esta linea celular se utiliza para producir virus, vacunas, vectores virales y proteinas

recombinantes, lo cual resulta ser una herramienta atractiva para producir proteinas de
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expresion transitoria y estable debido a su capacidad de generar modificaciones

postraduccionales complejas como la glicosilacion obtenido asi proteinas iguales a las que

se producen de manera natural endégena por lo gue su inmunogenicidad se vera reducida.

Hasta la fecha se han aprobado por la FDA algunos agentes terapéuticos producidos en

células HEK293 para su uso en la medicina clinica como son: Drotrecogina alfa (XIGRIS®,

Eli Lilly Corporation, Indianapolis, IN), proteina de fusién recombinante factor IX Fc (rFIXFc,

Biogen, Cambridge, MA), proteina de fusién recombinante factor VIII Fc (rFVIIIFc, Biogen,

Cambridge, MA), linea celular humana factor VIII recombinante (human-cl rhFVIII;
NUWIQ®; Octapharma, Lachen, Suiza) y Dulaglutida (TRULICITY®; Eli Lily, Indianapolis,
IN) (Dumont, J. et al. 2016; Sosa Garcia, 2018).

Las principales ventajas que ofrece el uso de las células HEK293 son:

Su susceptibilidad a varios métodos de transfeccion por lo que presentan una alta
eficacia y se consideran buenos hospederos para la expresion génica.

Los cultivos celulares son facilmente propagables y escalables, para la produccion
de proteinas recombinantes.

Se pueden cultivar y adaptar en suspension en medios quimicamente definidos
libres de suero permitiendo densidades mas altas que si se encuentran en
monocapa. Pero presentando un Td mas lento ~30-34 h.

Debido a su capacidad de crecimiento en medios sin SFB asegura la pureza de los
productos, ya que el suero contiene contaminantes como endotoxinas, virus, etc.
Siendo mas facilmente su posterior purificacion, con rendimientos mas altos.
Rapidez de subcultivos en suspension, ya que solamente se realiza por diluciones
(Dumont, J. et al. 2016).

18
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V. JUSTIFICACION
El Interferbn gamma (tipo 1) es una citocina pleitrépica con funciones biologicas del tipo
antiviral, antiproliferativa, antitumoral, inmunoestimuladora, etc., actuando tanto en la
inmunidad innata como adaptiva, lo cual representa de interés farmacéutico para generarse
de manera recombinante. A pesar de que existe rhIFN-y comercial producido en E. coli se
han buscado nuevas alternativas para producirlo con mejor calidad y potencial terapéutico;
dado que éste es un mondémero no glicosilado con una vida media mas corta en
comparacion a la forma glicosilada, ademas, de su alto costo. Por otro lado, las lineas
celulares de mamifero se han convertido en los hospederos mas adecuados para producir
proteinas recombinantes complejas ya que son capaces de generar modificaciones
postraduccionales (glicosilacion), plegamiento correcto de la proteina y secretar el producto
al medio de cultivo, siendo la linea celular HEK293 la mas utilizada y aprobada por la FDA
dada a su capacidad de generar proteinas recombinantes glicosiladas iguales a las
proteinas humanas endogenas resultando ser menos inmunogénicas. Ademas, la
generacion de lineas celulares de mamifero con expresion estable se esta convirtiendo en
sistemas esenciales para estudiar y caracterizar mejor la funciéon y estructura de las
proteinas a pesar de los protocolos de transfeccion transitoria altamente eficientes ya que
sobreexpresan la proteina de interés de manera uniforme e indefinida, logrando producir

altas concentraciones para dichos fines.

Por esta razon, el presente trabajo plantea desarrollar lineas celulares HEK293 con el
vector recombinante pcDNA3+/IFN-y para que expresen de manera estable el Interferon
gamma humano con la finalidad de obtener mayores productividades en comparacion con

el sistema de expresion transitorio (Ad5/IFN-y).
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V.  HIPOTESIS
Las lineas celulares HEK293 recombinantes son capaces de expresar de manera estable
el Interferon gamma humano en mayor concentracibn comparado con el sistema de

expresion transitorio Ad5/IFN-y.
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VI. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL.:
Desarrollar lineas celulares HEK293 que expresan de manera estable la proteina de
Interferon gamma humano para obtener mayores productividades comparado con un

sistema de expresion transitorio Ad5/IFN-y.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

o Realizar la construccién y amplificacibn molecular del vector pcDNA3(+) que
exprese el transgén del Interferon gamma humano para ser clonado de manera
estable en la linea celular HEK293.

e Desarrollar lineas celulares HEK293 que contengan el vector pcDNA3+/IFN-y, asi
como seleccionar y caracterizar las clonas mas productoras de Interferbn gamma
humano para comparar con la expresion transitoria.

e Evaluar la expresion génica y proteica del Interferon gamma humano mediante
técnicas moleculares, inmunoenzimaticas y analiticas para evaluar la estabilidad de

dicha molécula.
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VII.

Caracterizacion y Transfeccion
de cultivos HEK293

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

S Evaluacion de la expresion
L proteica y génica del IFN-y

Amplificacion y purificacion

del vector pcDNA3(+)

Reactivacion de bacterias
E. coli DH5-a en agar LB
con ampicilina

Disefio de oligos y

purificaciéon del gen IFN-y

Usando como base el
vector pVAX1/IFN-y

Doble digestion y ligacion
del gen y pcDNA3(+)

Enzimas: Kpnl y Xbal
(digestiéon) y ADN ligasa T4
(ligacién)

Transformacion por choque
térmico y seleccién de
clonas (+)

Bacterias E. coli DH5-a
guimiocompetentes
Purificacion del vector
pcDNA3+/IFN-y

Verificacion de la

construccion por PCRy

secuenciacion

Andlisis en Blast

Caracterizacion celular

Do: 0.2E+05 células/mL
Medio: DMEM/F-12 al 10% de
SFB, Tiempo: 8 dias
* Conteo celular por la técnica de
exclusion con azul de tripano

Curva de antibiotico GENETICIN

Do: 2.5E+05 células/mL
Medio: DMEM/F-12 al 10% de
SFB
Geneticin®: [0, 50, 100, 200, 300,
450, 500, 550, 600 y 800 pg/mL]
Tiempo: 11 dias
* Conteo celular por la técnica de
exclusion con azul de tripano

Transfeccion de pcDNA3+/IFN-y en
cultivos HEK293

* Linealizacién del vector con la
enzima Mfel
*Transfeccion con Lipofectamina
2000 en medio libre de suero
durante 2.5 h
*Adicion de medio de seleccién
DMEM/F-12 al 10% SFB con
Geneticin [550 ug/mL], 48 h
después de la transfeccién
*1a Seleccion clonal en medio de
seleccion (evaluacion del %
viabilidad celular con azul de
tripano)

*22 Seleccion clonal con Geneticin
[550 ug/mL] por el método de
dilucién limitante (en placas de 96
pozos)

*Seleccion y expansion de clonas
(+) a placas de 24 pozos
*|dentificacion de clonas

Expresidn proteica

e Western Blot (SDS-
PAGE)
e ELISA

Expresion génica

e RT-PCR

Congelacion-Descongelacion de

células HEK293 productora de IFN-y

Medio ExcellHEK293, 6 mM de
Glutamina y SFB

*Analisis de la expresion proteica

Adaptacion de células HEK293

productora de IFN-y a medio libre

productoras para IFN-y por ELISA
*Expansién de clonas

productoras a frascos T 25 cm? y
caracterizacion celular

de suero

Medio ExcellHEK293, 6 mM de
Glutamina

*Cambio de medio de manera
secuencial

*Analisis de la expresion proteica
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Vector plasmidico pcDNA3(+).

Es un vector de expresion de mamifero de la compafiia Invitrogen (ver Figura No. 7), el cual
contiene un promotor de citomegalovirus (CMV), un origen de replicacion episomal SV40,
una sefal poli A del gen de la hormona de crecimiento bovino (BGH) y una secuencia de
finalizacion de la transcripcion para una mayor estabilidad de ARNm, asi como un promotor
T7 para la expresion de genes en bacterias, Sp6 y genes de resistencia a antibiéticos
(ampicilina, para la seleccion en bacterias por ejemplo E. coli; y neomicina para células de
mamifero). Presenta un tamafio alrededor de 5.4 kb y en su sitio multiple de clonacién
contiene sitios de reconocimiento para las enzimas Kpnl y Xbal (Invitrogen, 2010). El vector
fue proporcionado amablemente por el Dr. Oscar Peralta Zaragoza del CISEI-INSP.

" There is an ATG upstream henhoeE

ol the Xba | site. Bsmil

Figura No. 7: Vector pcDNA3(+). Caracteristicas principales del vector, el cual contiene un sitio
multiple de clonacion, un origen de replicacion episomal SV40, un promotor de citomegalovirus
(CMV), genes de resistencia a antibiéticos como ampicilina y neomicina, este Ultimo para células de
mamifero; presentando un tamafio de 5.4 kb. Tomado de Invitrogen, 2010.
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8.1.1 Reactivacién de bacterias Escherichia coli DH5-a con el vector plasmidico

PCDNAS3(+).

Con la finalidad de tener suficiente cantidad de plasmido para experimentos subsecuentes,

se reactivaron células Escherichia coli DH5-a (Las cuales fueron proporcionadas por el Dr.

Adelfo

Escalante Lozada, IBT-UNAM) las cuales contienen el plasmido pcDNA3(+)

integrado, creciéndolas en medio de cultivo LB (Luria Bertani) mediante el siguiente

protocolo:

a)

b)

c)

d)

Se agregaron 100 pL de bacterias Escherichia coli DH5-a con el plasmido
pcDNAS3(+) a cajas Petri con medio LB con ampicilina 100 pg/mL.

Para obtener colonias aisladas transformadas con el plasmido mencionado, se
utilizé el método de siembra por estria por agotamiento.

Finalmente, se almacenaron los cultivos en condiciones de crecimiento en la
incubadora MRC ORBITAL SHAKER INCUBATOR a 37°C durante 12 h.

Al término del tiempo de incubacion se realiz6 una segunda seleccion de colonias
positivas, estriando la colonia en otra caja con medio LB y antibidtico como en los
pasos anteriores.

Se monitored el crecimiento de las colonias positivas para su posterior amplificacion
y purificacion en medio LB liquido y Miniprep (No. de Catalogo: #K0503, No. de Lote:

00138812), asi mismo se guardaron las placas a 4°C hasta su uso.

8.2 Bacterias E. coli DH5-a/pcDNA3(+) en medio LB liquido.

Después de la reactivacion del plasmido se eligieron colonias aisladas del segundo

crecimiento; obtenidas de la seccidn Materiales y métodos 8.1.1, para pasarlas a medio LB

liquido con antibiético con el fin de que continlen en crecimiento y realizar su posterior

purificacién. Brevemente el método de purificacion bajo condiciones estériles fue el

siguiente:

a)
b)

Se marcaron para su andlisis, las colonias aisladas de la segunda seleccion.

A través de una punta de 1000 mL estéril, se recogio cada colonia (del paso a) y se
colocO6 en un tubo con medio LB liquido mas antibiético (100 pg/mL),
resuspendiendo correctamente. Nota: Se incubaron las colonias a 37°C en el equipo
MRC ORBITAL SHAKER INCUBATOR, durante 12 h a 200 rpm.

Acabado el tiempo de incubacion, se purificaron las colonias a través del kit Miniprep

(ver protocolo méas adelante).
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8.2.1 Purificacién del vector plasmidico pcDNA3(+) a través del kit Miniprep.

Se utilizé el kit GeneJET Plasmid Miniprep de la compafiia Thermo Fisher Scientific (No. de

Catalogo: #K0503, No. de Lote: 00138812), para purificar el plasmido de estudio. Este tipo

de material permite recuperar hasta 20 ug de ADN plasmidico a través de columnas

giratorias GeneJET con membranas de base de silice; a partir de cultivos recombinantes

de E. coli en medios liquidos. La metodologia que se llevo a cabo fue la siguiente:

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

)

k)

Se retiré la punta de 1000 mL del tubo con medio (anterior metodologia) y se
centrifugd a 8000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente.

Se desecho el sobrenadante y se agregaron 250 uL de Solucion de resuspension
para resuspender adecuadamente el pellet celular.

Posteriormente, se transfirid la solucién a tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles y se
agregaron 250 pL de Solucion de lisis. Se mezclaron por inversion los tubos de 4-6
veces y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 min.

Se agregaron 350 pL de Solucién de neutralizacion frio y se mezclaron los tubos
inmediatamente por inversion de 4-6 veces.

Se centrifugaron los tubos durante 5 min a 14000 rpm y temperatura ambiente; y se
transfirieron los sobrenadantes a columnas Spin GeneJET.

Las columnas se centrifugaron a 14000 rpm durante 1 min y a temperatura
ambiente, para que el ADN del plasmido quedara impregnado en la membrana.
Posteriormente, se agregaron 500 pL de Solucién de lavado y se centrifugaron las
columnas a 14000 rpm durante 30-60 s a temperatura ambiente (Nota: Se repiti6 el
lavado).

Se desechd el sobrenadante y se centrifugé la columna una vez mas a 14000 rpm
durante 1 min.

Se transfiri6 la columna GeneJET a un tubo Eppendorf y se afiadieron 50 pL de
Buffer de elucion. Nota: Evitar tocar la membrana de la columna.

Se descarto la columna, y, se etiqueté y cuantifico el ADN plasmidico en el equipo
NanoDrop 2000 (ver protocolo en la seccion de anexos 15.6).

Finalmente, se almacenaron las muestras a -20°C hasta su uso.
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8.3 Digestion de pcDNA3(+).

Una vez purificado el ADN plasmidico y para verificar que se obtuviera el plasmido

pcDNAS3(+), se procedio a realizar una digestion con la enzima FastDigest BamHI| 10 U/uL,
Thermo Scientific (No. de Catalogo: #FD0058, No. de Lote: 00136112) de acuerdo a las

condiciones de reaccion que se detallan en el manual de la enzima. Por lo tanto, se llevé a

cabo la siguiente metodologia:

a)

b)

En tubos Eppendorf se coloco 1 L de la enzima FastDigest BamH1, 2 uL de Buffer
10X FastDigest Green (Concentracion final 1X, Thermo Scientific, No. de Lote:
00133213), 1 pL de ADN purificado y 16 puL de Agua libre de nucleasas (Thermo
Scientific, No. de Catalogo: R0581, No. de Lote: 00114842). A continuacion, se
presenta los respectivos sitios de corte de la enzima BamHI:

5..G|GATCC.Z
3.CCTAG?G..%5

Se incubaron las reacciones a 37°C durante 5 min en el equipo ThermoBlock y se
evalu6 la digestiébn a través de un gel de agarosa al 1% bajo las siguientes
condiciones: 80 Volts, 150 mA durante 1 h (ver preparacion de geles de agarosa en
la seccion de Anexos No. 15.8). Nota: El Marcador de peso molecular utilizado fue
O’Gene Ruler™ 1 kb ADN Ladder (No. de Catalogo: #SM1163, No. de Lote:
0079556).

8.4 Construccién del vector de expresion pcDNA3+/IFN-y.

8.4.1 Vector plasmidico pVAX1/IFN-y.

El vector pVAX1 es un vector de expresion en células animales el cual contiene un promotor

de citomegalovirus (CMV), un sitio de replicacién bacteriano (pUC ori), un gen de resistencia

a Kanamicina, un sitio multiple de clonacién y un tamafio alrededor de 3.0 kb. Sin embargo,

la construccion final del vector recombinante pVAX1/IFN-y creado fue de 3.5 kb (ver Figura
No. 8) (Romero Martinez, 2014).
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Figura No. 8: Vector recombinante pVAX1/IFN-y. Contiene el gen de Interferén gamma (501 pb),
asi como un promotor de citomegalovirus (CMV), un sitio multiple de insercién y un gen de resistencia
a Kanamicina. Tomado de Romero Martinez, 2014.

8.4.2 Reactivacién de bacterias E. coli DH5-a con pVAX1/IFN-y.
Como ya se conocia que efectivamente el vector pVAX1/IFN-y contenia dicho gen, éste fue
utilizado para su andlisis. Por lo tanto, se reactivaron bacterias E. coli DH5-a/pVAX1/IFN-y

en glicerol llevando a cabo la siguiente metodologia:

a) Se agregaron 100 pL de la suspension E. coli DH5-a/pVAX1/IFN-y a cajas Petri con
medio LB sélido mas Kanamicina (50 pg/mL); y se estrid el indculo por la técnica de
agotamiento. Nota: Se incubaron las cajas a 37°C durante 12 h.

b) Posteriormente, se observd si existia crecimiento bacteriano para realizar una
segunda seleccién de colonias positivas.

c) Se eligieron y traspasaron las colonias a tubos con 5 mL de medio LB liquido con 5
puL de Kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 37°C durante 12 h a 200 rpm para

su posterior purificacion a través del kit Miniprep.

8.4.3 Disefio de Oligos y amplificacion del gen IFN-y.
Para obtener suficiente cantidad de gen para los estudios subsecuentes, se realizd su
amplificacion por PCR a partir del vector pVAX1/IFN-y. Para esto fue necesario disefar
oligonucledtidos especificos que permitieran su liberacion y amplificacion; en el extremo 5°
del gen se sintetizé el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Kpnl y en el
extremo 3’ el sitio de reconocimiento de la enzima Xbal, con el objetivo de liberar el inserto

con una doble digestién para su posterior ligacion con el vector pcDNA3(+). En la Figura
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No. 9, se puede observar la secuencia de IFN-y con el disefio de las secuencias de las

enzimas:

(EnzimaKpn)GGTACCATGAAATATACAAGTTATATCTTGGCTTTTCAGCTCTGCATCGT
TTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCAGGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAACCTT
AAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCAGATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGG
CATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTC
TCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTTAAAGATGACCAGAGCATCCAAAAGAGTGT
GGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAGTTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGA
GATGACTTCGAAAAGCTGACTAATTATTCGGTAACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAG
CAATACATGAACTCATCCAAGTGATGGCTGAACTGTCGCCAGCAGCTAAAACAGGGA
AGCGAAAAAGGAGTCAGATGCTGTTTCGAGGTCGAAGAGCATCCCAGTAATCTAGA(E

nzimaXbal)

Figura No. 9: Secuencia del ADNc del gen IFN-y. El ADNc de la proteina consta de 501 pb, en
rojo se puede observar las secuencias de restriccion de las enzimas Kpnl y Xbal. Secuencia de IFN-
y tomada de Romero Martinez, 2014.

Se mandaron a sintetizar los oligonucleétidos disefiados en el programa SnapGene al
Laboratorio especializado de la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de DNA (USSDNA) del
IBT-UNAM. En la Tabla No. 3, se puede observar las secuencias y caracteristicas
principales de los oligonucledtidos finales.

Tabla No. 3: Secuencias de Oligonucle6tidos sintetizados con una enzima de restriccion. Se

muestra la secuencia de los oligonucleétidos disefiados para amplificar los 501 pb del IFN-y, asi
como su tamafio y caracteristicas para amplificacion.

