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1. Reactivos y Soluciones

Excepto en los casos donde se aclara expresamente, todas las soluciones fueron
preparadas con agua ultra pura obtenida por 6ésmosis inversa (resistividad
18,2 MQ.cm) y filtracion (0,2 um), empleando un equipo Milli QUF (Millipore, Francia).

Todos los reactivos utilizados fueron de grado de pureza analitica.

2. Medios de cultivo

El medio A (Kratje y Wagner, 1992) consisti6 en una mezcla 1:1 (V/V) de los
medios D-MEM (Medio Dubelcco Modificado por Eagle) (Gibco, EE.UU.) y Ham’s-F12
(Gibco), suplementados con 2,441 g/1 NaHCO;, 1,183 g/1 D(+) glucosa anhidra (Sigma,
EE.UU.), 0,110g/lpiruvato de sodio (Gibco), 1,100 g/1glutamina (Sigma),
0,027 g/1 triptofano (Sigma), 0,040 g/1 acido aspartico (Sigma), 0,080 g/1 serina (Sigma)
y 50 pg/ml gentamicina (Gibco).

El medio A suplementado con diferentes concentraciones de SFB (Bioser,
Argentina) y distintos antibiticos se emplearon en diversas experiencias, detallandose
en cada caso su composicion.

El medio SMIF-6, libre se SFB, fue gentilmente cedido por el Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung mbH (Braunschweig, Alemania), y se utilizéd en la
optimizacién de las condiciones de cultivo para obtener altas producciones de proteina
recombinante.

El medio IMDM (Medio de Iscove modificado por Dulbecco), libre de
hipoxantina/timidina, se utiliz6 para la selecciéon y coamplificacion del gen dhfr.
Consiste en 17,700 g/1IMDM (Gibco) y 3,024 g/1 NaHCO;, suplementado con
10% V/V SFB dializado contra una solucién salina de fosfatos (PBS) (0,600 g/1 KHzPOs,
0,780 g/1 NaH.PO4 y 8,800 g/1 NaCl, pH 7,4) para eliminar nutrientes de bajo peso
molecular (PM) tales como nucleésidos y aminoédcidos que puedan impedir la
seleccién, y diferentes concentraciones de MTX (Sigma) (Kaufman, 1991) que se
detallan en cada experiencia.

El medio D-MEM se utiliz6 para el crecimiento y mantenimiento de las células
NSO. Esta constituido por 13,370 g/1 D-MEM suplementado con 3,700 g/1 NaHCOs,
1 mM piruvato de sodio, 50 pg/ml gentamicina, 60 pg/ml tylosina (Sigma) vy
10% V/V SFB.

Los medios suplementados con 20% V/V SFB, se utilizaron para realizar el

clonado por el método de dilucién limite. El alto contenido de SFB es necesario debido

a que los requerimientos nutricionales de las células aisladas deben ser cubiertos por el

25



MATERIALES Y METODOS

medio de cultivo, ya que no hay produccién de suficientes factores de crecimiento

como en cultivos més densos.

El medio MEM (Medio Esencial Minimo) (Gibco) se utilliz6 para el cultivo de la
linea celular WISH, y fue suplementado con 2 mM glutamina, 2,200 g/ml NaHCO;,
50 ng/ml gentamicina y 10% V/V SFB.

Las concentraciones del SFB empleadas en el desarrollo de los ensayos de

valoracién biol6gica in vitro se indican en cada experiencia.

La esterilizacion de los medios de cultivo se realiz6 por filtraciéon a través de
filtros estériles de Millipore, cuyo tamafo de poro fue de 0,2 pm. Para controlar la
esterilidad, los medios filtrados fueron incubados durante 48 h a 37 °C.

La descomplementacion del SFB empleado para suplementar los medios, se
efectué durante 30 min en un bafio de agua termostatizado a 56 °C.

El medio LB (Luria-Bertani), compuesto de 10 g/1 triptosa (Oxoid, Inglaterra),
5 g/lextracto de levadura (Oxoid) y 10 g/1NaCl; y el LB-agar, medio LB con
2% P/V agar, se utilizaron para el crecimiento bacteriano. Se esterilizaron en autoclave
durante 15 min a 1 atmésfera a 120 °C.

Para seleccionar clones bacterianos, se suplement6 el medio con
10 pg/ml tetraciclina, a partir de una solucién 0,5% P/V tetraciclina en etanol, o

100 ng/ml ampicilina, a partir de una solucién 10% P/V ampicilina.

3. Lineas celulares y cepas bacterianas

CHO.K1 (Puck y col., 1958): Obtenida de American Type Culture Collection
(ATCC CCL 61).

CHO dhfr- (Urlaub y Chasin 1980, Kaufman y Sharp 1982): Obtenida de la
coleccion de cultivos del Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH
(Braunschweig, Alemania).

BHK.21 (MacPherson y Stoker, 1962; Capstick y col., 1962; Stoker vy
MacPherson, 1964): Obtenida de American Type Culture Collection (ATCC CCL 10).

COS.7 (Gluzman, 1981): Cedida gentilmente por el Dr. Manfred Wirth,
Departament of Regulation and Differentiation, Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung mbH (Braunschweig, Alemania).

HEK-293 (Graham y col., 1977, Walls y col., 1989): Obtenida de la coleccién de
cultivos del Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH (Braunschweig,
Alemania).

WISH (Hayflick, 1961; Meager, 2002): Cedida gentilmente por el Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas “Dr. Julio I. Maizteghi”.

NSO (Galfre y Milstein, 1981; Rossman y col., 1996; Barnes y col., 2001; Barnes y
col., 2003).
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Escherichia coli DH5aF1q (Max Efficiency DH5a Competent Cells, Gibco-Life
Technology).

4., Sistemas de cultivo de células

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

Las lineas celulares que se adhieren a una superficie solida forman una
monocapa. Para realizar subcultivos se las debe liberar de este sustrato por medios
mecanicos o enzimaticos. Cuando las células cubren el 100% de la superficie de los
frascos donde estan creciendo, se les retira el sobrenadante del cultivo y se lava la
monocapa con una soluciéon de tripsina: EDTA [0,05% P/V tripsina (Gibco),
0,02% P/V EDTA en PBS], durante 15seg a temperatura ambiente, con el fin de
neutralizar la accion de la antitripsina presente en el suero. Después de eliminar la
solucion de lavado se agrega nuevamente soluciéon de tripsina: EDTA, dejandola
actuar por unos minutos, hasta lograr el desprendimiento de las células adheridas.
Luego se adiciona el medio de cultivo, neutralizando la accién de la tripsina, y se
homogeniza la suspensién celular. Para las células que crecen en suspension, los
repiques se efectuaron por simple dilucién de alicuotas de las suspensiones celulares
en el medio de cultivo fresco correspondiente.

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 (1994a).

Los cultivos celulares se realizaron en 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?2 por pozo,
respectivamente. También se emplearon frascos T (Nunclon) de 25, 75 y 150 cm? de

superficie.

5. Criopreservacién de lineas celulares

La conservacién en nitrégeno liquido es el método usualmente empleado para
preservar lineas celulares (Freshney, 1994b). La suspension celular debe ser enfriada
lentamente en presencia de un agente preservativo como el glicerol o el dimetil
sulféxido (DMSO) (Lovelock y Bishop, 1959). Las células congeladas son transferidas
rapidamente a N> liquido. Conservando las células a -196 °C se encontraron deterioros
minimos (Green y col., 1967).

Durante todo el trabajo de tesis, las células se conservaron en N; liquido, para lo
que se utiliz6 una técnica de enfriamiento escalonado desde temperatura ambiente
hasta -196 °C.

Para ello, previo recuento, los cultivos celulares en fase de crecimiento
exponencial se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, en
una centrifuga Eppendorf 5403 (rotor 16A4-44) (Alemania). Luego se descart6 el

sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en una solucién de SFB y DMSO (Sigma)
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en una relaciéon 95:5, de manera de obtener una concentracion de 1-2.10¢ cél/ml,
distribuyéndola a razén de 1 ml por criotubo (Nalgene, EE.UU.).

Finalmente la suspension celular fue enfriada gradualmente:
-a4°Cdurante1h
-a-20°C durante 1 h
- en atmosfera de N, durante 30 min

Por altimo los criotubos fueron conservados a -196 °C en N liquido.

6. Criopreservacién de cepas bacterianas

Para la conservacion de las bacterias se procedié a cultivarlas en medio LB,
diluyéndolas posteriormente en una solucion al 20% V/V de glicerol estéril,
homogeneizando para asegurar la distribucién del glicerol. Finalmente, fueron
conservadas a -70 °C (Sambrook y col., 1989b).

7. Descongelamiento de lineas celulares

Para comenzar un cultivo se descongel6 un criotubo que contuviese la linea
celular deseada.

Se prepar6 un tubo estéril con 40 ml del medio de cultivo correspondiente a
temperatura ambiente. Se retir6 el criotubo del termo de nitrégeno y se coloc6 en un
bafio de agua a 37 °C hasta que se descongel6. Inmediatamente, se volcé el contenido
del criotubo en el tubo con el medio de cultivo y se centrifugé durante 5 min a
1.000 rpm a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante, se resuspendi6 el pellet
de células en un volumen de medio de cultivo apropiado. Finalmente, se realiz6 el

recuento celular con el objeto de evaluar la recuperacion y la viabilidad celular.

8. Descongelamiento de cepas bacterianas

Para recuperar las bacterias congeladas, con un ansa estéril se raspé la
superficie del cultivo congelado e inmediatamente se realizé una estria en una placa
LB-Agar, que contuviese el antibidtico apropiado, incubando la placa a 37°C.
Posteriormente, se tom6 una colonia bacteriana, amplificando el cultivo en medio LB

con antibiético segtin los requerimientos de la experiencia a realizar.
9. Determinaciones analiticas de los cultivos

9.1. Células totales y viables

La concentraciéon de células viables se determiné empleando el método de
exclusion con azul de tripan.

El test de exclusion de colorante esta basado en el hecho de que las células
viables no captan ciertos colorantes, mientras que las células muertas son permeables a
ellos. El azul de tripan es el colorante mas utilizado para realizar recuentos celulares
(Griffiths, 1986).
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Con ese fin, se resuspendieron las células en un volumen conocido de medio de
cultivo. Se homogeneiz6 la suspension celular y se tomé una alicuota que se diluy6 en
azul de tripan al 0,4% P/V en PBS, dejando unos segundos a temperatura ambiente.
Luego se sembr6 en una cdmara de Neubauer empleando las diluciones convenientes
de acuerdo con la densidad celular de la muestra.

Se contaron las células vivas (refringentes) y las muertas (azules), contenidas en
cada uno de los cuadros de los extremos.

Se calcul6 la cantidad N de cél/ml, segtn la ecuacién 1, donde x es el nimero
de células contadas.

N Cé%l = xx10* x %x (diluci()n )_1 1)

La viabilidad del cultivo (V) se determiné calculando el porcentaje de células
viables con respecto a las totales (ecuacion 2), teniendo en cuenta que la concentracion
de células totales (xr) es la suma de la concentracion de células muertas y vivas (xv).

V = %100 2)
X7

9.2, Analisis de glucosa y lactato

La concentracién de glucosa y lactato presente en los sobrenadantes de cultivo
fue determinada diariamente empleando una analizador de glucosa/lactato (Yellow
Spring Instrument, modelo YSI 2700, EE.UU.). La medicién se basa en un sistema de
lectura dual constituido por los biosensores con las enzimas especificas inmovilizadas
en membranas para el sustrato a medir. Para la medicion de D-glucosa, la enzima
inmovilizada es la glucosa oxidasa, la cual cataliza la oxidaciéon de la D-glucosa,

generando D-glucono-6-lactona y peréxido de hidrégeno (ecuacion 3).
D-glucosa+ O, —p D-glucono-8-lactona + H>O» 3)

Por otro lado el L-lactato es oxidado en presencia de la lactato oxidasa a
piruvato, produciendo peréxido de hidrégeno (ecuacion 4).

L-lactato + O —p  Piruvato + HO» 4)

Finalmente, el peréxido de hidrégeno es oxidado en el anodo de platino,
produciendo electrones (ecuacién 5).

HO, —p 2H*+ O, +2e (5)
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El flujo de electrones es proporcional a la concentracion de perdxido de
hidrégeno, y por lo tanto, a la concentraciéon de sustrato, glucosa o lactato,

respectivamente.

9.3. Analisis de amonio

La concentracién de amonio presente en los sobrenadantes de cultivo celular se
determin6 empleando una adaptacién de la técnica desarrollada por Berthelot (1859) y
modificada por Fawcett y Scott (1960), teniendo en cuenta las posibles interferencias
descriptas por Ngo y col. (1982). El mecanismo de la reacciéon de Berthelot consiste en
dos pasos. En el primer paso, el hipoclorito se agrega a la muestra que contiene
amonio, lo que resulta en la formacién de mono-cloramina. El segundo paso consiste
en la adicién de fenol a la muestra. El fenol reacciona con la mono-cloramina para
formar azul de indofenol, cuyo pico de absorcién esta a una DO 600 nm. Por lo tanto, la
intensidad del color azul es proporcional a la concentracién de amonio presente en la
muestra analizada.

