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INTRODUCCION

Desde que la FDA (Food and Drug Administration, EE.UU.) aprobé la comercializacién de
la insulina humana recombinante, mas de 200 productos bioterapéuticos han sido
desarrollados con el objetivo de mejorar la calidad de vida de millones de pacientes en
todo el mundo, revolucionando el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
(Walsh, 2014).

Actualmente, la mayoria de las proteinas recombinantes de uso terapéutico son
producidas principalmente empleando cultivos de células animales (CHO-K1, HEK293 y
BHK-21), aprovechando su capacidad de introducir modificaciones co- y post-
traduccionales. Sin embargo, una de las desventajas asociadas al uso de estas células es
que presentan bajas productividades volumétricas, lo cual se encuentra estrechamente
relacionado al método empleado para la modificacién genética de las mismas (Lai y col.,
2013.).

El método mas utilizado en la investigacién clinica para la generacion de lineas celulares
productoras de proteinas recombinantes es la transduccién, mediada por virus o
particulas pseudovirales. Esta metodologia resulta ser altamente eficiente y sencilla para
lograr una elevada expresion de transgenes de manera sostenible. Sin embargo, los
principales inconvenientes de esta técnica radican en su citotoxicidad, pudiendo causar
mutaciones por insercion que alteren la expresion de genes esenciales (Kim y Eberwine,
2010).

No se encontro bibliografia sobre la disponibilidad de proteinas recombinantes de interés
terapéutico en el mercado, producidas a partir de clones celulares obtenidos mediante el
empleo de particulas pseudovirales como herramienta de modificacion genética. Por este
motivo, la transfeccion resulta ser el método de eleccion.

Los métodos de transfeccién quimica son los mas utilizados en la investigaciéon
contemporanea. Diversos compuestos quimicos que presentan cargas positivas pueden
interactuar con el ADN que presenta cargas negativas, formando complejos con carga
neta positiva que son atraidos a la membrana celular. El| ADN transfectado se expresa



inicialmente de manera transitoria pero debe ingresar al nucleo e integrarse al genoma
para lograr su expresion estable (Kaestner y col., 2015).

Teniendo en cuenta que para el tratamiento de diversas enfermedades se requiere del
empleo de dosis elevadas y frecuentes de las proteinas terapéuticas para alcanzar el
efecto deseado, el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan identificar sitios en el
genoma de diferentes lineas celulares con elevadas y constantes productividades
especificas es de gran importancia (Nehlsen y col., 2009). La deteccién de dichos sitios,
denominados “hotspots” presenta ciertas dificultades debido a su escasa presencia en el
genoma celular. Por este motivo, resulta de gran importancia llevar a cabo no sélo la
identificacion de hotspots sino también su marcacién con etiquetas que puedan ser
reconocidas por enzimas especificas, denominadas recombinasas. Las mismas permitiran
llevar a cabo la reutilizacion del hotspot encontrado mediante la introduccion sitio
especifica de diferentes transgenes que codifiquen para diversas proteinas recombinantes
(Lawson, (2010). El intercambio de cassette mediado por una recombinasa (RMCE)
constituye una herramienta de ingenieria de genomas que emplea una enzima
recombinasa y resulta de gran utilidad para la generacidn de lineas celulares
recombinantes (Wirth y col., 2007).

OBJETIVOS

¢ Disefio y construccion de un vector plasmidico como herramienta biotecnolégica
para la busqueda y marcacién de regiones transcripcionalmente activas o
“hotspots” en el genoma de células animales

e Identificacion de “hotspots” en cromosomas de células CHO-K1, empleando la
transfecciéon como método de transferencia de material genético.

Titulo del proyecto: Desarrollo de una plataforma versatil para la produccion de proteinas recombinantes
terapéuticas de interés en salud humana y animal.

Instrumento: Universidades Agregando Valor.

ARo convocatoria: 2017.

Organismo financiador: Ministerio de Educacion de la Nacion.

Director/a: Gugliotta, Agustina.

METODOLOGIA

1- Disefo y construccion del vector plasmidico pHS detector.

A partir del vector pLV Tag GFP, se amplificé la secuencia de interés evitando las
regiones LTR, caracteristicas del sistema lentiviral. La misma fue clonada en un vector
comercial pGEM®-T Easy (Promega). Seguidamente se llevé a cabo la digestion del
plasmido obtenido con las enzimas de restriccién Clal y Smal. Por ultimo, se procedié a la
ligacion en el vector pBKS SV40 puromicina, digerido con las mismas enzimas de
restriccion. Luego de la transformacién las colonias obtenidas fueron analizadas mediante
colony PCR vy digestién. La secuencia fue confirmada mediante secuenciacién. En la
figura 1 se muestra un esquema de la secuencia amplificada y clonada.
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Figura 1: Representacion esquematica del cassette de tagging. FRT: sitio de reconocimiento para
la recombinasa FLp. CMV: promotor de citomegalovirus. GFP: proteina verde fluorescente. ANEO:
resistencia a neomicina, carente de ATG. WPRE: Elemento regulatorio postranscripcional derivado
del virus de la hepatitits de Woodchuck.

