UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas

Tesis para la obtencion del Grado Académico de
Doctora en Ciencias Bioldgicas

“Bioterapéuticos de segunda generacion: desarrollo de
versiones mejoradas del IFN-B-1a recombinante humano
mediante reduccion de su inmunogenicidad”

Lic. Sonia Ricotti

Director de Tesis: Dr. Eduardo F. Mufarrege

Co-directora de Tesis: Dra. Marina Etcheverrigaray

Centro Biotecnolégico del Litoral - FBCB - UNL

-2024-






Agradecimientos

A la Universidad Nacional del Litoral y a la Facultad de Bioquimieacja€iBiolégicas, por brindarme la
formacién profesional necesaria para realizar este trabajo, con educaci@alidiad, libre y gratuita.
Agradecida de poder formar parte de la Catedra de Inmunologia basica, apréodionstantemente a
formar a otros, devolviendo de esta manera un poco de todo lo que esttuiéti me brindé.

A CONICET, por financiar mis estudios de doctorado durante estos afios.

A Marina y Ricardo, directivos del Centro Biotecnolégico del Litoral (CBLhaperme dado la
oportunidad de formar parte de este gran equipo, sosteniendo etiecrnento de todos los que lo
formamos, tanto desde el &mbito profesional, con investigacioresltisima calidad, como desde lo
humano y personal. Gracias a todos los integrantes del CBL por haaggatelii¢ trabajo un ambiente
célido para compartir los dias, con experiencias, conocimientos y carifio.

A mi director, Eduardo, no tengo palabras para agradecerte el comprondedligacién con que me
guiaste en todo este proceso. Agradecida por tu sostén, por estar siempreeqecesité, por todo lo
que me ensefiaste y ayudaste, siempre tan profesional y calido conmigo. jGraciaas! graci

A mi co-directora, Marina, nuevamente gracias por confiar en mi para formargielrequipo de trabajo,
por brindarme tu sabiduria a lo largo de toda esta etapa, por tu congpbary palabras calidas en cada
momento dificil, por tu aliento, ayuda y dedicacion.

Estoy convencida que el cierre de esta etapa nunca lo podria lejvadb sola. Gracias Edu y Marina por
incitarme a que la culmine, con tanta ayuda, paciencia y amor.

A Sergio Garay e Ignacio Amadeo, por su ayuda y conocimientos pareaapadear con el desarrollo de
mi trabajo. Siempre tan predispuestos a compartir sus experiencies;er ciencia interdisciplinaria 'y de
calidad.

Muchas gracias a todo el personal de desarrollo de Zeltek, en espadedral y Carlitos, por compartir
sus conocimientos y brindarnos su ayuda con tanta buena predispogitidan humor, ante todo.

Gracias al Doc. del laboratorio, Gustavo, por hacer de las horakhésterio y el trabajo con animales
algo ameno, siempre entre risas y anécdotas. Aprendi muchisimo cgrestsy muy agradecida por eso.

A todo el equipo de BioSynaptica, por confiar en mi para formar parge dquipo y dejarme aprender

tantas cosas nuevas con ustedes. Fueron muy importantes enl#sta etapa de mi paso por el

laboratoria. Gracias Mili y Marcos por tantos conocimientos nuevos brindadoslpapoyo v la calidez

para conmigo siempre. Y especialmente, a Copo y Delfi, hermosoramszn este camino, hermosa la
amistad que generamos, hermoso tenernos.

A Sofi, Fer y Blondi, que me recibieron con los brazos abiertos cuanda ihegunicieron parte de ellas
en un instante y se convirtieron en mis hermanas. Agradecida a esta instancia de farp@gd@nerlas
en mi camino y que formen parte de mi vida para siempre.