Como reactivos de trabajo se emplearon, una solucién de fenol nitroprusiato
(Sigma) y una solucién alcalina de hipoclorito (Sigma). Para cada determinacién se
efectu6é una curva de calibracién a partir de una solucién madre de NH4Cl 100 mM,
diluyéndola de forma tal que las concentraciones correspondientes a cada uno de los
puntos de la curva fueran las siguientes: 5-3-2,5-1,5-1-0,5 mM.

En una placa de 96 pozos se agregaron, para cada muestra o testigo, por
duplicado, un volumen de 5 pl por cavidad. Posteriormente, se adicionaron 125 pl de
cada uno de los reactivos de trabajo, se incubd la placa a 37 °C durante 30 min y
finalmente se efectud la lectura de la absorbancia a una DO 570 nm en un lector de
placas de microtitulaciéon (Labsystems Multiskan, modelo MCC/340, Finlandia). Los
valores de concentracién de amonio para cada muestra se obtuvieron interpolando el
valor de la absorbancia medida en la curva de calibracién realizada para cada

determinacion.

10. Métodos de screening, cuantificacion y valoracién de rhIFN-p1

Antes de realizar cualquier manipulacién genética sobre las células de
mamiferos para que expresen rhIFN-fla, fue necesario establecer métodos simples,
rapidos y confiables para la determinacién de la citoquina.

Para tal fin se obtuvo inicialmente rhIFN-B1b puro para ser utilizado en la
producciéon de anticuerpos (Ab) policlonales y monoclonales (MAb), que

posteriormente fueron usados en el desarrollo de métodos inmunoquimicos.

10.1. Preparacion de rhIFN-B1b puro

Se preparé rhIFN-Blb puro a partir de una muestra comercial (Betaferon,
Schering-Plough, Alemania). Para ello, se realiz6 una cromatografia en columna de

Sephacryl S-200 (Pharmacia, Suecia) de 23 ml de volumen de lecho, con un equipo
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FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (FPLC System, GE Healthcare, EE.UU.). La

purificacién consistié en los siguientes pasos:

1. Equilibrado de la columna: con solucién de 0,1% V/V SDS en PBS
hasta medir en el eluato una conductividad igual a la de la
solucion de equilibrado y elucion.

2. Acondicionamiento de la muestra: se filtr6 la muestra a través de

filtros de 0,2pm, y se diluyé en soluciéon de equilibrado,

obteniendo una solucién proteica con una concentraciéon de

0,75 mg/ml.

Siembra: 1 ml de la muestra se sembré a un flujo de 0,25 ml/min.

@

4. Elucién: se realizé con la solucion de equilibrado, a un flujo de
0,25 ml/min, recogiendo alicuotas de 1ml, hasta demostrar la
ausencia de proteinas en el eluido por medida de la absorbancia a
DO 280 nm en espectrofotémetro UV-visible (Ultrospec 2000, GE
Health Care, EE.UU.).

Se mezclaron las fracciones correspondientes al pico de elucién de rhIFN-B1b
monitoreado a DO 280 nm y el producto obtenido se concentré 8 veces utilizando
filtros Amicon® Ultra (Millipore).

Se determiné la pureza del eluido por electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones reductoras (segin seccién 10.7.3). La concentracion de rhIFN-B1b se
estimo a partir de la lectura de la absorbancia medida a DO 280 nm, teniendo en cuenta

un coeficiente de extincion de 0,95 ml/cm.mg.
10.2. Produccion de anticuerpos monoclonales anti-IFN-f1

10.2.1. Obtencion de hibridomas

Los hibridomas se obtuvieron empleando un protocolo de fusién estandar
(Galfre y Milstein, 1981) a partir de linfocitos provenientes del bazo de ratones hembras
BALB/c, previamente inmunizados con rhIFN-B1b, y células NSO. Para la
inmunizacion se emplearon 2 ratones, inyectandoles dosis de 25pug de antigeno
disuelto en 0,2ml de PBS y emulsionado con 0,2ml de adyuvante de Freund
completo (AFC) (Gibco). A los 7 dias de la segunda dosis, se realizé6 una sangria
exploratoria determinando el titulo del anti-suero obtenido por un ELISA
(enzimoinmunoensayo) especifico indirecto (segtn seccién 10.2.4). Finalmente, 3 dias
antes de la hibridizacion, se realizé un booster con 30 pug de antigeno disuelto en 0,2 ml
de PBS.

Después de la fusion, se seleccioné 1linea celular productora de MAb
especificos. Esta fue clonada por el método de dilucién limite (segtin seccion 13.2).

La producciéon de MADb anti-IFN-B1 de los clones se detecté mediante un ELISA
especifico indirecto (segtin seccion 10.2.4). Los clones de mayor productividad fueron

amplificados, determindndose la variedad isotipica de las cadenas pesadas de las
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inmunoglobulinas (Igs) murinas producidas mediante la técnica de ELISA especifico

indirecto (segun seccién 10.2.2).

10.2.2.

Determinaciéon de las variedades isotipicas de las cadenas pesadas de
inmunoglobulinas murinas

Para la determinacién de las variedades isotdpicas de las cadenas pesadas de

las Igs murinas presentes en los sobrenadantes de cultivo de hibridomas se efectué un

ensayo inmunoenzimatico.

La técnica de ELISA consistio en:

1-

Sensibilizacién: placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
(Greiner Bio-One, Alemania) fueron sensibilizadas con
100 ul/pozo de rhIFN-B1b (Betaferon) 0,5 pg/ml (50 ng/pozo)
diluido en solucién de Na>COs;/NaHCO3 50 mM, pH 9,6 (soluciéon
de sensibilizacién). Se incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la noche a
4°C.

Bloqueo: el bloqueo de los sitios de interacciéon inespecifica se
realiz6 con 200 pl/pozo de solucién 1% P/V de albtmina sérica
bovina (BSA) (Sigma) en PBS (solucién de bloqueo). Se incubd
durante 1 h a 37 °C.

Primera incubacion: se agregaron 100 ul/pozo de sobrenadante de
cultivo de hibridomas sin diluir empleando 6 pozos por placa para
cada muestra (un pozo para cada isotipo murino de cadena
pesada). Se incub6 durante 2 h a 37 °C.

Segunda incubacién: cada muestra se incub6é con 100 pl/pozo de
Ab de cabra anti-isotipos murinos (Sigma) diluidos en 0,1% P/V
BSA y 0,05% V/V Tween 20 (USB Corporation, EE.UU.) en PBS
(soluciéon diluyente). Se ensayé un pozo de muestra por cada
anti-isotipo: IgG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3, IgA e IgM. La incubacién se
efectud durante 30 min a temperatura ambiente.

Tercera incubacion: se adicionaron 100 pl/pozo de Ab de conejo
anti-Ig de cabra conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO,
Dinamarca) diluidos en solucién diluyente. La incubacion se
efectud durante 1 h a 37 °C.

Reacciéon reveladora: comprende la reacciéon enzimadtica
empleando como sustrato H>O,0,12vol diluida en solucién
50 mM citrato/fosfato, pH 5,3 (soluciéon de revelado) con el
agregado de o-fenilendiamina (OPD) (Sigma) en una concentracion
de 3 mg/ml. La incubacién se realiz6 en oscuridad a temperatura
ambiente y la lectura del color generado se efectué a una
DO 450 nm en un lector de placas de microtitulacion.

Todas las incubaciones se realizaron en camara htimeda. Después de cada etapa

se realizaron seis lavados con solucién 0,05% V/V Tween 20 en PBS (soluciéon de

lavado).
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10.2.3. Produccion in vivo de anticuerpos monoclonales anti-IFN-f1

La produccién in vivo de MAbs se llevé a cabo mediante la inoculacién intra
peritoneal del hibridoma 2C12 en ratones BALB/c previamente tratados con acido
2,6,10,14-tetrametilpentadecanoico (Pristane) (Sigma) por via intra peritoneal. A partir
del liquido ascitico fue determinada la concentracién de Igs segtin la técnica de ELISA
especifico indirecto (segtin seccién 10.2.4).

10.2.4. ELISA especifico indirecto para la deteccion de anticuerpos
anti-IFN-f1

La puesta en evidencia de Ab especificos en los sueros o en el sobrenadante de
cultivo de hibridomas se efectué mediante un ensayo inmunoenzimatico.

La técnica de ELISA consistio en:

1- Sensibilizacién: placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
fueron sensibilizadas con 100 pul/pozo de rhIFN-B1b (Betaferon)
0,5 pg/ml (50 ng/pozo) diluido en solucién de sensibilizacién. Se
incub6 durante 1 h a 37 °C y toda la noche a 4 °C.

2- Bloqueo: los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
200 ul/pozo de solucién de bloqueo. Se incubé durante 1 h a 37 °C.

3- Primera incubacién: se adicionaron 100 pl/pozo de cada muestra
para el monitoreo de la producciéon de Abs especificos. Se incubd
durante 1 h a 37 °C.

4- Segunda incubacién: se agregaron 100 pl/pozo Ab de cabra anti-Ig

de conejo conjugados con la enzima peroxidasa (DAKO) o Ab de
conejo anti-Ig murinas conjugados con la enzima peroxidasa
(DAKO), para la deteccion en sueros de conejo o en sueros de
raton y sobrenadantes de hibridomas, respectivamente, diluidos
en solucion diluyente. Se incub6é nuevamente durante 1 h a 37 °C.

5- Reacciéon reveladora: se repiti6 el procedimiento indicado en
10.2.2.

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

se realizaron seis lavados con solucién de lavado.

10.3. Produccion de suero anti-IFN-f1 en conejos

10.3.1. Obtencién de suero policlonal

Para obtener un antisuero anti-IFN-B1 en conejos, se llevé a cabo un plan de
inmunizacién durante 51 dias. Se inmunizaron dos conejos con 20 o 40pug de
rhIFN-B1b puro, respectivamente. Para la preparacion del inéculo, 5 ml de cada una de
las soluciones de rhIFN-B1b en PBS se emulsionaron con 5 ml de AFC. La emulsion
resultante se inyect6 por via subcutdnea multisitio en la regién dorsal de cada animal.
A los 29dias se realiz6 una inoculacién idéntica a la anterior, pero utilizando
adyuvante de Freund incompleto (AFI) (Sigma). A los 36dias del plan de
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inmunizacion, se realizé una sangria exploratoria con el objeto de determinar el titulo
de los anticuerpos por ELISA especifico indirecto (segtin seccién 10.2.4). Se efectuaron
sucesivas sangrias por la vena marginal de la oreja de los conejos, para la obtencion del
anti-suero hiperinmune a los 41, 45 y 51 djias.

10.3.2. Purificacion de anticuerpos por cromatografia de afinidad a
proteina A

Luego de la obtencién de Igs en los fluidos asciticos o sueros, la purificaciéon de
los Abs se llevd a cabo en un equipo FPLC empleando una columna de
Sepharose-Proteina A HiTrap (GE Healthcare) de 5 ml de matriz, de acuerdo con los

siguientes pasos:

1- Equilibrado de la columna: con soluciéon de 1M Tris/HCI,
3 M NaCl, pH 9. Se emplearon 5 volimenes de columna para esta
etapa.

2- Acondicionamiento de la muestra: el liquido ascitico o el suero se

ajustaron a pH 9 con solucién de 1 M Tris/HCl y posteriormente
se agregd NaCl solido de manera de alcanzar una concentracién
3M. Se sembré un volumen de muestra apropiado segin la
capacidad de la matriz cromatografica y la concentracion de Igs
presentes en el liquido ascitico o en el suero. Se respet6 una
relacion de 6 mg de Ig por cada ml de gel.

3- Siembra: la muestra se sembré a un flujo de 0,5 ml/min.

4- Lavado: las proteinas no retenidas por la matriz se lavaron con
solucion de 1M Tris/HCI, 3 M NaCl, pH9, al mismo flujo de
siembra, hasta demostrar la ausencia de proteinas por medida de
la absorbancia a una DO 280 nm.

5- Elucién: se realiz6 por descenso de pH. Se emple6 una solucién de
0,1 M 4cido citrico/NaOH, pH 3. Se recogieron alicuotas de 1 ml y
se neutralizaron inmediatamente agregando 0,37 ml de solucién
de 1 M Tris/HCI, pH 9. Las fracciones correspondientes al pico de
elucion de Igs, monitoreado a DO 280 nm, fueron mezcladas y el
producto obtenido fue dializado contra PBS toda la noche a 4 °C.

El flujo establecido para todas las etapas del proceso cromatografico fue de
0,5 ml/min.