Oligonucledtido Secuencia (5’ - 3’) Tamaiio Tm %
(pb) (G GC
Forward-IFN-y-Kpnl CGCGGTACCGATGAAATATACAAGTTATATC 31 67.2 38.71
Reverse-IFN-y-Xbal CTATCTAGATTACTGGGATGCTCTTCGAC 29 69.12 44.83

Asi mismo, se realizé un PCR gradiente para amplificar el gen de IFN-y debido a que no se
conocia la temperatura de alineamiento para amplificar el fragmento denominado Kpnl-IFN-
y-Xbal, a partir del vector pVAX1/IFN-y. Por lo tanto, se llevd a cabo la siguiente

metodologia:

a) Bajo condiciones estériles se prepararon los oligonucle6tidos a una concentracion
de 2.5 uM, de acuerdo al reporte de sintesis de los oligonucleétidos proporcionado
por la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del IBT-UNAM.

b) Posteriormente, en tubos Eppendorf se colocaron las siguientes cantidades

(Volumen de cada reaccién: 10 pL):




-
%'u/md —_— = == == ==

de Farmacia

Reactivo Cantidad (8 reacciones totales)
Dream Taq Polimerasa (5 uL) 40 L
Oligo Fwd-IFN-y-Kpnl (2.5 pM, 0.2 pL) 1.6 pL
Oligo Rev-IFN-y-Xbal (2.5 pM, 0.2 pL) 1.6 uL
ADN pVax/IFN-y (273 ng/uL, 1 pL) 8 puL
H20 libre de nucleasas (3.6 pL) 28.8 uL

¢) Una vez preparadas todas las reacciones, los tubos fueron colocados en el equipo
Termociclador en gradiente, en donde se utilizo el programa NRGRA dejandolas en
un tiempo alrededor de 3 h. A continuacion, en la Tabla No. 4 se describe el
programa de PCR gradiente utilizado:

Tabla No. 4: Programa de PCR gradiente. Condiciones de PCR gradiente utilizdndose
temperaturas de alineamiento entre 53-66°C.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial (9? 10 min 1
Desnaturalizacién 95 1 min 30
Alineamiento 53-66 1 min 30
Extension 72 1 min 30
Extension Final 72 10 min 1
Hold 4

d) Finalmente, para analizar el resultado obtenido del PCR gradiente; se prepard un
gel de agarosa al 1% donde se cargaron las muestras y se corrié a 80 Volts, 150
mA durante 1 h.

8.4.3.1 PCR para amplificacién del gen IFN-y a partir de geles de agarosa.
Una vez obtenida la temperatura ideal de alineamiento con los oligonucle6tidos nuevos, se
realizé un PCR con la finalidad de amplificar el gen IFN-y a partir del vector pVAX1/IFN-y.

Por lo tanto, se llevé a cabo la siguiente metodologia bajo condiciones estériles:

a) En tubos para PCR se prepar6é una mezcla para un total de 16 reacciones, para
colocar posteriormente a cada tubo un volumen final de 10 pL. Los componentes y

cantidades que se ocuparon se muestran a continuacion:
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Reactivo Cantidad (16 reacciones totales)
Dream Tag Polimerasa (5 L) 80 uL
Oligo Fwd-IFN-y-Kpnl (2.5 pM, 0.2 pL) 3.2uL
Oligo Rev-IFN-y-Xbal (2.5 uM, 0.2 L) 3.2uL
ADN pVax/IFN-y (273 ng/uL, 1 pL) 16 uL
H20 libre de nucleasas (3.6 pL) 57.6 uL

b) Posteriormente, los tubos de PCR fueron colocados en el equipo PikoReal 24
Thermo Scientific y se programé el PCR bajo las siguientes condiciones (ver Tabla
No. 5):

Tabla No. 5: Programa de PCR para la amplificacién del gen IFN-y. Se muestran las condiciones
necesarias para amplificar el gen, a una temperatura de alineamiento de 64°C y un total de 40 ciclos.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min 1
Desnaturalizacion 94 30s 40
Alineamiento 64 30s 40
Extension 72 50 s 40
Extension Final 72 5 min 1
Hold 4

¢) Acabado el tiempo del PCR, se realiz6 un gel de agarosa al 1% para electroforesis,
donde se corrieron las muestras a 80 Volts, 150 mA durante 1 h.

d) Posteriormente, el gel se revelod en el equipo ChemiDoc y se observé directamente
a la luz UV para cortar los fragmentos del IFN-y (520 pb) con ayuda de un scraper
estéril. (Nota: Fue necesario hacer dos geles para colocar todas las muestras).

e) Los fragmentos del gel de agarosa fueron colocados en tubos Eppendorf estériles
para su posterior purificacion a través del kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery de la
compafiia ZYMO RESEARCH. Nota: el protocolo que se utilizé se describe en la
seccion de anexos 15.9.

f) Finalmente, una vez purificado el IFN-y se cuantificd la concentracion de ADN

obtenido, se etiquetd y se almacend a -20°C hasta su uso.

8.4.4 Reaccion de doble digestion del pcDNA3(+) y del fragmento de IFN-y.
Para poder realizar la ligacién del vector plasmidico pcDNA3(+) con el fragmento de IFN-y,
fue necesario realizar una doble digestion enzimatica. En el vector pcDNA3(+) dentro de su
sitio multiple de clonacion se encuentran las enzimas de restriccion Kpnl y Xbal, las cuales
también se encuentran integradas en los extremos 5’ (Kpnl) y 3’ (Xbal) del IFN-y. Por lo

tanto, se realiz6 la siguiente metodologia:
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a) En tubos Eppendorf, se colocaron los componentes de acuerdo a la Tabla No. 6.

Tabla No. 6: Condiciones para la doble digestion con las enzimas Kpnly Xbal.

Tubos etiquetados con Kpnl Tubos etiquetados con Xbal

ADN (10 pL de IFN-y; y en diferente tubo 1 L de ADN (10 pl de IFN-y; y en diferente tubo 1 yL de

pcDNA3(+)) pcDNA3(+))
10x Buffer Kpnl (2 pL) Buffer Tango (2 pL)
Enzima Kpnl (2 L) Enzima Xbal (2 uL)
H20 libre de nucleasas [6 pL para el tubo que H20 libre de nucleasas [6 pL para el tubo que
contiene IFN-y y 15 L para el tubo con pcDNA3(+)] contiene IFN-y y 15 uL para el tubo con
pPcDNA3(+)]

b) Una vez preparados todos los tubos, se incubaron a 37°C durante 4 h en el equipo
ThermoBlock. Acabado el tiempo de incubacién, se tomaron alicuotas de 4 uL de
cada tubo y el producto se verificd en un gel de agarosa al 1%. Ademas, se adicion6
a cada tubo la misma cantidad de la siguiente enzima y Buffer.

c) Los tubos se incubaron nuevamente durante 4 h a 37°C, con el fin de que ambas
enzimas reaccionaran de manera individual en el mismo tubo de reaccion.

d) Finalmente, se corrié un gel de agarosa al 1% con el producto final de reaccion y las

muestras se guardaron a -20°C hasta su uso.

8.4.5 Ligacion del vector pcDNA3(+) con IFN-y.
Una vez realizada la reaccién de doble digestiéon, se colocaron los siguientes componentes
en tubos Eppendorf de acuerdo a la Tabla No. 7; para la reaccion de ligacion entre el vector
de pcDNA3(+) e IFN-y.

Tabla No. 7: Condiciones para la reaccidn de ligacion.

Componente Cantidad
ADN Vector pcDNA3(+) lineal 1.5puL
ADN inserto IFN-y 6 uL
Buffer de la ligasa T4 10x 2 uL
Enzima ADN ligasaT4 5 U/uL 1pL
H20 libre de nucleasas 9.5 uL

a) Para determinar la concentracion de vector e inserto a ocupar en la reaccion de
ligacién, se utiliz6 un software denominado “BioMath Calculators Molar Ratio of

Insert to Vector” de Promega.
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b)

Longitud de inserto (kb)
Longitud de vector (kb)

x ng de vector=ng de inserto para una relaciéon 1:1

1)
Una vez preparada la reaccion, se incubaron los tubos a 4°C durante 12 h.
Posteriormente, el producto de ligacion (10 uL) se transformo en células E. coli DH5-

a quimiocompetentes, utilizando los siguientes protocolos.

8.4.6 Células bacterianas E. coli DH5-a quimiocompetentes.

Existen varios métodos fisico-quimicos para la transformacion de bacterias como:

electroporacion, con detergentes, con vesiculas lipidicas, etc.; sin embargo, el método mas

sencillo y utilizado es el de cloruro de calcio. Resultados previos sugieren que el calcio

facilita la adsorcion del ADN sobre la superficie celular y el shock térmico permite la entrada

del ADN adsorbido al citoplasma de la célula (Serrano-Rivero, HernAndez-Garcia y Fando-

Calzada, 2013). Por lo tanto, se llevd a cabo el siguiente protocolo para generar células

competentes para su posterior transformacion:

a)

b)

d)

)
9)

h)

Las bacterias E. coli DH5-a en glicerol se reactivaron en agar LB sin antibi6tico,
mediante la técnica de estriado por agotamiento y se incubaron a 37°C durante 12
h para su crecimiento.

Posteriormente, se seleccionaron colonias aisladas y se traspasaron a un tubo
estéril con 5 mL de medio LB liquido para su incubacién a 37°C por 12 h a 200 rpm.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se colocdé un preinéculo de 500 pyL de
bacterias E. coli DH5-a a un matraz con 50 mL de medio LB liquido. Nota: Se incub6
el matraz a 37°C y en agitacion constante a 200 rpm; para monitorear el cultivo hasta
obtener una densidad Do, s00: 0.4-0.6.

Una vez alcanzada la Do, el cultivo se centrifugd a 2000 rpm durante 10 miny a 4°C.
Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y se le adicion6 al pellet celular 20 mL
de CaCl,; 10 mM frio. Nota: Se homogeneiz6 bien el pellet celular y se incubé a 4°C
durante 90 min.

Acabado el tiempo de incubacion, el cultivo se centrifugd durante 10 min a 4°C.
Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y se agregaron 2 mL de CaCl; frioy 1
mL de Glicerol estéril al 50%.

Finalmente, se realizaron alicuotas de células quimiocompetentes; agregando 100

UL en tubos Eppendorf y almacenandolas a -70°C hasta su uso.
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8.4.7 Transformacién bacteriana para la amplificacion del vector pcDNA3+/IFN-y.

La transformacion genética es un proceso mediante el cual la célula capta moléculas de

ADN libre y las mantiene en su interior en forma de replicon extracromosémico o las

incorpora a su genoma por recombinacién homologa; por lo tanto, con el objetivo de

amplificar el plasmido de interés para su posterior manejo, se utilizé la técnica de

transformacion en bacterias E. coli DH5-a quimiocompetentes las cuales fueron

previamente tratadas con CaCls,. El protocolo que se llevé a cabo fue el siguiente (Serrano-

Rivero, Hernandez-Garcia and Fando-Calzada, 2013):

a)

b)

c)

d)

A 100 pL de células bacterianas DH5-a quimiocompetentes se les agregaron 2 pL
del plasmido y se incubd la mezcla en hielo durante 20 min.

Acabado el tiempo de incubacion la mezcla sufrié un choque térmico a 42°C por 60
sy se incub6 inmediatamente en hielo durante 4 min.

Posteriormente, se afiadieron 200 puL de medio de cultivo LB sin antibiético y se
incubd a 37°C durante 1 h y a 150 rpm.

Acabado el tiempo de incubacién, el cultivo se distribuy6 en cajas Petri con medio
LB sélido y ampicilina 100 pg/mL; y se incubaron a 37°C durante 24 h. (Nota:
Dispersar la mezcla con perlas estériles).

Al dia siguiente, se observo si habia crecimiento bacteriano y se realizé una segunda
seleccién de colonias positivas. Las cajas de la segunda seleccion se incubaron a

37°C durante 10-12 h, y posteriormente fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

8.4.8 PCR de colonias positivas pcDNA3+/IFN-y.

Se realiz6 un PCR de las colonias obtenidas en la seccion Materiales y métodos 8.4.7; con

el fin de identificar el plasmido recombinante pcDNA3+/IFN-y. Para esto, se llevo a cabo el

siguiente procedimiento:

a)

En tubos para PCR se colocaron los siguientes componentes a un volumen final de
10 pL.
Reactivo Cantidad (6 reacciones totales)
Dream Taq Polimerasa (5 pL) 30 pL
Oligo Fwd-IFN-y-Kpnl (2.5 pM, 0.2 pL) 1.2 uL
Oligo Rev-IFN-y-Xbal (2.5 uM, 0.2 uL) 1.2 uL
ADN de colonias positivas -
H20 libre de nucleasas (4.6 pL) 27.6 uL
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b) Una vez preparada la mezcla, a cada tubo de PCR se le agreg6 una colonia positiva
de las placas LB sdélido mas antibiético. Nota: Se evitd la generacion de burbujas y
se utilizé el programa descrito en la seccién Materiales y métodos 8.4.3.1.
¢) Finalmente, el producto de PCR se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% bajo
condiciones de 80 Volts, 150 mA durante 1 h.

8.4.9 Preparacion de gliceroles de colonias positivas.
Con la finalidad de criopreservar las colonias positivas que integraron el vector
pcDNA3+/IFN-y, se realizé un banco celular utilizando glicerol. Para esto, se llevo a cabo

el siguiente protocolo:

a) Se realiz6 la seleccion de colonias positivas y se traspasaron a tubos que contenian
5 mL de medio LB liquido y antibiético; para su posterior incubacién a 37°C, 200 rpm
durante 12 h.

b) Pasado el tiempo de incubacion se realizaron alicuotas en tubos Eppendorf con 100
UL de bacterias + 100 pL de glicerol estéril 50% frio. Nota: Se etiquetaron y

almacenaron a -70°C hasta su uso.

8.4.10 PCR del ADN plasmidico purificado pcDNA3+/IFN-y.
Para obtener ADN plasmidico recombinante, fue necesario amplificar las colonias positivas
en medio LB liquido mas antibidtico para realizar su posterior purificacion. Una vez obtenido
al ADN de la construccion, se realizé un PCR punto final para verificar que efectivamente

se contenga el gen de IFN-y; por lo tanto, se llevé a cabo el siguiente protocolo:

a) En tubos para PCR se colocaron los siguientes componentes a un volumen final de

10 pL.
Reactivo Cantidad (4 reacciones totales)
Dream Taqg Polimerasa (5 pL) 20 pL
Oligo Fwd-IFN-y-Kpnl (2.5 pM, 0.2 uL) 0.8 L
Oligo Rev-IFN-y-Xbal (2.5 pM, 0.2 pL) 0.8 pL
ADN pcDNA3+/IFN-y (1 pL) -
H20 libre de nucleasas (3.6 uL) 14.4uL

b) Una vez preparada la mezcla, a cada tubo de PCR se le agregd 1 pL de ADN de
cada tubo obtenido de la purificacion (Colonias No. 3, 5, 8 y 9); y se colocaron las
reacciones en el equipo PikoReal utilizando el programa descrito en la seccion

Materiales y métodos 9.4.3.1.
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c) Posteriormente, el producto de PCR se visualizé en un gel de agarosa al 1% bajo
condiciones de 80 Volts, 150 mA durante 1 h. Como control positivo se utilizé el
pVAX1/IFN-y, ya que se sabe que éste efectivamente contiene el gen de interés.
d) Finalmente, se verifico el ADN mediante ensayos de restriccion con la enzima Kpnl
incubando las reacciones a 37°C durante 5 h. El producto de digestion se visualizo

en un gel de agarosa al 2%; condiciones: 50 Volts, 150 mA durante 2 h.

8.4.11 Secuenciacion.
Se mandaron las muestras del ADN recombinante para secuenciacion al departamento
USSDNA del IBT-UNAM tomando requerimientos importantes. Checar informacion en la
pagina del IBT.

La mezcla ADN/Oligo se entregd en un volumen final de 16 uL en un tubo Eppendorf de 0.2
mL. La mezcla contuvo 10 pmol del oligonucleétido elegido (Oligo Fwd-IFN-y, disefiado por
el Laboratorio) para secuenciar y 500 ng de plasmido (1.54 uL de ADN plasmidico a una
concentracion de 323.4 ng/uL). Los resultados proporcionados por el departamento

USSDNA, fueron analizados en BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

8.5 Linea celular.
Para la realizacion de este proyecto se utilizo la linea celular HEK293 (ATCC® CRL-1573™)
proveniente de células embrionarias de riildn humano. En la secciéon de Anexos No. 15.10
se observa el procedimiento para su mantenimiento en congelacién y descongelacion.
8.5.1 Medio de cultivo.

Para mantener las células HEK293 en crecimiento se utilizé el medio nutritivo DMEM/F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Gibco® suplementado al 10% de Suero Fetal Bovino.
Este medio nutritivo contiene L-Glutamina, Clorhidrato de Piridoxina y carece de HEPES,
asi como de Bicarbonato de Sodio, por lo que se tienen que agregar estos reactivos al
momento de preparar el medio. El Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco™, Lote: FBS 17001)
utilizado fue inactivado previamente en Bafio Maria a 56°C durante 30 min para después

realizar alicuotas de 45 mL y asi conservarlas a -20°C hasta su uso.

8.6 Cultivo de células HEK293.
Las células HEK293 se caracterizan por crecer en monocapa, por lo que éstas fueron
mantenidas en frascos T (Corning® Flask de 25 cm?) con un volumen de 5 mL de medio
DMEM/F-12 al 10% de SFB. Cuando habia una confluencia mayor del 90% se realizaban
los subcultivos, utilizando tripsina (0.25% tripsina-EDTA, Gibco™ Lote: 1896970) para
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despegar las células del sustrato. Las células se mantuvieron en condiciones de crecimiento
en la Incubadora Eppendorf New Brunswick S41i (Modelo: S411-120-0100) a 37°Cy 5% de
CO:..
8.6.1 Subcultivo de células adherentes HEK293 en frascos T 25 cm?.
Bajo condiciones estériles se descongeld un vial pase 2 de células HEK293 en medio
DMEM/F-12 suplementado al 10% de SFB y 4 mM de L-Glutamina (ver seccion de Anexos

No. 15.10); manteniéndose en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% CO..

a) Para el subcultivo celular se retiraron los frascos T 25 cm? de la incubadora
Eppendorf New Brunswick S41i para su manejo.

b) Se retiré el medio de cultivo agotado (5 mL) al frasco de desechos y se lavaron las
células con 2 mL de PBS estéril de 2 a 3 veces.

c) Posteriormente, se desechd el PBS y se agregaron 2 mL de 0.25% tripsina-EDTA
estéril; para su incubaciéon durante 3-5 min.

d) Acabado el tiempo de incubacién, sin quitar la tripsina se agregaron al frasco 2 mL
de medio para destripsinizar y asi poder detener la reaccion.

e) Se homogeneizo6 el cultivo y se colocaron los 4 mL totales a un tubo estéril para su
centrifugacion a 900 rpm durante 5 min.

f) Acabado el tiempo de centrifugacion, se deseché el sobrenadante para la obtencion
del pellet celular y se le agregé medio fresco DMEM/F-12 al 10% de SFB.

g) Finalmente, se colocaron alrededor de 10° células a la caja T 25 cm? y se almacen6
nuevamente en la incubadora para su crecimiento. Nota: Se realizé el subcultivo
cada 3* dia.

8.7 Cinética de crecimiento de células HEK293.
Se realizé una cinética de crecimiento para caracterizar la linea celular y observar la
evolucién de los cultivos a lo largo del tiempo. Para esto, se mont6 una placa de 24 pozos
(Corning Incorporated Costar) con 1 mL total de medio DMEM/F-12 al 10% de SFB a una
densidad celular inicial de 20000 células/mL. La placa se mantuvo en condiciones de
crecimiento a 37°C y 5% de CO: en la incubadora Eppendorf New Brunswick S41i durante
8 dias. Cada 24 h, se recolect6 el pellet celular para realizar el conteo celular con la ayuda
de la cAmara de Neubauer y determinar la viabilidad a través de la técnica de exclusién con

azul de tripano. La siguiente metodologia se llevo a cabo para el montaje de la placa:




-

de Farmacia

a)

b)

f)

8.7.1 Montaje de células HEK293 en placa Corning Costar (24 pozos).

Bajo condiciones estériles se realizo el subcultivo normal de las células HEK293
hasta la obtencién del pellet celular.