2- Evaluacion de diferentes agentes de transfeccién.

Se realizé la transfeccion transitoria de células CHO-K1 cultivadas en condiciones de
adherencia, empleando el vector pLV GFP. Se evaluaron diferentes agentes quimicos de
transfeccion: Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), Polietilenimina (PEI) y FreeStyle™ MAX
Reagent (Invitrogen). Para el ensayo realizado se emplearon aproximadamente 400.000
cel/ml (en un volumen final de 1ml) y 7 ug de ADN. Para se respeto la relacién 1 ul lipido
cationico/1 yg de ADN y 0,8 ug PEI/ 1 ug ADN. Luego de 48h las células fueron
analizadas mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

3- Generacion de lineas celulares empleando el vector pHS detector.

Para la generaciéon de lineas celulares, se realiz6 la transfeccion de células CHO-K1 en
condiciones de adherencia, empleando el vector plasmidico descripto anteriormente. Se
respetaron las condiciones del ensayo establecidas anteriormente, utilizando diferentes
cantidades de ADN para la transfeccién: 2 ug, 1 ug y 0,5 ug. Luego de 48h las células
fueron analizadas mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.
Posteriormente, se comenzd con la etapa de seleccién, empleando concentraciones
crecientes de puromicina al medio.

RESULTADOS

La secuencia del vector pHS detector, disefiado y construido en el presente trabajo, fue
confirmada mediante secuenciacion, para lo cual fue necesario disefar 12 primers,
obteniéndose asi 12 secuencias que fueron alineadas con el vector tedrico. El resultado
de la secuenciacion demostré un elevado porcentaje de coincidencia entre la secuencia
obtenida y el mapa teérico.

Diferentes agentes de transfeccion fueron evaluados con el objetivo de seleccionar el mas
apropiado para la generacion de las lineas celulares. El analisis mediante citometria de
flujo reveld que FreeStyle™ MAX Reagent (Invitrogen) permiti6 obtener la mayor
eficiencia de transfeccion, lograndose un 33,9% de células GFP positivas, de las cuales
1,68% presentaron elevados niveles de expresion, superiores a 10° Unidades Arbitrarias
de Fluorescencia (UAF). La eficiencia de transfeccién obtenida parala lipofectamina y PEI
fue 8,5% y 0,5%, respectivamente.

Las lineas celulares fueron generadas mediante transfeccion con el vector HS Detector
empleando diferentes concentraciones de ADN: 2, 1 y 0,5 ug. El resultado de la
transfeccion transitoria fue analizado mediante citometria de flujo y microscopia de
fluorescencia.

En la figura 2 se observa que, al incrementar la cantidad de ADN empleado para la
transfeccidén, aumenta el porcentaje de células verdes. El analisis por citometria de flujo



evidencié 36,72%, 11,72% y 2,85% de células GFP positivas para las poblaciones
transfectadas con 2, 1y 0,5 ug de ADN, respectivamente.

Figura 2: Microscopia de fluorescencia. (A) Células transfectadas con 0,5 ug de ADN (B) Células
transfectadas con 1 ug de ADN (C) Células transfectadas con 2 ug de ADN. Todas las imagenes
fueron adquiridas utilizando el mismo tiempo de exposicion. Aumento: 100X.

Con el objetivo de generar lineas celulares estables, las células provenientes del ensayo
de transfeccion transitoria fueron sometidas a la accion del agente de seleccion. Se
emplearon concentraciones crecientes de puromicina: 5,10, 20, 50, 80 y 100 pg/ml.
Inicialmente se observé la muerte masiva de los cultivos al emplear la menor
concentracion de puromicina, quedando sélo unas pocas células viables. Una vez que se
observo la recuperacion del cultivo celular se continué con las diferentes etapas de
seleccion. El anadlisis de la expresiéon de GFP de las lineas celulares obtenidas durante
este proceso demuestra un aumento en la intensidad de expresiéon de GFP a medida que
se incrementd la concentracion puromicina, siendo la linea celular transfectada con 2 ug
la que evidencié una mayor proporcion de células con intensidades de GFP superiores a
10°® Unidades Arbitrarias de Fluorescencia.
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Figura 3: Resultados de la citometria de flujo de las células transfectadas con concentraciones
crecientes de puromicina. (A) 0,5 ug de ADN (B) 1ug de ADN (C) 2 ug de ADN.

CONCLUSIONES

Se diseid y construyd un vector que fue confirmado mediante secuenciacion, ademas de
ser funcional ya que se observé tanto expresion de GFP como resistencia a puromicina.
Se lograron generar lineas celulares recombinantes productoras de la proteina reportera.
El uso de puromicina como agente de seleccion, permitié enriquecer la poblacion de
interés.
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