A Fran, Lu, Jesu, Javi, Male, Erne, Pablo, Flor, Juli, Copo ylDQgifpcedel labo, mucho mas que
compafieros, amigos para siempre. Juntes hacemos un equipo imb&ibleias por hacer de la ciencia
un lugar de resguardo hermoso. Crecimos un montén, nos apoyamasontdn, compartimos un
monton. Ojala la vida nos cruce mucho mas. Los quiero



Agradecimientos

A mis amigas, mi red de contencidn, mi cotidiano. Gracias por estentarme, obvio siempre con un
brindis, cada avance por mas chiquito que haya sido. La vidastegtes es hermosa, gracias por ser parte
de miy por dejarme ser parte de ustedes.

A mi familia, mam4, Caro, Clara y papa. Ellas son todo, y son tae ihecesito para ser feliz. Todo logro
es pory gracias a ellas. Son mi sostén, son siempre amor. Afortunada de tdreslasmo.



Aportes Cientifico-Tecnolégicos

Ricotti S, Garay AS, Etcheverrigaray M, Amadeo GIl, De Groot AS, Martin W, ME&irege
Development of IFN1a versions with reduced immunogenicity and full in vitro biologicaligctiv
for the treatment of multiple sclerosisClin Immunol. 2023 Dec; 257:109831. doi:
10.1016/j.clim.2023.109831. Epub 2023 Nov 4. PMID: 37931868.

Mufarrege EF, Ricotti S, Etcheverrigaray M, Garay AS, De Groot AS, Martin W. Patente de
invencionVariantes de interferén beta modificado deinmunizaBegistrada en el Instituto

Nacional de Propiedad Intelectual (INPI), Argentina. Solicitud N° 2358219 (26/0)7/2023

Mufarrege EF, Ricotti S, Garay AS, Etcheverrigaray M, De Groot AS, Martin W. Patente de
invencionMODIFIED INTERFERON-BETA-1 HAVING REDUCED IMMUNGRegist@daren

United States Patent and Trademark Office (USPTO), EE.UU. Solicitud N° EPV0053WO
(26/07/2024).



indice

Agradecimientos 3
Aportes Cientifico-Tecnoldgicos 5
indice 6
Abreviaturas y Simbolos 10
Resumen 16
Abstract 17
Introduccion 18
1. PROTEINAS RECOMBINANTES DE USO TERAPEUTICO 18
2. INTERFERONES COMO CITOQUINAS Y BIOTERAPEUTICOS 20
2.1 Clasificacién y nomenclatura de los interferones 21
2.2 Interferones humanos (hIFNSs) tipo | 21
2.3 Sintesis de los hIFNs tipo | 22
2.4 Funciones de los hIFNs tipo | 22
3. IFN- - 26
3.1 Estructura molecular del hIFN- 27
3.2 hIFN--1a como bioterapéutico para la Esclerosis Mdiltiple 28
3.2.1 Patogénesis de la EM 29
3.2.2 Mecanismo de accion del IFN- 31
3.2.3 Inmunogenicidad y efectos adversos asociados a la terapia con rhIEN- 33

4. MECANISMOS ASOCIADOS A LA INMUNOGENIDAD DE PROTEINAS TERAFEUTICAS
4.1 Generacion de ADAs 35

4.2 Via de activacion de linfocitos B dependiente de linfocitos T y generacion de ADAs 36
4.2.1 Internalizacién de las proteinas extracelulares por las CPAs y presentacién antigénica a los

linfocitos T CD%4 37
4.2.2 Activacion de los linfocitos T CD4 40
4.2.3 Activacion T-dependiente de linfocitos B 42