Al pellet celular se le agregaron 3 mL de medio fresco DMEM/F-12 al 10% SFB y se
tomé una alicuota de 500 uL para realizar el conteo celular a una dilucién 1:10.
Acabado el conteo, se realizaron los calculos adecuados para hacer una dilucién
final de células a un volumen de 24 mL y asi colocar en cada pozo una densidad
inicial de 20000 células/mL.

Para realizar la dilucion celular final se utilizd6 medio fresco DMEM/F-12 al 10% de
SFB, completando de medio hasta el volumen final requerido.

Posteriormente, en la placa Corning se colocé 1 mL de la suspension anterior en
cada pozo (24) y se dejo incubar en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% CO..
Cada 24 h se recolectaron las muestras durante 8 dias (3 veces por dia) para
determinar la concentracion celular y poder establecer los parametros cinéticos (Td
y 1) mediante las técnicas de conteo y exclusion con azul de tripano. Nota: El conteo
celular se realizo por triplicado.

8.8 Recoleccién de muestras bioldgicas.

Es necesario llevar a cabo correctamente la recoleccion de muestras bioldégicas como son

el sobrenadante y pellet celular para las diversas técnicas de andlisis. Realizando la

siguiente metodologia de cosecha bajo condiciones estériles:

a)

b)

d)

Se recolectaron los respectivos sobrenadantes de los pozos y se colocaron en tubos
Eppendorf estériles. Posteriormente, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min
para eliminar los restos celulares (células muertas).

Posteriormente, se coloco el sobrenadante a otro tubo Eppendorf para ser guardado
a -80°C hasta su andlisis.

Por otro lado, para la obtencién del pellet celular se lavaron los pozos con 500 L
de PBS estéril y se agregaron 500 pL de 0.25% tripsina-EDTA incubando durante
3-5 min.

Para inactivar la tripsina, se agregaron 500 yL de medio de cultivo con SFB y se
colocé la suspensién al tubo Eppendorf que contenia las células muertas del inciso
a).

Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 1200 rpm durante 5 min, se elimino

la tripsina y se obtuvo el pellet celular para su conteo correspondiente.
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8.9 Técnicas de anélisis.
8.9.1 Conteo celular y técnica de exclusién con azul de tripano.

a) Se coloco la camara de Neubauer sobre un papel absorbente y en una superficie
plana; y se lavé adecuadamente con agua destilada y etanol al 70%.

b) Bajo condiciones estériles se preparé la solucion de azul de tripano al 10% (1 mL
de azul de tripano + 9 mL de PBS estéril).

c) Posteriormente, en un tubo Eppendorf se colocé la cantidad necesaria de azul de
tripano y suspension celular de acuerdo a la dilucion requerida.

d) Se mezcl6 correctamente la solucién anterior evitando la generacion de burbujas y
colocaron 10 pL de la soluciéon en cada lado del cubreobjetos de la camara de
Neubauer.

e) La camara de Neubauer se coloc6 en el microscopio 6ptico (Micro Axiostar) y se
enfoco a 10x hasta observar los cuadrantes requeridos para el conteo celular.

f) Se contaron las células viables y muertas de los cuadrantes extremos y central de
la cAmara de Neubauer (~10 campos).

g) Finalmente, se realiz6 el conteo celular por triplicado para determinar la

concentracioén celular y el % de viabilidad de las muestras.

Formulas utilizadas para determinar No.de células viables/mL,
No.de células totales/mL y % viabilidad celular:

No.de células totales

No.de células totales /mL: ( x 1x10* ) x Factor de dilucion

No.de cuadrantes

(1)

No.de células viables

No.de células viables /mL: ( x 1x10* ) x Factor de dilucion

No.de cuadrantes
(2)

No.de células viables/mlL

% Viabilidad celular: ( ) x 100

No.de células totales/mL

3)
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8.10 Curva de muerte de células HEK293 con Geneticin®.
La curva de muerte es un experimento de respuesta a la dosis; en el cual se determina la
concentracion minima de antibiético requerida para matar a toda la poblacién celular. Este
es un paso crucial para desarrollar lineas celulares estables, ya que nos permitira matar
aguellas células que no fueron transfectadas correctamente bajo presion selectiva con el
antibiotico. El antibiético de seleccion utilizado para este fin fue el Geneticin, ya que el vector
pcDNA3(+) contiene dicho gen a neomicina. EI G418 (Geneticin) es un antibibtico
aminoglucdsido de estructura similar a la gentamicina B1, producido por Micromonospora
rhodorangea, el cual bloquea la sintesis de polipéptidos mediante la inhibicién de la etapa
de elongacion en células procariotas y eucariotas. La resistencia a G418 se debe por el gen
Neo de Tn5 que codifica un aminoglucésido 3'-fosfotransferasa (Invitrogen, 2010). Por lo

tanto, se llevo a cabo la siguiente metodologia:

a) Bajo condiciones estériles se realizo el subcultivo normal de células HEK293 hasta
la obtencion del pellet celular.

b) Al pellet celular se le agregaron 3 mL de medio fresco DMEM/F-12 al 10% de SFB
y se tomé una alicuota de 500 uL para realizar el conteo celular.

c) Se montaron las placas a una densidad celular inicial de 2.5x10° células/mL y se
incubaron las células en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% CO,.

d) Después de 24 h, se colocaron por triplicado las siguientes concentraciones de
antibidtico de Geneticin® 0, 50, 100, 200, 300, 450, 500, 550, 600 y 800 ug/mL en
medio DMEM/F-12 al 10% de SFB.

e) Posteriormente, las placas se incubaron en condiciones de crecimiento y se les
cambio el medio al 4%, 7™ y 11*° dia de cultivo.

f) Al 4%y 7™ dia de cultivo se tomaron alicuotas de 50 uL de la suspensién de cada
concentracion utilizada y se realizo el conteo celular para observar la evolucién del
cultivo.

g) Al 11 dia con antibiético se recolectaron todas las células de cada pozo para
realizar el conteo celular (por duplicado), se interpretaron resultados y se determin6

la Dosis Letal.
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8.11 Transfeccion de células HEK293 con el plasmido recombinante.
Los cultivos HEK293 fueron transfectados con el vector recombinante pcDNA3+/IFN-y para
desarrollar lineas celulares que expresen establemente dicha proteina. Para poder realizar
la transfeccion es indispensable tener en cuenta ciertos factores: (1) purificar el ADN
plasmidico mediante kits para que esté libre de contaminantes; (2) utilizar un método de
transferencia fisico-quimico que permita altos niveles de eficacia de transfeccion a la célula
hospedera; en este caso se usO la Lipofectamina 2000; y (3) linealizar el vector
recombinante antes de la transfeccion para que se integre eficazmente al genoma del
hospedero (Invitrogen, 2010). Por lo tanto, con base a estos criterios se llevaron a cabo las

siguientes metodologias:

8.11.1 Linealizacion del vector pcDNA3+/IFN-y.
La linearizacion del vector pcDNA3+/IFN-y se llevé a cabo con la enzima Mfel, de acuerdo
a la informacién proporcionada en el manual INVITROGEN del vector a utilizar mediante la

siguiente metodologia:

a) En tubos Eppendorf estériles se colocé 1 pL de la enzima Mfel, 2 uL de Buffer G, 10
uL de ADN purificado (Concentracién final: 1.5 pg) y 7 uL de agua libre de nucleasas
(Thermo Scientific, No. de Catalogo: R0581, No. de Lote: 00114842). A
continuacion, se presenta los respectivos sitios de corte de la enzima Mfel
(Scientific™, 2018).

5.CAAATTG.3

3J.GTTAA:C.5

b) Posteriormente, se incubaron las reacciones a 37°C durante toda la noche en el
equipo ThermoBlock y se evaluoé la digestién a través de un gel de agarosa al 1%
bajo las siguientes condiciones: 80 Volts, 150 mA durante 1 h para verificar el
tamafio del vector.

¢) Asimismo, se determiné la concentracion del plasmido por el equipo Nanodrop 2000

y se almacend a -20°C hasta su uso.
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8.11.2 Montaje de células HEK293 en placa Corning Costar (6 pozos) para su

a)

b)

transfeccion.
En condiciones estériles se realizo el subcultivo normal de células HEK293 en
adherencia hasta la obtencion del pellet celular.
Se resuspendié el pellet celular con 3 mL de medio DMEM/F-12 al 10% de SFB y
se tomé una alicuota de 500 L para realizar el conteo celular.
Se mont6 una placa de 6 pozos a una densidad inicial de 0.1x10° células/mL y se
incubaron las células en condiciones de crecimiento para su posterior transfeccion
(ver protocolo mas adelante). Nota: Se ocuparon 2 pozos para la transfeccion, 1
pozo como Control Negativo (células HEK293 sin transfectar) y por ultimo 1 pozo
como Control Negativo con antibiético (células HEK293 sin transfectar con
antibiotico Geneticin a 550 ug/mL).

8.11.3 Transfeccion de cultivos HEK293 con Lipofectamina 2000.

Los cultivos HEK293 montados anteriormente en placa fueron transfectados con el vector

recombinante cuando presentaban una confluencia >80%. Nota: Fue necesario transfectar

los cultivos en fase exponencial (2-3 dias después de montar las células en la placa) en

medio

libre de suero para evitar que el suero interfiera con la transferencia del ADN

plasmidico a las células; ademas de que las células se encuentran en fase de crecimiento

constante. Por lo tanto, se prosiguié con la siguiente metodologia:

a)

b)

d)

e)

Se mezclaron en un tubo Eppendorf estéril, 8 pg (110 uL) de ADN plasmidico en
390 pL de medio DMEM/F-12 para obtener un volumen final de 500 L. Nota: Se
transfectaron 2 pozos, donde cada uno contenia una concentracion final de ADN de
4 ug.

En otro tubo estéril, se mezclaron cuidadosamente 20 L de Lipofectamina 2000 en
480 uL de medio DMEM/F-12 (Volumen final 500 uL, donde cada pozo a transfectar
debera contener 10 yL de Lipofectamina).

Posteriormente, se incubaron los complejos del inciso a) y b) durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Acabado el tiempo de incubacion, se combinaron ambos complejos ADN-Medio:
Lipofectamina 2000-Medio y se volvieron a incubar durante 20 minutos (Volumen
final 1 mL).

Mientras se esperaba el tiempo de incubacién del paso anterior, se lavaron las

células con 500 pL de PBS estéril de 2 a 3 veces y se colocaron por goteo 500 pL
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f)

a)

b)

del complejo del inciso d). Nota: Se llevaron los pozos a un volumen final de 2 mL
con medio libre de suero. A los pozos correspondientes como Control Negativo
(células sin transfectar), se afadieron 2 mL de medio fresco DMEM/F-12 al 10% de
SFB con y sin antibidtico.

Posteriormente, se incubd la placa durante 3 h y, acabado el tiempo, se desechd el
medio de los pozos y se agregaron 2 mL de medio fresco. Nota: Se incubd
nuevamente la placa en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% de CO; hasta su

uso para colocar el medio de seleccion con antibiético (ver mas adelante).

8.12 Seleccion de células HEK293 transfectadas con Geneticin®.

Después de 48 h de transfeccion, se dividieron los 2 pozos (4 pozos totales) y se
les agregd medio fresco de seleccion con la concentracion establecida de antibittico
(550 pg/mL) Geneticin® (50 mg/mL GIBCO by life technologies, Referencia: 10131-
035, No. de Lote: 1913489).

A las 96 h con antibiético, se tomé una alicuota de 70 uL por pozo y se determiné el
% viabilidad celular. Nota: Se alimentaron los cultivos con medio selectivo cada 3¢
0 4% dia y se determiné la viabilidad celular hasta identificar los focos resistentes a
Geneticin. A la par se mantuvieron los controles: Negativo, con y sin antibiético para
determinar la viabilidad celular y observar la evolucion de los cultivos a lo largo del
tiempo.

Posteriormente, se monitorearon los cultivos para poder realizar una segunda
selecciodn clonal cuando estos alcanzaran una viabilidad >80%. Nota: Se realizo la

seleccion mediante dilucién limitante en placa de 96 pozos (ver méas adelante).

8.13 1ra evaluacién de la expresion del IFN-y en células HEK293 transfectadas.

Para determinar si las células HEK293 fueron eficazmente transfectadas con el vector

recombinante es necesario evaluar la expresion del gen de interés; por lo tanto, se realiz6

RT-PCR para verificar si hay presencia de transcritos (ARNm) especificos para Interferén

gamma, asi como ELISA para cuantificar su produccion. Para llevar a cabo el RT-PCR fue

necesario extraer el ARN total de los pools clonales (#1-4) asi como del Ctl negativo sin

transfectar cuando estas presentaban una viabilidad >90%. A continuacion, se llevo a cabo

la siguiente metodologia en condiciones frias y estériles:

42



-

de Farmacia
8.13.1 Procedimiento de RT-PCR y extraccion de ARN total en células HEK293.

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

)

k)

Se retird y desecho el sobrenadante (DMEM/F-12 al 10% de SFB) de las células y
se lavé con 1 mL de PBS estéril frio evitando su desprendimiento.

Posteriormente, se agregaron 500 uL de Trizol y se despegaron todas las células
con la ayuda de un scrapper.

Una vez despegadas, la suspension celular se coloc6 en un tubo Eppendorf estéril
de 1.5 mL, se homogeneiz6 de 20 a 30 s a baja y media velocidad y se incubaron
los tubos durante 5 min a 4°C.

Posteriormente, se afiadieron 100-150 pyL de Cloroformo frio y se resuspendio
adecuadamente hasta observar una coloracion rosa lechosa.

Los tubos se vortexearon 30 s a velocidad baja y de ahi a 50 s a velocidad media y
se incubaron nuevamente durante 5 min.

Acabado el tiempo de incubacidn, los tubos se centrifugaron durante 18 min a 12000
rpmy 4°C y se separ6 la fase acuosa.

Se coloc6 el mismo volumen de isopropanol frio de acuerdo al volumen que se
separ6 del paso anterior, asi como 1 uL de Glicogeno y 25 pL de acetato de calcio.
Nota: Los tubos se guardaron inmediatamente a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 18 min y 4°C para
desechar el sobrenadante y observar la presencia de un pellet.

Posteriormente, el pellet obtenido se lavé con 500 uL de etanol frio al 75% y se
centrifugd a 12000 rpm, 18 min y 4°C. Nota: El lavado se repiti6 de 2 a 3 veces.

Se decant6 el sobrenadante después del segundo lavado y se incubaron los tubos
durante 5 min para secar mejor los pellets finales.

Finalmente, se agregaron 25 pyL de agua DEPC estéril y se resuspendi6 el pellet
adecuadamente. Nota: Se tomé una alicuota de 5 pL para cuantificar el ARN total
en el Nanodrop 2000 y asi poder realizar los calculos necesarios para su tratamiento

con DNAsas.

8.13.1.1 Eliminacion de ADN gendmico a partir del ARN.

Con el objetivo de obtener ARNm libre de ADN se realiz6 un tratamiento con la enzima

ADNsa |. Para ello, se cuantificé la concentracion de ARN en el equipo Nanodrop 2000 para

hacer la relacién y aplicar a los tubos que serian tratados 1 pg de muestra total.

Posteriormente, a cada tubo con ARN se le agregaron los siguientes reactivos (ver Tabla

No. 8):
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Tabla No. 8;: Componentes para la eliminacién de ADN genémico del ARN.

Reactivo Cantidad
ARN 1 ug
Buffer de reaccién 10X con MgClz 1L
DNAsa |, libre de ARNasa 1 U 1L
Agua tratada con DEPC (#R0601) Llevar a un volumen final de 10 yL

- Unavez colocados todos los compuestos correctamente en cada tubo, se incubaron
las reacciones a 37°C durante 30 min.

- Acabado el tiempo de incubacion, se le agregé a cada tubo 1 yL de EDTA e
inmediatamente se incubaron a 65°C durante 10 min, con el fin de detener la
reaccion.

- Finalmente, se tomé una alicuota de 8 uL de cada reaccion (ARN del control
negativo de células HEK293 sin transfectar, ARN de las 4 clonas transfectadas) y
se colocd en otro tubo nuevo para sintetizar la cadena de ADNc. Nota: El ARN

sobrante se almacend a -80°C.

8.13.1.2 Sintesis de la primera cadena de ADNCc.
Para poder llevar a cabo la sintesis de la cadena de ADNc se utilizé el kit RevertAid H Minus
First Strand ADNc Synthesis de Thermo Scientific (No. de Cat. K1632, No. Lote: 00350156),
en el que cada reactivo fue centrifugado y colocado en hielo hasta su uso. Por lo tanto, a
cada tubo del paso anterior que contenia 8 uyL de ARN se le colocaron los siguientes

reactivos para un volumen final de 20 pL (ver Tabla No. 9):

Tabla No. 9: Componentes para la sintesis de la primera cadena de ADNc.

Reactivo Cantidad
Oligo (dT)1s primer (100 uM, 0.5 ug/uL; 25 L) 1uL
Buffer de reaccién 5X (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl. y 50 mM DTT; 4 uL
150 pL)
Inhibidor RiboLock RNAsa (20 U/uL; 25 uL) 1L
10 mM dNTP Mix (50 uL) 2L
RevertAid H Minus M-Mul V Reverse Transcripatse (200 U/uL; 25 uL) 1L
H-0 3L

ADNc 8 uL
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- Una vez mezclados todos los componentes con el ARN, se incubaron los tubos a
42°C durante 60 min.
- Finalmente, para terminar la reaccion se volvieron a incubar los tubos durante 5 min,
pero a 70°C. El ADNc ahora construido se almacené a -20°C para la reaccion de
PCR.

8.13.1.3 Reaccion de la sintesis de la cadena de ADNc del control positivo GAPDH.
Se sintetiz6 la cadena de ADNc del control positivo GAPDH de acuerdo al protocolo del kit.
Para esto, se centrifugaron los reactivos antes de ser usados y se colocaron en hielo.
Posteriormente, en un tubo estéril se colocaron los siguientes reactivos (ver Tabla No. 10):

Tabla No. 10: Componentes para la sintesis de ADNc del control positivo GAPDH.

Reactivo Cantidad
Control GAPDH ARN (50 ng/uL; 20 pL) 2 uL
Oligo (dT)18 primer (100 uM, 0.5 pg/uL; 25 pL) 1L
Buffer de reaccion 5X (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgClz y 4 uL
50 mM DTT; 150 pL)
Inhibidor RiboLock RNAsa (20 U/uL; 25 uL) 1uL
10 mM dNTP Mix (50 uL) 2 uL
RevertAid H Minus M-Mul V Reverse Transcripatse (200 U/uL; 25 pL) 1uL
Agua, libre de nucleasas 9 pL Vf: 20 pL

- Posteriormente, el tubo se incub6 durante 60 min a 42°C. Y para finalizar la reaccién
se incubo de nuevo a 70°C durante 5 min, se centrifugd brevemente y se procedio

a realizar el PCR para observar la amplificacion.

8.13.1.4 PCR de muestras transfectadas con el vector pcDNA3+/IFN-y y control
GAPDH.
Se realizaron reacciones de PCR para las muestras del ADNc de las clonas transfectadas
con los primers especificos para el gen IFN-y, asi como el PCR para la amplificacion del
control constitutivo GAPDH. En el caso del PCR de IFN-y se colocaron en tubos los

siguientes componentes (ver Tabla No. 11):
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Tabla No. 11: Componentes para lareaccion de PCR del IFN-y en muestras de células

HEK?293 transfectadas.
Reactivo Cantidad
Dream Taq polimerasa 5uL
Primer Fwd IFN-y (2.5 uM) 0.3 uL
Primer Rev IFN-y (2.5 uM) 0.3 puL
ADNCc de las 4 clonas HEK293 transfectadas y Ctl Negativo sin transfectar 2 uL
H20 2.4 L

- Se utilizaron dos controles negativos, el control de reaccion de PCR y el ADNc de
células HEK293 sin transfectar. Al tubo de control de PCR se colocaron los
componentes a excepcion del ADNc; mientras que en el otro se colocaron 2 uL de
ADNCc de células HEK293 sin transfectar. Asi mismo, se utilizé6 un control positivo
pVAX1/IFN-y para tener como referencia la amplificacion del gen colocando 2 pL de
muestra.