Luego de la dialisis, la concentracién de Abs fue determinada mediante lectura
espectrofotométrica. Se asumié que una unidad de absorbancia a DO 280 nm de una
solucién de Igs murinas equivale a una concentracion de 0,8 mg/ml de Ab puro
(Harlow y Lane, 1988); y que una unidad de absorbancia a DO 278 nm de una solucién
de Igs de conejo equivale a una concentracion de 0,625 mg/ml de Ab puro
(Margni, 1996).
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10.3.3.

Conjugacion de inmunoglobulinas de conejo con biotina

Se biotinilaron las Igs de conejo purificadas por cromatografia de afinidad a

proteina A. La metodologia desarrollada para la preparaciéon de conjugados con biotina

fue puesta a punto en el laboratorio siguiendo esencialmente las pautas establecidas

por Bayer y col. en 1979:

1-

10.3.4.

Se preparé una solucion de 10 mg/ml del reactivo de biotina
esterificada con acido succinico (N-hyidroxisuccinimidil éster de
biotina, Sigma) en DMSO.

Las Igs fueron dializadas con solucién de 0,1 M borato de sodio,
pH 8,8. La concentraciéon de Igs en el material de didlisis fue
determinada mediante lectura espectrofotométrica a DO 278 nm.
Posteriormente, se adicioné el volumen necesario de solucion de
éster de biotina a la solucién de Igs, de manera de establecer la
siguiente relacion: 200 ug de biotina por cada mg de proteina. Se
incub6 durante 4 h en agitacion a temperatura ambiente.

Luego de la etapa de biotinilacién propiamente dicha, se inhibi6 la
reacciéon agregando soluciéon de 1 M NHyCl. Se incub6é durante
10 min. La reaccién de inhibicion se basé en la neutralizacion de la
biotina remanente con iones amonio.

Para eliminar la biotina no reaccionante se procedié a dializar la
muestra con PBS durante 36 h.

Luego de la didlisis se procedi6é a centrifugar 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 descart6 el precipitado y el sobrenadante se
diluy6 con igual volumen de glicerol al 87% V/V. De esta manera,
la conservacion de las Igs biotiniladas se realiz6 en glicerol al
43,5% V/Vya-20°C.

La eficiencia de la biotinilacion se determiné titulando las Igs
sometidas al acoplamiento con biotina frente a su antigeno,
mediante ensayo de ELISA especifico indirecto (segiin seccion
10.3.4).

Evaluacion de la eficiencia de conjugaciéon de inmunoglobulinas de
conejo con biotina

La eficiencia de la biotinilacion de las Igs se determiné titulandolas mediante un

ensayo de ELISA especifico indirecto que se detalla a continuacién.

1-

Sensibilizacién: una placa de poliestireno de fondo plano de
96 pozos fue sensibilizada con 100 pl/pozo de rhIFN-B1b
(Betaferon) 0,5 pug/ml (50 ng/pozo) diluido en soluciéon de
sensibilizaciéon. Se incubé durante 1h a 37 °C y toda la noche a
4°C.

Bloqueo: los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
200 ul/pozo de soluciéon de bloqueo. Se incubd durante 1h a
37 °C.
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3- Primera incubacion: se adicionaron 100 pl/pozo de Igs biotiniladas
o sin biotinilar en sucesivas diluciones al medio en solucién
diluyente. La incubacion se realizé durante 1 h a 37 °C.

4- Segunda incubacién: se adicionaron 100 pl/pozo de streptavidina
conjugada con la enzima peroxidasa (Sigma) o de Ab de cabra
anti-Ig de conejo conjugados con la enzima peroxidasa diluidas en
solucion diluyente, para detectar las Igs biotiniladas y sin
biotinilar, respectivamente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

5- Reacciéon reveladora: se repiti6 el procedimiento indicado en
10.2.2.

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

se realizaron seis lavados con solucién de lavado.

10.4. ELISAs

Para cuantificar el rhIFN-fla presente en los sobrenadantes de cultivo se
utilizaron los anticuerpos obtenidos previamente, optimizando la técnica de ELISA.

Se plantearon diferentes disefios de ELISAs, empleando varias combinaciones
de Igs de ratén purificadas a partir de la ascitis 2C12 y suero de conejo o las Igs de
conejo purificadas en su forma biotinilada o sin biotinilar.

Un problema comtn que se presenta en los inmunoensayos es la influencia que
ejercen los componentes de la solucién en la que se encuentra la citoquina a cuantificar
sobre el reconocimiento del antigeno (Ag) y por parte del Ab. Esto se debe al hecho de
que pueden producirse determinadas interacciones de naturaleza inespecifica.

Para analizar la influencia del medio de dilucién de la citoquina, en todos los
casos se realizaron célculos de recuperacion de la concentraciéon de rhIFN-B1b diluido
en medio suplementado con 5% V/V SFB, utilizando como estandar la curva de la
citoquina diluida en una solucién 0,1% P/V BSA y 0,05% V/V Tween en PBS. La
concentracion de citoquina en el ensayo se calculé interpolando siempre en las
distintas curvas con el valor de absorbancia correspondiente al 50% de la zona de
linealidad de la curva estandar. El cociente entre la concentraciéon de citoquina asi
estimada y su dilucién, permiti6 determinar la concentracion de citoquina en la
muestra.

En este tipo de andlisis es muy importante incorporar el estudio del paralelismo
de las curvas, con el objeto de identificar y monitorear cambios en el funcionamiento
del ensayo debido a los reactivos (Hamilton y Franklin Adkinson, 1988). Idealmente,
las curvas del estdndar y la muestra deberian ser paralelas. La importancia practica del
paralelismo reside en que una determinada muestra obtendrd la misma estimacion
final de su dosis (corregida por la dilucién correspondiente) luego de la interpolaciéon

en cualquier sector de la curva del estandar.
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10.4.1. ELISA sandwich empleando inmunoglobulinas de conejo

Este ensayo se basa en la captura de rhIFN-p1 por parte de Igs de conejo,
purificadas a partir de suero con actividad anti-IFN-p1, inmobilizadas sobre placas.
Posteriormente el rhIFN-B1 es reconocido por las Igs de conejo purificadas y
biotiniladas. Estas, a su vez reaccionaran con streptavidina conjugada con una enzima,
que catalizard, a posteriori, la transformacién de su sustrato incoloro en una sustancia
coloreada.

Se procesaron el estindar y los controles por duplicado, de acuerdo con la

siguiente metodologia:

1- Sensibilizacion: placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
fueron sensibilizadas con 100 pl/pozo de Igs de conejo purificadas
desde el suero 0,6 pg/ml (60 ng/pozo) diluida en solucién de
sensibilizacién. Se incub6é durante 1h a 37 °C y toda la noche a

4°C.
2- Bloqueo: los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
200 pl/pozo de soluciéon de bloqueo. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.
3- Primera incubacion: se agregaron 100 pl/pozo de rhIFN-B1b

(Betaferon), desde 40,000 hasta 0,039 ng/ml, realizando sucesivas
diluciones al medio en solucién diluyente. Se incub6é durante 1 h a

37 °C.

4- Segunda incubacién: se agregaron a cada pozo 100 ul de Igs de
conejo biotiniladas diluidas en solucién diluyente. Se incubd
durante 1 h a 37 °C.

5- Tercera incubacién: se agregaron 100 ul/pozo de streptavidina

conjugada con la enzima peroxidasa (DAKO) en solucion
diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

6- Reaccion reveladora: se repiti6 el procedimiento indicado en
10.2.2.
7- Controles: se efectué un control negativo, incubando en ausencia

de Ag soluble. Para ello, durante la primera incubacién se
adicionaron 100 pul de solucién diluyente en lugar de Ag,
continuando posteriormente con las siguientes etapas del ensayo.

8- Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
correspondientes concentraciones de rhIFN-f1 en escala
logaritmica.

Todas las incubaciones se realizaron en cdmara himeda. Después de cada etapa
se realizaron seis lavados con solucién de lavado.

10.4.2. ELISA sandwich empleando un anticuerpo monoclonal y wun
anti-suero policlonal

Este ensayo se basa en la captura de rhIFN-$1 por parte de Igs murinas,
purificadas a partir de la ascitis 2C12 con actividad anti-IFN-1 e inmobilizadas sobre
placas. Posteriormente el rhIFN-B1 es reconocido por Igs presentes en el suero de

conejo 2. Estas, a su vez reaccionardn con un segundo Ab conjugado con una enzima,
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que catalizard, a posteriori, la transformacién de su sustrato incoloro en una sustancia
coloreada.

Se procesaron el estdndar y los controles por duplicado, de acuerdo con la
siguiente metodologia:

1- Sensibilizacién: placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
fueron sensibilizadas con 100 pl/pozo de Igs murinas purificadas
desde ascitis 2C12 0,5 pg/ml (50 ng/pozo) diluida en solucién de
sensibilizacion. Se incub6é durante 1h a 37 °C y toda la noche a

4°C.
2- Bloqueo: los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
200 pl/pozo de solucién de bloqueo. Se incubé durante 1 h a 37 °C.
3- Primera incubaciéon: se agregaron 100 ul/pozo rhIFN-B1b

(Betaferon), desde 2,000 hasta 0,002 pg/ml, realizando sucesivas
diluciones al medio en solucién diluyente. Se incub6 durante 1 h a

37 °C.

4- Segunda incubacién: se agregaron 100 ul/pozo de suero de conejo
diluido en solucién diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

5- Tercera incubacién: se agregaron 100 ul/pozo de Ab de cabra

anti-Ig de conejo conjugados con la enzima peroxidasa en solucién
diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

6- Reaccién reveladora: se repitid el procedimiento indicado en
10.2.2.
7- Controles: se efectué un control negativo, incubando en ausencia

de Ag soluble. Para ello, durante la primera incubacién se
adicionaron 100 pl de solucién diluyente en lugar de Ag,
continuando posteriormente con las siguientes etapas del ensayo.

8- Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
correspondientes concentraciones de rhIFN-f1 en escala
logaritmica.

Todas las incubaciones se realizaron en cAmara humeda. Después de cada etapa
se realizaron seis lavados con solucién de lavado.

10.4.3. ELISA de competicion empleando inmunoglobulinas de conejo y un
anticuerpo monoclonal

En este ensayo se emplean Igs de conejo purificadas a partir de suero e Igs
murinas purificadas a partir de ascitis 2C12, ambas con actividad anti-IFN-p1. Este
ELISA se basa en la competicion por el rhIFN-B1 entre Igs de conejo inmobilizadas
sobre placas e Igs murinas presentes en forma soluble. Estas tltimas, a su vez
reaccionaran con un segundo Ab conjugado con una enzima, que catalizara, a posteriori,
la transformaciéon de su sustrato incoloro en una sustancia coloreada. Bajo este
principio se puede determinar la concentraciéon del Ag en muestras complejas con alta
sensibilidad y especificidad.

Se procesaron el estdndar, los controles y las muestras por duplicado, de
acuerdo con la siguiente metodologia:
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1-

Sensibilizacion: placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano
fueron sensibilizadas con 100 pl/pozo de Igs de conejo purificadas
desde el suero 0,5 pg/ml (50 ng/pozo) diluida en solucién de
sensibilizaciéon. Se incub6é durante 1h a 37 °C y toda la noche a
4°C.

Bloqueo: los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados con
200 pl/pozo de solucién de bloqueo. Se incubé durante 1 h a 37 °C.
Primera incubacién: se agregaron 50 pul/pozo rhIFN-B1b
(Betaferon), desde 2,000 hasta 0,002 pg/ml, realizando sucesivas
diluciones al medio.

Las muestras se ensayaron en diferentes concentraciones,
realizando diluciones seriadas al medio, de manera de poder
compararlas con el estandar en el rango de linealidad de la curva,
agregando 50 ul/pozo.

En el mismo momento, se agregaron 50 pl/pozo de Igs murinas
purificadas desde la ascitis 2C12 2 ng/ml (0,2 ug/pozo).

Todas las diluciones fueron realizadas en solucién diluyente. Se
incub6 durante 2 h a 37 °C.

Segunda incubacién: se agregaron 100 ul/pozo de Ab de conejo
anti-Ig murinas conjugada con la enzima peroxidasa en solucion
diluyente. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Reaccién reveladora: comprende la reacciéon enzimaética reveladora
empleando como sustrato H>O, 0,015 vol diluida en solucién de
revelado con el agregado de OPD en una concentraciéon de
0,5 mg/ml. La incubacién se realizé en oscuridad a temperatura
ambiente durante 15 min, para finalmente detener la reaccion
enzimatica con el agregado 50 ul/pozo de 2 N HxSO4. La lectura
del color generado se efectué a DO 492 nm en un lector de placas
de microtitulacion.