5. METODOS PARA DETERMINAR LA INMUNOGENICIDAD DE PROTEINAS TERAPEUTICAS

- A4
“rar

5.1 Métodos de prediccion de la inmunogenicidad in silico mediante algoritmosutacignalegt5

5.2 Validacion experimental; ensayos in vitro y ex vivo 47
5.2.1 Validacion mediante ensayos in vitro 47

5.2.2 Validacion mediante ensayos ex vivo 47

5.3 Métodos in vivo 49
Objetivos 51
Materiales y Métodos 52

1. DESARROLLO DE VARIANTES DE-INMUNIZADAS D& NFRBDIANTE ALGORITMOS
DE PREDICCION IN SILICO 52

6



indice

2. REACTIVOS Y SOLUCIONES 53
3. LINEAS CELULARES 54
4. MEDIOS DE CULTIVO 54
4.1 Medios de cultivo para células eucariotas 54
4.2 Medios de cultivo para células procariotas 55
5. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 56
5.1 Digestiones enzimaticas 56
5.2 Electroforesis en geles de agarosa 56
5.3 Purificacién de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 57
5.4 Purificacion mediante precipitacion de los fragmentos de ADN digeridos por encrsasclb?
5.5 Reacciones de ligacion de ADN 57
5.6 Preparacion de células competentes 57
5.7 Transformacion de células competentes 58
5.8 Preparacion de ADN plasmidico 59
5.8.1 Minipreparacién 59
5.8.2 Maxipreparacién 59
5.9 Determinacion de la concentracion y pureza del ADN 61
5.10 Construccion de los plasmidos pLV-PLK conteniendo las variantes d&alFN- 61
5.11 Criopreservacion de células bacterianas 63
5.12 Revitalizacion de cepas bacterianas 63
6. TECNICAS DE CULTIVO DE CELULAS ANIMALES 63
6.1 Condiciones de cultivo de células eucariotas 63
6.1.1 Cultivo de células adherentes 64
6.1.2 Cultivo de células en suspensién 64
6.2 Determinacion de la concentracién celular 65
6.3 Criopreservacion de lineas celulares animales 65
6.4 Descongelamiento de lineas celulares animales 66
6.5 Generacion de las lineas celulares productoras de las variantes de 8-N- 66
6.5.1 Produccion de particulas lentivirales mediante transfeccion de células HEK-293T/a6
6.5.2 Transduccion de células CKD- 69
6.6 Presion de seleccion con antibiético de las lineas celulares productoras dedates de IFN-
-la 69
7. PRODUCCION DE LAS VARIANTES DHE#FN- 70
7.1 Cuantificacién de las variantes de IFMNa en sobrenadantes de cultivo mediante ELISA
sandwich 70

8. PURIFICACION DE LAS DIFERENTES VARIANTESIBBIERIANTE
CROMATOGRAFIA DE PSEUDO-AFINIDAD A COLORANTES Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE

ALTA EFICIENCIA (HPLC) 72
8.1 Equipamiento 72
8.2 Cromatografia de pseudo-afinidad a colorantes (Blue-Sepharose) 72

8.2.1 Determinacién de la concentracién y pureza de las variantes delkNwrificadas 73
8.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) 74
8.3.1 Determinacion de la concentracion y pureza de las variantes delgNwurificadas 74
8.4 Concentracion y diafiltracion de las variantes de IAM- 75
8.5 Evaluacion de la concentracion y pureza de las variantes dell&N- 76




indice

8.5.1 Andlisis de la identidad de las variantes de Hd-mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido de Western blot 76
9. CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ANALITICA DE LAS VARIANTES DE-INMUNIZADAS DE
IFN- 77
9.1 Valoracion de la actividad biolégica in vitro de las variantes de-IN- 77
9.1.1 Actividad bioldgica antiviral 78
9.2 Andlisis espectroscopico por Dicroismo Circular (DC) en UV cercano y lejano 79
9.2.1 Espectroscopia de DC en UV cercano y lejano 79
10. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD IN VIVO BEARN\SUS VARIANTES DE-
INMUNIZADAS 80
10.1 Plan de inmunizacién 80
10.2 Aislamiento de células esplénicas 81
10.3 Andlisis de la respuesta inmune ex vivo de las células esplénicas inadratiEls--1a y sus
variantes de-inmunizadas 82
10.4 Cuantificacion de mIFN-
sandwich 82
10.5 Cuantificacion de miL-4 en sobrenadantes de cultivo de células esplénicas mediante ELISA
sandwich 83
10.6 indice de Estimulacion 84
-IFN- -al en plasma de ratones inmunizados con las
distintas variantes de IFN-al mediante ELISA indirecto 85
10.8 Evaluacion del titulo de anticuerpos neutralizantes contra las distintasitesride IFN-1a
en plasma de ratones por medio de ensayos de inhibicién de la ABAV 86
11. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD EX VIVO BEal¥NUS VARIANTES DE-
INMUNIZADAS 87
11.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humana 87
11.2 Andlisis de la respuesta inmune celular en muestras de células mononuckapemck
periférica humana (CMSP) 88
11.2.1 Ensayo de estimulacién antigénica 88
11.2.2 Deteccion de marcadores celulares vinculados con la activacion de linfocitos Ttenedian
citometria de flujo 88
11.2.3 Ensayos de re-estimulacion 89
Resultados 91