- Los oligos que se utilizaron fueron los mismos que en la seccion de la construccion
molecular, amplificando el segmento completo a ~520 pb.

- Una vez mezclados todos los componentes para un total de 7 reacciones, se
colocaron los tubos de PCR en el equipo PIKOREAL y se utiliz6 el mismo programa
gue en la seccion de materiales y métodos No. 8.4.3.1.

- Finalizado el tiempo de reaccion de PCR, los productos fueron visualizados en geles
de agarosa por medio de la técnica de electroforesis. Condiciones: 0.375 g de
agarosa, 100 V, 150 mA, 45 min.

Por otro lado, para el PCR del control GAPDH se colocaron también en tubos los siguientes
reactivos (ver Tabla No. 12):

Tabla No. 12: Componentes para la reaccion de PCR del control GAPDH en muestras de
células HEK?293 transfectadas.

Reactivo Cantidad
Dream Taq polimerasa 5uL
Primer Fwd GAPDH (10 uM) 0.3 yL
Primer Rev GAPDH (10 uM) 0.3 yL
ADNCc de las 4 clonas HEK293 transfectadas, Ctl Negativo sin transfectar y Ctl (+) 1-2 yL
GAPDH 1:1000
H20 2.4 L
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- Nota: Para amplificar el control positivo GAPDH por PCR, se realizdé primeramente
una dilucién 1:1000 en agua libre de nucleasas del producto de la sintesis de la
cadena de ADNCc.

- Una vez mezclados todos los componentes para un total de 7 reacciones, se
colocaron los tubos de PCR en el equipo PIKOREAL y se utilizé el mismo programa
que en la seccidn de materiales y métodos 9.4.3.1 (Tm de 64°C).

- Finalizado el tiempo de reaccion de PCR, los productos fueron visualizados en geles
de agarosa por medio de la técnica de electroforesis. Condiciones: 0.375 g de
agarosa, 100 V, 150 mA, 45 min.

8.13.2 Cuantificacion de IFN-y por ELISA en SN de células HEK293 transfectadas.
Se analiz6 el SN de los pools clonales (#1-4) para determinar la concentracion del Interferén
gamma humano y seguir con su manejo. El ensayo de ELISA utilizado fue del tipo
Sandwich, mediante el kit Human IFN-gamma Platinum, (Referencia: BMS228,
eBioscience®) el cual tiene una sensibilidad de 0.99 pg/mL y un rango de la curva: 1.6 a

100 pg/mL. Nota: Los SN a analizar contenian inhibidores de proteasas.

8.13.2.1 Procedimiento de la técnica de ELISA.
Para montar la placa fue necesario determinar previamente el nimero de muestras totales

para asignar los pozos de trabajo. Nota: Las muestras se colocaron por duplicado.

a) Primero que nada, el estandar de IFN-y se reconstituyé en 180 uL con agua
destilada estéril durante 10-30 min, teniendo una concentracién inicial de 200 ng/mL,
para realizar una curva de calibracién mediante diluciones seriadas.

b) Se realiz6é una diluciéon (D1) 1:10 a una concentracién de 20 ng/mL, la cual se
preparo en otro tubo Eppendorf con 100 pL del estandar IFN-y humano concentrado
+ 900 uL de Buffer de ensayo. Posteriormente, de la dilucion anterior se prepard una
segunda diluciéon (D2) a 1:1000 (200 pg/mL), 10 pl de la D1 + 990 de Buffer de
ensayo.

c) Pararealizar las diluciones seriadas para la curva de calibracion, se colocaron en 7
tubos 225 L de solucién diluyente.

d) Posteriormente, al tubo #1 se le agregaron 225 uL de la (D2), se homogeneizé y se
traspasaron 225 uL al tubo #2; y asi sucesivamente hasta llegar al tubo #7 (Nota:
Se descartaron 225 uL del tubo #7).
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e)

f)

9)

h)

)

k)

A la par, se lavo la placa de 96 pozos de 2 a 3 veces con 300 pL de Buffer de lavado
entre 10 a 15 s.

Se colocaron 100 uL de las diluciones seriadas estandar por duplicado en los pozos
designados para la curva de calibracion; y se afiadieron 100 yL del reactivo diluyente
de la muestra por duplicado en los pozos designados “blancos”.

Posteriormente, se colocaron 50 pL del diluyente de la muestra a todos los pozos
designados “muestra” y se agregaron 50 uL del sobrenadante de las muestras
problema (por duplicado).

A la par, se preparoé la biotina conjugada en un tubo estéril realizando una dilucién
1:100 de la solucién de biotina-conjugada concentrada (60 uL) con Buffer de ensayo
(5.94 mL). En este caso, la biotina es un ligando y la conjugacion del anticuerpo de
deteccion con la biotina permite que éste sea detectado en un paso posterior con la
estreptavidina-HRP, el cual degrada un sustrato especifico y posibilita la deteccién
del antigeno en bajas concentraciones. Nota: Se utilizé la biotina dentro de los
primeros 30 min.

Una vez preparada la biotina, se afiadieron 50 pyL de esta a todos los pozos de la
placa; posteriormente, se cubrié con papel adherible y se dejo incubar por 2 h a
temperatura ambiente (18-25°C) y 200 rpm.

Terminado el tiempo de incubacion se preparo la estreptavidina-HRP (120 pyL) a una
dilucion 1:100 de una solucién concentrada con Buffer de ensayo (11.88 mL). La
peroxidasa puede catalizar la oxidacion del 4-cloronaftol en presencia de un 1% de
peréxido de H+. Nota: Se utilizé la estreptavidina dentro de los 30 min.

A la par, se vacié con cuidado la biotina de la placa y se lav6 2-3 veces con 300 uL
de Buffer de lavado.

Posteriormente, se afiadieron 100 pL de la estreptavidina-HRP a todos los pozos de
la placa, se cubrié nuevamente con papel adherible y se dej6 incubar durante 1 h a
temperatura ambiente, 200 rpm.

Terminado el tiempo de incubacion, se vacié la estreptavidina-HRP y se lavé la placa
de nuevo 2-3 veces con 300 pL de Buffer de lavado.

Una vez lavada la placa, se afadieron 100 yL de la solucién sustrato TMB a todos
los pozos y se dejé incubar durante 10 min evitando la luz intensa. Nota: Se mantuvo

la placa en total oscuridad.
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0)

p)

Se leyeron las D.O. de las muestras a 450 o 600 nm hasta obtener una D.O. de 0.9
en la concentraciéon mas alta de la curva de calibracion. Y finalmente, la reaccion se
detuvo al afiadir 100 uL de la solucién de paro a todos los pozos de la placa.

Se realizé el andlisis de las D.O. para determinar la concentracion de Interferon
gamma, multiplicando la concentracion obtenida por 2 debido a la dilucién realiza al

inicio del experimento.

8.14 Segunda seleccidn clonal a través de la estrategia de dilucidn limitante.

Es necesario realizar una segunda seleccion clonal de las células transfectadas a través de

un método facil y que requiera una menor manipulaciébn como, por ejemplo: dilucion

limitada, ya que permite la obtencién de clonas resistentes y homogéneas a partir de una

célula. Por lo tanto, se llevd a cabo la siguiente metodologia:

d)

f)

9)

8.14.1 Montaje de células transfectadas en placa de 96 pozos.
Bajo condiciones estériles se obtuvo el pellet celular de todas las clonas HEK293
transfectadas (4 pools clonales).
Posteriormente, se resuspendio el pellet celular en 1 mL de medio fresco DMEM/F-
12 al 10% SFB y se tomé una alicuota de 50 pL para realizar el conteo celular a
través de la técnica de exclusion con azul de tripano.
Debido a que las células estaban en confluencia >90% por pozo, se realizé una
dilucién 1:10 (100 pL de células en 900 pyL de medio fresco DMEM/F-12 al 10%
SFB); con el objetivo de colocar ~ 1 célula/pozo (£ 5 células) en un volumen final de
100 pL.
Una vez realizado el conteo celular y los calculos necesarios para colocar una
célula/pozo (=5 células/pozo), se realiz6 la dilucion final de cada clona a un volumen
de 10 mL.
Posteriormente, a través de un multicanal se colocaron 100 pL de la suspension
celular en cada pozo de una placa de 96 y se dejaron incubar en condiciones de
crecimiento a 37°C y 5% CO- durante 3 dias.
Al 3" dia de cultivo se observo si habia crecimiento celular y se cambi6 el medio por
medio de seleccion con 550 pg/mL de Geneticin®.
Se dejaron incubar las placas en condiciones de crecimiento cambiando el medio
de seleccion cada 4-5 dias. Nota: Los cultivos se mantuvieron hasta alcanzar una

confluencia 250%.
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h) Finalmente, se realiz6 una inspeccién visual del tamafio de las colonias para ser

seleccionadas y expandidas a placas de 24 pozos.

8.14.2 Expansién de clonas individuales a placas Corning® de 24 pozos.
Las células individuales del paso anterior (8.14.1) fueron incubadas en condiciones de
crecimiento a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, cuando estas alcanzaron una confluencia
250% fueron seleccionadas para ser expandidas a placas Corning de 24 pozos. De las 4
placas de 96 pozos, se seleccionaron 12 pozos individuales de células (48 clonas
individuales totales) a una confluencia del 50 y 100 % para ser traspasadas a placas de 24
pozos. Posteriormente, estas células se dejaron incubar en condiciones de crecimiento

durante 15 dias o hasta alcanzar confluencias superiores al 80%.

Una vez que las células se expandieron en las placas de 24 pozos, se seleccionaron 10
clonas individuales de cada pool clonal para realizar un ELISA (analizar SN a las 168 h de
cultivo) y determinar la concentracion de IFN-y; con la finalidad de seleccionar aquellas
clonas productoras y seguir con su manejo. Nota: Las células productoras para Interferén
gamma fueron crio preservadas en 10% DMSO (crioviales de 1.8 mL) y almacenadas en

Nitrogeno liquido hasta su uso.

8.15 Seleccion y mantenimiento de clonas productoras de IFN-y.
Las clonas productoras fueron seleccionadas de acuerdo al resultado por ELISA, de las
cuales se escogieron 2 clonas con produccion de IFN-y alta, 1 clona con produccién media
y 1 clona de produccion baja; esto con la finalidad de realizar cinéticas de crecimiento para
evaluar y encontrar diferencias entre clonas productoras. Las clonas individuales a analizar
fueron denominadas: 1.2 (produccion alta), 1.3 (produccién baja), 3.1 (produccién alta) y

3.2 (produccién media); las cuales son derivadas de los pools iniciales 1y 3.

8.15.1 Montaje de clonas HEK293 productoras en placas de 24 pozos para su
caracterizacion celular.
Las clonas productoras de IFN-y fueron expandidas en frascos T 25 cm? para obtener mas
concentracion celular y realizar sus correspondientes cinéticas de crecimiento. Por lo tanto,
para observar la evolucién de los cultivos con respecto al tiempo se montaron en placas de
24 pozos densidades iniciales de 50000 células/mL de cada clona en 1 mL de medio
DMEM/F12 al 10% de SFB y en presencia de Geneticin® (275 ug/mL). Posteriormente, las
placas se mantuvieron en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% de CO,, en la incubadora

Eppendorf New Brunswick S41i durante 8 dias; donde cada 24 h se recolectdé el
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sobrenadante para determinar la expresion de la proteina por Western Blot y su
cuantificacién por ELISA. Asi mismo, se recolecto el pellet celular para realizar el conteo
celular y determinar % viabilidad a través de la técnica de exclusién con azul de tripano;
con la finalidad de obtener sus correspondientes velocidades de crecimiento y tiempo de
duplicacion. Nota: Las metodologias llevadas a cabo se realizaron de acuerdo a la seccién

de materiales y métodos No. 8.7.1.

8.15.2 Evaluacion de la expresién génicay proteica del IFN-y en clonas productoras.
Una vez realizadas las cinéticas de crecimiento de las clonas productoras fue necesario
verificar que adn se esté expresando la proteina de interés; por lo tanto, se llevo a cabo
nuevamente la extraccién de ARN total de cada clona (en frascos T 25 cm?y de acuerdo a
la seccion 8.13.1) para el RT-PCR y poder determinar los transcritos especificos para el
IFN-y. Asi mismo, se evaluo si la proteina se sigue secretando al medio de cultivo a través
de un Western Blot SDS-PAGE y su cuantificacién por ELISA (de acuerdo a la seccion
8.13.2.1).

8.15.2.1 Western Blot SDS-PAGE de células HEK293 transfectadas.

La técnica de Western Blot nos brinda informacién acerca del peso molecular de una
proteina especifica y su concentracién relativa contenida en una muestra cuando son
separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida. Para esto, se utilizaron los SN de
las clonas: 1.2, 1.3, 3.1y 3.2; recolectados de las cinéticas de crecimiento a las 168 h de
cultivo. Como controles se utilizé un control positivo estandar de IFN-y (No. Lote: SRP3058,
Sigma) expresado en E. coli (~13 kDa) y un control negativo del SN de células HEK293 sin
transfectar. La preparacion de los reactivos a utilizar se muestra en la seccion de Anexos
No. 15.11.

8.15.2.1.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida y Electrotransferencia en camara
hiumeda.
La separacion de proteinas se realiz6 a través de un SDS-PAGE de acuerdo a su movilidad
electroforética, la cual consiste en utilizar electroforesis con geles de poliacrilamida en

presencia de SDS (reactivo que desnaturaliza y confiere carga negativa a las proteinas).

a) Debido a que el IFN-y tiene un peso molecular entre 40-60 kDa, se decidi6 preparar
geles de poliacrilamida al 12.5% (gel separador) con un gel concentrador al 4%
utilizando el equipo BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra Cell, 2-Gel System (No. de

Cat.: 1658005). Nota: Ver preparacion de geles en la seccion de Anexos No. 15.11.
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b)

f)

b)

d)

Posteriormente, las muestras para andlisis se prepararon con p-mercaptoetanol y
se incubaron a 95°C durante 5 min. Para el control positivo de IFN-y se utilizdé 3 uL
(30 pg/mL) + 3 pL de B-mercaptoetanol; y para las muestras a analisis 20 yL del SN
+ 20 uL de B-mercaptoetanol.

Una vez preparadas las muestras éstas fueron cargadas en los pozos
correspondientes en el gel de acrilamida para su electroforesis mediante las
siguientes condiciones: 100 V, 250 mA, 2 h.

Acabada la electroforesis, las proteinas del gel de acrilamida se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa para su inmovilizacion.

Para realizar la electrotransferencia fue necesario realizar un Sandwich sobre el
cassette en el siguiente orden: esponjas, papel filtro, gel, membrana, otro papel filtro
y esponja, de tal manera de no generar burbujas que impidan la transferencia. Las
condiciones utilizadas fueron: 200 V, 398 mA, 1 h.

Acabado el tiempo de transferencia, la membrana se tifié con rojo de Ponceau al
0.1% entre 10 a 15 min para observar efectivamente la transferencia de proteinas.
Posteriormente, se lavo con Buffer TBST 1x hasta quitar la coloracion rojiza para
poder realizar el bloqueo de la membrana con leche, asi como la incubacién con

anticuerpos.

8.15.2.1.2 Bloqueo de la membrana e incubacion con anticuerpos.
Una vez destefiida la membrana, se bloque6 con leche Svelty (Lote: 63280206A2)
al 5% para reducir los lugares de unién que han quedado libres tras la transferencia.
Para esto se pesaron 0.2 g de leche y se disolvieron en 40 mL con TBST 1x.
Acabado el tiempo de incubacion, se le agregé a la membrana el anticuerpo primario
diluido 1:1500 (anti-IFN-y ABCAM No. Cat: AB9657) y se dejo incubar durante toda
la noche. Preparacion: 4 yL de anticuerpo + 6 mL de Buffer TBST 1x al 0.5% de
leche Svelty.
Al dia siguiente, se retir6 el anticuerpo primario y lavé la membrana 3 veces durante
10 min con 10 mL de Buffer TBST 1x.
Posteriormente, se incub6 la membrana con el segundo anticuerpo Rabbit IgG (H+L)
antibody (HRP) GT X85304 Lote: 32428 durante 1 h en agitacion constante. El
anticuerpo se prepar6 con 6 mL de TBST 1x al 0.5% de Leche y 2.4 uL del

anticuerpo (Dilucién final 1:2500).
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e)

f)

9)

Acabado el tiempo de incubacion, se deseché nuevamente la solucién con el
segundo anticuerpo y lavé la membrana 4 veces con 10 mL de Buffer TBST 1x
durante 15 min.

Finalmente, la membrana se reveld con los reactivos del kit Clarity™ and Clarity Max
Western ECL Blotting Substrates de BIO-RAD. Para esto se prepard una solucion
con 1 mL de cada reactivo, se vacio a la membrana y se incubaron durante 3 min.
Transcurrido el tiempo con los reactivos de revelado, la membrana se revel6 en el
equipo ChemiDoc XRS BIO-RAD Laboratories.

8.16 Adaptacion de clonas productoras de IFN-y a medio libre de suero.

Un punto critico para llevar a cabo la escala de los cultivos y la posterior purificacion de la

proteina de interés, es que estd se encuentre en suspension en medios libre de suero

(medios quimicamente definidos) para asi evitar interferencias, contaminacién y agregacion

con otras proteinas contenidas en el SFB; ademas, de que esté establecido asi su manejo

en la regulacion para la produccién de proteinas bioterapéuticas. Por lo tanto, las clonas

con produccion alta (#1.2 y 3.1) se adaptaron en medio libre de suero para su preservacion,

asi como para analizar su estabilidad. Para dichos fines se utilizé el medio ExcellHEK293

llevando a cabo la siguiente metodologia:

a)

b)

d)

e)

Bajo condiciones estériles se realizd el subcultivo de células HEK293 hasta la
obtencién del pellet celular. Posteriormente, se agregé 1 mL de medio DMEM/F-12
al 10% de SFB y se resuspendié el pellet adecuadamente.

Por otro lado, al frasco T 25 cm? se coloc6é medio fresco de DMEM/F-12 y
ExcellHEK293 a una proporcion del 75y 25%, respectivamente (Vi 5 mL).

Se colocaron nuevamente las células al frasco T 25 cm? que fueron recolectadas
del inciso a) y se incubaron en condiciones de crecimiento a 37°C y 5% CO,.

La adaptacion se llevo a cabo de manera secuencial con la finalidad de que no haya
un cambio brusco en el metabolismo celular. Por lo tanto, al realizar los subcultivos
se cambio el % de medio (DMEM/F12:Excell[HEK293, 75:25, 50:50, 25:75y a 100%
total de medio libre de suero y en ausencia de antibiotico).

Finalmente, se observo la evolucion de los cultivos con respecto al cambio de medio
y se analizé la expresion de la proteina por ELISA y SDS-PAGE; una vez que los

cultivos estuvieran al 100% libre de suero.