Controles: se efectué un control negativo, incubando en ausencia
de Ag soluble. Para ello, durante la primera incubacién se
adicionaron 50 pl de solucién diluyente en lugar de Ag,
continuando posteriormente con las siguientes etapas del ensayo.
Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
correspondientes concentraciones de rhIFN-f1 y las diluciones, en
escala logaritmica para el estdndar y las muestras respectivamente.
Comparando la curva de cada muestra con la correspondiente
curva estindar, se determinaron las concentraciones de las
muestras.

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

se realizaron seis lavados con soluciéon de lavado.

10.5.

Inmunodot

La técnica de inmunodot constituye un método rapido para la identificacién de

lineas celulares productoras de rhIFN-pla. Permite estimar la concentracién de la

proteina presente en los sobrenadantes de los cultivos, por comparacién visual del

color originado por la muestra y el color producido por testigos de concentraciones
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conocidas. Se basa en el reconocimiento inmunolégico del antigeno (proteina de
interés), adsorbido sobre membranas de nitrocelulosa, por parte de Ab especificos.
Estos, a su vez reaccionardn con un segundo Ab conjugado con una enzima, que
catalizard, a posteriori, la transformacion de su sustrato incoloro en una sustancia
coloreada.

Para ello, 40 pl de muestra se adsorbieron sobre papel de nitrocelulosa (BioRad,
EE.UU.), utilizando un Hybridot (BioRad). Posteriormente se efectuaron los siguientes

pasos:

1- Bloqueo: los sitios de papel de nitrocelulosa sin proteinas
adsorbidas fueron bloqueados por inmersiéon del papel de
nitrocelulosa en soluciéon de 1% P/V BSA disuelta en solucién
salina de tris (TBS) (0,05 M Tris, 0,015 M NaCl, pH 7,5), durante
1 h, con agitacion.

2- Primera reaccién inmunoespecifica: se sumergié el papel de
nitrocelulosa en wuna solucién de ascitis 2C12, diluida en
0,1% P/V BSA en TBS (soluciéon diluyente de inmunodot). Se
incub6 durante 1 h con agitacion.

3- Segunda reaccién inmunoespecifica: se llevé a cabo sumergiendo
el papel de nitrocelulosa en una solucién de Ab de conejo anti-Ig
murinas conjugado con peroxidasa diluido en solucién diluyente
de inmunodot. Se incub6 durante 1 h en agitacion.

4- Revelado: se emplearon dos soluciones preparadas en el momento,
mezclandolas inmediatamente antes de su uso.

a) solucién de H>O; 0,15 vol en TBS.
b) solucién de 0,25 % P/V a-cloronaftol en metanol.

Luego de cada etapa se efectuaron tres lavados. Cada lavado consistié en
sumergir el papel de nitrocelulosa en solucién de TBS, durante 3 min, con agitacion.

Como patrén se empled Betaferon, diluido en solucién diluyente de inmunodot,
en un rango de concentraciones desde 2,500 hasta 0,001 ng/ml, en diluciones sucesivas

al medio. Como control negativo se emple6 solucion diluyente de inmunodot.

10.6. Valoracion de la actividad bioldgica in vitro

La valoraciéon de la actividad biolégica de una citoquina puede realizarse
empleando diferentes métodos, pero todos ellos se fundamentan en la capacidad de la
proteina para inducir alguna actividad cuantificable en células o tejidos (Wadhwa y
col., 1996).

En la actualidad es muy raro que se determine la actividad biolégica in vivo, ya
que el desarrollo de lineas celulares que responden a una determinada citoquina
constituyé un avance importante en la provision de material para realizar los
bioensayos. Lineas celulares, humanas o murinas, pueden depender de la presencia de
una citoquina para su crecimiento y usualmente son inmortales, constituyendo esto

una fuente homogénea de células que pueden distribuirse de laboratorio a laboratorio.
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Todos los ensayos de actividad antiviral para IFNs cuantifican la actividad
inhibitoria que ejercen estas proteinas sobre la propagacién o replicaciéon viral. El
procedimiento més conveniente y simple es medir la capacidad del IFN para proteger
las células susceptibles del efecto citopatico de virus liticos, para un dado rango de
concentraciones de IFN.

El procedimiento basico consiste en colocar suficiente cantidad de células
sensibles al IFN-P1, en nuestro caso células WISH, de manera que se encuentren en
confluencia, en presencia de diferentes concentraciones de rhIFN-1 que inducen el
estado antiviral, después de lo cual las células son expuestas a un virus citolitico, en
este caso VSV (virus de la estomatitis vesicular), hasta que se observa el maximo efecto
citopatico en las células control (en ausencia de rhIFN-p1). En este momento las células
protegidas con el rhIFN-f1 son coloreadas determinando los niveles del efecto
citopético. La mayoria de los métodos basados en la actividad antiviral, fijan y colorean
las células con colorantes que so6lo o preferencialmente tifien las células vivas.
Usualmente las células adherentes muertas permanecen unidas en el fondo del pozo;
sin embargo, subsecuentes lavados y el procedimiento de coloreado pueden
despegarlas (Meager, 2002).

Luego se grafican curvas dosis-respuesta a partir de las cuales se calcula la
potencia de las preparaciones de rhIFN-B1, en términos de unidades de actividad
antiviral.

El disefio de bioensayos in vitro puede adoptar diferentes formas; sin embargo,
un ensayo de un tnico punto se convierte en una condicién no vélida. Asi, una serie de
mediciones de la muestra que se desea cuantificar, debe ser comparada con una serie
de mediciones de un material de referencia o estindar, observando particular atencién
a la comparacion de las regiones lineales de ambas curvas dosis-respuesta (Mire-Sluis y
col., 1996).

La estimacién de la potencia biolégica de rhIFN-B1 se realiz6 mediante el
ensayo de rectas paralelas, basado en la comparacién de la respuesta de una muestra
con la de un estdndar de referencia. Para ello, se determiné la respuesta del ensayo de
actividad antiviral por triplicado de una serie de diluciones del estandar y de la
muestra. Posteriormente se graficaron las mediciones de absorbancia frente a sus
correspondientes dosis en escala logaritmica. Para este ensayo, la condicién de
similitud entre el estdndar y la muestra requiere que las rectas de ambas preparaciones
sean paralelas, trabajando con aquellas dosis pertenecientes a la region lineal de las
curvas.

Inicialmente se optimizaron las condiciones del bioensayo empleando como
estandar rhIFN-p1b (Betaferon), para la determinacién de la potencia de una muestra
incégnita, variando el tiempo del ensayo entre 24, 48 y 72 h (Rubinstein y col., 1981).

Para el ensayo de 24h, se utiliz6 el medio MEM suplementado con
10% V/V SFB, y se realiz6 de acuerdo con el siguiente protocolo:
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1-

En placas de cultivo de 96 cavidades de fondo plano se colocaron
100 pl/pozo de diluciones sucesivas al medio en medio de cultivo,
realizando por triplicado curvas de:
estandar: desde una concentracion de 48 hasta 0,024 UI/ml.
muestra incognita: en una dilucién conveniente y realizando las
diluciones.
Se realizan por cuadruplicado los siguientes controles:
control de virus: 100 pl de medio, de modo de observar el efecto
del virus sobre las células. Es un control de lisis.
control de células: 100 pl de suspensioén celular, para evaluar la
maxima absorbancia.
La linea celular WISH se cultivé 3 dias antes del ensayo. Cuando la
suspension celular se encontré en fase de crecimiento logaritmico
(3-5.105cél/ml), se cosecharon las células, se contaron y se
resuspendieron de manera tal de alcanzar una densidad celular de
4.105 cél/ml.
Se sembraron 100 pl de la suspension celular (4.10* cél) en cada
cavidad, excepto en el control sin células. Seguidamente se incub6
durante 4 h.
Finalmente se agregaron 50 pl de una dilucién apropiada del virus
VSV en cada cavidad de la placa. Incubando durante 24 h.
Se eliminé el medio de la placa por inversiéon de la misma, se
escurrio y se agregaron 50 ul por pozo de 0,75% P/V cristal violeta
en 40% V/V metanol. Incubando durante 15 min a 37 °C.
Posteriormente, se eliminé el colorante, enjuagando con agua
destilada hasta que el agua eliminada fue limpida, escurriendo
nuevamente.
Se agregaron 250 ul de 20% V/V acido acético en cada cavidad,
homogeneizando para que el color sea uniforme y la lectura del
color generado se efectué a una DO 540 nm en un lector de placas
de microtitulacion.
Se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
correspondientes concentraciones de rhIFN-B1 y diluciones, en
escala logaritmica, para el estindar y las muestras
respectivamente. Comparando la curva de la muestra con la
correspondiente curva estdndar, se determinaron las actividades
de las muestras.

Para los ensayos de 48 y 72h, se utilizo6 el medio MEM suplementado con

2% V/V SFB, y se realiz6 de acuerdo con el siguiente protocolo:

1-

La linea celular WISH se cultivé 3 dias antes del ensayo. Cuando la
suspension celular se encontré en fase de crecimiento logaritmico,
se cosecharon las células, se contaron y se resuspendieron de
manera tal de alcanzar una densidad celular de 2,5.105 cél/ml,
sembrando 100 pl por cavidad (2,5.104 cél) en una placa de cultivo
de 96 pozos. Incubando durante 24 h.

Se eliminé el sobrenadante por inversion de la placa, se escurrié y
se colocaron 100 pul de medio a cada pozo y se agregaron a los
primeros pozos 100 pl del estdandar o de la muestra incognita,
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realizando posteriormente diluciones sucesivas al medio. Se
incub6 durante 6 y 24h para cada uno de los ensayos,
respectivamente.

3- Se realizan por cuadruplicado los mismos controles que fueron
detallados en el paso 2 del ensayo de 24 h.

4- Se volc6 el medio por inversion de la placa y se la lavé dos veces
con 100 ul de medio.

5- Finalmente se agregaron 100 pl de una dilucién apropiada del
virus VSV en cada cavidad de la placa. Incubando durante 24 h.

6- Se repitieron los pasos 6 a 9 del ensayo de 24 h.

10.7. Electroforesis

10.7.1. Electroforesis en geles de agarosa

Para la preparaciéon de buffer Tris base, acido acético y EDTA (TAE), se
disolvieron 242 g de Tris y 19,01 g de EDTA en aproximadamente 800 ml de agua
calidad MilliRo (Millipore). Se adicionaron 57,1 ml de acido acético glacial. Se ajusto el
volumen final a un litro y se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 1 atmésfera.

Para las separaciones de ADN en geles de agarosa se emple6 el sistema
submarino (Ausubel y col., 1987). Para la preparacion del gel, se peso la cantidad de
agarosa adecuada y se disolvié en buffer TAE, adiciondndole bromuro de etidio, a
partir de una solucién de 10 mg/ml hasta una concentracién final de 0,5 pg/ml.

Las muestras de ADN se mezclaron con el buffer de siembra6X
(10% P/V Ficoll 400, 0,25% P/V azul de bromofenol, 0,25% P/V xilen cianol FF,
0,4% P/V orange G, 10 mM Tris/HCl, 50 mM EDTA, pH7,5) y cuidadosamente se
sembraron en cada una de las calles del gel. Se aplicé un voltaje entre 80 y 100 V hasta
que los colorantes del buffer de siembra lograron migrar a lo largo del gel.

Finalmente, el gel fue examinado en luz UV y fotografiado. El fundamento de
la deteccion de los fragmentos de ADN empleando luz UV se basa en que el bromuro
de etidio presenta una estructura planar que al intercalarse entre las bases de las
moléculas de acidos nucleicos, se une y origina 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-naranja).

10.7.2. Electroforesis en geles de bajo punto de fusién

De las diversas técnicas disponibles para recuperar fragmentos de ADN de gran
tamafio desde un gel, se escogi6é aquélla que emplea geles de agarosa de bajo punto de
fusiéon (Metaphor™, EE.UU.).

Los pasos seguidos tanto para la preparacién del gel como para la siembra y
corrida de las muestras fueron similares a los descriptos anteriormente, con la tnica
diferencia de que el voltaje aplicado para lograr la separacién del ADN fue entre 30 y
50 V. Finalizada la separacién electroforética, se observé el gel bajo luz UV y se

procedio al corte del fragmento de ADN de interés.
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Se disolvio el fragmento deseado en H>O en un bafio a 60 °C, realizando luego
tres extracciones alcohdlicas, dos con fenol : cloroformo y una con cloroformo, y la
posterior precipitacion del ADN con isopropanol, resuspendiéndolo finalmente en
H>O. Por dltimo, se determiné la pureza y la concentracion de los fragmentos,

mediante un gel de agarosa.

