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RESUMEN

A pesar de que el IFN-a presenta actividades antiviral y antiproliferativa, y por lo tanto
esta indicado para el tratamiento de ciertas infecciones virales y de tumores, su expresion
enddégena aumentada se asocia a numerosas desoérdenes inflamatorios y enfermedades
autoinmunes donde la citoquina puede ser un factor en el inicio o en el mantenimiento de la
patologia. En la actualidad, varios mAbs se comercializan para numerosas indicaciones y
muchos se encuentran en etapas de ensayos clinicos, representando el IFN-a un potencial

candidato para este tipo de terapias basadas en anticuerpos.

En el presente trabajo se obtuvo un panel de 11 mAbs (CA1A3, CA2G7, CA5ES,
CA8B7, CA9C3, CB13A7, CB15D7, CB24D5, CB27H2, CB29D3 y CB33B3) que
demostraron capacidad de reconocimiento especifico de rhIFN-a2b inmovilizado en fase
soélida. De igual manera, todos los mAbs exhibieron capacidad para reconocer a la citoquina
en su estado nativo, observandose un rango de afinidades que oscil6 entre 1,7.10° M™* y
1,4.10"° M™.

En una etapa posterior, se estudid la especificidad de los epitopes reconocidos por
cada mAb, estableciendo una ubicacion relativa de los mismos en la molécula del rhIFN-a2b
mediante ensayos de competicion entre pares de mAbs. De esta manera, fue posible
clasificar a los anticuerpos segun se capacidad para reconocer 4 areas de la citoquina
relativamente diferentes entre si (I, I, Il y IV) identificandose, para un area en particular,
variaciones en el comportamiento de los mAbs que la mapearon.

Con el objeto de seleccionar mAbs apropiados para desarrollar metodologias
inmunoquimicas Utiles para la deteccion y cuantificacion del rhIFN-a2b se realizaron
ensayos de Western-Blot, Dot-Blot y ELISA sandwich. En general, los mAbs que mapearon
las regiones | y Il de la molécula, y particularmente el mAb CB27H2, demostraron utilidad

para llevar a cabo cualquiera de los métodos inmunoquimicos planetados.

En ensayos de neutralizacion de la actividad biolégica in vitro del rhiIFN-a2b los
mAbs CA1A3 y CB27H2 mostraron la mayor accion neutralizante. Los mAbs CB15D7,
CA2G7, CASE6 y CB29D3 neutralizaron en diferente medida la actividad antiviral de la
citoquina, observandose en general un mayor grado de neutralizacién cuando la afinidad de

los mAbs fue mayor.



Teniendo en cuenta la habilidad neutralizante de la actividad biologica in vitro del
IFN-a2b, la capacidad para mapear diferentes areas moleculares de la citoquina y el valor
de sus constantes de afinidad, los mAbs CA1A3, CA5E6, CB15D7 y CB27H2 fueron
seleccionados para la preparacion de fragmentos recombinantes scFv. Los fragmentos scFv
CA5E6 y CB27H2 fueron producidos en forma soluble en el espacio periplasmico de la

bacteria E. coli HB2151 y purificados mediante cromatografia de afinidad.

Se llevaron a cabo ensayos para medir la constante de afinidad de cada fragmento.
En el caso del scFv CA5E6 no se observéd una disminucion significativa de la afinidad con
respecto al mAb completo (1,50 .10° M y 2,20 10° M, respectivamente). Por otro lado, el
fragmento CB27H2 present6 una disminucién notable en su afinidad comparandolo con su
correspondiente mAb (0,37 .10° M™ y 11,00 10® M, respectivamente). Adicionalmente, el
fragmento CA5E6 demostré capacidad para neutralizar, en grado diverso, la actividad
biologica antiviral de un grupo heterogéneo de hIFN-as, incluidas las especies comprendidas

en los denominados IFN leucocitario y linfoblastico.

Se plante¢ la posibilidad de mejorar la afinidad del scFv CASEG6. Para ello, a partir de
su secuencia nucleotidica se generé una biblioteca de scFvs mutados que posteriormente
se analiz6 mediante una variante de la técnica de phage-display. Con esta metodologia se
obtuvo un panel de 11 scFv solubles con un nimero de mutaciones que vari6 entre 1 y 4
sustituciones aminoacidicas. La mayoria de los fragmentos mutados exhibieron constantes
de afinidad que no demostraron diferencias significativas con el anticuerpo original (valores
entre 1,0.10% y 1,7 .10® M™). Por otro lado, el scFv EP18 y el EP33 mostraron un incremento
en su constante de afinidad (3,50 108 M1 y 3,20 108 Mt respectivamente). Adicionalmente,
se estudi6 la capacidad neutralizante de la actividad biologica anti-viral in vitro del hIFN-a
por parte de ambos fragmentos. El scFv EP18 demostré una capacidad neutralizante
levemente superior al fragmento CA5SE6 “wild type” (0,20 nM y 0,40 nM, respectivamente),
mientras que fue necesaria una mayor concentracion del scFv EP33 (1,00 nM) para

neutralizar la misma masa de rhIFN-a2b.

En conclusion, se obtuvo un fragmento recombinante a partir de un mAb (CA5EG6)
seleccionado por sus caracteristicas de union con el rhIFN-a2b que fue capaz de inhibir la

accioén antiviral de un conjunto heterogéneo de hiFN-as, optimizandose su afinidad hasta el



Xi

punto, en una primera instancia, de incrementar el valor de la correspondiente al mAb
completo original (3,50 .10° M del scFv EP18 frente a 2,20 10 M™* del mAb CA5ES.

Por otro lado, se evalué la actividad neutralizante in vivo de la actividad antitumoral
por parte del mAb CA5E6 parental utilizando células PC-3 tumorales humanas implantadas
en ratones nude atimicos. En este ensayo se observé que los grupos de ratones
correspondientes a los tratamientos con rhIFN-a2b y con esta citoquina en presencia del
mAb CA5E6 exhibieron una diferencia significativa (p = 0,011) entre los pesos promedios de
los tumores correspondientes a los dos tratamientos (0,39 g y 0,92 g, respectivamente).
Asimismo, no se observd diferencia significativa (p =0,3) entre el grupo control (sin
rhiIFN-a2b) y el grupo de animales tratados con el mAb CA5E6, confirmando el bloqueo de

la actividad biol6gica del IFN.

En sintesis, es posible concluir que el mAb CA5E6 fue capaz de neutralizar la accion
antiproliferativa de la citoquina en un sistema in vivo, proyectando el potencial terapéutico de

esta inmunoglobulina.
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SUMMARY

Despite IFN-a presents antiviral and antiproliferative activities, and thus being
indicated for certain viral infections and tumour treatment, its increased endogenous
expression is associated with inflammatory disorders and autoimmune illnesses, in which
cytokine can be a factor either in the beginning or in the maintenance of the pathology.
Nowadays, various mAbs are commercialized for numerous indications and many of them
are in clinic test stage, being IFN-a a potential candidate for these type of antibody-based

therapies.

In this work, a panel of 11 mAbs was obtained (CA1A3, CA2G7, CA5E6, CA8BY7,
CA9C3, CB15D7, CB24D5, CB27H2, CB29D3 and CB33B3), showing capacity for specific
recognition of rhIFN-a2b, immobilized in solid phase. In the same way, all mAbs exhibited
capacity to recognise the cytokine in its native state, observing an affinity range between
1.7 .10'M*and 1.4 .10 M™.

In a later stage, the specificity of epitopes recognised for each mAb was studied,
establishing their relative position in the rhIFN-a2b molecule through competition tests
between mAbs pairs. In this way, it was possible to classify the antibodies according to their
capacity to recognise 4 areas of the cytokine relatively different between themselves (I, 11, llI
and V). It was identified variations, for a particular area, in the behaviour of the mAbs that

mapped it.

With the aim of selecting the appropriate mAbs to develop immunochemical
methodologies useful for the detection and quantification of rhIFN-a2b, Western-Blot, Dot-
Blot and ELISA sandwich tests were done. In general, the mAbs that mapped the molecule’s
regions | and Il, and particularly the CB27H2 mAb, showed utility to perform the

immunochemical methods mentioned.

In neutralization tests of rhIFN-a2b in vitro biological activity, the CA1A3 and CB27H2
mADbs presented the highest neutralizing action. The CB15D7, CA2G7, CA5E6 and CB29D3
mADbs neutralized differently the cytokine’s antiviral activity, and it was observed a higher
degree of neutralization when the mAbs affinity was higher.
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According to the neutralizing ability of rhIFN-a2b in vitro biological activity, the
capacity to map the cytokine’s different molecular areas and its affinity constant value, the
CA1A3, CA5E6, CB15D7 and CB27H2 mAbs were selected to prepare scFv recombinant
fragments. The CASE6 and CB27H2 scFv fragments were produced in soluble form in the E.

coli HB2151 bacteria periplasmatic space and purified through affinity chromatography.

Tests to meassure the affinity constant of each fragment were carried out. In the
case of CA5E6 scFv, it was not observed a significant diminution of the affinity, as regards
the complete mAb (1.50 .10® M* and 2.20 .10®° M, respectively). The CB27H2 fragment
presented a notable diminution in its affinity compared with its corresponding mAb (0.37 .10°
M™ and 11.00 .10° M, respectively). In addition, the CASE6 mAb fragment showed capacity
to neutralised, in diverse degree, the antiviral biological activity of an heterogeneous group of

hIFN-as, including the species present in leucocitary and linfoblastic IFN.

The possibility to improve the CASE6 scFv affinity was considered. Consequently, a
library of mutated scFvs was generated from its nucleotidic sequence, which was later
analysed using a variant of the phage-display technique. With this methodology, a panel of
11 soluble scFv was obtained, with a number of mutations which oscillated between 1 and 4
aminoacidic substitutions. Most of the mutated fragments exhibited affinity constants that did
not present significant differences, in comparison to the original antibody (values
between1.0 .10% and 1.7 .10° M™). On the other hand, the EP18 and EP33 scFv had an
increase in its affinity constant (3.50 .10° M™and 3.20 .10° M, respectively). Additionally, the
neutralizing capacity of the rhIFN-a in vitro biological activity in both fragments was studied.
The EP18 scFv presented a slightly superior neutralizing capacity to wild type CASE6
fragment (0.20 nM and 0.40 nM, respectively), whereas a higher concentration of EP33 scFv

(1.00 nM) was necessary to neutralise the same rhIFN-a2b mass.

In conclusion, a recombinant fragment was obtained from a mAb (CA5E6) selected
from its interaction characterisitcs with the rhIFN-a2b capable to inhibit the antiviral action of
an heterogeneous group of hIFN-as, optimizing its affinity up to the point to, in a first
instance, increase the value of the corresponding to the original complete mAb (3.50 .10° M™*
of the EP18 scFv in contrast with 2.20 10° M™ of the CA5E6 mAb).
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Besides, the in vivo neutralizing activity of the parental CASE6 mAb antitumoral
activity was evaluated, using humane tumoral PC-3 cells implanted in atomic nude mice. It
was observed that the groups of mice corresponding to the treatment with rhIFN-a2b and
with this cytokine in presence of the CAS5E6 mADb, exhibited a significant difference in the
average weight of both treatments (0.39 g and 0.92 g, respectively). Aditionally, the control
group (rhIFN-a2b) and the group of animals treated with the CASE6 mAb did not show a
significant difference (p=0.3), confirming the blockage of the IFN biological activity.

To summarize, it is possible to conclude that the CASE6 mAb was capable of
neutralizing the cytokine’s antiproliferative action in an in vivo system, projecting the

therapeutical potential of this immunoglobulin.



INTRODUCCION

1. Interferén alfa

1.1. Breve resefia histérica

En 1957 los vir6logos Alick Isaacs y Jean Lindemann, en un experimento
considerado clasico, descubrieron que un factor proteico presente en el sobrenadante de
cultivos de tejido embrionario de pollo, incubado con el virus influenza inactivado,
demostraba la capacidad de proteger a los tejidos sanos de la infeccién del virus activo.
Debido a que la sustancia interferia con la accion del virus, la denominaron interferén (IFN)
(Pestka, 1982; Gresser, 1984; Meager, 1998). Estudios posteriores demostraron que el IFN
también podia ser producido por células humanas y era activo contra un amplio espectro de
virus, hecho que despert6é un considerable interés médico y cientifico.

Debido a que el interferon es producido naturalmente en bajas concentraciones,
tanto su caracterizacion molecular como la evaluacion de sus propiedades clinicas sélo
pudieron efectuarse transcurridos mas de 20 afios desde su descubrimiento. El
advenimiento de los métodos de produccién en gran escala y el simultaneo desarrollo de
procedimientos eficientes de purificacion en la década del '70 (Knight, 1976), permitieron

obtener IFN en cantidad y calidad suficientes para su caracterizacion y uso clinico.

Posteriormente, se descubrio que el IFN no era una proteina Unica sino que
probablemente existian diferentes tipos moleculares. La caracterizacion completa del IFN no
se logroé hasta finales de la década del '70 con el surgimiento de la tecnologia del ADN

recombinante.

De esta manera, el IFN fue la primera citoquina clonada, completamente
secuenciada, producida en forma recombinante y purificada hasta homogeneidad.
Finalmente, luego de una prolongada y problematica historia de ensayos clinicos fallidos, el
IFN fue la primera de estas proteinas en alcanzar la etapa de comercializacién para su
aplicacion clinica, sefialando el comienzo histérico de la industria biotecnologica
farmacéutica.



1.2. Nomenclatura y clasificacion de los interferon  es

Los interferones fueron clasificados originalmente de acuerdo con los tipos celulares
gue los producian: IFN leucocitario, fibroblastico e inmune. En base a la creciente evidencia
de la existencia de distintas formas moleculares de IFN, un comité internacional de
nomenclatura introdujo el sistema del alfabeto griego para identificar a los distintos tipos de
IFNs conocidos. De esta manera, el IFN leucocitario se designé como IFN-a, el IFN

fibroblastico se denomind IFN-B y el IFN inmune se convirtié en el IFN-y.

Nuevas complicaciones surgieron cuando se revel6 que el IFN leucocitario consistia
en una mezcla de varias proteinas estrechamente relacionadas (subtipos) codificadas por
distintos genes cromosomales (Nagata y col., 1980). Por lo tanto, se propusieron dos
sistemas de nomenclatura, uno alfabético y otro numérico, para referirse a los distintos
subtipos de IFN-a sin una apropiada correspondencia entre ambos (Meager, 1998). Sin
embargo, el sistema numérico es el que prevalece en la actualidad. A diferencia de lo que

ocurre con el IFN-a, el IFN-B y el IFN-y son especies representadas por una sola proteina.

Por otro lado, existe una clasificacién paralela de los interferones inicialmente basada
en la capacidad de preservacion de su actividad antiviral frente a la acidificacion a pH 2. De
esta manera, se denomind IFN tipo | a aquellos interferones estables en condiciones &cidas
e IFN tipo Il a los &cido-labiles. Los IFNs-a/B han sido agrupados como IFNs tipo I, no s6lo
por la estabilidad a pH 2, sino también debido a la extensa homologia en sus secuencias
aminoacidicas y a la observacion de que todos ellos se unen a un receptor comun de la
superficie celular. Recientemente se aislaron nuevos miembros de esta familia de IFNs, el
IFN-w humano, con propiedades biolégicas similares a los IFNs-a/B, el IFN trofoblastico
(IFN-1), producido en embriones de rumiantes (Donnelly, 1994) y el IFN-8, el mas pequefio
de todos los IFNs que s6lo ha sido encontrado en trofoblastos de cerdo (Lefevre y col.,
1998).

El dnico IFN de tipo Il que se conoce es el IFN-y, el cual en vez de ser inducido
directamente por una infeccion viral, es sintetizado por linfocitos T activados y células NK
(natural killer) en respuesta al reconocimiento de células infectadas. A diferencia de los
anteriores, el IFN-y es labil en condiciones acidas y actla a través de un receptor diferente
(Petskay col., 1983; De Maeyer y De Maeyer-Guignard, 1994; Bekisz y col., 2004).



1.3. Genes e inductores de la sintesis de IFNs tipo |

Los genes de los IFNs tipo | humanos se encuentran agrupados en el brazo corto del
cromosoma 9. Hay por lo menos 14 genes no alélicos funcionales de IFN-a, uno de IFN-B y
uno de IFN-w. Adicionalmente a estos genes funcionales, por lo menos 5 pseudogenes se
encontraron en esta region (Donnelly, 1994; Meager, 1998). Se ha determinado que los
diferentes genes de IFN-a presentan un alto grado de homologia. Sin embargo, todos ellos
demuestran menor homologia con el gen de IFN-B. No obstante, todos los genes de los
IFNs de tipo | comparten la caracteristica de no poseer intrones (Capon y col., 1985), lo que
sugiere un muy antiguo origen a partir de un gen ancestral comun. Hipotéticamente, los
genes de IFN-a e IFN-$ se habrian desdoblado hace unos 500 millones de afos, mientras
que la diversificacion de su estructura habria tenido lugar mas recientemente (Weissmann y
Weber, 1986).

Todos los genes de IFN son normalmente silentes y se expresan transitoriamente
tras la induccion de una variedad de estimulos exdgenos. Los IFNs son sintetizados a partir
de sus respectivos ARN mensajeros y son secretados para actuar, via receptores
especificos de la superficie celular, sobre otras células. Su produccién dura pocas horas
luego de la induccién debido principalmente a la inestabilidad del ARN mensajero y a la

rapida inactivacion de la transcripcién de los genes.

Un amplio rango de inductores, incluyendo virus, bacterias, micoplasmas,
endotoxinas, ARN doble cadena y algunas citoquinas como el factor estimulante de
colonias 1, la interleuquina-1 (IL-1), IL-2 y el factor de necrosis tumoral, han demostrado ser
eficientes en la activacion de la trascripcion de los genes de interferén tipo | (Donnelly, 1994;
Meager, 1998). Estos inductores tienen, en general, el potencial de promover la expresion
de todos los genes de IFNs del tipo I; sin embargo, se supone que combinaciones de células
e inductores selectivamente especificos establecen el tipo y numero de genes de IFN que se
expresan. Asi, el IFN-a (como una mezcla de subtipos) y el IFN-w pueden ser producidos
simultaneamente luego de una infeccion viral de linfocitos virgenes o monocitos/macréfagos
(Adolf, 1990). Adicionalmente, la proporcién de subtipos de IFN-a puede variar dependiendo
del tipo de virus utilizado como inductor (Finter, 1991), sugiriendo que los genes de IFN-a
pueden ser expresados diferencialmente. Por otro lado, los fibroblastos diploides humanos

estimulados por virus producen principalmente IFN-f3 y s6lo cantidades pequefias de IFN-a.



1.4. Mecanismos de accién

Los interferones ejercen sus acciones en las células blanco interaccionando con
receptores especificos presentes en la superficie celular. Como consecuencia de esta union
de alta afinidad, se produce una sefial que es trasmitida por el receptor a través de la

membrana celular hacia el citoplasma y el nicleo.

Estos receptores se encuentran en bajo niumero (100-5.000 moléculas por célula) en
la mayoria de las células humanas independientemente de su origen, incluso sobre células
qgue responden escasamente al interferon. Experimentos de unién competitiva permitieron
concluir que los IFN-a, IFN-B e IFN-w interactian con un mismo receptor (Uzé y col., 1994;
Meager, 1998; Lewerenz y col., 1998; Piehler y col., 2000), mientras que el IFN-y se une a
un receptor diferente. Todos los IFNs tipo | compiten por un sitio comun de unién sobre las
células humanas. Sin embargo, los subtipos individuales de IFN-a muestran distintos niveles
de actividad sobre las células, lo que estaria relacionado con su capacidad de union a la

superficie celular (Meager, 1998).

El receptor de los IFNs tipo | estd formado por 2 proteinas con dominios de
transmembrana denominadas IFNAR-1 e IFNAR-2. Estos dos componentes se asocian
luego de la unién de una molécula de IFN tipo I, iniciandose la transduccion de sefiales a
través de la membrana plasmética (Foster y Finter, 1998). Sin embargo, no se descarta el
requerimiento de otros componentes de la superficie celular para que los receptores sean
completamente funcionales e, incluso, que haya receptores de IFN alternativos (Meager,
1998).

Ambas proteinas del receptor se encuentran codificadas por genes ubicados en el
cromosoma 21. La subunidad IFNAR-1 es una proteina altamente glicosilada, con una masa
molecular aparente de 135 kDa, mientras que la subunidad IFNAR-2 también se encuentra
glicosilada y existe como una variante larga (115 kDa) o corta (55 kDa) como resultado de
un splicing alternativo del ARNm. Sin embargo, s6lo la asociacion de IFNAR-1 con la
variante larga de IFNAR-2 (IFNAR-2c) puede iniciar el camino de transduccion de sefales
(Lu y col., 1998; Roisman y col., 2001; Kunzi y Pitha, 2003). Se ha demostrado que la
subunidad IFNAR-2c es la responsable de la interaccion con el ligando, probablemente

reclutando en forma subsecuente a la subunidad IFNAR-1, la cual se requiere para la



formacion de un receptor de alta afinidad (Russel-Harde y col., 1995; Chuntharapai y col.,
1999).

Una vez que el IFN se une a su receptor, se induce la activacion de tirosinas
quinasas no-receptoras [Tyk2 (Tyrosine Kinase-2) y JAK 1 (Janus Kinase-1)], asociadas a
su dominio citoplasmatico, que fosforilan residuos tirosina de las proteinas denominadas
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription; Foster y Finter, 1998). El
complejo STAT, que interacciona con el receptor, esta formado por las proteinas STAT-1a,
STAT-1b y STAT-2. Tanto la STAT-1a como la STAT-1b pueden asociarse con la STAT-2
luego de su fosforilacion. Las proteinas STAT formando trimeros son translocadas al nacleo
y se combinan con una proteina de union al ADN, p48 (de 48 kDa, también denominada
IRF-9), para formar un factor de transcripcion denominado ISGF-3 (IFN-Stimulated Gene
Factor-3; Meager, 1998). Dicho factor de transcripcion se une a una secuencia de ADN
denominada ISRE (IFN-Stimulated Response Element), presente en la region promotora de
los genes inducibles por IFN, generando su transcripcion a ARN mensajero para la sintesis
de las proteinas mediante las cuales los IFN de tipo | ejercen finalmente sus actividades

bioldgicas.

1.5. Actividades bioldgicas asociadas al IFN detip ol

Los IFNs poseen actividad biolégica pleiotrépica debido a su capacidad para inducir
una gran variedad de efectos sobre sus células diana, los cuales son llevados a cabo por la
accion de proteinas sintetizadas en las células una vez que los IFNs han interaccionado con
su receptor, tal como se describiera anteriormente. Sus principales funciones bioldgicas
incluyen actividad antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora (Pestka, 1982; Donnelly,
1994; Meager, 1998; Foster y Finter, 1998; Meager, 2001).

1.5.1. Actividad antiviral

Los IFNs de tipo | poseen un importante rol en la resistencia del huésped a la
infeccion viral, ya que ocupan la primera linea de defensa previa a la activacion de los
mecanismos inmunes. En contraste con la alta especificidad del sistema inmune, los IFNs
ofrecen proteccion contra un amplio espectro de virus, ya sea virus a ARN simple hebra
(positiva y negativa) y doble hebra y virus a ADN, asi como también contra otros

microorganismos de replicacién intracelular (Krim, 1980)



A pesar de la existencia de un gran nimero de virus que presentan diferentes
estrategias de replicacion, muchos de ellos pueden ser eliminados mediante un conjunto de
proteinas antivirales inducidas por IFN. Un ejemplo extensamente caracterizado es la familia
de enzimas colectivamente conocidas como “2’-5'A sintetasa”, que en presencia de ARN
doble cadena (intermediario frecuente de la sintesis de ARN viral) cataliza la formacion de
un oligonucledtido inusual que, seguidamente, activa a una endonucleasa latente
denominada ARNasa L (Sen y Lengyel, 1992). Una vez activada, la enzima ARNasa L
degrada el ARN mensajero viral (y celular) inhibiendo de esta manera la sintesis de
proteinas virales. Los virus ARN pequefios, de replicacion citoplasmatica, son los
mayoritariamente inhibidos por la activacion de la 2’-5’'A sintetasa (Sen y Lengyel, 1992).
Otro importante factor antiviral inducido por IFN es una proteina quinasa dependiente de
ARN doble cadena, conocida como PKR, que en su forma activa fosforila el factor de
iniciacién elF2, involucrado en la translocacidn polirribosomal del ARN mensajero durante la
sintesis proteica. El elF2 fosforilado es inactivo y, de este modo, la sintesis proteica viral es
inhibida. Esta inhibicién ha sido asociada con la pérdida de la capacidad replicativa de los

reovirus y los rhabdovirus, tales como el Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV).

La 2’-5'A sintetasa y la PKR constituyen mecanismos antivirales muy generales que
potencialmente podrian afectar a un amplio rango de virus. Sin embargo, el IFN puede
inducir ciertas proteinas que son capaces de inhibir especificamente a una clase
determinada de virus. Por ejemplo, las proteinas de resistencia a Myxovirus (Mx) inducidas
por IFN bloguean la replicacion del virus Influenza sin afectar la replicacién de otros virus.
Por otro lado, cabe la posibilidad de que existan otros mecanismos y proteinas antivirales,
debido a la potencialidad del IFN de actuar a nivel de diferentes etapas en la secuencia de la
replicacion viral, incluyendo la penetracion, desnudamiento y ensamblaje de la progenie
viral, asi como de afectar la transcripcion y la traduccion del acido nucleico (Sen y Lengyel,
1992).

1.5.2. Actividad antiproliferativa

Los IFNs pueden inhibir el crecimiento de células normales y tumorales. Sin

embargo, la sensibilidad celular a los efectos antiproliferativos es extremadamente

dependiente de la estirpe celular.



La actividad de las enzimas 2'-5'A sintetasa y PKR afectan también el crecimiento y
la proliferacién celular. En presencia de IFN, las enzimas se encuentran activas reduciendo
la sintesis proteica en general, pero debido a que la sintesis de proteinas virales, en
particular, es anormalmente répida, el efecto inhibitorio sobre la replicacion viral es mas

dramatico que sobre el lento y complejo crecimiento celular.

Estudios recientes han sugerido que la PKR actia normalmente como un “supresor
tumoral”. Por esto, uno de los mecanismos por los cuales el IFN inhibe la proliferacion
celular podria manifestarse a través de su capacidad para inducir la expresion/activacion de
la PKR. Se ha demostrado también que el IFN-a inhibe la quinasa CDK-2 (proteina
involucrada en el ciclo celular), hecho que podria contribuir a la actividad antiproliferativa
(Zzhang y Kumar, 1994).

El sistema 2°-5"A sintetasa-RNasa L y una variedad de otros mecanismos inducidos
por IFN, incluyendo supresion de oncogenes, reduccion de metabolitos esenciales e
incremento de la rigidez celular, estarian involucrados en el desarrollo de la actividad

antiproliferativa y antitumoral (Meager, 1998).

Ademas de las lineas celulares tumorales, los IFN-a/B tienen actividad
antiproliferativa sobre las células precursoras hematopoyéticas, por ejemplo, de la estirpe
mieloide. Adicionalmente, estos interferones demuestran una potente actividad inhibidora de

la angiogénesis.

1.5.3. Actividad inmunomoduladora

Los IFNs son importantes moduladores del sistema inmune tanto sobre la inmunidad

innata como sobre la adquirida.

La citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC,
Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) es potenciada por los IFNs de tipo I,
posiblemente a través del aumento de la expresion de receptores para el Fc de las 1gG
(Meager, 1998).

Los interferones pueden incrementar la expresion de moléculas de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex), que

resultan cruciales para el reconocimiento de antigenos extrafios por medio de los linfocitos T



citotoxicos (CTL, Cytotoxic T Lymphocytes, CD8"). El reconocimiento de células infectadas
con virus por los CTL depende de la presentacion de los antigenos virales asociados a las
moléculas clase | del MHC en la membrana celular. Otro tipo de leucocitos, conocidos como
células citocidas naturales (NK, Natural Killer), también son activados por el IFN para
combatir una gran variedad de células infectadas o células tumorales independientemente
de la expresion del MHC (Meager, 1998).

1.6. Interferén- a

1.6.1. Subtipos de IFN- a

Como se mencion6 anteriormente, el IFN-a humano no esta representado por una
Unica molécula, sino que consiste en una familia de 14 proteinas estructuralmente
relacionadas, las cuales se distinguen empleando una nomenclatura numérica: IFN-al,
IFN-a2, IFN-04, IFN-a5, IFN-a6, IFN-a7, IFN-a8, IFN-al1l0, IFN-al13, IFN-a14, IFN-al6,
IFN-a17, IFN-a21 e IFN-a22 (Bekisz y col., 2004). Numerosos trabajos se han centrado en
la identificaciéon y caracterizacién de dichos subtipos mediante su produccion empleando
fuentes naturales. Por ejemplo, se han aislado 9 clases de IFN-a producidas por linfocitos de
sangre periférica humana luego de su induccion con virus Sendai (Nyman y col., 1998a),
mientras que se pudieron identificar 5 variantes de IFN-a en células Namalwa infectadas con

el mismo virus (Allen y Fantes, 1980).

Todos los subtipos de IFN-a son proteinas de secrecion, por lo que son sintetizadas
cCoOmo precursores que poseen un peéptido seflal de 23 aminoacidos en su extremo
N-terminal. El péptido de secrecion es clivado para dar lugar a las proteinas maduras, que
contienen 166 amino&cidos, con excepcion del IFN-a2, cuya longitud se reduce a
165 aminoacidos por carecer del residuo acido aspartico en la posicién 44.

Las diferentes especies de IFN-a comparten entre un 75 y un 99% de homologia en
Su secuencia aminoacidica, con 79 residuos conservados de un total de 166 aminoacidos.
Las proteinas IFN-al e IFN-al3 son idénticas y difieren s6lo en un aminoacido de su péptido
sefial. Los pares a4/a7, a4/al7, a5/a22 y a8/al0 presentan un alto grado de homologia, con
s6lo 7 a 9 residuos diferentes. El IFN-a2 posee tres variantes alélicas, IFN-a2a, 2b y 2c, las
cuales difieren en 1 o 2 aminoécidos. De esta manera, mientras que el IFN-a2a presenta

lisina en la posicion 23, el IFN-a2b y el IFN-a2c presentan arginina. Ademas, el IFN-a2c



posee una arginina adicional en lugar de histidina en la posicion 34 (Kontsek, 1994; Bekisz y
col., 2004).

La masa molecular aparente promedio de los subtipos de IFN-a producidos en
forma recombinante en bacterias, calculada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con el agregado de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), es de
aproximadamente 19 kDa. Sin embargo, la masa molecular del IFN-a derivado de leucocitos
humanos inducidos por el virus Sendai varia entre 17,5 y 23,3 kDa, demostrando la
existencia de modificaciones post-traduccionales en por lo menos uno de los subtipos
(Rubinstein y col., 1979; Goeddel y col., 1980; Petska y col., 1983; Zoon y col., 1992;
Kontsek, 1994).

La heterogeneidad de los subtipos de IFN-a también queda demostrada por el
amplio rango de punto isoeléctrico observado, el cual oscila entre pH 4,5 y 6,9 (Kontsek,
1994).

La mayoria de las especies de IFN-a no contiene sitios consenso para
N-glicosilacion, con excepcion del IFN-al4, que posee dos de los mencionados sitios, uno
en la Asn2 y otro en la Asn72, de los cuales sélo el segundo se encuentra ocupado (Nyman
y col.,, 1998a; Nyman y col., 1998b). Por otro lado, el Unico subtipo en donde se ha
demostrado fehacientemente la existencia de O-glicosilacién es el IFN-a2, que contiene el
disacarido galactosil-N-acetilgalactosamina unido a la Thr106. El analisis de la estructura de
los carbohidratos de IFN-a2 de leucocitos humanos mediante espectrometria de masas
indicé que dicho nucleo glicosidico se encuentra unido a uno o dos residuos de acido N-
acetilneuraminico en una proporcién de moléculas, mientras un disacéarido (probablemente
N-acetilactosamina) esta presente en el resto de la poblacion proteica. El IFN-a2 producido
en células CHO también demostré estar O-glicosilado en la misma posicién, siendo
mayoritaria la poblacibn de moléculas que contienen dos residuos de &cido
N-acetilneuraminico unidos al mismo nicleo. Debido a que solo las tres variantes alélicas de
este subtipo contienen una Thr en la posicion 106, es posible que el mismo represente el
tnico IFN-a O-glicosilado (Adolf y col., 1991; Sugyiama y col., 1993; Nyman y col., 1998b).
El rol de los oligosacéaridos en el IFN-al4 y en el IFN-a2 no se encuentra claramente
establecido. La presencia de carbohidratos no es esencial para su actividad biologica, pero
la glicosilacion podria tener efectos sobre la farmacocinética, inmunogenicidad y estabilidad

de las proteinas.
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Se desconoce el significado bioldgico de la existencia de tal multitud de especies de
IFN-a, aunque se piensa que las mismas podrian poseer patrones cuantitativamente
diferentes de actividad biol6gica antiviral, inhibidora del crecimiento y estimuladora de

células NK.

1.6.2. Estructura del IFN- a2

Los primeros modelos tridimensionales de los IFNs de tipo | humanos fueron
predichos en 1982 teniendo en cuenta sus secuencias aminoacidicas. Mas recientemente, la
estructura terciaria del IFN-a2b cristalizado fue revelada mediante cristalografia de rayos X
(Radhakrishnan y col., 1996), mientras que la correspondiente al IFN-a2a en solucion fue
analizada mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) (Klaus y col.,
1997).

Estos estudios demostraron que el IFN-a2 posee una estructura globular
consistente en cinco hélices a designadas con las letras A (Serl1l-Met21), B y B” (Thr52-
Ser68 y Lys70-Ala75), C (Glu78-1le100), D (Leull0-Glul32) y E (Prol37-Leul57), lo que
permite clasificar a esta proteina dentro del grupo de las citoquinas a-helicoidales. Las
hélices se encuentran conectadas por un segmento sobresaliente de gran longitud (lazo AB)
y tres segmentos cortos (lazos BC, CD y DE). Cada hélice es aproximadamente recta, con
excepcion de la hélice B que contiene una curvatura pronunciada de 70° cuyo centro es la
Thr69. La hélice a mas corta es la A, con 11 aminoacidos, mientras que las hélices restantes
contienen en promedio 20 aminoacidos cada una. La topologia de la molécula se asemeja al
motivo clasico de cuatro hélices (A, B, C y E) empaquetadas, con adicion de la hélice D que
se une al nlcleo mediante una interaccion hidrofébica entre la Thr120 y la Thr121 con la
Thr138 de la hélice E (Fig. 1). El nucleo de la estructura helicoidal (definido como aquellos
residuos que poseen menos de un 15% de accesibilidad al solvente) se compone
basicamente de residuos hidrofébicos, con excepcion de algunos residuos polares ocultos
gue forman varios puentes de hidrégeno que unen las hélices A, C, D y E. La considerable
homologia entre el IFN-02 y el resto de la familia sugiere que todos los otros miembros

presentarian esencialmente la misma estructura.

El nivel de organizacion estructural mas alto de la molécula de IFN-a2 se encuentra

en concordancia con el rol de los puentes disulfuro en la estabilizacion de su conformacién
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activa. Los cuatro residuos de cisteina conservados en casi todos los interferones de tipo |
(1, 29, 99 y 139) forman dos puentes disulfuro intramoleculares (Cys1-Cys98 y Cys29-
Cys138 para el IFN-02, teniendo en cuenta la ausencia del residuo Asp44). Se ha
demostrado que el enlace Cysl-Cys98 carece de un rol funcional o estructural. Sin
embargo, la integridad del enlace Cys29-Cys138 es critica para la actividad bioldgica del
IFN-a2 (Kontsek, 1994; Vilcek y Sen, 1996).

Fig. 1: Estructura del hIFN- «a2.

Representacion grafica en forma de cintas de la estructura tridimensional del hIFN-a2a. Las hélices a
(coloreadas en anaranjado) se designan con las letras A-E en la cercania de su extremo N-terminal.
Los extremos de la proteina se indican con las letras N y C. Los dos puentes disulfuro se muestran
mediante una representacion de esferas y bastones; los atomos de azufre se encuentran coloreados en
amarillo y los atomos de carbono en gris. La figura fue preparada empleando el programa Ribbons 2.0
(Klaus y col., 1997).

A partir de la homologia en la secuencia de aminoécidos del IFN-a y el IFN-B, puede
deducirse que el plegamiento tridimensional de ambos es muy similar. La comparacion de
sus estructuras terciarias permite superponer 116 atomos de Ca con una desviacion de
1,5 A. Las posiciones que difieren en méas de 2 A incluyen los residuos 6-9 del extremo
N-terminal, 22-33 y 40-51 del lazo AB, 69-76 de la curvatura en la hélice B y 154-159 del
extremo C-terminal. En la Fig.2 se muestra una alineacion de las secuencias de
aminoacidos del hIFN-a2b y el hIFN-B basada en la estructura tridimensional de ambos
(Radhakrishnan y col., 1996).
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|FN-Oz ... CDLPQTH SLGSRRTLM. LAQVRR SLF SCLKDRHDFG FPQEEF. GNQ FQKAETI PVL
IFN-B MBYNLLGFLQ RSSNFQUQKL LWILNGRLEY . CLKDRWNFD | PEEl KQLQQ FQKEDAALTI
1 11 21 30 40 50

I FN-azx  HEM QQ FNL FSTKDSSAAW DETLLDKFYT ELYQQLNDLE ACVI QGVGVT ETPLMKEDSI
I FN- YEMLQNI FAI  FRQDSSSTGW NETI VENLLA NVYHQ NHLK TVLEEKLEKE DFTRGKLMSS
60 70 80 90 100 110

I FN-o2n  LAVRKYFQRI TLYLKEKKYS PCAWEWRAE | MRSFSLSTN LQESLRSKE

I FN-B LHLKRYYGRI LHYLKAKEYS HCAW VRVE | LRNFYFI NR LTGYLRN . . .
120 130 140 150 160 166

Fig. 2: Alineacion de las secuencias aminoacidicas del IFN-a2b e IFN-B humanos basada en su
estructura tridimensional.

Las secuencias se numeran de acuerdo con la secuencia del IFN-B. En rojo se sefiala la Thr106 donde
se produce la O-glicosilacion del IFN-a2b. En verde se sefiala la Asn80 responsable de la
N-glicosilacion del IFN-B (adaptado de Radhakrishnan y col., 1996).

1.7. Usos clinicos del IFN- a

La potente actividad antiviral del IFN-a en conjuncion con su potencial accion
antitumoral impulsaron la produccion a gran escala de este interferon, con el fin de
emplearlo como agente terapéutico en el curso de enfermedades virales y malignas.
Actualmente, para uso terapéutico se emplea IFN-a humano recombinante (rhIFN-a)
producido en bacterias (E. coli) o su forma modificada por la adicion de polietilenglicol
(PEG-rhIFN-a). Las formulaciones farmacéuticas del rhIFN-a2a (Roferon-a®, Hoffmann La
Roche, Inc.) y de rhIFN-a2b (Intron-a®, Schering Plough) fueron las primeras aprobada por
la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamientote leucemias vellosas (LCV) en
EE.UU., en 1986. Ambas proteinas son producidas en E.coli y si bien carecen de
modificaciones post-traduccionales (O-glicosilacion en la Thr 106), conservan intacta la
actividad bioldgica del IFN-a2a natural. Actualmente, estos IFNs y sus variantes modificadas
(PEG-Intron®, Schering Plough y Pegasys, Hoffmann La Roche, Inc.) se encuentran

aprobadas en diferentes paises para los usos clinicos mencionados.

En determinados casos, su utilizacion origina la aparicion de efectos colaterales
indeseados, como sintomas semejantes al resfrio, fiebre, pérdida del apetito, pérdida de
peso y algunos efectos psicolégicos como depresién o ansiedad. Parte de estos sintomas
pueden explicarse considerando las elevadas dosis de citoquina que es necesario aplicar
durante los tratamientos dada su rapida inactivacion y eliminacion de los fluidos y tejidos
bioldgicos. Asi, empleando la via endovenosa, el tiempo de vida media en plasma del

rhIFN-02 es aproximadamente 4 h, alcanzando valores indetectables antes de las 18 h
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desde su administracion. El catabolismo de la citoquina es fundamentalmente renal
mediante filtracion glomerular y reabsorcion tubular, en la que se produce degradacién
proteolitica (Bino y col., 1982; Sotoca Momblona, 1999). Otras rutas de eliminacién
minoritarias incluyen inactivacion por proteasas séricas y endocitosis mediada por receptor
(Peleg-Shulman y col., 2004)

Tratamiento de enfermedades malignas

Como agente antitumoral, el IFN-02 se emplea en enfermedades hematoldgicas
malignas y ciertos tumores solidos. El cancer que presenta mayor respuesta al tratamiento
con IFN-a es una forma muy rara de leucemia de células B, conocida como leucemia de
células vellosas (LCV), reportandose una respuesta mayor al 80% (Gutterman, 1994). En
los pacientes con LCV, las “células vellosas” invaden el bazo y la médula 6sea. Se ha
confirmado que la terapia continua con IFN-a desarrollada durante varios meses permite
erradicar dicho infiltrado celular. El IFN-B y el IFN-y son menos efectivos contra esta
patologia. No todos los pacientes se benefician mediante el tratamiento con IFN-a debido al
desarrollo en muchos casos de anticuerpos neutralizantes de la actividad biologica,
particularmente cuando se utiliza rhIFN-a2 producido en bacterias. La terapia con IFN-a
también ha demostrado disminuir lentamente la progresion de la leucemia mieloide crénica
(LMC, Gutterman, 1994).

Otros ejemplos de enfermedades malignas (linfomas de células T cutaneos,
carcinoma de células renales, tumores epiteliales escamosos de cuello y cabeza de utero,
mieloma mudltiple y melanoma maligno) han demostrado en mayor o menor medida
susceptibilidad a la terapia con IFN-a, aunque generalmente con un menor porcentaje de

pacientes respondedores con respecto al tratamiento de la LCV y la LMC.

La neovascularizacién de los tumores primarios es un paso crucial para su desarrollo
y, por lo tanto, la actividad inhibitoria de la angiogénesis por accion del IFN-a podria tener
valor terapéutico en ciertos procesos malignos tempranos. El sarcoma de Kaposi,
frecuentemente encontrado en los pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), se ha considerado como un tumor angiogénico o una enfermedad angioproliferativa,
lo que explicaria el hecho de que el tratamiento con IFN-a produce la regresion de lesiones

en mas del 40% de los pacientes (Groopman y Scadden, 1989).
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Tratamiento de enfermedades virales

Actualmente, la aplicacion mas exitosa del IFN-a para el tratamiento de
enfermedades virales se centra en la terapéutica de la hepatitis crénica activa, causada
tanto por el virus de hepatitis B (HBV) como por el virus de hepatitis C (HCV) (Gutterman,
1994). Més del 40% de los pacientes con hepatitis B cronica activa respondieron a la terapia
con IFN-al] luego del tratamiento durante 6 meses, desapareciendo los marcadores de
infeccion viral y produciéndose posteriormente la seroconversion y la cura. En la infeccion
con HCV, algunos serotipos virales son mas sensibles al tratamiento con IFN-a que otros,
pudiendo ser necesario un tratamiento prolongado (mayor a 6 meses) para prevenir
recaidas (Gutterman, 1994). Tanto el IFN-a como el IFN-B han demostrado capacidad para
inhibir la replicacion in vitro del virus de inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1; Hartshorn y
col.,, 1987). Sin embargo, existen escasas evidencias que demuestren que la terapia con
IFN-a tenga algun efecto favorable a largo plazo en individuos con HIV-1 asintomatico o
pacientes con SIDA (Laney col., 1990), excepto quizds por la limitada regresion de las
lesiones ocasionadas por el sarcoma de Kaposi (Groopman y Scadden, 1989).

1.8. Efectos nocivos del IFN- a enddgeno

A pesar de las propiedades terapéuticas de esta citoquina, la liberacion excesiva de
IFN-a enddégeno como consecuencia de una infeccion viral aguda constituye un mecanismo
muy perjudicial para el huésped. Este fenémeno fue descripto en investigaciones llevadas a
cabo con ratones infectados por el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCM). En este
modelo, cuando se administré a los animales infectados anticuerpos anti-IFN-a/3 demostro
supresion de los sintomas de la enfermedad y disminucion de la mortalidad (Gresser, 1984).
Por otra parte, ha sido sefialado que muchos de los sintomas generales denominados “tipo
gripe” de una infeccion viral aguda imitan los efectos adversos observados en pacientes
tratados con preparaciones farmacéuticas de IFN recombinante: fiebre, convulsiones,
mialgia, fatiga, pérdida de peso y efectos inmunosupresores en médula 6sea que se
traducen en anemia, leucopenia y/o plaquetopenia. Adicionalmente, se han observado casos
clinicos de coagulopatias y esporadicos dafios renales. Estos datos sugieren que el IFN
inducido durante el proceso de infeccion viral, probablemente en conjuncién con otros
factores incluyendo citoquinas enddgenas, es el responsable de parte de la sintomatologia
gue presentan las enfermedades desarrolladas.
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Estudios realizados en pacientes sintométicos con serologia positiva para el HIV,
correlacionaron directamente los niveles detectables de IFN-a con la progresion y severidad
de la enfermedad (DeStefano y col., 1982; Kramer y col., 1992). El avance de esta patologia
esta determinado por la progresiva disminucién de los linfocitos T CD4", no s6lo por la lisis
de las células infectadas producida por el virus, sino también por el estado de anergia y
apoptosis inducido en las células T no infectadas, lo que provoca una disminucién
significativa de la respuesta inmune celular. El fendmeno de anergia esta asociado con la
desregulacion de varias citoquinas, incluyendo la sobreexpresion de IFN-a en etapas
tempranas de la infeccién del HIV. Por otro lado, la proteina Tat (transactivador de HIV-1)
que es producida por las células infectadas y secretada al medio extracelular durante la
infeccion aguda, actuaria como una toxina viral para las células sanas, induciendo su
apoptosis. Este efecto inmunosupresivo estaria mediado, en parte, por el IFN-a dado que la
proteina Tat aumenta marcadamente la sintesis de esta citoquina, generando un incremento

local de su concentracion en tejidos linfoides infectados con el HIV-1 (Zagury y col., 1998).