53



-
\jﬁculmd=============

de Farmacia
8.17 Descongelacion de células HEK293 transfectadas y analisis proteico.
Se descongel6 en frascos T 25 cm? la clona #3.1 (con produccién alta) segun lo establecido
en la seccion de anexos No. 15.10.1 utilizando medio ExcellHEK293 al 6 mM de Glutamina,
20% SFB y en ausencia de antibiotico. Por lo tanto, se mantuvieron las células en
condiciones de crecimiento a 37°C y 5% CO- para la recoleccion del SN (168 h) y se realizé
su analisis por SDS-PAGE y ELISA (ver protocolos correspondientes). El objetivo de este
paso fue determinar si la clona productora sigue expresando la proteina de interés ain con
el proceso de congelacién-descongelacion, lo cual podria determinar también la estabilidad

de la clona.

IX. RESULTADOS
9.1 Amplificacion y digestion del plasmido pcDNA3(+).
Se realiz6 la amplificacion del vector pcDNA3(+) con la finalidad de obtener suficiente
concentracion de plasmido base y poder llevar a cabo la reaccion de ligacion. Pasadas las
12 h de incubacion se observé que si hubo crecimiento de colonias positivas, por lo que se
procedié a purificar el ADN plasmidico. Posteriormente, se realiz6 una digestion y
linealizado del vector con la enzima BamHI (cuya secuencia de restriccién se encuentra
solo una vez en el ADN del plasmido) para comprobar su tamafio (>5.4 kb). La Figura No.
10 muestra el gel de agarosa que se realiz6 para verificar la amplificacion y digestién con
la enzima BamHlI, el carril No. 2 representa el vector pcDNA3(+) sin digerir observandose
las bandas correspondientes a las conformaciones moleculares que lo integran. Sin
embargo, en los carriles No. 3-7 se observa la digestion del plasmido de 5 colonias
seleccionadas, las cuales poseen el mismo tamafio molecular en su forma lineal (~5428
pb); esto nos indicO que fueron correctamente transformadas siendo capaces de

amplificarlo.
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9.2

FiguraNo. 10: Gel de agarosa de ladigestion del
vector pcDNA3(+). El carril No. 1 representa el
MPM O’Gene Ruler™ 1 Kb, carril No. 2: control
negativo pcDNA3(+) sin digerir, carriles No. 3-7:
linealizacion de 5 colonias seleccionadas, las
cuales fueron positivas a la transformacion del
vector base teniendo un tamafio ~5428 pb.

Construccién molecular del vector pcDNA3+/IFN-y.

9.2.1 Disefio de Oligos y amplificacion del gen Kpnl-IFN-y-Xbal.

La construccién del vector recombinante pcDNA3+/IFN-y se realizé con la finalidad de

contar con un sistema de expresion para desarrollar lineas celulares que expresen dicha

proteina. Para esto, fue indispensable amplificar el segmento de IFN-y mediante PCR a

partir del vector pVAX1/IFN-y; empleandose los Oligos con los sitios de reconocimiento de

las enzimas de restriccion Kpnl 5° y Xbal 3" (descritos en la seccion No. 8.4.3). La Figura

No. 11, representa el resultado de las dos temperaturas de alineamiento seleccionadas;

determindndose que ambas son favorables para amplificar el segmento Kpnl-IFN-y-Xbal a

un tamafio de ~520 pb.

Figura No. 11: Gel de agarosa de la
amplificacion del IFN-y a dos Tm de
alineamiento. El carril No. 1 representa el MPM
O’Gene Ruler™ 1 Kb, carriles No. 2 y 3:
pVAX1/IFN-y a Tm de 53°C, carriles No. 4 y 5:
pVAX1/IFN-y a una Tm de 64°C. Este ultimo Tm es
ideal para amplificar el gen ya que se observan
bandas més definidas.

55



-
%ulmd _— =

de Farmacia

Una vez determinada, la temperatura de alineamiento ideal (64°C); se realiz6 un PCR
convencional para la obtencién de cantidades suficientes de IFN-y a partir de su purificacion
mediante geles de agarosa. La Figura No. 12, representa el producto del PCR revelado en
el equipo ChemiDoc, donde se observéd que efectivamente el IFN-y es amplificado a los
~520 pb; por lo que se prosiguio a cortar dichos segmentos para su posterior purificacion

de acuerdo a la seccién de Anexos No. 15.9.

Figura No. 12: Gel de agarosa de la
amplificacion del IFN-y por PCR a partir del
vector pVAXL/IFN-y. El gen fue revelado
directamente en luz UV, observando que en
todos los carriles (carriles No. 1-8) se amplifica el
gen a ~520 pb.

500

9.2.2 Doble digestion del vector pcDNA3(+) e IFN-y.
Por otro lado, una vez purificado el gen de IFN-y se realizé una reaccion de doble digestion
tanto del gen como del vector vacié pcDNA3(+) para continuar con la ligacion. Las enzimas
utilizadas fueron Kpnl / Xbal y el resultado de dicha digestion se observa en la Figura No.
13, en la cual mostré que el vector se digiri6 adecuadamente ya que en los carriles No. 5y
6 se observan bandas alrededor de los ~5428 pb (correspondiente al tamafio del vector
vacio linealizado) en comparacion con el control negativo (carril No. 2, pcDNA3(+) sin
digerir); mientras que en los carriles No. 3 y 4 se muestran las bandas del fragmento a ~520

pb correspondientes al tamafio del IFN-y.
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~ 5428 pb s e
e

Figura No. 13: Gel de agarosa de la doble
digestién del vector pcDNA3(+) e IFN-y con las
enzimas Kpnly Xbal. El carril No. 1 corresponde al
MPM, el carril No. 2: control negativo pcDNA3(+) sin
digerir, carriles No. 3 y 4: doble digestion del IFN-y
(520 pb), carriles No. 5 y 6: doble digestion de
pcDNA3(+) (5428 pb).

9.2.3 Reaccion de ligacién entre pcDNA3(+) e IFN-y.
Una vez que se realizé la doble digestion con las enzimas de restriccion Kpnl y Xbal se
procedio a hacer la reaccion de ligacion entre el IFN-y y el vector pcDNA3(+). Como
podemos ver en la Figura No. 14, los carriles No. 2 y 3, representan los fragmentos de IFN-
Y Y pcDNA3(+) digeridos a un tamafio de ~520 y ~5428 pb respectivamente; con base a
esto se confirmé que efectivamente tanto el vector como el gen fueron ligados por la enzima

ADN ligasa dando un tamafio alrededor de las ~5948 pb (ver carril No. 4).

Figura No. 14: Gel de agarosa de la reaccion
de ligacion pcDNA3(+) e IFN-y. El carril No. 1:
representa el MPM, carril No. 2: fragmento de IFN-
y a ~520 pb, carril No. 3: pcDNA3(+) a ~5428 pb
y carril No. 4: producto de la ligacién con la enzima
ADN ligasa T4, a un tamafio aproximado de
~5948 pb.
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9.2.4 Transformacion de bacterianay PCR de colonias positivas.

El producto de la ligacion se utilizd para transformar bacterias E. coli DH5-a
quimiocompetentes en placas LB agar mas antibiético. Transcurridas las 12 h de incubacién
de acuerdo a la secciébn Materiales y Métodos No. 8.4.7, se determiné que si hubo
crecimiento de colonias pequefias resistentes a ampicilina tal como se observa en la Figura
No. 15.

Colonias

positivas

Figura No. 15: Crecimiento de colonias positivas después de su transformacién en medio LB
agar con antibioético.

Posteriormente, a las colonias positivas seleccionadas se les realizé un andlisis directo por
PCR. Dicho resultado se presenta en la Figura No. 16, donde se observ6 al comparar con
el control positivo (carril No. 2, pVAX1/IFN-y) que en todas las colonias seleccionadas se
amplifica el gen de interés a un tamafio de 520 pb; lo que indicé que fueron capaz de captar

la construccion deseada (pcDNA3+/IFN-y).

Figura No. 16: Gel de agarosa del PCR de
colonias positivas a pcDNA3+/IFN-y. El
carril No. 1 representa el MPM, carril No. 2:
control positivo pVAX1/IFN-y para observar el
tamafio del inserto y los carriles No. 3-8:
representan diversas colonias positivas (1-6)
de la transformacién donde se presenta la
banda caracteristica de ~520 pb igual al control
positivo.
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9.2.5 PCRy digestidon del ADN plasmidico purificado (pcDNA3+/IFN-y).

Se realizé la purificacion de 4 colonias positivas para su analisis por PCR y digestion con la

enzima Kpnl. La Figura No. 17 representa el producto del PCR, en el cual se confirmé la

amplificacién del fragmento IFN-y (~520 pb) en las colonias purificadas 3, 5, 8 y 9 (carriles

No. 3-6); ya que se observaron bandas iguales al control positivo pVAX1/IFN-y (carril No.

2).
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Figura No. 17: Gel de agarosa del PCR de
colonias positivas purificadas a
pcDNA3+/IFN-y. EIl carril No. 1 representa el
MPM, el carrii No. 2: control positivo
pVAX1/IFN-y (~520 pb), carriles No. 3-6
representan muestras de ADN plasmidico
pcDNA3+/IFN-y purificado a partir de las
colonias 3, 5, 8 y 9, respectivamente.

Posteriormente, la Figura No. 18 representa el resultado de la digestion con la enzima de

restriccion Kpnl, en el cual se observan bandas a un tamafio mayor de ~5948 pb en los

carriles No. 4-6 correspondiente a las colonias purificadas 3, 5 y 9; en comparacion al

control Negativo pcDNA3(+) vacid (carril No. 3, tamafio ~5428 pb). Dicho tamafio era el

esperado para la construccion final pcDNA3+/IFN-y; por lo que se prosiguié a realizar su

secuenciacion.

FiguraNo. 18: Gel de agarosa de la digestion
de pcDNA3+/IFN-y con la enzima Kpnl. El
carril No. 1: representa el MPM, carril No. 2:
pcDNA3(+) sin digerir, carril No. 3: pcDNA3(+)
digerido con Kpnl y carriles No. 4-6: muestras de
ADN plasmidico de pcDNA3+/IFN-y digeridas
con Kpnl; las cuales presentaron un tamafio de
~5948 pb.
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9.3 Anédlisis BLAST de la secuencia de IFN-y.
BLAST es un programa informético de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de
ARN, ADN o proteinas, el cual compara secuencias problemas con secuencias que se

encuentran en bases de datos y calcula la significacion estadistica.

A continuacion, se muestra el resultado de la secuenciacion mandada por el departamento
USSDNA del IBT-UNAM:

CTGCATCGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGCCAGGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAAC
CTTAGGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCAGATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCAT
TTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGTGACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTAC
TTCAAACTTTTTAAAAACTTTAAAGATGACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGG
AAGACATGAATGTCAAGTTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGAC
TAATTATTCGGTAACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCATCCAAGTGATG
GCTGAACTGTCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAGTCAGATGCTGTTTCGAGG
TCGAAGAGCATCCCAGTAATCTAGAGGGCCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTC
GCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGC
CTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATC
GCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGG
AGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCG
GAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCG
CGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGC
TCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCG

Dicha secuencia se analizé en la pagina de BLAST, link:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blasth&PAGE TYPE=BlastSearch&Ll|

NK LOC=blasthome; en la seccion de BlastX. Este apartado se caracteriza en traducir la

secuencia de nucledétidos a sus posibles marcos de lectura, comparando estas secuencias

contra una base de datos de proteinas.

La Figura No. 19 representa el resultado final de dicho analisis, donde se observa que
efectivamente el vector pcDNA3+/IFN-y contiene la secuencia del gen Interferon gamma

humano sin alteraciones (100% identidad) dando un total de 166 aminoacidos.
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interferon gamma precursor [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_000610.2 Length: 166 Number of Matches: 1
See 12 more title(s) v

Range 1: 1 to 166 GenPept Graphics

Score

Expect Method Identities Positives

Gaps Frame

344 bits(883) 1e-119 Compositional matrix adjust. 166/166(100%) 166/166(100%) 0/166(0%) +2
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Shjct
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Sbjct
Query
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368
121

Query seq.
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Superfanilies

Figura No.
identidad de similitud del 100% para el gen de IFN-y humano.

La caracterizacion celular se realizé primeramente observando la morfologia que presentan
estas células bajo microscopio. De acuerdo a la ATCC las células HEK293 se caracterizan
por crecer en adherencia presentando una morfologia epitelial y fusiforme (ver Figura No.
20); generalmente crecen bien en medios como MEM o DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) suplementados al 10% de Suero Fetal Bovino y con

MKYTSYILAFQLCIVLGSLGCYCQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGI LKNWK
MKYTSYILAFQLCIVLGSLGCYCQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLF LG LKNWK
MKYTSYILAFQLCIVLGSLGCYCQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLF LG LKNWK

EESDRKIMQSQIVSFYFKLFKNFKDDQSIQKSVETIKEDMNVKFFNSNKKKRDDFEKLTN
EESDRKIMQSQIVSFYFKLFKNFKDDQS IQKSVETIKEDMNVKFFNSNKKKRDDFEKLTHN
EESDREIMQSQIVSFYFKLFKNFKDDQSIQKSVETIKEDMNVKFFNSNKKKRDDFEKLTH

YSVTDLNVQRKAIHELIQVMAELSPAAKTGKRKRSQMLFRGRRASQ 585

YSVTDLNVQRKAIHELIQVMAEL SPAAKTGKRKRSQMLFRGRRASQ
YSVTDLNVQRKAIHELIQVMAELSPAAKTGKRKRSQMLFRGRRASQ 166

1 25 g0 = 100 125

187
6@

367
128

150

166

e

IFM—gamma superfamily

19: Analisis BLAST de la secuencia de IFN-y. El resultado obtenido muestra una

9.4 Caracterizacion morfologica de la linea celular HEK293.

un tiempo de duplicacién de 24-30 h (Tavira Montalvan, 2014).

61



-
%‘ulmd _— = = =

de Farmacia

ATCC Number: CRL-1573
Designation: 293

Low Density Scale Bar=100ym  High Density Scale Bar = 100um

Figura No. 20: Células embrionarias de rifion humano (ATCC CLR-1573). Las células presentan
una morfologia epitelial y crecen adherentemente en monocapa (Tomada de
https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/CRL-1573.ashx).

Figura No. 21: Células HEK293 en medio DMEM/F-12 al 10% SFB. Las células se encuentran en
frascos T 25 cm? vistas a 10x y 20x en campo claro; las cuales presentan una morfologia fusiforme
y en adherencia. Imagen realizada por Yoanna Garcia, 2018.

En la Figura No. 21 se puede observar como las células presentan una morfologia
fusiforme, adhiriéendose en monocapa y ocupando la mayoria de la superficie del sustrato.
Esto se debe a que las células contienen moléculas de adhesién permitiendo la union
célula-célula, célula-sustrato, a través de la matriz extracelular. Asi mismo, el uso de medios

con suero favorece este mecanismo ya que contiene factores de adhesion como la
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Concentracion celular (células/mL)

Fibronectina (Beltran V. y Gonzélez de la Rosa, 2016). Por lo tanto, se realizé una cinética

de crecimiento en placa de 24 pozos de los cultivos en adherencia para observar su

evolucién a lo largo del tiempo. En la Figura No. 22 se observan 3 diferentes fases

caracteristicas de una curva de crecimiento celular; la cual inicié a una densidad de 20000

células/mL. A continuacion, se muestra la gréafica de crecimiento.

2.2E+06 -
2.0E+06 . .
Fase Estacionaria B
1.8E+06 A $ {
1.6E+06 A i
1.4E+06 A } I [
1.2E+06 A i
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Figura No. 22: Cinética de crecimiento de cultivos HEK293. Medio utilizado DMEM/F-12 al 10%
de SFB, densidad celular inicial 20000 células/mL. Se observan 3 fases de una curva de crecimiento:
fase de latencia, fase exponencial y una fase estacionaria. La desviacién estandar es de tres

repeticiones por punto.

La fase de latencia (Fase Lag) durd aproximadamente 24 h, donde no se aprecia

crecimiento celular considerado debido a que las células estan en adaptacién después de

sufrir estrés por el subcultivo. Después de las 24 h se observé una fase exponencial con

crecimiento logaritmico alcanzando una concentracién maxima de 1.60x10° células/mL a

las 144 h de cultivo y viabilidades celulares >90%. Finalmente, se observé una fase

estacionaria después de las 144 h donde se mantuvo la viabilidad celular >90%; esto fue

aceptable gracias a que se cuenta con un cultivo confluente y adaptado a las condiciones

de estudio.

Una vez determinada la etapa exponencial, se calculdé la velocidad especifica de

crecimiento (1) mediante la ecuacion de la linea recta, la cual fue de 0.0234 h! arrojando

Viabilidad celular (%)
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un tiempo de duplicacion (Td) de 29.6 h. Posteriormente, este valor se comparé con lo
reportado en las paginas de Expasy y CLS Cell Lines Service el cual indican un Td ~24-30
h (Link: https://web.expasy.org/cellosaurus/CVCL_0045, CLS Cell Lines Service, pagina
actualizada 2017); concluyendo asi que las células se encuentran efectivamente dentro del
rango de duplicacién y que el medio utilizado es favorable para el desarrollo del cultivo. En
la seccion de Anexos No. 15.12 se muestra la evolucion de los cultivos HEK293 en

crecimiento.

9.5 Curva de muerte de cultivos HEK293 con Geneticin®.

El primer paso critico para el desarrollo de lineas celulares estables es determinar la
concentracion Optima de antibiotico para eliminar aquellas células que no fueron
transfectadas correctamente y asi poder seleccionar clonas resistentes. Por lo tanto, dado
gue cada linea celular de mamifero difiere en la sensibilidad a los antibiéticos se recomienda
realizar una curva de muerte por separado. El antibiético utilizado fue el G418 ya que el
vector pcDNA3(+) contiene el gen de resistencia Neo como marcador de seleccion; por lo
tanto, las células HEK293 en adherencia fueron expuestas en un rango de concentracion
establecido de 0-800 pg/mL.

La Figura No. 23 representa la curva de muerte celular donde se aprecia que la dosis
minima requerida para matar a la mayoria de la poblacion es de 550 pug/mL alcanzando un
3% de viabilidad celular (dicha concentracion serd utilizada mas adelante para la seleccién
clonal). Asi mismo, en la Figura No. 24 se puede observar como las células HEK293 a
medida que va aumentando la concentracion de antibidtico van cambiando su morfologia,
de una concentracion 0 a 100 pg/mL se aprecia su morfologia caracteristica
(fusiforme/epitelial); sin embargo, a partir de 200 a 800 yg/mL la morfologia celular cambia
notoriamente teniendo un aspecto irregular ademas de falta de adherencia y presencia de
desechos celulares. Estos resultados eran de esperarse ya que las células aun no son
transfectadas con el vector recombinante y son susceptibles al efecto citotoxico del
antibidtico G418, el cual es capaz de unirse a la subunidad ribosémica 80S provocando la
traduccién errénea o la terminacion prematura de la sintesis de proteinas. Ademas, autores
como Geol Yoon y D. Koob, 2009 mencionan que a pesar de que el mecanismo de toxicidad
de los aminoglucésidos en células eucariotas no se conoce bien, se ha postulado que se
dirigen a los procesos intracelulares que incluyen el metabolismo de los lipidos, el
citoesqueleto de actina y la funcion del lisosoma, la produccion de ATP mitocondrial y la

apoptosis.
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Figura No. 23: Curva de muerte de células HEK293 con Geneticin®. Se observa que la dosis
Optima requerida para matar a la mayoria de la poblacion celular es de 550 pg/mL. La desviacion
estandar es de tres repeticiones por punto.
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p{1) ¢
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Figura No. 24: Morfologia de células HEK293 con antibiético Geneticin®. Se observé que a
partir de 200-800 pug/mL las células cambian su morfologia a rugosas e irregulares con desechos
celulares en su entorno; debido a la accién del antibiético. Células vistas al microscopio a 20x, campo
claro.