10.7.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS vy
Western blot para el analisis de proteinas

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) y un
agente reductor de enlaces disulfuro (condiciones desnaturalizantes) se desarrolld
siguiendo esencialmente el método descripto por Laemmli (1970), utilizando para el
armado de los geles el sistema de electroforesis modular vertical
Mini-Protean II (BioRad). Para ello, las muestras se mezclaron con solucién de
50 mM Tris, 2% P/V SDS, 10% V/V glicerol, 5% V/V B-mercaptoetanol,
0,05% P/V azul de bromofenol, pH 6,8 (solucién de preparacién de muestras), en
proporcién 3:1. Las muestras fueron incubadas a 100 °C durante 3 min y aplicadas
sobre el gel de apilamiento, cuya concentracion fue del
5% P/V acrilamida/bisacrilamida. El gel de separacion se polimeriz6 a una
concentracién del 15% P/V acrilamida/bisacrilamida. La corrida electroforética se
llevé a cabo a voltaje constante de 200 V, sumergiendo el médulo en bafio de hielo,
hasta que el frente de corrida alcanzé 0,5 cm del borde inferior del gel.

Luego de la corrida se procedi6 a desmontar el gel y realizar la coloracion
utilizando la técnica de coloraciéon argéntica (Tunon y Johansson, 1984) o se continué
con la técnica de Western blot, para lo cual se empled un protocolo estandar de
transferencia de proteinas utilizando como solucién de transferencia 192 mM glicina en
25 mM Tris, pH 8,3, con el agregado de 20% V/V metanol. La transferencia se realiz6
durante 1h a amperaje constante de 180 mA refrigerando el dispositivo en todo
momento. El éxito de la misma se evalud¢ coloreando la membrana con solucién de
0,25% P/Vrojo Ponceau en 15% V/Vacido acético y 40% V/V metanol.
Posteriormente, se efectu el bloqueo de la membrana y la deteccién inmunoquimica
de rhIFN-B1 segtin se describi6 en la seccién 10.5 o de la siguiente manera, en el caso

de revelar las membranas por quimioluminiscencia:

1- Bloqueo: los sitios de papel de nitrocelulosa sin proteinas
adsorbidas fueron bloqueados por inmersiéon del papel de
nitrocelulosa en soluciéon de 5% P/V leche descremada disuelta en
TBS, durante 1 h, con agitacion.

2- Primera reaccién inmunoespecifica: se sumergié el papel de
nitrocelulosa en wuna solucién de ascitis 2C12, diluida en
0,5% P/V leche descremada en TBS (solucién diluyente de Western
blot). Se incub6 durante 1 h con agitacion.

3- Segunda reaccién inmunoespecifica: se llevé a cabo sumergiendo
el papel de nitrocelulosa en una solucién de Ab de conejo anti-Ig
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murinas conjugado con peroxidasa diluido en solucién diluyente
de Western blot. Se incub6 durante 1 h en agitacion.

4- Revelado: se emple6 el kit de quimioluminiscencia ECL™ Western
Blotting Analyisis System (Amersham Bosciences, Inglaterra)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego de incubar las
membranas durante 5 min a temperatura ambiente, se retir6 el
exceso de reactivo y se colocaron en un soporte de nylon sellando
los extremos para evitar el contacto del sustrato con la pelicula
reveladora. Finalmente las membranas fueron expuestas a una
pelicula fotografica Kodak Biomax XAR Film (Kodak, EE.UU.)
durante diferentes tiempos de manera de lograr la méaxima
resolucion con un buen contraste entre la  sefal
quimioluminiscente y el fondo. La exposicién de las membranas a
la pelicula fotografica se efectué en cuarto oscuro, provisto de una
lampara roja de 15 W. El revelado de la pelicula fotografica se
efectué en forma manual empleando el método convencional de
revelado (Revelador y Reforzador GBX, Kodak, Brasil) y fijacién
(Fijador grafico LITH, AGFA, Argentina).

Luego de cada etapa se efectuaron tres lavados. Cada lavado consistié en
sumergir el papel de nitrocelulosa en solucién de 0,05% V/V Tween 20 en TBS, durante

5 min, con agitacion.

11. Construccion de vectores de expresion eucariota

11.1. 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 la reaccion se dejé transcurrir durante 2 h a 37 °C, empledndose de
1 a5 U de enzima por cada pg de ADN.

Después de las digestiones enzimaticas, los fragmentos de hasta 1.000 pb se
purificaron desde geles de agarosa utilizando un kit de purificacion (GFXTM PCR
DNA and Gel Band, Amersham Pharmacia Biotech Inc) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En el caso de tener fragmentos de un tamafo superior, se purificaron desde

geles de agarosa de bajo punto de fusion.

11.2. Ligaciones de ADN

Para las reacciones de ligacion se utiliz6 una relacién 3 inserto : 1 pldsmido en
un volumen de reaccion de 20 pl, en presencia de la enzima T4 DNA Ligasa
(Invitrogen, EE.UU.), segtn el protocolo indicado por el proveedor, incubando toda la
noche a 24 °C.

45



MATERIALES Y METODOS

11.3. Subclonado del gen de hIFN-f1 en diferentes vectores

11.3.1. Obtencién de la region codificante de hIFN-f1

Se realizé la extraccion de ADN gendémico a partir de células de sangre
periférica. Para ello se recolectaron 20 ml de sangre fresca en tubos conteniendo 3,5 ml
de anticuagulante (0,48% P/V acido citrico, 1,32% P/V citrato de sodio,
1,47% P/V glucosa), se centrifugdé a 1.300 g durante 15 min, descartando el plasma
sobrenadante. Se transfirié la capa de la interfase a un nuevo tubo, centrifugando
nuevamente. Se resuspendieron las células en 3ml de solucién de extraccion
(10 mM Tris-HC1 pHS8, 01MEDTA pHS8, 20pg/ml RNAsa pancreatica,
0,5% V/V SDS), incubando durante 2 h a 37 °C. Se agreg6 proteinasa K de manera tal
de obtener una concentracion final de 100 pg/ml, incubando 1h a 50 °C y agitando
periédicamente para fragmentar la cromatina. Se realizaron diferentes extracciones
alcoholicas con fenol, fenol : cloroformo y cloroformo, sucesivamente. Se precipit6 el
ADN con 5M AcNH; y etanol incubando toda la noche a 4°C. Se centrifugé a
5.000 rpm durante 10 min a 4 °C, lavando y resuspendiendo el precipitado en 1 ml de
HoO estéril. Se determindé la concentracion del ADN molde por el método
espéctrofotométrico, teniendo en cuenta que una unidad de DO a 260 nm corresponde
a 50 pg/ml de ADN doble hebra (Sambrook y col., 1989c¢).

Para realizar las reacciones de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) que
permitan la amplificacién del gen de hIFN-f1, se utilizaron los siguientes primers como
forward (Fw) y reverse (Rv), respectivamente: 5-ATGACCAACAAGTGTCTCCTCCAA-3 y
5-TCAGTTTCGGAGGTAACCTGTAAG-3, en un termociclador (Biometra, Alemania) en
el cual el ADN molde fue sometido a 40 ciclos consistentes en desnaturalizacion a 94 °C
durante 1 min, hibridacién a 64 °C durante 30 seg y extensién a 72 °C durante 1 min.

Los amplicones fueron analizados en un gel de agarosa y purificados utilizando
un kit de purificacion, determinando la pureza y la concentracion de cada fragmento
en un gel de agarosa. Luego se agregaron dATP en los extremos 3" de lo fragmentos, de
manera tal de permitir su posterior insercién en el plasmido pGEM-T Easy.

11.3.2. Construccion de vectores con la secuencia wild type del gen de
hIFN-p1
11.3.2.1. Vector pGEM-T Easy-IFN-f1

Los productos de PCR fueron clonados en el plasmido pGEM-T Easy.
Después de realizar la transformacién bacteriana, se seleccionaron clones

verificando la orientacién del inserto por restriccion, con la enzima Pstl.
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IFN-beta

El vector pGEM-T Easy IFN-p1 posee un origen de

. ., . ., 1 ori LacZ
replicacién bacteriana, una region del fago f1, que

permite su amplificaciéon en E. coli y el gen que

codifica para resistencia a ampicilina para su
pGEM-T Easy IFN-beta
3581 bp

seleccidn en estas células.
Contiene ademadas secuencias que permiten Ia

seleccion de bacterias blancas o azules, en presencia Amp

de X-gal, segin posean o no el gen de hIFN-f1
(Fig. 6).

Fig. 6. Plasmido pGEM-T Easy-IFN-f1.

11.3.2.2. Vector pCIneo-IFN-1

Se digiri6 el plasmido pClneo con la enzima EcoRI y se desfosforil6 utilizando
para ello fosfatasa alcalina de intestino de ternero (CIAP, Gibco BRL), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Por altimo, se purificé con una extracciéon alcohélica con
fenol : cloroformo, se precipité con isopropanol y se determiné la concentracién en un
gel de agarosa.

Se efectud la ligaciéon del plasmido digerido y desfosforilado y del inserto
derivado del vector pGEM-T Easy-IFN-B1 escindido también con EcoRI.

Después de realizar la transformacion bacteriana, se seleccionaron y
amplificaron clones bacterianos verificando la presencia del inserto por restricciéon con
la enzima EcoRI. Posteriormente, se determiné cudles de los clones poseian el gen de

hIFN-B1 en la orientaciéon correcta, mediante una transfeccion transiente de células

CHO.K1 y posterior screening de los sobrenadantes utilizando la técnica de inmunodot.

Se realiz6 el secuenciamiento automatico de la construccién seleccionada para

confirmar la
pClneo-IFN-B1.

El vector pClneo-IFN-p1 posee un origen de
replicacién bacteriana, una region del fago f1,
que permite su amplificacién en E. coli y el gen
que codifica para resistencia a ampicilina para
su seleccion en estas células.

Contiene ademds secuencias que permiten su
expresion en eucariotas, como el
promotor/enhancer CMV, un intrén quimérico
compuesto por el sitio 5" de splicing del intrén de
la BGH vy el sitio 3" de splicing del intrén de la
IgG, la sefial tardia de poliA del SV40, el gen de
la enzima neomicina fosfotransferasa y el de

hIFN-g1 (Fig. 7).

AmpR

Poly Aden signal

identidad de la secuencia clonada en el vector denominado

CMV enh
CMV

chimeric intron
~ Xhol (1092)
EcoRI (1100)

T7 promoter

pCl-neo-IFN beta
6062 bp

IFN Beta
ECoRI (1684)

by

T3 promoter
Sall (1711)
SV40 late polyadenylation signi

PHAGE F1

SV40 enh/prom

Fig. 7. Plasmido pCIneo-IFN-$1.
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11.3.2.3. Vector pKG4 -IFN-$1

Se realiz6 una estrategia de subclonado de manera tal de colocar el gen de
hIFN-B1 en forma adyacente a sitios de restriccion presentes también en el vector
pKG4, siguiendo los pasos detallados en la Fig. 8, debido a que no habia digestiones
posibles que permitieran el clonado directo desde el vector pPGEM-T Easy —IFN-B1.

Se efectud entonces la ligaciéon del plasmido pGEM -3Zf(+) digerido con las
enzimas Sall y Sphl y del inserto derivado del vector pPGEM-T Easy-IFN-B1 cortado con
las mismas enzimas, obteniendo el vector pPGEM-3Zf(+)-IFN-f1.

Posteriormente se realiz¢ la ligacién del vector pKG4 digerido con las enzimas
Hindlll y BamHI y del inserto proveniente del plasmido pGEM-3Zf(+)-IFN-B1 cortado

con las mismas enzimas.

ori Sphl ori BamHI

— — Sall

hIFN-B

Sall Sphl
HindIIl
Amp’ Ampr
ori BamHI ori HindIIl
—— -
hIFN-B
Sphl BamHI

Hindlll

—
! 1

ori HindIll

hIFN-B

BamHI
pKG4-IFN-8

Ampr

Fig. 8. Estrategia de clonado del gen de hIFN-B1a en el vector pKG4.
El gen se escindi6 desde el plasmido pGEM-T Easy-IFN-Bla por la digestion con las
enzimas Sphl y Sall, subclonandolo en el plasmido pGEM-3Zf(+), dando origen al
vector pGEM-3Zf(+)-IFN-pfla. Posteriormente, se escindié por digestion con las
enzimas BamHI y Hindlll, subclondndolo finalmente en el plasmido pKG4 digerido
con las mismas enzimas, dando origen al vector pKG4-IFN-B1a.
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Se realiz6 el secuenciamiento automatico de la construccion obtenida para

confirmar la identidad de la secuencia clonada en el vector pKG4-IFN-p1.

SV40 Early Promoter
TATA signal
EcoRlI (384)

IFN beta
N \EpoRl (968)
Sall (988)
Xhol (1005)

El vector pKG4-IFN-p1 posee el origen de ORI

replicacién bacteriana del plasmido pBR322, que
permite su amplificacién en E. coli y el gen que

codifica para resistencia a ampicilina para su

pKG4 IFN beta
6460 bp

seleccién en bacterias. AR

Tiene ademds secuencias que permiten su
expresién en eucariotas, como el promotor EeoR1(1519)
temprano del SV40, el gen de la enzima ecori(iss
neomicina fosfotransferasa y el de hIFN-p1 TicNeoR

(Fig. 9). Fig. 9. Plasmido pKG4-IFN-81.