Se ha sefalado que la sobreinfeccién de portadores crénicos del HBV o HCV con el
virus de hepatitis A (HAV) se asocia con enfermedad hepética de mucho mayor severidad
con respecto a la infeccion provocada por el virus HAV en ausencia de los anteriores
(Locarnini, 2000), proponiéndose que la mayor agresividad de la enfermedad es el resultado
de la induccion de IFN-a durante la etapa aguda de la misma. Los virus hepatotropicos
generalmente no son citopéticos, sino que el dafio producido en el higado se asocia a la
respuesta inmune exacerbada del huésped. En este caso, la patogénesis estaria mediada
por IFN-a, entre otras citoquinas, que estimularia linfocitos T citotoxicos, los cuales

actuarian sobre las células hepaticas infectadas.

Otro caso comentado en la literatura es la fiebre hemorragica argentina causada por
el virus Junin, donde la presencia de elevados niveles de IFN-a (hasta 16.000 U.ml™?) se
correlaciona con la severidad de los sintomas y el prondstico desfavorable de la

enfermedad (De Maeyer y De Maeyer-Guignard, 1988; Levisy col., 1984).

Los efectos adversos de la liberacion de IFN-a endégeno no solo se han detectado
en los procesos infecciosos agudos de origen viral, sino también durante el curso de
numerosas enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico. En pacientes
gue manifiestan esta patologia, se han detectado niveles elevados de IFN-a inducido por la

accion de complejos inmunes sobre células mononucleadas de sangre periférica (Batteux y



16

col.,1999). Especificamente, durante la endocitosis de complejos inmunes, luego de
interaccionar con los receptores FcyRIl, la internalizacion de acidos nucleicos o proteinas
unidas a autoanticuerpos podria desencadenar la produccion de IFN-a, que seria el

causante de los sintomas de la mencionada enfermedad autoinmune.

Varias citoquinas, incluyendo el IFN-a y el IFN-y, se han visto implicadas en la
patogénesis de la diabetes tipo | o insulina dependiente (IDDM, por sus siglas en inglés) en
modelos animales y humanos. Se ha reportado la sobreexpresion del ARNm y la presencia
de IFN-a inmunorreactivo en células B de pacientes con IDDM (Foulis y col., 1987; Huang y
col., 1995). Aparentemente, la expresion local de IFN-a por parte de células pancreaticas en
respuesta a estimulos diabetogénicos, principalmente infecciones virales, podria
desencadenar el proceso insulinico. En consistencia con esta hipotesis, se ha documentado
la induccion de moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) por parte del IFN-a en células
endoteliales de los islotes pancredticos, la que podrian contribuir a la infiltracion vy

estimulacion de leucocitos durante la insulitis (Chakrabarti y col., 1996)

Recientemente, se ha demostrado la incidencia del IFN-a en el desarrollo de la
psoriasis (Nestle y col., 2005). Las células plamacitoides predendriticas (PDCs, por sus
siglas en inglés) infiltrarian la piel de pacientes afectados con psoriasis y se activarian para
producir IFN-a en las etapas tempranas de la enfermedad. A través de esta expresion se
produciria la activacion y expansion de células T autoinmunes en la piel sana, provocando el
desarrollo de la psoriasis. Si bien no se ha demostrado su relevancia funcional, las PDCs
también han sido encontradas en tejidos inflamados en el curso de otras enfermedades
autoinmunes tales como el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoidea.

2. Preparacion de un panel de mAbs

La obtencion de anticuerpos homogéneos con capacidad para interaccionar
especificamente con un determinado epitope y con caracteristicas reproducibles debido a la
produccion a partir de lineas celulares continuas, se hizo posible a partir del trabajo
publicado en el afio 1975 por Kdhler y Milstein. Estos autores introdujeron la tecnologia para
inmortalizar clones de células secretoras de inmunoglobulinas (linfocitos B) por medio de la
fusion con células de mieloma. Los anticuerpos producidos mediante esta estrategia

recibieron el nombre de anticuerpos monoclonales (mAbs). Debido a la exclusiva capacidad
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de interaccion monoespecifica, reproducibilidad y posibilidad de produccién continua de
grandes cantidades de mAbs, éstos han complementado y en algunos aspectos sustituido
las preparaciones de anticuerpos policlonales en la investigacion, la terapéutica, el

diagnostico y los procesos industriales.

La técnica desarrollada para la preparacion de mAbs implica la obtencion de una
célula denominada hibridoma. Los hibridomas son células somaticas inmortales que retnen
las propiedades de las células parentales que le dan origen. Estas células son, por un lado,
los linfocitos B, que se obtienen a partir de ratones inmunizados con un dado antigeno y
producen un anticuerpo especifico para un determinante antigénico en particular y, por otro
lado, las células de mieloma que le confieren a la célula hibrida la capacidad de reproducirse
indefinidamente en cultivo (inmortalidad). La fusién de ambos tipos celulares genera la linea
hibrida secretora de mAbs que relne la informacién genética de ambos tipos celulares: el
mieloma provee los genes que le confieren su inmortalidad y el linfocito B provee los genes

gue codifican para la expresién de la inmunoglobulina monoclonal.

La preparacion de esta clase de anticuerpos mediante la metodologia de
inmortalizacién de linfocitos B murinos, presenta tres aspectos fundamentales que deben

tenerse en cuenta para desarrollar con éxito el proceso denominado hibridizacion:

1. Emplear las células parentales adecuadas.
Definir las condiciones apropiadas del proceso de fusidn celular.
3. Elegir el sistema apropiado para la seleccién de células hibridas con respecto a

las células no fusionadas.

Como células parentales se utilizan células de mieloma defectivas en la enzima
HGPRT (Hipoxantina-Guanina Fosforribosil Transferasa) involucrada en la via de salvataje
de purinas, y células esplénicas que expresan la enzima HGPRT pero se caracterizan por

no crecer in vitro bajo condiciones de cultivo celular.

El proceso de fusion celular se realiza utilizando polietilenglicol (PEG) como
fusdgeno. Su empleo fue demostrado por primera vez por Pentocorvo (1975) y es aun el
agente de eleccion para la hibridizacion de células de mamifero. ElI PEG genera la fusién de
las membranas plasmaticas de las células adyacentes dando lugar a una célula hibrida que

contiene dos 0 méas nucleos. Esta célula heterocariota retiene el material genético hasta que
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las membranas nucleares se disuelven para iniciar la division mitética. Durante la mitosis y
posteriores generaciones de divisiones celulares, los cromosomas individuales son
segregados a las células hijas. Debido a la existencia de un numero anormal de
cromosomas, la segregacion de los mismos no siempre genera grupos cromosomicos
idénticos en las células de la progenie y algunos de ellos se pierden durante el proceso. Si
los cromosomas que se pierden codifican alguna de las secuencias necesarias para la
expresion de las inmunoglobulinas monoclonales, la produccion de las mismas se detendra
y resultara un hibrido no secretor o un hibrido inestable que continuara eliminando su

material genético. Finalmente, esto conducira a inestabilidad de la linea celular y muerte.

El método de seleccion de hibridomas consiste en enriquecer un medio de cultivo
celular con hipoxantina y timidina, agregando aminopterina como inhibidor de la sintesis de
novo de purinas. En estas condiciones s6lo sobreviven aquellas células que expresen la
enzima HGPRT. Dicha enzima utiliza guanina o hipoxantina para sintetizar purinas,
permitiendo la reutilizacion de las bases nitrogenadas (via de salvataje), debido a que la
sintesis de novo se encuentra bloqueada por la aminopterina. La adicion de timidina permite
a la célula sintetizar TMP (timidina monofosfato) via timidina kinasa (TK) (Goldbaum vy
Fossati, 1996). Debido a que las células de mieloma utilizadas se caracterizan por ser
defectivas en la enzima HGPRT (linea celular NSO), y a que las células esplénicas son
incapaces de crecer in vitro bajo condiciones de cultivo celular, sélo los hibridomas podran
crecer en este medio de seleccién, al haber incorporado en su genoma la informacién

necesaria para la expresion de dicha enzima.

En la actualidad, la utilizacion de mAbs incluye diversas aplicaciones (Merten, 1990).
Entre ellas se pueden mencionar ejemplos tan diferentes como la generacion de reactivos
de diagndstico para técnicas inmunoquimicas como ELISA, RIA, inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica, estudios inmunoquimicos, estructurales y funcionales sobre proteinas,
el uso inmunoterapéutico para tratamiento de patologias como cancer y rechazo de injertos.
Por otro lado, su empleo como reactivo para la purificacion de biomoléculas ha sido uno de
sus mayores éxitos. La cromatografia de afinidad basada en el uso de mAbs es
ampliamente utilizada como principal e incluso Unico paso de purificacion de proteinas. En
resumen, la tecnologia de produccién de mAbs ha significado un notable avance en areas

de desarrollo e investigacion biomédica, bioquimica y biotecnoldgica.
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3. Estructura de los anticuerpos

Los anticuerpos son el modelo arquetipico de proteinas multidominio. La molécula de
inmunogloblulina se ensambla a partir de dos cadenas proteicas presentes en dos copias
idénticas: la cadena liviana (aprox. 25 kDa) y la cadena pesada (aprox. 50 kDa) (Edelman y
col., 1969). Por un lado, cada cadena liviana se asocia a la mitad N-terminal de cada
cadena pesada para formar los dominios Fab de la molécula, mientras que de la union de
los extremos C-terminales de las cadenas pesadas se genera el dominio Fc (Fig. 3). Las
cadenas pesadas y livianas se encuentran covalentemente unidas mediante puentes
disulfuro, cuyo nimero y posicion varia dependiendo de la clase y subclase de anticuerpo.
De esta manera, la molécula resultante adopta la clasica estructura en forma de letra Y, con
los sitios de union al antigeno localizados en los extremos de cada region Fab. Esta
conformacion resulté finalmente demostrada con la primera estructura cristalografica de
rayos X de un anticuerpo monoclonal completo publicada en la década pasada (Harris y col.,
1997).

UNIGN DEL ANTIGEND

Fig. 3: Estructura modular de las inmunoglobulinas

En esta figura se esquematiza la estructura de una IgG tipica. Esta proteina esta constituida por dos
cadenas pesadas (H) y dos cadena livianas (L). Las cadenas livianas estan conformadas por un dominio
constante (C.) y un dominio variable (VL) mientras que las cadenas pesadas se componen de tres
dominios constantes (Cul, Ch2 y Cn3) y un dominio variable (Vu). Los dominios variables de ambas
cadenas constituyen el sitio de unién al antigeno (Fv). Dentro de cada dominio variable existen tres
loops denominados CDRs que proporcionan una mayor diversidad de secuencias y definen la
especificidad del anticuerpo. La porcién Fc, normalmente glicosilada, contiene los sitios de interaccion
con las moléculas efectoras y con una variedad de receptores Fc (adaptado de Brekke y Sandlie, 2006).

Las cadenas livianas pueden a su vez ser de dos tipos, K 60 A (isotipo de cadena

liviana) mientras que las pesadas pueden diferenciarse en cinco isotipos (4, Yy, d, 9, €)
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determinando la clase de inmunoglobulina del anticuerpo (IgM, 19G, IgA, IgD e IgE).
Asimismo, dependiendo de la especie animal, dentro de algunas clases encontramos

multiples subclases y variaciones alélicas.

Los anticuerpos son reactivos altamente especificos que proveen la clave de defensa
contra patdégenos, toxinas y otros agentes. Asimismo, los anticuerpos presentan dominios
que son efectores de funciones, algunas de las cuales se ejercen directamente y otras sélo
tienen lugar luego de la unidn antigeno-anticuerpo. Entre estas propiedades figuran
activacion del sistema complemento, fijacibn a mastocitos, linfocitos B, macréfagos,
atravesar membranas biolégicamente activas, regulacion de su ciclo catabdlico, entre otras
(Margni, 1996).

Las funciones efectoras y de unién al antigeno del anticuerpo pueden individualizarse
mediante el uso de enzimas proteoliticas. Por ejemplo, mediante la digestién con la enzima
papaina se generan tres fragmentos individuales: dos Fabs idénticos con capacidad de unir
al antigeno y un fragmento Fc que media las funciones efectoras y estabiliza toda la
molécula del anticuerpo completo. Los fragmentos Fab comprenden los dominios variable
(VL) y constante (C,) de la cadena liviana y los dominios variable (Vy) y constante 1 (C41) de
la cadena pesada (Fig. 3). Los dominios C_y Cu1 se asocian para formar la region constante
con una secuencia de aminoacidos y estructura tridimensional altamente conservada. Los
dominios V. y Vy, por su parte, dan lugar a la regién variable constituyente del sitio de unién
al antigeno. Esta region variable muestra, sin embargo, un alto grado de conservacién de
secuencia y estructura en los segmentos de laminas B que conforman los dominios
denominados frameworks (FR). El sitio de unién al antigeno propiamente dicho (Fv,
representado por las regiones Vy y V) esté constituido por seis loops (tres en cada cadena)
denominados regiones determinantes de la complementaridad (CDRs, por sus siglas en
inglés), o simplemente regiones hipervariables. Estas regiones, estabilizadas por los
segmentos frameworks, forman la superficie molecular del anticuerpo que efectivamente
contacta al epitope del antigeno. De esta manera, por la variacion de la cantidad y
composicion de aminodacidos en los CDRs se generan diversas estructuras que dan lugar a

las diferentes especificidades.
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4, Ingenieria de anticuerpos

El desarrollo de la ingenieria de anticuerpos fue impulsado por tres avances
tecnolégicos fundamentales. El primer paso esencial consistid en el desarrollo de métodos
de clonado y manipulacién de fragmentos de genes de anticuerpos basados en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y la aplicacion de esta técnica para la creacion de
grandes repertorios de genes de anticuerpo (Griffiths y col., 1994; Hoogenboom, 1997). En
segundo lugar, la produccion de fragmentos de anticuerpo funcionales en forma soluble en
la bacteria E. coli (Skerra y Plickthun, 1988; Pliickthun y col., 1996) posibilité la expresion
rapida y reproducible de estas proteinas, lo que constituye una etapa critica para su
ingenieria. Por ultimo, el surgimiento de las tecnologias basadas en la presentacion de
polipéptidos y proteinas en la superficie de fagos filamentosos (phage display) posibilité la
seleccion de los anticuerpos recombinantes de manera rapida y eficiente (McCafferty y col.,
1990; Rader y Barbas, 1997; Hoogenboom y col., 1998).

Actualmente se ha logrado reproducir in vitro los procesos claves del sistema inmune
humoral (Griffiths y Duncan, 1998; Hoogenboom y col., 1998). De esta manera, es factible la
produccion de anticuerpos de alta afinidad sin recurrir a la tecnologia convencional basada
en hibridomas monoclonales y, en algunos casos, evitando la inmunizacion de animales de
laboratorio.

Mediante ingenieria de proteinas la estructura del anticuerpo ha sido modificada
para generar variantes con menor inmunogenicidad, mayor afinidad (Barbas y Burton, 1996;
Low y col., 1996; Schier y col., 1996c), y estabilidad mejorada (Glockshuber y col., 1990).
Por otro lado, los sistemas de expresion disponibles permiten la produccion a gran escala en
forma reproducible y econémica (Plickthun y col., 1996).

5. Clonado de genes de anticuerpo

El clonado y la secuenciacion de genes de anticuerpo constituyen la base
fundamental de su ingenieria. En la actualidad, diversas técnicas de PCR son utilizadas para
el clonado tanto de genes de mAbs individuales como de repertorios genéticos completos de
animales (inmunizados o0 no), incluido el humano. Por otra parte, la utilizacién de esta
tecnologia permite retener e inmortalizar mAbs Unicos, lo que puede resultar crucial para el

rescate de aquellas lineas celulares de hibridomas que resulten inestables.
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La amplificacion de genes especificos mediante la técnica de PCR implica el uso de
oligonucledtidos (primers) 5"y 3" complementarios a los extremos respectivos del gen. El
disefio de primers para el extremo 3" de los genes de anticuerpos es directo, ya que se
puede basar en las regiones constantes murinas que han sido secuenciadas en su totalidad
(Kabat y col., 1991). Por otro lado, la gran variabilidad en la secuencia nucleotidica presente
en el extremo 5 de los genes V complica su amplificacion. Inicialmente, la secuencia
aminoacidica N-terminal de anticuerpos purificados a partir de hibridomas fue utilizada para
deducir las familias de genes Vy y V.. De esta manera, las secuencias relativamente
conservadas de las regiones 5 de los frameworks fueron utilizadas para disefiar primers
parcialmente degenerados (Larrick y col., 1989). Paralelamente, una estrategia de aplicacion
mas generalizada fue desarrollada por Orlandi y col. (1989). Las secuencias nucleotidicas
de los genes murinos Vy y V_ provenientes de la base de datos de Kabat fueron alineadas y
la frecuencia de los nucleétidos mayoritarios fue graficada para cada posicién. Asi, las
secuencias consenso en las regiones 5 y 3  fueron identificadas para disefar los
oligonucleétidos adecuados. A partir de ese momento, numerosos grupos de investigacion
han disefiado y evaluado distintos conjuntos de primers para amplificar los genes V tanto
murinos (Orum y col., 1993) como humanos (Campbell y col.,, 1992). Actualmente, los
segmentos Vy y Vi de la linea germinal humana han sido completamente secuenciados
(Tomlinson y col., 1995), y estan publicados en varias bases de datos disponibles on-line, de

manera que el disefio de los primers para su amplificacion se ha simplificado.

Finalmente, los primers especificos para anticuerpos pueden ser utilizados para
amplificar repertorios de ADN gendmico o ARN total extraidos de bazo de ratdén o de
linfocitos periféricos (Gram y col., 1992), o a partir de linfocitos humanos (Sheets y col.,
1998).

6. Fragmentos recombinantes de anticuerpo

Existe un gran rango de aplicaciones de los anticuerpos para las cuales las funciones
mediadas por la regiébn Fc no son requeridas o, incluso, son indesadas. Para remover el
dominio Fc y sus funciones asociadas, las inmunoglobulinas han sido sometidas a
procedimientos que permiten obtener por separado sus dominios constituyentes.
Inicialmente, se recurrié a tratamiento proteolitico y mas tarde la ingenieria genética permitio

el desarrollo de diversos tipos de fragmentos: monovalentes [Fab, Fv, fragmentos de cadena
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Unica (scFv), dominios Vy y V], bivalentes (Fab’,, diabodies, minibodies) y fragmentos

multivalentes (Fig. 4) (Holliger y Hudson, 2005).

Dominio VihH  Dominio V-NAR  Dominio VH Fab scFy
(15 kDa) {15 kDa) (15 kﬂa] {55 kDa) (28 kDa)
g '
Dmmmu W fr?’ é;'l/
(15 kDa) y i\ Bis-scFv Diabody
{ (55 kDa) (50 kDa)
Eabz Trizbody
(110 kD) . (75 kDa)
Fabs s
{165 kD) Minibody Teirabody

lg camélidos IgAR (7o kDa) {100 kDa)

Fig. 4: Estructura de los fragmentos de anticuerpo

Representacion esquematica de los distintos formatos de fragmento de anticuerpo. Se muestra la
molécula intacta de IgG humana junto a las inmunoglobulinas de camélidos (VhH-Ig) y tiburén (Ig-NAR),
que no poseen cadenas livianas. Los diferentes fragmentos de anticuerpos se detallan indicando su
masa molecular aparente. El formato mas utilizado es el denominado scFv formado por la unién
covalente de las regiones variables VH y VL mediante un péptido linker (Holliger y Hudson, 2005).

Los fragmentos Fv tienen un tamafio pequefio que les confiere ciertas ventajas en
relacion a la mayor penetrabilidad en tejidos y tumores y mayor velocidad de eliminacion del
organismo. Sin embargo, estos fragmentos son poco estables, sus dos unidades
constituyentes, los dominios V, y V|, se disocian con facilidad, y su afinidad por el antigeno
suele ser muy inferior en relacion al mAb parental. Para resolver estas dificultades se han
desarrollado diversas estrategias entre las que la obtencion de fragmentos denominados
scFv sobresale por su amplia difusion. En este caso, los dominios Vy y V. se vinculan
mediante un péptido linker y son expresados como una Unica proteina (Huston y col., 1988).
El linker méas frecuentemente utilizado posee la secuencia aminoacidica (Gly,Ser); que le
confiere la flexibilidad necesaria para orientar correctamente ambos dominios. Ambas
orientaciones, Vy-linker-V_ y V -linker-Vy, se han utilizado con éxito, incluso para el mismo
mADb original (Knappik y col., 1993). De todas maneras, la estabilidad termodinamica del
fragmento scFv no es afectada de manera significativa por la presencia del péptido linker,
sino que sigue dependiendo fundamentalmente de la energia de la interaccion del par Vy-V,.

Por lo tanto, la expresion exitosa de grandes cantidades de estos fragmentos de anticuerpo
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en un sistema bacteriano se vincula principalmente a las propiedades de plegamiento
(folding) de los dominios, que resulta el factor limitante en el rendimiento global del proceso.

La bacteria gram negativa Escherichia coli es el organismo mejor caracterizado en
relacion a su genética y fisiologia. Los procesos para su fermentacion y modificacién
genética mediante tecnologia de ADN recombinante estan extensamente desarrollados.
Consecuentemente, se han alcanzado elevados niveles de expresion de proteinas
recombinantes, constituyendo hasta un 30% de las proteinas bacterianas en sistemas
optimizados. De esta manera, multiples formatos de fragmentos de anticuerpo se han
producido exitosamente en dicho microorganismo: fragmentos Fab (Better y col., 1988),
fragmentos Vy individuales (Ward y col., 1989) y Fv (Skerra y Plickthun, 1988), fragmentos
Fv de cadena Unica (scFv) (Glockshuber y col., 1990; Skerra y col., 1991), y dimeros F(ab’).
(Carter y col., 1992).

En este sistema de expresion, para que el plegamiento de la proteina se produzca
correctamente con la formacién debida de los enlaces disulfuro, los dominios individuales (o
unidos mediante el linker) del anticuerpo deben ser transportados al ambiente oxidativo del
periplasma bacteriano (Better y col., 1988; Skerra y Plickthun, 1988). Este direccionamiento
al espacio periplasmico se efectia mediante la fusion de secuencias que codifican para
péptidos bacterianos de sefializacion (Carter y col., 1992; Pack y col., 1993). Eventualmente,
los fragmentos de anticuerpo pueden liberarse en el medio de cultivo como consecuencia
del “goteo” a través de la membrana externa de algunas cepas durante inducciones

prolongadas (Hoogenboom y col., 1991).

La sobreproduccion de fragmentos recombinantes en forma soluble en el espacio
periplasmico suele afectar drasticamente la viabilidad de la célula huésped. Adicionalmente,
los niveles de expresion alcanzados no son suficientes en vistas de un proceso a escala
industrial. Por consiguiente, en estos casos la estrategia para la obtencién de fragmentos
de anticuerpo consiste en la renaturalizacion de las proteinas derivadas de cuerpos de
inclusion, formados tanto en el citoplasma como en el periplasma (Huston y col., 1995). Sin
embargo, en algunos casos la masa obtenida no compensa las dificultades inherentes al
proceso necesario para lograr un anticuerpo funcional que retenga la afinidad, y adn la

capacidad de reconocimiento del antigeno, originales.
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7. Tecnologia de presentacion de proteinas en la su  perficie de fagos

La generacion de nuevas drogas involucra la busqueda de elementos entre un gran
namero de componentes (bibliotecas) utilizando técnicas de seleccion in vitro bien definidas.
Una de las tecnologias mas difundidas esta basada en la utilizacién de fagos filamentosos
que desarrollan su ciclo de infeccion en E. coli. En esta metodologia, el ADN
correspondiente a las millones de variantes de ciertos ligandos (péptidos, proteinas y
fragmentos derivados, etc.) se inserta dentro del genoma del fago unido al gen que codifica
una proteina de su cubierta. La expresion e incorporacion del producto de fusion en la
cubierta del virus maduro resulta en su presentacion en la superficie del fago, manteniendo
su informacion genética en el interior de la particula viral. Esta conexién entre el genotipo y
el fenotipo del ligando permite el enriquecimiento selectivo de los fagos especificos
utilizando la molécula blanco inmovilizada en fase sdélida o en solucion. De esta manera, los
fagos que presenten un ligando relevante seran retenidos, mientras que los fagos no
adheridos seran removidos en lavados subsecuentes. El fago unido puede recuperarse para
infectar nuevamente las bacterias y realizar un nuevo ciclo de seleccion o, eventualmente,

analizar sus propiedades de union.

plll (~5) pVI(~5) pVill (~2,700) pViI (~5) pl?( (~5)
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Fig. 5: Representacion esquematica del fago M13

El fago M13 es uno de los vehiculos mas utilizados en las estrategias de phage display. Las proteinas

de cubierta plll se utilizan para presentar hasta un maximo de 5 proteinas, mientras que si se fusionan

a la proteina pVIIl es posible presentar miles de proteinas. Se indica entre paréntesis el nimero de

copias de cada proteina constituyente de la particula viral.

El fago filamentoso mas frecuentemente utilizado es el bacteri6fago M13, con
capacidad de infectar las cepas de E. coli que contengan el plasmido conjugativo F (Fig. 5).
Las particulas del fago se adhieren al extremo del pilus F y su genoma circular simple
cadena se introduce en el citoplasma. El genoma se replica, utilizando proteinas tanto del
fago como del huésped, y se empaqueta formando una particula en forma de bastén que es
secretada al medio extracelular sin producir la lisis de la bacteria infectada. Todas las

proteinas del viribn son transportadas al espacio periplasmico antes del ensamblado y la
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extrusion. Para la presentacion de secuencias peptidicas se han utilizado varias proteinas

de la cubierta del fago, incluidas la pVIll y la pVI, pero en la actualidad el empleo de la plll es

el mas difundido. Esta proteina presenta de 3 a 5 copias en el extremo de la particula viral y

esta involucrada en el proceso de infeccion de la bacteria.
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Immunology Today

Un repertorio del orden de 10° sitios de unién se incuba con el antigeno (1), en este caso inmovilizado
en fase sélida. Se realizan varios lavados para remover los fagos irrelevantes (2). Seguidamente, los
fagos que permanecen unidos se separan del antigeno por shock de pH o directamente se agregan
bacterias para que sean infectadas por los mismos (3). Los fagos seleccionados se amplifican
cultivando las bacterias infectadas (4) para generar un nuevo repertorio enriquecido en sitios de uniéon
para el antigeno. Este ciclo puede repetirse varias veces para finalmente caracterizar la poblacion
resultante como anticuerpos monoclonales (5). Eventualmente, es posible aislar los genes de la
poblacion seleccionada y generar una mayor diversidad y una maduracion de la afinidad de los
anticuerpos, mediante técnicas como mutagénesis al azar (6 y 7). Este nuevo repertorio genético se
utiliza para obtener una segunda poblacion de fagos (9) que se someten a ciclos de seleccion
adicionales (1-4) (adaptado de Hoogenboom y Chames., 2000).

En 1990 McCafferty y col. publicaron la primera experiencia de presentacion de

anticuerpos en la superficie de fagos filamentosos, uniendo un scFv anti-lisozima al extremo

amino-terminal de la proteina plll (Fig. 5). Posteriormente, se demostr6é que los fragmentos

heterodiméricos Fab también podian presentarse como proteinas de fusién a plll uniendo la

cadena pesada (o la cadena liviana) a la proteina de cubierta y secretando la otra cadena al
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espacio periplasmico, donde finalmente ambas cadenas se asociaban (Hoogenboom y col.,
1991). En todos los casos, los fagos presentadores de anticuerpos que unian al antigeno
podian ser separados de los fagos inespecificos mediante un proceso de enriquecimiento

selectivo que se denominé biopanning (Fig. 6).

Inicialmente se utilizaron vectores que incluian toda la informacién genética
necesaria para el desarrollo del ciclo del fago. En la actualidad, los vectores denominados
“fagémidos” son la eleccién. Estos vectores son plasmidos pequefios que contienen el
gen lll (franqueado por sitios de clonado apropiados) y una sefial de empaquetamiento del
fago (Hoogenboom y col., 1991). El ADN del fagémido que codifica, por ejemplo, la proteina
de fusion anticuerpo-plll es empaquetado utilizando un fago adicional (fago helper),
usualmente el M13K07 o el VCS-M13, que provee las proteinas estructurales necesarias
para tal fin. El genoma del fago helper posee una mutacion en su origen de replicacion y se
replica con menor eficiencia, garantizando que la mayoria de los viriones contengan el
fagémido. Los fagémidos poseen una mayor eficiencia de transformacion y pueden utilizarse
para la secrecion directa del anticuerpo no fusionado, sin la necesidad de etapas de

subclonado adicionales.

Si bien la extrusion de las particulas virales se produce de manera no litica, la
expresion de la proteina de fusion anticuerpo-plll y su acumulacion en el espacio
periplasmico termina afectando la viabilidad celular. Por esto, en la mayoria de los sistemas
de presentacion que utilizan fagémidos la expresion estd regulada por el promotor lacZ.
Cuando se desea producir la particula viral se elimina el represor catabdlico (por lo general
glucosa) del medio de cultivo, mientras que se lo mantiene en las etapas de crecimiento y
propagacion de los cultivos. Debido a que el genoma del fago helper codifica la proteina plll
nativa, cerca del 90% de las particulas recuperadas no presentan en su superficie el
anticuerpo fusionado. Por lo tanto, la inmensa mayoria de los fagos presentadores de
anticuerpos en su superficie seran monovalentes, permitiendo la seleccidn de anticuerpos

de alta afinidad al minimizar los efectos de avidez.

8. Anticuerpos terapéuticos

En 1895 dos cientificos franceses ensayaron una estrategia radical para el
tratamiento del cancer. Alternativamente a la cirugia, Richet y Hericout administraron un

antisuero policlonal derivado de perros a pacientes con cancer avanzado. Muy pocos
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pacientes registraron mejorias, la mayoria sufrieron graves problemas relacionados con la
inmunogenicidad. Careciendo de especificidad, y sin un minimo de pureza, la formulacién no
fue capaz de curar a ninguno de los individuos tratados. Poco tiempo después, Emil Behring
publicé un trabajo donde demostraba que la terapia pasiva con sueros policlonales
obtenidos mediante la inmunizacién de animales con la toxina diftérica era capaz de
proteger de dosis consideradas letales para el organismo de dicha toxina. En perspectiva,
estos estudios con sueros policlonales preparados individualmente para cada paciente
resultan impracticos y hasta rudimentarios en la actualidad. De todos modos, estas
experiencias marcaron el comienzo histérico de la terapéutica basada en los anticuerpos
(Hale, 2006). Ademas, las conclusiones formuladas por aquellos precursores resultaron

realistas, siendo aun validas:

— La terapia con anticuerpos puede aliviar los sintomas e incluso producir una
remision significativa de ciertas enfermedades.

— Es improbable la posibilidad de curar enfermedades avanzadas.

— En combinacién con otros tratamientos radicales, por ejemplo cirugia, puede
resultar una terapia adyuvante efectiva para eliminar ciertas metastasis,

posiblemente produciendo la cura completa.

Los estudios en esta direccion prosiguieron esporadicamente durante mas de medio
siglo sin lograr ningan avance significativo y acumulando conclusiones pesimistas. Con el
mentado descubrimiento de los anticuerpos monoclonales llevado a cabo por Kohler y
Milstein en 1975 vy, particularmente, por el hecho de que estos autores permitieron la
difusion de la nueva tecnologia sin restricciones legales, la terapia basada en anticuerpos
adquiri6 nuevamente relevancia practica. Asi, en los comienzos de la década del 80, un
namero considerable de anticuerpos monoclonales entraron en fase de pruebas clinicas, en
su mayoria indicados para el tratamiento de tumores hematol6gicos. Sin embargo, las
preparaciones de anticuerpos utilizadas en este periodo eran todavia poco confiables. Por
ejemplo, los anticuerpos derivaban de ascitis murinas, eran parcialmente purificados
mediante precipitacion salina. De todos modos, debido a su potencia y especificidad los
anticuerpos monoclonales eran administrados en dosis muy inferiores en relacion a los
sueros policlonales y eran mucho mejor tolerados, con una menor intensidad en los efectos

adversos. Aun asi, los resultados clinicos demostraban ser muy modestos.
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En 1982, un nuevo estudio afirmo la potencialidad de los anticuerpos como agentes
terapéuticos. Philip Karr, un paciente con linfoma de células B, demostrd remision clinica
completa de su afeccién en respuesta al tratamiento breve con un mAb murino anti-idiotipo
(Miller y col., 1982). Las moléculas de inmunoglobulinas presentes en la superficie de
células B tumorales constituyen uno de los pocos antigenos tumorales realmente
especificos, pero su utilizacion como base de una terapia con anticuerpos implicaria la
generacion de un mAb diferente para cada paciente. De todos modos, este acontecimiento
puntual se transformé en un modelo valido para entender el mecanismo de la terapia con

anticuerpos.

Finalizando la década de 1980, s6lo un anticuerpo monoclonal de origen murino,
denominado OKT3 (genéricamente, muromonab), habia sido aprobado en por la FDA para
uso clinico en el tratamiento del rechazo de transplante de rifién (1986). Para ese tiempo ya
se habia observado que los mAbs murinos resultaban altamente inmunogénicos en
pacientes humanos, hecho que se traducia en una eliminacién rapida del organismo,
restdndoles eficacia, y en el riesgo comprobado de desencadenar efectos adversos
indeseados (Schroff y col., 1985). Esta respuesta generalizada se design6 con el acrénimo
HAMA (por human-antimouse antibodies) y suscitd que los sucesivos tratamientos

resultaran inefectivos y adn peligrosos.

Paralelamente a las innovaciones efectuadas en la produccién de mAbs a partir de
cultivos de hibridomas, otros descubrimientos cruciales se venian produciendo en el marco
de la naciente tecnologia del ADN recombinante. Se comenzaba a dilucidar con cierto grado
de detalle el mecanismo por el cual se organizaban y expresaban en las células B los genes
de las inmunoglobulinas, y se entendia como se rearreglaban y mutaban previamente dichos
genes en las lineas germinales. Inevitablemente, las técnicas de produccion de mAbs y la
tecnologia de ADN recombinante fueron conjugadas para intentar resolver los problemas
generados en la aplicacion de los anticuerpos murinos como terapéutica en humanos. Asi,
se desarrollaron los primeros anticuerpos “quiméricos”, donde la region Fc de los
anticuerpos murinos, hipotéticamente mas inmunogénica y efectivamente deficitarias para
desencadenar las funciones efectoras en humanos, fueron reemplazadas por las
correspondientes cadenas de anticuerpos humanos, manteniendo la especificidad del sitio
de unién al antigeno en las regiones variables murinas (Morrison y col., 1984). Transcurida

una década desde su desarrollo, el primer anticuerpo quimérico terapéutico, ReoPro
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(genéricamente abciximab), era aprobado por la FDA para la prevencion de la coagulacion

sanguinea durante ciertas intervenciones cardiacas.

Debido a la hipotesis que sugeria una relacion lineal entre la proporcion de
aminoacidos de origen murino en un mAb y su inmunogenicidad, el siguiente paso légico fue
intentar conservar la minima secuencia murina capaz de mantener el sitio de union al
antigeno funcional y situarla en el contexto de las secuencias conservadas de origen
humano. El grupo liderado por Greg Winter, haciendo uso de su experiencia en mutagénesis
sitio-dirigida de enzimas, finalmente logro transferir las regiones hipervariables (CDRs) de un
mAb murino hacia un mAb humano, combinandolas con los frameworks de las regiones
variables de este ultimo (Riechmann y col., 1988). De esta manera entraron en escena los
denominados anticuerpos humanizados. En un principio, estos anticuerpos no eran capaces
de mantener la afinidad del anticuerpo murino original, debido a que, como se pudo
comprobar luego en las estructuras deducidas por cristalografia de rayos X, ciertos
aminoacidos de los frameworks murinos estaban implicados directamente en la union al
antigeno (o bien indirectamente estabilizando dicha interaccién), y por lo tanto debian
conservarse. Finalmente, la ingenieria de anticuerpos evoluciond generando soluciones
tecnolégicas que posibilitaron la obtencion de anticuerpos humanizados con la afinidad (y
otras caracteristicas) adecuadas para entrar en las fases de ensayos clinicos. En 1998, seis
nuevos mADbs eran lanzados al mercado en Estados Unidos, en su totalidad con una
secuencia humana mayor al 70%. En la actualidad existen 21 anticuerpos monoclonales
aprobados para uso clinico, y se estima que mas de 350 drogas basadas en anticuerpos se

encuentran en las distintas fases de estudios clinicos (Reichert y col., 2005).

Los anticuerpos que actualmente se comercializan fueron desarrollados mediante
tecnologias que implicaban la utilizacion de mAbs murinos. Sin embargo, la ingenieria
molecular ha progresado de tal modo que los anticuerpos terapéuticos pueden obtenerse sin
la necesidad de inmunizar animales como punto de partida. El advenimiento de este tipo de
anticuerpos, totalmente humanos y potencialmente dirigidos a cualquier tipo de antigeno
(incluidos los no inmundgenicos y los téxicos), fue posible merced al desarrollo de dos
nuevos enfoques tecnolégicos. El primero involucra el uso de ratones transgénicos
comprometidos con respecto a la generacion de anticuerpos. En este caso, la estrategia
general consiste en introducir en los animales inmunocomprometidos (generalmente con las
regiones Jy y Jc de los genes de anticuerpo delecionadas) parte del repertorio de genes de

anticuerpos humano, utilizando para ello cromosomas atrtificiales de levadura (YACs, por sus
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siglas en inglés) o, directamente, fragmentos de cromosoma humano direccionados
mediante recombinacion homdéloga (Lonberg, 2005). Luego, los ratones pueden ser
inmunizados con el antigeno de interés para generar anticuerpos totalmente humanos
mediante la tecnologia de cultivos de hibridomas tradicional. La segunda técnica
desarrollada, que realmente permite evitar la inmunizacién de animales, se basa en la
presentacion de grandes repertorios (bibliotecas) de dominios V4 y V. de anticuerpos
humanos en la superficie de fagos (phage-display), y en la seleccién y amplificacién de los
fagos especificos mediante procesos de panning contra el antigeno de interés. En un
principio, los dominios variables de las cadenas pesada y liviana del anticuerpo se clonaron
a partir de una extensa poblacion de linfocitos B periféricos humanos (Marks y col., 1991).
Sin embargo, el conjunto de proteinas que reconocen antigenos efectivamente representado
en la superficie de los fagos estaba limitado al repertorio de genes V presentes en la
biblioteca original. Para generar una mayor diversidad, se comenzé a sustituir regiones de
los genes V por fragmentos de secuencia aleatoria generados sintéticamente (generalmente
en las regiones CDR1 y CDR2, manteniendo la region CDRS3 intacta) dando lugar a
bibliotecas “semi-sintéticas”. Finalmente, con la informacion derivada de la secuenciacion
completa de los genes de anticuerpos de lineas germinales, se desarrollaron bibliotecas

combinatorias de anticuerpos con secuencia completamente sintética (Knappik y col., 2000).

Debe tomarse en consideracion que el problema de la inmunogenicidad no
desaparece totalmente con la disminucion del componente murino en un anticuerpo. El
sistema inmune humano puede producir anticuerpos potencialmente contra cualquier
proteina terapéutica. De hecho, los prospectos de todos los mAbs aprobados por la FDA
reportan que al menos algunos pacientes desarrollaron anticuerpos detectables contra los
productos. En este sentido, es dificil precisar a priori si la inmunogenicidad de los
anticuerpos quiméricos, humanizados e incluso totalmente humanos, difiere
considerablemente. Efectivamente, no existe ninguna evidencia proveniente de ensayos
clinicos controlados que avale diferencias de inmunogenicidad entre anticuerpos obtenidos
por diversas ingenierias, y es poco probable que tales ensayos se lleven a cabo alguna vez

debido a su dificultad practica inherente.
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OBJETIVOS Y PLAN DE TESIS

1. Obtencion y caracterizacion de mAbs anti-rhIFN-  a2b

a- Preparacion de un panel de mAbs anti-rhIFN-a2b.

b- Caracterizacion inmunoquimica del panel de mAbs anti-rhIFN-a2b.

c- Desarrollo de ensayos inmunoquimicos para identificacion y cuantificacion del
rhIFN-a2b.

d- Evaluaciéon de la capacidad de los mAbs para inhibir la actividad biolégica

anti-viral in vitro del rhIFN-a2b.

Este primer objetivo constituye un componente tecnolégico de gran utilidad durante el
desarrollo y produccién de proteinas recombinantes de uso terapéutico. La obtencion y
caracterizacion de un panel de mAbs anti-rhIFN-a es un instrumento fundamental para el
disefio de procedimientos inmunoquimicos destinados a la evaluacion cuali- y cuantitativa de

la citoquina durante las distintas etapas de su proceso productivo.

2. Obtencion y caracterizacion de anticuerpos reco  mbinantes anti-rhIFN- a2b

a- Preparacion de fragmentos scFv a partir de hibridomas productores de mAbs
anti-rhIFN-02.

b- Caracterizacion de los fragmentos scFv obtenidos y evaluacion de su capacidad
para inhibir la actividad bioldgica anti-viral in vitro de diferentes subtipos de IFN-a.

c- Obtencion de fragmentos scFv con elevada capacidad de union a la citoquina.

d- Evaluacion de la capacidad de inhibicion de la actividad biologica antitumoral de

la citoquina.

Los efectos nocivos y sintomas generados por la liberacion incrementada de IFN-a
durante el transcurso de diferentes patologias humanas podrian suprimirse con la utilizacién
de anticuerpos monoclonales neutralizantes de dicha citoquina. Dada la inmunogenicidad
registrada en humanos por parte de las inmunoglobulinas murinas, su utilidad en el
tratamiento de enfermedades crénicas es limitada. Consecuentemente, En este segundo
objetivo se plantea el desarrollo de anticuerpos recombinantes anti-rhiIFN-a2 para su
utilizacion terapéutica en los casos en que la produccion enddégena de dicha citoquina

comprometa la salud humana.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y soluciones

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas con agua ultra pura obtenida por
osmosis inversa (conductividad 18,2 MQ) vy filtracion (0,22 um), empleando un equipo
Milli Q“F (Millipore, Francia). Todos los reactivos cuya procedencia no se indica fueron de un
grado de pureza analitica.

2. Interferones

El IFN-a2b humano recombinante (rhIFN-a2b) producido en bacterias fue provisto
por Protech Pharma S.A. (Santa Fe, Argentina) mientras que el IFN-B humano recombinante
(rhIFN-B) producido en bacterias fue adquirido a Schering-Plough S.A. (Buenos Aires,

Argentina).

Los estandares internacionales de los distintos tipos de hIFN-a fueron adquiridos en
el National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC; Hertfordshire, Reino
Unido): rhIFN-a2a (NIBSC 95/650), rhIFN-a2b (NIBSC 95/566), hIFN-a leucocitario (NIBSC
94/784) y hIFN-a linfoblastico (NIBSC 95/568).

3. Lineas celulares, cepas bacterianas y cepas vira les

Durante el desarrollo del presente trabajo se emplearon las siguientes lineas

celulares de mamifero:

-  WISH (ATCC CCL-25; Hayflick, 1961): cedida gentilmente por el Instituto Nacional de
Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio I. Maiztegui” (Buenos Aires, Argentina). Es
una linea derivada de tejido amniético humano, susceptible a la infeccion con el virus

de la estomatitis vesicular (VSV).
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MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) (ATCC CCL-22; Madin y Darby, 1958): obtenida
de la Asociacion Banco Argentino de Células (ABAC; Buenos Aires, Argentina). Son
células bovinas derivadas de rifion de un animal adulto normal, susceptibles a la

infeccion con el virus VSV.

PC-3 (Kaighn y col., 1979; Pan y col., 1999): obtenida de la coleccién de cultivos del
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ;
Braunschweig, Alemania). Es una linea celular humana establecida a partir de un
adenocarcinoma de prostata humano, capaz de formar tumores en ratones nude.

NSO (Galfre y Milstein, 1981): cedida gentilmente por fia Universidad de Buenos
Aires. Es una linea celular de mieloma murino (cepa BALB/c), derivado de la linea

celular NSI/1.Ag4.1, no secretor de inmunoglobulinas.

La cepa bacteriana E. coli DH5aFIq fue cedida gentilmente por la Fundacion Pablo

Cassara (Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina). Se empleé para el aislamiento y la

amplificacion de diferentes plasmidos. Las cepas bacterianas derivadas de E. coli TG-1 y

HB2151 fueron adquiridas a la empresa GE Healthcare (Suecia). Estas bacterias se

utilizaron durante la etapa de clonado y produccién de los fragmentos de anticuerpos

recombinantes.

El virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa Indiana (ATCC VR-158), fue cedido

gentilmente por el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio I.

Maiztegui”.

4.

4.1.

El bacteriofago KO7 helper fue adquirido a la empresa GE Healthcare.

Medios de cultivo

Medios de cultivo para células de mamifero

Para la disolucion de todos los componentes de los medios de cultivo se utiliz6 agua

ultra pura depirogenada, obtenida por Osmosis inversa (conductividad 18,2 MQ). La

esterilizacion de los medios de cultivo y de sus suplementos se realizd por filtracion
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empleando unidades de filtracion estériles provistas de membrana con un tamafio de poro

de 0,22 um (Sartorius, Alemania).

El suero fetal bovino (SFB; Bioser, Argentina) empleado para la suplementacién de
los medios de cultivo fue previamente descomplementado por incubacion en bafio de agua a
56 °C durante 30 min.

4.1.1. Medios de cultivo para hibridomas

La preparacion de hibridomas se realiz6 utilizando los siguientes medios de cultivo:

»

D-MEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium; Gibco, EE.UU.) 13,37 gl
suplementado con NaHCOj; (Gibco) 3,7 g, piruvato de sodio (Gibco) 0,11 g.I?,
sulfato de gentamicina (Parafarm, Argentina) 50 pgthl™ y Tylosina (a-PPLO;
Gibco) 8 pgml™.

B-  Medio de cultivo A suplementado con SFB 2,5% (v/v).

C-  Medio de cultivo A suplementado con SFB 10% (v/v).

D- Medio de cultivo A suplementado con SFB 20% (v/v) y suplemento HAT
(Hipoxantina-Aminopterina-Timidina; Gibco) en una concentracion final de
hipoxantina 0,1 nM, aminopterina 400 nM y timidina 0,016 nM.