200 pg/mL
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9.6 Anélisis del vector recombinante pcDNA3+/IFN-y antes de
transfectar cultivos HEK293.

Para verificar la presencia del gen de interés en el vector pcDNA3+/IFN-y se realizé un PCR
y digestidén con la enzima de restriccion Kpnl. La Figura No. 25 representa el gel de agarosa
del producto de PCR en muestras de ADN plasmidico purificado (denominadas M1y M2),
donde de acuerdo al control positivo (carril No. 2, pVAX1/IFN-y) se confirma que si se sigue

amplificando el segmento del IFN-y a las ~520 pb (carril No. 3 y 4) ademas de su tamafio
total ~5948 pb (ver Figura No. 26, carriles No. 4 y 5).
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Figura No. 26: Gel de agarosa del PCR en Figura No. 25: Gel de agarosa de la

muestras de ADN plasmidico purificado
pcDNA3+/IFN-y (Maxipred). Las muestras
son denominadas M1 y M2 obtenidas de la
purificacion en Maxipred. El carrii No. 1
representa el MPM; carrii No. 2: control
positivo pVAX1/IFN-y; carril No. 3 y 4: ADN
plasmidico pcDNA3+/IFN-y, M1 y M2; carril
No. 5: control negativo, pcDNA3(+) y carril
No. 6: control negativo de PCR.

digestién del pcDNA3+/IFN-y obtenido en
Maxipred. El carril No. 1 representa el MPM;
carril No. 2: Control negativo pcDNA3(+) sin
digerir; carril No. 3: Control negativo
pcDNA3(+) digerido con Kpnl, carriles No. 4
y 5: ADN plasmidico pcDNA3+/IFN-y, M1 y
M2 digerido con Kpnl; carril No. 6: Control
negativo, pcDNA3+/IFN-y M1 sin digerir.

Gracias a estos resultados se linealizd el vector recombinante con la enzima Mfel y se
transfectaron los cultivos HEK293. La Figura No. 27, representa dicha linealizacion donde
se puede observar la digestiéon de pcDNA3+/IFN-y en el carril No. 2 a un tamafio de ~5948
pb. La relevancia de linealizarlo es que puede disminuir la probabilidad de que este se

integre en el genoma de una manera que interrumpa el gen de interés u otros elementos
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necesarios para la expresion en las células de mamiferos; ya que al estar de forma lineal

es mas probable que se integre mejor al genoma de la célula hospedera.
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Figura No. 27: Gel de agarosa de la linealizacion de pcDNA3/IFN-y con la enzima Mfel. El carril
No. 1 representa el MPM; carril No. 2: ADN plasmidico pcDNA3/IFN-y digerido con Mfel y carril No.
3: ADN plasmidico pcDNA3/IFN-y sin digerir.

9.7 Evolucién de los cultivos HEK293 transfectados con pcDNA3/IFN-y.
Se co-transfecto6 en células HEK293 el gen de interés (IFN-y) con el marcador de seleccion
(gen Neo) para generar una resistencia y su posterior seleccion clonal. Dicha seleccion se
realizé en los 4 pools clonales obtenidos después de la transfeccion, a la dosis de 550
pMg/mL de Geneticin® (ver seccién de resultados No. 9.5). La Figura No. 28, representa la
evolucion de los 4 pools clonales a medida del paso de tiempo en medio de seleccion; en
el cual se fue analizando el % de viabilidad celular hasta obtener una sobrevivencia mas
elevada. El grafico demostr6 que en los primeros 7 dias en medio de seleccién la viabilidad
celular de los 4 pools clonales disminuye <80% en comparacion al control negativo sin
antibidtico (95%) obteniéndose viabilidades hasta un 60% en el pool #3 y 64% en el pool
#4; dicha disminucién y variabilidad era de esperarse ya que se estan eliminando aquellas
células que no se transfectaron eficientemente. Mientras que aquellas que si lo hicieron
generaron resistencia al antibiético debido al gen Neo" de Tn5 que codifica un
aminoglucosido 3'-fosfotransferasa, APH 3 'll (Invitrogen, 2010); lo que permitié su posterior
crecimiento y sobrevivencia alcanzandose viabilidades celulares >90% al dia 40 de cultivo.

Por otro lado, en el control con antibiético (células HEK293 sin transfectar) se puede
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observar que la viabilidad celular decay6 drasticamente a los 15 dias a un 0% debido a la

accion toxica del antibidtico.
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Figura No. 28: Viabilidad celular de pools clonales HEK293 transfectados en presencia de
Geneticin®. Se observa que al dia 40 los pools clonales tienen una mayor sobrevivencia en medio
de seleccién alcanzandose viabilidades >90%.

9.8 Primera evaluacion de la expresion génicay proteica del IFN-y en
los cultivos HEK293 transfectados.
Para observar si efectivamente el gen de interés se esta expresando se realiz6 una primera
evaluacion génica mediante RT-PCR en los 4 pools clonales obtenidos (#1-4), asi como un
ELISA para cuantificar la concentracion de proteina secretada. Para el RT-PCR se sintetiz6
el ADNc correspondiente mediante transcriptasa inversa amplificando el resultado mediante
un PCR convencional. La Figura No. 29A representa el resultado del gel de agarosa del
RT-PCR en el cual se determiné que si hubo transcripcién de los ARNm especificos para
el IFN-y en los 4 pools clonales (carriles No. 3-6) esto en comparacion al control positivo
(carril No. 2, pVax/IFN-y) amplificandose el segmento a las ~520 pb. Asi mismo, se utilizo
como control positivo y constitutivo el gen GAPDH (ver Figura No. 29B), amplificAndose el
segmento a las ~496 pb en todas las muestras correspondientes del ADNc de pools

clonales y células sin transfectar.
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Figura No. 29: Gel de agarosa del RT-PCR de células HEK293 transfectadas. A) ARNm IFN-y.
Se observa que si hubo amplificacién del segmento correspondiente al IFN-y a las ~520 pb en los 4
pools clonales (carriles No. 3-6). B) Control GAPDH. Amplificacion del control constitutivo en todos
los cultivos con y sin transfectar, ~ 496 pb.

Por otro lado, mediante analisis de ELISA de los SN correspondientes a los pools clonales
se pudo corroborar que el Interfer6n gamma humano si es secretado al medio de cultivo en
concentraciones que varian de ~45 hasta 122 pg/mL (ver Figura No. 30). Estos datos
preliminares pudieron determinar que el pool clonal #2 presenta mayor produccién de la
citocina en estudio; sin embargo, aln no se pueden considerar clonas estables por su corto
tiempo de manejo. Por lo tanto, se les realizé una segunda seleccién clonal por el método

de dilucién limitante para obtener poblaciones mas homogéneas y con mayor productividad.
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Figura No. 30: Cuantificacién de IFN-y en los SN de los pools clonales HEK293 transfectados.
Las concentraciones se presentan en unidades de pg/mL de dos repeticiones.
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9.9 Segunda seleccién clonal de pools clonales HEK293 transfectados.

Una vez que se observo que si hay transcritos de IFN-y en los 4 pools clonales HEK293, se
realizé una segunda seleccion clonal a través del método de dilucién. Este método se
escogié ya que varios autores como Kruif et al., 2010; Seitz et al., 2011; Zitzmann et al.
2018, entre otros; lo han utilizado para crear lineas celulares estables, el cual consiste en
diluir células individuales a partir de aquellas que sobrevivieron al proceso de seleccion
primario para su posterior expansién como poblacién clonal. La dilucién limitada es tediosa
pero no requiere un equipo sofisticado permitiéndonos crear un grupo de células idénticas
y homogéneas (Hunter et al., 2018). La Figura No. 31 muestra como las células libres de
antibiotico (=5 cél/por pozo) y en condiciones limitadas de densidad celular son capaz de
dividirse al 3er dia de cultivo; determinando asi que el uso de medios enriquecidos con
suero facilit6 nuestro método ya que se observo la adherencia celular y su posterior
proliferacion. Por lo tanto, las células individuales se sometieron nuevamente a presion
selectiva con el antibidtico Geneticin® (550 ug/mL) para determinar si son capaces de
continuar con su crecimiento celular. La Figura No. 32 representa como las células al
décimo dia con antibidtico continuaron con un crecimiento celular favorable alcanzandose
viabilidades =250%.

Figura No. 31: Crecimiento de clonas HEK293 individuales al 3er dia de cultivo mediante
dilucién limitante. Se observa como las células se encuentran adheridas al sustrato y en estado de
division en medio libre de antibiético. Imagenes vistas a 20x, campo claro; de pozos seleccionados
al azar.
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Figura No. 32: Clonas HEK293 individuales por dilucidon limitante al décimo dia con

antibiético. Se observa como las células contindlan su crecimiento en medio de seleccion (550
pg/mL). Imagenes vistas a 20x, campo claro.

Después de 15 dias las clonas individuales en placas de 96 pozos presentaron una
confluencia = 50%; por lo que se escogieron al azar 12 clonas de cada pool clonal (#1-4)
para ser traspasadas a una placa de 24 pozos y continuar con su crecimiento celular (#
Total de clonas manejadas: 48). Una vez que estas clonas alcanzaron confluencias 280%,
se escogieron 10 clonas de cada pool clonal para realizar un ELISA y determinar cuéles

son productoras para IFN-y (# Total de clonas manejadas: 40).

Deacuerdo al andlisis mediante la ecuacion de la linea recta (y = 0.0081x + 0.0286)
obtenida de la curva de calibracion del estandar de IFN-y (ver seccion de Anexos No.
15.13); se logré determinar (ver Figura No. 33) que de las 40 clonas individuales analizadas
so6lo 25 fueron productoras para Interferon gamma humano obteniéndose un rendimiento
del 65% y en concentraciones que van de ~13 a >400 pg/mL en un tiempo de cultivo de
168 h (ver Tabla No. 13 en la seccion de Anexos No. 15.14).
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Figura No. 33: Cuantificacion de IFN-y en los SN de clonas HEK293 individuales. A) Clonas
individuales HEK293 obtenidas por dilucion limitada. Se analizaron los SN de 40 clonas (168 h
de cultivo) determinando que sélo 25 fueron productoras para IFN-y (rendimiento 65%). B) Analisis
de produccion. Se determind que un 44% corresponde a clonas sobreproductoras alcanzandose
concentraciones >400 pg/mL; siguiendo un 24% de clonas con produccion media (>200 pg/mL).

9.10 Seleccibn y caracterizacion celular de clonas productoras para IFN-y.
De acuerdo a la seccidn anterior se seleccionaron 4 clonas productoras denominadas 1.2,
1.3, 3.1 y 3.2 derivadas de los pools clonales #1 y 3 (ver Tabla No. 13 en la seccién de
Anexos No. 15.14). Las clonas seleccionadas 1.2 y 3.1 presentaron una mayor produccion
(>400 pg/mL), mientras que 3.2 fue de produccién media (>200 pg/mL) y 1.3 de produccion
baja (>50 pg/mL); esto con la finalidad de observar diferencias en cuanto a crecimiento

celular en comparacion al control negativo (células HEK293 sin transfectar).

En las Figuras No. 34-37, se puede observar la cinética de crecimiento de cada clona
productora; donde se logré apreciar solo 2 fases caracteristicas (Fase Lag y exponencial).
La Fase Lag de las clonas 1.2, 3.1y 3.2 (ver Figura No. 34, 35y 36) fue ~48 h la cual se
encuentra dentro del rango establecido (Tavira Montalvdn, 2014). Sin embargo, en
comparacion al control negativo (Fase Lag: 24 h en células HEK293 sin transfectar) se
observé una diferencia con la clona de produccion baja (#1.3) ya que la adaptacion al

sustrato fue mas lenta (>72 h) después de sufrir estrés por el subcultivo.

Por otro lado, con los datos de la Fase exponencial se calcularon los parametros cinéticos
como velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion. En el caso de la clona
#3.1 se obtuvo una p de 0.0199 h'y td: 34.8 h; la clona #1.2 arrojé una p: 0.0188 h'ly td:
36.8 h, la clona #3.2 fue de p: 0.0183 hy td: 37.8 h y finalmente en la clona #1.3 fue de p:
0.0187 htytd: 37 h. Con base a estos resultados se determiné que hay una diferencia de
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5-8 h en los tiempos de duplicacion en comparacion al control negativo (~30 h); este efecto
se observa en lineas finitas en el cual al transcurrir el nimero de pase la velocidad
especifica de crecimiento disminuye aumentando los tiempos de duplicacion (Tavira
Montalvan, 2014). Asi mismo, se observo que las clonas sobreproductoras #1.2 y 3.1
alcanzaron altas densidades maximas de 2.77E+06 y 2.60E+06 células/mL; y conforme la
produccién disminuye, el td es mucho mas retardado con densidades méaximas reducidas
de 2.29E+06 células/mL para la clona #3.2 y 1.34E+06 células/mL para la clona #1.3. En
ésta Ultima se aprecia notoriamente como su crecimiento celular es mucho mas lento lo cual
concuerda con su baja produccion (menos células = baja produccion = td tardio).
Finalmente, en cuanto a viabilidad celular se observa que al final del cultivo todas las clonas

presentaron >90%, lo cual es favorable dadas las condiciones del cultivo con antibiético.
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Figura No. 34: Cinética de crecimiento de clona #1.2, produccion de IFN-y ALTA. Medio de
cultivo utilizado DMEM/F-12 al 10% SFB a una densidad celular de 50,000 células/mL. Td: 36.86 h,
p=0.0188 hl. La desviacion estandar es de tres repeticiones por punto.
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Figura No. 35: Cinética de crecimiento de clona #3.1, produccion de IFN-y ALTA. Medio de
cultivo utilizado DMEM/F-12 al 10% SFB a una densidad celular de 50,000 células/mL. Td: 34.83 h,
p=0.0199 h. La desviacién estandar es de tres repeticiones por punto.
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Figura No. 36: Cinética de crecimiento de clona #3.2, produccion de IFN-y MEDIA. Medio de
cultivo utilizado DMEM/F-12 al 10% SFB a una densidad celular de 50,000 células/mL. Td: 37.87 h,
p=0.0183 hl. La desviacion estandar es de tres repeticiones por punto.
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Figura No. 37: Cinética de crecimiento de clona #1.3, produccion de IFN-y BAJA. Medio de
cultivo utilizado DMEM/F- 12 al 10% SFB a una densidad celular de 50,000 células/mL. Td: 37.06 h,
p=0.0187 hl. La desviacion estandar es de tres repeticiones por punto.

Una vez que se determinaron los parametros cinéticos de cada clona productora se evalu6
nuevamente la presencia de ARNm especificos para IFN-y, donde a través del RT-PCR
(ver Figura No. 38) se comprob6 que efectivamente las clonas con produccion alta (#1.2 y
#3.1) y media (#3.2) aun contienen los transcritos para dicho gen (carriles No. 3-5)
amplificAndose el segmento a las ~520 pb a excepcién de la clona con produccion baja
(#1.3, carril No.6); lo cual pueda deberse a un posible silenciamiento génico ya que a pesar
de que la clona continua creciendo en presencia de medio de seleccion con antibidtico ya
no se logra observar la expresion génica y proteica del IFN-y (ver mas adelante). Asi mismo,
en la Figura No. 38-B se corrobora la presencia del gen constitutivo en todos los cultivos

HEK293 con y sin transfectar, amplificAndose el segmento ~496 pb.
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Figura No. 38: Gel de agarosa del RT-PCR de clonas HEK293 productoras de IFN-y. A) ARNm
IFN-y. Se observa que si hubo amplificacién del segmento correspondiente al IFN-y a las ~520 pb.
B) Control GAPDH. Amplificacion del control constitutivo en todos los cultivos con y sin transfectar,
~496 pb.

Con base al ELISA (ver Figura No. 39) se logré determinar que las clonas HEK293 #1.2,
3.1y 3.2 siguen secretando la proteina de interés al medio de cultivo a concentraciones
>400 pg/mL a un tiempo de 168 h (las muestras que se analizaron fueron las obtenidas de
las cinéticas de crecimiento); sin embargo, ya no hay presencia de IFN-y en las muestras
correspondientes a la clona #1.3. Asi mismo, se observd que la clona #3.2 la cual se
consideraba de produccion media produce igual que las clonas sobreproductoras (#1.2 y
3.1) lo cual fue debido a que como se inici6 a una densidad celular menor (50000

células/mL) generd células mas homogéneas mejorando su produccion.
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Figura No. 39: Cuantificacion de IFN-y de clonas HEK293 productoras. Se determiné la
concentracion de IFN-y de los SN obtenidos de las cinéticas de crecimiento a las 168 h de cultivo,
observando que las clonas 1.2, 3.1 y 3.2 siguen expresando la proteina de interés >400 pg/mL; sin
embargo, ya no se detecta IFN-y en la clona 1.3 debido a un silenciamiento génico.
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Por otro lado, a través de un Western Blot SDS-PAGE se verifico la presencia de la proteina
en el medio de cultivo. En la Figura No. 40 se puede observar en el carril No. 6 una banda
alrededor de los 13 kDa correspondiente al estandar de Interferdn gamma producido en E.
coli; sin embargo, en las muestras de los SN de clonas productoras #3.2, 3.1y 1.2 (carriles
No. 3-5) se observan bandas a un peso molecular de ~20 kDa correspondiente al hIFN-y
glicosilado tipo Il (Mata-Espinosa & Herndndez-Pando, 2008). Asi mismo, de acuerdo a los
resultados anteriores (por RT-PCR y ELISA) se corrobora que no existe presencia de la

proteina en el SN en la clona #1.3 (carril No. 2).
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Figura No. 40: Analisis de la expresion proteica de IFN-y por Western Blot SDS-PAGE en SN
de clonas productoras. Se analizé los SN obtenidos de las cinéticas de crecimiento a las 168 h de
cultivo; observandose mediante SDS-PAGE bandas a ~20 kDa en las clonas #3.2, 3.1 y 1.2
correspondiente a la proteina IFN-y tipo Il (glicosilado). En la seccién de Anexos No. 15.15 (Figura
No. 45) se muestra los duplicados del analisis.

9.11 Andlisis de la expresion de IFN-y en células HEK293 adaptadas a
medio libre suero.
Se adaptaron las poblaciones sobreproductoras (#1.2 y 3.1) de manera secuencial a medio
libre de suero (ExcellHEK293, 6 Mm Glutamina); sin embargo, las células de la clona #1.2
fueron mas susceptibles al cambio de medio provocando su muerte celular (datos no
mostrados). Por lo tanto, se continuaron los subcultivos solamente de la clona #3.1
observando (ver Figura No. 41) que al llegar al 100% de medio libre de suero las células

adquieren una morfologia esférica y flotando en el SN; aunque la mayoria de ellas ain
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contintian en adherencia al sustrato (debido a que se encuentran en frascos de poliestireno

los cuales son tratados para la adhesion celular).

Figura No. 41: Morfologia de células HEK293 en medio definido, provenientes de la clona
#3.1. Se observo presencia de células con morfologia esférica; sin embargo, la mayoria contindan
en adherencia (morfologia fusiforme). Vistas a 10, 20 y 40x, campo claro.

Asi mismo, se determin6 que la densidad celular disminuye ya que se observa
aglomeracion entre células con cambios irregulares en la morfologia. SAFC Biosciences,
Inc., 2005 menciona que es normal ver una caida en la viabilidad celular, asi como un
retraso en el crecimiento durante los dos primeros pases de la adaptacién, por lo que
recomiendan continuar de 5 a 6 pasajes cuando estén al 100% de medio EX-CELL™293

para que las células se adapten totalmente y asi poder alcanzar viabilidades >95%.