11.3.24. Vector pcDNA-IFN-f1

El plasmido pcDNA-IFN-f1 fue cedido gentilmente por el Dr. Jorge Zorzépulos
de la Fundacion Pablo Cassara.
Se realiz6 el secuenciamiento automatico de la construccion para confirmar la

identidad de la secuencia clonada.

Sall (5597)
bla prom Sall (33)

El vector pcDNA-IFN-p1 posee un origen de

T7
»—_ Xhol (922)
EcorV (947)
ECoRI (955)
IFN Beta
EcoRI (1539)
BGH pA

replicacién bacteriana del plasmido pUC, que
permite su amplificacion en E. coli, asi como el gen
que codifica para resistencia a ampicilina para su
seleccion en bacterias. pUC ori
Tiene ademds secuencias que permiten su

expresion en eucariotas, como el promotor de CMV,

la sefial de poliA de la BGH, el gen de resistencia a sall (3409
SV40 pA

zeocina y el de hIFN-p1 (Fig. 10). Zeocin svaoori

EM7 promoter

Fig. 10. Plasmido pcDNA-IFN-$1.

11.3.2.5. Vector p91023-IFN-$1

Se digiri6 el plasmido p91023 con la enzima EcoRI y se desfosforild;
posteriormente, se purific6 con una extracciéon alcoholica con fenol : cloroformo, se
precipit6 con isopropanol y se determiné la concentracion en un gel de agarosa.

Se efectué la ligaciéon del vector digerido y del gen derivado del vector
pClneo-IFN-B1 escindido con la misma enzima.

Se seleccionaron y amplificaron clones bacterianos, determinando cuales de
ellos poseian el gen de hIFN-f1 orientado correctamente mediante la técnica de PCR,
utilizando un primer Fw que hibrida con una regiéon perteneciente al plasmido
(5’-TCTCCACAGGTGTCCACTCC-3") y el primer Rv del gen de hIFN-f1.
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Se realiz6 el secuenciamiento automatico de la construccion obtenida para

confirmar la identidad de la secuencia clonada en el vector p91023-IFN-1.

El vector p91023-IFN-p1 posee el origen de replicacién vao Origin ™
Xhol — \

VA Gt
bacteriana del plasmido pBR322, que permite su B
Ad MLP

propagacion en E. coli y el gen de resistencia a la
tetraciclina, para su seleccién en dichas células. Triparite leader TelR

Intron
Contiene secuencias reguladoras eucariéticas, como Eo R

origen y enhancer del SV40, principal promotor tardio PO1023 [F\-beta
de adenovirus (Ad MLP) acoplado a un ADN copia IPNbeta
(ADNCc) del lider tripartito de Ad, un intrén hibrido

consistente de un sitio 5" de splicing del primer exén

pBR322 ori

del lider tripartito y el sitio 3" de splicing de un gen de DHFR
SV40 Poly(A)

Fig. 11. Plasmido p91023-IFN-B1.

Ig de ratén, la senal temprana de poliA del SV40, la
region de los genes VA Iy VA II de Ad, los genes de
dhfr y de hIFN-p1 (Fig. 11).

11.3.2.6. Vector pzc-IFN-B1

Con el fin de obtener un plasmido que posea un promotor fuerte como es el del
CMYV junto a su secuencia enhancer, presente en el vector pClneo, y una cola de poliA
muy estable como la de BGH, presente en el vector pcDNA3.1(-), se construy6é un
nuevo vector denominado pzc-IFN-p1.

El gen de hIFN-B1 junto a la regiéon promotora se obtuvieron mediante
digestion del plasmido pClneo-IFN-B1 con las enzimas BgIIl y Kpnl, lo que permitié
posteriormente insertarlo en el plasmido de expresién pcDNA3.1(-) linealizado con las
mismas enzimas.

Se seleccionaron y amplificaron clones bacterianos verificando la presencia del
inserto por restriccién, con la enzima EcoRI.

Se realiz6 el secuenciamiento automatico de la construccion obtenida para

confirmar la identidad de la secuencia clonada en el vector pzc-IFN-f31.

bla promoter i
P & CMV enhancer

El vector pzc-IFN-p1 posee un origen de replicacién -

bacteriano del plasmido pUC, que permite su MY promater

Chimeric intron

amplificacién en E. coli, asi como el gen que codifica
EcoRI
promoter

para resistencia a ampicilina para su seleccién en

bacterias. pze IFN-beta FNbeta

. 2 . . .. puC ori
Tiene ademads secuencias que permlten Su expresion en
EcoRI
Kpnl

eucariotas, como el promotor/enhancer CMV, un intrén seton

quimérico compuesto por el sitio 5 de splicing del

SV40 pA
intrén de la BGH y el sitio 3" de splicing del intrén de la " oo 1
SV40 ori

IgG, la sefial de poliA de BGH, el gen de resistencia a
zeocina y el de hIFN-p1 (Fig. 12).

EM7 promoter

Fig. 12. Plasmido pzc-IFN-B1.
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11.4. Amplificacién de ADN plasmidico

11.4.1. Preparacion de bacterias competentes

La mayoria de los métodos para transformar bacterias estdn basados en las
observaciones de Mandel e Higa (1970), los cuales demostraron que las bacterias
tratadas con soluciones de CaCl frias y seguidamente de 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.

Para la preparaciéon de las bacterias competentes se realizé una estria con
E. coli DH5aF’1q, sobre una placa de LB-agar. Se cultivé durante toda la noche a 37 °C.
De las colonias desarrolladas se tomé una y se inocul6 en 3 ml de medio LB, incubando
toda la noche a 37 °C. Luego se repico el cultivo, en una dilucién 1/100 en medio LB, y
se incubd a 37 °C, hasta alcanzar una DO 550 nm de 0,48.

Posteriormente, se incubé durante 5 min en bafio de hielo y se centrifugé a
4.000 rpm durante 5min a 4°C, en una centrifuga Eppendorf 5403. Se eliminé el
sobrenadante y se dej6 escurrir en posiciéon invertida. Se resuspendieron luego las
bacterias en 20 ml de la solucién de transformacion I fria (30 mM KAc, 100 mM KC],
10 mM CaCl,, 50 mM MnCl y 15% V/V glicerol, pH 5,8, esterilizada con filtro de
0,2 pm). Se incub6é durante 10 min en bafio de hielo. Luego se centrifugé a 5.000 rpm
durante 1 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante, resuspendiendo las bacterias en 2 ml
de la solucién de transformacién II (10 mM MOPS, 10 mM KCl, 75 mM CaCl, y
15% V/V glicerol, pH 6,5, esterilizada con filtro de 0,2 um). Aquellas bacterias que no
se emplearon inmediatamente para la transformaciéon fueron conservadas a -70 °C

hasta su utilizacién.

11.4.2. Transformacion bacteriana

Para la transformacion bacteriana se descongelaron 100 pul de células
competentes y se mezclaron con 10 pl del producto de ligacién, incubando durante
30 min en bafio de hielo, luego en bafio a 42 °C durante 70 seg, y por dltimo, durante
2 min en bafio de hielo.

Se agreg6 medio LB y se incub6 durante 1 h a 37 °C. Finalmente, se plaquearon
las bacterias en LB-agar con el antibiético correspondiente, de modo tal de seleccionar

las bacterias transformadas.

11.4.3. Extraccion plasmidica

Con el fin de obtener concentraciones suficientes de los plasmidos a partir de
bacterias transformadas para corroborar la presencia y la orientaciéon del gen de

hIFN-B1, se realizd una extraccién plasmidica en pequefia escala. Para lo que se
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inocul6 el clon bacteriano a analizar en 10 ml de medio LB con el antibiético
correspondiente, incubando toda la noche a 37 °C. Se fracciond el cultivo en tubos
eppendorf, centrifugando a 5.000 rpm durante 10 min. Se resuspendio el pellet obtenido
en 100 pl de solucién I (25 mM Tris, 10 mM EDTA, 50 mM glucosa), incubando 5 min a
temperatura ambiente. Se adicionaron 200 ul de soluciéon II (0,2 N NaOH vy
1% V/V SDS), incubando 5 min a 4 °C. Se agregaron 150 pl de solucién III (3 M K* y
5M Ac), incubando 10 min a 4 °C, centrifugando luego a 13.000 rpm durante 5 min. Se
tomo el sobrenadante, realizdndole una extraccién alcohélica con fenol : cloroformo, y
otra posterior, con cloroformo, centrifugando en ambos casos a 13.000 rpm durante
10 min, conservando siempre la fase acuosa. Por dltimo se precipité el ADN con
isopropanol incubando 10 min a -20 °C, centrifugando a 13.000 rpm durante 15 min. Se
lav6 el precipitado con etanol, resuspendiéndolo en 20 ul de H>O.

Con el fin de obtener concentraciones suficientes de los plasmidos a partir de
bacterias transformadas, para ser utilizados durante las transfecciones, se realiz6é una
extraccion plasmidica en escala intermedia, utilizando el kit Wizard SV 96 Plasmid
DNA Purification Kits (Promega, EE.UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante.

En ambos casos, se observé la integridad, la concentracién de los pldsmidos y
las posibles contaminaciones presentes, mediante electroforesis en gel de agarosa.

12. Transfecciones de lineas celulares eucariotas

12.1. Protocolo general para optimizar las condiciones de lipofeccion

Con el objetivo de optimizar las condiciones en las cuales usar cada lipido para
obtener la mayor eficiencia de transfeccion para las distintas lineas celulares, se trabaj6
con un conjunto de lipidos catiénicos: Lipofectin (Gibco), Lipofect AMINE (Gibco),
Lipofect AMINE 2000 (Invitrogen), LipofectAMINE Plus (Gibco), CellFECTIN (Gibco),
DMRIE-C (Gibco) y DOTAP (Roche, Suiza), y ADN plasmidico pCMV.SPORT-f-gal
(Gibco) (Fig. 13), que contiene el gen reportero de la B-gal. Después de realizada la
transfeccion se efectud la coloraciéon in situ de la actividad B-gal de acuerdo con una
combinacion de las técnicas descriptas por Sanes y col. (1986) y Coonrod y col. (1997).

SV40 intron
and polyadenylation T7
signal _~" promoter

1 intergenic
region

incA

Ap' pCMV+SPORT-fgal

_B-
7853 bp o

loxP —

CMv SP6
promoter promoter

Fig.13. Plasmido pCMV.SPORT-f—gal.
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El protocolo general para optimizar las condiciones de lipofeccion se detalla a

continuacioén:

1-

12.2.

Se plaquearon aproximadamente 1.105cél/ml en 1 ml de medio A
suplementado con 5% V/V SFB, en pocillos de placas de
24 cavidades. Se incub¢ hasta alcanzar el 60-80% de confluencia,
aproximadamente 24 h después.

Se realiz6 el lavado de las células con 1 ml de medio A.

Se prepararon los complejos lipido-ADN, de la siguiente manera:
se mezcl¢ el lipido seleccionado con medio A, dejandolo 30 min en
reposo a temperatura ambiente para que se formen los liposomas
y, por otro lado, se diluy6 el ADN con medio A. En el caso de
utilizar el reactivo Plus, se realizé su mezcla con el ADN en este
momento.

Luego se mezclaron las dos soluciones y se incubaron durante
15 min a temperatura ambiente para que se formen los complejos.
Se retir6 la soluciéon de lavado de los cultivos y se agregaron los
complejos, incubando durante 4 h.

Se retir6 el sobrenadante de las placas de cultivo y se agreg6 1 ml
de medio A suplementado con 5% V/V SFB, incubando durante
24 h.

Se retir6 el sobrenadante de los cultivos y se lavaron las células
con 1 ml de PBS. Se fijaron las células con 0,5 ml de la solucién
fijadora (5% V/V formaldehido en PBS) durante 5min a
temperatura ambiente. Se lavaron las células 2 veces con 1 ml de
PBS. Se agregaron 0,5 ml de la solucién de sustrato/tefiido [20 ml
solucion de tefiido (5 mM KsFe(CN)s, 5 mM KyFe(CN)6.3HO y
2 mM MgClL.6H20O, en PBS), 1ml solucién  sustrato
(20 mg/ml X-gal, en dimetilformamida)], preparada en el
momento, incubando durante 24 h.

Se descart6 el sobrenadante y se lavaron las células 2 veces con
1 ml de PBS.

El porcentaje de células transfectadas se determiné por el recuento
de las células totales y azules (transfectadas en forma transitoria
con el plasmido pCMV.SPORT-B-gal) en un determinado ntmero
de campos.

Obtencion de lineas celulares recombinantes

Con el fin de obtener lineas celulares productoras de rhIFN-B1a, se efectud la

transfecciéon de las distintas lineas celulares con vectores de expresion, utilizando el

método de lipofeccién. Se ensayaron concentraciones variables de los vectores antes

descriptos y de los lipidos catidnicos, segin los resultados obtenidos durante las

experiencias de optimizacioén de las condiciones de lipofeccion.