E- Medio de cultivo A suplementado con SFB 20% (v/v) suplemento HT

(Hipoxantina-Timidina; Gibco) en una concentracion final de hipoxantina 0,1 nM
y timidina 0,016 nM.
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4.1.2. Medios de cultivo para células WISH y MDBK

Para el cultivo de las lineas celulares WISH y MDBK y el desarrollo de los ensayos

de valoracion biolégica in vitro de los diferentes tipos y subtipos de IFN y su neutralizacion,

se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

A-

B-
C-

Medio de crecimiento: MEM (Minimum Essential Medium, Gibco)

suplementado con NaHCO3 2,2 g1, SFB 10% (v/v), L-glutamina (Gibco)
0,29 g.l-1 y sulfato de gentamicina (Parafarm) 50 pgihl-1.

Medio de ensayo: idem medio de crecimiento con SFB 2 % (v/v).
Medio de lavado: idem medio de crecimiento sin SFB.

La linea tumoral PC-3 su cultivé empleando el medio F consistente en una mezcla de

igual volumen de medio RPMI 1640 (Gibco) y medio Ham’s F12 (Gibco), suplementado con
SFB 10% (v/v).

4.2.

Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Luria-Bertani): triptona 10 g.I*, extracto de levadura 5 g.I" y NaCl
10 g.I™.

Medio LB-agar: medio LB con el agregado de 2% (p/v) de agar.

Medio 2xYT: triptona 17 g.I"*, extracto de levadura 10 g.I"y NaCl 5 g.I™.

Medio 2xYT-G: medio 2xYT con glucosa 20% (p/v).

Medio 2xYT-AG: medio 2xYT con ampicilina 100 pg.ml™* y glucosa 20% (p/v).
Medio 2xYT-AK: medio 2xYT con ampicilina 100 ug.ml* y kanamicina
100 pg.ml™.

Medio 2xYT-Al: medio 2xYT con ampicilina 100 pg.ml™* e IPTG (Sigma) 1mM.
Medio SOBAG-agar: triptona 20 g.I*, extracto de levadura 5 g.I"*, NaCl 0,5 g.I
!, MgCl, 10 mM, glucosa 0,1% (p/v), ampicilina 100 pug.ml™* y agar 1,5% (p/v).
Medio SOBAG-N: medio SOBAG-agar con &cido nalidixico 100 pg.ml™.

Medio minimo de crecimiento (MMC): Na,HPO, 6 g.I'', KH,PO, 3g.I",
NH,CI 1 g.I'', MgCl,.6H,0 0,203 g.I*, CaCl,.2H,0 0,147 g.I'*, clorhidrato de
tiamina 0,337 g.I", glucosa 0,1% (p/v) y agar 1,5% (p/v).
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La esterilizacion de los medios de cultivo se llevé a cabo en autoclave durante
15 min a una presion de 1 atmdsfera y una temperatura de 120 °C. Los reactivos glucosa,
tiamina e IPTG fueron esterilizados por filtracion empleando unidades filtrantes de 0,22 pm
de tamafio de poro (Sartorius). El agregado de tales reactivos y de los antibiticos
(ampicilina, kanamicina y acido nalidixico) se realizd6 a los medios basales previamente
esterilizados. En el caso de los medios agarizados el agregado de los suplementos se
realiz6 sobre dichos medios fundidos una vez que la temperatura alcanzo los 50 °C.

5. Mantenimiento de los cultivos de células de mami  fero

Todas las lineas celulares empleadas en este trabajo de tesis fueron cultivadas en
estufa gaseada a 37 °C, en atmédsfera de CO, al 5% saturada de humedad (Nuaire, EE.UU.).

Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

A- Placas multipozos de poliestireno (Nunclon, EE.UU.) de 96, 24 y 6 pozos con
una superficie de 0,4; 2,0 y 9,6 cm? por pozo, respectivamente.

B- Cajas de Petri (Nunclon) de 5 y 10 cm de diametro (4,9 y 19,6 cm? de
superficie, respectivamente).

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

En todos los casos, se mantuvo una relacion constante de 0,4 ml de medio de cultivo

por cada cm? de superficie, de acuerdo con lo establecido por Freshney (1994).

Los cultivos iniciales y los subcultivos siguientes fueron realizados por dilucion de
alicuotas de suspensiones celulares en el medio de cultivo correspondiente. En el caso de
células que crecen en suspension, como los hibridomas y las células NSO, los subcultivos se
efectuaron por simple dilucion empleando medio de cultivo fresco. Para realizar el subcultivo
de aquellas lineas celulares que proliferan en condiciones de adherencia a una superficie
(sustrato), tal como ocurre con las células MDBK y WISH, es necesario liberarlas de dicho
sustrato por medios mecanicos o enzimaticos. Para ello, se retir6 el sobrenadante de un
cultivo en fase de crecimiento exponencial, lavdndose la capa celular con una solucién de
tripsina 0,05% (p/v) (Gibco), Na,EDTA 0,02% (p/v) (Gibco) en solucion salina de fosfatos
(PBS: KH,PO, 0,6 gI*, Na,HPO, 0,78 gl*, NaCl 8,8 gll', pH 8) con la finalidad de
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neutralizar factores con actividad anti-tripsina presentes en el SFB. Independientemente del
sistema de cultivo empleado, se utilizd una proporcidon de 20 pl de dicha solucion por cada
cm? de superficie. Posteriormente, se eliminé la solucién de lavado y se agregd la misma
proporcion de la solucion de tripsina-EDTA, dejandola actuar el tiempo necesario hasta
lograr el desprendimiento completo de las células adheridas (controlandose por observacion
directa al microscopio). Finalmente, se adiciond una cantidad conveniente de medio de
cultivo, se homogeneizé la suspension y se tomo6 una alicuota para efectuar el recuento
celular. A partir del mismo, se realizé el subcultivo por simple dilucién de la suspensién

celular en el volumen apropiado de medio fresco.

6. Determinacion de la concentracion de células via  bles, muertas y totales

El recuento se realiz6 en camara de Neubauer, estimando la proporcién de células
muertas por el método de exclusién del azul de tripan (Griffiths, 1986). El fundamento de la
técnica se basa en que las células muertas presentan un aumento de la permeabilidad de la
membrana plasmética, lo que permite el ingreso del colorante hacia su interior. La
suspension celular se diluyd convenientemente con la solucién de azul de tripan 0,4% (p/v)
en PBS y se incubé durante 1 min a temperatura ambiente antes de proceder a la carga de

la camara de recuento.

Mediante el empleo de esta técnica se determind, por un lado, la
concentracion de células totales (Xt) y por otro, la concentracion de células que aparecen
coloreadas (células no viables o muertas, Xy). Finalmente, se calculd la concentracion de
células viables (Xy) y, a partir de este dato, se determind la viabilidad porcentual del cultivo

(V) como se indica en las siguientes ecuaciones:

X; 0X,, = N°célulastotaleso muertascontadag10* &+ [{dil )™ )
4

X, = X; = X, @
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V(%) = ;: x100 (3)

T

7. Criopreservacion de células

7.1. Células de mamifero

La criopreservacion es un método de conservacién de células que garantiza el
mantenimiento de las propiedades metabdlicas iniciales de las mismas (Hasegawa, 1996).
La conservacion de las lineas y clones celulares se realizd en nitrégeno liquido empleando
una técnica de enfriamiento escalonado, desde temperatura ambiente hasta -196 °C. Para la
etapa de congelamiento, suspensiones celulares en fase de crecimiento exponencial se
centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, en una centrifuga
Eppendorf 5403 (rotor 16A4-44; Alemania). Se descart6 el sobrenadante y el paquete celular
se resuspendid en una solucion de SFB y dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma) en una relacién
volumétrica 95:5, empleando un volumen adecuado de modo de obtener una concentracion
de 1-2 [10° cél.ml™. La suspension celular se distribuyé en criotubos (Nalgene, EE.UU.) a
razén de 1 ml por tubo. El congelamiento se realizd6 gradualmente mediante la siguiente
secuencia de temperaturas: 1h 4°C, 1 h a -20°C y 30 min a -70°C. Finalmente, los

criotubos fueron almacenados en termos con nitrdgeno liquido a -196 °C.

7.2. Cepas bacterianas

Para la criopreservacién de bacterias, se procedié a cultivar las mismas en los
medios apropiados durante 18 h a 37 °C. Posteriormente, a un volumen de 800 pul de cultivo
se adicionaron 200 ul de glicerol estéril (Merck, Alemania), homogeneizando para asegurar
la distribucién del glicerol. Finalmente, la suspensién celular fue conservada en criotubos a
-70 °C (Sambrook y col., 1989).
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8. Revitalizacion de lineas celulares

8.1. Células de mamifero

Para llevar a cabo la descongelacion de las lineas o clones celulares de interés, se
retird el criotubo del termo de nitrégeno y se colocé rapidamente en un bafio de agua a
37 °C. Inmediatamente, la suspension celular se agreg6 a un tubo estéril que contenia 40 ml
de medio de cultivo a temperatura ambiente. La suspension se centrifugé a 1.000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. Esta etapa se realizé para eliminar el DMSO que
resulta toxico para las células en cultivo. Finalmente, se descarté el sobrenadante y las

células sedimentadas se resuspendieron en un volumen adecuado de medio de cultivo.

8.2. Cepas bacterianas

Para recuperar las bacterias congeladas, se obtuvo una pequefia porcion de material
con un ansa estéril a partir de la superficie del cultivo congelado e inmediatamente se realizé
una estria en una placa de medio agarizado. El criotubo se conservé a -70 °C y la placa se
incubé a 37 °C durante toda la noche. Posteriormente, se tomo6 una colonia bacteriana

aislada y se amplificé el cultivo en el medio liquido correspondiente (Sambrook y col., 1989).

9. Preparacion de hibridomas productores de mAbs an ti-rhIFN- a2b

La metodologia para la preparacion de hibridomas fue llevada a cabo siguiendo
esencialmente la técnica descripta por Galfré y Milstein (1981).

A- Inmunizacion de ratones

Cuatro ratones BALB/c hembras de 2 meses de edad fueron inoculados por
via intraperitoneal (i.p.) con 50 pg de rhiIFN-a2b disuelto en 0,2 ml de PBS y emulsionado
con igual volumen de adyuvante de Freund completo. El tratamiento se repitio cada 7 dias
durante 3 semanas empleando, en esta oportunidad, adyuvante de Freund incompleto

(Sigma). Transcurrida una semana desde la Ultima inyeccion, se extrajo sangre para
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verificar la presencia de anticuerpos anti-rhIFN-a2b por técnica de ELISA especifico
indirecto (Anexo A.1). Luego de un periodo variable de descanso (4, 7 y 9 meses), los
animales se reestimularon por via i.p. con 50 pg de rhIFN-a2b disuelto en 0,4 ml de PBS.
Tres dias después se sacrificaron los animales y las células del bazo se utilizaron para la

fusion.

B- Preparacion de una capa de células alimentadoras (feeder layer)

El desarrollo de hibridomas requiere condiciones Optimas de cultivo celular, es decir,
el aporte de nutrientes y factores de crecimiento que permitan a la célula hibrida iniciar su
proliferacion. Por ello, ademas de los nutrientes presentes en los medios de cultivo
formulados, se emple6 SFB en una concentracion del 20% (v/v) y una capa de células
alimentadoras que se prepar6 a partir de un bazo de ratén de la cepa BALB/c. La presencia
de estas células incrementa las posibilidades de crecimiento de hibridomas cuando se
encuentran en muy bajas densidades celulares tal como ocurre en una etapa de fusion y
clonado celular. Ademas, su empleo es esencial para favorecer el desarrollo de aquellos

hibridos de fusién que demuestran severas dificultades en el crecimiento.

La preparacion del feeder layer se realizé de la siguiente manera: un ratén de la cepa
BALB/c, anestesiado en atmésfera de éter etilico, se maté por dislocacion cervical y en
condiciones estériles se extrajo el bazo. Se lavd con medio de cultivo B, se disgrego
mediante el empleo de tijeras y pinza de cirugia y se filtr6 por un tamiz de malla fina de
acero numero 50 (Sigma). El filtrado se centrifugd, y luego de descartar el sobrenadante,
las células de bazo se resuspendieron en medio de cultivo D de seleccion. Posteriormente,

100 pl de esta suspensidn celular se dispensaron en 10 placas de 96 pozos.

C- Preparacién de células para la fusion

Células de bazo:

Se sacrifico el raton por dislocacion cervical y se le extrajo el bazo en condiciones
estériles. Se lavo con medio de cultivo B en placa de Petri y luego se disgregd mediante el
empleo de tijeras y pinza de cirugia. El producto de disgregacion fue filtrado por malla de
acero numero 50. Finalmente, las células se lavaron y se resuspendieron en el mismo medio

de cultivo.
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Células de mieloma:

Se emplearon células NSO, mieloma no secretor obtenido a partir de la cepa BALB/c
(Glafre y Milstein, 1981), cultivadas en medio de cultivo C. Las células, en fase de
crecimiento exponencial, se lavaron y resuspendieron en medio de cultivo B. La viabilidad,

determinada por método de exclusion de azul de tripan, fue mayor a 90%.

D- Fusion celular

Las células de bazo se fusionaron con las células de mieloma en una relacion 1/10
(107 células de mieloma : 108 células de bazo). Asumiendo que un bazo de ratén aporta 10°
células, se mezclaron ambos tipos celulares en alicuotas necesarias para alcanzar la

relacion anteriormente mencionada. El agente de fusion empleado fue PEG 3350 (Sigma).

Luego de agregado el PEG preparado al 50% (p/v) en PBS, se adicionaron diferentes
volimenes de medio de cultivo A a distintos intervalos de tiempo de manera de diluir el
PEG. Posteriormente, la mezcla celular fue centrifugada y resuspendida en medio de

cultivo D. La suspension celular fue sembrada en 10 placas de 96 pozos.

E- Seleccién de hibridomas

El método de seleccidn de hibridomas se bas6 en enriquecer un medio de cultivo
celular con hipoxantina y timidina, y en agregar aminopterina como inhibidor de la sintesis
de novo de purinas. En estas condiciones s6lo sobreviven aquellas células que expresen la
enzima HGPRT.

Antes de realizar la experiencia de fusion celular, las células de mieloma fueron
evaluadas en su capacidad de resistencia frente a aminopterina. Para ello, un cultivo de
mieloma en fase de crecimiento exponencial fue subcultivado en frasco T (de 25 cm? de
superficie) en una concentracion de 100.000 cél.mI* en medio de cultivo D. Las células
cultivadas de esta manera demostraron muerte total a los 5 dias.

Debido a que las células de mieloma no sobrevivieron luego de 5 dias de exposicion
a aminopterina, se seleccioné el dia 7 luego de la fusion celular para iniciar el cambio de

medio de cultivo. El mismo se realiz6 recambiando la mitad del volumen de cada pozo, por
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medio de cultivo E sin aminopterina y suplementado con hipoxantina y timidina para

favorecer el crecimiento de las células seleccionadas.

F- Monitoreo de anticuerpos especificos anti-rhIEN-a2b en sobrenadantes de cultivo
de hibridomas

Para tal fin se utiliz6 una técnica de ELISA especifico indirecto dadas sus
caracteristicas de sensibilidad y sencillez de ejecucién (Anexo A.1l). Los ensayos se
realizaron sobre aquellos cultivos que alcanzaron aproximadamente un 70% de confluencia
luego de 48 a 72 h sin recambio de medio de cultivo. Los clones que demostraron presencia
de inmunoglobulinas especificas anti-rhIFN fueron amplificados gradualmente. A partir de
las placas de 96 pozos toda la suspensién celular fue subcultivada en placas de 24 pozos
luego en placas de 6 pozos y finaimente en frasco T de 25 cm? de superficie. Los cultivos
fueron mantenidos mediante repiques sucesivos de manera de obtener material celular

apropiado para la criopreservacion y el clonado posterior.

G- Clonado de hibridomas productores de mAbs anti-rhIFN-a2b

El objetivo principal del clonado es aislar clones que producen mAbs con distinta
especificidad y afinidad, seleccionando aquellos hibridos que son estables en su capacidad

de producir anticuerpos.

El clonado debe realizarse lo antes posible, dado que multiples clones compiten en
un mismo cultivo por su crecimiento y esto, en conjunto con la segregacion de cromosomas,

puede desestabilizar la expresion de una dada linea de hibridoma.

El clonado de hibridomas se llevo a cabo por el método de dilucién limite (Whitlock y
Muller-Sieburg, 1990). Para ello, los hibridomas se resuspendieron en medio de cultivo E
preparando suspensiones celulares cuyas concentraciones fueron 0,5 cél.ml™, 5 cél.ml* y
50 cél.ml™. En dos placas de 96 pozos, divididas cada una en 3 regiones equivalentes, se
sembrd cada suspensién de hibridomas en un sector diferente. Se dispensaron 200 pl por
pozo de manera que la placa quedd configurada por 3 sectores conteniendo en promedio

0,1 célula por pozo (es decir, 1 célula cada 10 pozos), 1 célula por pozo y 10 células por
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pozo, respectivamente. Las lineas celulares fueron clonadas empleando una capa de

células alimentadoras para favorecer el crecimiento de los hibridomas.

A partir del momento en que se observd crecimiento de hibridos en los pocillos
correspondientes a la siembra de 0,1 y 1 célula por pozo, se determin6 el nimero de clones
visualizados por cavidad. Cuando éstos llegaron a una densidad adecuada se investigo la
presencia de anticuerpos anti-rhIFN-a2b por técnica de ELISA especifico indirecto (Anexo
A.1). Los clones que demostraron reaccién positiva por ELISA fueron expandidos

gradualmente y congelados.

El clonado se considerd efectivo cuando se observd hasta un 33% de crecimiento

monoclonal en los pozos donde se sembraron en promedio 0,1 y 1 célula por pozo.

10. Produccion y purificacion de mAbs anti-rhIFN-  a2b

10.1. Produccién invivo de mAbs anti-rhIFN- a2b

La produccién de liquido ascitico se llevd a cabo empleando ratones BALB/c machos
de 4 meses de edad para cada hibridoma seleccionado para su amplificacién. La secuencia
metodolégica desarrollada para la obtencion de liquido ascitico constd de las siguientes

etapas:

1- Inoculacion i.p. de 0,5 ml de acido 2,6,10,14-tetrametildecanoico (Pristane®; Sigma)
gue actla como sustancia irritante para el raton, quien responde secretando
nutrientes y reclutando monocitos y células linfoides en la zona peritoneal (Harlow y
Lane, 1988). De esta manera, se genera un ambiente muy favorable para la

proliferacion de las células tumorales.

2- Inoculacioén i.p. de 2 —5.10° células de hibridoma por animal, 10 dias después de la
administracion de Pristane®. Para ello, un cultivo de hibridomas en fase de
crecimiento exponencial fue centrifugado y resuspendido en 10 ml de PBS de

manera de inocular 0,5 ml de suspensién celular por ratén.
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El liquido ascitico fue recolectado aproximadamente a partir de la primera semana
posterior a la inoculacion de hibridomas. Los criterios determinantes del inicio de la
extraccion de ascitis fueron la presencia de un abdomen prominente y la
consecuente dificultad locomotriz manifestada por el animal. El liquido se obtuvo por
puncion de la region i.p. con aguja de 0,9 mm de diametro, recolectandolo por goteo

en un tubo cénico de 50 ml.

El liquido ascitico fue centrifugado a 1.500 rpm durante 10 min en una centrifuga

Eppendorf 5403 y el sobrenadante conservado -20 .

En el fluido ascitico se determind la concentracion de inmunoglobulinas totales por
técnica de ELISA sandwich (Anexo A.4) y el titulo de anticuerpos monoclonales
anti-rhIFN-a2b por técnica de ELISA especifico indirecto (Anexo A.2), identificAndose
ademas las variedades isotipicas de las cadenas pesadas de los mAbs por técnica
de ELISA especifico indirecto (Anexo A.3).

Purificacion de mAbs por cromatografia de afi ~ nidad a proteina A

La purificacion de mAbs mediante cromatografia de afinidad a proteina A,

previamente descripta por Ey y col. (1978), fue llevada a cabo empleando una matriz de

rProtein A Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare). El protocolo general de purificacion se

describe a continuacion:

1-

ARMADO DE LA COLUMNA: Un volumen de 5 ml de matriz se empaquetdé en un

soporte plastico (Econo-Pac Column, Bio Rad; 1,5 x 2,8 cm).

EQUILIBRADO: se realiz6 con solucion de Tris/HCI1 M, NaCl3 M, pH9. Se
emplearon 5 volimenes de columna (VC) para esta etapa, verificandose que el pH a
a la salida de la columna sea igual al de la solucion de equilibrado.

PREPARACION DE LA MUESTRA: el liquido ascitico se centrifugé a 5.000 rpm
durante 5 min y el sobrenadante se ajusté a una concentracion de NaCl 3 M, pH 9

mediante el agregado de NaCl solido y solucion de Tris-HCI1 M, pHO9.
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Posteriormente la muestra se filtr6 a través de una membrana de acetato de celulosa
de 0,45 pm.

SIEMBRA: Se sembr6 un volumen de muestra apropiado segun la capacidad de la

matriz cromatografica y la concentracion de inmunoglobulinas presentes en el fluido

ascitico. Se respet6 una relacion de 2 mg de inmunoglobulina por cada ml de gel.

LAVADQO: las proteinas no retenidas por la matriz se lavaron con solucion de Tris/HCI

1M, NaCl 3 M, pH 9 hasta demostrar la ausencia de proteinas por medida de la

absorbancia a A = 280 nm.

ELUCION: Las inmunoglobulinas retenidas fueron eluidas mediante descenso de pH.
Para ello, se emple6 una solucién de acido citrico/NaOH 0,1 M, pH 3. Se recogieron
alicuotas de 1 ml y se neutralizaron inmediatamente agregando 300 ul de solucién de
Tris/HClI 1M, pH9. Las fracciones correspondientes al pico de elucion de
inmunoglobulinas, monitoreado a A =280 nm, fueron mezcladas y el producto

obtenido fue dializado contra PBS toda la noche a 4 °C.

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

0,5 ml.min™ (0,28 cm.min™). Luego de efectuada la didlisis, la concentracion de mAbs fue

determinada mediante lectura espectrofotométrica a A = 280 nm. Se asumié que una unidad

de absorbancia de una solucién de inmunoglobulinas murinas equivale a una concentracion

de 0,8 mg.ml™* de anticuerpo puro (Harlow y Lane, 1988).

La pureza de los anticuerpos de evalud mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) con posterior

coloracién con azul de coomasie (seccion 12.1.).

11.

11.1.

Caracterizacién inmunoquimica del panel de mAbs anti-rhIFN- a2b
Determinacion de la constante de afinidad de  los mAbs

Para la determinacion de la constante de disociaciéon del complejo mAb-antigeno se

selecciond el procedimiento desarrollado por Friguet y col. (1985). El mismo se basa en un
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ensayo inmunoenzimético en fase solida que permite su medicién una vez que el complejo

alcanza el equilibrio.

El método consiste en realizar inicialmente incubaciones en fase liquida de
cantidades decrecientes de antigeno con un dado anticuerpo en una concentracion
constante hasta alcanzar el equilibrio. Posteriormente, la concentracion de anticuerpo libre
remanente en solucion se determina por técnica de ELISA especifico indirecto. La
aplicacion de este método implica asumir que la constante de disociacion varia solamente
con la composicion del antigeno competidor soluble y, consecuentemente, no es afectada
por los cambios estructurales que el antigeno pueda demostrar durante su insolubilizacion
en una fase sdlida ni por las variaciones en la densidad alcanzada por el mismo durante su
distribucion en dicha fase, tal como describiera Seligman (1994), al estudiar la influencia de

adsorcidén antigénica en fase soélida sobre el calculo de la constante de disociacion.

Teniendo en cuenta el equilibrio:

AgAc—[P - Ag+ Ac 4)

puede definirse la constante de disociacion de la siguiente manera,

K. =_A9 “Ac (5)

Esta ecuacién permite calcular la constante de disociacion (Kp) de dicha interaccién
conociendo las concentraciones del complejo antigeno-anticuerpo (Cagac), del antigeno libre
(Cag) y del anticuerpo libre (Cac) luego de establecerse el equilibrio de reaccion. ElI modelo
basico considera que tanto el antigeno como el anticuerpo son especies quimicas
homogéneas y univalentes.

Para los componentes en equilibrio es posible definir la siguiente nomenclatura:
Cagac = X; Cag=a y Cac = i. Considerando la concentracion total de anticuerpos empleados

en el ensayo (i), la concentracion de anticuerpo libre en equilibrio resulta: Cac = ip — X.
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Reemplazando en la ecuacion (5), se obtiene:

1. x i
Ko  alio-x) ©

Reordenando los términos se obtiene la expresion de Scatchard (Scatchard, 1949)

para el célculo de la constante de afinidad:

1,
K—D(lo‘x) 0

@ | X

Una vez que las mezclas antigeno-anticuerpo han alcanzado el equilibrio, se
monitorea la concentracion de anticuerpo libre mediante técnica de ELISA especifico
indirecto. Para ello cada mezcla antigeno-anticuerpo se incuba en presencia del antigeno
inmovilizado en fase solida. De esta manera, si la concentracion total de anticuerpo (ip) se
incuba con concentraciones crecientes del antigeno (ag) soluble, la concentracion de
anticuerpo libre (i) se relacionara con la absorbancia (A), medida por ELISA especifico

indirecto, de la siguiente manera:
A

A 8)
Ay

Donde A representa la absorbancia en presencia de antigeno soluble y Aq la
absorbancia medida para el anticuerpo en ausencia de antigeno soluble. Esto sera real si
no ocurren reajustes del equilibrio alcanzado en fase liquida durante la incubacién de las
mezclas con el antigeno adsorbido en fase soélida. Friguet y col. (1985) demostraron que el
mencionado reajuste es despreciable frente a las condiciones experimentales

seleccionadas.

Dado que x = ig — i, despejando el término i y reemplazandolo en la expresion anterior

resulta:
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©)

Por otro lado, la fraccion de anticuerpo unido al antigeno expresada como la
denominada funcién de unioén (v), puede definirse como la disminucion relativa de la

absorbancia en presencia del antigeno de la siguiente manera:

y=X-A"A (10)
b A
Asi, se obtiene que:
X=i, (1)

Reemplazando la ecuacioén (11) en la ecuacion (7) se obtiene:

i——@/ (12)
Ko Kp

Q<

Para calcular los parametros funcién de unién (v) y concentracion de antigeno
soluble libre en equilibrio (a) se dispuso de los valores experimentales de absorbancia en
presencia y ausencia del antigeno soluble (A y Ao, respectivamente) y de los datos iniciales
de concentracion de antigeno total empleado en cada incubacién (ag) y la concentracién

total y constante de anticuerpo (io):

(13)

a=a0—x=a0—i0[EA0_AJ (14)
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Stevens en 1987 observé que el calculo de la constante de disociacion del complejo
mAb-antigeno demostraba una subestimacion con respecto a la calculada a partir del
correspondiente fragmento Fab. Dicha diferencia fue asignada a la determinacion de la
funcion de union por la técnica de ELISA especifico indirecto. Esta técnica cuantifica el
anticuerpo libre sobre la base de su habilidad de interaccionar con el antigeno adsorbido en
fase sdlida, no distinguiendo entre inmunoglobulinas libres o unidas en forma univalente.
Por lo tanto, la diferencia (A, — A) mide solamente el anticuerpo doblemente unido con el
ligando (propiedad bivalente del anticuerpo), no teniendo en cuenta las moléculas de
anticuerpo que lo hicieron en forma univalente. De esta manera, el calculo de la fraccién de

sitios ocupados por el antigeno sufre una subestimacion.
Dicho autor demostré que utilizando un andlisis de distribucion probabilistica
binomial, por el cual la funcidon de unién puede calcularse de la manera indicada en la

ecuacion (15), es posible determinar la constante de disociacion de un anticuerpo bivalente

con una gran aproximacion a la obtenida por métodos convencionales.

f=v= /AOA;A (15)

Por lo tanto, introduciendo la ecuacion (15) en la ecuacion (11), la ecuacion (12)

puede expresarse de la siguiente manera:

f 1 1
ATk K e
D D

Representando graficamente f/a en funciéon de f (representacion de Scatchard) de
acuerdo con la ecuacion (16), es posible determinar la constante de disociacion de los mAbs
a partir de la pendiente (o de la ordenada al origen) de la recta de regresion lineal obtenida
mediante la representacién de los datos experimentales. A continuacion se enuncia el

disefio experimental desarrollado para la determinacion de la K.



51

En microtubos de 1,5 ml de capacidad se agregaron 175 pl de solucién de rhIFN-a2b
en concentraciones decrecientes desde 10 pug.ml* hasta 78 ng.mI. Posteriormente, se
adicionaron 175 pl de una solucién conteniendo un dado mAb en una concentracién
constante. Las concentraciones de los anticuerpos a utilizar en el ensayo fueron deducidas
teniendo en cuenta el titulo de cada anticuerpo medido por técnica de ELISA especifico
indirecto (Anexo A.2). Se selecciond la concentracidon de mAb necesaria para generar una
respuesta equivalente al 50% de la maxima absorbancia obtenida en condiciones de
saturacién de anticuerpo. Las diluciones se realizaron en solucién de PBS, BSA 0,1% (p/v),
Tween 20 0,05% (v/v). Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. Las mezclas

se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.

Finalmente, el contenido de los tubos se transfiri6 a pozos de placas de
microtitulacion previamente sensibilizados con rhIFN-a2b, realizdndose un ensayo de ELISA

especifico indirecto siguiendo el protocolo que se describe a continuacion:

1- Sensibilizacion: Placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fueron
sensibilizadas con 100 pl de rhIFN-a2b 0,5 pug.mi* (50 ng por pozo)
diluido en solucidén de sensibilizacion. Se incubé durante 1 h a 37 °C

y toda la noche a 4 °C.

2- Blogueo: Los sitios de union inespecifica fueron bloqueados con 200 ul de

solucién de bloqueo (Anexo A.1). Se incubd durante 1 h a 37 °C.

3- Primera incubacion: Se transfirieron 100 pl de cada mezcla de incubacion a los pozos

correspondientes de las placas de microtitulacion.

Para cada anticuerpo se evalu6 el 100% de unién al antigeno
inmovilizado en fase sodlida en ausencia de antigeno soluble (Ao).
Para ello, se incubaron previamente en fase liquida 175 pl de cada
mADb con 175 ul de solucion diluyente en las mismas condiciones
indicadas con anterioridad. Posteriormente, 100 pyl de la mezcla
fueron transferidos a los correspondientes sitios de las placas de

microtitulacion.
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De la misma manera, se realizaron controles negativos por
triplicado incubando 200 pl de solucion diluyente en los pozos
correspondientes.

Las placas se incubaron durante 1 h a 37 °C.

4- Segunda incubacién: Se  adicionaron 100yl de  anticuerpos de  conejo
anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) en una dilucién 1:1.000 en solucién diluyente.

La incubacion se efectu6 durante 1 h 37 °C.

5- Reaccion reveladora: Se repitio el procedimiento indicado en el Anexo A.1.

11.2. Mapeo de los epitopes del rhIFN- a2b reconocidos por cada mAb

Con el objetivo de caracterizar el panel de mAbs desde el punto de vista de los
epitopes reconocidos por cada anticuerpo, se desarrollaron ensayos de interaccion
competitiva entre pares de mAbs en presencia de rhIFN-a2b. De acuerdo con la capacidad
competitiva de los mAbs analizados frente a la citoquina, se determinaron los grupos de
epitopes de la molécula de rhIFN-a2b que fueron mapeados por el conjunto de anticuerpos

constituyentes del panel.

Para visualizar tal proceso fue indispensable disponer de uno de los reactivos
(anticuerpos o citoquina) marcados con biotina. Dado que la marcacion de la citoquina
afectd su interaccion con diferentes anticuerpos, se seleccionaron los mAbs biotinilados
como moléculas reporteras. De esta manera, el ensayo se bas6 en el andlisis de la
capacidad de un mAb no biotinilado presente en fase soluble para inhibir la interaccion de un

segundo mAb biotinilado con la citoquina adsorbida en fase sélida.

11.2.1. Conjugacion de los mAbs con biotina

La metodologia desarrollada para la preparacion de conjugados con biotina fue
puesta a punto en el laboratorio siguiendo esencialmente las pautas establecidas por Bayer
y col. en 1979:
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Se prepar6 una solucién de 10 mg.ml™ de biotina activada bajo la forma de Biotinyl

N-hydroxysuccinimide ester (Sigma) en DMSO (Sigma).

Los mAbs se dializaron con solucion de borato de sodio 0,1 M, pH8,8. La
concentracion de anticuerpos en el material de dialisis fue determinada mediante
lectura espectrofotométrica a A =280 nm. Se trabajé con soluciones proteicas de
1-3mg.ml*. Cuando la solucién de mAbs no alcanzé la concentracion minima
establecida, se procedié a su concentracion mediante ultrafiltracion empleando los
dispositivos Ultrafree” Amicon (Millipore, EE.UU.) con membranas de 20 kDa de

limite de exclusion de proteinas.

Posteriormente, se adicioné el volumen necesario de soluciéon de éster de biotina a la
solucién de mAb, de manera de establecer una relacién de 100 pg de biotina por
cada mg de anticuerpo. Se incubd durante 4 h con agitacion a temperatura ambiente.
Luego de la etapa de conjugacion con biotina propiamente dicha, se inhibi6 la
reaccion agregando solucién de NH4Cl 1 M (20 pl de NH4Cl 1 M por cada 250 pg de
biotina agregada). Se incubd durante 10 min. a temperatura ambiente. La reaccion

de inhibicién se bas6 en la neutralizacién de la biotina remanente con iones amonio.

Para eliminar la biotina neutralizada se procedié a dializar la muestra con PBS
durante 36 h.

Luego de la dialisis se centrifugd el material biotinilado en microcentrifuga (Sanyo
BS 4402, Gran Bretafia) a 13.000 rpm durante 5 min para eliminar el material
precipitado durante esta etapa. Se descartd el precipitado y el sobrenadante se
diluy6é con igual volumen de glicerol (Merck, Alemania) al 87% (v/v). Los mAbs
biotinilados se conservaron en glicerol al 43,5% (v/v) a —20 °C.

La eficiencia de conjugacién se determin6 mediante titulacion de los mAbs

biotinilados empleando técnica de ELISA especifico indirecto (Anexo A.5).
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11.2.2.Mapeo de los epitopes del rhlIFN- a2b mediante técnica de ELISA de

competicion

1- Sensibilizacion:

2- Blogueo:

3- Primera incubacion:

4- Segunda incubacion:

5- Reaccion reveladora:

6- Controles:

Una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano fue
sensibilizada con 100 pl de rhiIFN-a2b en una concentracién de
0,5 pg.mI* (50 ng por pozo) diluido en solucién de sensibilizacion.
Se incubd durante 1 h a 37 °C y toda la noche a 4 °C.

Los sitios de union inespecifica fueron bloqueados con 200 ul de

solucion de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Se agregaron 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 del anticuerpo
competidor (mAb no biotinilado), desde una concentracion de
100 pg.ml* hasta 0,78 pg.ml* en presencia de 100 pl de mAb
biotinilado en una concentracion constante de 0,5 pg.ml*. Las
diluciones se realizaron en solucion diluyente.

Se incubé durante 2 h a 37 °C.

Se agregaron 100 pl de Streptavidina conjugada con la enzima
peroxidasa (DAKO) diluida 1/2.000 con solucion diluyente. Se

incub6 durante 1 h a 37 °C.

Se repitié el procedimiento indicado en Anexo A.1.

Se ensayaron dos clases de controles:
I.  Sin mAb biotinilado ni mAb competidor para evaluar el posible

reconocimiento inespecifico del conjugado sobre el rhIFN-a2b.

II.  En ausencia de mAb competidor: para evaluar la méaxima
capacidad de interaccion del mAb biotinilado con la citoquina
inmovilizada en fase sélida. Para realizar este control, en la
etapa 3 se adicionaron 100 pl de solucién diluyente en lugar

del correspondiente mAb competidor.



55

12. Deteccion y cuantificacion del rhIFN-  a2b

La disponibilidad de un panel de mAbs permite la seleccion de aquellos méas
adecuados para el desarrollo de métodos destinados a la evaluacidon cualitativa y
cuantitativa del antigeno correspondiente. A continuacion, se enuncian los procedimientos

disefiados en nuestro laboratorio para el cumplimiento de tal objetivo.

12.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PA  GE) y Western-Blot

La electroforesis en geles de poliacrilamida se desarroll6 de acuerdo con la técnica
descripta por Laemmli (1970), utilizando para el armado de los geles el sistema de
Electroforesis Modular Vertical Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad, EE.UU.). Las muestras,
conteniendo 1 pg de rhlFN-a2b, fueron diluidas en solucién de Tris/HCI 0,05 M,
SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), B-ME 5% (v/v), pH 6,8 en proporciones 3:1. Las mismas
fueron incubadas a 100 T durante 3 min y sembradas directamente sobre el gel de
apilamiento, cuya concentracion de mondmero/ramificante (acrilamida/bisacrilamida) fue del
5% (p/v). ElI gel de separacion fue polimerizado con una concentracion
acrilamida/bisacrilamida del 15% (p/v). La corrida se realizé a voltaje constante de 200 V en
bafio de hielo, hasta que el marcador del frente de corrida alcanzé 0,5 cm del borde inferior

del gel. Se empled la fuente de poder modelo 3000 X; de Bio-Rad.

Luego de la corrida electroforética, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (MSI-OSMONICS, EE.UU.) empleando el mismo equipo de Bio-Rad
(transferencia sumergida). Se empled un protocolo estandar de transferencia de proteinas
utilizando Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (v/v), pH 8,3 como solucion de
transferencia. La transferencia se realizé durante 1 h a 180 mA, refrigerando el dispositivo
en todo momento. Una vez finalizada la misma, el éxito de la transferencia se evalu6
detectando la presencia de proteinas transferidas con solucién de Rojo Ponceau (Sigma) al

0,25% (p/v) en acido acético glacial 15% (v/v), metanol 40% (v/v).

Posteriormente, sobre el papel de nitrocelulosa (lavado con solucion salina de Tris,
TBS: Tris 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5) se efectud la siguiente reaccion inmunoquimica para

evaluar el reconocimiento del rhIFN-a2b por parte de los mAbs:



1- Bloqueo:

2- Primera incubacién:

3- Segunda incubacién:

4- Reaccion reveladora:
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Los sitios de unidon inespecifica se bloquearon con
solucién de TBS, BSA 1% (p/v).

Las membranas se incubaron con diluciones de fluidos asciticos
conteniendo diferentes mAbs. Las mismas se realizaron en solucién
de TBS, BSA 0,1% (p/v).

Las membranas se incubaron con anticuerpos de conejo
anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) diluidos 1:1.000 en solucion de
TBS, BSA 0,1% (p/v).

Se empled como sustrato agua oxigenada 0,12 volimenes diluida
en TBS con el agregado de a-cloronaftol (Sigma) 0,5 mg.mi™
disuelto en metanol al 20% (v/v). La incubacion se realizd6 a
temperatura ambiente hasta detectar la aparicion de color. La
reaccion reveladora fue detenida por lavados sucesivos con agua

destilada.

Todas las incubaciones fueron realizadas con agitacion durante 1 h a temperatura

ambiente. Luego de cada etapa se realizaron lavados que consistieron en sumergir las

membranas en solucién

de TBS durante 5 min con agitacion.

12.2. Deteccion del rhIFN- a2b mediante técnica de Dot-Blot

Se evalué la capacidad de cada mAb para reconocer la molécula del rhIFN-a2b

empleando un ensayo de Dot-Blot en el cual la citoquina es inmovilizada sobre membrana

de nitrocelulosa.

1- Se prepararon sucesivas diluciones 1:2 de rhIFN-a2b desde 8.000 ng.mI* hasta

7,8 ng.ml™. La solucién patrén de rhIFN-a2b se diluyo, alternativamente, en TBS o en

medio de cultivo (MC) de células de mamifero (mezcla de D-MEM/Ham’s F12; Gibco)

suplementado con SFB al 0,1% (v/v).
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2- Empleando membranas de nitrocelulosa (MSI-OSMONICS) se sembraron 40 pl de
cada dilucion de rhlFN-a2b. Se incluyeron, ademas, controles negativos sembrando
solamente los medios diluyentes. Se sembraron once grupos de diluciones de

manera de evaluar cada uno de los mAbs del panel.

3- Los sitios de unidn inespecifica se bloquearon con solucién de TBS, BSA 1% (p/v).

4- Luego de tres lavados sucesivos con solucion de TBS, la membrana fue cortada en
tiras conteniendo cada grupo de diluciones del rhIFN-a2b. Cada tira se incubé con
una solucién del correspondiente mAb en una concentracion de 10 pg.mI* preparado
en TBS, BSA 0,1% (p/v).

5- Las tiras se lavaron con solucion de TBS e incubaron con una solucion de
anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) diluidos 1:1.000 con TBS, BSA 0,1% (p/v).

6- Todas las incubaciones se llevaron a cabo con agitacion durante una hora a
temperatura ambiente. Luego de los lavados correspondientes, se procedio al

revelado del Dot-Blot repitiendo el procedimiento indicado para el Western-Blot.

12.3. Cuantificacion del rhIFN- a2b mediante técnica de ELISA sandwich heterogéneo

Este ensayo se basé en la captura del rhIFN-a2b por parte de un dado mAb
anti-rhlIFN-a2b purificado a partir de ascitis murina e inmovilizado sobre placas de
poliestireno. Posteriormente, la citoquina fue reconocida por inmunoglobulinas de conejo
anti-rhIFN-a2b obtenidas en nuestro laboratorio. Finalmente, el éxito de sistema sandwich
heterogéneo fue evidenciado mediante el empleo de anticuerpos de cabra

anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa.

En la puesta a punto del ensayo para la evaluacion de la capacidad de cada mAb

para ser empleado como anticuerpo de captura del antigeno se siguié el siguiente protocolo:



1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Reaccion de captura:

4- Segunda incubacion:

5- Reaccion de identificacion:

6- Reaccion reveladora:

7- Controles:
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Una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano fue
sensibilizada con 100 pl de una solucidn del correspondiente
mAb en una concentracion de 1 pug/ml (100 ng por pozo)
diluido en solucion de sensibilizacion. Se incub6 durante 1 h
a 37°C y toda la noche a 4°C.

Los sitios de union inespecifica se bloquearon con 200 ul de

solucion de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37°C.

Se adicionaron 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 de
rhIFN-a2b realizadas en solucion diluyente, desde 50 ng.ml™
hasta 0,098 ng.ml'l. Se incub6 durante 1 h a 37°C.

Se agregaron 100 yl de suero de conejo anti-rhIFN-a2b en
una diluciébn 1:1.000 preparada en soluciéon diluyente. Se
incubd durante 1 h a 37°C.

Se adicionaron 100 uyl de anticuerpos de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) en una dilucion 1:1.000 en solucién

diluyente. Se incubé durante 1 h a 37 °C.

Se repitid el procedimiento indicado en Anexo A.1.

Se ensayaron tres tipos de controles:

Sin mAb de captura, para evaluar el posible reconocimiento

inespecifico entre el rhIFN-a2b y la proteina de blogueo.

Sin rhIFN-02b y sin suero de conejo, para evaluar el posible
reconocimiento inespecifico entre el anticuerpo conjugado y

los mADbs.

Sin suero de conejo, para evaluar el posible reconocimiento
inespecifico entre el anticuerpo conjugado y el rhIFN-a2b.
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13. Evaluacion de la capacidad neutralizante de la  actividad bioldgica in vitro del
rhIFN-a2b por accion del panel de mAbs

13.1. Valoracion de la actividad biolégica anti-vir  al in vitro del rhIFN- a2b

En una primera instancia se puso a punto el ensayo de valoracion de la actividad
biolégica anti-viral in vitro del rhIFN-a2b. El mismo se basa en la accion protectora que
presentan los IFNs sobre células susceptibles a la accion citopética producida por una
infeccion viral. Para ello, se empled la linea celular MDBK, susceptible a la infeccién por el
Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) cepa Indiana. El efecto citopatico se evalud
determinando la presencia de células viables mediante tincion con el colorante cristal violeta.
La incorporacion de cristal violeta por parte de las células viables es proporcional a la
concentracion de IFN. El colorante es luego disuelto con acido acético y el color resultante
es directamente proporcional al nimero de células viables y, por lo tanto, a la concentracion
de IFN empleada en el ensayo. De esta manera, este procedimietno resulta Gtil para evaluar
la potencia bioldgica del rhIFN-a2b o, indirectamente, analizar la capacidad de los mAbs

para inhibir su actividad bioldgica anti-viral.

Con el proposito de determinar la especificidad de los mAbs del panel en cuanto a su
capacidad neutralizante, se analiz6 la habilidad de los mismos para inhibir la actividad
bioldgica anti-viral in vitro del IFN-B. En este caso se utilizé la linea celular WISH susceptible
a la infeccion por el virus VSV. Para ello, los ensayos de actividad anti-viral y de

neutralizacién de dicha actividad se llevaron a cabo empleando ambas citoquinas.

La condiciones 6ptimas del ensayo para evaluar la actividad biolégica in vitro de los
IFNs (IFN-a2b e IFN-B) fueron puestas a punto en el laboratorio siguiendo basicamente las

pautas establecidas por Familletti y col. (1981):

1- Las lineas celulares MDBK (para IFN-a) o WISH (para IFN-B) fueron cultivadas en
medio de crecimiento. Cuando el cultivo se encontraba en fase de crecimiento
exponencial, las células se cosecharon, se contaron y se resuspendieron de manera
de obtener una densidad celular de 2,5.10° cél.ml™. Se sembraron 100 pl de esta
suspension celular en cada cavidad de una placa de cultivo estéril de 96 pozos
(2,5 .10* células por pozo) y se incub6 durante 24 h.
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Se elimind el sobrenadante por inversion de la placa, se colocaron 100 ul por pozo
de sucesivas diluciones 1:2 del estandar de rhIFN-a2b o de rhIFN-B desde 20 Ul.mI™*
hasta 0,156 Ul.mI* y desde 48 UlL.mlI* hasta 0,375 Ul.ml™, respectivamente, en
medio de ensayo y se incubd durante 6 h.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se eliminé nuevamente el sobrenadante y se
realizaron dos lavados con 100 uyl de medio de ensayo. Finalmente, se colocaron
100 pl de una dilucién apropiada del virus VSV en medio de ensayo en cada cavidad,
incubandose durante 24 h. Se trabajé con aquella dilucion viral adecuada para
desarrollar al cabo de 24 h, aproximadamente, una accién citopatica del 100 %
evaluada mediante titulacion previa del virus utilizando ambas lineas celulares en

ausencia de IFNs.