1. DESARROLLO DE VARIANTES DE-INMUNIZADAS D& NEBDIANTE ALGORITMOS
DE PREDICCION IN SILICO 91

2. GENERACION DE LAS VARIANTES DE-INMUNIZADAS-DE IFN- 94
2.1 Construccion de los plasmidos pLV-PLK conteniendo las diferentes variantes d&lFN 94
2.2 Generacion de lineas celulares productoras de las variantes de-inmunizaBks dkal 96

3. PURIFICACION DE LAS VARIANTES DE IFN- -
AFINIDAD A COLORANTES Y CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCI®7(HPLC)
3.1 Confirmacién de la identidad de las variantes de Hd-purificadas mediante ensayos de

Western Blot. 101
4. CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ANALITICA DE LAS VARIANTES DE-INMUNIZADAS DE
IFN- -1a 102

4.1 Valoracién de la actividad biolégica in vitro de las variantes de-I&N- 102

8



indice

4.2 Analisis de la estructura secundaria y terciaria de las variantes dd.a mediante Dicroismo

Circular (DC) en UV cercano y lejano 104
5. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD IN VIVO DEARSUS VARIANTES DE-
INMUNIZADAS 105

5.1 Analisis de la respuesta inmune celular en ratones transgénicos HLA-DR3ic&ciantde

mIFN- -4 en sobrenadantes de cultivo de células esplénicas estimuladas ex vivo cohdFN-

106
- IFN--1a en

plasma de ratones transgénicos inmunizados 108
6. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD EX VIVO BEI¥NUS VARIANTES DE-
INMUNIZADAS 111

6.1 Andlisis de la respuesta inmune celular en muestras de células mononsicdeaangre

periférica humana (CMSP) 111

Discusion 118
1. DESARROLLO DE VARIANTES DE-INMUNIZADAS & IFN- 120

2. PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DE-INMUNIZAD235
3. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DELHN-SUS VARIANTES DE-

INMUNIZADAS 124
3.1 Analisis de la inmunogenicidad in vivo 125

3.2 Andlisis de la inmunogenicidad ex vivo 127
Conclusiones 133
Bibliografia 136




A

AB
ABAV
ABE
ADA
ADN
ADNdc
AIFA
ARN
ARNasa
ARNasa L
Asn
ATCC
BCR
BHE
BSA

C

Can
CDc
CDp
CE
Cél.
CHO
CLIP

CMH

Abreviaturas y Simbolos

absorbancia
actividad biolégica
ensayos de valoracion biolégica antiviral
actividad bioldgica especifica
anticuerpos anti-drogArgti-Drug antibodies
acido desoxirribonucleico
ADN doble cadena
Agencia Italiana del Medicamento
acido ribonucleico
endorribonucleasa
endorribonucleasa latente
asparagina
American Type Culture Collection
receptor de superficie de linfocitos B
barrera hematoencefélica
albumina sérica bovina
concentracion de IFN
concentracién de &cido nucleico
células dendriticas convencionales
células dendriticas plasmocitoides
células esplénicas
células
linea celular de hamster chino establecida a partir de ovario
péptido de la cadena invariante asociada a moléculas tdel CMH-