A continuacion se detallan los ensayos realizados.

1-

Se plaquearon aproximadamente 1.105cél/ml en 1 ml de medio A
suplementado con 5% V/V SFB, en pocillos de placas de
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24 cavidades. Se incubd hasta alcanzar el 60-80% de confluencia,
aproximadamente 24 h después.

2- Se realizd el lavado de las células con 1 ml de medio A.

Se procedi6é a la preparacion de los complejos lipido-ADN, en
medio A, de acuerdo con las concentraciones detalladas en la

Tabla II.

Tabla II.

Descripcion de transfecciones realizadas sobre diferentes lineas
celulares con distintos plasmidos de expresiéon, variando las
condiciones de lipofeccion.

Condicion de transfeccion Linea
Relacion lipido:ADN Lipido ADN celular transfectada
pClneo-IFN-p1
_ DOTAP pKG4-IFN-B1
12 5,7 pg/ml pcDNA-IFN-B1 HEK-293
10 pg/ml
. pClneo-IFN-p1 CHO.K1
11 profeggAM}Ir\In];Z 2000 PKGA-IFN-B1
" HS 4 pg/ml BHK.21
pClneo-IFN-p1 CHO.K1
pKG4-IFN-f1 BHK.21
6 ng/ml COS-7
p91023-IFN-B1 ]
’1 Lipofect AMINE 2000 6 ug/ml CHO dhfr
) 12 ug/ml p91023-1FN-B1
pClneo-IFN-p1
pKG4-IFN-f1 NSO
pzc-IFN-1
6 ug/ml
pClneo-IFN-p1
31 1]?OT}A£1 pKG4-IFN-B1 HEK-293
i 6 pg/ml
51 LipofectAMINE Pcligzoi;?g CHO.K1
: p -JEN-
19 pg/mly Plus 15 pl/ml 4 ug/ml BHK.21
pClneo-IFN-f1 CHOK1
LipofectAMINE 32,2 pug/ml pkG4-IFN-B1
5,2 ug/ml BHK.21
pClneo-IFN-p1 CHO.K1
LipofectAMINE 25 pg/ml pKG4-IFN-f1
BHK.21
6:1 4 ug/ml
pClneo-IFN-p1 CHO.K1
LipofectAMINE 16,6 pg/ml pkG4-TFN-B1
2,6 pg/ml BHK.21
LipofectAMINE pKG4-IFN-B1 COSs-7
16 pg/mly Plus 20 pul/ml 4 pg/ml
. pCI-IEN-f1
81 6 L/lrfr’l‘;fecﬁx%]z el | PKGHIFNp1 CHOK1
pg/mly B 2 ug/ml
pClneo-IFN-f1
101 Lipofect AMINE 2000 pKG4-TFN-p1 CHOKI
’ 55,5 pg/ml pcDNA-IFN-f1
BHK.21
5,2 ng/ml

Las relaciones Lipido : ADN son aproximadas.
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Se retiré el sobrenadante de los cultivos y se agregd la mezcla
lipido-ADN correspondiente. Una solucién sélo con lipido se
utilizé como control de la toxicidad del lipido sobre las células y, a
partir del dia 5, como control de la resistencia natural de las células
ante el antibiético de seleccion. Se incubé durante 4 h y luego se
retir6 el sobrenadante, agregando 1 ml de medio A suplementado
con 5% V/V SFB, incubando durante 48 h.

En el caso de estar realizando una transfecciéon transiente con células COS-7,
pasadas las 48 o 72 h de incubacién post-transfeccién, se retiré el sobrenadante para
realizar el screening. Paralelamente, las células fueron lisadas con una solucién
constituida por 0,1 mM PMSF (fluoruro de fenil-metil-sulfonilo), 300 mM sacarosa,
100 mM KCI, 1 mM EDTA, 10 mM MgCly, 0,1% V/V Tritéon en 50 mM Tris, pH 74,
removiendo los restos celulares por centrifugacion a 1.700 g durante 3 min a 4 °C,
conservando la fraccion intracelular soluble a -20 °C.

En caso contrario, se continu6 con el protocolo.

3- Se realiz6 el recuento celular y se sembraron distintos inéculos
(2.000, 20.000 y 100.000 células) en placas de 60 mm de diametro
(Falcon), con el objeto de obtener cultivos en los que las colonias se
encuentren suficientemente separadas como para realizar el
clonado con anillos. Se incubé durante 24 h.

4- Se descarté el sobrenadante de todas las placas y se inici6 la
presion de seleccién, utilizando medio A suplementado con
5% V /V SFB suplementado con el antibi6tico correspondiente.

Se hicieron recambios del medio de cultivo cada 3 6 4 dias, realizando una
observacion diaria hasta que murieron las células de la placa control.

A continuaciéon, se cosecharon individualmente las colonias de células
resistentes por el método de clonado con anillos o, alternativamente, se coseché la
placa completa en el caso en que las colonias no se encontrasen suficientemente
aisladas. Se sembraron en una placa de 24 cavidades en dos concentraciones distintas:
una mayor en la que se realiz6 el screening de las células productoras de rhIFN-f1a, y
una menor en la que se mantuvieron las células hasta conocer el resultado del
screening.

El screening se realiz6 cuando las células llegaron a confluencia, cambiandoles el
medio por medio fresco durante 24 y 48 h, tomando una alicuota del sobrenadante

para efectuar el inmunodot.

12.3. Seleccion de las células transfectadas

Se determiné la concentraciéon minima del antibidtico que mata a cada una de
las células wild type, para realizar la presion de seleccion que permita la deteccion de
las células transfectadas establemente.

Para ello se sembraron 1.105cél/ml en 2 ml de medio A suplementado con

5% V/V SFB en placas de 12 pozos, variando la concentracion de cada antibiético
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segun las indicaciones del fabricante. Se realizaron cambios de medio de cultivo cada
3 dias y a los 15 dias se determind, por visualizacién de los diferentes pozos, la minima
cantidad del antibidtico que resulta deletérea para las células.

Las células que expresan la enzima APH, son aquéllas que han sido
transfectadas con los plasmidos pCIneo-IFN-B1 y pKG4-IFN-B1, que contienen el gen
de la neomicina fosfotransferasa. Para seleccionarlas se utiliza el antibiético geneticin o
G-418 Sulfato (Gibco).

Las células que expresan la enzima zeocina, son aquéllas que han sido
transfectadas con los plasmidos pcDNA-IFN-f1y pzc-IFN-$1, que contienen el gen

sh ble. Para seleccionarlas se utiliza el antibiético zeocina (Invitrogen).

12.4. Coamplificacién del gen dhfr

El gen de la DHFR es frecuentemente utilizado como un marcador de selecciéon
recesivo y para la amplificaciéon génica en células dhfr-.

Las células fueron primero seleccionadas para el crecimiento en medio de
cultivo IMDM vy luego se las presioné con MTX para lograr la coamplificacién génica
(Sambrook y col., 1989a) adaptandolas gradualmente al crecimiento en concentraciones
crecientes de MTX: 10, 100 y 500 nM.

Ademas se parti6 de las células adaptadas al crecimiento con 500 nM de MTX y
se determin6 la maxima concentracién de antibiético que resistian las células, como se
describe en la seccién 12.3, realizando la presion de seleccién a esa concentracion.

Las células adaptadas al crecimiento en ausencia o con cada una de las
concentraciones de MTX ensayadas, fueron criopreservadas para su posterior andlisis

en cada una de las condiciones de crecimiento.

13. Clonado de las lineas celulares productoras de rhIFN-pla

Las lineas celulares transfectadas establemente pueden presentar diferentes
niveles de expresion, debido al distinto niimero de copias y a la integracién en un sitio
transcripcionalmente mas o menos activo. Como resultado de una transfeccién se
obtiene un grupo heterogéneo de células en cuanto a sus propiedades de crecimiento,
niveles de expresion y calidad del producto. Por ese motivo, después de transfectar
una linea celular se efecttia el clonado del cultivo, obteniendo asi descendientes de una
misma célula y, por lo tanto, genéticamente iguales.

Hay que destacar, sin embargo, que pueden ocurrir cambios con el tiempo atin
en poblaciones clonadas. Estos cambios pueden ser genéticos y asi irreversibles, o s6lo
una respuesta fenotipica a cambios de condiciones que pueden ser controladas o
revertidas (Hauser, 1997; Mather, 1991).
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13.1. Clonado con anillos

El clonado con anillos se efecttia directamente sobre las placas de 60 mm,
cuando las células han formado colonias, de un tamafio adecuado y lo suficientemente
separadas como para individualizarlas facilmente (Freshney, 1994c).

Se examinaron las placas y se marcaron sobre la parte inferior de la placa de
Petri aquellas colonias que se deseaba repicar. Se retir6 el sobrenadante y se colocé un
anillo de plastico (pasado por vaselina, para lograr su adherencia a la placa) sobre la
marca que circundaba la colonia elegida, presionandolo para lograr una mejor
adhesion. Se adicionaron 50 pul de una solucién de tripsina : EDTA en el interior del
pozo creado. Una vez desprendidas las células, se sembr6 la suspensiéon en una placa
de 24 cavidades en medio suplementado con 5% V/V SFB suplementado con el

antibidtico correspondiente.

13.2. Clonado por dilucién limite

El clonado por el método de dilucién limite (Whitlock y Muller-Sieburg, 1990)
consiste en obtener una suspension celular de manera tal que se encuentre una tnica
célula en un volumen dado de medio de cultivo. El clonado se considera efectivo
cuando se observa crecimiento a lo sumo en el 30% de los pozos sembrados con una
sola célula.

Se realizaron diluciones de la suspensién celular a clonar con el fin de obtener
0,1, 1y 10 cél/pocillo, sembrando 200 ul de suspension celular en placas de 96 pozos de
fondo plano.

Sélo en algunas cavidades, donde se sembraron 0,1 6 1 cél/pocillo, se observé
crecimiento de una colonia, realizando el screening de sus producciones por la técnica
de inmunodot.

Los clones que mostraron mayor produccién de rhIFN-Bla se amplificaron

sucesivamente y criopreservaron.

14. Comparacién de la produccion de formas glicosiladas y no
glicosiladas de rhIFN-fB1a por diferentes lineas celulares

Es sabido que las moléculas de rhIFN-fla producido en diferentes lineas
celulares, como las células CHO, células epiteliales de ratéon C127, células humanas
PC12 y células humanas de adenocarcinoma de pulmén PC8, si bien contienen igual
secuencia de aminoécidos, poseen diferentes estructuras de carbohidratos (Utsumi y
col., 1989; Kagawa y col., 1988).

Con el fin de determinar si todas las lineas celulares disponibles en el
laboratorio producen las mismas proporciones de formas glicosiladas y no glicosiladas
de rhIFN-f1a, se compararon sobrenadantes provenientes de las lineas celulares mas
productoras utilizando la técnica de Western blot.

Ademas, se trataron 40 ul de sobrenadante de cultivo en presencia de PNGasa F
(BioLabs Inc., Inglaterra) segtn las indicaciones del fabricante, realizando
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posteriormente un ensayo de Western blot, para confirmar que las bandas observadas

corresponden a formas glicosiladas y no glicosiladas de rhIFN-p1a.

15. Optimizacién de las condiciones y procedimientos de cultivo de los
clones recombinantes obtenidos

15.1. Adaptacion a diferentes condiciones de cultivo

Con el fin de adaptar los clones recombinantes mas productores a condiciones
de cultivo que permitan su crecimiento con bajas concentraciones de SFB de forma tal
de disminuir los costos de produccién y facilitar la posterior purificacién de la proteina
recombinante, se partid6 de los clones celulares productores CHO pCI 2A51D5,
2A61D7 y 2A6 1G5, creciéndolos en medio A suplementado con 5% V/V SFB y se les
cambi6 el medio por medio A suplementado con 0,1, 1 o 5% V/V SFB, realizando
cambios del medio cada 3 dias durante 1mes. Se realizé6 el screening de las
producciones en cada recambio por la técnica de inmunodot y una vez que los clones se

adaptaron al crecimiento en las nuevas condiciones, se criopreservaron.

15.1.1 Estudio del crecimiento, metabolismo celular y produccion de

rhIFN-B1a en clones celulares establemente transfectados

Para el estudio del crecimiento y monitoreo celular de los clones productores
CHO pCI 2A51D5, 2A61D7 y 2A6 1G5 adaptados al crecimiento en los diferentes
medios, se sembraron placas de 24 cavidades con 5.000 cél/ml en 1 ml de medio A
suplementado con 1 o 5% V/V SFB. Cada dia, durante 12 dias, se hizo el recuento
celular y se cosech¢ el sobrenadante del pocillo correspondiente, con el fin de evaluar
algunos parametros del cultivo, como la concentraciéon de glucosa, lactato, amonio e
rhIFN-fB1a.