Al dia siguiente, al observar una accidn citopatica aproximada del 100 % en aquellas
cavidades controles en ausencia de IFN, se elimin6 el sobrenadante de cultivo por
inversion de las placas y se realizo el revelado adicionando en cada cavidad 50 pl de
solucién de cristal violeta 0,75% (p/v) disuelto en metanol 40% (v/v). Las placas se
incubaron a 37 °C durante 15 min. Posteriormente, se elimind el colorante y las
placas fueron lavadas con agua destilada hasta verificar la ausencia del colorante en
los lavados. Para disolver el colorante fijado se adicionaron 250 pl de solucién de
acido aceético al 20% (v/v). Las placas fueron agitadas hasta observar una coloracion
uniforme en cada cavidad y finalmente se determind la absorbancia del colorante por
mediciones espectrofotométricas a A=540nm en un lector de placas de

microtitulacion.

Se realizaron los siguientes controles:

a- Control de 100% de efecto citopatico viral (en ausencia de IFN). Para ello, se
adicionaron 100 pl de medio de ensayo en lugar de las correspondientes diluciones
de IFNs.

b- Control de méaxima proliferacion celular en ausencia de infeccion viral (ausencia de
IFN y de virus). Para ello, se reemplazaron los 100 pl de soluciones de los

distintos IFNs y los 50 ul de suspensidn viral por 150 pl de medio de ensayo.
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13.2. Neutralizacion de la actividad biolégica anti  -viral in vitro del rhIFN- a2b y del

rhIFN- en presencia de los mAbs

Una vez seleccionada la concentracion adecuada de ambas variedades de IFN, se

empleo el siguiente protocolo para evaluar la capacidad neutralizante de cada mAb:

1-

Las células MDBK o WISH se sembraron a razén de 2,5.10* células por pozo (100 pl
de suspension celular) en placas de cultivo estéril de 96 pozos, incubandose durante
24 h.

Al dia siguiente, en placas de fondo plano de 96 pozos se adicionaron por triplicado,
75 ul de diluciones sucesivas 1:5 de cada mAb realizadas en medio de crecimiento.
Se trabajé en un rango de concentraciones decreciente comprendido entre 17 uM y
1,1 pM. A cada pozo, conteniendo las distintas diluciones de los mAbs, se
adicionaron 75 pl de una solucién de cada variedad de rhIFN en una concentracion
de actividad de 2 UL.mlI* en el caso de rhIFN-a2b o de 1,5 UL.mI* para rhIFN-B. Las
placas se incubaron durante 2 h, en estufa a 37 °C. Se incorpord, ademas, un mAb
anti-Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macrofagos humano
recombinante (rhGM-CSF) como control de un anticuerpo de especificidad

irrelevante con respecto a IFN y, por lo tanto, carente de actividad neutralizante.

Finalizando el periodo de pre-incubacion se transfirieron 100 ul de mezcla
preincubada mAb-IFN a las placas que contenian las células adheridas, previa
eliminacion del sobrenadante.

Transcurrido un tiempo de incubacion de 6 h, se eliminé el sobrenadante de las
placas y se adicionaron a cada pozo 100 pl de una suspension adecuada de VSV
preparada en medio de crecimiento (aquélla que desarrolla una accion citopatica del
100% en aproximadamente 24 h). Las placas se incubaron nuevamente en estufa a
37 °C en atmosfera humeda al 5% de CO..

Al dia siguiente se procedié al revelado del ensayo empleando lo metodologia

descripta en 13.1.
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6- Se realizaron cuatro clases de controles. En cada uno de ellos la ausencia de un

componente fue reemplazada por el correspondiente volumen de medio de ensayo.

a) Control de méaxima proteccion de IFN (en ausencia de mAD).

b) Control de 100% de efecto citopatico (en ausencia de IFN y mAb).

c) Control de 100% de efecto citopatico (en presencia de mAb y ausencia de IFN).

d) Control de méaxima proliferacion celular (en ausencia IFN, mAb y virus).

14. Técnicas generales de biologia molecular

14.1. Electroforesis en geles de agarosa

Las separaciones de ADN en geles de agarosa se llevaron a cabo empleando el
sistema submarino (Ausubel y col., 1987). Para la preparacion de los geles de concentracion
de agarosa variable entre 0,8% y 1,5% (p/v), se peso la cantidad de agarosa adecuada y se
disolvié por calentamiento en buffer TAE (Tris/Acetato 40 mM, Na,EDTA 1 mM, pH 8,0). La
solucion se enfrié a 60 °C y se adicioné bromuro de etidio en concetracion de 0,5 pg.ml™. La
solucidn se coloc6 en un soporte conteniendo un peine adecuado para formar los carriles de
siembra y se dejo solidificar. Finalmente el gel fue transferido a una cuba para electroforesis
horizontal de ADN de Bio-Rad.

Las muestras de ADN se mezclaron con el buffer de siembra 6X [Ficoll 400
10% (p/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol FF 0,25% (p/v), orange G 0,4% (p/v),
Tris/HCI 10 mM, EDTA 50 mM, pH 7,5] y se sembraron en cada una de las calles del gel. Se
aplicé un voltaje entre 80 y 100 V hasta observar una adecuada migracion de los colorantes
constituyentes del buffer de siembra. Finalmente, el gel fue examinado utilizando un
transiluminador UV (UVP, EE.UU.) y fotografiado. El fundamento de la deteccion de los
fragmentos de ADN mediante luz UV se basa en que el bromuro de etidio presenta una
estructura planar que le permite intercalarse entre las bases de las moléculas de &cidos
nucleicos, interaccionar con ellas y originar un incremento en la fluorescencia comparado
con el colorante libre. La radiacion UV es absorbida y la energia es emitida en la region del

espectro visible correspondiente a 590 nm (roja-anaranjado).
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La estimacion de la longitud de los fragmentos de ADN separados durante la
electroforesis se realiz6 mediante comparacién con marcadores de masa molecular (Cien
Marker, Biodynamics, EE.UU.)

14.2. Digestiones enzimaticas

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando los
medios y condiciones recomendadas por los proveedores de cada enzima en particular. En
todos los casos (excepto para las enzimas Sfil y Not | que se describen con mayor detalle
en la seccién 16.4) la reaccion se llevo a cabo durante 2 h a 37 °C, empleandose de 1 a5 U

de enzima por cada pig de ADN en un volumen final de 20 pl.

Luego de las digestiones enzimaticas, los fragmentos se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa para su posterior analisis y/o purificacién utilizando el
sistema comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

14.3 Ligaciones de ADN

En las reacciones de ligacion se utilizé una relacién molar inserto:plasmido de 3:1 en
un volumen de reaccién de 20 ul, en presencia de la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen,
EE.UU.), siguiendo el protocolo indicado por el proveedor. La mezcla se incub6 toda la
noche a 24 °C.

14.4. Preparacion de bacterias competentes

La mayoria de los métodos para transformar bacterias estan basados en las
observaciones de Mandel e Higa (1970), los cuales demostraron que las bacterias tratadas
con soluciones de CaCl, frias y seguidamente expuestas a un breve shock con calor se
transformaban con el ADN del bacteriéfago A. El mismo método fue subsecuentemente
empleado para transformar bacterias con ADN plasmidico (Cohen y col., 1972).
Aparentemente, el tratamiento induce un estado transitorio de competencia de las bacterias

receptoras durante el cual son capaces de incorporar ADN de diferentes origenes.
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Para la preparacion de las bacterias E. coli DH5aF’lq competentes se realiz6 una
estria sobre una placa de LB-agar a partir de un stock celular conservado a -70 °C. Se
cultivd durante toda la noche a 37°C. Se seleccion6 al azar una de las colonias
desarrolladas y se inocul6 en 3 ml de medio LB, incubando toda la noche a 37 °C en
agitacion a 200 rpm. Luego se repic6 el cultivo en una dilucién 1/100 en 50 ml de medio LBy
se incubo en agitacion a 37 °C hasta alcanzar una DO (A = 600 nm) de aproximadamente
0,4 - 0,5. Posteriormente, se incub6 durante 5 min en bafio de hielo y se centrifugé a 2.500 g
durante 5min a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5403. Se elimind el sobrenadante y se
dej6é escurrir el tubo en posicién invertida. Las bacterias se resuspendieron en 20 ml de
solucion de transformacion | fria [KAc 30 mM, KCI 100 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM y
glicerol 15% (v/v), pH 5,8; esterilizada con filtro de 0,2 um] incubando durante 10 min en
bafio de hielo. Luego se centrifugé a 1.500g durante 1 min a 4°C. Se descartd el
sobrenadante, resuspendiendo las bacterias en 2 ml de solucién de transformacion Il [MOPS
10 mM, KCI 10 mM, CaCl, 75 mM vy glicerol 15% (v/v), pH 6,5; esterilizada con filtro de
0,2 um] e incubandose durante 15 min. Finalmente, la suspension celular fue dispensada en

alicuotas de 100 pl en criotubos frios y conservada a -70 € hasta su utilizacién.

La cepa de E. coli TG-1 se procesd segun el protocolo desarrollado por
Chung y col. (1989). Se realizé una estria en placa de MMC a partir de stock celular
conservado a -70 °C. Luego de cultivar toda la noche a 37 C, se transfiri6 una colonia a
5 ml de medio 2xYT y se incub6 nuevamente a igual temperatura en agitacion a 200 rpm. Al
dia siguiente, se repic6 el cultivo a razén de 1 ml del mismo en 100 ml de medio 2xYT y se
incub6 a 37 °C hasta alcanzar una DO (A = 600 nm) comprendida entre 0,4—-0,5. Las
células se sedimentaron a 2.500 g durante 15 min a 4C y se resuspendieron en 10 ml de
buffer TSS frio [triptona 10 g.I*, extracto de levadura 5 g.I*, NaCl5 g.I', PEG 3350
10% (p/v), DMSO 5% (v/iv) y MgCl, 50 mM, pH 6,5; esterilizado con filtro de 0,2 um]. La
suspension celular conservada en frio se utilizé dentro de las 2 h de adquisicion de su

competencia.

14.5. Transformacién bacteriana

La transformacion de bacterias E. coli DH50F’lq se llevd a cabo descongelando
100 pl de células competentes, adicionandoles 10 ul del producto de ligacion, e incubando
durante 30 min en bafio de hielo. Posteriormente, la mezcla se incub6 durante 1 min en
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bafio a 42 °C y, por ultimo, durante 2 min en bafio de hielo. Se adicion6 900 pl de medio LB
y se incub6 durante 1h a 37°C. Las células se cosecharon mediante centrifugacion
(centrifuga Eppendorf Minispin” Plus, Alemania) a 5.000 rpm durante 5 min, se descartaron
850 pl de sobrenadante y el paquete celular se distribuyé uniformemente en placas
conteniendo LB-agar con el antibiético correspondiente, de modo tal de seleccionar las

bacterias transformadas. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

En el caso de la cepa TG-1 se siguio esencialmente el mismo protocolo partiendo de
las suspension celular en buffer TSS y utilizando medio 2xYT y placas conteniendo

SOB-agar suplementado con glucosa 2% (p/v) y ampicilina 100 pg.ml™*

14.6. Extraccion plasmidica

Para analizar la presencia de los genes de interés en las colonias de bacterias
transformadas, se realizaron extracciones plasmidicas en pequefia escala. Para ello, se
inoculd el clon bacteriano a analizar en 10ml de medio LB con el antibidtico
correspondiente, incubando toda la noche a 37 °C en agitacion a 200 rpm. Se fraccion6
1,5 ml del cultivo en tubos para microcentrifuga, centrifugando a 2.000 g durante 10 min. El
pellet fue resuspendido en 100 pl de solucion | (Tris 25 mM, EDTA 10 mM y glucosa 50 mM,
pH 8), e incubado 5 min a temperatura ambiente. Luego, se adicionaron 200 pl de solucién I
[NaOH 0,2 Ny SDS 1% (v/v)], incubando 5 min en bafio de hielo. Seguidamente, se
agregaron 150 pl de solucién Il (K"3 M y Ac” 5 M), incubando 10 min en bafio de hielo y se
centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min. A partir del sobrenadante obtenido, se realizé una
primera extraccion con la mezcla fenol:cloroformo 1:1 y luego con cloroformo, conservando
siempre la fase acuosa. Luego de cada extraccion se centrifugd a 14.000 rpm durante 2 min.
Por dltimo, se precipito el ADN con 0,6 volimenes de isopropanol, incubando 10 min a
-20°C y centrifugando a 14.000 rpm durante 15 min. Se lavo el precipitado con etanol

70% (v/v), resuspendiéndolo finalmente en 20 pl de H,O esterilizada 121 °C.

Con el fin de obtener preparaciones de los plasmidos a partir de bacterias
transformadas con la calidad necesaria para efectuar la secuenciacion del ADN de interés, o
para ser utilizados en transformaciones bacterianas posteriores, se realizaron extracciones
plasmidicas, utilizando el kit Wizard SV 96 Plasmid DNA Purification Kit (Promega, EE.UU.),

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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En el primer caso, la integridad, la concentracion y pureza de los plasmidos se
evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa. En el caso de preparaciones
plasmidicas obtenidas para su secuenciacion o transformaciones bacterianas posteriores, la
concentracion y pureza de los plasmidos se evalu6 por medida de su absorbancia a
A =260 nm y A =280 nm en espectrofotometro UV-visible (Ultraspec 2000, GE Healtcare)
segun Sambrook y col. (1989).

Concentra®n ADN (ug.ml™)=DO (A = 260nm) 50 zg.ml™ [dilucion) ™ 17)

DO (A =260nm)
DO (1 =280nm)

Purezadela muestra= (18)

El valor de pureza debe estar comprendido entre 1,8 y 2,0, indicando una solucién de

ADN libre de proteinas y reactivos utilizados en la extraccion, entre otros.

15. Obtencién de fragmentos scFv a partir de hibrid ~ omas productores de mAbs

15.1 Extracciéon de ARN total

Se realiz6 la extraccion de ARN total a partir de hibridomas en cultivo utilizando el
reactivo comercial TRIZOL® (Invitrogen). Este método se basa en la utilizacion de una
solucién que contiene fenol y guanidina para la lisis de las células y la separacién de la
muestra en dos fases (acuosa y organica), seguida de la extraccion y precipitacion del ARN
total con cloroformo e isopropanol, respectivamente, a partir de la fase acuosa. Para ello,
células de hibridomas cultivadas en medio D-MEM suplementado con SFB 10% (v/v) fueron
cosechadas en fase de crecimiento exponencial (aproximadamente 5 x10° cél.ml?). La
suspension celular fue centrifugada a 1.000 rpm durante 10min y el pellet fue
homogeneizado utilizando el reactivo TRIZOL en una relacién de 1 ml cada 107 células. Las
muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4 °C para eliminar detritos celulares y
ADN de alto peso molecular. El sobrenadante clarificado se incubé a 30 °C durante 10 min
para permitir la disociacion completa de las nucleoproteinas. Seguidamente, se adiciono
0,2 ml de cloroformo por ml de TRIZOL incubando durante 5 min a temperatura ambiente y
se centrifugd a 12.000 g durante 15 min a 4 °C. El ARN contenido en la fase acuosa se

precipité adicionando 0,5 ml de isopropanol, centrifugando a méxima velocidad durante
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10 min a 4 °C. Se lavo el precipitado con etanol 75% (v/v) y finalmente se resuspendié en

50 ul de agua libre de ARNasas .

La concentracion de ARN en solucién se estimo a partir de la medida de absorbancia
a A = 260 nm y calculada mediante la ecuacion (19). Adicionalmente se midi6 la absorbancia
a A =280 nm, longitud de méaxima absorcion de las proteinas, para determinar la pureza
mediante la ecuacion (18). Una relacion superior a 2 corresponde a una preparacion de ARN

practicamente libre de proteinas.

Concentra®n ARN (ug.ml™)=DO (A = 260nm) 40 xg.ml™* [{dilucion) ™ (19)

15.2. Electroforesis de ARN en condiciones desnatur alizantes

El ARN extraido se analizo6 mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes,
en un gel de agarosa al 1% (p/v) preparado en una solucién de formaldehido al 16% (v/v) y
HEPES (Sambrook y col., 1989). Antes de la siembra, 10 ug de cada muestra de ARN se
incubaron durante 5 min a 65 °C con una mezcla desnaturalizante compuesta por formamida
65% (v/v), formaldehido 20% (v/v) y HEPES, en una relacion volumétrica de 1:3 (solucion de
ARN:solucion desnaturalizante). Posteriormente se les adicionaron los volimenes
correspondientes de solucion de siembra 6X y bromuro de etidio en una concentracion final
de 5mg.ml*. La separacion electroforética se llevd a cabo en solucion de HEPES

empleando un voltaje constante de 3 V por cm de gel.

15.3. Purificacion de ARNm a partir de ARN total

La purificacion del ARNm proveniente de los hibridomas se llevd a cabo utilizando el
kit comercial QuickPrep® Micro mRNA (GE Healthcare). Se utiliz6 como material de partida
ARN total puro, disuelto en agua siguiendo esencialmente el protocolo sugerido por el
fabricante. Brevemente, la muestra de ARN total se diluyé con dos volimenes de Elution
Buffer y se incubé durante 3 min con la matriz de Oligo(dT)-Celulosa. La matriz se lavé cinco
veces con High-Salt Buffer y dos veces con Low-Salt Buffer. Se transfirié la suspension a
una columna MicroSpin, se centrifugd durante 5 min. 13.000 rpm y se realizaron tres lavados

adicionales con Low-Salt Buffer. Finalmente, se efectu6 la elucion con 0,4 ml de Elution
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Buffer precalentado a 65°C. Con este procedimiento se logréo obtener ARNm puro en
concentraciones de alrededor de 10 pg.mI* determinadas por espectrofotometria a
A =260 nm [ecuacion (19)]. Finalmente, el ARNm correspondiente a cada una de las
muestras se precipitd con etanol 75% (v/v) y se resuspendié en 20 pl de agua esterilizada a
121 °C.

16. Clonado de los fragmentos scFv en el vector pPCA NTAB 5E

16.1. Sintesis de la primera cadena de ADNc

Para el clonado de los fragmentos scFv a partir de hibridomas productores de mAbs
anti-rhiIFN-a2b se utilizé el kit comercial RPAS (Recombinant Phage Display System,
GE Healthcare). En una primera etapa, se realizo la sintesis de la primera cadena del ADNc
a partir de ARNm purificado utilizando como primers hexanucleétidos de secuencia al azar
[pd(N)e]. Para cada una de las muestras se realizé la siguiente reaccion por duplicado,

incubando durante 1 h a 37 °C:

ARNmM 5ul
H2Ogq estéril 16 pl
Primed first-strand mix 11 pl
DTT 200 mM 1l
Volumen total 33 ul

Para todas las reacciones de PCR se empleé agua esterilizada a 121 °C, en los

procesos consecutivos (H,Ogq)

El reactivo Primed first-strand mix contiene los primers pd(N)s, la enzima

transcriptasa murina reversa M-MuLV y los nucleétidos en el buffer adecuado.

16.2. Amplificacion del ADNc: PCR primaria

Los genes de las cadenas pesada (Vy) vy liviana (V.) fueron amplificados en dos
reacciones independientes a partir del ADNc obtenido en la primera etapa. Se utiliz6 para
cada cadena una mezcla de oligonucleétidos degenerados disefiados por el fabricante del

sistema RPAS para hibridar en los extremos de las regiones variables Vy (heavy primer 1y
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2) y V_ (light primer mix) de las inmunoglobulinas murinas, a partir de la informacién de sus
secuencias registrada en bases de datos. Los extremos de tales regiones presentan mayor
grado de homologia entre las distintas inmunoglobulinas, permitiendo el empleo de un
conjunto discreto de oligonucle6tidos para amplificar las mencionadas cadenas. Las

reacciones correspondientes se detallan a continuacion:

Mezcla de reaccion para amplificacidn de la cadena liviana:

Reaccién de sintesis de ADNc 33 pl

Light primer mix 2 ul
H20qq estéril 64 pul
Volumen total 99 ul

Mezcla de reaccion para amplificacion de la cadena pesada:

Reaccion de sintesis de ADNc 33 ul

Heavy primer 1 2 ul
Heavy primer 2 2 ul
H204q estéril 62 pl
Volumen total 99 ul

Luego de incubar a 95 °C durante 5 min, se agreg6 1 pl de GoTaq/7 DNA polimerase
(Promega, EE.UU.) a cada tubo y se llevo a cabo la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en un termociclador (Biometra, Alemania) ejecutando 30 ciclos de: 1 min
de desnaturalizacion a 94 °C, 2 min de hibridaciéon a 55 °C y 2 min. para la extension a
72 °C. Posteriormente, los fragmentos Vy y V. amplificados fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa en comparacion con patrones de masa molecular (Cien
Marler), purificandose el producto de tamafio esperado utilizando el kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare).

16.3. Ensamblado de las cadenas V 4y V. reaccion de fill-in y PCR secundaria

Los fragmentos de ADN correspondientes a las cadenas pesada y liviana se
ensamblaron para formar una cadena Unica mediante un ADN oligonucleétido linker. Este
fragmento provisto en el sistema RPAS bajo la denominacion linker-primer mix ha sido

disefiado mediante una secuencia central que codifica para el péptido de 15 aminoacidos
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(G4S)s Yy en sus extremos secuencias degeneradas que hibridan con la region 3" de la
cadena pesada y con la region 5° de la cadena liviana. Cuando esto sucede, los
oligonucledtidos linker actian como primers en una reaccion de fill-in en presencia de la
enzima Taq ADN polimerasa. De esta manera, la reaccion de ensamblado produce una
pequefia cantidad del gen correspondiente al fragmento scFv, donde la region Vy esta unida

a la region V| via una secuencia que codifica para el linker (G4S)s.

Luego de cuantificar los fragmentos de ADN correspondientes a las cadenas pesada
y liviana, comparando la intensidad de las bandas obtenidas en un gel de agarosa con un
marcador de concentracion conocida (Vy marker, incluido en el kit RPAS), se llevé a cabo la

reaccion de ensamblado respetando el siguiente protocolo:

Producto V4 (50 ng) X pl
Producto V. (50 ng) Y ul
Linker-primer mix 4l
Buffer de PCR 10X 5ul
Mezcla de dNTP (20 mM c/u) 2,5ul
MgClz2 25 mM 5ul
Taq ADN polimerasa (2,5 -5 U) 0,5-1,0ul
H204d csp 50 pl

Para la realizacion de esta reaccion se ejecuté un programa que comprende 7 ciclos
de 1mina94 °Cy4 mina63 °C.

El fragmento de ADN correspondiente al scFv ensamblado se amplific6 en una
segunda PCR utilizando una coleccion de primers provistos por el sistema RPAS (RS
primers) que introducen los sitios de restriccion Sfi | y Not | en los extremos 3" y 57,
necesarios para el posterior clonado en el vector pPCANTAB 5E (GE Healthcare). Se utilizé
un programa constituido por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 2 min a 55°C y 2 min a 72 °C,

agregando al volumen de la reaccién anterior (50 pl) la siguiente mezcla de reactivos:

Buffer de PCR 10X 5u
Mezcla de dNTP (20 mM c/u) 1l
RS primers 4
MgCl; 25 mM 3u
Taq ADN polimerasa (5 U) lu
H204d 36 1

Volumen total 50 pu
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Con el objeto de purificar el fragmento scFv amplificado de los restantes
componentes de la PCR, se utillizé una resina de Sephacryl S-400 HR (GE Healtcare) en
columnas MicroSpin (GE Healtcare). El volumen total de la reaccion (aproximadamente
100 ul) se ftransfiri6 a la resina previamente equilibrada con buffer TE (Tris 10 mM,
Na,EDTA 1 mM, pH 8,0) y se centrifugdé durante 2 min a 735 g. El ADN purificado de esta
manera se cuantificO mediante geles de agarosa utilizando como patrén el marcador scFv

(scFv marker, RPAS) de concentracion conocida.

16.4. Digestion con las enzimas de restriccion  Sfi |y Not |

El ADN del fragmento scFv ensamblado fue digerido con las enzimas de restriccion
Sfil y Not | (GE Healthcare) en forma secuencial. Para la digestién con la enzima Sfi | se

incub6 durante 4 h a 50 °C la siguiente mezcla de reaccién:

Producto scFv (0,25 — 1 ug) hasta 70 pl
Buffer 1 10X" 8,5l
Sfi 1 (50 V) 4 ul
H20dd csp 85 pl

#Tris-HCI 100 mM, NaCl 500 mM, MgCl, 100 mM , DTT 10 mM, pH 8,0.

Para la restriccion con la enzima Not| se adicionaron a la mezcla anterior los

siguientes reactivos:

NaCl 3 M 3,6 ul
Buffer 2 10X" 1,5 ul
Not I (50 U) 2l
H204d 7,8 pl

*Tris-HCI 100 mM, MgCl, 100 mM, DTT 10 mM, Triton X-100 0,34% (p/v), pH 8,0.

Luego de incubar durante 4 h a 37 °C se realiz6 una extraccion con solventes para
purificar el ADN digerido. A los 100 pl de la digestion se adicioné un volumen de la mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcl6é vigorosamente y se centrifugé a
maxima velocidad durante 3 min. La fase acuosa superior se procesoé utilizando la resina
Sephacryl S-400 HR y el fragmento scFv purificado se cuantific6 mediante geles de agarosa

como se detall6 anteriormente.
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16.5. Ligacién de los fragmentos scFv con el vector pPpCANTAB 5E y transformacion
de células TG-1 competentes

El vector pCANTAB 5E, desarrollado por Cambridge Antibody Engineering vy
Pharmacia (Jackson y col., 1992), puede ser empleado en conjunto con diferentes cepas de
E. coli para producir anticuerpos recombinantes fusionados en la capside de fagos o bien

anticuerpos recombinantes solubles

En la reaccion de ligacion se utilizé el vector pPCANTAB 5E que se provee en forma

lineal (GE Healthcare). Se incub6 durante 1 h a 16 °C la siguiente mezcla de componentes:

Gen del fragmento scFv (150 ng) Xul
Buffer OPA" 10X" 5ul
pCANTAB 5 E (250 ng) 5ul
ATP 10 mM 5ul
T4 ADN ligasa (5 U) 1l
H204q csp 50 pl

#Tris-acetato 100 mM, Acetato de Magnesio 100 mM, Acetato de Potasio 500 mM, pH 7,5

Se inactivo la enzima ligasa mediante shock térmico incubando la muestra a 70 °C

durante 10 min e inmediatamente enfriandola 5 min en hielo.

El volumen total de la ligacion fue utilizado para transformar 1 ml de células TG-1
competentes. Luego de la transformacion, 900 ul de la suspension celular se destinaron
para el procedimiento de rescate de la biblioteca de fagos recombinantes. Los 100 pl
restantes se diluyeron a 1 ml con medio LB, se incub6 durante 1 h a 37°C vy, finalmente, se
plaguearon 100 pl de esta suspension celular en placas LB-agar con el objeto de estimar la

eficiencia de transformacion y el tamafio de la biblioteca resultante.

17. Seleccidn de fagos portadores de anticuerpos re  combinantes que reconocen al
rhIFN-a2b.

El objetivo de la técnica de panning (seleccion) es capturar selectivamente aquellos
anticuerpos recombinantes presentados en la superficie de los fagos que reconocen el
antigeno inmovilizado en un soporte sélido (o en solucién). Previamente al desarrollo del

panning, los fagos recombinantes son precipitados con PEG para concentrarlos y separarlos
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de los anticuerpos solubles que pudieran competir en el reconocimiento del antigeno. Luego,
los fagos recombinantes son incubados con el antigeno inmovilizado en fase solida.
Aquéllos que se unen al antigeno son retenidos, mientras que aquéllos que no reaccionan o
lo hacen muy débilmente (es decir, con baja afinidad) son removidos a lo largo de una serie
de lavados subsecuentes. Cuando se adicionan células de E. coli TG-1 en fase de
crecimiento logaritmico, los fagos retenidos por el antigeno infectan las bacterias que
entonces pueden ser utilizadas para un nuevo procedimiento de rescate y posterior ronda de
panning o, eventualmente, ser plaqueadas para analizar la produccion de fragmentos scFv a

partir de colonias individuales.

17.1. Rescate de la biblioteca de fagos recombinant es

En este procedimiento, el fago helper M13KO7 es utilizado para el rescate del
fagémido con el gen del anticuerpo scFv inserto, a partir de las células TG-1 transformadas.
Este fago provee la informacion genética necesaria para empaquetar el fagémido
pPpCANTAB 5E que codifica para el anticuerpo recombinante expresado en el extremo del
fago maduro. Adicionalmente, el M13KO7 es portador del gen que codifica para la
resistencia al antibiético kanamicina, posibilitando la seleccion de aquellas células que son

infectadas.

A la suspension de células TG-1 transformadas en el paso anterior (900 pl) se
agregaron 9,1 ml de medio 2xYT-G, incubando durante 1 h a 37 °C con agitacion, para
permitir la replicacion del vector y la generacion de la resistencia al antibittico.
Seguidamente, se adiciond ampicilina (concentracién final de 100 pg/ml) y 4.10% ufp del
fago helper M13KO7. Luego de incubar 1 h a 37°C con agitacion, se centrifugd la
suspension celular a 1.000 g durante 10 min. Finalmente, las células sedimentadas se
resuspendieron en 10 ml de medio 2xYT-AK y se cultivaron ON a 37 °C con agitacion

vigorosa para la produccion de los fagos recombinantes.

17.2. Precipitacion y concentracion de los fagosre ~ combinantes

El cultivo de células TG-1 crecido ON en medio 2xYT-AK se centrifugd durante

20 min a 1.000 g. A los 10 ml de sobrenadante conteniendo los fagos recombinantes se
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adicionaron 2 ml de solucion de PEG/NaCl [PEG 8000 20% (p/v) y NaCl 2,5 M] realizandose
luego una incubacion en hielo durante 1 h. Seguidamente, se centrifugd la mezcla 20 min a
10.000 g y 4 °C en centrifuga Beckman con rotor JA-30.50. Se descartd cuidadosamente el
sobrenadante y se resuspendioé el precipitado en 1 ml de PBS. Cuando no se realizé
inmediatamente el proceso de panning, la solucion de fagos recombinantes se filtr6 por

0,45 um y se conservo a 4 °C.

17.3. Titulacién de los fagos recombinantes

Previo a la realizacion de cada ronda de panning se titul6 la solucidon de fagos para
determinar la concentracion de entrada (INPUT). Para ello, se prepararon diluciones

seriadas 1:10 de la biblioteca de fagos en medio 2xYT siguiendo el siguiente esquema:

Medio  Factor de dilucién

2 ul de la solucién inicial  + 198 pl 10°
10 pl de dilucién 10 +90 pl 10°
10 pl de dilucién 10°° +90 pl 10
10 pl de dilucién 10™ +90 pl 10°
10 pl de dilucién 10 +90 pl 10°
20 ul de dilucién 10° +180 pl 10’
20 ul de dilucién 107 +180 pl 10°
20 ul de dilucion 10 +180 pl 10°

A 100 pl de las diluciones 107, 10® y 10° se adicionaron 100 pl de células TG-1 en
fase de crecimiento logaritmico y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. Se
plaguearon 100 pl de cada muestra en placas SOBAG que se cultivaron ON a 37 °C.
Finalmente, se contaron las colonias en las placas que contenia entre 30 y 300 colonias y se

calculo el titulo segun:

# coloniasCdil *
cfu/ml= (20)
0501 ml
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La preparacion del cultivo de células TG-1 en fase de crecimiento logaritmico se
realizd inoculando medio 2xYT a partir de una colonia bacteriana crecida en placas con
medio MMC e incubando a 37 °C hasta alcanzar una DO (A = 600 nm) de 0,5. De esta forma
las bacterias expresan el pili F* y son susceptibles a la infeccion por parte de los fagos

filamentosos.

17.4. Panning de los fagos recombinantes empleando antigeno inmo  vilizado en fase
sélida

Una placa de poliestireno de 8 pozos de fondo plano (Greiner, Alemania) fue
sensibilizada con 100 ul de una solucion de rhIFN-a2b de 10 pg.mI™* (1 ug por pozo) diluido
en solucién de sensibilizacion. Se incubd durante 1 hora a 37 °C y toda la noche a 4 °C.
Luego de realizar 3 lavados con PBS, los sitios de unién inespecifica fueron blogqueados con
200 pl de solucién de bloqueo [leche descremada 2% (p/v) en PBS y azida de sodio
0,01% (p/v)] incubando durante 1 h a 37 °C. La soluciéon de fagos recombinantes se diluy6
1/5 en solucion de bloqueo con el agregado de Triton X-100 en una concentracion final de
0,1% (v/v), y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente para disminuir las
interacciones inespecificas del tipo hidrofébicas entre las proteinas constitutivas del fago y el
antigeno. Se adicionaron 100 ul por pozo de esta solucion diluida y se incub6 durante 2 h a
37 °C. A continuacion, se realizé una serie de 20 lavados utilizando PBS con el agregado de

Tween 20 0,1% (v/v) seguidos de otros 20 lavados con PBS.

17.5. Infeccién de células de E. coli TG-1 con la biblioteca de fagos recombinantes
seleccionados

Para recuperar los fagos seleccionados por su capacidad de interacciéon con el
antigeno inmovilizado en la fase sélida, se adicionaron 100 pl por pozo de una suspensién
de células TG-1 en fase de crecimiento logaritmico y se incubd durante 1 h a 37 °C.
Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas 1:10 (10" y 10?) y se sembraron en
placas SOBAG con el objeto de calcular la cantidad de fagos retenidos tras el panning
(OUTPUT), y para realizar el screening de los fagos recombinantes o de los fragmentos

scFv solubles a partir de colonias individuales.
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Cuando se realizaron nuevas rondas de panning, las células TG-1 infectadas en el
paso anterior se inocularon en 2 ml de medio 2xYT-AG y se incub6 a 37 °C con agitacién
hasta alcanzar una DO (A =600 nm) de 0,5 (2,5 — 3 h). En ese momento, se adicionaron
1.10'° ufp del fago helper y se realiz6 una nueva incubaciéon a 37 °C durante 1h.
Finalmente, las células se sedimentaron a 1.000 g durante 10 min y se resuspendieron en
10 ml de medio 2xYT-AK para la produccidon de fagos recombinantes enriquecidos. Se

incub6 ON a 37 °C con agitacion.

17.6. Screening de fragmentos scFv solubles especificos anti-rhIFN  -a2b

La cepa de E. coli TG-1 posee un ARNt supresor que no reconoce el codén amber
stop ubicado entre la secuencia del fragmento scFv y el gen 3 del fago, presentes en el
vector pCANTAB 5E. Debido a que esta supresién tiene una eficiencia del orden del 20%, se
produce una proporcién de anticuerpos solubles paralelamente a los anticuerpos fusionados
al fago. De esta manera, es posible efectuar producciones a pequefa escala y evaluar la
expresion de fragmentos solubles directamente utilizando las células TG-1, sin la necesidad

de infectar la cepa no supresora E. coli HB2151.

A partir de las placas SOBAG con las células TG-1 infectadas tras el proceso de
panning, se transfirieron 96 colonias individuales a los respectivos tubos conicos de 1,5 ml
conteniendo 400 uyl de medio 2xYT-AG, constituyéndose lo que se denomind “Placa
Maestra”. La Placa Maestra se incub6 durante toda la noche a 30 °C con agitacion vigorosa
para amplificar los clones. Al dia siguiente, se transfirieron 40 ul de cada cultivo a una nueva
serie de 96 tubos conteniendo 400 ul de medio 2xYT-AG y se incubo durante 2 h a 30 °C.
Seguidamente, se centrifugaron los tubos a 1.500 g durante 20 min, se descartaron los
sobrenadantes de cultivo y se resuspendio cada pellet en 400 yl de medio 2xYT-AI,
incubandose toda la noche a 30 °C. Finalmente, los tubos se centrifugaron durante 10 min a
13.000 rpm y se utilizaron los sobrenadantes para determinar la presencia de anticuerpos
recombinantes solubles por técnica de ELISA especifico indirecto (Anexo A.6)

18. Preparacion de fagos recombinantes a partir de clones productores de
fragmentos scFv especificos anti-IFN-  a2b

En este procedimiento se utilizan los clones de las células TG-1 que resultaron

positivos en el screening de fragmentos scFv solubles con el objetivo de generar fagos
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recombinantes e infectar células HB2151. De esta manera, es posible obtener clones que
produzcan los anticuerpos recombinantes solubles en una cantidad suficiente para la
posterior caracterizacion de los mismos. En las células HB2151 (cepa no supresora) la
sintesis proteica se detiene al final del gen correspondiente al fragmento scFv, no
generandose una proteina de fusién con la g3p. En este caso el fragmento resultante es

transportado hacia el espacio periplasmico donde se acumulay libera al medio de cultivo

Desde la Placa Maestra (conservada a 4 °C) se transfirieron 40 yl de cultivo saturado
de cada clon positivo a nuevos tubos conteniendo 400 ul de medio 2xYT-AG con el
agregado de 2,5.10° ufp del fago helper M13KO7. Luego de incubar durante 2 h a 37 °C, los
tubos se centrifugaron a 1.500 g durante 20 min. Posteriormente, las células sedimentadas
se resuspendieron en 400 pl de medio 2xYT-AK y se cultivaron toda la noche a 37 °C. Al dia
siguiente, se centrifugaron los cultivos durante 20 min a 1.500 g y los sobrenadantes
clarificados, conteniendo los fagos recombinantes especificos correspondientes a cada clon

positivo original, se conservaron a 4 °C.

19. Infeccion de células de E.coli HB2151 y produccion de anticuerpos
recombinantes solubles

Se adicionaron 2 pl del sobrenadante conteniendo los fagos recombinantes de cada
clon positivo a 400 pl de una suspension de células HB2151 en fase de crecimiento
exponencial. La infeccion se llevé a cabo incubando las células a 37 °C durante 30 min.
Inmediatamente, se realiz6 una estria en placas con medio SOBAG-N para cada muestra y
se incubaron toda la noche a 30 °C. La utilizaciéon de acido nalidixico permite seleccionar
células HB2151 (resistentes a dicho antibidtico) evitando la contaminacién con células TG-1
(sensibles al mismo) que podrian presentarse en el sobrenadante clarificado de fagos por

arrastre o contaminacion.

A partir de colonias individuales de células HB2151 infectadas, se realizaron cultivos
en medio 2xYT-AG para verificar la produccion de los fragmentos scFv solubles y determinar
donde se acumulan en mayor concentracion (sobrenadante de cultivo, espacio periplasmico
o citoplasma). La produccion se llevé a cabo mediante el reemplazo del medio de
crecimiento cuando el cultivo alcanzé una DO (A = 600 nm) de 0,5 por medio de induccién

(2xYT-AIl), e incubando 4 h o toda la noche a 30 °C con agitacion. Posteriormente, los
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cultivos se separaron en dos partes que se centrifugaron a 1.500 g durante 20 min. Los
sobrenadantes se conservaron a -20 °C y los pellets se utilizaron para preparar extractos

periplasmicos y extractos de células totales.

La obtencion de los extractos periplasmicos se realizé mediante un shock osmotico
suave. Para ello, el pellet celular se resuspendio en solucién TES (Tris-HCI 0,2 M, EDTA
0,5 mM, sacarosa 0,5 M, pH 8) e inmediatamente se adicioné 1,5 volumenes de solucién
TES diluida 1/5. Luego de incubar 30 min en hielo se centrifugd a méxima velocidad durante
10 min. El sobrenadante (extracto periplasmico) se conservé a -20 °C. Para la preparacion
de los extractos de células totales se resuspendié el pellet celular en PBS y se hirvié durante
5 min. Se sedimentaron los detritos celulares como se indicd anteriormente y se conservo el

sobrenadante a -20 °C.

Los extractos periplasmicos y totales y los sobrenadantes de cultivo se analizaron
mediante técnicas de SDS-PAGE y Western-blot realizadas tal como se describe en las
secciones 12.1 y 12.2. Finalizado el procedimiento de transferencia se realizé sobre el papel

de nitrocelulosa la siguiente reaccién inmunoquimica:

1- Bloqueo: Los sitios de union inespecifica fueron blogueados con

solucion leche descremada 2 % (p/v) en TBS.

2- Primera incubacion: La membrana se incub6 con el mAb anti-E tag conjugado con
la enzima peroxidasa (GE Healthcare) diluido 1:2.000 en

solucién de bloqueo.

3- Reaccion reveladora: Se emple6 como sustrato agua oxigenada 0,12 volimenes
diluida en TBS con el agregado de a-cloronaftol (Sigma)
0,5 mg/ml disuelto en metanol al 20% (v/v). La incubaciéon se
realizd a temperatura ambiente hasta detectar la aparicion de
color. La reaccion reveladora fue detenida por lavados

sucesivos con agua destilada.
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20. Purificacion de fragmentos scFv solubles median  te cromatografia de afinidad
al mAb anti-E tag

La purificacion de los fragmentos scFv a partir de extractos peripladsmicos o
sobrenadantes de cultivo se llevé a cabo empleando una columna HiTrap™ de 16 x 25 mm
(GE Healthcare) que consiste en un mAb especifico para el péptido E-tag inmovilizado en
una matriz de Sepharose High Performance. Se empled un cromatdgrafo liquido de baja
presion (Fast Protein Liquid Chromatography System, FPLC", GE Healthcare) equipado con
un colector automatico de fracciones (FRAC-100) y una unidad registradora (REC-102). El

protocolo de purificacion utilizado se describe a continuacion:

1. EQUILIBRADOQ: con solucién de fosfatos 20 mM pH 7. Se emplearon 5 volimenes
de columna para esta etapa.

2. PREPARACION DE LA MUESTRA: el extracto periplasmico o el sobrenadante de
cultivo se acondicionaron llevando a pH 7 con HCI 1 M. Posteriormente, la muestra

se filtré por 0,45 pm.

3. SIEMBRA: se sembré un volumen de muestra apropiado segun la capacidad de la
matriz cromatografica informada por el fabricante (0,7 mg scFv) y la concentracion

estimada de fragmento scFv.

4, LAVADQO.: las proteinas no retenidas por la matriz se lavaron con solucion de fosfatos
20 mM pH 7 hasta demostrar la ausencia de proteinas por medida de la absorbancia
a A =280 nm.

5. ELUCION: se realiz6 por descenso de pH. Se emple6 una solucién de glicina-HCI
0,1 M, pH 3. Se recogieron alicuotas de 1 ml y se neutralizaron inmediatamente
agregando 30 pl de solucién de Tris-HCI 1 M, pH 9. Las fracciones correspondientes
al pico de elucion de scFv, monitoreado a A = 280 nm y mediante ELISA especifico
indirecto, fueron mezcladas y el producto obtenido fue diafiltrado contra PBS y
concentrado utilizando el sistema de ultrafiltracion Amicon Ultra-4 con membrana de

10 kDa de limite de corte (Millipore, Francia).

6. Luego de la elucion la matriz fue rapidamente equilibrada con solucion de equilibrado
y conservada a 4 °C en dicha solucion con el agregado de azida sédica 0,05% (p/v).
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El flujo establecido durante las distintas etapas del proceso cromatogréafico fue de

1 ml/min.

La concentracion de los fragmentos scFv purificados se determind
espectrofotométricamente (A =280 nm) utilizando coeficientes de extincion (¢ para 1
mg.ml™) deducidos a partir del contenido de aminoacidos arométicos de la molécula (Gill y
von Hippel, 1989) utilizando el programa Vector NTI 4.0 (Invitrogen).

La determinacion de pureza de los fragmentos se llevo a cabo mediante técnica de
SDS-PAGE con posterior tincion argéntica. Para tal fin, se empled el kit Silver Strain Plus
(Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizd la
densitometria de bandas coloreadas empleando un scanner para densitometria
(ImageScanner, GE Healthcare) y el software ImageMaster TotalLab v 1.11 (GE

Healthcare).

21. Caracterizacion de los fragmentos scFv recombin  antes

21.1. Determinacién de la constante de afinidad

La determinacion de la constante de afinidad de los fragmentos recombinantes
purificados se llevo a cabo mediante la metodologia descripta en la seccién 11.1, estudiando
el equilibrio asociacion-disociacion entre el scFv y su antigeno y evaluando la concentracién
de scFv libre mediante técnica de ELISA especifico indirecto. En este caso, al tratarse de
anticuerpos monovalentes, se asumié que la concentracion de Ab unido al antigeno
resultaba idéntica a la concentracion de sitios de unién ligados al antigeno, por lo que no se

tuvo en cuenta la correccion efectuada por Stevens (1987).

En microtubos de 1,5ml de capacidad se agregaron 175 pul de soluciones de
rhIFN-a2b en concentraciones decrecientes desde 10 pg.mli* hasta 78 ng.ml™,
Posteriormente, se adicionaron 175 pl de una solucion conteniendo el correspondiente scFv
en una concentracién constante. Las concentraciones de los fragmentos recombinantes
fueron deducidas teniendo en cuenta el titulo de cada anticuerpo medido por técnica de
ELISA especifico indirecto (Anexo A.6). Se seleccioné la concentracion de scFv necesaria
para generar una respuesta equivalente al 50% de la méaxima absorbancia obtenida en



81

condiciones de saturacion del fragmento. Las diluciones se realizaron en solucion de PBS,
BSA 0,1% (p/v), Tween 20 0,05% (v/v). Los experimentos fueron llevados a cabo por

triplicado. Las mezclas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente.

Finalmente, el contenido de los tubos se transfiri6 a pozos de placas de
microtitulacion previamente sensibilizados con rhIFN-a2b, realizandose un ensayo de ELISA
especifico indirecto siguiendo esencialmente el protocolo descripto en la seccion 11.1,
variando solamente la etapa correspondiente a la segunda incubacion, donde la deteccion
de la interaccién de los fragmentos scFv con el antigeno inmovilizado se llevé a cabo
empleando un mAb anti-E-Tag conjugado con la enzima peroxidasa diluido 1/8.000 en
solucion diluyente. La incubacion se efectu6 1 h a 37 °C procediéndose, posteriormente, al

revelado siguiendo el protocolo indicado en el anexo A.1.