complejo mayor de histocompatibilidad

10



CMH!
CMH#
CMSP
CMV
CPAs
CPOs
Cys
DC
D-MEM
DMSO
DO
DS
EAE
E. coli
EDTA
elF2
ELISA
EM
EMA
EMRR
Fc
FCN

FDA

Fig.
FT

Fw

gag

Abreviaturas y Simbolos

complejo mayor de histocompatibilidad de tipo |
complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
células mononucleares de sangre periférica
citomegalovirus
células presentadoras de antigeno
células precursoras de oligodendrocitos
cisteina
dicroismo circular
medio de Eagle modificado por Dulbecco
dimetilsulfoxido
densidad optica
desviacion estandar
encefalomielitis autoinmune experimental
Escherichia coli
acido etilendiamino tetraacético
factor de iniciacion de la transcripciéon
enzimoinmunoensayo
Esclerosis mdaltiple
Agencia Europea de Medicamentagrfpean Medicines Agency
Esclerdsis mdltiple remitente-recurrente
fragmento constante de las inmunoglobulinas
factor de crecimiento nervioso

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE0dd.ahd Drug
Administratior)

figura
flowthrough
en sentido directo

proteina de la capside lentiviral

11



GM-CSF
Ham’s F12
HEK?293
hIFN
hiL-4
His

HIV
HLA
HPLC
ICAM

IE

IFN
IFNAR
IFNARE
IFNAR2
g
[IRMIs
IL

IM

IRF
ISGF3
ISGs
ISREs
JAK

LB

LFA-1

Abreviaturas y Simbolos

factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
férmula 12 de Ham
linea celular humana establecida a partir de rifién
interferbn humano
interleuquina 4 humana
histidina
virus de la inmunodeficiencia humana
moléculas humanas del CMidrban Leukocyte Antigen
cromatografia liquida de alta eficiencia
molécula de adhesion intercelular
indice de estimulacion
interferon
receptores de interferén
receptor de interferon-subunidad 1
receptor de interferon-subunidad 2
inmunoglobulina
impurezas que modulan la respuesta inmune innata
interleuquina
intramuscular
factor regulator de interferén
factor 3 de los genes estimulados por interferon
genes estimulados por interferén
elementos de respuesta estimulados por interferon
guinasa de Janus
medio de cultivo Luria-Bertani
antigeno 1 asociado a la funcién del linfocito

cadena invariante

12



Abreviaturas y Simbolos

LTRs repeticiones terminales largas

LV lentivirus

mAD anticuerpo monoclonal

MAPKs proteinas quinasas activadas por mitdgenos
MEM medio esencial minimo

MIA marcadores inducidos por activacion

mIFN-

mIFN- interferbn gamma de raton

miL4 interleuquina 4 de ratén

MMPs metaloproteinasas de matriz

MOG pool de péptidos de la glicoproteina mielina oligodendrocito
Mx proteina de resistencia a myxovirus

NF B factor nuclear kappa B

NIBSC National Institute for Biological Standards and Control
NK células natural killer

NLR receptores de tipo NOD

OAS 2'-5'-oligoadenilato sintetasa

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPD o-fenilendiamina

pAb anticuerpo policlonal

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida
PAMPs patrones moleculares asociados a patégenos
pb pares de bases

PBS solucion salina de fosfatos

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PEG polietilenglicol

Phe fenilalanina

13



PI3K
PKR
pol

PRP
PRR

PVDF

RE
Rev
rhIFN
RLR
RPMI
Rv
SC
SDS
SEB
Ser
SFB
SNC
STAT
SV40
TAE
TBS
TCR
Td
TGF

Th

fosfatidilinositol 3-quinasa
proteina quinasa R
proteina polimerasa lentiviral
plasma rico en plaquetas
receptores de reconocimiento de patrones
difluoruro de polivinilo
recuperacion
reticulo endoplasmatico
proteina lentiviral Rev
interferbn humano recombinante
receptores de tipo RIG-I
Medio Roswell Park Memorial Institute
en sentido reverso
subcutaneo
dodecilsulfato de sodio
enterotoxina Btdphylococcus
serina
suero fetal bovino