15.2. Efecto del butirato de sodio

El NaBu ha sido utilizado con células recombinantes CHO para obtener altos
niveles de expresién de proteinas recombinantes tales como Ab, eritropoyetina (EPO),
activador tisular del plasminégeno (tPA), hormona foliculo estimulante (FSH).
También se observé que inhibe el crecimiento celular e induce la apoptosis (D’Anna y
col., 1980; Palermo y col., 1991; Kim y Lee, 2000; Cheng y col., 2001; Hendrick y col.,
2001; Mimura y col, 2001; Sung y col., 2004).

15.2.1. Produccion del clon CHO pCI 2A5 1D5 en medio A o SMIF-6 ante la
presencia de butirato de sodio

Para evaluar la influencia de diferentes medios de cultivo y/o la presencia de
NaBu en la produccién del clon CHO pCI2A51D5, se partié6 de una monocapa de
células creciendo en una placa de 6pozos con medio A suplementado con
5% V/VSFB, y se le cambi6 el medio por medio A suplementado con 0,1 o
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5% V/V SFB o medio SMIF-6, agregandole ademads, a pozos idénticos, 5 mM NaBu, a
partir de una solucién 500 mM NaBu (Sigma) conservada a -20 °C.
Se incub6é durante 72h, luego se tomoé el sobrenadante y se cuantificé la

concentraciéon de rhIFN-B1a utilizando la técnica de inmunodot.

15.2.2. Produccion de los clones CHO pCI 2A51D5, 2A61D7 y 2A6 1G5 en
medio A suplementado con diferentes concentraciones de suero fetal

bovino y butirato de sodio

Para determinar las condiciones de maxima producciéon de rhIFN-pBla de los
clones CHO pCI 2A51D5, 2A61D7 y 2A6 1G5, se realiz6 un ensayo en el cual se
efectuaron combinaciones de diferentes concentraciones de SFB y NaBu.

Se parti6 de una monocapa de células de cada clon creciendo en placas de
24 cavidades, con medio A suplementado con 5% V/V SFB y se le cambi6 el medio a
cada pozo por medio A suplementado con diferentes cantidades de SFB (sin SFB o 0,1,
05,1y 2% V/VSFB) y NaBu (sin NaBu o 1, 2, 3 y 5 mM NaBu) (Fig. 14). Durante
8 dias, cada 48 h se les reemplazé el medio de cultivo, por el correspondiente medio
fresco y se tomé el sobrenadante cuantificando la concentraciéon de rhIFN-fla

utilizando la técnica de inmunodot.

0-2% V/V SFB

—
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produccién de rhIFN-Bla de los clones CHO pCI 2A5 1D5, 2A6 1D7
y 2A61G5, en presencia de diferentes concentraciones de SFB y
NaBu.

15.3. Efecto del ZnSO,

Los niveles de ARNm en las células son determinados no sélo por la velocidad
de transcripcion, sino también por la velocidad de turnover del ARNm. Se ha
encontrado que el Zn?* tienen un marcado efecto sobre la estabilidad de ARNm que
poseen regiones inestabilizantes (Taylor y Blackshear, 1995) similares a las presentes en
la secuencia del ARNm de IFN-f1.
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15.3.1. Produccion de los clones CHO pCI 2A51D5, 2A6 1D7 y 2A6 1G5 en
presencia de diferentes concentraciones de ZnSO,

Para determinar si la presencia de ZnSOsinfluia en la produccién de rhIFN-fla
de los clones CHO pCI 2A5 1D5, 2A6 1D7 y 2A6 1G5, se partié de una monocapa de
células de cada clon creciendo en placas de 12 pozos, con medio A suplementado con
5% V/VSFB y se les realizé sucesivos recambios con medio A suplementado con
0,5% V/V SFB y sin ZnSO4 o 50, 100, 150 y 200 uM ZnSQOy, a partir de una solucién
500 mM ZnSO; (Sigma) conservada a 4 °C. Durante 3 dias, cada 24 h se les cambi6 el
medio de cultivo, por medio fresco y se tomé el sobrenadante cuantificando la
concentracion de rhIFN-B1a utilizando la técnica de inmunodot.

15.3.2. Produccién de los clones CHO pCI 2A5 1D5, 2A6 1D7 y 2A6 1G5 para
distintos tiempos de recoleccion de sobrenadantes

Para determinar si el tiempo en el que se realizaba la recoleccién de
sobrenadantes influia en la produccién de rhIFN-B1a de los clones CHO pCI 2A5 1D5,
2A61D7 y 2A6 1G5, se partié de una monocapa de células de cada clon creciendo en
placas de 24 pozos, con medio A suplementado con 5% V/V SFB y se les realizd
sucesivos recambios con medio A suplementado con 0,5% V/V SFB y 150 uM ZnSOs.
Durante 2 dias, cada 8, 12 0 24 h, se les cambi6 el medio de cultivo por medio fresco y
se tomo6 el sobrenadante cuantificando la concentraciéon de rhIFN-fla utilizando la
técnica de inmunodot.

15.4. Efecto conjunto del butirato de sodio y del ZnSO,

15.4.1. Produccion de los clones CHO pCI 2A51D5, 2A6 1D7 y 2A6 1G5 en
presencia de butirato de sodio y diferentes concentraciones de ZnSO,

Para determinar si la presencia de NaBu y ZnSO, influian en forma conjunta en
la produccién de rhIFN-Bla de los clones CHO pCI 2A5 1D5, 2A6 1D7 y 2A6 1G5, se
partié de una monocapa de células de cada clon creciendo en placa de 24 pozos, con
medio A suplementado con 5% V/V SFB y se realizaron recambios de medio cada 12,
24, 48, 72, 96 y 120h por el medio A suplementado con las concentraciones
previamente optimizadas de SFB y NaBu para cada clon, y sin ZnSO4 o 50, 100 y
150 uM ZnSO; (Fig.15). A cada tiempo se cambié el medio de cultivo por medio fresco
y se tomo el sobrenadante determinando la presencia de rhIFN-fla, utilizando la

técnica de inmunodot y valoracion de la actividad biolégica in vitro.
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Fig.15. Esquema de ensayo para optimizar las condiciones de maxima produccion de
rhIFN-Bla de los clones CHO pCI2A51D5, 2A61D7 y 2A61G5 con
concentraciones optimizadas SFB y NaBu, ante la presencia de distintas
cantidades de ZnSO,.

Clon

15.5. Produccion del clon CHO pCI2A51D5. Experiencias de pulsos y
descansos

Mimura y col. (2001) pudieron mantener el crecimiento de células CHO
recombinantes durante un mes en presencia de 2 mM NaBu con cambios de medio
cada 24 h.

De igual manera, con el fin de prolongar la producciéon de rhIFN-pla en el
tiempo del clon CHO pCI 2A5 1D5, se realizaron experiencias de pulsos en condiciones
que podrian resultar deletéreas para las células y descansos en condiciones que
resultasen favorables para el crecimiento y mantenimiento celular. Se ensay6 agregar
diferentes aditivos a los cultivos y variar los tiempos de exposicion a ellos al realizar

los pulsos y descansos.

15.5.1. Pulsos en presencia de butirato de sodio

Se realizaron experiencias de pulsos en presencia de NaBu y descansos sin este
aditivo para determinar si este tipo de cultivo permitia prolongar el tiempo de
produccién y la vida de las células.

Partiendo de una monocapa de células del clon CHO pCI 2A5 1D5 creciendo en
placas de 6 pozos con medio A suplementado con 5% V/V SFB, se realizaron pulsos de
48 h con medio A suplementado con 0,5% V/V SFB y 2 mM NaBu, y descansos de 24 h
con medio A suplementado con 1% V/V SFB, en forma alternada durante 14 dias. Para
cada recambio de medio, se tomo el sobrenadante cuantificando la concentracién de

rhIFN-B1la utilizando la técnica de inmunodot.

15.5.2. Variaciones de la duracion de los pulsos y de la concentraciéon de
suero fetal bovino durante los descansos

Para tratar de optimizar la duraciéon de los pulsos y la concentracién de SFB
durante los descansos se realiz6 la siguiente experiencia.

Se parti6 de una monocapa de células del clon CHO pCI 2A5 1D5 creciendo en
placas de 24 pozos con medio suplementado con 5% V/V SEB, posteriormente se
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realizaron pulsos y descansos en las condiciones detalladas en la Tabla III. Durante los
9 dias que durd la experiencia, para cada recambio de medio se cuantifico en el

sobrenadante la concentracién de rhIFN-p1a utilizando la técnica de inmunodot.

Tabla III. Diferentes suplementos del medio A utilizados durante los
ensayos de pulsos y descansos (15.5.2).

.. . Suplemento
Duracién | Medio
SFB (% V/V) | ZnSO4(uM) | NaBu (mM)
B 0,5
g C 0,5 50
- 24-48 h
& D 0,5
E 0,5 50
. F 0.1
2 24h B 0,5
A G 1
15.5.3. Variacion de la duracién de los pulsos y presencia de ZnSO,; durante

los descansos. Evaluacién de la adicién de glicerol.

El Zn?* llevaria a un incremento en el nimero de células a través de la
estimulacién de la division celular y la supresion de la apoptosis (Van Dyk y col.,
2003). Se decidi6 entonces agregar Zn2* con el fin de favorecer el crecimiento y la
recuperacion celular durante los descansos, luego de realizar pulsos con NaBu.

Por otra parte, se ha reportado que el rhIFN-pla, en condiciones fisiolégicas,
rapidamente forma multimeros inactivos (Utsumi y col., 1989). Teniendo en cuenta que
el glicerol estabilizarfa las proteinas en el cultivo, disminuyendo las posibilidades de
agregacion, y, especificamente, que su presencia durante el cultivo de células
recombinantes reduciria la agregacion de rhIFN-pla en un 50 % (Rodriguez y col.,
2005), se suplementaron los medios con glicerol durante el cultivo.

Asimismo, con el objeto de mantener la calidad del cultivo celular con una alta
produccién de proteina recombinante, se analiz6 la posibilidad de reducir el tiempo de
duracién de los pulsos, que pudiesen resultar deletéreos para las células, y se tuvieron
en cuenta los agregados de los aditivos antes mencionados.

Se parti6 de una monocapa de células del clon CHO pCI 2A5 1D5 creciendo en
placas de 24 pozos con medio A suplementado con 5% V/V SFB. Posteriormente se
realizaron pulsos y descansos en las condiciones detalladas en la Tabla IV, en forma
alternada durante 7 dias. Para cada recambio de medio se realizé un recuento celular y
se determiné en el sobrenadante la concentracién de rhIFN-p1a mediante la valoracién
de la actividad biolégica in vitro.

En el ensayo en el que se utilizé glicerol, tanto los pulsos como los descansos
fueron de 24 h.
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Tabla IV. Diferentes suplementos del medio A utilizados durante los ensayos de pulsos y descansos

(15.5.3).
.. . Suplemento
Duracién | Medio
SFB (% V/V) | ZnSO4(uM) | NaBu (mM) glicerol (% V/V)
B 0,5
C 0,5 50
D 0,5
2 E 0,5 50
2 | 1-624 h
£ B’ 0,5 1
C 0,5 50 1
D’ 0,5 1
E 0,5 50 1
1
8 F 1 50
g 24 h
] G 1 1
(=)
F 1 50 1
15.5.4. Presencia de rhEPO durante las experiencias de pulsos y descansos en

condiciones dptimas

Con el fin de mantener la calidad del cultivo celular con una alta produccién de

rhIFN-Bla, se realiz6 una experiencia en la que se agregaron 500 ng/ml de rhEPO
(Zelltek S.A., Argentina) durante los pulsos y descansos. La rhEPO actuaria

manteniendo la viabilidad de algunos tipos celulares inhibiendo el proceso de

apoptosis (Silva y col., 1996; Kumral y col., 2005; Um y Lodish, 2006).

Tabla V. Diferentes suplementos del medio A utilizados durante los ensayos de pulsos y descansos

en presencia de rhEPO (15.5.4).

. . Suplemento
Duracion | Medio
SFB (% V/V) | ZnSO;(uM) | NaBu (mM) | rhEPO (ng/ml)

B 0,5
C 0,5 50
D 0,5 2

3 ih E 0,5 50 2

£ B 0,5 500
C 0,5 50 500
D’ 0,5 2 500
E 0,5 50 2 500

g 24 h G 1

g
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Se parti6 de una monocapa de células del clon CHO pCI 2A5 1D5 creciendo en
placas de 24 pozos con medio A suplementado con 5% V/V SFB. Posteriormente se
realizaron pulsos y descansos en las condiciones detalladas en la Tabla V. Durante cada
recambio de medio se realiz6 un recuento celular y se determiné en el sobrenadante la

concentracion de rhIFN-f1a mediante la valoracién de la actividad biolégica in vitro.
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