21.2. Neutralizacién de la actividad bioldgica anti  -viral in vitro de diferentes tipos de
hIFN-a en presencia de los fragmentos scFv recombinantes

Los ensayos de neutralizacion de la actividad biolégica anti-viral de los fragmentos
scFv se llevaron a cabo empleando los estandares internacionales (NIBSC) de rhIFN-a2a,
rhIFN-a2b, hIFN-a leucocitario y linfoblastico. El IFN-a leucocitario consiste en una mezcla
de interferones alfa producidos por leucocitos de sangre periférica tras la induccién
efectuada con el virus Sendai, mientras que el IFN-a linfoblastico, que también esta
constituido por una coleccién heterogénea de IFNs alfa, se produce por la accion del mismo

virus sobre células Namalwa (células tumorales derivadas de un linfoma B humano).

Tanto la puesta a punto como la realizacion del ensayo de valoracién de la actividad
bioldgica anti-viral in vitro de los distintos tipos de IFN-a por parte de los fragmentos
recombinantes, se llevaron a cabo mediante los procedimientos descriptos en las secciones

12.1y 12.2, respectivamente.

22. Incremento de la afinidad del fragmento scFv CA  5E6 mediante mutagénesis al
azar

Con el objeto de introducir mutaciones al azar en la secuencia correspondiente al

scFv CASEG se utilizé la técnica de error-prone PCR (Cadwell y Joyce, 1992; Fromant y col.,
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1995). Esta metodologia consiste en inducir un aumento en la tasa de error de la enzima
Taq polimerasa mediante el uso de los cuatro dNTPs en proporciones diferentes, o bien
mediante el agregado de Mn*. En el presente trabajo se utilizaron diferentes

concentraciones del mencionado cation sin modificar la proporcion de los nucledtidos.

Para generar una biblioteca de fragmentos scFv CASE6 mutados, se disefiaron
oligonucledtidos complementarios a la regiones 3" y 5 de la secuencia del mencionado
fragmento (primers EP Fw y EP Rv, respectivamente), conteniendo los sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Sfi | (EP Fw) y Not | (EP Rv). A continuacién

se indica la secuencia de cada oligonucledtido:

EP Fw: 5 - CCT TTC TAT GCG GCC CAG CC-3’
EP Rv: 5 - AGC GGA TCC GGA TAC GGC AC-3

Para la reaccion, llevada a cabo en termociclador, se utiliz6 un programa con 30

ciclos de 1 mina 94 °C, 2 min a 58 °C y 2 min a 72 °C con la siguiente mezcla de reactivos:

Templado ()CANTAB 5E-scFV CA5SE6 2 ul
Buffer de PCR 5X 20 pl
Mezcla de dNTPs (20 mM c/u) 2 ul
Primer EP Fw (50 uM) 2ul
Primer EP Rv (50 uM) 2 ul
MnCl; (10 mM) Xul
GoTag DNA pol. (5 U) 0,5 ul
H204d C.S.p. 100 pl

donde X es el volumen necesario de la solucion de MnCl, necesario para obtener una
concentracion final de 0,075, 0,150, 0,300 o 0,600 mM de la sal.

Luego de purificar los productos amplificados se realizd la digestion enzimatica y la
posterior reaccion de ligacion con el vector pCANTAB 5E tal como se detalld en las

secciones 16.4y 16.5.

La construccion y expresion de la biblioteca de los fagos recombinantes
correspondientes a los fragmentos scFv CA5E6 mutados, asi como su screening y

seleccion, se realizaron como se indicé en la seccion 17. Durante el proceso de seleccion,
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los fagos recombinantes se incubaron en presencia de rhIFN-a2b inmovilizado en fase
so6lida utilizando distintas condiciones de pH y fuerza i6nica, con el objeto de seleccionar
aquéllos que mostraran una mayor capacidad de unién con la citoquina. Para ello, en la
primera ronda de panning se realizé un lavado de 30 min a temperatura ambiente utilizando
las siguientes soluciones: glicina 0,1 M, pH 2; glicina 0,1 M, pH 3; acetatos 0,1 M, pH 4;
acetatos 0,1 M, pH 5; NaCl 1 M en PBS; PBS (control).

23. Neutralizacion de la actividad biologica in vivo del rhIFN-a2b por accion del
mAb CA5E6

La capacidad neutralizante in vivo del mAb CA5EG6 fue evaluada mediante el estudio
de su habilidad para inhibir la actividad antiproliferativa del IFN-a2b sobre el crecimiento de

tumores solidos implantados subcutaneamente en ratones inmunocomprometidos.

Se utilizaron ratones nude atimicos de la cepa N:NIH nu/nu (Comisiéon Nacional de
Energia Atdmica, Argentina) de 8 a 10 semanas de edad. Esta cepa fue generada en
Glasgow, Escocia, en el afio 1962, a partir de una colonia exocriada de ratones albinos
Swiss que sufrié una mutacién en un gen autosémico y recesivo, asociado a la ausencia de
pelo, que produce disgenesia gonadal y aumento de la susceptibilidad a infecciones y a
variaciones de temperatura. El raton homocigota recesivo (nu/nu) presenta aplasia de timo,
lo que produce numerosos defectos del sistema inmunolégico y, en consecuencia, una
escasa respuesta a los antigenos timodependientes debido a deficiencias cuantitativas y
funcionales de las células T. Por estas caracteristicas, es una de las cepas mas utilizadas
en investigacién biomédica en el campo de la oncologia al ser animales capaces de aceptar
transplantes tumorales sin producir el rechazo de los mismos (Pantelorius, 1971). Por su
condicion de inmunodeficientes, los ratones nude deben criarse y mantenerse bajo estrictas
condiciones ambientales, libres de virus, bacterias, parasitos y hongos, clasificandoselos de
acuerdo a su condicion sanitaria como animales libres de patégenos especificos (SPF;
Carbone y Maschi, 2006).

Los animales se alojaron en un gabinete de flujo laminar tipo | provisto de un filtro
HEPA, a una temperatura de 28+ 1 °C y un fotoperiodo luz/oscuridad de 14-10 h. Se
contuvieron en cajas de acero inoxidable con lecho de viruta estéril y se les proporcioné

agua corriente autoclavada y alimento irradiado con luz UV ad libitum. Para su manipulacién
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se utilizé guardapolvo, guantes, cofia y barbijo, con el fin de evitar la transmision de agentes

infecciosos.

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

comienzo del tratamiento.

En un experimento, los ratones fueron separados en dos grupos: un grupo control de
tres animales y un grupo de seis animales que recibieron tratamiento con rhIFN-a2b. Los
ratones correspondientes a este Ultimo grupo recibieron tres inyecciones por via subcutanea
y peritumoral de 33.000 Ul de la citoquina, mientras que los animales del grupo control se
inyectaron de igual forma con solucion diluyente del la citoquina: PBS-BSA 0,1% (v/v).

Todas las soluciones fueron previamente esterilizadas por filtracion.

En otra experiencia, se conformaron tres grupos de ocho animales cada uno que
recibieron tres inyecciones semanales por via subcutanea y peritumoral de: 33.000 Ul de
rhiIFN-a2b (grupo 1), mezcla (preincubada durante 2 h a 37 °C) de 33.000 Ul de la citoquina

en presencia del mAb CAS5E6 en una relacion molar 1:10 (grupo 1) y solucion diluyente
(grupo IlI).

La dimensién de los tumores se determiné semanalmente, previo al tratamiento,
utilizando un calibre. El calculo del volumen tumoral se realizé6 asumiendo una geometria
eliptica, debido a que se ha reportado que la formula del elipsoide permite correlacionar
adecuadamente el volumen con la masa del tumor (Tomayko y Reynolds, 1989). De acuerdo

a ello, se utilizé la siguiente ecuacion:

Volumen (cm3)=%ELEN2 (21)

donde L es el eje de mayor longitud y W el eje menor del tumor.
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Luego de finalizado el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los tumores
fueron extraidos y pesados. Los resultados entre grupos fueron analizados mediante analisis
de la varianza (ANOVA) seguido de testt de Student para comparacién de diferentes

tratamientos, considerando la existencia de diferencias significativas cuando p < 0,05.
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ANEXO A: Técnicas inmunoquimicas

A.1l. Determinacién de la presencia de anticuerpos e  specificos anti-rhIFN- a2b en el
sobrenadante de cultivo de hibridomas o plasma de r atones inmunizados por
técnica de ELISA especifico indirecto

1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Primera incubacién:

4- Segunda incubacion:

5- Reaccion reveladora:

Placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Greiner,
Alemania) fueron sensibilizadas con 100 pl de rhiIFN-a2b en una
concentracion de 0,5 pg.ml™ (50 ng por pozo) diluido en solucién de
carbonato/bicarbonato de sodio 50 mM, pH 9,6 (solucion de
sensibilizacién). Se incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la noche a
4 °C.

El bloqueo de los sitios de interaccion inespecifica se realizé con
200 pl de solucion de albumina sérica bovina (BSA, Sigma, EE.UU.)
1% (p/v) preparada en PBS (solucion de bloqueo). Se incubd
durante 1 h a 37 °C.

Se adicionaron 100 pl de cada sobrenadante de cultivo de
hibridomas para evaluar la presencia de anticuerpos especificos o
diluciones 1:2 de plasma de ratones inmunizados con la citoquina
para determinar el titulo de anticuerpos. Se incubd durante 1 h a
37 °C.

Se agregaron 100 ul de anticuerpos de conejo
anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO, Dinamarca), diluidos 1:1.000 con
PBS, BSA 0,1% (p/v), Tween 20 al 0,05% (v/v) (solucién diluyente).
Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Comprende la reaccién enzimatica reveladora empleando como
sustrato agua oxigenada 0,015 volumenes diluida en solucién de
citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH 5,3 con el agregado de
o-fenilendiamina (Sigma) en una concentracion de 0,5 mg.ml*

(solucion de revelado). Se agregaron 100 pl de solucién de
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revelado por cavidad y, luego de incubaciébn en oscuridad a
temperatura ambiente, la reaccion se detuvo mediante el agregado
de 50 ul de H,SO,4 2 N. La lectura del color generado se efectu6 a
A =492 nm en un lector de placas de microtitulacion (Labsystems
Multiskan MCC/340, Finlandia).

Sin sobrenadante de cultivo de hibridomas, pero con el agregado
de medio de cultivo o plasmas basales de ratones no inmunizados.

A.2. Determinacién del titulo de mAbs anti-rhIFN- a2b por técnica de ELISA
especifico indirecto

1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Primera incubacién:

4- Segunda incubacion:

5- Reaccion reveladora:

Una placa de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fue
sensibilizada con 100 pl de rhIFN-a2b 0,5 pug.ml™ (50 ng por pozo)
diluido en solucion de sensibilizacion. Se incubé durante 1 h a 37 °C

y toda la noche a 4 °C.

Los sitios de union inespecifica se bloguearon con 200 pl de

solucién de bloqueo. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Se agregaron 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 de diferentes
muestras. Las diluciones se realizaron con solucién diluyente. El
rango de diluciones ensayadas se selecciond de acuerdo con el tipo
de muestra estudiada:

- Liquido ascitico: 1:1.000 hasta 1:8.192.000

- mAD purificado: 1:100 hasta 1:204.800

Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Se  adicionaron 100yl de  anticuerpos de  conejo
anti-inmunoglobulinas murinas conjugados con la enzima
peroxidasa (Dako) diluidos 1:1.000 en solucion diluyente. Se incubd
durante 1 h 37 °C.

Se repitio el procedimiento indicado en A.1.
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Se ensayaron dos controles:
Sin muestra (liquido ascitico o mAb purificado) para evaluar el
posible reconocimiento inespecifico del anticuerpo conjugado
sobre el antigeno de sensibilizacion. El liquido ascitico o mAb
fueron reemplazados por solucion diluyente.
Sin sensibilizar (sélo bloqueo), pero con diluciones seriadas 1:2
de los distintos liquidos asciticos y mAbs purificados para

evaluar la inespecificidad sobre el agente bloqueante.

A.3. Determinacién de las variedades isotipicas de las cadenas pesadas y livianas
de las inmunoglobulinas murinas por técnica de ELI SA especifico indirecto

1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Primera incubacién:

4- Segunda incubacion:

Una placa de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fue
sensibilizada con 100 pl de rhIFN-a2b 0,5 pg.mi™* (50 ng por pozo)
diluido en solucién de sensibilizacion. Se incubo durante 1 h a 37 °C

y toda la noche a 4 °C.

Los sitios de union inespecifica se bloguearon con 200 pl de

solucion de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Se agregaron 100 pl de sobrenadante de cultivo de hibridomas sin
diluir o liquido ascitico murino diluido 1:1.000 con solucién diluyente
empleando 8 pozos por placa para cada muestra (corresponde un
pozo para cada isotipo murino de cadena pesada y liviana). Se

incub6 durante 2 h a 37 °C.

Cada muestra se incubé con 100 pl de anticuerpos de conejo
anti-isotipos murinos diluidos 1:1.000 en PBS. Se ensayd un pozo
de muestra por cada anti-isotipo: 19G;, 1gG2a, 1gG2p, 1gG3, IgA, IgM,
K y A (Bio-Rad, EE.UU). La incubacion se efectué durante 1h
a 37 °C.



5- Tercera incubacion:

6- Reaccion reveladora:
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Se adicionaron 100 pl de anticuerpos de cabra
anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) diluidos 1:1.000 con solucion diluyente. La
incubacion se efectud durante 1 h a 37 °C.

Se repitid el procedimiento indicado en A.1.

A.4. Cuantificacion de inmunoglobulinas monoclonale s por técnica de ELISA

sandwich

1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Primera incubacion:

4- Segunda incubacion:

Una placa de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fue
sensibilizada con 100yl de inmunoglobulinas de conejo
anti-inmunoglobulinas de ratén (DAKO) diluidas 1:2.000 en solucion
de sensibilizacién. Se incubé durante 1 h a 37 °C y toda la noche a
4 °C.

Los sitios de union inespecifica se bloquearon con 200 pl solucion
de sensibilizacion. Se incubo durante 1 h a 37 °C.

Estandar: se incubaron 100 ul de de inmunoglobulinas policlonales
de raton (Sigma) diluidas en solucion diluyente desde una
concentracion de 400 ng.mI* hasta 1,57 ng.mlI* en sucesivas

diluciones 1:2.

Muestra: 100 pl de diluciones sucesivas 1:2 en solucion diluyente
de:

- Liquido ascitico: dilucion 1:20.000 hasta 1:1.280.000

- mAb purificado: dilucion 1:2.000 hasta 1:128.000

Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Se  adicionaron 100yl de  anticuerpos de  conejo
anti-inmunoglobulinas de ratén conjugados con la enzima
peroxidasa (DAKO) diluido 1:500 en solucién diluyente. Se incubd
durante 1 h a 37 °C.
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5- Reaccion reveladora: Se repitié el procedimiento indicado en A.1.

6- Control: Sin muestra (liquido ascitico o mAb purificado) para evaluar el
posible reconocimiento inespecifico del conjugado sobre el
antigeno de sensibilizacion. La muestra fue reemplazada por

solucién diluyente.

A.5. Medicién de la eficiencia de acoplamiento de b iotina a los mAbs mediante
técnica de ELISA especifico indirecto

1- Sensibilizacion: Una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo plano fue
sensibilizada con 100 pl de rhiIFN-a2b en una concentracion de
0,5 pg.mI* (50 ng por pozo) diluido en solucién de sensibilizacion.

Se incubd durante 1 h a 37 °C y toda la noche a 4 °C.

2- Bloqueo: Los sitios de union inespecifica se bloquearon con 200 ul de

solucién de bloqueo. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

3- Primera incubacion: Se adicionaron 100 pl por pozo de diluciones sucesivas 1:2 de los
diferentes mAbs biotinilados, desde 1:50 hasta 1:102.400

preparadas en solucion diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

4- Segunda incubacién: Se agregaron 100 pl por pozo de streptavidina conjugada con la
enzima peroxidasa (DAKO) diluida 1:2.000 en solucion diluyente.
Se incubd durante 1 h a 37 °C.

5- Reaccion reveladora: Se repitio el procedimiento indicado en A.1.

6- Control: Se ensayaron dos controles:

A- Sin sensibilizar (s6lo bloqueo), pero con diluciones seriadas al
medio de los distintos mAbs biotinilados para evaluar la
inespecificidad sobre el agente bloqueante.

B- Sin muestra (mAb biotinilado) para evaluar el posible

reconocimiento inespecifico del conjugado sobre el antigeno de
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sensibilizaciéon. La muestra fue reemplazada por solucién

diluyente.

A.6. Determinacion de la presencia de fragmentos sc Fv solubles especificos
anti-IFN- a2b por técnica de ELISA especifico indirecto

1- Sensibilizacion:

2- Bloqueo:

3- Primera incubacién:

4- Segunda incubacion:

5- Reaccion reveladora:

6- Controles:

A-

Una placa de poliestireno de fondo plano de 96 pozos fue
sensibilizada con 100 ul de rhIFN-a2b 1 pg.ml™ (100 ng por pozo)
diluido en solucidén de sensibilizacion. Se incubd durante 1 h a 37 °C

y toda la noche a 4 °C.

Los sitios de union inespecifica se bloguearon con 200 pl de
solucién de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Se agregaron 100 pl de sobrenadante de cultivo de células de
E.coli TG-1 o HB2151 transformadas con los vectores
correspondientes diluido 1:2 con solucion diluyente. Se incubd
durante 2 h a 37 °C.

Se acondicionaron 100 pl de mAbs anti-E-tag conjugados con la
enzima peroxidasa diluidos 1:8.000 en solucion diluyente. La

incubacion se efectud durante 1 h a 37 °C.

Se repitio el procedimiento indicado en A.1.

Se realizaron dos controles:
Sin sensibilizar (sélo bloqueo), pero con diluciones seriadas 1:2
de los sobrenadantes de cultivo para evaluar la inespecificidad
sobre el agente blogueante.
Sin muestra (sobrenadante de cultivo de bacterias) para
evaluar el posible reconocimiento inespecifico del conjugado.

La muestra fue reemplazada por solucion diluyente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de hibridomas productores de mAbs an ti-rhIFN- a2b

Evaluacion del titulo de anticuerpos policlonal es anti-rhIFN- a2b en plasma de
ratones inmunizados

Se verifico la respuesta inmune humoral anti-rhIFN-a2b en el plasma de 4 ratones

inoculados con 4 dosis semanales de 50 pg de rhIFN-a2b por via ip. Con ese fin, se evalué

el titulo de anticuerpos especificos mediante técnica de ELISA especifico indirecto (Fig 7).

Fig. 7:

35

30F

\

25F \ \
\
\
L \

450 nm)
|
[ ]

20+ \
\\

bl \
< i L]
o \\
& 15f m\
2 n \
<

10k "

\_
-\
05} Control negativo + 3D.S. \.\.
|
\.\ -
PN o IE!\. o
0,0 1 1 1 u‘.
100 1000 10000 100000 1000000

Diluciones (Dil")

Determinacion del titulo de anticuerpos esp  ecificos en plasma de ratones inmunizados con
rhIFN-a2b no glicosilado.

En eje de ordenadas se graficé la absorbancia medida a una A = 492 nm para cada una de las diluciones
de plasma ensayadas, cuyos valores reciprocos fueron graficados en eje de abscisas. El valor de
absorbancia del control negativo mas 3 D.S. se indica en linea de puntos.

Muestras: plasma de ratén 1 (m), plasma de ratén 2 (m), plasma de ratén 3 (=) y plasma de ratén 4 (m).

Se definié un titulo de corte del ensayo a partir del cual todo plasma fue considerado

positivo con respecto a la presencia de anticuerpos especificos anti-rhIFN-a2b. El titulo de

cada plasma fue calculado como la maxima diluciéon cuyo valor de absorbancia superé en

tres desviaciones estandar el valor de absorbancia promedio del correspondiente control

negativo (solucién diluyente de ELISA, que coincidié con la absorbancia de diluciones

sucesivas del plasma de ratones sin inmunizar). De esta manera, el titulo de anticuerpos

especificos oscilo entre 128.000" y 512.000", considerandose adecuados para la

generacion de hibridomas.
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1.2 Ensayos de fusion y clonado celular para la obt encion de hibridomas
productores de mAbs anti-rhIFN-  a2b

Los ensayos de fusion celular rindieron un total de 55 lineas de hibridomas
productores de anticuerpos anti-rhIFN-a2b (s6lo uno de los procesos de fusion no generd
hibridomas productores de inmunoglobulinas especificas). En la Tabla | se indican las lineas
obtenidas en cada fusion celular, incluyéndose ademas el isotipo de cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas producidas por cada linea celular, evaluadas por técnica de ELISA
especifico indirecto. Dichas lineas celulares fueron amplificadas gradualmente de manera de

obtener material celular apropiado para la criopreservacion y el clonado subsiguientes.

Tabla I: Lineas de hibridomas obtenidas en los proc  esos de fusién celular.

Fusién hl__l’n_ea de Isotipo Fusién I__in_ea de Isotipo Fusion I__in_ea de Isotipo
ibridoma hibridoma hibridoma
AdA4 P.E. B10G8 19G1 D8B11 1gG1
A3F11 IgM B1D10 IgG: D8G3 IgG1
A3H9 P.E. B9C3 19G1 D1G10 19G1
ABE8 P.E. BSF8 IgG: D1C1 IgG1
AS5E10 19G2p B8D12 19G1 D6G11 P.E.
A4F11 19G1 B9AS5 19G1 4 D1H10 P.E.
A3C4 P.E. B4B10 IgG: D9B9 IgG1
A1C5 19G1 B1A10 19G1 D1E5 19G1
AlC11 19G1 B1D9 P.E. D1G4 1gG1
A1A3 P.E. B9F1 19G1 D6D1 19G1
A5F12 19G1 B1E11 19G1
1 Al1C2 N.D. 2 B6H7 P.E
A2E1 IgG: B4B2 l9G;
AAC12 N.D. B1B5 19G1
A1F5 P.E. B1B4 19G1
A1D5 IgG: B1G5 IgG:
A4ES8 19G2a B8G4 P.E.
A2F4 N.D. B6F5 19G1
A1H3 N.D. B8F3 19G1
A2F1 19G1 B5H2 19G1
A4D9 19G2p B3H3 19G1
A3G10 P.E. B10D9 19G1
A3G7 19G1

P.E.: Pérdida de la capacidad para expresar inmunoglobulinas especificas.
N.D. No determinado
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De acuerdo con lo observado en la Tablal, todos los isotipos que pudieron
identificarse resultaron 1gG (con predominio de la subclase IgG;), exceptuando el caso de la
linea de hibridomas A3F11, que produjo inmunoglobulinas de isotipo IgM. Normalmente la
produccion de mAbs de isotipo IgM ocurre cuando las fusiones se desarrollan en periodos
muy cercanos a la respuesta primaria del animal frente al antigeno o bien frente a antigenos
de naturaleza timo-independientes. Asimismo, las moléculas de IgM exhiben baja afinidad y
superior inespecificidad antigénica (Harlow y Lane, 1988) careciendo de interés
biotecnoldgico. Por lo tanto, se considerd satisfactorio el plan de inmunizacién utilizado,
resultando adecuados todos los periodos de descanso desarrollados (4, 7 y 9 meses) antes

de la Ultima re-estimulacion con el inmundgeno.

Con el objetivo de aislar clones productores de mAbs con distinta especificidad y
afinidad por el rhIFN-a2b, se clonaron 22 lineas de hibridomas productores de anticuerpos
anti-rhlIFN-a2b de isotipo IgG. A partir del momento en que se observd crecimiento de
hibridos se determiné el nimero de clones visualizados por pozo. Cuando éstos llegaron a
densidad adecuada (70% de confluencia) se evalu6 la presencia de anticuerpos
anti-rhIFN-a2b por técnica de ELISA especifico indirecto. Los clones que demostraron

reaccion positiva por técnica de ELISA fueron amplificados gradualmente y congelados.

Durante el proceso de clonado, cuatro lineas de hibridomas demostraron capacidad
para proliferar en cultivo generando clones no productores de inmunoglobulinas especificas
anti-rhlIFN-a2b. Probablemente, estas células perdieron la capacidad de expresion de la
inmunoglobulina de interés debido a la segregacion de genes indispensables para tal fin
durante las sucesivas divisiones celulares. De esta manera, 18 lineas fueron clonadas con
éxito obteniéndose 50 clones productores de mAbs anti-rhIFN-a2b, a los que se les
determiné el isotipo de cadena pesada mediante técnica de ELISA especifico indirecto
(Tabla ll) .

En resumen, se obtuvieron 45 hibridomas productores de inmunoglobulinas de
isotipo 1gG;, 3 hibridomas productores de inmunoglobulinas de isotipo 119Gz,
(correspondientes a la Unica linea de hibridomas productores de mAbs con ese isotipo) y 2
clones que perdieron la capacidad para producir mAbs anti-IFN-a2b durante los sucesivos
subcultivos. Estos ultimos hibridomas confirman que en las etapas iniciales de crecimiento
luego del clonado, algunos clones son inestables y exhiben el comportamiento
anteriormente mencionado de pérdida de cromosomas (Butler, 1988).



Tabla lI: Clonado de hibridomas productores de mAbs anti-rhIFN- a2b.
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Linea celular Clones seleccionados Isotipo
A3G7 CA1A3 IgG1
A4F11 CA8B7 19G1

CA6C8 19G1
CABE7 19G1
A2E1 CA6G8 19G1
CA5E7 19G1
CA5E6 19G1
CA3E6 19G1
ALDS CA3F6 19G1
CA9E2 19G1
CA9C3 19G1
CA1G6 P.E.
CA2A7 P.E.
A4ES CA2H6 19G2a
CA2F8 19G2a
CA2G7 19G2a
A2F1 Clones no productores de Ig especificas
CB33B3 19G1
B10G8 CB33E4 19G1
CB24D5 I9G1
B8D12 CB24A10 19G1
CB23D9 19G1
B4B10 CB29D3 19G1
CB30E4 19G1
B4B2 Clones no productores de Ig especificas
CB27H5 19G1
BOF1 CB27H2 19G1
CB28C8 19G1
CB28F8 19G1
B1E11 CB32G7 19G1
CB32G6 IGgl
CB13A7 19G1
B1B4 CB14E6 19G1
CB14F6 19G1
B1D10 Clones no productores de de Ig especificas
CB15D7 19G1
B10D9 CB15C6 19G1
CB16E5 19G1
D8G3 CD35E11 I9G1
CD36F11 19G1
D1G4 CD37F8 19G1
D8B11 Clones no productores de Ig especificas
CD42H11 19G1
DIBY CD41G11 19G1
CD42H10 19G1
CD42F9 19G1
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CD43F10 19G
D1E5

CD43G10 19G1

CD46F6 19G1

D6D1 CD45G3 19G1

CD45C6 19G1

CD48G10 19G1

D1G10 CD47H10 19G1

CD47G9 19G1

P.E: pérdida de la capacidad para expresar la inmunoglobulina especifica luego de subcultivos sucesivos al procedimiento de
clonado celular.

2. Produccion y purificacién de mAbs anti-rhIFN-  a2b

2.1 Produccion in vivo de mAbs anti-rhIFN- a2b

Se seleccionaron 11 clones para su amplificacion in vivo (procedentes de las
distintas lineas celulares obtenidas en los dos primeros procesos de fusion celular): CA1A3,
CA2G7, CA5E6B, CA8B7, CA9C3, CB13A7, CB15D7, CB24D5, CB27H2, CB29D3 y CB33B3.
Dada la multiplicidad de hibridomas obtenidos se trabajé con un clon representante de cada

una de las primeras 11 lineas clonadas.

Luego de amplificar los hibridomas in vivo para la produccion de liquido ascitico, se
procedié a confirmar el isotipo de cadena pesada de las inmunoglobulinas, incorporandose,
ademas, el analisis del isotipo de cadena liviana mediante técnica de ELISA especifico
indirecto. Todos los clones seleccionados demostraron el mismo isotipo de cadena pesada
anteriormente analizado (IgG,) y, a su vez, todos ellos demostraron pertenecer al grupo de
isotipo de cadena livianak (Tabla Ill). El analisis de la variedad isotipica de las
inmunoglobulinas constituye un factor de importancia desde el punto de vista biotecnolégico,
inherente al disefio de los procedimientos de cuantificacion y purificacion y, en particular,
constituye una condicidn indispensable para llevar a cabo la obtenciéon de fragmentos

recombinantes de cadena Unica (scFv) a partir de los hibridomas producidos.

La determinacion del titulo de anticuerpos por técnica de ELISA especifico mediado
por antigeno brinda informacion acerca de la especificidad y afinidad aparente de los
anticuerpos por el antigeno inmovilizado en una fase sdlida, asi como informacion con
respecto a su concentracién, dependiente de los dos parametros antes mencionados. Con
este ensayo se puede determinar un titulo de corte, el que puede ser relacionado con la

concentracion de inmunoglobulinas determinada por otro método. La Fig. 8A muestra la
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titulaciéon de los mAbs anti-rhIFN-a2b en algunos ejemplos de liquidos asciticos. Se definio
como titulo de corte a la mayor diluciéon de fluido ascitico o solucién de mAb purificado cuyo
valor de absorbancia superé en tres desviaciones estandar el valor promedio de
absorbancia del control negativo.

Diluciones de liquidos asciticos
1E-7 1E-6 1E5 1E-4 1E-3
35 35

—— mAb CA1A3 7 e cAn3 ' '
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301 mAb CB15D7 = 7/A 301 LM /l / B 1%°
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Fig. 8: Titulacion y cuantificacion de mAbs anti-rh IFN-a2b presentes en liquido ascitico murino.

A- Titulacion de los anticuerpos anti-rhIFN-a2b mediante ELISA especifico indirecto. La linea de
puntos indica el valor de absorbancia promedio correspondiente al control negativo del ensayo
(n=3).

B- Cuantificacion de los anticuerpos anti-rhIFN-a2b presentes en ascitis murina mediante ELISA
Sandwich.

La determinacién de la concentracion de anticuerpos en liquido ascitico fue
efectuada por técnica de ELISA sandwich. Este ensayo pone en evidencia la totalidad de los
anticuerpos de tipo IgG presentes en el fluido biol6gico: monoclonales producidos a partir
del tumor de células hibridas y policlonales de raton. Mediante la mencionada técnica se
calcul6 con bastante aproximacion la concentracion de mAbs debido a que en una ascitis
murina mas del 90% de las inmunoglobulinas son las monoclonales producidas por los
hibridomas. En la Fig. 8B se muestra la curva de calibraciébn obtenida empleando
inmunoglobulinas policlonales de isotipo IgG de raton como patrén de cuantificacion y las
curvas correspondientes a algunos ejemplos de fluidos asciticos. Las pendientes de las
curvas, calculadas por el método de regresion lineal demostraron un comportamiento
semejante, lo que indica que el anticuerpo de captura es capaz de reconocer de la misma
manera a las inmunoglobulinas del estandar y a las inmunoglobulinas presentes en las
muestras. La cuantificacion de los anticuerpos se llevd a cabo determinando la
concentracion del estandar y la dilucion de la muestra para un valor de absorbancia

correspondiente al 50% de la zona de respuesta lineal del ensayo. Posteriormente,
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multiplicando dicha concentracion por el valor reciproco de la dilucion se obtuvo la

concentracion de anticuerpos en los liquidos asciticos.

Los resultados, resumidos en la Tabla I, sefialan al hibridoma CB15D7 como el clon
que produjo mayor concentracion acumulada de inmunoglobulinas murinas (23,1 mg.ml™),
incluso superior a la maxima descripta en bibliografia (Butler, 1988). El hibridoma CB13A7
demostré ser el clon menos productor, con una concentracion acumulada de anticuerpos en
liquido ascitico de 0,9 mg.ml™. Asimismo, el mAb producido por este Ultimo hibridoma
exhibié el titulo de anticuerpos especificos mas bajo de todo el panel de mAbs. Otros dos
clones con bajo titulo de mAbs fueron los correspondientes a los hibridomas CA1A3 y
CA2G7. Los restantes mAbs del panel demostraron elevados titulos de anticuerpos
especificos, indicando elevada capacidad de reconocimiento de la molécula inmovilizada en

fase solida.

Tabla lll: Comparacion del titulo, concentracion e isotipo de los mAbs amplificados en fluido ascitico

Clon Isotipo -{('jtllljlf; Concﬁr:gérﬂﬂ]) lgG
CA1A3 19G1/k 32.000 2,7+£0,1
CA2G7 1gGalk 256.000 1,7+01
CA5EG 19G1/k 2.048.000 56+0,2
CA8B7 19G1/k 8.192.000 6,6 £0,4
CA9C3 19G1/k 1.024.000 57%0,2
CB13A7 19G1/k 4.000 0,9+0,1
CB15D7 19G1/k 4.096.000 23,1+0,4
CB24D5 19G1/k 8.192.000 16,9+£0,2
CB27H2 19G1/k 2.048.000 12,7+£0,3
CB29D3 19G1/k 8.192.000 20,1+0,4
CB33B3 19G1/k 4.096.000 7,8+0,2

2.2 Purificacion de mAbs por cromatografia de afini  dad a proteina A

Los mAbs presentes en las ascitis murinas fueron purificados por cromatografia de

afinidad a proteina A.

La Fig. 9 muestra un cromatograma tipico obtenido durante la purificacion del

mAb CA5E6, monitoreado por lecturas espectrofotométricas a A = 280 nm.
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Fig. 9: Purificacion de mAbs mediante cromatografia
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de afinidad a proteina A.

Se ejemplifica la purificacion del mAb CASE6. En eje de ordenadas se grafico la absorbancia medida a
A=280 nm para cada una de las fracciones obtenidas durante el proceso cromatografico (eje de
abscisas). La linea de puntos separa la etapa correspondiente a la siembra y lavados a pH 9 de la etapa

de elucion a pH 3.

El rendimiento de la purificacion de cada mAb fue calculado teniendo en cuenta la

masa de anticuerpo sembrada y la masa recuperada durante la etapa de elucion a pH 3,

determinadas mediante técnica de ELISA sandwich. Se observé un rendimiento variable que

oscil6 entre 33y 97% (Tabla IV).

La pureza del producto de la elucién acida correspondiente a cada uno de los

liquidos asciticos procesados fue evaluada mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras

(Fig. 10). En todos los eluidos se visualizan mayoritariamente las bandas correspondientes a

las cadenas pesadas (50 kDa) y livianas (25 kDa) de los anticuerpos, observandose en

algunos de los productos de elucion, la presencia de escasos contaminantes tipicos de un

liquido ascitico murino (principalmente albimina).
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Tabla IV: Rendimiento de la purificacion de mAbs po  r cromatografia de afinidad a proteina A a partird e

ascitis .
Coase

(mg.ml ) (%)
CA1A3 0,5+0,1 37
CA2GT7 1,3+0,1 97
CASE6 1,3+0,1 92
CA8B7 0,8+0,1 52
CA9C3 05+0,1 80
CB13A7 03+0,1 80
CB15D7 1,1+0,1 57
CB24D5 1,3+0,1 80
CB27H2 1,6+0,1 95
CB29D3 1,2+0,1 77
CB33B3 03+0,1 33

El grado de pureza obtenido fue considerado adecuado para continuar con las

siguientes etapas del trabajo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

205.000
116.000

80.000
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Fig. 10: Evaluacion de la purificacién de mAbs mediante crom atografia de afinidad a proteina A.

Las fracciones correspondientes a los picos de elucién de cada mAb se mezclaron, dializaron y
analizaron mediante técnica de SDS-PAGE en condiciones reductoras con posterior tincién con azul
brillante de Coomasie.

Carriles: (M) Marcadores de masa molecular; (1) Ascitis murina obtenida a partir del hibridoma CB15D7;
eluidos a pH 3 de los anticuerpos: (2) mAb CA5ES6, (3) mAb CA2G7, (4) mAb CA9C3, (5) mAb CA8B7,
(6) mAb CA1A3, (7) mAb CB13A7, (8) mAb CB24D5, (9) mAb CB29D3, (10) mAb CB27H2,
(11) mAb CB15D7, (12) mAb CB33B3.

Se indican ademas, las bandas proteicas correspondientes a la cadena pesada (C.P.) y cadena liviana
(C.L.) de las inmunoglobulinas.
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3. Caracterizacion inmunoquimica del panel de mAbs anti-rhIFN- a2b

3.1. Identificacion del rhIFN- a2b desnaturalizado mediante ensayos de
Western -Blot

Se evalud la capacidad de cada mAb para reconocer la citoquina desnaturalizada por
accion combinada de los reactivos SDS y 2-ME empleando la técnica de Western-Blot. En la
Fig. 11 se muestran los resultados correspondientes a aquellos anticuerpos que
demostraron capacidad de reconocimiento del rhIFN-a2b (mAbs CA1A3, CA2G7, CASES,
CA15D7, CB27H2, CB29D3 y CB33B3). En todos los casos se observo una Unica banda de
masa molecular aparente de 19 kDa aproximadamente, correspondiente a la molécula del

rhIFN-a2b producido en bacterias (no glicosilado).

1 2 3 4 5 6 7

Fig. 11: Identificacién del rhIFN- a2b mediante ensayo de Western-Blot empleando diferentes mAbs.

Se evalué la reactividad de cada mAb en presencia de la citoquina desnaturalizada por accion de SDS y
2-ME. So6lo se indican aquellos anticuerpos que demostraron reactividad frente a la citoquina:
(1) mAb CA1A3, (2) mAb CA2G7, (3)mAbCA5E6, (4)mAb CA15D7, (5) mAb CB27H2,
(6) mAb CB29D3y (7) mAb CB33B3.

Los mAbs CA2G7, CB27H2 y CB33B3 fueron los mas reactivos, resultando

adecuados para la deteccidn e identificacion de la citoquina adsorbida a membranas.

3.2. Determinacion de la constante de afinidad del os mAbs

El estudio del equilibrio de asociacién-disociacion entre un determinado mAb y su
correspondiente antigeno, basado en la utilizacion de una técnica de ELISA para determinar
la concentracion de anticuerpo libre, permitio la cuantificacion de la constante de disociacion
de dicho equilibrio. Esta metodologia ofrece una serie de ventajas relacionadas con la
practicidad, sencillez y rapidez de un método clasico como el ELISA especifico indirecto que

requiere, a su vez, pequefias cantidades de reactivos (antigeno y anticuerpo),



10z

proporcionando una elevada sensibilidad para la deteccion de bajas concentraciones de
anticuerpo libre. Asimismo, la posibilidad de evitar marcaciones del antigeno o anticuerpo
con radiois6topos o reactivos fluorogénicos constituye otra ventaja del método, que

contribuye a su amplia aplicacion y aceptacion.

Algunos autores han cuestionado errores sistematicos que se cometen usando esta
técnica y que afectan directamente el calculo de la verdadera afinidad existente entre el
antigeno y un determinado anticuerpo. Entre ellos, se mencionaron los efectos de la
diferente densidad y composicion del antigeno presente en la fase soélida, sobre la
cuantificacion de la constante de disociacion (Seligman, 1994). Ademas, se sefial6 el efecto
de la bivalencia de los anticuerpos en la subestimacion de la afinidad de un anticuerpo por
su antigeno (Stevens, 1987), o el resultado de la distorsién del equilibrio en solucién debido

a la asociacion del anticuerpo con el antigeno adsorbido en fase sélida (Friguet y col., 1985).

El analisis desarrollado por Stevens (1987) y aplicado en este trabajo, permitié
corregir el error de tal subestimacion, convirtiendo las concentraciones aparentes de
anticuerpo unido al antigeno en concentraciones de sitios de union ligados al antigeno. De
esta forma, se acercd el calculo de la constante de disociacién de un anticuerpo intacto con
gran aproximacion al realizado por un método convencional como el inmunoandlisis
radiométrico. Por otro lado, los experimentos llevados a cabo por Friguet y col. (1985) y
Friguet y col. (1989) demostraron que la cantidad de anticuerpo libre medida por el método
de ELISA especifico indirecto solamente representa una muy pequefia fraccion del
anticuerpo libre en fase liquida, asegurando de esta manera que dicha técnica no provoca
un desplazamiento significativo del equilibrio antigeno-anticuerpo y que, si éste existiese,

estaria limitado en un valor aproximado del 10%.

Con respecto al efecto de la densidad y composicion del antigeno, en este estudio
se utilizoé la misma cantidad de antigeno inmovilizado en fase soélida (50 ng de citoquina por
pozo) y la misma composicion antigénica para la determinaciébn de la constante de
disociacion correspondiente al equilibrio de asociacion-disociacion de cada mAb. Por
consiguiente, la cuantificacion de la misma estaria afectada, en este aspecto, en el mismo
sentido para todos los anticuerpos. A los efectos de establecer comparaciones entre las
distintas afinidades de los mAbs por la molécula de rhiIFN-a2b, el método propuesto
inicialmente por Friguet y col. (1985) y posteriormente corregido por Stevens (1987) fue

considerado apropiado.
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En la Fig. 12 se muestran, a modo de ejemplo, algunas representaciones gréaficas
realizadas con el objeto de calcular la constante de afinidad de cada mAb con la molécula
de rhiIFN-a2b. Mediante representaciones de Scatchard, se calculd la constante de afinidad
a partir de la pendiente de la regresion lineal establecida con los datos experimentales
procesados por triplicado. El resultado de la constante de afinidad se expresé mediante el
promedio de las pendientes calculadas, y el error de tal estimacion, mediante la desviacion

estandar de las tres determinaciones.
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Fig. 12: Representacion de Scatchard para la deter minacion de la constante de afinidad del complejo
mAb purificado-rhIFN- a2b mediante técnica de ELISA.

En eje de ordenadas se representd el cociente entre la raiz cuadrada de la funcién de unién y la
concentracion de antigeno libre en el equilibrio para cada concentracion total de antigeno ensayada. En
eje de abscisas se represent6 la raiz cuadrada de la funcién de union. La constante de afinidad,
calculada a partir del valor de la pendiente de la regresion lineal de los datos experimentales, fue
evaluada en presencia de concentraciones decrecientes de la citoquina. Las barras de error indican las
desviaciones estandares de las determinaciones (n=3).
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En las representaciones gréficas de la Fig. 12, se observa efectivamente el ajuste de
los datos experimentales a una regresion lineal, cumpliendo con la rectificacion de la ley de
accion de masas desarrollada originalmente por Scatchard (1949). De este modo, el
cumplimiento de la ecuacion 16 para el célculo de la constante de afinidad quedd
demostrado por la tendencia a la unidad en el eje de abscisas cuando el cociente entre la
raiz cuadrada de la funcion de unién y la concentracion de antigeno libre en el equilibrio
tendi6 a cero. En el modelo de equilibrio, dicha tendencia al valor 1 para la raiz de la funcion
de unidn ocurre frente a la saturacion de los sitios de union existentes en el paratope del
anticuerpo. Esta situacidon se observd para concentraciones elevadas de antigeno total (ao)
que favorecieron la formacion del complejo antigeno-anticuerpo. Por otro lado, la similitud
observada entre el valor de la pendiente de la recta de regresion y el correspondiente valor
de la ordenada al origen confirmé el ajuste de los datos experimentales al modelo

propuesto.

Las constantes de afinidad de los mAbs que componen el panel en estudio, se

resumen en la Tabla V.

Tabla V: Constante de afinidad de los mAbs purifica  dos.

mAbs Constante de afinidad (M ™)
CA1A3 (1,4 +£0,1).10%
CA2G7 (1,5 +0,1).10°
CA5E6 (2,2+0,1).10°
CA8B7 (4,7 £0,4).10°
CA9C3 (4,1+0,3).10°
CB13A7 (1,5 +0,1).10°
CB15D7 (5,2+0,4).10°
CB24D5 (1,7+0,1).107
CB27H2 (1,1 +0,2).10°
CB29D3 (1,3+0,1).10®
CB33B3 (5,1 +0,4).10°

El panel de mAbs demostré un amplio rango de afinidades por la molécula nativa de
rhIFN-a2b. Los mAbs CA1A3 y CB27H2 mostraron elevadas afinidades por la citoquina en
condiciones nativas. Los anticuerpos CB15D7, CA5E6, CA2G7, CB13A7 y CB29D3
exhibieron afinidades moderadas, mientras que los restantes mAbs evidenciaron bajas
afinidades (< 10°M™).
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Independientemente de la afinidad de los mAbs constituyentes del panel, todos ellos
exhibieron capacidad para reconocer a la molécula de rhIFN-a2b en su estado nativo. En
consecuencia, estos anticuerpos resultan aptos para todas aquellas técnicas que requieran
el reconocimiento de la citoquina en tal condicion (técnica de ELISA de captura de antigeno
para su cuantificacion, cromatografia de inmunoafinidad para la purificacién del antigeno,

ensayos de neutralizacion de la actividad biologica in vitro, entre otras).

3.3. Mapeo de los epitopes del rhIFN- a2b

Se realizo el andlisis de los epitopes reconocidos por cada mAb, desde el punto de
vista de la identidad (epitopes analogos o solapados) o no identidad (epitopes diferentes) de
los mismos, mediante ensayos de inhibicion competitiva por ELISA. De esta manera, se

evalud la capacidad de pares de mAbs para competir en su interaccion con el rhIFN-a2b.

Para ello, se empleé uno de los reactivos conjugado con biotina como molécula
reportera de la competicion. Inicialmente, se conjug6 el rhiIFN-a2b con biotina, de manera de
evitar el laborioso proceso que significa conjugar todos los mAbs constituyentes del panel.
Desafortunadamente, la mayoria de los mAbs no interaccionaron con la molécula de
rhiIFN-a2b biotinilada debido al enmascaramiento de sitios indispensables para el
reconocimiento antigénico. Por esta razdn, se realizd la conjugacion de cada mAb con

biotina.

Mediante ELISA especifico indirecto se analizd, simultaneamente, la incorporacion
de biotina a la estructura proteica y el grado de compromiso en el reconocimiento
antigeno-anticuerpo como resultado de dicha reaccion de conjugacion. De los
11 anticuerpos ensayados, 9 fueron conjugados con éxito preservando la capacidad de
reconocimiento antigénico (Fig. 13). Los mAbs CA9C3 y CB13A7 perdieron capacidad de
reconocimiento del antigeno luego de la biotinilacion, lo que evidenciaria que la
incorporacion de biotina ocurrié en sitios comprometidos en la interacciéon con el antigeno

(regiones Fv del anticuerpo).
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Fig. 13: Analisis de la reactividad de los mAbs bi  otinilados mediante ELISA especifico indirecto.