Por otro lado, fue importante determinar también si la proteina en cuestion adn se sigue
expresando con el cambio de medio y ademés con los subsecuentes pases; por lo que se
analiz6 el SN de la poblacion clonal #3.1 a las 144 h de cultivo a través de un ELISA y
Western Blot SDS-PAGE. La Figura No. 42 representa el SDS-PAGE en cual se observaron
bandas ~20 kDa en los carriles No. 3 y 4 correspondiente al peso del Interferon gamma
humano tipo Il glicosilado en concentraciones de 294.02 pg/mL; dichos resultados fueron
favorables para determinar que efectivamente al pase #33 la citocina contintda

expresandose. Finalmente, este cultivo se continu6 adaptando para su criopreservacion.
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Figura No. 42: Analisis de la expresion proteica de IFN-y por Western Blot SDS-PAGE en
medio libre de suero, poblacion clonal #3.1. Carril No. 1: MPM; carril No. 2: estandar de IFN-y (E.
coli, ~13 kDa); carril No. 3 y 4: SN de la poblacién clonal #3.1, carril No. 5: medio EX-CELL™293.
Se analizé el SN obtenido a las 144 h de cultivo en medio al 100% libre de suero. Se muestra el
resultado SDS-PAGE de 2 repeticiones.

9.12 Analisis proteico del IFN-y en células recombinantes HEK293

descongeladas.
Se analiz6 si las células HEK293 son estables después de su criopreservacion por 3 meses.
Por lo tanto, se descongel6 en presencia de SFB la clona #3.1 al pase 24 (ya que de
acuerdo a la seccién anterior fue la que resistié mejor la adaptacion a medios definidos) con
el objetivo de continuar mejorando la adaptacién celular para servir de base en futuros
analisis. La Figura No. 43 muestra el resultado del SDS-PAGE realizado, donde se observé
nuevamente la presencia de una banda ~20 kDa correspondiente al hIFN-y tipo Il. Con base
a esto afirmamos que la proteina de interés sigue expresadndose después de su
criopreservacion con DMSO lo cual es un resultado favorable para observar la estabilidad
de la clona. Asi mismo, se determiné que la proteina se encuentra en una concentracion de
289.23 pg/mL.
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Figura No. 43: Anédlisis de la expresion proteica de IFN-y por Western Blot SDS-PAGE del SN
de la clona HEK293 #3.1 descongelada. Carril No. 1: medio EX-CELL™293; carril No. 2 y 3: SN
de clona #3.1, carril No. 4: estandar de IFN-y (E. coli, ~13 kDa); carril No. 5: MPM. Se analizé el SN
obtenido a las 192 h de cultivo; donde se observé una banda a ~20 kDa en la clona 3.1
correspondiente al IFN-y glicosilado tipo Il. EI SDS-PAGE muestra el resultado de 2 repeticiones.
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X.  DISCUSION

Hasta ahora, las lineas celulares de mamiferos aprobadas para la fabricacion de proteinas
terapéuticas recombinantes incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células de
rinidn de hamster bebé (BHK), células de hibridoma murino Sp2/0, células de mieloma
murino (NSO) y células de rifibn embrionario humano 293 (HEK293). En particular, esta
tltima ha ganado una importancia significativa en el campo Biofarmacéutico durante las dos
Ultimas décadas para la produccién de vectores adenovirales y proteinas recombinantes
transitorias o estables debido a que cumplen con la cGMP, presentan una alta eficiencia de
transfeccion, adaptabilidad a medios libres de su suero y la obtencién de proteinas menos
inmunogénicas ya que no producen epitopos como Neu5Gc y a-Gal que se sabe que
impiden la seguridad y la eficacia terapéutica (Liste-Calleja et al., 2015; Chin et al., 2019).
Se ha informado sobre la productividad de miligramos de proteina por litro (50-80 mg/L) de
cultivo generado por transfeccion transitoria, tanto para las células HEK293 como para CHO
y >300 mg/L con productividades celulares de mas de 50 pg/célula*dia por expresion
estable. La eleccidén entre estos dos sistemas dependera del rendimiento, la cantidad y
calidad del producto requerido; sin embargo, los sistemas con expresion estable son los
preferidos para la obtencion de grandes cantidades de proteina (escalable) ya que
proporcionan altos rendimientos con una calidad constante y en periodos mas largos
(meses); debido a que el ADNc del gen de interés se integra en el genoma del hospedero
(Huang et al., 2010; Liu C., Dalby, Chen, Kilzer y Chiou, 2008).

Por lo tanto, en el presente estudio se buscé desarrollar lineas celulares HEK293 que
expresen establemente la proteina de Interferon gamma humano (citocina implicada en la
inmunidad innata y adaptativa) para obtener mayores productividades que las alcanzadas
por el sistema transitorio Ad5/IFN-y construido previamente en el Laboratorio (19.2 pg/mL),

lo que impidi6é evaluar la eficacia in vitro e in vivo de la molécula inmunoestimuladora.

El desarrollo para la obtencion de lineas celulares estables abarca meses y consiste en
seleccionar varios clones en busca de atributos de productividad y calidad. El enfoque mas
comun implica la transfeccion con vectores que llevan el gen de interés y un marcador
seleccionable para la integracion cromosomica aleatoria; el aislamiento de células bajo
presion selectiva para eliminar la poblacién celular que tiene poca o ninguna expresion del
transgén; la deteccién de clones de células individuales con niveles de expresion mas altos
a través del método por dilucién limitada (clones genéticamente idénticos); asi como la

evaluacion de la estabilidad de expresion durante los pases (Hunter, M. et al., 2018).
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Con base a los resultados obtenidos se realizé un andlisis de la evolucion de la seleccién
clonal (ver Tabla No. 12) para la obtencién de lineas celulares HEK293 estables. En el cual
se obtuvieron 4 pools clonales (denominados #1-4) al inicio de la transfeccidon con el vector
recombinante pcDNA3+/IFN-y siendo crio preservados como banco maestro.
Posteriormente, a través del método de dilucién limitada se obtuvieron 48 clonas
individuales totales para su amplificacion a placas de 24 pozos de las cuales s6lo 40 clonas
fueron seleccionadas para realizar el andlisis proteico. A través del ELISA se determiné que
s6lo 25 clonas son productoras para Interferon gamma humano obteniéndose un
rendimiento del 65% y concentraciones que varian desde los 13 a >400 pg/mL. Asi mismo,
se observo que se generaron mas clonas productoras (#9 y 8) provenientes de los pools
clonales #2 y 4; sin embargo, se seleccionaron las clonas 1.2, 3.1 provenientes de los pools
clonales (#1 y 3) debido que presentan mayor productividad de la citocina, asi como clonas

de producciéon media y baja para evaluar cambios en el crecimiento versus productividad.

Tabla No. 13: Desarroll6 de lineas HEK293 estables.

Pools clonales Dilucibn  Seleccién de Seleccion de Clonas Seleccion de
iniciales limitada clonas clonas individuales productoras clonas productoras
(~65 individuales para analisis para IFN-y  para amplificacién y
generaciones) para (pase 18) caracterizacion
amplificacion
1 (77 pg/mL) 96 12 10 4 1.2* (465 pg/mL)
1.3* (54.8 pg/mL)
2 (122 pg/mL) 96 12 10 9
3 (62 pg/mL) 96 12 10 4 3.1* (437.4 pg/mL)
3.2* (287.5 pg/mL)
4 (45 pg/mL) 96 12 10 8
Total: 4 3841 48 402 253

1Se observaron colonias aisladas en la mayoria de los pozos de las placas de 96.

2Solo 40 clonas fueron seleccionadas para el analisis proteico porque no todas presentaban confluencias >90%.
3Las clonas productoras de IFN-y se preservaron en nitrégeno liquido en caso de realizar futuros experimentos.
*Denominacion de clonas productoras provenientes de los pools clonales #1 y 3.

La obtencién de clonas productoras individuales por dilucion limitada es variable entre lo
reportado por otros autores que van desde <30 hasta >95 clonas obtenidas (Schiedner
et al., 2008; Chung et al., 2014; Zitzmann et al., 2018); por lo que no refleja malos resultados
para seguir con su andlisis.

El andlisis al pase #18 (~95 generaciones) de las clonas HEK293 individuales demostré
gue las células son capaces de secretar al medio de cultivo el IFN-y a pesar de la

variabilidad en las concentraciones obtenidas. Se cree que la variabilidad en los niveles de
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expresion depende del nUmero de copias del gen dentro de la célula, asi como la influencia
de la estructura de la cromatina y/o la presencia de elementos reguladores en el sitio de
integracién en el genoma del hospedero, fendmeno denominado "efecto de posicién”
(Wilson et al., 1990). Un enfoque simple y rapido para superar los efectos de posicidn seria
utilizar elementos de cromatina que eviten que la cromatina vecina afecte la expresion
génica mejorando asi la productividad; ejemplo de ellos serian los elementos de limite (BE),
andamios o regiones de unién a matriz (MAR, aumenta la integracion transgénica en el
genoma celular) y regiones de control de locus (LCR) (Zahn-Zabal et al., 2001; Gorman et
al., 2009).

Por otro lado, la estabilidad de las lineas celulares HEK293 denominadas 1.2, 1.3, 3.1y 3.2
se evalué mediante el niumero de pases, caracterizacion celular y expresion génica-
proteica. En la Tabla No. 13 se resumen los resultados obtenidos, en el cual se determiné
gue el Td entre las clonas con respecto al control negativo cambia con respecto al nimero
de pase (de un pase #8 a 22) con una diferencia de 5-8 h; sin embargo, no es preocupante
ya gue los tiempos no son altos. Este efecto se puede observar en lineas finitas donde a
medida que transcurre el nUmero de pase la velocidad especifica de crecimiento disminuye
aumentando asi el tiempo de duplicacion; a >60 pases el td aumenta >43 h (Tavira
Montalvan, 2014).

Tabla No. 14: Parametros cinéticos y productividad de IFN-y. Pase 22-25, generaciones ~95.

Clonas Td (h) Densidad celular Concentracion de Rendimiento
individuales méaxima IFN-y (pg/mL) (pg/cél)
(cél/mL)

1.2 37 2.77x108 444 1.95x10*

3.1 35 2.60x108 467 2.9x104

3.2 38 2.29x108 450 2.72x10#

1.3 37 1.34x108 0 0
Control negativo 30* 1.60x108 0 0

*Cinética de crecimiento a pase #8.

Se determind que la productividad de la citocina también depende de la densidad celular
en el cual se obtuvieron densidades >2x10° cél/mL en las clonas con produccién a >400
pg/mL y rendimientos 22x10* pg/cél; sin embargo, en la clona considerada de produccién
baja (#1.3) con una densidad <1.34x10° cél/mL ya no se logré su cuantificacién, lo cual
pueda deberse a un silenciamiento génico. Autores mencionan que debido a que la
integracion de los vectores al genoma hospedero es de manera aleatoria, los efectos de

posicion generalmente manifiestan una pérdida de expresion parcial o completa. Dicha
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integracion ocurre por recombinacion no homéloga y puede presentarse tanto en una region
de cromatina altamente condensada y silenciada (Heterocromatina) dando como resultado
una expresién transgénica minima o nula; o en una cromatina mas abierta y activa
(eucromatina) favoreciendo su transcripcion en niveles mas altos. Debido que una gran
proporcion del genoma esta en forma de Heterocromatina, la posibilidad de que el transgén
se integre en o cerca puede generar una alta consecuencia en el silenciamiento o represiéon
del transgén (Gorman et al., 2009). Asi mismo, se corroboré la pérdida de la expresion
génica del IFN-y en esa clona a través del RT-PCR (ver Figura No. 38) ya que no se
observan los transcritos especificos ARNm; mientras que las demas (#1.2, 3.1 y 3.2)
contindan con su expresién al observarse bandas ~520 pb. Por otro lado, el analisis de la
expresion proteica por SDS-PAGE demostro que las clonas HEK293 individuales continGian
secretando al pase #22-25 la proteina a un peso molecular ~20 kDa, correspondiente al
IFN-y tipo II. Se dice que es de tipo Il con respecto a lo reportado por Mata-Espinosa, D.A.
& Hernandez-Pando, R., 2008 y Sareneva et al, 1995; en cual mencionan que dependiendo
del numero de sitios que estén glicosilados el peso molecular del IFN-y se vera reflejado en
3 distintas maneras: 15 kDa sin ningun sitio glicosilado, 20 kDa con un sélo sitio glicosilado

y a 25 kDa con ambos sitios glicosilados, denominandolos tipo I, Il y 111

Hasta ahora las clonas individuales obtenidas presentaron estabilidad en la expresion
proteica al nimero de pase #18 a 25; corroborando a través de los analisis por adaptabilidad
a medios quimicamente definidos y congelacion-descongelacién el desarrollo de una linea
celular con expresion estable ya que la proteina de interés continla expresandose auln sin
presion selectiva al mismo nivel de transcripcion (ARNm 520 pb, >300 pg/mL) y peso

molecular (~20 kDa) asi como a numero de pase >33 y ~215 generaciones.

En general, el tiempo de desarrollo de las lineas HEK293 fue ~8-10 meses y de acuerdo a
los analisis de estabilidad si se logro obtener lineas celulares con expresion estable. Por lo
tanto, este proyecto puede servir de base para crear futuras lineas ya que los protocolos
utilizados para la seleccion fueron sencillos y las amplificaciones de las clonas se redujeron
a solo placas de 24 pozos y frascos T25 por lo se podria reducir el tiempo de trabajo (~6
meses). La ventaja en nuestro caso, fue debido a que el método de dilucién limitada no fue
tedioso ya que solo se utilizé la dilucion final y no requirié de una serie de diluciones lo que
provocaria mas manipulacion de la muestra y contaminaciones; asi mismo no requirié de
equipos sofisticados para la seleccion clonal. Por otro lado, el uso de un sistema adherente

y en presencia de suero fetal bovino favorecié también la obtencion de clonas individuales
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y mas homogéneas a densidades extremadamente bajas, debido a sus principales
componentes como son: factores de crecimiento (PDGF, FGF, EGF, VEGF y IGF-1),
factores de adhesion (Fibronectina) y actividad antitripsina (az-macroglobulina), asi como
proteinas (Albumina, Transferrina), minerales (hierro, cobre, zinc, selenio, usualmente
unidos a la albamina), lipidos (acido oleico, acido linolénico, etanolamina,
fosfatidiletanolamina) y hormonas (Hidrocortisona e insulina) (Beltran V. y Gonzalez de la
Rosa, 2016). En nuestros cultivos el SFB favorecio la adherencia y division celular por lo
que no requirié de medios metabolizados, mas tiempo de cultivo o de una densidad mayor
para favorecer la proliferacion. A pesar de que las agencias regulatorias prohiben el uso
para la produccion de proteinas recombinantes por sus desventajas como: altos costos,
preocupacion por las materias primas indefinidas que potencialmente contienen agentes
adventicios (virus, endotoxinas, micoplasma), problemas éticos, variabilidad de lote a lote
(Van Der Valk et al., 2018). En nuestro proyecto solo se utilizé para la obtencion de clonas
individuales productoras para su posterior adaptacion a medios libres de suero debido a
gue no se obtuvieron resultados favorables cuando se utiliz6 un sistema HEK293 en
suspension y medio SFM4 (datos no mostrados). Por lo tanto, como perspectivas se
recomienda continuar con la adaptacién de las clonas estables obtenidas en medios EX-
CELL™293 para su posterior escalamiento y que nos permita asi obtener mayor
productividad. Ademas, esta adaptacién podria simplificar el proceso de purificacion

(Downstream) para evaluar la actividad inmunoestimuladora del IFN-y.

Con base a las concentraciones alcanzadas de IFN-y (ver Tabla No. 14) se logré determinar
que el sistema de integracion aleatorio aumenta significativamente la productividad de la
citocina 2.6 ng/mL, ~100 veces mas al ser comparado con el sistema transitorio Ad5/IFN-y
0.019 ng/mL. Debido a que el Ad5 se caracteriza por una adsorcion lenta en las células, asi
como un ciclo de crecimiento largo (30-40 h), se ha observado que la maxima produccion
alcanzada de proteina recombinante se ve retardada hasta las 120-144 h de cultivo (Sosa
Garcia, 2018). Esto en comparacién con la produccién de otras proteinas en suspension
(como EPO, IFNa2b, CapPCV2) y sistemas mas sofisticados como RMCE y CRISPR/Cas9
(Loignon et al., 2008; Liste-Calleja et al., 2015; Chin et al., 2019) se puede observar que
nuestra produccién aln es baja; sin embargo, aln no se ha realizado en nuestros cultivos
una produccion volumeétrica y en sistemas en suspension para determinar exactamente los

niveles de proteina que se puedan alcanzar.




-
%'u/md=============

de Farmacia

Tabla No. 15: Productividades alcanzadas en HEK293 de diferentes proteinas y sistemas.

[IFN-y] [CapPCV2] [IFNa2b] [EPO]
(ng/mL) (ng/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Infeccion adenoviral 0.019 20.85
1.92x10® mg/mL
Integracioén ilegitima 2.61 327.34 333* (Loignon
2.6x10 mg/mL et al., 2008)
Integracién dirigida al sitio 256.57 696* CRISPR/Cas9
RMCE (Chin et al., 2019)
(Liste-Calleja
et al., 2015)

*Produccién volumétrica, cultivos en suspension.

IMaxima concentracién alcanzada ~2568 pg/mL.

A pesar de ello, seria conveniente realizar lineas celulares estables HEK293-IFN-y basados
en integracion dirigida debido a que se ha reportado que mejoran la produccion (Liste-
Calleja et al., 2015; Chin et al., 2019) asi como implementar otros elementos en los vectores
de transferencia para mejorar la seleccion clonal. A continuacion, se mencionan algunas
alternativas para mejorar la produccién de proteina. (1) En lugar de una integracién aleatoria
gue deriva problemas de silenciamiento génico, seria deseable dirigir el gen de interés a un
locus especifico que permita una transcripcion génica fuerte y estable. El sistema mediante
el intercambio de cassette mediado por recombinasa (RMCE) podria utilizarse, ya que el
proceso es mas rapido (~7 semanas) desde el dia de la transfeccion hasta la
criopreservacion de las lineas celulares de produccién clonal (Bissow, 2015). Con el
sistema CRISPR es posible elegir la zona del genoma a editar simplemente variando los 20
nucleétidos de reconocimiento homoélogo en el sgRNA. Otra categoria de elementos
reguladores para prevenir este silenciamiento y que permita el manteniendo de una region
de eucromatina bajo transcripcion activa; serian los elementos de apertura de cromatina
ubicuos (UCOE) (Hunter, M. et al., 2018).

(2) El uso de proteinas fluorescentes (por ejemplo: eGFP) como marcadores de seleccion
nos permitiria aislar células estables de alta produccion entre millones de células
transfectadas mediante clasificacion celular por FACS, sin aplicar presion selectiva. La
expresion de GFP se puede acoplar a la expresion del gen de interés construyendo vectores

bicistronicos basados en el sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) (Blssow, 2015).

(3) Continuar con el uso del promotor CMV a pesar de que es propenso al silenciamiento

epigenético, estudios han determinado que resulta ser mas eficaz para la expresion de la
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proteina en células HEK293 al ser comparado con los promotores como EF1a y CAG
(Roman R., 2018).

XI. CONCLUSION GENERAL
El desarrollo de lineas celulares HEK293 con expresion estable se llevd a cabo
correctamente con el vector recombinante pcDNA3+/IFN-y ya que las clonas son estables
a mas de 33 pases y 215 generaciones, confirmandose la transcripcion de ARNm
especificos, asi como la expresién del Interferén gamma humano glicosilado de tipo Il. Asi
mismo, la productividad de la proteina fue mayor (2.6 ng/mL) que la alcanzada por un

sistema de expresion transitorio (Ad5/IFN-y, 0.019 ng/mL).