En eje de ordenadas se grafic6 la absorbancia medida a una A =450 nm para cada una de las
diluciones de mAb biotinilado ensayado (eje de abscisas).

El ensayo seleccionado para llevar a cabo el mapeo de epitopes se esquematiza en
la Fig. 14. El procedimiento consistié en incubar cada mAb biotinilado, en una concentracion
constante, con diluciones seriadas de los mAbs no biotinilados en presencia del rhIFN-a2b
inmovilizado en fase sélida. Finalmente, se midi6 la presencia de anticuerpo biotinilado

unido a la fase solida empleando estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa.

‘( \\ 4 mAb biotinilado >’ l >\

> mAb competidor

\“aé&é;%é—/ww cég Mo,

Fig. 14: Representacion esquematica del ensayo de E  LISA de competicion utilizado en el mapeo de
epitopes del rhIFN- a2b.
El sistema seleccionado permite distinguir:

A- Anticuerpos que compiten por la unién a la citoquina inmovilizada
B- Anticuerpos que no compiten por la union a la citoquina inmovilizada

En estos ensayos se realiz6 una distincion entre anticuerpos homologos y
heterologos. Cuando el anticuerpo biotinilado y el competidor correspondieron al mismo
mADb, se los denominé anticuerpos homologos. Alternativamente, cuando se tratdé de mAbs

diferentes se los denominé anticuerpos heterélogos.
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En la Fig. 15 se muestran dos ejemplos tipicos de ensayos de competicion en los
que se evalué el comportamiento de los distintos mAbs del panel como anticuerpos
competidores frente a dos mAbs biotinilados (en este caso CA8B7 y CB29D3). En esta
figura se ejemplifican algunas de las variantes observadas en los ensayos de competicion.
Por un lado, cuando se utiliz6 el mAb CA8B7 biotinilado, sélo dos de los mAbs no
biotinilados (su homdlogo y CA24D5) mostraron competicion total dependiendo de la dosis
de mAb competidor utilizado. Los restantes mAbs del panel no compitieron con el
mAb CA8B7 biotinilado, utilizando incluso elevadas concentraciones de mAb competidor.
Sin embargo, algunos anticuerpos (CA1A3, CA2G7, CASE6, CB15D7, CB27H2, CB29D3 y
CB33B3) exhibieron sefales espectrofotométricas superiores con respecto a la sefial
generada por el mAb biotinilado en ausencia de mAb competidor, la cual fue considerada

como 100% de interaccion.
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Fig. 15: ELISA de competicion para el mapeo de epit  opes del rhIFN- a2b.
Se ejemplifica el sistema empleado mostrando los resultados correspondientes a los mAbs biotinilados:

A- CA8B7
B- CB29D3

La linea de puntos indica la interaccion del anticuerpo biotinilado en ausencia de mAbs competidores.

mMAD no biotinilados: (m) mAb CA1A3, (¢) mAb CB27H2, (A) mAb CB15D7, (V) mAb CB29D3, (¢) mAb
CB24D5, (+) mAb CB13A7, () mAb CB33B3, (%) mAb CA9C3, (1) mAb CA2G7, (1) mAb CAS5ES,
(o) mAb CA8BY.

Por otro lado, cuando se utilizé el mAb CB29D3 biotinilado, seis mAbs no biotinilados
(su homdlogo, CA2G7, CA5E6, CB15D7, CB27H2 y CB33B3) evidenciaron competicion total
por la interaccion con el rhiIFN-a2b. Los restantes mAbs no compitieron frente a este

anticuerpo biotinilado.
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Con el objeto de analizar comparativamente la capacidad de competicion de cada
mAb con los restantes anticuerpos del panel, se determind el porcentaje de interaccién del
anticuerpo biotinilado con la citoquina adsorbida en fase sélida en presencia de la maxima
concentracion de anticuerpo competidor no biotinilado (100 pug.ml™), empleando la siguiente

ecuacion:

Interaccion (%) = [(A - N) / (Ao — N)] . 100 (22)

Donde A, A, vy N representan lecturas espectrofotométricas de absorbancia a
A =450 nm correspondientes a la presencia de 100 ug.ml* de mAb competidor (A),

ausencia del mismo (B) y al control negativo del ensayo (N).

La Fig. 16 resume los resultados de los ensayos de competicibn en una
representacion grafica que permite comparar en forma reciproca la habilidad de cada mAb
para inhibir la interaccion de los restantes anticuerpos con el rhIFN-a2b. Cada anticuerpo no
biotinilado, en condiciones saturantes (100 pyg.ml™), inhibié completamente la interaccion de
su homoélogo biatinilado con la citoquina, mientras que la comparacién de las contrapartes
heter6logas defini6 diferentes patrones de competicion: competicion total (0-20% de
interaccion del anticuerpo biotinilado), competicion parcial (21-80% de interaccion) y

ausencia de competicion (més del 80% de interaccion).

En dicha figura se observa la variante de competicién cruzada parcial entre diversos
pares de mAbs. Por ejemplo, cuando se emple6 el mAb CB33B3 biotinilado, tanto su
homélogo como los heterdlogos CA2G7 y CASE6 compitieron inhibiendo completamente la
asociacion del rhIFN-a2b con el mAb biotinilado. Sin embargo, cuando se utilizé el mAb
CA2G7 biotinilado o el mAb CA5E6 biotinilado, sus homélogos y el mAb CB33B3 no
compitieron de igual manera, exhibiendo este Gltimo menor capacidad de inhibicién. El mAb
CB29D3 evidencié el mismo comportamiento que el mAb CB33B3, dado que su homdlogo
no biotinilado s6lo compiti6 parcialmente con los mAbs CA2G7 y CAS5E6 biotinilados,
mientras que cuando se lo utilizé biotinilado su asociacion con el rhlFN-a2b fue
completamente inhibida tanto por su homoélogo como por los heter6logos CA2G7 y CA5ESG.
Algo similar ocurri6 cuando se realizaron los ensayos de competicion entre los mAbs
CB29D3 y CB15D7, y el mAb CA1A3. En este caso, los anticuerpos CB29D3 y CB15D7
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mostraron ausencia de competicion con el mAb CA1A3 biotinilado, mientras que el
homélogo no biotinilado del mAb CA1A3 inhibié parcialmente la interacciéon de los mAbs
CB29D3 y CB15D7 biotinilados con la citoquina.
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Fig. 16: Comparacién reciproca de los ensayos de co  mpeticion entre los mAbs del panel.
En eje de ordenadas se grafico la interaccion porcentual del mAb biotinilado con la citoquina
inmovilizada en fase sélida en presencia de la maxima concentracién de anticuerpo competidor. En eje
de abscisas se indican los mAbs no biotinilados empleados como anticuerpos competidores. Los
ndmeros romanos Y letras indican las regiones de la citoquina mapeadas por los distintos mAbs.

mAbs biotinilados: (¢) mAb CA1A3, (e) mAb CB27H2, (¢) mAb CB15D7, ( ) mAb CB29D3, (e) mAb
CB24D5, (¢) mAb CB33B3, (¢) mAb CA2G7, (e) mAb CA5ES, (¢) mAb CA8B7.

Este tipo de competicion cruzada parcial fue observado por diferentes autores que
emplearon ensayos similares para el analisis de la especificidad de epitopes de un dado
antigeno (Tzartos, 1996; Kuroki, 1996, Meulenberg, 1998). Estos autores observaron
comportamientos francamente no reciprocos entre pares de mAbs. La presencia de
competicion cruzada no reciproca genera informacién de compleja interpretacion. Dicho
efecto puede explicarse por diferencias importantes en las afinidades de los mAbs, o por la
induccion de cambios conformacionales como consecuencia de la unién de uno de los
anticuerpos al antigeno, lo que afecta la interaccion del segundo anticuerpo, o bien un

impedimento estérico que se observa en un sentido pero no en el inverso.
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Analizando otro aspecto del ensayo de competicion, se observo que algunos mAbs
competidores heterdlogos incrementaron la sefial espectrofotométrica de la interaccion del
rhIFN-a2b con el mAb biotinilado a valores superiores al 100% correspondiente a dicha
interaccion en ausencia de mAb competidor. Este efecto se denominé efecto cooperativo o
mejorador (cuando la asociacién del antigeno con el anticuerpo biotinilado en presencia del
anticuerpo competidor superd un valor del 120% de interaccidon con la citoquina). Como
puede apreciarse en la Fig. 11, es notable el efecto cooperativo que ejercieron los mAbs
CA1A3, CB15D7, CB27H2, CB29D3 y CB33B3 hacia la unién del mAb CB24D5 biotinilado

con la citoquina, ya que en todos los casos la interaccion fue superior al 350%.

Diversos autores, estudiando las interacciones entre mAbs, encontraron que
ocasionalmente la unién de un antigeno soluble a un mAb incrementa su union a un
segundo mAb. Este efecto ha sido denominado mejoramiento y en la literatura se han
descrito dos modelos generales para explicarlo (Ehrlich y col., 1982; Holmes y Parham,
1983; Diamond y col., 1984). En nuestro laboratorio fenémenos similares fueron observados
cuando se llevd a cabo el mapeo de epitopes de eritropoyetina humana recombinante y
rhGM-CSF (Zenclussen y col., 2002; Oggero y col., 2003).

Independientemente de la observacion del efecto cooperativo, para que el mismo
ocurra es necesario que cada uno de los miembros del par de mAbs reconozca diferentes
epitopes del antigeno. De esta manera, se considerd que los mAbs involucrados en esta

clase particular de interaccion reconocerian epitopes diferentes.

Teniendo en cuenta la capacidad de competicion cruzada total, parcial o la ausencia
de la misma y, por otro lado, la propiedad cooperativa o mejoradora de determinados
anticuerpos, se definieron los perfiles de competicion mostrados en la Fig. 16. La agrupacion
de los mencionados patrones de competicion en funcidén de sus similitudes permitié delinear

5 areas de la molécula de rhIFN-a2b, mapeadas por los 11 mAbs constituyentes del panel.

De esta manera, se definio el &rea | mapeada solamente por el mAb CA1AS3; el area
Il reconocida por los mAbs CA2G7, CA5E6, CB15D7, CB27H2, CB29D3 y CB33B3; la
region Il identificada por los mAbs CA8B7 y CB24D5 y la region IV mapeada por los mAbs
CA9C3 y CB13A7. Si bien no fue posible el estudio reciproco con respecto a estos Ultimos
mADbs biotinilados, sus homdlogos no biotinilados no compitieron practicamente con ninguno

de los restantes mAbs. De esta manera, dichos anticuerpos reconocerian areas distintas de
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aquéllas mapeadas por las otras inmunoglobulinas, proponiéndose una cuarta region

identificada por CA9C3 y CB13A7. Por otro lado, los mAbs que mapearon la region Il

demostraron pequefias diferencias en sus perfiles competitivos, lo que indicaria el

reconocimiento de distintos epitopes situados en un area molecular comudn. Estas

variaciones permitieron subdividir la regién Il en dos areas: IIA (mapeada por CB15D7,
CB29D3 y CB33B3) y IIB (mapeada por CA2G7, CASE6 y CB27H2).

4.1.

Seleccion de mAbs adecuados para desarrollar mét odos inmunoquimicos
Utiles para la deteccion y cuantificacion de rhIFN-  a2b

Deteccion de rhIFN- a2b mediante técnica de Dot-Blot

Se desarroll6 un Dot-Blot para la detecciéon y valoracién semi-cuantitativa de

rhiIFN-a2b. En la Fig. 17 se esquematizan los resultados para los distintos mAbs empleando

dos medios diluyentes diferentes.
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Las diluciones de IFN-a2b fueron realizadas en TBS (A) y en medio de cultivo para células de mamifero
(B). Los mAbs utilizados se indican en la parte inferior del gréfico: (1) mAb CA1A3, (2) mAb
CA2G7, (3) mAb CAS5ES, (4) mAb CA8B7, (5) mAb CA9C3, (6) mAb CB13A7, (7) mAb CB15D7, (8) mAb
CB24D5, (9) mAb CB27H2, (10) mAb CB29D3, (11) mAb CB33B3.

Los controles negativos no mostraron sefial alguna, tanto para el caso de TBS como

el medio de cultivo suplementado con SFB (MC). Como se observa en la Fig. 17 el mAb



CB13A7 presentd una sefial de fondo mas intensa, probablemente debida a la interaccion
inespecifica entre el mAb y el agente bloqueante, lo que interfiere con la visualizaciéon de la

curva del estandar.
El limite de deteccion del ensayo se determind considerando la minima

concentracion de citoquina detectada en comparacion con su correspondiente control
negativo (Tabla VI).

Tabla VI: Limite de deteccién del ensayo de Dot-Blo  t desarrollado para rhIFN- a2b.

Limite de deteccion (ng.m]l)

mAb

TBS MC
CA1A3 63 1.000
CA2G7 31 500
CASEE€ 12t 1.00(C
CA8B7 125 1.000
CA9C3 2.000 4.000
CB13A7 1.000 -
CB15D7 8 63
CB24D5 62 1.000
CB27H: 8 32
CB29D3 32 250
CB33B3 250 500

El ensayo de Dot-Blot mostré limites de deteccion diferentes dependiendo del
anticuerpo y del medio diluyente empleado. Al utilizar TBS como medio diluyente se
evidencié mayor capacidad de deteccion en todos los casos analizados, con respecto al
alcanzado en los ensayos llevados a cabo diluyendo la citoquina con MC. Este
comportamiento se fundamenta en la presencia de proteinas en el medio de cultivo que
compiten con el rhIFN-a2b por la unién a la nitrocelulosa, alcanzandose rapidamente la
capacidad de saturacion del papel (80-100 pg.cm™). Por lo tanto, es muy importante tener en
cuenta la influencia del medio de dilucion cuando se desea emplear este ensayo para la
semi-cuantificacion de muestras que contienen un entorno proteico diferente al de la
proteina empleada como estandar.
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De los anticuerpos analizados, el mAb CB27H2 mostré la mayor capacidad de
deteccion empleando TBS o MC como diluyentes. EIl mAb CB15D7 exhibié también limites

de deteccién adecuados en los dos diluyentes ensayados.

4.2. ELISA sandwich heterogéneo para la cuantificaciéon de rhIFN-  a2b

En todo desarrollo de un proceso que involucra la producciéon de una proteina
recombinante, es necesario contar con métodos precisos y de alta sensibilidad que permitan
detectar y cuantificar la misma en diferentes muestras. Los enzimoinmunoensayos
(enzyme-linked inmunosorbent assays, ELISAs) poseen la propiedad de ser altamente
especificos, debido al uso de anticuerpos, y sensibles, debido al empleo de enzimas que
resultan eficaces para amplificar la sefial generada por el analito. Ademas, la metodologia

es simple, rapida y requiere poco equipamiento.

Con el objeto de disponer en el laboratorio de un sistema Util para la cuantificacion
de rhIFN-a2b durante las distintas etapas involucradas en el proceso de su obtencién, se
evaludé un sistema de ELISA sandwich heterogéneo. El mismo se basé en la captura del
antigeno mediante el empleo de un determinado mAb y el posterior reconocimiento del
antigeno capturado mediante anticuerpos policlonales especificos obtenidos en conejo
(desarrollados previamente en nuestro laboratorio). Finalmente, estos anticuerpos fueron
detectados empleando un segundo anticuerpo anti-lgs de conejo conjugado con la enzima
peroxidasa.

En la puesta a punto del ensayo se evalu6 la capacidad de cada mAb para ser
empleado como anticuerpo de captura del antigeno. En la Fig. 18 se muestran las curvas
dosis-respuesta correspondientes a cada mAb, empleando un rango de concentraciones de
rhIFN-a2b comprendido entre 0,098 ng.mI* y 50 ng.ml™* para un grupo de mAbs (A), y entre
0,98 ng.mI™* y 1.000 ng.mI™ para otro grupo de anticuerpos (B).

La mayoria de los mAbs mostraron capacidad de reconocimiento de la citoquina
soluble con diferentes grados de captacion. Solamente tres anticuerpos del panel
demostraron una muy débil (CA8B7) o nula (CB13A7 y CB24D5) habilidad para capturar la
citoquina. Si bien las constantes de afinidad calculadas para cada mAb son elevadas para la
molécula nativa (K, que oscilaron entre 10’ y 10'® M), la conducta del anticuerpo puede
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modificarse cuando se encuentra inmovilizado en una fase solida. Por esta razon, la falta de
respuesta cuando se utilizan los mAbs CB13A7, CB24D5 y CA8B7 como anticuerpos de
captura podria estar relacionada con factores intrinsecos del mAb, como por ejemplo la
existencia de regiones hidrofébicas en la regién Fab que favorecen su interaccion con el

material plastico disminuyendo la densidad de sitios potenciales para la unién con el

antigeno.
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Fig. 18: ELISA sandwich heterogéneo para la cuantif  icaciéon de rhIFN- a2b.

En eje de ordenadas se represent6 la respuesta del ensayo medida como la absorbancia a A=450 nm
en funcién de la concentracion de antigeno empleado (graficado en eje de abscisas). EI mismo ensayo
se llevé a cabo empleando los diferentes mAbs.

Con el fin de comprobar la utilidad de los diferentes mAbs como anticuerpos de
captura se calcularon algunos parametros analiticos para cada caso (Tabla VII). El limite de
deteccion se definié como la minima concentracidén de rhIFN-a2b cuyo valor de absorbancia
supero al correspondiente valor de absorbancia del promedio de los controles negativos mas
3 D.S. La sensibilidad del ensayo se calculé como la pendiente de la curva en su rango de

linealidad.

El limite inferior y superior de deteccion de este ensayo fue de 0,01 ng.ml* y
7,80 ng.ml™* respectivamente, mientras que el rango de sensibilidad oscilé entre 0,57 ml.ng™
y 1,35 ml.ng® dependiendo del mAb utilizado como anticuerpo de captura. La mayor
sensibilidad se obtuvo empleando los mAbs CB29D3, CASE6, CB27H2, CB15D7 y CA1A3,
mientras que la mayor detectabilidad se logr6 empleando los mAbs CA1A3, CAS5ES,
CB15D7, CB27H2 y CB29D3. De esta manera, se cuenta con un grupo de anticuerpos
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adecuados para el disefio de ELISA sensible y con elevada capacidad de deteccion de la

citoquina.

Tabla VII: Limite de deteccion, sensibilidad y rang o de linealidad del ELISA sandwich .

mAb Limite de det_?ccién Sensibiliqlad Rango Iirlfal
(ng.ml ) (ml.ng 7) (ng.ml )

CA1A3 0,10 1,00 0,78 - 6,25
CA2G7 <1,00 0,57 0,98 - 31,25
CA5E6 0,10 1,24 0,78 - 12,50
CA8B7' - -
CA9C3 7,80 0,83 31,25 - 250,00
CB13A7 - -
CB15D7 0,10 1,16 0,39-6,25
CB24D5 - -
CB27H2 0,20 1,19 0,39- 6,25
CB29D3 0,39 1,35 1,56 - 25,00
CB33B3 1.56 0,97 3,12 - 50,00

" No exhibieron capacidad de reconocimiento de la citoquina soluble.

Trabajos posteriores de nuestro laboratorio permitieron seleccionar 4 mAbs que
reconocen areas moleculares diferentes de la citoquina no glicosilada (CA1A3, CB15D7,
CA5E6 y CA9C3) con el fin de disponer de sistemas adecuados para cuantificar nuevas
variantes glicosiladas del rhIFN-a2b (Ceaglio y col., 2008). Dichas variantes se obtuvieron
mediante la introduccion de sitios consenso de N-glicosilacidn en la secuencia de la proteina
empleando mutagénesis sitio-dirigida. El panel de mAbs permitié seleccionar anticuerpos
capaces de reconocer epitopes de las variantes glicosiladas de IFN que no fueron
modificados por la presencia de carbohidratos y que mostraron, por lo tanto, la misma
afinidad por sus epitopes homoélogos presentes en la citoquina no glicosilada (estandar de
cuantificacion). Es decir, se seleccionaron mAbs que reconocieran epitopes cuya identidad
inmunoquimica se conserva luego de la glicosilacion. Asi, fue posible disefiar un sistema de
cuantificacion que demostré la misma respuesta frente a concentraciones similares de

analito o sustancia de referencia (utilizando el mAb CA5ES®).
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5. Neutralizacion de la actividad biolégica antivir al invitro del rhIFN-a2b en
presencia de los mAbs

Los ensayos utilizados para evaluar la actividad bioldgica antiviral in vitro de los IFNs
fueron desarrollados previamente en nuestro laboratorio, basandose en la cuantificacion del
efecto protector de la citoquina sobre células susceptibles a la accion citopética producida
por una infeccién viral (Familetti y col., 1981; Rubistein y col., 1981). Con el objetivo de
seleccionar la concentracion optima de rhIFN-a2b e IFN-f3 a ser utilizada en los ensayos de
neutralizacidn, sucesivas diluciones de cada citoquina (desde 20 Ul.mI* hasta 0,156 Ul.ml*
para el rhIFN-a2b y desde 48 Ul.mI™* hasta 0,375 Ul.mI™* para el IFN-B) fueron incubadas
durante 6 h 0 2 h con células MDBK o células WISH, respectivamente, agregandose luego el
virus VSV. La Fig. 19 muestra las curvas dosis-respuesta del ensayo desarrollado para

valorar la actividad biolégica de ambas citoquinas
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Fig, 19: Valoracion de la actividad biol6égica antiv iral in vitro de IFNs.

La actividad biologica fue evaluada mediante la inhibicion del efecto citopatico producido por el VSV
sobre las lineas celulares MBDK (rhIFN-a2b, Fig. 19A) y WISH (rhIFN-B, Fig. 19B).
La linea horizontal roja indica el valor promedio de absorbancia correspondiente al control de

crecimiento celular en ausencia de virus e IFN. La linea horizontal azul indica el valor promedio de
absorbancia del control de maximo efecto citopatico producido en ausencia de IFN.
Las barras de error indican las D.S. de las determinaciones realizadas por triplicado.

Con el objetivo de llevar a cabo ensayos de neutralizacion de la actividad biologica
de ambas citoquinas en presencia de los mAbs, se selecciond la concentracion de citoquina
que fue capaz de generar aproximadamente un 50% del maximo efecto protector producido
por cada IFN. Adicionalmente, estos ensayos fueron desarrollados para analizar la probable



reactividad cruzada de los mAbs con IFN-B, dado que presenta un 30% de homologia con

IFN-a2b y comparten el mismo receptor celular.

La habilidad de los anticuerpos para neutralizar la actividad biol6gica anti-viral in vitro
de los IFNs se analiz6 comparando el efecto protector (frente a una infeccion con VSV) que
dichas citoquinas ejercen sobre las células MDBK o WISH incubadas en presencia y
ausencia de cada mAb. Previamente, se incubaron diluciones sucesivas de cada mAb
purificado con una concentracion constante de rhlIFN-a2b (2 UL.ml') o de rhIFN-B
(4,5 Ul.mlI™). Se adicioné el in6culo de las correspondientes células incubandose durante 6 o
2 horas, respectivamente. Luego de la incubacion, se agregé una suspension adecuada de
VSV, incubandose nuevamente durante 20 horas. Finalmente, se evalud la incorporacion del
colorante cristal violeta a las células viables. Para analizar la inhibicién producida por accién
de los mAbs, se calculd la actividad antiviral porcentual con respecto al maximo efecto
protector (actividad maxima) ejercido por ambas citoquinas en ausencia de mAbs. La
determinacion del porcentaje de actividad antiviral en presencia de sucesivas diluciones de

cada mAb fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Actividad anti-viral (%) = [(A — C) / (8 D)] . 100 23)

Donde A, B, C y D corresponden a mediciones de absorbancias (A=540 nm)
representando: A, proliferacion celular observada en presencia de diferentes
concentraciones de un dado mAb; B, maxima proteccion del IFN en ausencia de mAb;
C, efecto citopético en ausencia de citoquina y presencia de mAb, y D, efecto citopético en
ausencia de citoquina y mAb. El control de efecto citopético en ausencia de IFN y presencia

de mAb fue ensayado para cada concentraciéon de anticuerpo.

La Fig. 20A muestra el efecto neutralizante o no neutralizante de los mAbs del panel
con respecto a la actividad antiviral del rhIFN-a2b, evidenciandose un aumento de tal
actividad (efecto protector de la citoquina) a medida que decrece la concentracién del
anticuerpo neutralizante. Por otro lado, ninguno de los anticuerpos del panel fue capaz de
neutralizar la actividad biologica antiviral del rhIFN-B (Fig. 20B). De esta manera, se
confirma la ausencia de reactividad cruzada por parte de los anticuerpos del panel

(analizada desde el punto de vista de la neutralizacion de la actividad antiviral) vy,
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simultaneamente, se confirma la especificidad de los mismos hacia el rhIFN-a2b. Esto se
correlaciona directamente con datos bibliograficos que establecen que, si bien el IFN-02 es
el subtipo de IFN-a estructuralmente mas relacionado con el IFN-B, ambas citoquinas
muestran solo un 33% de homologia en sus secuencias de aminoacidos y son
antigénicamente distintas (Kontsek, 1994).
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Fig. 20: Neutralizacion de la actividad biolégica  antiviral in vitro de los IFNs por accién de mAbs.

En eje de ordenadas se represent6 el porcentaje de actividad antiviral de los IFNs en presencia de los
mAbs, en funcién de concentraciones crecientes del anticuerpo correspondiente (eje de abscisas).
Las barras de error indican las D.S. de las determinaciones realizadas por triplicado. Se evalué la
actividad neutralizante en presencia de: (A) rhIFN-a2by (B) rhIFN-B. La linea horizontal indica el 50%
de la méaxima actividad biol6gica anti-viral in vitro de los IFNs en presencia de 2 Ul.mlI™* de rhIFN-a2b
04,5 Ul.mI™ de IFN-B.

Teniendo en cuenta la méxima concentracion de mAb ensayada, se calcul6 el

porcentaje de la actividad bioldgica antiviral del rhIFN-a2b en presencia de cada anticuerpo
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(Fig. 21). De esta manera, fue posible clasificar a los anticuerpos del panel en dos grupos,

mADbs neutralizantes y no neutralizantes de la actividad anti-viral de la citoquina.
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Fig. 21: Actividad antiviral  in vitro del rhIFN- a2b en presencia de los mAbs

Se represento el porcentaje de actividad antidiearrollada por el rhIFM2b en presencia de la maxima
concentracion de cada mAb ensayado. Las barrasatdraican las D.S. de las determinaciones radés por
triplicado.

En la Fig. 21 se observa el efecto neutralizante de los mAbs CA1A3, CAS5ES,
CB15D7, CB27H2, CA2G7 y CB29D3, en tanto que los restantes anticuerpos fueron

considerados como mAbs no neutralizantes de la actividad antiviral del rhIFN-a2b.

Definiendo la capacidad neutralizante como la concentraciéon de mAb necesaria para
producir el 50% de neutralizacion de la actividad bioldgica antiviral in vitro del rhIFN-a2b, se

calcul6 la concentracion de cada anticuerpo necesaria para producir dicho efecto. Los
resultados se resumen en la Tabla VIII.
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El mAb con mayor capacidad neutralizante de la actividad biolégica antiviral in vitro
del rhIFN-a2b fue el mAb CB27H2. Los mAbs CA1A3, CB15D7, CA2G7, CASE6 y CB29D3
neutralizaron en diferente medida la actividad antiviral del rhIFN-a2b, observandose en

general un mayor grado de neutralizacion cuando la afinidad de los mAbs es mayor.

Tabla VIII: Capacidad neutralizante de los mAbs.

mAb Capacidad neutralizante (pM)
CB27H2 30+1,0
CA1A3 45+ 13
CB15D7 120+ 10
CA2G7 126 £ 30
CA5E6 130 + 60
CB29D3 873 £ 200

Los resultados se expresan como promedio de las determinaciones + D.S. (n=3)

6. Obtencién de fragmentos scFv a partir de hibrido mas productores de mAbs
6.1. Extraccion del ARN total a partir de hibridoma s en cultivo

Teniendo en cuenta la habilidad neutralizante de la actividad biol6gica in vitro del
IFN-a2b, la capacidad para mapear diferentes areas moleculares de la citoquina y el valor
de sus constantes de afinidad, los mAbs CA1A3, CA5E6, CB15D7 y CB27H2 fueron

seleccionados para la preparaciéon de fragmentos recombinantes scFv.

Los hibridomas se cultivaron en frascos spinner utilizando medio D-MEM
suplementado con 10% (v/v) de SFB y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial
(viabilidad superior al 90%) para realizar la extracciéon de ARN total utilizando el reactivo
TRIZOL®. Luego de la extraccién y purificacién, el ARN total correspondiente a cada clon se
resuspendié en 50 ul de agua estéril y se determind su concentracion y grado de pureza a
partir de la medida de absorbancia a A = 260 nm y A = 280 nm (Tabla IX). Con excepcion del
clon CA5ES6, los restantes hibridomas fueron procesados por duplicado. Se obtuvieron
concentraciones en un rango de 7,6 pg.mi* a 12,7 pg.mI™*, consideradas adecuadas para las
siguientes etapas del proceso, mientras que en todos los casos la relacion R resulté superior

a 2, indicando ausencia de contaminantes proteicos.
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Tabla IX: Purificacion de ARN total a partir de hib  ridomas.

Muestra Abs. Abs. R* ARN total
(260 nm) (280 nm) (Hg.p™
Agua estéril 0,173 0,157 - -
CAS5EG6 1,760 0,871 2,220 12,7
CA1A3-A 1,114 0,582 2,214 75
CB27H2-A 0,773 0,425 2,239 4.8
CB15D7-A 1,304 0,658 2,257 9,1
CA1lA3-B 1,408 0,709 2,245 9,9
CB27H2-B 0,709 0,397 2,233 43
CB15D7-B 1,128 0,582 2,470 7,6

*R: Abs. (260 nm) / Abs. (280 nm)

La integridad del ARN total purificado se analiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa en condiciones desnaturalizantes. En la Fig. 22 se observan claramente las bandas
correspondientes a las subunidades menor (18 S) y mayor (28 S) intactas del ARN
ribosomal, con una relacion de intensidades aproximada de 1:2, respectivamente. Estos
indicadores confirman la ausencia de degradacion del ARN total en todas las muestras

ensayadas.
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Fig. 22: Verificacion de la integridad del ARN tot  al purificado mediante electroforesis en gelesde a  garosa

Para analizar la calidad del ARN total se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en
condiciones desnaturalizantes.

Carriles: (1) CA1A3-A, (2) CA1A3-B, (3) CA5ES, (4) CB15D7-A, (5) CB15D7-B, (6) CB27H2-A,

(7) CB27H2-B y (M) Marcadores de tamafio molecular de ARN (kb).



6.2.  Obtencion del ADN codificante para las cadenas Vhay Vi

A partir del ARN total obtenido en la etapa anterior se procedid a la purificacion de

ARNmM mediante el empleo de una matriz comercial de oligo(dT)-celulosa.

El ARNm puro fue utilizado para la sintesis de la primera cadena de ADNc
empleando los hexanucleétidos pd(N)s de secuencia al azar. El uso de estos hexameros
elimina la necesidad de primers especificos para inmunoglobulinas. Por otro lado, este
sistema resulta mas eficiente que los primers oligo(dT) genéricos en la obtencion de ADNc
con la extension suficiente como para posibilitar el clonado de las regiones variables de los

genes de las cadenas pesada v liviana.

El sistema RPAS esta disefiado para amplificar las cadenas V, y V. por separado,
mediante la utilizacién de conjuntos de primers parcialmente degenerados especificos para
cada cadena. Debido a que el isotipo A de cadena liviana representa solo el 5% del total de
las cadenas livianas murinas, la informacion de su secuencia es insuficiente para disefiar
primers consenso y por lo tanto no estan representados en el conjunto de oligonucle6tidos
provisto. En este hecho radica la importancia de la determinacion del isotipo de la cadena
liviana de los mAbs obtenidos. En este trabajo, la totalidad de los clones de hibridomas
expresdO mAbs con cadena liviana kK (ver Tabla lll), resultando por lo tanto factibles de

amplificacién mediante el sistema escogido.

Mediante la PCR primaria fue posible amplificar los ADNc correspondientes a las
cadenas Vy y V. de los cuatro mAbs ensayados. En la Fig. 23 se muestra, a manera de
ejemplo, un gel de agarosa conteniendo los productos amplificados a partir del ARNm
extraido del clon CB27H2 cuyos tamafios coincidieron con el esperado para la cadena Vy
(banda de [B40 pb) y para la cadena V_ (banda de (8325 pb).
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Fig. 23: Amplificacion de las cadenas V. 4 ((B40 pb) y V. ([B25 pb) correspondientes al mAb CB27H2.

En un gel de agarosa al 1,5% (p/v) se sembré todo el volumen correspondiente a cada reaccion de amplificacion
llevada a cabo por duplicado para la purificacién posterior de cada cadena.
Carriles: (M) marcador de tamafio molecular @ (pb), (1 — 2) cadena Vu, (3 — 4) cadena V..

Como se observa en la Fig. 23, la cantidad de producto V, obtenida resulté superior
a la correspondiente al producto V,. Este efecto, que se repitié en las amplificaciones de las
cadenas de los cuatro mAbs ensayados, esta descrito por varios autores que utilizaron el
sistema RPAS para la obtencion de fragmentos scFv a partir de hibridomas secretores de
mAbs especificos. Inclusive, existen varios ejemplos documentados donde fue imposible
amplificar la region variable de la cadena liviana (isotipo k) mediante el uso de los primers
suministrados por el kit, adjudicandose el problema a la posible falta de representacion de
varias secuencias necesarias en la mezcla de oligonucleétidos degenerados (Krebber y col.,
1997).

Los productos de PCR correspondientes a las regiones variables fueron purificados a
partir del gel de agarosa y ligados al plasmido pGEM®-T easy. Dicho plasmido ofrece una
estrategia de clonado altamente eficiente y una rapida evaluacion de colonias azules y
blancas. La mezcla de ligacién se utilizd para transformar células de E. coli DH5aF'lp, las
cuales crecieron en placas con medio LB suplementado con ampicilina, X gal e IPTG. El
andlisis de las colonias transformadas se llevd a cabo por digestion con enzimas de
restriccion. Posteriormente, se seleccionaron 10 clones de cada cadena y se realizo el

secuenciamiento automéatico del ADN plasmidico.

Las cadenas V, y V. derivadas de los mAbs CA5E6, CB15D7 y CB27H2 presentaron
secuencias aminoacidicas similares a las encontradas en las regiones variables murinas
cuando se las compar6 en la base de datos IgBLAST (NCBI, National Center for
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Biotechnology Information). Por otro lado, el producto correspondiente a la region variable
de la cadena pesada del mAb CA1A3 mostr6 elevada homologia (97,5%) con un cadena V4
aberrante no funcional (nimero de acceso bases de datos D50398, publicada por
Yamanaka y col., 1995). Esta cadena pesada presenta un rearreglo aberrante en el sitio de
recombinacion DJ en el CDR3 que genera un corrimiento del marco de lectura y, por lo
tanto, contiene varios aminoacidos en el FR4 que se desvian de las secuencias consenso
de los anticuerpos murinos. En la Fig. 24 se muestra la secuencia aminoacidica de dicha

cadena.

EVOQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTSYGVHWVRQPPGKGLEWLVVIWSDGSTTYNSAL KSRLSISKDNSK
SQVFLKMNSLQTDDTAMYYCAREPPTTYVCLLGPRDHGHR

Fig. 24: Secuencia aminoacidica de la cadena V. aberrante.
La secuencia correspondiente a la regién variable de la cadena pesada del mAb CA1A3 result6 idéntica
(salvo un aminoacido N-terminal) a una secuencia aberrante descripta por varios autores. Las regiones
CDR aparecen subrayadas. El FR4, que presenta una secuencia diferente a la consenso debido a un
corrimiento del marco de lectura en el CDR3, se resalta en letras italicas rojas.

Esta documentada la existencia de ARNm aberrantes en hibridomas, transcriptos a
partir de los genes de la cadena pesada y la cadena liviana, re-arreglados pero no
funcionales (Krebber y col., 1997). Estas cadenas no productivas serian amplificadas
preferentemente por los sets de primers especificos para las regiones variables de
anticuerpo. Por otro lado, ciertas células de mieloma utilizadas en los procesos de fusion, en
particular las lineas Sp2, p3-X63-Ag8.653, derivadas de la linea de mieloma MOPC-21,
pueden expresar este tipo de cadenas aberrantes (Berdichevsky y col., 1999). La linea
MOPC-21 expresa ARNmM de cadenas aberrantes de inmunoglobulinas y dado que el
mieloma NSO (utilizado en las hibridizaciones) deriva de dicha linea troncal, es probable que

porte tal carga genética.

Las cadenas aberrantes podrian ser silenciadas o segregadas durante el periodo de
estabilizacion de una linea multiploide de un hibridoma emergente y asi, como ocurre en la
mayoria de los hibridomas, no expresar cadenas aberrantes. En otros casos, como el
hibridoma CA1AS3, las cadenas aberrantes podrian “diluir” ampliamente la secuencia de las
regiones variables deseadas dificultando la posibilidad de obtener anticuerpos funcionales
(Krebber y col.,, 1997). Es posible, ademas, que otras cadenas no funcionales puedan
originarse debido a rearreglos aberrantes en el segundo alelo de la célula B secretora del
mAD.
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A partir de lo expuesto, se justifica la necesidad de utilizar una estrategia de
seleccion y amplificacion con las caracteristicas de la tecnologia de phage-display para
aislar proteinas funcionales de un conjunto de moléculas que puede presentar
enriquecimiento en moléculas aberrantes tal como la cadena Vy aberrante demostrada para
el hibridoma CA1A3.

6.3. Sintesis de los fragmentos de ADN de cadena Un  ica scFv

Los productos de ADN purificados correspondientes a las cadenas pesada y liviana
se deben ensamblar para formar un gen uUnico utilizando un fragmento de ADN linker
mediante una estrategia de Splicing by Overlap Extension (SOE) PCR. En este paso critico
resulta de suma importancia que los tres fragmentos de ADN involucrados en la
amplificacion (Vy, V. y linker) se encuentren en concentraciones equimolares. Por ello, se
cuantificaron los fragmentos Vy y V, purificados en geles de agarosa utilizando un marcador
Vy de concentracion conocida incluido en el kit RPAS (Fig. 25). En todos los casos, la
concentracion del fragmento Vy amplificado se ubicé en un rango de 10 ng.mlI™* a 25 ng.ml™,
mientras que la correspondiente al fragmento V, resulté ligeramente inferior, entre 5 ng.ml™
y 15 ng.ml™.
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Fig. 25: Cuantificacion de los productos purificado s Vu y VL del mAb CB27H2 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,5% (p/v).

Se sembraron 5 pl de dos diluciones de cada producto purificado y dos concentraciones diferentes del
marcador Vy comercial (GE Healthcare) para facilitar la comparacion visual de las bandas.

Carriles: (M) marcador de tamafio molecular ® (pb), (1) cadena Vy 1/10, (2) cadena Vu 1/20. (3)
marcador 25 ng, (4) marcador 50 ng, (5) cadena V| 1/10 y (6) cadena V, 1/20.
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Tedricamente, la reaccion de ensamblado de las unidades Vy y V. produce
cantidades suficientes de fragmento de cadena Unica como para constituir el ADN molde
que se amplificard en una segunda reaccion de PCR utilizando primers, cuya secuencia
parcialmente degenerada contiene sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion
Not | y Sfi | necesarias para el proceso de clonado. En la Fig. 26 se comparan los resultados

del ensamblado y amplificacion de los fragmentos scFv correspondientes a los cuatro mAbs
procesados.

En todos los casos, la reaccion de amplificacion no generd un Unico producto
representado por una banda discreta. Por el contrario, ademas de la banda de tamafio
esperado ([I750 pb), se evidenciaron, por ejemplo, bandas de 500 pb y de [11.000 pb como
las observadas para la preparacion de anticuerpos derivados de los hibridomas CA1A3 y
CA5E®6. En el caso del fragmento derivado del mAb CB15D7, se produjo un fenbmeno
recurrente durante los diversos intentos de amplificacion ensayados, generdndose de
manera preferencial un producto de tamafio inferior (550 pb) al esperado (Fig. 26). Este
resultado se reiterd incluso en aquellos casos en los que se realizaron nuevas reacciones de
amplificacién utilizando como molde el ADN correspondiente a la banda de 750 pb

(producida en menor proporcion, Fig. 26), previamente purificado desde geles de agarosa.
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Fig. 26: Andlisis de los productos obtenidos luego del ensamblado y amplificaciéon de los fragmentos
SCFv.

El volumen total de la reaccion de amplificacion fue dividido y sembrado en 2 carriles (1 'y 2) de los geles
de agarosa correspondientes a los mAbs CB27H2 (A), CB15D7 (B), CA5E6 (C) y CA1A3 (D). En todos
los geles se sembr6 el marcador de tamafio molecular 1 kb ladder.

Carril (M), marcador de tamafio molecular 1 kb ladder; carriles (1) y (2), volumen total de la reaccion de
amplificacién correspondiente a cada muestra de mAb procesada.



6.4. Clonado de los genes de scFv en el vector pPCAN  TAB 5E

Los productos amplificados del tamafio adecuado fueron purificados para realizar
posteriormente la digestion enzimatica de manera secuencial con las enzimas Sfil y Not I.
Los fragmentos de ADN digeridos fueron purificados y cuantificados en geles de agarosa
(por comparacion con un patron scFv de concentracion conocida) con el objeto de
determinar la masa de scFv necesaria para efectuar la reaccion de ligacion con el vector

pCANTAB 5E.

Como se observa en la Fig. 27, se obtuvieron cantidades minimas de fragmento scFv
digerido (concentraciones en un rango de 3 ng.ml™* a 10 ng.ml™") para los clones CA1A3,
CA5E6 y CB27H2. La fraccion de ADN de tamafio adecuado correspondiente al mAb
CB15D7 resulté escasamente visible en los geles de agarosa luego de la primera
purificacion, perdiéndose totalmente tras el proceso de digestion enzimética. Luego de
repetir en varias ocasiones con resultados insatisfactorios el procedimiento de ensamblado
del fragmento scFv a partir de las cadenas Vy y V| derivadas del ARNm del mAb CB15D7,

se resolvio suspender el procesamiento de dicho clon.
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Fig. 27: Cuantificacién del producto de 750 pb puri  ficado correspondiente al clon CB27H2 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v)

Se sembr6 una alicuota de 5 pl del producto purificado y dos concentraciones diferentes del marcador
scFv comercial (GE Healthcare) para facilitar la comparaciéon entre las bandas. Se muestra como
ejemplo el fragmento digerido y purificado proveniente del mAb CB27H2.

Carriles: (M) marcador de tamafio molecular 1 kb ladder, (1) producto CB27H2, (2) marcador scFv 50 ng
y (3) marcador scFv 25 ng.

A pesar de que las regiones variables de los anticuerpos fueron clonadas desde
lineas de hibridomas monoclonales tedricamente secretores de una molécula unica de
inmunoglobulina, el proceso utilizado para tal fin involucré etapas que potencialmente

pueden generar mutaciones en la secuencia nucleotidica. El uso de primers degenerados,
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sumado a las condiciones de baja astringencia en la técnica de PCR, favorece, en muchos
casos, la hibridacion inespecifica con la concomitante generacion de mutaciones puntuales,
pérdida del marco de lectura y produccion de fragmentos de longitud incorrecta (Krebber y
col.,, 1997). En este trabajo, un fendbmeno como el descrito podria fundamentar el
comportamiento observado en la amplificacion del fragmento derivado del mAb CB15D7,
donde se obtuvo mayoritariamente un producto de menor tamafio que el esperado (cabe
destacar que, en este caso, la extension del producto trunco resultd sensiblemente menor,

facilitdndose su discriminacion en los geles de agarosa).

Luego de proceder con la reaccion de ligacion de los fragmentos scFv CA1AS3,
CA5E6 y CB27H2 con el vector pCANTAB 5E se realizaron las correspondientes
transformaciones de las células de E. coli TG-1 competentes. Paralelamente, se procesé un
inserto control digerido con las enzimas Sfil y Notl (provisto en el kit RPAS de GE
Healthcare) para corroborar la eficiencia del procedimiento de ligacién y transformacion. En
la Tabla X se detalla, para cada muestra, la eficiencia de transformacion en términos del
namero de colonias obtenidas por unidad de masa de inserto empleada en la ligacion, y el
tamafio de la biblioteca referido al nimero total de transformantes logrados. Este ultimo
parametro es determinante para la continuidad del proceso global, ya que la probabilidad de
encontrar clones que secreten fragmentos scFv funcionales estéd directamente relacionada
con la cantidad de clones totales obtenidos. La eficiencia de transformacion debe
considerarse como un parametro estimativo debido a que la masa de ligando utilizado para
su calculo fue determinada de manera visual por comparacion de bandas en geles de
agarosa con un patrén de masa conocida. De todos modos, las eficiencias de clonado
fueron comparables con la correspondiente al inserto control, incluso mayores para el caso
de los clones CA1A3 y CASEG6. En relacion al tamafio de la biblioteca correspondiente a
cada fragmento, se registraron valores que variaron entre 6,8.10°ufc y 1,0.10* ufc,
coincidiendo con resultados tipicos de procesos que utilizan métodos de transformacién
guimica. Tratandose de la obtencion de fragmentos de anticuerpos recombinantes a partir
de hibridomas secretores de mAbs especificos, el tamafio de las bibliotecas se consideré
adecuado.



Tabla X: Parametros de la transformacion de células TG-1 con las construcciones correspondientes a los
fragmentos scFv CA1A3, CASE6 y CB27H2.

Eficiencia de clonado Tamafio de la biblioteca
scFv -1
(ufc.ng ™) (ufc)
Control 67 10.000
CA1A3 136 6.800
CA5E6 133 10.000
CB27H2 48 7.200

6.5. Seleccion y amplificacion de los fragmentos re  combinantes mediante técnica
de phage-display

Durante el desarrollo del presente trabajo hemos mencionado y demostrado que la
obtencidén de fragmentos scFv funcionales a partir de ARNm de hibridomas puede presentar
diferentes inconvenientes basados en caracteristicas inherentes a los mismos, como la
expresion de regiones variables aberrantes, o bien propios del procedimiento de obtencién
de tales moléculas. Entre estos Ultimos, dado que los genes variables son amplificados
mediante PCR utilizando oligonucleétidos degenerados, pueden ocurrir errores en la
coincidencia de bases (mismatch) y errores propios de la PCR que causan mutaciones
puntuales y corrimientos en el marco de lectura traduccional. En consecuencia, todos los
aspectos mencionados pueden incrementar ampliamente la posibilidad de generar una gran
diversidad de moléculas de scFv no funcionales. Por tal motivo, se impone demostrar la
especificidad de los fragmentos y su seleccion de aquellos no funcionales. La ventaja
inherente a la tecnologia de phage display reside en su capacidad de vincular un ligando o
proteina funcional con el gen codificante (McCafferty y col., 1990). De esta manera,
diferentes clones pueden ser rapidamente monitoreados por su capacidad de interaccionar

con el antigeno de interés y seleccionados de un repertorio de moléculas.

El sistema implica el empleo del vector “fagémido” pCANTAB 5E, disefiado de forma
tal que las regiones variables de los anticuerpos puedan ser clonadas entre la secuencia
lider (g3 signal) y el nucleo principal del gen 3 del fago M13. La proteina de fusion que es
expresada de esta manera retiene las funciones de ambas proteinas originales. La
secuencia sefial de la g3p dirige el transporte de la proteina a la membrana interna y al
periplasma de E. coli, mientras que el dominio principal de dicha molécula une la proteina de
fusion al extremo del fago en formacion. La mayor parte de los fagos maduros presentan
una copia de la fusién scFv-g3p y dos a cuatro copias de la g3p nativa, suficientes para
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asegurar la infectividad de la particula viral. Adicionalmente, este vector contiene un codén
amber de finalizacion de la traduccion entre el scFv clonado y la secuencia codificante para
g3p. Cuando una cepa de E. coli supresora (supE) como la TG-1 es transformada con esta
construccion, la traduccion no se detiene en el codén de finalizacion y se produce la proteina
de fusidn g3p. En las células TG-1 la supresion del codon amber stop se efectia con una
eficiencia del 20%, suficiente para la presentacion del fragmento scFv sobre la superficie del
fago.

Las células TG-1 transformadas con las construcciones scFv-pCANTAB se
infectaron con el fago helper M13KO7 con el fin de obtener la biblioteca de fagos
recombinantes correspondiente a cada scFv. Luego de incubar el cultivo durante una noche
se procedid6 a cosechar el sobrenadante conteniendo los fagos recombinantes para

someterlos a una precipitacion con PEG/NaCl con el fin de concentrarlos y purificarlos.

Una vez producidos y purificados, los fagos recombinantes fueron sometidos a tres
rondas consecutivas de panning empleando el rhIFN-a2b inmovilizado en fase sélida con el
fin de seleccionar determinados miembros del repertorio en base a su capacidad de union a
la citoquina. El enriquecimiento selectivo de los mismos puede inferirse cuando, para un
dado ndimero de fagos totales usados en la seleccién (INPUT), el nUmero de fagos retenidos
debido a su interaccion con el antigeno (OUTPUT) aumenta a lo largo de las sucesivas
rondas de panning. En la Fig. 28 se detallan los resultados obtenidos durante el proceso de
enriquecimiento en términos de la cantidad de fagos que permanecieron retenidos luego de
cada ronda de seleccion con el antigeno inmovilizado en fase sélida. El in6culo de los fagos
(INPUT) para cada ronda en todos los ensayos se mantuvo constante en el orden de
10" ufp.
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Fig. 28: Enrigquecimiento selectivo de fagos recombinantes me diante procedimiento de panning
empleando rhIFN- a2b inmovilizado en fase sélida.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de microtitulacién. Los fagos recombinantes correspondientes
a cada muestra se incubaron con el antigeno inmovilizado en la fase soélida. Luego de sucesivos
lavados se agragaron células de E. coli TG-1 para recuperar, mediante infeccion, los fagos que
permanecieron retenidos. Finalmente, diversas diluciones de las bacterias infectadas se sembraron en
placas de cultivo para evaluar la eficiencia del procedimiento mediante el recuento del nimero de
colonias resultantes (OUTPUT).

Tal como se observa en la Fig. 28, es evidente el aumento de la concentracion de los
fagos recombinantes que presentan en su superficie los fragmentos scFv derivados de los
mAbs CA5E6 y CB27H2 luego del tercer ciclo de seleccion y amplificacion, evidenciandose
un factor de enriquecimiento de 9 y 17, respectivamente (Tabla Xl). Por el contrario, no se
observo este efecto en el ensayo correspondiente al clon CA1A3. Para este caso, la
cantidad de fagos obtenidos luego de las tres rondas de panning se mantuvo constante en el
orden de 5.10* ufp.ml*. Esta concentracion es la misma que se obtuvo al realizar la
experiencia utilizando placas sin el antigeno inmovilizado (control s6lo bloqueo) y que
corresponde a la cantidad basal de fagos que no presentan la proteina de interés pero que

se unen al soporte sélido mediante interacciones inespecificas.

Luego de la dltima ronda de panning correspondiente a cada fragmento de
anticuerpo en estudio, se realizo el screening de los fagos recombinantes mediante técnica
de ELISA especifico indirecto. A partir de colonias de células TG-1 tomadas al azar se
realizaron cultivos que fueron inducidos con IPTG durante toda la noche para obtener los

fragmentos scFv solubles (conjuntamente con la proteina de fusion scFv-plll) en el
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sobrenadante. Estos sobrenadantes clarificados fueron evaluados en el inmunoensayo
utilizando un anticuerpo especifico para el péptido E-tag expresado en la region C-terminal
de los fragmentos recombinantes con el fin de identificar la formacion de complejo
scFv-IFN-a2b. En el caso de los anticuerpos CASE6 y CB27H2 fue posible identificar varios
clones de células TG-1 productores de fragmentos recombinantes que reconocieron al
IFN-a2b mediante técnica de ELISA (Tabla XI).

Tabla XI: Seleccion y amplificacién de fagos recomb  inantes especificos. Resumen del procedimiento de
panning y screening mediante ELISA especifico indirecto de las bibliot ~ ecas correspondientes a
los fragmentos scFv CA1A3, CASE6 y CB27H2.

scFv Factor de enriquecimiento  ? Clones positivos °
CA1A3 1 0/94
CA5E6 9 17/94
CB27H2 17 32/71

& Factor de enriquecimiento de la biblioteca calculado como la relacion entre los valores del OUTPUT de la
tercera y primera ronda de panning (O3/O3).

® Relacién entre clones positivos y clones totales ensayados.

Por otro lado, coincidiendo con el factor de enriquecimiento, se evidencié una mayor
proporcidon de clones productores de scFv especificos para el mAb CB27H2 (45%) en
comparacion con el mAb CA5E6 (18%).

Con respecto al mAb CA1A3, los resultados confirmaron la hipétesis planteada con
anterioridad, es decir, el hibridoma que secreta dicho anticuerpo produce una molécula de
ARNm de secuencia aberrante, transcripta a partir de genes de la cadena pesada
rearreglados pero no funcionales, que es preferentemente aislada con el sistema de primers
utilizado para la amplificacion de la region V4. Si bien se planteé la posibilidad de que
durante el proceso de seleccion de los fagos recombinantes frente al antigeno surgieran
algunos que presentaran en su superficie un fragmento scFv CA1A3 funcional, todos los

intentos efectuados resultaron infructuosos.

6.6. Obtencion de fragmentos scFv solubles

El siguiente paso en el proceso de obtencion de los fragmentos recombinantes
consistio en la generacion de clones de células HB2151 productores de los anticuerpos scFv
CA5E6 y CB27H2. En la cepa no supresora HB2151, el codén stop es reconocido y la
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traduccion se detiene al final del gen del scFv sin formase la proteina de fusion con g3p. De
esta manera, es posible obtener los fragmentos solubles no fusionados a la proteina del

fago para su posterior caracterizacion.

A partir de los clones de células TG-1 considerados positivos en el proceso de
screening (17 clones para el scFv CA5E6 y 32 clones para el scFv CB27H2), se obtuvieron
los fagos correspondientes para infectar células HB2151. Los clones resultantes se
cultivaron con el objeto de seleccionar clones celulares productores de scFv solubles
especificos empleando la técnica usual de ELISA especifico indirecto mediado por
rhIFN-a2b. Asi, siguiendo el mismo criterio que en el caso anterior, se aislaron clones
productores de los fragmentos scFv CASE6 y CB27H2, los cuales fueron procesados para

realizar preparaciones de ADN plasmidico para su posterior secuenciacion.

scFv CASE®6:

QVKLQQSGAELVRPGASVKLSCKASGﬁVNWVKQRPEQGLEWIGRIDPY DGEFJI'ZQYNQKFKDKAI LT

VDKSSNIAYMQLSSLTSADSAVYYCARmVWGQGTTWVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELT
QSPKI MSISVGDRVSVTcmWYQQKPGHSPKVLIYSTSE—ZRYSGVPDRFTGSGSGTDFTLTISN

VQSEDLADYFCI—W’FGGGTKLEIKRAAAGAPVPYP DPLEPR

scFv CB27H2:

QVKLQQSGAELVKPGASVRLSCTTSGSM?%M HWVRQRPEQGLEWIGRI DPANG??QF DPKFQGKATITA
DTSSNTAYLQLSSLTS EDTAWYCAR%YWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPSSL
TVTAGEKVTMSC KSSQSLLNI_SlG KQKNYLT WFQQKPGQPPKLLI FVﬁRESGVPDRFTGS@S@TDFTLTlSS
VQAEDLAWYCW FGAGTKLEIKRAAAGAPVPYPDPLEPR

Fig. 29: Secuencias aminoacidicas deducidas de los scFv CASE6 y CB27H2.

Las regiones CDR se identifican con letras italicas rojas: (H) CDR correspondiente a la cadena pesada,
(L) CDR correspondiente a la cadena liviana. El péptido linker se sefiala en letras azules, mientras que
la secuencia correspondiente al péptido E-tag aparece subrayada.

En la Fig. 29 se detallan las secuencias aminoacidicas deducidas a partir de las
secuencias nucleotidicas correspondientes a los scFv CA5E6 y CB27H2. Para la
identificacion de los residuos de los CDRs se utilizé la informacién suministrada por la

pagina web de Martin y col. basada en Chotia y Lesk (1987) y Kabat y col. (1991). A partir
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de la secuencia de aminoacidos empleando el software Vector NTI, se calculé la masa
molecular de cada fragmento (teniendo en cuenta el péptido E-tag cuya masa molecular es
1.407 Da): 28.034 Da para el scFv CA5E6 y 28.041 Da para el scFv CB27H2.

Un clon representativo de cada fragmento fue cultivado en medio 2xYT-AG y su
expresion fue inducida con IPTG (durante 4 h y ON) para confirmar la produccion de la
proteina soluble y verificar la localizacion celular y el tiempo de incubacion 6ptimo para
lograr un elevado rendimiento de scFv funcional. Para ello, los extractos periplasmico (EP) y
total (ET) y el sobrenadante (SN) de dichos cultivos fueron evaluados por SDS-PAGE en
condiciones reductoras y posterior Western Blot revelando la presencia de los fragmentos
mediante el empleo de un anticuerpo anti E-tag conjugado con la enzima peroxidasa. En
todos los casos, se observd una banda de masa molecular aparente de 30 kDa
correspondiente a la expresién de la proteina de fusién scFv-E-tag, verificandose que esta
proteina se concentra en el EP cuando se realizan inducciones cortas (4 h) y en el SN
cuando la producciéon se extiende toda la noche. En la Fig. 30A se muestra a manera de
ejemplo, el resultado del SDS-PAGE/Western Blot para las muestras de EP y SN

correspondientes al scFv CB27H2.

Paralelamente, la capacidad de reconocimiento especifico de los fragmentos
solubles (en el EP, ET o SN) fue evaluada mediante ELISA especifico indirecto,
inmovilizando el rhIFN-a2b en la fase sélida. Tal como se ilustra en la Fig. 30B, tanto los
fragmentos presentes en el EP como los presentes en el SN se unieron en forma especifica
al antigeno inmovilizado, no evidencidndose sefial de inespecificidad en aquellos pocillos no
sensibilizados con la citoquina (controles negativos de sélo bloqueo). Los fragmentos scFv
correspondientes al ET no reconocieron al interferon posiblemente debido al plegamiento
incorrecto de la molécula de anticuerpo en dichos extractos, originado por la imposibilidad
de formacion de los enlaces disulfuro en el ambiente reductor del citoplasma celular,
sumado a una concentracidon baja de los fragmentos en dichos ET. Por otro lado, se
confirmd que, luego de la induccion de los cultivos con IPTG, los fragmentos scFv solubles
(funcionales) se concentran en el espacio periplasmico y lentamente comienzan a difundir
hacia el sobrenadante de cultivo a medida que se prolonga la incubacion. Diversos autores
han reportado este fenébmeno empleando diferentes cepas bacterianas y secuencias sefales
de secrecion en el espacio periplasmico, sin encontrar una explicacion molecular al
incremento de la permeabilidad de la membrana externa de tal compartimento en forma

consecuente con la induccion de la expresion de anticuerpos (Pluckthun y Skerra, 1989).
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Fig. 30:  Evaluacién de la produccién de fragmentos scFv funcionales durante el cultivo de  E. coli
HB2151/CB27H2. Andlisis de la localizacién celular  de produccion del fragmento.

A. SDS-PAGE y Western Blot correspondiente a los EP y SN de cultivos de HB2151/CB27H2
inducidos durante 4 h y ON. Los extractos ET exhibieron una banda de masa molecular aparente
de 30 kDa de muy tenue intensidad (resultados no mostrados).

Carriles: (1) EP 4 h, (2) SN 4 h, (3) EP ON, (4) SN ON.

B. ELISA especifico indirecto de las muestras correspondientes a ET, EP y SN de cultivos de
HB2151/CB27H2 inducidos durante 4 h y ON. Las muestras se sembraron paralelamente en
pocillos sin rhIFN-a2b, donde la sefial resulté comparable a la correspondiente al control negativo,
confirmando la interaccion especifica.

Asi, la concentracién de scFv se incrementod al prolongarse el tiempo de induccién
del cultivo (Fig. 30A, carriles 2 y 4). Sin embargo, se observo pérdida de la funcionalidad del
mismo basada en su menor capacidad de reconocimiento del antigeno mediante técnica de
ELISA. Efectivamente, la mayor masa del scFv en el SN inducido ON (Fig. 30A, carril 4) no
se correspondid, proporcionalmente, con un mayor reconocimiento del antigeno con
respecto al scFv presente en el EP luego de 4 h de induccion, el cual presentd menor
cantidad de fragmento (Fig. 30A, carril 1) y superior reconocimiento del IFN inmovilizado.
Evidentemente, la condicién nativa y funcionalidad de los anticuerpos secretados es
afectada por las condiciones del entorno como, por ejemplo, la presencia de proteasas

liberadas al medio en forma concomitante con la pérdida de viabilidad del cultivo.

La produccion de scFv funcionales en EP se ha reportado como localizacion celular
optima para la produccion de los mismos (Plickthum, 1992). EI EP presenta menor

contenido de proteasas que el citoplasma, permite la correcta formacién de puentes
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disulfuro debido al ambiente oxidativo y presencia de chaperonas moleculares v,
adicionalmente, exhibe menor contenido de proteinas contaminantes lo que favorece el
proceso de purificacion (Choi y Lee, 2004). Sin embargo, la produccion de scFv funcionales
en el EP fue igualmente afectada por el tiempo de induccion de la expresion. En la Fig. 30A
se evidencia similar masa de scFv en los extractos EP obtenidos de cultivos inducidos
durante 4 h y ON (carriles 1 y 3) con una sefial de reconocimiento del antigeno 4 veces
inferior para la condicion de mayor tiempo de induccién. Posiblemente, al incrementarse el
tiempo de induccion podrian manifestarse procesos de inactivacion por proteasas,
desnaturalizaciébn o agregacién, entre otros fendmenos, responsables de la pérdida de

actividad de los fragmentos.

7. Produccion y purificacién de los fragmentos scFv CAS5E6 y CB27H2

Con el objeto de caracterizar los fragmentos scFv CASE6 y CB27H2 desde el punto
de vista de su afinidad y capacidad neutralizante de la actividad biol6gica del hIFN-a2b, fue
necesaria una etapa de produccion en mayor escala y posterior purificacion de dichos
fragmentos. En funcién de lo anteriormente mencionado, se selecciénd la estrategia de
produccion consistente en induccién de la expresion con IPTG durante 4 h, de manera que
los fragmentos recombinantes solubles y funcionales se acumulen en el espacio
periplasmico de las células HB2151. Posteriormente a la induccién se obtuvo el extracto
periplasmico que constituyé la muestra cruda a purificar por cromatografia de
inmunoafinidad empleando un mAb anti-E-tag acoplado a una matriz de Sepharose HP (GE

Healthcare).

En la Fig. 31 se muestra un cromatograma tipico obtenido durante la purificacion del
scFv CABE6 (presente en espacio periplasmico), monitoreado por lecturas

espectrofotométricas a A = 280 nm y mediante ELISA especifico indirecto.
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Fig. 31: Purificacién de los fragmentos scFv median

En eje de ordenadas se grafico, por un lado la absorbancia medida a una A=280 nm para cada una de
las fracciones obtenidas durante el proceso cromatogréafico (eje de abscisas). Paralelamente, se graficé
la absorbancia a una A=450 nm, correspondiente a la determinacion funcional de los fragmentos
mediante técnica de ELISA especifico indirecto. La linea de puntos separa la etapa correspondiente a
los lavados con solucién de fosfatos 20 mM pH 7 de la etapa de elucién con solucién de glicina de pH 3.

La pureza del producto de la elucion &cida correspondiente a la purificacion de los
scFv a partir de los extractos periplasmicos fue evaluada mediante SDS-PAGE en

condiciones reductoras (Fig. 32). Previo a dicho andlisis las fracciones que conformaron el

te cromatografia de inmunoafinidad.

pico de elucién se mezclaron, concentraron y diafiltraron contra PBS.

Fig. 32: Evaluacion de la purificacion del fragment
reductoras.

Carriles: (1) Flowthrough, (2) lavados, (3) elucion, (4) elucién concentrada, (M) marcadores de masa

molecular.

200 kDa
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11

0 scFv CA5E6 mediante SDS-PAGE en condiciones
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La determinacion del porcentaje de pureza se realiz6 mediante densitometria de
bandas luego de digitalizar las imagenes de los geles, obteniéndose un valor superior al
80% en todas las experiencias realizadas. Sélo se observaron escasas proteinas
contaminantes, en su mayoria de baja masa molecular. La pureza lograda fue considerada
adecuada para las siguientes etapas de caracterizacion de los fragmentos, procediendo
previamente a la determinacién de la concentracion mediante espectrofotometria y

correccion de la misma mediante el factor de purificacion.

8. Determinacion de la constante de afinidad de los fragmentos scFv CAS5SE6 y
CB27H2

La especificidad y afinidad de un anticuerpo determinan su calidad en cuanto a la
interaccion y reconocimiento antigénico. Ambos parametros dependen de la estructura del
sitio de contacto del anticuerpo (paratope) con el antigeno. A nivel molecular, la topografia
superficial y los arreglos de las interacciones no covalentes que se establecen entre
antigeno y anticuerpo definen la especificidad; mientras que el tipo y la contribucién

energética de tales interacciones son los factores que establecen su afinidad.

El procesamiento llevado a cabo para preparar fragmentos scFv a partir de sus
inmunoglobulinas parentales puede generar modificaciones en el arreglo estructural o
conformacional del sitio de reconocimiento antigénico que afecten la especificidad y/o
afinidad de los mismos. En patrticular, la especificidad de los fragmentos frente al IFN fue
confirmada para ambos fragmentos (scFv CASE6 y CB27H2). Por lo tanto, con el fin de
evaluar si las nuevas moléculas presentaron modificaciones a nivel de la energia de
interaccion con su antigeno especifico, se llevaron a cabo ensayos para medir la constante

de afinidad de cada fragmento.
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Se realizaron las representaciones de Scatchard y se calcul6 la constante de afinidad
a partir de la pendiente de la regresion lineal establecida con los datos experimentales
procesados por triplicado. Debido a la caracteristica univalente de los fragmentos con
respecto al antigeno se utiliz6 el método de Friguet y col. (1985) sin la modificacién de
Stevens (1987), graficando v/a versus v. En la Fig. 33 se muestran las representaciones
gréficas correspondientes a la interaccion de los fragmentos CA5E6 y CB27H2 con la

molécula de rhIFN-a2b soluble.
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Fig. 33: Representacion de Scatchard para la deter minacion de la constante de afinidad del complejo
scFv purificado-rhIFN- a2b mediante técnica de ELISA.

En eje de ordenadas se representd el cociente entre la funcién de union (v) y la concentracién de
antigeno libre (a) en el equilibrio para cada concentracion total de antigeno ensayada. En eje de
abscisas se represent6 la funcién de unién. La constante de afinidad, calculada a partir del valor de la
pendiente de la regresion lineal de los datos experimentales, fue evaluada en presencia de
concentraciones decrecientes de la citoquina. Las barras de error indican las desviaciones estandares
de las determinaciones (n = 3).

En la Tabla Xll se comparan las constantes de afinidad obtenidas para los
fragmentos scFv CASE6 y CB27H2 con las correspondientes a los mAbs originales. En el
caso del scFv CASE6 no se observd una disminucién significativa de la afinidad a la
molécula nativa de rhIFN-a2b con respecto al mAb completo. Por otro lado, el fragmento
CB27H2 presentd una disminucion drastica (aproximadamente 30 veces) en su afinidad
comparandolo con su correspondiente mAb. En este Ultimo caso, la pérdida de las regiones
constantes afectaria la conformacién que adopta el sitio de unién al epitope, exhibiendo, el
linker flexible, incapaz de aportar la estabilizacién adicional que requieren los fragmentos Fv
con el fin de restaurar la afinidad del paratope original. Este fenémeno indicaria que los
dominios Vy y V. de este anticuerpo no serian estables individualmente y tampoco se

estabilizarian mutuamente como para reproducir el sitio de unién antigénica original (si bien
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quedd demostrado que la especificidad por el antigeno se mantiene, de modo que no cabe
duda de que el paratope se reconstituye parcialmente). En general, la mayoria de los
diferentes péptidos empleados para construir fragmentos scFv rinden anticuerpos
recombinantes funcionalmente competentes, lo que constituye un resultado sorprendente
considerando la gran distancia relativa existente entre la region N- y C-terminal de cada Fv
(Vh y V0). Datos estructurales obtenidos por RMN muestran que los aminoacidos en el linker
son muy flexibles. A pesar de ello, en la literatura se reportan diversos casos de insercion de
tales péptidos con reduccion significativa en la afinidad por el antigeno (Breitling y Diibel,

1999) de la misma manera que lo observado con el scFv CB27H2.

Contrariamente, en el fragmento scFv CAS5SE6 la estabilizacion de las regiones
variables per se asistida adicionalmente por el mencionado linker resulté eficiente para

retener en cierta medida la afinidad del anticuerpo de origen.

Tabla XlI: Constantes de afinidad de los fragmentos scFv CAS5E6 y CB27H2 y de los mAbs
correspondientes.

mAb (1 M) scFv (18 MY
CA5E6 2,20 +0,20 1,50 + 0,40
CB27H2 11,00 + 2,00 0,37 £0,07

Frecuentemente se ha sostenido que los fragmentos recombinantes en la forma scFv
resultan menos estables y con menor afinidad por el antigeno con respecto al mAb completo
e, incluso, al fragmento Fab correspondiente, sin que medien en la mayoria de los casos
experimentos rigurosos que avalen tal comparacion. En definitiva, dichas propiedades no
pueden predecirse, siendo muy dependientes de las secuencias aminoacidicas de cada
fragmento. Sin embargo, algunos autores (por ejemplo Padiolleau-Lefevre y col., 2007),
teniendo en cuenta el hecho de que ambas construcciones contienen el sitio de union al
antigeno completo, afirman que la afinidad de los fragmentos monoméricos scFv y Fab seria
idéntica si se cumplen ciertas suposiciones: que no se produzca reorientacion de los
dominios Vy y V., que el clonado de ADNc de dichas cadenas reproduzca fielmente la
secuencia del mAb parental y que las condiciones de expresion y renaturalizacion sean las
adecuadas para la obtencién del scFv en su estado nativo (correctamente plegado).
Estudios recientes avalan la idea de que la estabilidad global del fragmento monomérico, ya

sea como scFv o Fab, depende fundamentalmente de la estabilidad intrinseca de los
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dominios variables y del efecto estabilizador que puedan ejercer dichos dominios
mutuamente (Jager y Pluckthun, 1999; Réthlisberger y col., 2005). Aplicando estas ideas en
el presente trabajo de Tesis, si se considera que los fragmentos recombinantes CA5E6 y
CB27H2 fueron obtenidos siguiendo estrictamente el mismo procedimiento (especificamente
ambos se expresaron en forma soluble en el espacio periplasmico sin necesidad de etapas
posteriores de renaturalizacion que pudieran introducir diferencias en cuanto a la
conformacion nativa de cada proteina), es posible reforzar la hipétesis anteriormente
planteada para explicar la pérdida notoria de afinidad por parte del scFv CB27H2 con
respecto al mAb completo. Es decir, aquella especulacién que planteaba problemas de
estabilidad de los dominios variables individuales del anticuerpo que no pudieron ser
contrarrestados por la presencia del péptido linker.

9. Neutralizacion de la actividad biolégica antivir  al in vitro de diferentes subtipos
de hIFN-a en presencia de los fragmentos recombinantes CASE6 y CB27H2.

En las enfermedades que se correlacionan con un incremento en la expresion de
interferon alfa enddgeno frecuentemente se ha detectado una poblacion heterogénea de
subtipos de esta citoquina (Huang et al., 1995). En el desarrollo de tecnologias que
involucren la obtencion de anticuerpos recombinantes potencialmente aptos para el
tratamiento de dichas patologias, esta heterogeneidad de subtipos implica la necesidad de
contar con anticuerpos capaces de neutralizar la mayoria, si no todas, las variantes del
hIFN-a. Este trabajo contempld el disefio de una estrategia para la obtencion de mAbs
murinos que involucré el uso de rhiFN-a2b como inmundgeno debido, principalmente, a la
disponibilidad de esta citoquina en la cantidad y la pureza necesarias para el proceso de
inmunizacion de los animales. Aun considerando el hecho de que los mAbs fueron
generados utilizando Unicamente una variante del hlIFN-a, se planteé la posibilidad de
estudiar la capacidad neutralizante de la actividad biolégica anti-viral de un grupo
heterogéneo de subtipos de esta citoquina por parte de los scFv CA5E6 y CB27H2,
mediante ensayos in vitro similares a los utilizados en la caracterizacion del panel de mAbs.
Dicho grupo heterogéneo quedd representado por una mezcla de interferones alfa
producidos por leucocitos de sangre periférica (IFN leucocitario) y por una colecciéon de
subtipos de IFN-a producido por células Namalwa inducidos por el virus Sendai (IFN

linfoblastico).
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Desarrollando el mismo protocolo empleado para el estudio del panel de mAbs, en
primer lugar se seleccioné la concentracién de citoquina que fue capaz de generar,
aproximadamente un 50% del maximo efecto protector producido por cada variante de
hiIFN-a. En la Fig. 34 se pueden observar las curvas correspondientes al ensayo
desarrollado para valorar la actividad biolégica de los IFNs leucocitario y linfoblastico
mediante la evaluacion del efecto antiviral de los mismos en el sistema células MDBK/ virus
VSV. De la misma forma se procedioé con el IFN-a2a e IFN-a2b (previamente evaluado en la
seccion 5). De esta manera se trabajé con una concentracion constante de cada citoquina

(2 UL.mI™* de todos los hIFN-a ensayados) frente a concentraciones variables de anticuerpos.
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Fig, 34: Valoracion de la actividad biol6gica antiv iral in vitro de IFNs.

La actividad biolégica fue evaluada mediante la inhibicion del efecto citopatico producido por el virus
VSV sobre células MDBK.

La linea horizontal roja indica el valor promedio de absorbancia correspondiente al control de
crecimiento celular en ausencia de virus e IFN. La linea horizontal azul indica el valor promedio de
absorbancia del control de maximo efecto citopatico producido en ausencia de IFN.

Las barras de error indican las D.S. de las determinaciones realizadas por triplicado.

Para analizar el efecto producido por accion de los scFv sobre la actividad biol6gica
de los IFNs, se calculé la actividad antiviral porcentual con respecto al méximo efecto
protector (actividad maxima) ejercido por las citoquinas en ausencia de anticuerpos. La
determinacion del porcentaje de actividad anti-viral en presencia de sucesivas diluciones de

cada scFv fue calculado mediante la ecuacion 23 (ver seccion 5).

En la Fig. 35 se muestra el efecto neutralizante de la actividad antiviral de los

distintos tipos de hIFN-a ensayados por parte de los scFv CA5E6 y CB27H2.
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Fig, 35: Neutralizacién de la actividad biolégica a  ntiviral in vitro de los IFNs por accién de los scF vs.

En eje de ordenadas se representd el porcentaje de actividad antiviral desarrollada por los INFs en
funcion de concentraciones crecientes de los fragmentos scFv (eje de abscisas). Las barras de error
indican las D.S. de las determinaciones realizadas por triplicado. Se evalué la actividad neutralizante de
los scFv: (A) CASE6y (B) CB27H2. La linea horizontal indica el 50% de la maxima actividad biolégica
anti-viral in vitro desarrollada en presencia de 2 UL.mI™* de cada uno de los IFNs.

Tal como se resume en la Tabla XllI, el fragmento recombinante CA5E6 demostro
capacidad para neutralizar, en grado diverso, la actividad bioloégica antiviral de todos los
hIFN-a ensayados, incluidas las especies comprendidas en los denominados IFN
leucocitario y linfoblastico. Si bien para estos grupos heterogéneos la capacidad
neutralizante del scFv CA5E6 resultdé sensiblemente menor que la inhibicion de la actividad
antiviral correspondiente al rhIFN-a2b (citoquina que se utiliz6 como inmundgeno para la
obtencion del panel de mAbs), es posible que dicho anticuerpo recombinante reconozca,
con diferente afinidad, un area molecular compartida por la mayoria de los tipos de IFN-a

presentes en las preparaciones y, de esa manera, reduzca la actividad biologica global.

Por otra parte, el scFv CB27H2 en las concentraciones maximas ensayadas resulto
incapaz de neutralizar la accién antiviral de los IFN leucocitario y linfoblastico. Cabe
destacar un factor que resulta importante en este analisis, referido al hecho de que los mAbs
CA5E6 y CB27H2 reconocerian un area molecular comun presente en el rhIFN-a2b segun lo
observado en los ensayos de competicion efectuados para el mapeo de epitopes de la
citoquina (grupo 1IB, Fig. 16). Por lo tanto, dichos estudios indicarian que el scFv CB27H2
deberia reconocer y neutralizar los subtipos de IFN presentes en las mezclas heterogéneas
ensayadas de manera analoga al fragmento CASE6. La divergencia observada, entonces,
se explicaria fundamentalmente por la disminucion drastica de la afinidad del scFv
comparado con el mAb CB27H2 completo (Tabla Xll). Esta afirmacién puede sostenerse
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teniendo en cuenta, ademas, que la actividad antiviral del rhlIFN-a2b resulté
considerablemente menos afectada en presencia del scFv CB27H2 de lo que sucedio
cuando la citoquina se incub6 con el scFv CA5EG6 (capacidades neutralizantes de 3,75 nM y
0,4 nM, respectivamente). Este resultado es coherente considerando la relacidén existente
entre la afinidad de un anticuerpo y su capacidad neutralizante, como fue discutido

anteriormente en la caracterizacion del panel de mAbs.

Tabla XIlI: Capacidad neutralizante de la actividad  biol6gica anti-viral in vitro de diferentes variedades de
IFN-a por parte de los scFv CASE6 y CB27H2.

IFN-a2a IFN-a2b IFN leucocitario IFN linfoblastico
CA5E6 (nM) 0,21 +0,10 0,40 £ 0,07 25+8 12+8
CB27H2 (nM) 3,12+ 1,25 3,75 +0,75 - -

10. Maduracion de la afinidad del scFv CASE6

El empleo de anticuerpos monoclonales como entidades terapéuticas ha adquirido
en las Ultimas décadas gran interés y aceptacion clinica, tal como lo demuestra el
incremento en su aprobacion para uso humano, y la gran diversidad de ensayos clinicos en
ejecucion (Holliger y Hudson, 2005).

Para recomendar el uso de un anticuerpo en una dada enfermedad debe existir una
correlacion entre la misma y el antigeno que describe la especificidad del anticuerpo, el cual
debe contribuir significativamente a la patologia. Es por ello que la existencia de una
correlacion comprobada entre la expresion incrementada de diferentes subtipos de IFN-a en
diversas enfermedades autoinmunes, justifica la seleccion del fragmento scFv CA5E6 como
potencial candidato terapéutico. Con tal objetivo, y en la blusqueda de mejorar sus
propiedades bioldgicas, se plante6 una estrategia orientada a incrementar su capacidad de

interaccion con la cotiquina.

Una vez seleccionado el scFv CASE6 para continuar con el objetivo de obtener un
anticuerpo recombinante de uso terapéutico para el tratamiento de enfermedades
relacionadas al incremento del IFN-a enddgeno, se plante6 la estrategia incrementar su

capacidad de union a la citoquina.
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Formalmente, al considerar el complejo antigeno-anticuerpo, la afinidad de un
anticuerpo determina la cantidad de antigeno libre en el equilibrio. Por lo tanto, si se
pretende bloquear una proteina soluble (en este caso IFN-a), la magnitud de la constante de
afinidad debe ser elevada para lograr una disminucion significativa de la concentracion de la
citoquina libre biolégicamente activa. Si bien el fragmento CA5E6 mantuvo en cierta medida
las caracteristicas de uniéon al antigeno del mAb patental, su constante de afinidad no
resultaria suficiente teniendo en cuenta el potencial uso terapéutico del anticuerpo
recombinante en desarrollo. Por otro lado, nuestro laboratorio planea en el futuro someter
dicho anticuerpo a un proceso de humanizacién y, eventualmente, de regeneracién a un
mAb completo (en un marco de secuencias constantes humanas), procedimientos que
implican, segun la mayoria de las experiencias publicadas, una reduccion de hasta 10 veces
en la constante de afinidad (Wark y Hudson, 2006). Teniendo en cuenta lo expuesto, se
plante6 la necesidad de optimizar la intensidad de la interaccion entre el anticuerpo y la
citoquina en esta etapa del desarrollo.

Mutagenesis Secuenciacion
error-prone PCR
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Fig. 36: Esquema general de la estrategia utilizada  para la maduracion de la afinidad del scFv CA5ES.

El gen que codifica para el fragmento scFv se sometié a un proceso de mutagénesis al azar. Los
fragmentos resultantes fueron seleccionados mediante técnica de phage-display modificada.
Finalmente, se proceso el nuevo panel de scFv solubles caracterizandolo desde el punto de vista de
su afinidad y capacidad neutralizante.
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La estrategia seleccionada para la maduracion de la afinidad se basé en la
generacion de mutaciones al azar en la secuencia del scFv CA5E6 (mediante error-prone
PCR), para luego seleccionar aquellos fragmentos resultantes con caracteristicas de unién
mejoradas mediante una variante de la técnica de phage-display. El procedimiento de
seleccion se fundamentd en el uso de condiciones astringentes: una menor concentracion
de rhIFN-a2b inmovilizado en la fase soélida y el empleo de pH &cido durante las
incubaciones. En la Fig. 36 se esquematiza el proceso general de maduracion de la afinidad

aplicado al fragmento scFv CA5SES.

10.1. Mutagénesis del scFv CASE6 mediante error-prone PCR

Actualmente, existen diversas metodologias para introducir mutaciones en una
determinada secuencia proteica en general y, en particular, para llevar a cabo procesos de
mejoramiento de la afinidad de anticuerpos. Los procedimientos de mutagénesis in vitro
tales como error-prone PCR, ADN shuffling y mutagénesis sitio-dirigida, entre otros,
constituyen los métodos mas utilizados y ampliamente aceptados para maduracién de
afinidad de anticuerpos (Wark y Hudson, 2006). En el presente trabajo se utiliz6 una técnica
de mutagénesis al azar sobre la secuencia nucleotidica del scFv CA5E6 que consistid en
aumentar la tasa de error de la enzima Tag Polimerasa en la PCR mediante el agregado de

iones Mn?*" en la mezcla de reaccion (error-prone PCR).

En una primera instancia se llevé a cabo una experiencia que consistio en amplificar
mediante técnica de PCR la misma masa de ADN correspondiente al scFv CA5E6 variando
la concentraciéon de MnCl,, para evaluar la frecuencia de mutacion inducida. En la Fig. 37 se
muestran geles de agarosa con los productos de las amplificaciones realizadas en ausencia
de Mn?* y en presencia de concentraciones crecientes de dicho catién (0,075; 0,15; 0,3y 0,6
mM). En estos geles fue notorio que, mas alld del incremento en la tasa de mutacion
esperada, la introduccién de Mn?* generé una disminucién en la eficiencia de la PCR en

términos de la cantidad de ADN amplificado.
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Fig. 37: Evaluacién del uso de diferentes concentra  ciones de MnCl » en la técnica de error-prone PCR.

Gel A: (M) Marcadores de tamafio molecular (pb), (1) sin agregado de Mn*, (2) Mn?* 0,3 mM, (3) Mn**
0,6 mM.

Gel B: (M) Marcadores de tamafio molecular (pb), (1) sin agregado de Mn?*, (2) Mn?* 0,075 mM, (3)
Mn?* 0,15 mM, (4) Mn* 0,3 mM.

Los productos de las amplificaciones realizadas en las distintas condiciones de
reaccion fueron ligados a un vector de clonado para productos de PCR (pGEM-T easy™) y
se transformaron células de E. coli DH5a. A partir de aquellos clones que fueron
considerados portadores del plasmido con inserto (750 pb) luego de la digestién enzimatica
correspondiente, se realizaron preparaciones de ADN plasmidico con el objeto de
secuenciar los productos amplificados. Analizando directamente las secuencias de
aminoécidos deducidas, se observo que la utilizacién de Mn* en la mayor concentracion
ensayada (0,6 mM) se tradujo en una frecuencia de mutacién muy elevada, promediando
alrededor de 20 sustituciones aminoacidicas. Adicionalmente, para esta condicion se
observo en tres de las secuencias obtenidas la existencia de varios codones indicadores de
la finalizacion de la traduccidon (STOP) y de corrimiento del marco de lectura. Por otro lado,
para las secuencias obtenidas utilizando concentraciones intermedias del mencionado i6n
(0,3 mM y 0,15 mM), el nimero de mutaciones disminuyd, como era esperable, a una
cantidad de 9 y 3 aminoacidos sustituidos, respectivamente. Estos valores son ligeramente
superiores a los reportados en trabajos publicados que se basan en los procedimientos
desarrollados por Cadwell y Joyce (1992) para inducir bajas tasas de mutacién, y por
Fromant y col. (1995) para tasas de conversion mas elevadas, que involucran el uso de Mn?*
para disminuir la fidelidad de la enzima Polimerasa. Finalmente, para la menor
concentracion de i6n Mn*" involucrada (0,075 mM) la frecuencia de mutacion resultd

despreciable, observandose solo una secuencia modificada (con dos aminoacidos
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permutados) de las 9 analizadas. Los resultados hasta aqui expuestos se resumen en la
Tabla XIV.

Tabla XIV: Andlisis de las secuencias de los produc  tos amplificados en las distintas condiciones de
reaccién efectuadas con el objetivo de introducir m utaciones en el gen del scFv CASES.

MnCl, Secuencias Aminoéacidos mutados
(mM) analizadas mutadas por secuencia promedio
0,6 5 5 23,16y % 19,5%
0,3 6 6 4,5,8,11,11y 15 9
0,15 4 4 1,2,3y6 3
0,075 9 1 2 0,22

¥ Las 3 secuencias restantes presentaron varios codones STOP y corrimiento del marco de lectura.

> Se consideraron solo las dos secuencias con el namero de mutaciones definido. Teniendo en cuenta las
secuencias restantes el promedio resultaria mas elevado.

A partir de la informacion relativa a la cantidad de mutaciones de aminoacidos
efectivamente producida y la frecuencia de mutacion en las distintas condiciones, se decidié
procesar el producto amplificado utilizando MnCl, en una concentracion 0,15 mM, es decir,
la condicién que generé una media de tres sustituciones aminoacidicas por secuencia.
Dicha eleccion se justifica teniendo en cuenta ciertas presunciones. En primer lugar, se
supone que la gran mayoria de los clones pertenecientes a bibliotecas sometidas a altas
tasas de mutacion resultarian no funcionales debido a la acumulacién de un gran nimero de
sustituciones aminoacidicas, aislandose escasos clones positivos (Daugherty y col., 2000).
Considerando ademas que el tamafio de las bibliotecas que se generan y pueden ser
sometidas a un screening, mediante los procedimientos comiunmente empleados, suele ser
pequefio (menor a 10° clones), es probable que aquellas proteinas mutadas con
caracteristicas mejoradas estan poco representadas en el conjunto de clones que
permanecen funcionales tras un proceso de mutacion con elevada frecuencia de
mutaciones. Por otro lado, y abonando a una conjetura tal vez de menor validez practica, se
puede argumentar que la evolucion natural de las proteinas involucra una acumulacion lenta
y gradual de modificaciones genéticas. Cabe destacar, sin embargo, que algunos autores
registraron resultados mas satisfactorios empleando frecuencias de mutacion elevadas.

Daugherty y col. (2000) analizaron cuantitativamente el efecto de la tasa de mutacién por



error-prone PCR sobre la cantidad de clones que permanecen funcionales, y sobre la
probabilidad de aislar mutantes con caracteristicas mejoradas a partir de un anticuerpo
scFv. Estos autores encontraron que, para la condicion de mayor nimero de mutaciones por
gen, la biblioteca obtenida sélo presentaba un 0,17% de clones funcionales con respecto al
namero total representado, en comparacion con un valor de 40% correspondiente a la
biblioteca sometida a la menor tasa de mutacién. Sin embargo, los scFv mutantes con una
afinidad significativamente superior al anticuerpo wild type se encontraban representados
entre esa fraccion activa muy reducida de la biblioteca mayormente mutada. Este hecho
reforzd la hipotesis de dichos autores, quienes afirmaron que es posible, en la practica,
desarrollar una estrategia de mutacion al azar empleando tasas de mutacion elevadas con el
objetivo de llevar a cabo la maduracion de la afinidad in vitro de anticuerpos recombinantes.

10.2. Seleccién y amplificacién de los fragmentos m  utantes mediante técnica de
phage-display

Siguiendo esencialmente las etapas indicadas en Materiales y Métodos, se prepar6
una biblioteca de fagos recombinantes a partir del producto de error-prone PCR obtenido

empleando MnCl, 0,15 mM.

Dicha biblioteca de fagos recombinantes fue sometida a tres rondas de seleccién y
amplificacién, inmovilizando en la fase solida 100 ng de rhIFN-a2b en las dos primeras y
10 ng de la citoquina en la ultima ronda. El valor del OUTPUT aument6 de 2,5 .10* ufc.ml™
en la primera ronda a 1,0 .10° ufe.ml* en la segunda, manteniéndose constante tras la Gltima
incubacién con el antigeno. En esta instancia, realizd un screening de scFv solubles
mediante ELISA especifico indirecto, resultando positivos 60 clones de un total de 94
ensayados. Con el objeto de enriquecer la biblioteca con aquellos scFv que hubieran
mejorado su capacidad de union, y ante el nimero elevado de clones productores
resultantes del proceso de panning inicial, se planteo la estrategia de realizar una presion de
seleccion durante la incubacion de fagos con el antigeno inmovilizado en la fase sélida,
introduciendo variaciones en la composicion de la fase liquida utilizada como solucion de
lavado. De esta manera, los fagos se presentaron al rhIFN-a2b en diferentes condiciones de
pH, desde 5 hasta 2 o con la adicion de NaCl en una concentracién de 1 M (para bloquear

las interacciones electrostaticas) y diluidos en PBS como control del ensayo. La seleccion de



15C

la condicion astringente acida se baso en trabajos desarrollados previamente en nuestro
laboratorio (Ceaglio y col.,, 2008) que demostraron que el rhiIFN-a2b solo podia ser
cuantitativamente eluido de una matriz de inmunoafinidad (acoplada con el mAb CA5E®)
utilizando una solucion de glicina 0,1 M pH 2. Es decir, la estrategia de seleccion se baso en
eluir a pH acido todo aquel fago recombinante que exprese el fragmento scFv CASE6 wild
type en su superficie, mientras permanezcan unidos al antigeno aquellos que resistan tal
condicion y podrian exhibir un incremento en la afinidad debido a las mutaciones
incorporadas.

Luego de incubar durante 30 min en las distintas condiciones, se continué con la
técnica habitual. Finalmente, se determiné el valor de OUTPUT plaqueando las células TG-1
re-infectadas por los fagos que permanecieron unidos al antigeno inmovilizado en la fase

solida luego de los lavados.

Tabla XV: Panning de la biblioteca scFv CASE6 mutada empleando diver  sas condiciones de incubacién
para el proceso de seleccion y amplificacion.

Condicién de incubacion OUTPUT (10° ufc.ml™)
PBS (control) 1,91
NaCl 1 M 7,00
pH 5 4,75
pH 4 471
pH 3 2,13
pH 2 0,25

Como se resume en la Tabla XV sélo se observé un descenso significativo en el
valor del OUTPUT al incubar los fagos recombinantes en una condicién extremadamente
acida (pH 2), resultando de 0,25 .10° ufc.ml™* frente a un control de incubacién en PBS de
1,91 .10° ufc.ml™. Para las restantes condiciones de pH ensayadas los valores del OUTPUT
no disminuyeron, registrdndose incluso un aumento en los mismos. Por otra parte, cuando
se realizo la presentacion de dichos fagos ante el antigeno en presencia de NaCl 1 M, la
interaccidn con las proteinas inmovilizadas se vio favorecida segun lo sugiere el aumento
apreciable del valor de OUTPUT correspondiente a esta condicion (7,00 10° ufc.ml™).