XIl. CONCLUSIONES PARCIALES
La construccion molecular pcDNA3+/IFN-y se realiz6 correctamente ya que el andlisis
BLAST de la secuenciacion demostré que existe una similitud del 100% al gen de IFN-y
humano (166 aa); sin embargo, es necesario secuenciar nuevamente para confirmar los

resultados.

El uso de medios enriquecidos con suero permitié el crecimiento celular de cultivos HEK293

en densidades extremadamente bajas.

El método por dilucion limitante permitié obtener 25 clonas individuales productoras para

IFN-y con un rendimiento del 65% y concentraciones que varian 13 a >400 pg/mL.

La clona HEK293 #1.3 a través del nimero de pase presentd silenciamiento génico con
pérdida de la expresion génica y proteica del IFN-y.

El tiempo de desarrollo de lineas celulares HEK293 con expresion estable fue de ~8-10
meses; en el cual se logr6 mantener la expresion génica (ARNm especificos, ~520 pb) y
proteica (~20 kDa, IFN-y tipo Il glicosilado) del IFN-y a través del transcurso del nUmero de

pase, adaptacion y criopreservacion.
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Xlll.  PERSPECTIVAS
Adaptar adecuadamente los cultivos estables HEK293/IFN-y a medios
quimicamente definidos y realizar su escalamiento para obtener una mayor
concentracién proteica.
Purificar el hIFN-y obtenido de los cultivos recombinantes en suspensién para
evaluar su actividad inmunoestimuladora en modelos in vitro e in vivo.
Analizar y determinar el patron de glicosilacion del hIFN-y obtenido de los cultivos
estables HEK293/IFN-y.
Desarrollar lineas celulares HEK293 estables mediante sistemas UCOE o
CRISPR/Cas9 para mejorar la productividad del IFN-y.
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a)

b)

b)

a)

b)

XV. ANEXOS

15.1 Preparacién de medio LB sélido.

Se pesaron en la balanza digital modelo PW124, 16 g de LB agar (LAB M™, Luria
Bertani, LAB168, Formulacion: Triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5 g/L, NaCl 10
g/L, Agar 15 g/L, No. de Catalogo: 074692) y se vaciaron en un frasco de vidrio
limpio con 400 mL de agua tipo | ultra pura.

Se disolvio completamente la solucion hasta eliminar los grumos, se etiquet6 el
frasco correctamente (Fecha, Nombre) y el medio de cultivo se esterilizdé en la
autoclave (condiciones: 121°C durante 20 min).

Finalmente, el medio de cultivo al temperarse se almacend a 4°C hasta su uso.

15.2 Preparacion de medio LB liquido.
Se pesaron en la balanza digital modelo PW124, 4 g de Peptona de carne (MCD
LAB, No. de Catalogo: 9072, No de Lote: 90723H035), 2 g de Extracto de levadura
(BD Bioxon®, No. de Lote: 5361664) y 4 g de NaCl (Fermont, No. de Catalogo:
24903, No. de Lote: 536261).
Posteriormente, se vaciaron en un frasco de vidrio limpio y se adicionaron 400 mL
de agua ultra pura tipo I.
Los reactivos se disolvieron completamente hasta eliminar los grumos y se etiqueto
el frasco (Fecha, Nombre) para su posterior esterilizaciéon (condiciones: 121°C
durante 20 min).

Finalmente, el medio de cultivo se almacend a 4°C hasta su uso.

15.3 Preparacion de ampicilina a 100 pg/mL.
En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocd 100 mg de ampicilina (s6lido) y se disolvié
en 1 mL de agua tipo | ultra pura, hasta homogeneizar bien la mezcla.
Posteriormente, en la campana de flujo se esterilizé el antibiético a través de una
membrana de 0.22 pm.

Nota: El antibiético se etiquetd correctamente y se guardé a -20°C hasta su uso.

15.4 Preparacién de cajas LB con ampicilina 100 pg/mL.
Bajo condiciones estériles, se etiquetaron cajas Petri (Fecha, medio utilizado,
nombre del experimento) para su llenado.
Posteriormente en un tubo estéril de 50 mL, se agregaron 25 mL de medio LB so6lido

templado y 25 pL del antibiético estéril (ampicilina 100 pg/mL).
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c) Se homogeneiz6 bien la mezcla anterior y se colocé la solucién directamente sobre
la caja Petri estéril. Nota: En caso de que se formaran burbujas, el asa bacterioldgica
se calentd en el mechero e inmediatamente se pincharon las burbujas de aire.
d) Una vez llenada la caja Petri, se tapd correctamente y se coloc6 en una superficie
plana para que gelificar4 el medio LB sélido. Nota: Se prepararon también cajas
Petri con medio LB sin antibiético (para los controles negativos).

e) Una vez gelificado el medio LB, las cajas se guardaron a 4°C hasta su uso.

15.5 Preparaciéon de CaCl;
Datos: PM CaCl;: 111 g/mol, Volumen total: 100 mL, 100 Mm=0.1 M
gramos = (0122) (111-2) (0.1 L) = 1.11 g de CaCl, (1)

a) Con base a la ecuacién No. 1, se pesaron en la balanza digital modelo PW124 1.11
g de CaCl, y se disolvieron en 100 mL de agua tipo | ultra pura, hasta homogeneizar
bien la mezcla.

b) Posteriormente, la solucion fue filtrada a través de una membrana de 0.22 um y se
almaceno en tubos de 50 mL estériles a 4°C hasta su uso.

15.6 Cuantificacion de ADN plasmidico.
Después de la purificacion del ADN es necesario cuantificar su concentracion y pureza a
través del equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific Acceso Lab.,
donde se registran las lecturas de concentracion en unidades de ng/uL en muestras de ADN
de 1-2 pL; siendo indispensable tomar la lectura de la relacion ADN/proteinas (260/280) y
ADN/sales (260/230) para observar la pureza de las muestras (valores 6ptimos: ~1.8-2.0 y
~0.3-0.6 para proteinas y sales, respectivamente). Por lo tanto, dependiendo de si se
obtienen valores altos de sales, se podria realizar otra purificacién por ejemplo Fenol:
Cloroformo, para purificar mas el ADN plasmidico. La cuantificacion en el equipo NanoDrop
2000 se llevé a cabo de la siguiente manera:
a) Elequipo se lavo previamente con 2 L de agua destilada, bajando el pedestal para
colocar posteriormente el blanco.
b) El blanco a utilizar fue el Buffer TE, Buffer de elucién o agua libre de RNAsa segun
sea el caso, registrandose su valor.
c) Posteriormente, se limpid y seco el pedestal y el porta muestras para colocar 1 pL
de ADN plasmidico, registrandose su concentracion.

d) Finalmente, se lavo el equipo con agua destilada estéril y se secé cuidadosamente.
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a)

b)

f)

9)

h)

b)

d)

15.7 Extraccion de ADN plasmidico con Fenol: Cloroformo.
A cada muestra de ADN gue se desea purificar, se le agregaron 80 uL de Buffer TE
o llevar a 100 yL de volumen final y 100 puL de una Solucion de Fenol: Cloroformo:
Acido isoamilico (25:24:1).
Los tubos se vortexearon gentilmente y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10
min a 4°C para obtener la separacion de las fases.
Se transfirié cuidadosamente la parte superior acuosa a otro tubo Eppendorf estéril,
descartando la fase media e inferior.
Posteriormente, al sobrenadante recuperado (del inciso c) se le adicionaron 400 L
de etanol al 95%, 25 pyL de NH4sOAc 10 My 1 uL de Glicégeno (20 mg/mL).
Se vortexearon nuevamente los tubos y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10
min a 4°C.
El sobrenadante obtenido se retird con cuidado para obtener solamente el pellet de
ADN vy se le adicionaron 300 pL de etanol al 70%.
El contenido del tubo del inciso f) se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a 4°C y
se elimino el etanol con cuidado.
El pellet de ADN finalmente se dejo secar aproximadamente 15 min a temperatura
ambiente y se disolvio en 50 uL de Buffer TE (Tris-HCI 10 Mm, EDTA 1 Mm, pH 8.0).
Nota: Se cuantifico la concentracién de ADN de las muestras en el equipo NanoDrop
2000 y se guardaron a -20°C hasta su uso.

15.8 Preparacion de geles de agarosa.
En un matraz Erlenmeyer se disolvieron 0.25 g de agarosa (Promega No. de Cat.:
V3121) en 24.5 mL de agua destilada estéril a una temperatura de 70° a 80°C.
Una vez disuelta la agarosa completamente, la temperatura de la mezcla se
disminuyé y se le agregaron 0.5 mL de TAE 50x (Compuesto de: 242 g/L Tris base,
57.1 mL/L HCH>COOH glacial, 100 mL/L EDTA 0.5 M pH 8.0) y 1 uL de Bromuro de
etidio (10 mg/mL).
Posteriormente, se preparé el soporte de electroforesis con el peine y se vertio la
mezcla con cuidado para evitar la generacion de burbujas.
Se dej6 gelificar la solucion de agarosa y el gel se colocé adecuadamente en
posicion horizontal para verter 300 mL de Buffer TAE 1x (294 mL de agua destilada
estéril + 6 mL TAE 50x).
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e)

f)

9)

Se cargaron en el gel de agarosa los productos requeridos con 2 pL del Buffer de
carga Orange 6x (Thermo Scientific No. de Catalogo: #R0631, No. de Lote:
00113802).

Se us6 como marcador de peso molecular el O’Gene Ruler™ 1 kb ADN Ladder (No.
de Catalogo: #SM1163, No. de Lote: 0079556), colocando en el pozo 2 yL de MPM
y 8 uL de H20 estéril.

Finalmente, se corrieron las muestras en la camara de electroforesis (AccesolLab
No. de Catalogo: 0030401) y se revel6 el gel en el equipo ChemiDoc XRS BIO-RAD.

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

Se purificé el fragmento amplificado del gen IFN-y a partir del gel de agarosa, con la

finalidad de eliminar los posibles remanentes de la reaccion de PCR. Por lo tanto, se llevo

a cabo el siguiente protocolo de acuerdo al manual del kit comercial Zymoclean™ Gel DNA
Recovery (No. de Catélogo: #D4001, No. de Lote: ZRC170827).

a)

b)

c)

d)

f)

9)

Una vez revelado el gel con la luz UV se cortaron los fragmentos de agarosa que
contenian el segmento en ~520 pb con ayuda de un scraper estéril.

Los fragmentos fueron colocados en tubos Eppendorf estériles y se agregaron 1000
uL de Solucion ADB™,

Posteriormente, los tubos Eppendorf se incubaron a 55°C durante 10 min en el
equipo ThermoBlock a 400 rpm.

Acabado el tiempo de incubacion, se disolvio bien la mezcla para transferirla a una
columna Zymo-Spin™.

Posteriormente, la columna fue centrifugada durante 30-60 s a 16000 x g a
temperatura ambiente.

El sobrenadante del fondo del tubo colector fue desechado y a la columna se le
agregaron 200 pL de Buffer de lavado para su centrifugacion a 16000 x g durante
30 s (Nota: El lavado se realizé dos veces).

Finalmente, se colocé la columna dentro de un tubo Eppendorf nuevo y se afadieron
15 uL de Buffer de elucion directamente a la matrix de la columna. Posteriormente,
se incubo durante 1 min y se centrifugd a 16000 x g durante 30-60 s para eluir el
ADN.
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15.10 Mantenimiento de la linea celular.

15.10.1 Descongelamiento de células HEK293.

Para poder mantener la linea celular HEK293 en crecimiento y poder realizar los

experimentos necesarios, se descongelaron viales de células almacenadas a -196°C. El

protocolo de descongelamiento llevado a cabo fue el siguiente para frascos T 25 cm?.

Nota: El protocolo se llevé a cabo bajo condiciones estériles en campana de flujo laminar.

a)

b)

c)

d)

f)

9)

En un tubo de 15 mL estéril se agregaron 9 mL de medio de cultivo DMEM/F-12 frio
sin suero.

Se descongeld el vial de células HEK293 y se agregd con cuidado el contenido al
tubo anterior.

Se resuspendieron cuidadosamente las células en el medio DMEM/F-12 frio para
disminuir la cantidad de DMSO.

Posteriormente, se centrifugd el tubo a 900 rpm durante 5 min para eliminar el
sobrenadante y asi obtener el pellet celular.

Al pellet celular obtenido se le agregaron 4.5 mL de medio DMEM/F-12 al 10% con
SFB y se homogeneizé bien la solucion.

El contenido resultante se vacié a frascos T 25 cm? y se le agregé 0.5 mL de SFB,
para una concentracion final al 20%.

Finalmente, los frascos se mantuvieron en condiciones de crecimiento y se observé
a las 24 h si los cultivos presentaban adherencia y crecimiento celular. Si fuera el

caso, se cambié el medio por medio fresco al 10 % de SFB.

15.10.2 Congelacion de células HEK293 en DMSO.

Fue necesario preservar las células HEK293 para posteriores usos utilizando un

criopreservante como el dimetilsulfoxido al 10% (DMSO). Por lo tanto, se realizé la siguiente

metodologia:

a) Bajo condiciones estériles se realizd el subcultivo normal de células HEK293
hasta la obtencion del pellet celular.

b) Posteriormente, se resuspendio el pellet celular en 3 mL de medio fresco
DMEM/F-12 y se coloco la cantidad necesaria de SFB para una concentracion
final al 20%.

c) Bajo condiciones estériles se etiquetaron los criovales (Cryo Tube™ No. de Cat.:
379146) como se indica a continuacion: Nombre de la linea celular, # pase,

medio utilizado y fecha de congelacion.
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d) Elllenado de criovales se realizé en condiciones frias y rapidamente, agregando
1 mL de la suspension celular (obtenida del inciso b) + 110 uL de DMSO (Sigma
No. Lote: 106K2310).
e) Finalmente, los criovales se almacenaron a -80°C y posteriormente a Nitrdgeno

liquido para su mantenimiento.

15.11 Preparacion de reactivos para Western Blot.

- Electroforesis: Se utilizé6 un Buffer TGS 10x concentrado (Sigma-Aldrich, No. de
Cat.: T7777) donde se preparé 1 L de TGS a 1x: 100 mL de TGS 10x en 900 mL de
agua ultra pura tipo . Posteriormente, se almacenoé el Buffer a 4°C.

- Transferencia: Buffer compuesto principalmente de Tris, Glicina y Metanol.
Preparacion para 1 L: Tris Base 48 mM 5.81 g, Glicina 39 mM 2.92 g, Metanol 200
mL, SDS 0.375 g. Para la transferencia de las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa se utilizé un 1 %2 L de Buffer y se almacené a 4°C.

- Buffer de lavado: Se prepardé 1 L de una solucién salina con Tris, Tween 20 al
0.1%. El Buffer TBST 1x se prepard a partir de un Buffer concentrado TBST 10x:
100 mL de TBST 10x en 900 mL de agua ultra pura tipo I.

- Rojo de Ponceau al 0.1 % para 30 mL: Se disolvieron 0.033 g de Ponceau S en 10
mL de &cido acético al 3% y 20 mL de agua ultra pura tipo .

- Solucién de acrilamida (30% Acrilamida 99.9% No. de Cat. #161-0100 + 0.8% bis-
Acrilamida No. de Cat.: #161-0200). Se disolvieron 14.6 g de acrilamida y 0.4 g de
bis-acrilamida en un volumen final de 50 mL de agua ultra pura tipo |. Nota: Fue
importante la manipulacién de esta solucién con guantes y cubre bocas ya que la
acrilamida es neurotéxica. Asi mismo, se almacend a 4°C hasta su uso.

- Solucion Tris-HCI 1.5 M pH 8.8: Se disolvieron 18.17 g de Tris base en 50 mL de
agua tipo |. Posteriormente, se ajusté el pH a 8.8 con HCI 6N y se aforé a 100 mL.
Nota: Se almacend a 4°C hasta su uso.

- Solucion Tris-HCI 0.5 M pH 6.8: Se disolvieron 6.06 g de Tris base en 50 mL de
agua tipo |. Posteriormente, se ajusté el pH a 6.8 con HCI 6N y se afor6 a 100 mL.
Nota: Se almacend a 4°C hasta su uso.

- 10% Persulfato de Amonio (BIO-RAD No. de Cat.: #161-0700, 10 g). Se
disolvieron 0.1 g de Persulfato de Amonio en 1 mL de agua tipo | y se envolvi6 en
papel aluminio.

- 10% SDS: Se disolvio 1 g de SDS en 10 mL de agua tipo I.
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- TEMED (BIO-RAD tetrametiletilendiamina, No. de Cat.: #161-0800). Catalizador

para la polimerizacion de acrilamida y bis-acrilamida.

15.11.1 Preparacion de geles de acrilamida (gel separador al 12.5% vy gel
concentrador al 4%).

Gel separador al 12.5% Gel concentrador al 4%
Solucién Tris-HCI 1.5 M pH 8.8: 5 mL Solucién Tris-HCI 0.5 M pH 6.8: 2.5 mL
Agua destilada: 6.8 mL 3.4 mL
Acrilamida: 8 mL 4 mL
10% SDS: 200 pL 100 pL
TEMED: 10 pL 10 uL
10% Persulfato de amonio: 100 L 50 uL

- Nota: Las cantidades anteriores se ocuparon para preparar 2 geles de acrilamida;
ademas, fue indispensable colocar los catalizadores al final de la mezcla para evitar

una polimerizacion temprana.

15.12 Evolucion de los cultivos HEK293 durante la cinética de crecimiento.

48 h
20x

Figura No. 44: Evolucidn de los cultivos HEK293 en la cinética de crecimiento. Se observa

como al transcurrir el tiempo las células crecen considerablemente, ocupando toda la superficie del
sustrato. Imagenes vistas al microscopio a 20x, campo claro.
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15.13 Curva de calibracién del estandar de Interferén gamma.
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Figura No. 45: Curva de calibraciéon del estandar de IFN-y. Se determind la ecuacion de la linea
recta y = 0.0081x + 0.0286; asi mismo, dado que las D.O. obtenidas en las muestras problema
superaban 0.9 se decidio diluir los SN en los futuros test de ELISA a desarrollar.

15.14 Variabilidad de la concentracion de IFN-y en SN de clonas HEK293 aisladas.

Tabla No. 16: Concentracion de Interferon gamma en diferentes clonas aisladas HEK293.

Pools clonales iniciales Denominacién de clonas productoras IFN-y (pg/mL)
11 262.3
1.2 465
CLONA 1 1.3 55
14 106
2.1 337
2.2 468
23 436
24 412.5
CLONA 2 25 428.5
2.6 430
2.7 439.5
2.8 459
2.9 419
3.1 437
CLONA 3 3.2 287.5
3.3 94
3.4 13
4.1 402
4.2 273
4.3 392
CLONA 4 4.4 396
45 190
4.6 206
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| 4.7 211
4.8 207

15.15 SDS-PAGE de SN de clonas HEK293 productoras para IFN-y.
MPM
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Figura No. 46: Membrana revelada SDS-PAGE de SN de clonas HEK293 productoras. Carril
No. 1: SN ctl negativo (sin transfectar); carril No. 2: SN de la clona #3.2; carril No. 3: SN de la clona
#3.1; carril No. 4: SN de la clona #1.2; carril No. 5: Std de IFN-y (E. coli); carriles No. 6, 8 y 9:
duplicados SN de clonas #1.2, 3.1y 3.2; carril No. 7: MPM (kDa). Los SN se analizaron a las 168 h
de cultivo mediante SDS-PAGE observando bandas ~20 kDa en las clonas 3.2, 3.1y 1.2; lo cual
deacuerdo a la literatura Mata-Espinosa & Hernandez-Pando, 2008, corresponde al IFN-y glicosilado

tipo 1.
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