Probablemente, la existencia de una fuerza ionica elevada favoreceria la interaccion de tipo
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hidrofébica, en cuyo caso podrian incrementarse las interacciones de naturaleza
inespecifica entre la superficie del fago y las proteinas adsorbidas a la placa (rhIFN-a2b y

proteinas de la solucién de blogueo).

La biblioteca de fagos recombinantes resultante del proceso de panning efectuado a
pH 2 se someti6 a un screening mediante ELISA especifico indirecto. En esta oportunidad,
el nimero de clones positivos resultd de 30 sobre un total de 94 ensayados (la mitad del
valor obtenido para la biblioteca antes de efectuar la incubacion a pH &cido).

A partir de cultivos de los clones de células TG-1, se obtuvieron muestras de ADN
plasmidico para determinar las secuencias nucleotidicas. Como resultado (Tabla XVI), de
las 30 muestras procesadas se determind la existencia de 12 secuencias diferentes con un
namero variable de de mutaciones nuecleotidicas que se tradujeron en la sustitucién de 1 a
4 aminoacidos. Adicionalmente, 15 clones no sufrieron mutaciones (secuencias wild type),
dos clones presentaron la misma mutaciéon (mutacién recurrente) y otra secuencia no pudo
ser determinada. Finalmente, un gen sufri6 una mutacién que generd un codén amber stop.
Este fragmento pudo ser expresado en células TG-1 (cepa supresora) y detectado como
clon positivo en el ensayo de screening; sin embargo su producciéon como scFv soluble en
células HB2151 no generaria un fragmento funcional dado que dicho coddn es reconocido
como sefal de finalizacion de la sintesis proteica y, por consiguiente, fue descartado del

estudio.

Tabla XVI: Secuenciacion de los clones especificos correspondientes a la biblioteca de scFv mutada
sometida a ensayo de panning en condiciones &cidas (pH 2).

Secuencias con mutaciones 12
Secuenciawild type 15
Secuencia mutada recurrente 1
Secuencia indeterminada 1
Secuencia con cod@mber stop 1
TOTAL 30

Siguiendo el protocolo establecido, se utilizaron los fagos recombinantes producidos
a partir de los 12 clones de células TG-1 (que demostraron mutaciones en el gen del scFv
CA5E®6) para infectar células HB2151, con el objeto de obtener los correspondientes
anticuerpos solubles. De esta manera, luego de evaluar la productividad mediante ELISA
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especifico indirecto, se obtuvieron 11 clones de células HB2151 productores de scFv
solubles. En consecuencia, un fragmento correspondiente al grupo inicial que reconocié al
rhIFN-a2b cuando se expresd como proteina de fusion con la g3p del fago M13, no conservé
su capacidad de reconocimiento del antigeno en condiciones solubles, o bien no se logré
aislar un clon de células HB2151 con la productividad necesaria como para identificar al

correspondiente scFv soluble mediante el método utilizado.

10.3. Caracterizacion del panel de fragmentos scFv ~ mutantes

Con el objeto de obtener la masa necesaria de proteina para la caracterizacion de
los scFv mutados, se realizaron cultivos en mayor escala como se detall6 anteriormente
para los scFv CASE6 y CB27H2. Seguidamente, cada fragmento mutado fue purificado por
cromatografia de afinidad a partir de los correspondientes extractos periplasmicos. En la
Fig. 38 se muestra, a manera de ejemplo, la pureza de algunos de los scFv procesados

evaluada mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras.

M
200 kDa [ 9
97,4 kD¢ =
66,2 kDe  S-—
45'kDa

31 kDa L =

21,5 kDz ' ;

14 kDa -
6,5 kDa —

Fig. 38: Evaluacién de la purificaéi()n de los scFv mutados mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras.

Carriles: (M) marcadores de masa molecular; fragmentos scFv mutados: (1) EPS6, (2) EP 11, (3) EP 20,
(4) EP 34, (5) EP35y (6) EP49.

Todas las purificaciones rindieron fragmentos con el mismo grado de pureza
(superior al 85%) que fue considerada adecuada para continuar con las etapas siguientes de
la caracterizacion. En el caso del clon EP11, se observo una banda contaminante de peso

molecular correspondiente a la forma dimérica del scFv, que aparentemente mantuvo su
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integridad aun en las condiciones reductoras en las que se lleva a cabo el ensayo. Esta
banda se tuvo en cuenta en la determinacién de la concentracién de dicho fragmento

mediante la lectura espectrofotométrica a A = 280 nm.

Luego de la purificacidn, los scFv mutados fueron estudiados desde el punto de vista
de su afinidad por el rhIFN-a2b. Se llevé a cabo la determinacién de la constante de
afinidad, como se mencioné en detalle en el estudio del panel de mAbs y en la
caracterizacion de los scFv CASE6 y CB27H2.

En la Tabla XVII se relacionan la constante de afinidad y el nimero y tipo de
mutaciones correspondientes a cada clon mutante. Mas alld del hecho de que todos los
scFv mutantes (presentados en la superficie del fago M13) fueron capaces de unir el
rhIFN-a2b inmovilizado en la fase sélida en bajas concentraciones y en presencia de un
entorno desfavorable producido por el pH éacido utilizado en las incubaciones, el panel de
fragmentos mutados presentd un amplio rango de afinidades. La mayoria de los fragmentos
mutados exhibieron constantes de afinidad que no demostraron diferencias
estadisiticamente significativas con el mAb original. Es decir, sus valores oscilaron entre
1,0.10% y 1,7 .108 M™. Por otro lado, mientras que los scFv EP18 y EP33 mostraron un
incremento en su constante de afinidad (3,50 .108 M™ y 3,20 .10° M*; respectivamente), un
unico fragmento sufrié un descenso significativo en el valor de dicho parametro. Tal es el
caso del scFv EP12, el clon con el mayor nimero de mutaciones puntuales (4 sustituciones
aminoacidicas), cuya constante de afinidad disminuy6 4 veces hasta un valor de 0,37 .10°

M, siempre en relacién al valor correspondiente al scFv CA5E6 (1,50 .10° M™Y).

Por lo tanto, una ronda de selecciéon a pH 2 permitid6 cumplir con el objetivo de
reducir el nUmero de clones positivos correspondientes al scFv wild type y rescatar 2 clones
con afinidades incrementadas (2 a 2,5 veces). Gran parte de los clones que conservaron
capacidad de interaccidon con rhlFN-a2b a pH 2 demostraron constantes de asociacion
similares al fragmento original CASE6. Dado que las condiciones de determinacion de
dichas constantes (pH 7) son diferentes a las del proceso de seleccion (pH 2), es probable
que las interacciones con el antigeno por parte de tales scFv mutados pudieron ser
estabilizadas a pH acido pero conservaron o incluso disminuyeron (EP12) su energia

durante la cuantificacion de la constante de afinidad a pH fisiologico.
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Tabla XVII: Descripcion del panel de fragmentos mut  ados derivados del scFv CA5ES6.

Clon # mutaciones Cambio ° Posicion ° Regién Ka(10° M
S88P 88 Fw3 Vy
EPS 2 T51A 189 CDR2 Vi 0,92+0,09
EP6 1 R40G 40 Fw2 Vy 1,01 +0,01
V34M 34 CDR3 Vy
EP11 2 S56G 194 CDR2 V, 1,43 + 0,07
178V 78 Fw3 Vy
T107A 107 CDR3 Vu
EP12 4 S122P 122 Fw4 Vi 0,37 £ 0,09
D70E 208 Fw3 V|
EP18 1 T58A 58 CDR2 Vy 3,50+0,10
EP20 1 148V 186 Fw2 V| 1,40+ 0,10
E42G 42 Fw2 Vy
EP33 2 M11V 149 Fwl V. 3,20+ 0,30
V104L 104 CDR3 Vu
EP34 3 G129D 129 Linker 1,13+ 0,04
S12T 150 Fwl V,
EP35 1 E10V 10 Fwl Vy 1,23+0,02
R40G 40 Fw2 Vy
EP36 2 S56R 194 CDR2 V| 1,50+ 0,10
EP49 1 K24R 24 Fwl Vy 1,70+ 0,01

# Numeracion individual de las cadenas variables segtn Chotia y col. (1987)
P Numeracion continua incluyendo el linker. CDR, complementary determining regions; Fw, framework.

En general, las mutaciones se centraron tanto en regiones CDR (35%) como en
regiones FR (75%). Para aquellos clones en los cuales se observaron cambios significativos
en la afinidad (EP12 y EP33) las mutaciones se orientaron fundamentalmetne a las regiones

FR, con excepcion de EP18 donde se produjo un Unica mutacion en la region CDR.

Si bien se postula que las modificaciones en las regiones CDRs son las de mayor
impacto en el mejoramiento de la afinidad de los anticuerpos, recientemente se ha sugerido
gue las mutaciones ocurridas en los frameworks producen, por si mismas o en conjuncién
con modificaciones en las zonas de contacto con el antigeno, un aumento en la magnitud de
dicho parametro. Asi, el estudio realizado por Daugherty y col. (2000) demostré que las
sustituciones ocurridas en regiones distantes al sitio de union prevalecian en los anticuerpos
mutantes con caracteristicas mejoradas. Por otro lado, las mutaciones en las regiones
framework tienen, adicionalmente, incidencia en el nivel de expresion y estabilidad de
anticuerpos recombinantes producidos en bacterias. En este sentido, se ha demostrado que
dichos cambios contribuyen a la generacién de moléculas con una estabilidad funcional
mejorada, de forma complementaria a la optimizacion de afinidad (Riafio-Umbarila y col.,
2005). Estos resultados ilustran que las sustituciones aminoacidicas alejadas de los sitios de
union propiamente dicho pueden ejercer profundos efectos en la afinidad y resaltan la

utiidad de la mutagénesis realizada al azar para la maduracion de la afinidad. En el
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presente trabajo, los dos scFv mutantes que mostraron un aumento significativo en su
constante de afinidad presentaron sustituciones aminoacidicas diferentes en su secuencia.
Por un lado, el clon EP18 expreso un scFv con una Unica mutacién en el CDR2 de la cadena
pesada, mientras que en el caso del clon EP33, el fragmento producido presenté dos
mutaciones puntuales en el Fwl de la cadena liviana y en el Fw2 de la cadena pesada,
respectivamente. A pesar de estas divergencias, ambos scFv mutantes mostraron un
incremento similar en su constante de afinidad, hecho que se adscribe a la idea de que el
mejoramiento de la afinidad funcional de los anticuerpos resulta de mecanismos diversos y

poco predecibles.

A continuacion, se estudié la capacidad neutralizante de la actividad biologica
anti-viral in vitro del hIFN-a por parte de los scFv EP18 y EP33. Solo se utilizé el rhIFN-a2b
para determinar si se producia una variacion significativa de la capacidad neutralizante
como consecuencia del aumento de la magnitud de la constante de afinidad de dichos scFv
mutantes. Si bien ambos fragmentos presentaron caracteristicas de unién al antigeno
similares, el scFv EP18 demostr6 una capacidad neutralizante levemente superior al
fragmento CASE6 “wild type” (0,20 nM y 0,40 nM, respectivamente), mientras que fue
necesaria una mayor concentracién del scFv EP33 (1,00 nM) para neutralizar la misma
masa de rhIFN-a2b. Las divergencias entre los valores obtenidos para los dos scFv mutados
podrian atribuirse a diferencias en la estabilidad funcional de los fragmentos en las
condiciones desarrolladas para determinar la actividad neutralizante de tales moléculas. Es
por ello que la mejora en la afinidad no constituyé un parametro directamente extrapolable al
incremento de la actividad neutralizante del scFv EP33. Es probable que las mutaciones
ocurridas en las regiones Fw de este fragmento afecten otras propiedades como su
estabilidad, factor de gran importancia a considerar para la produccion de tales moléculas
(Breitling y Diubel, 1999). En el caso del scFv EP18, se considero relevante el parametro de
la afinidad, considerando que la capacidad neutralizante in vitro se mantuvo en relacion al

mAb CA5E6 completo resultando incluso superior.

La magnitud de la constante de afinidad del scFv EP18 (tras la estrategia planteada
para optimizar dicho parametro) resultd ligeramente elevada en comparacién con la
correspondiente al fragmento CA5E6 original, lograndose un incremento de 2,3 veces (de
1,50 .10® M™ hasta 3,50 .10° M™). Sin embargo, se consideré importante este resultado
teniendo en cuenta que otros autores lograron resultados similares con esta estrategia

(Saviranta y col., 1998) y que se produjo en el marco de la primera etapa de un proceso mas
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amplio, con el objeto de desarrollar anticuerpos recombinantes para uso terapéutico
humano. En este sentido, en la mayoria de los trabajos publicados relacionados con el
mejoramiento de la afinidad de fragmentos recombinantes de anticuerpos, y que involucran
la utilizacion de la técnica de error-prone PCR, se realizan varias rondas de maduracion de
la afinidad, seguidas por diferentes estrategias de seleccion de aquellos mutantes con
caracteristicas mejoradas, proceso que en general recibe el nombre de “evolucién dirigida”.
Aln mas, en dichos procesos se combinan otras estrategias de maduracion de la afinidad al
azar, tales como DNA shuffling (Boder y col., 2000) y chain shuffling (Schier y col., 1996), o
bien aproximaciones mas racionales, como la combinaciéon de secuencias con mutaciones
puntuales obtenidas por error-prone PCR en un solo fragmento recombinante

(Riafo-Umbarila y col., 2005), para citar algunos ejemplos significativos.

Por otro lado, al evaluar el fragmento scFv EP18 en su capacidad neutralizante de la
actividad biologica de la mezcla heterogénea de IFN-as (IFN leucocitario y linfoblastico) no
se visualizé un incremento con respecto a la actividad exhibida por el scFv CA5ES6.
Probablemente, la moderada mejora en la afinidad no contribuyé significativamente a la
visualizacién de un incremento, o bien, la presencia de la correspondiente mutacion en el
CDR2 mejor6 la interacciéon con algunas variedades y la disminuy6 con otras, lo que a priori

podria haber contribuido a preservar la capacidad neutralizante ya observada.

Indudablemente, es necesario continuar con la estrategia de maduracion de la
afinidad de los fragmentos recombinantes. Por ejemplo, utilizando el scFv EP18,
seleccionado en esta etapa del proceso, como punto de partida para otra ronda de
error-prone  PCR, manteniendo las condiciones aqui establecidas o introduciendo
modificaciones en parametros tales como la tasa de mutacién empleada o incorporando un
proceso de seleccion de aquellos fragmentos con mayor afinidad por la citoquina soluble en
concentraciones subnanomolares (Chames y Hoogemboom, 2004), como se discutié

anteriormente.

En el presente trabajo de tesis se obtuvo un fragmento recombinante a partir de un
mAb (CA5E6) seleccionado por sus caracteristicas de union con el rhIFN-a2b, que fue
capaz de inhibir la accion anti-viral de un conjunto heterogéneo de hiFN-as, optimizandose
su afinidad hasta el punto, en una primera instancia, de incrementar su valor al de la afinidad
correspondiente al mAb completo original (3,50 .10° M™ del scFv EP18 frente a 2,20 10° M™
del mAb CA5ES).



11. Neutralizacion de la actividad biologica antipr  oliferativa in vivo del rhIFN- a2b
por accion del mAb CA5SE6

Para completar la etapa preliminar, que involucra parte de este trabajo de Tesis en la
bdusqueda de un anticuerpo con propiedades neutralizantes del exceso de IFN-alfa
enddégeno producido en determinadas patologias humanas, se realizO6 un ensayo

exploratorio o de concepto para valorar tal actividad in vivo.

Con ese fin, empleando una estrategia que involucré el uso de células PC-3
tumorales humanas (de origen prostatico) y ratones nude atimicos se evalud la actividad
neutralizante in vivo del anticuerpo original mAb CA5LE6. En una primera instancia se
estudiaron las condiciones Optimas de ejecucion del ensayo, analizando la actividad
antitumoral del rhIFN-a2b mediante el estudio de su capacidad para disminuir el crecimiento
de tumores sdlidos implantados en dichos ratones inmunocomprometidos. Para ello, dos
dias posteriores a la implantacién de las células tumorales, los animales fueron divididos en
dos grupos: uno recibid tratamiento con 33.000 Ul de rhIFN-a2b tres veces por semanay el
otro recibié con la misma frecuencia un placebo constituido por solucién diluyente de IFN
(grupo control). En la Fig. 39A se comparan los volimenes de los tumores desarrollados por
los ratones de ambos grupos, medidos semanalmente. El tratamiento con IFN produjo una
disminucion en la velocidad de crecimiento tumoral en comparacioén con los animales del
grupo control. De esta manera, el volumen de los tumores de los ratones sometidos a
terapia con la citoquina se mantuvo por debajo de los valores obtenidos para los ratones
tratados con placebo durante todo el tratamiento, acrecentandose las diferencias al finalizar
el mismo. Asi, luego de 4 semanas de terapia, los tumores del grupo tratado con la citoquina
exhibieron un volumen promedio del 45,5% con respecto al control (0,5 + 0,2 cm® versus 1,1

+ 0,3 cm?®, respectivamente, p = 0,035).
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Fig. 39: Actividad biol6gica antiproliferativa in vivo de rhIFN- a2b sobre tumores sélidos de células PC-3
generados en ratones nude.

A. Siete dias posteriores al inicio del tratamiento comenzé la medicién semanal del volumen de los
tumores, asumiendo una geometria eliptica de los mismos y aplicando la ecuacion 17. Las barras
de error corresponden a la desviacién estandar del promedio de cada grupo: control (n = 3) e IFN
(n=6).

B. Luego de 4 semanas de tratamiento se extrajeron y pesaron los tumores desarrollados. Las barras
de error corresponden a la D.S. del promedio de cada grupo: control (n = 3) e IFN (n = 6).

Luego de cuatro semanas de tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los
tumores extraidos para la determinacion de su peso. La Fig. 39B muestra los pesos
promediados de los tumores de los animales correspondientes a los dos grupos estudiados
(0,67 g para el grupo control y 0,31 g para el grupo de animales tratados con la citoquina).
Mediante la aplicacion del test t de Student para dos grupos con igual varianza (hecho que
se comprobd mediante la prueba F), se determiné la existencia de diferencias significativas
entre las medias de los dos tratamientos (p =0,007), confirmandose la actividad

antiproliferativa del rhIFN-a2b sobre el crecimiento de las células tumorales humanas PC-3.
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Por otro lado, se establecieron las condiciones adecuadas del ensayo para estudiar el efecto

neutralizante del mAb CA5E6 sobre la actividad antitumoral de la citoquina.

La opcion de utilizar en este ensayo el anticuerpo completo original en lugar del scFv
EP18 derivado (de mayor afinidad) se basd fundamentalmente en el hecho de que los
fragmentos de cadena Unica presentan una vida media in vivo muy reducida (Haunschild y
col.,, 1995). Esta caracteristica puede resultar ventajosa cuando se utilizan dichos
fragmentos recombinantes conjugados con toxinas o isétopos radiactivos en el tratamiento y
localizacién de tumores. En el caso de la neutralizacion de moléculas solubles, presentes en
circulaciéon, una velocidad de clearence plasmatico elevada podria comprometer la
interaccion del anticuerpo con su antigeno, desplazando incluso el equilibrio de unién hacia
las especies libres. A pesar de que la neutralizacion se realizé preincubando la citoquina con
el anticuerpo in vitro, los equilibrios que de producen en el organismo podrian conducir a la
rapida eliminacion del fragmento scFv. De esta manera, la citoquina no se mantendria
neutralizada. De acuerdo con esta idea, se decidié estudiar la habilidad del mAb completo
para neutralizar la actividad biolégica in vivo del rhIFN-a2b, considerando que su region
variable (constituyendo una conformacion molecular del tipo scFv) demostr6 capacidad de
neutralizacidn in vitro comparable a la del anticuerpo parental. Cabe destacar aqui que dicha
regién podria utilizarse para generar un nuevo anticuerpo completo, por la adicién de
cadenas constantes humanas, tal como se proyecta en etapas posteriores a este trabajo de
tesis, y como parte del proceso global de obtencion de anticuerpos recombinantes

anti-hIFN-a.

En este ensayo, ratones nude que previamente habian sido inoculados con las
células tumorales PC-3 se dividieron en tres grupos de ocho animales que fueron sometidos
a distintos tratamientos. Por un lado, a un grupo se le suministraron 33.000 Ul de rhIFN-a2b.
Un segundo grupo fue tratado con la misma dosis de rhIFN-a2b previamente incubado con
el mAb CASE6 en una proporcion molar de 1:10 (IFN:mAb) y, por ultimo, un tercer grupo
(control) fue inyectado sélo con la solucién diluyente utilizada en los tratamientos anteriores.
Todos los grupos fueron tratados con tres dosis semanales de cada solucion durante 5

semanas.

En la Fig. 40 se grafican los volimenes tumorales promedios obtenidos para cada
grupo como resultado de las mediciones semanales. En este caso, los ratones

correspondientes al grupo tratado con rhiIFN-a2b desarrollaron, en promedio, tumores de
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menor tamafio en comparacion con los tumores correspondientes al grupo control. Por otro
lado, los animales tratados con la citoquina previamente incubada con el mAb CA5E6
desarrollaron tumores de dimensiones similares a los del grupo control, observandose asi un
fendmeno de neutralizacién de la accion antitumoral del rhIFN-a2b por parte del mAb

ensayado.
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Fig. 40: Evaluacién de la capacidad neutralizante d e la actividad antitumoral in vivo del IFN por accién
del mAb CASES6 .

Se graficé la evolucién del volumen tumoral en funcion del tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento. El volumen de los mismos se midi6 semanalmente, asumiendo una geometria eliptica y
aplicando la ecuacién 17. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar del promedio de
cada grupo (n = 8).

Para evaluar de manera mas precisa el efecto de los distintos tratamientos sobre la
velocidad de crecimiento de los tumores, se utilizaron los datos de los volimenes promedio
de cada grupo determinados durante las tres Ultimas semanas, momento a partir del cual
comenzaron a visualizarse diferencias significativas en la proliferacion neoplastica. Estos
valores se graficaron y se ajustaron a una recta, cuya pendiente representa la velocidad

promedio de crecimiento de los tumores en cada grupo (Fig. 41).
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Fig. 41: Velocidad de crecimiento de los tumores de células PC-3 desarrollados por ratones nude
sometidos a distintos tratamientos.

Se calcul6 la velocidad de crecimiento de los tumores a partir de la regresién lineal de las mediciones
efectuadas durante las Ultimas 3 semanas del ensayo.

De esta manera, se confirmaron los resultados previos, estableciendo que los
tumores desarrollados por los animales tratados con IFN crecieron con una velocidad menor
que los correspondientes a los ratones control (0,24 £ 0,01 cm®sem® 'y
0,44 + 0,04 cm®.sem™, respectivamente). Paralelamente, se observé que los ratones
tratados con la citoquina incubada con el mAb CAS5E6 no evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en la velocidad de crecimiento tumoral con respecto al grupo
control (0,41 £ 0,06 cm®.sem? y 0,44 +0,04 cmi.sem?, respectivamente). Asimismo, la
velocidad de crecimiento tumoral del grupo tratado con el mAb fue significativamente
superior (1,7 veces) a la correspondiente a los ratones tratados sdélo con rhiFN-a2b. Los

resultados se resumen en la Tabla XVIII.

Tabla XVIII: Velocidades de crecimiento de los tumo  res de células PC-3 desarrollados por los ratones
nude sometidos a distintos tratamientos.

Vel. crecimiento del tumor

Grupo
(cm®sem™)
IFN 0,24 £ 0,01
IFN+mAb 0,41 + 0,06

Control 0,44 + 0,04
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Luego de la quinta semana de tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los
tumores extraidos para la determinacion de su peso (Fig. 43). En la Fig. 42 se presenta una
fotografia de los tumores extraidos a partir de cada grupo, donde se advierte a simple vista
la diferencia de tamafos alcanzado luego de 5 semanas de tratamiento. En forma
macroscopica, se puede observar que la disminucion del crecimiento tumoral fue
acompafada por una reduccion de la vascularizacion del carcinoma en los ratones que
recibieron la terapia con IFN. Los efectos antitumorales del IFN-a no sdlo se atribuyen a su
capacidad de inhibir la proliferacion de células tumorales de diferentes origenes histolégicos,
sino también a sus efectos antiangiogénicos. El crecimiento progresivo y la metastasis de
tumores malignos depende de una neovascularizacion adecuada, cuyo alcance se
encuentra determinado por el balance entre las moléculas proangiogénicas vy
antiangiogénicas liberadas por las células cancerigenas y las células adyacentes del
huésped (Folkman y Shing, 1992). Se ha demostrado que el IFN-a disminuye la expresion
de metaloproteinas de matriz-9 (MMP-9, matriz metalloproteinase-9), el factor de
crecimiento endotelio vacular (VEGF, vascular endotelial growth factor) e IL-8, reduciendo
asi la formacion de vasos sanguineos y contribuyendo a la inhibicion del desarrollo tumoral
(Slaton y col., 1999; Solérzano y col., 2003).
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Fig. 42. Tumores de células humanas PC-3 extraidos de los animales sometidos a los distintos
tratamientos.

Los tumores se desarrollaron en el flanco trasero izquierdo de los ratones inmunocomprometidos. Luego
de cinco semanas de tratamiento los tumores se extrajeron quirdrgicamente luego de sacrificar los
animales. Macroscépicamente se observa el mayor tamafio de los tumores correspondiente a los
ratones que recibieron la terapia con mAb en comparacién con los tratados con IFN solamente.

Los tumores correspondientes a cada grupo fueron pesados individualmente y los

valores obtenidos se promediaron para obtener un valor representativo de cada tratamiento.
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La Fig. 43 muestra los pesos promedios de los tumores correspondientes a cada
grupo. El conjunto de los datos obtenidos se proces6 estadisticamente por andlisis de la
varianza (ANOVA), que arrojé como resultado la existencia de diferencias significativas entre

los distintos tratamientos (p = 0,027).
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Fig. 43: Peso promedio de los tumores extraidos de los ratones nude sometidos a diferentes
tratamientos.

Luego de 5 semanas de tratamiento se extrajeron y pesaron los tumores desarrollados. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar del promedio de cada grupo (n = 8).

Los grupos correspondientes a los tratamientos con rhIFN-02b y con esta citoquina
en presencia del mAb CAS5SE6 fueron analizados con el objeto de determinar si existia
diferencia estadisticamente significativa entre el peso de los tumores desarrollados (0,51 g y
0,91 g, respectivamente). Mediante el uso del test t de Student para grupos con varianza
diferente, hecho que se determind previamente mediante la prueba F, se comprobé la
existencia de una diferencia significativa entre los dos tratamientos con un valor de
p = 0,011. Por otro lado, en este ensayo se confirmo la diferencia entre el tratamiento con
IFN y el tratamiento control en cuanto a la disminucién del peso promedio de los tumores
(0,519 y 0,81 g, respectivamente). Asi, aplicando nuevamente el test t de Student, la
diferencia entre estos grupos resultd estadisticamente significativa, con un valor de p = 0,02.
Asimismo, no se observo diferencia significativa entre el grupo control y el grupo de
animales tratados con el mAb (p = 0,3) confirmando el bloqueo de la actividad bioldgica del
IFN. Por lo tanto, se puede concluir que el mAb CA5EG6 fue capaz de neutralizar la accion
antiproliferativa de la citoquina en un sistema in vivo, proyectando el potencial terapéutico de

esta inmunoglobulina.
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CONCLUSIONES

Los procesos de hibridizacion llevados a cabo rindieron 55 lineas de hibridomas
productoras de anticuerpos anti-rhIFN-a2b. Se clonaron 22 lineas de hibridomas,
seleccionandose 50 clones, 11 de los cuales fueron amplificados in vivo para la produccion
de mAbs en liquido ascitico. El panel de mAbs quedd constituido por las inmunoglobulinas
producidas por los hibridomas CA1A3, CA2G7, CA5E6, CA8B7, CA9C3, CB13A7, CB15D7,
CB24D5, CB27H2, CB29D3 y CB33B3. Cada mAb fue purificado por cromatografia de
afinidad a proteina A, obteniéndose con el grado de pureza adecuado para llevar a cabo los

posteriores ensayos planteados.

Todos los mAbs demostraron capacidad de reconocimiento especifico de rhIFN-a2b
inmovilizado en fase sélida, con titulos diferentes dependiendo de la concentracion de
inmunoglobulinas y de la afinidad aparente de los mismos. De la misma manera, todos los
mADbs exhibieron capacidad para reconocer a la citoquina en su estado nativo,
observandose un rango de afinidades que oscil6 entre 1,7.10° Mty 1,4.10"° M™.

Con el objeto de describir la especificidad de los epitopes reconocidos por cada mADb,
estableciendo una ubicacién relativa de los mismos en la molécula del rhIFN-02b, se
desarrollaron ensayos de competicion entre pares de mAbs. Se compard la habilidad
reciproca de cada mAb biotinilado para inhibir la interaccidn de los restantes anticuerpos con
la citoquina inmovilizada en fase sélida. La capacidad de competicion cruzada total, parcial o
la ausencia de la misma y, en algunos casos, la propiedad mejoradora de determinados
anticuerpos, permitieron delimitar 5 areas relativamente diferentes de la molécula del
rhIFN-a2b reconocidas por los 11 mAbs del panel. El area | mapeada por el mAb CA1AS; el
area Il reconocida por los anticuerpos CA2G7, CA5E6, CB15D7, CB27H2, CB29D3 y
CB33B3; la regidn Il identificada por los mAbs CA8B7 y CB24D5 vy la regién IV mapeada
por los mAbs CA9C3 y CB13A7. Pequefias diferencias en sus perfiles competitivos fueron
observadas a nivel de la region I, lo que indicaria el reconocimiento de epitopes diferentes
situados en un area molecular comun. Estas variaciones permitieron subdividir la region Il en
dos areas: IIA (mapeada por CB15D7, CB29D3 y CB33B3) y IIB (mapeada por CA2G7,
CABE6 y CB27H2).
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Cada inmunoglobulina constituye una entidad diferente, y a pesar de que grupos de
anticuerpos presentaron similar especificidad por el epitope identificado, existirian minimas
variaciones estructurales responsables de alteraciones a nivel del reconocimiento
antigénico. Dichas variaciones dificultaron el agrupamiento de los mismos durante el mapeo
de epitopes de la citoquina, manifestandose en forma mas notoria al analizar otras
propiedades de los anticuerpos como, por ejemplo, la capacidad de reconocimiento de la
molécula parcialmente desnaturalizada o las propiedades neutralizantes de la actividad
bioldgica del IFN. Asi, anticuerpos que fueron agrupados en areas moleculares comunes
mediante el método competitivo, evidenciaron comportamientos diferentes cuando se
analizaron otras propiedades de los mismos. De todas maneras, el mencionado método
permiti6 clasificar a los anticuerpos segun se capacidad para reconocer 4 &reas
relativamente diferentes entre si (I, Il, lll y V) identificAndose, para un area en particular,
variaciones en el comportamiento de los mAbs que la mapearon. Estas variaciones son

inherentes a la naturaleza de los anticuerpos.

Con el objeto de seleccionar mAbs apropiados para desarrollar y optimizar
metodologias inmunoquimicas Utiles para la deteccion y cuantificacién del rhIFN-a2b, se
llevaron a cabo ensayos de Western-Blot, Dot-Blot y ELISA sandwich. En todos los casos
analizados, los mAbs que mapearon las regiones | y Il de la molécula, salvo algunas
excepciones, demostraron utilidad para llevar a cabo cualquiera de los métodos
inmunoquimicos planteados. En particular, el anticuerpo CB27H2 presenta propiedades que
determinaron su eleccion como anticuerpo apto para ser utilizados en todos los métodos
mencionados, demostrando la mayor sefial inmunorreactiva mediante técnica de
Western-Blot, la mayor capacidad de deteccion de la citoquina mediante técnica de Dot-Blot
y elevada capacidad de deteccion de la citoquina nativa empleando técnica de ELISA

sandwich con fines cuantitativos.

Adicionalmente, trabajos posteriores en nuestro laboratorio permitieron seleccionar 4
mADbs que reconocen areas moleculares diferentes de la citoquina no glicosilada (CA1A3,
CB15D7, CA5E6 y CA9C3) con el fin de disponer de sistemas adecuados para cuantificar
nuevas variantes glicosiladas del rhiIFN-a2b (Ceaglio y col., 2008). El panel de mAbs
obtenido en este trabajo de Tesis permitié seleccionar anticuerpos capaces de reconocer
epitopes de las variantes glicosiladas del IFN que no resultan modificados por la presencia
de carbohidratos, exhibiendo la misma afinidad por sus epitopes homologos presentes en la

citoquina no glicosilada. Esta propiedad permitié el disefio de un sistema de cuantificacién
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basado en el mAb CASE6 que demostrd la misma respuesta frente a concentraciones

similares de analito (variante glicosilada) o sustancia de referencia (IFN no glicosilado).

Los ensayos de neutralizacion de la actividad biologica in vitro del rhIFN-o2b
demostraron que los mAbs CB27H2, CA1A3, CB15D7, CA2G7, CASE6 y CB29D3 exhiben,
en forma equivalente, capacidad para inhibir la actividad bioldgica antiviral del rhIFN-a2b,
resultando los anticuerpos CA1A3 y CB27H2 los que demostraron mayor accion
neutralizante. Los mAbs CB15D7, CA2G7, CAS5E6 y CB29D3 neutralizaron en diferente
medida la actividad antiviral de la citoquina, observandose en general un mayor grado de
neutralizacion cuando la afinidad de los mAbs fue mayor. De todas maneras, la capacidad
para inhibir la actividad biol6gica in vitro de la citoquina por parte de los mAbs CA1A3,
CB27H2, CA2G7, CA5E6, CB15D7, CB29D3, indicaria la importancia de las regiones
moleculares | y Il como areas proximas o incluidas en los dominios del rhlIFN-a2b

involucrados en la interaccidn con su receptor.

Por otro lado, los anticuerpos estudiados demostraron accién neutralizante de la
actividad biol6gica in vitro del IFN-a2b pero no asi del IFN-B. Este hecho adquiere una
importancia relevante dado que ciertas enfermedades autoinmunes como el lupus
eritematoso y la esclerosis multiple correlacionan con los niveles de expresion de IFN-a,
pero no de IFN-B. En el caso de la esclerosis multiple, el IFN-B es la droga de eleccion para
su tratamiento. Sin embargo, debieron suspenderse ensayos clinicos con IFN-a debido a
que los pacientes progresaban rapidamente en su enfermedad. Dado que los anticuerpos
estudiados neutralizan la actividad del IFN-a2b dejando intacta la actividad del IFN-B3, su
empleo para el tratamiento de las patologias mencionadas permitiria retener en forma

significativa la actividad antiviral de esta Ultima citoquina.

Finalmente, teniendo en cuenta la habilidad neutralizante de la actividad biol6gica
in vitro del IFN-a2b, la capacidad para mapear diferentes areas moleculares de la citoquina
y el valor de sus constantes de afinidad, los mAbs CA1A3, CA5E6, CB15D7 y CB27H2

fueron seleccionados para la preparacion de fragmentos recombinantes scFv.

La estrategia de obtencién de fragmentos scFv recombinantes a partir de hibridomas
productores de mAbs involucré la extraccion del ARN total de dichas células, la purificacion
del ARN mensajero correspondiente y el clonado de las regiones variables de la cadena
pesada (Vy) y de la cadena liviana (V) de forma individual. Una vez obtenidos, los
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fragmentos de ADN de cada cadena se ensamblaron mediante un linker flexible para
constituir los fragmentos scFv. Luego de llevar a cabo el procedimiento de phage-display
so6lo fue posible seleccionar clones productores de scFvs con capacidad de reconocimiento

especifico del rhIFN-a2b correspondientes a los mAbs CASE6 y CB27H2.

A partir de la informacion obtenida del analisis de las secuencias aminoacidicas
correspondientes a las regiones variables de los mAbs, se encontrdé que la region Vy del
mAb CA1A3 presentaba elevada homologia (97,5%) con una cadena aberrante no funcional
derivada de ciertas células de mieloma utilizadas en los procesos de fusién (como la linea
MOPC-21 de la cual deriva el mieloma NSO que se emple6 en el presente trabajo de Tesis).
Estas cadenas aberrantes podrian ser silenciadas o segregadas durante el proceso de
estabilizacion de un hibridoma emergente y por lo tanto, como ocurre generalmente en la
mayoria de los hibridomas, no expresarse. En otros casos, como en el hibridoma CA1AS, las
cadenas aberrantes podrian diluir ampliamente la secuencia de las regiones variables
correctas, dificultando la posibilidad de obtener anticuerpos funcionales (Krebber y col.,
1997).

Con respecto al fragmento CB15D7, los oligonucledtidos empleados para ensamblar
las cadenas V4 y V. en un fragmento Unico rindieron en todos los casos ensayados un
producto de tamafio inferior al esperado. Por otro lado, la secuenciacion individual de cada
regién variable del anticuerpo evidencié un elevado grado de homologia con las
correspondientes al mAb CB27H2, confirmando el similar comportamiento inmunoquimico

de ambos anticuerpos en los ensayos de mapeo de epitopes.

Los fragmentos scFv CASE6 y CB27H2 fueron producidos en forma soluble en el
espacio periplasmico de la bacteria E. coli HB2151. A partir de los extractos periplasmicos
correspondientes fue posible purificar dichos scFv mediante cromatografia de afinidad,
obteniéndose un grado de pureza adecuado para las siguientes etapas de caracterizacién

de los fragmentos recombinantes.

El procesamiento llevado a cabo para preparar fragmentos scFv a partir de sus
inmunoglobulinas parentales puede generar modificaciones en el arreglo estructural o
conformacional del sitio de reconocimiento antigénico que afecten la especificidad y/o
afinidad de los mismos. En patrticular, la especificidad de los fragmentos frente al IFN fue

confirmada para ambos anticuerpos recombinantes (scFv CA5SE6 y CB27H2). Por lo tanto,
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con el fin de evaluar si las nuevas moléculas presentaron modificaciones a nivel de la
energia de interaccién con su antigeno especifico, se llevaron a cabo ensayos para medir la
constante de afinidad de cada fragmento. En el caso del scFv CASE6 no se observo una
disminucién significativa de la afinidad con respecto al mAb completo (1,50.10°M™* y
2,20 10® M?, respectivamente). Por otro lado, el fragmento CB27H2 presenté una
disminucién notable en su afinidad comparandolo con su correspondiente mAb (0,37 .10° M™
y 11,00 10® M?, respectivamente). En este caso, la pérdida de las regiones constantes
afectaria la conformacion adoptada por el sitio de unién al epitope, no pudiendo aportar, el
linker flexible, una estabilizacion adicional. Contrariamente, en el fragmento scFv CA5E6 la
estabilizacion de las regiones variables asistida por el mencionado linker resulté eficiente

para retener en gran medida la afinidad del anticuerpo de origen.

Aun considerando el hecho de que los mAbs fueron generados utilizando Unicamente
una variante del hIFN-a, se plante6 la posibilidad de estudiar la capacidad neutralizante de
la actividad bioldgica antiviral de un grupo heterogéneo de subtipos de esta citoquina por
parte de los scFv CA5E6 y CB27H2. El fragmento CA5E6 demostrd capacidad para
neutralizar, en grado diverso, la actividad bioldgica antiviral de todos los hIFN-a ensayados,
incluidas las especies comprendidas en los denominados IFN leucocitario y linfoblastico. Si
bien en estos Ultimos casos la capacidad neutralizante resulté sensiblemente menor que la
inhibicion de la actividad antiviral correspondiente al rhIFN-a2b, es posible que dicho
anticuerpo recombinante reconozca, con diferente afinidad, un area molecular compartida
por la mayoria de los tipos de IFN-a presentes en las preparaciones y, de esa manera,
reduzca la actividad biolégica global. Por otra parte, el scFv CB27H2, en las
concentraciones maximas ensayadas, resultd incapaz de neutralizar la accion antiviral de los
IFN leucocitario y linfoblastico. Cabe destacar que los mAbs CA5E6 y CB27H2 reconocerian
un &rea molecular comun presente en el rhIFN-a2b. Por lo tanto, el scFv CB27H2 deberia
reconocer y neutralizar los subtipos de IFN presentes en las mezclas heterogéneas
ensayadas de manera analoga al fragmento CASE6. La divergencia observada, entonces,
se explicaria fundamentalmente por la disminucion drastica de la afinidad del scFv
comparado con el mAb CB27H2 completo. Esta afirmacion puede sostenerse teniendo en
cuenta, ademas, que la actividad antiviral del rhIFN-a2b resultdé considerablemente menos
afectada en presencia del scFv CB27H2 con respecto a lo sucedido cuando la citoquina se

incub6 con el scFv CA5ES6.
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La existencia de una correlacion comprobada entre la expresion incrementada de
diferentes subtipos de IFN-a con diversas enfermedades autoinmunes, justifica la seleccién
del fragmento scFv CA5E6 como potencial candidato terapéutico. Con tal objetivo, y en la
bdsqueda de mejorar sus propiedades biologicas, se plantedé una estrategia orientada a
incrementar su capacidad de interaccién con la citoquina. Dicho procedimiento se basoé en la
generacion de mutaciones al azar en la secuencia del scFv CA5E6 para luego seleccionar
aquellos fragmentos resultantes con caracteristicas de unibn mejoradas mediante una
variante de la técnica de phage-display. Mediante esta metodologia se obtuvo un panel de
11 scFv solubles con un nimero de mutaciones que varié entre 1 y 4 sustituciones
aminoacidicas (scFvs EP5, EP6, EP11, EP12, EP18, EP20, EP33, EP34, EP35, EP36 Y
EP49) . Estos fragmentos recombinantes fueron purificados y caracterizados en relacion a
sus constantes de afinidad. La mayoria de los fragmentos mutados exhibieron constantes de
afinidad que no demostraron diferencias significativas con el anticuerpo original (valores
entre 1,0.10% y 1,7 .10® MY). Por otro lado, los scFv EP18 y EP33 mostraron un incremento
en su constante de afinidad (3,50 .108 M y 3,20 .10° M"; respectivamente), y el scFv EP12,
el clon con el mayor nimero de mutaciones puntuales, exhibid la menor constante de
afinidad (0,37 .10 M™).

Se estudid la capacidad neutralizante de la actividad biologica anti-viral in vitro del
hIFN-a por parte de los scFv EP18 y EP33. Solo se utilizo el rhIFN-a2b para determinar si se
producia una variacién significativa de la capacidad neutralizante como consecuencia del
aumento de la magnitud de la constante de afinidad de dichos scFv mutantes. Si bien ambos
fragmentos presentaron caracteristicas de union al antigeno similares, el scFv EP18
demostré una capacidad neutralizante levemente superior al fragmento CA5E6 “wild type”
(0,20 nM y 0,40 nM, respectivamente), mientras que fue necesaria una mayor concentracion
del scFv EP33 (1,00 nM) para neutralizar la misma masa de rhiIFN-a2b. Por otro lado, al
evaluar el fragmento scFv EP18 en su capacidad neutralizante de la actividad bioldgica de la
mezcla heterogénea de IFN-as (IFN leucocitario y linfoblastico) no se observé un incremento

con respecto a la actividad exhibida por el scFv CASE®6.

En el presente trabajo de Tesis se obtuvo un fragmento recombinante a partir de un
mAb (CA5E6) seleccionado por sus caracteristicas de unién con el rhIFN-a2b que fue capaz
de inhibir la accién antiviral de un conjunto heterogéneo de hIFN-as, optimizandose su
afinidad hasta el punto, en una primera instancia, de incrementar el valor de la
correspondiente al mAb completo original (3,50 .10® M™ del scFv EP18 frente a 2,20 10° M™
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del mAb CA5E®6). Indudablemente, es necesario continuar con la estrategia de maduracion
de la afinidad de los fragmentos recombinantes. Por ejemplo, utilizando el scFv EP18 como
punto de partida para otra ronda de error-prone PCR, manteniendo las condiciones aqui
establecidas o introduciendo modificaciones en pardmetros tales como la tasa de mutacion
empleada o incorporando un proceso de seleccion de aquellos fragmentos con mayor
afinidad por la citoquina soluble en concentraciones subnanomolares (Chames vy
Hoogemboom, 2004).

Para completar la etapa preliminar en la blisqueda de un anticuerpo con propiedades
neutralizantes del exceso de IFN-alfa enddgeno producido en determinadas patologias
humanas, se realizé un ensayo exploratorio o de concepto para valorar la actividad in vivo
de la citoquina. Dicha experiencia se baso en el uso de células PC-3 tumorales humanas (de
origen prostatico) y ratones nude atimicos, analizando la actividad antitumoral del rhIFN-a2b
mediante el estudio de su capacidad para disminuir el crecimiento de tumores sélidos
implantados en dichos ratones inmunocomprometidos. Posteriormente, se evalué la
actividad neutralizante in vivo de dicha actividad antitumoral por parte del anticuerpo original
mAb CAS5ES6 utilizando dicho procedimiento.

En el primer ensayo se comprobd la actividad antiproliferativa del rhIFN-a2b sobre el
crecimiento de las células tumorales humanas PC-3 al encontrase una diferencia
significativa (p = 0,007) entre los pesos promedio de los tumores desarrollados por los
ratones sin tratar con rhiIFN-a2b frente a la medida resultante en los ratones que se

sometieron al tratamiento con la citoquina (0,67 g y 0,31 g, respectivamente).

En la siguiente experiencia se observé que los grupos de ratones correspondientes a
los tratamientos con rhIFN-a2b y con esta citoquina en presencia del mAb CA5SEG6
exhibieron una diferencia significativa (p = 0,011) entre los pesos promedios de los tumores
correspondientes a los dos tratamientos (0,39 g y 0,92 g, respectivamente). Asimismo, no se
observo diferencia significativa (p = 0,3) entre el grupo control (sin rhIFN-a2b) y el grupo de
animales tratados con el mAb CA5ES6, confirmando el bloqueo de la actividad bioldgica del
IFN.

Por lo tanto, es posible concluir que el mAb CA5E6 fue capaz de neutralizar la accién
antiproliferativa de la citoquina en un sistema in vivo, proyectando el potencial terapéutico de

esta inmunoglobulina.
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