sistema nervioso central

Abreviaturas y Simbolos

transductor de sefiales y activador de la transcripcion

virus simico 40
solucioén de Tris-acetato-EDTA
solucioén de Tris
receptor de superficie de los linfocitos T
dependiente de lindofcitos T
factor de crecimiento transformante

células T helper

14



Ti
TIMP
TLR
TNF
Treg
Tris
Trp
TT
Tween 20
TYK2
uv
VSV

WT

XM
XT

XV

independiente de lindofcitos T
inhibidor de metaloproteinasas
receptor de tipo Toll
factor de necrosis tumoral
células T reguladoras
tris-(hidroximetil)-aminoetano
triptéfano
toxina tetanica

polisorbato 20

guinasa 2 dependiente de tirosina

ultravioleta
virus de la estomatitis vesicular
wild type
concentracién de células
concentracién de células muertas
concentraciéon de células totales
concentracién de células viables

longitud de onda

Abreviaturas y Simbolos

15



Resumen

El interferén beta 1a humano recombinante (rhIFMda) se ha utilizado ampliamente
para el tratamiento de la esclerosis multiple durante las Ultimas cuatro décadas. A pésar d
origen humano de la secuencia del IFN-
no deseadas en pacientes tratados con rhiFNz pueden comprometer su eficacia y seguridad
clinica. Tratamientos prolongados con rhiFila pueden dar lugar a un quiebre de la tolerancia
inmunoldgica frente a antigenos propios, con la consiguiente producei@nticuerpos anti-
IFN. Al unirse a la citoquina, estos anticuerpos pueden provocar una alteracién en la
farmacocinética de la misma, inhibir su accion terapéutica o incluso inhilaircéoquina
autdloga. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo se centré en eisande la
inmunogenicidad de rhiIFN-la y en el desarrollo de nuevas variantes con inmunogenicidad
reducida, sin producir un impacto negativo en su estructura y funcién biolé@poatando a
disefiar un candidato terapéutico mejorado en cuanto a su antigenicidad/inmunogaehigid
actividad bioldgican vitro, como posible candidatol@obetter.

En este estudio, mediante la aplicacion del método DeFT (del inglés, Deizatimm
of Functional Therapeutics) se llevé a cabo un procedimiento de de-imawidin, empleando
herramientas de predicciém silicoque permitieron identificar las regiones potencialmente
inmunogénicas en la secuencia del IFMa, asi como los cambios puntuales que conducirian a
la reduccién de su inmunogenicidad global, evitando alterar la estructura yofunld la
proteina. Estas modificaciones fueron introducidas en distintas combinagigeaerando dos
variantes de-inmunizadas de IFNta en células CHO, y se designaron como {EA(VAR1) e
IFN -1la(VAR2). Primero, se analizaron las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas
mediante espectroscopia de dicroismo circular. Luego, se realizaron ensayos para evaluar su
funcionalidad. Mientras que IFNda(VAR2) mostrd una actividad antiviralvitro similar a la
de la proteina original, IFN-La(VAR1) exhibi6é una potencia biolégica un 40% mayor. Ensayos
in vivo utilizando ratones transgénicos HLA-DR revelaron que las variantes deizagam
mostraron una inmunogenicidad marcadamente reducida. En linea con estos resultatias, a
muteinas exhibieron una inmunogenicidad vivoinferior en comparacion con la proteina
original.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se puede cooeudas
variantes de-inmunizadas del rhIFNta desarrolladas presentan caracteristicas Unicas desde el
punto de vista de su inmunogenicidad y actividad bioldgica, lo cuapdaiiona como

candidatos terapéuticos muy promisorios para el tratamiento de la esclerosis multiple.

16



Abstract

Recombinant human interferon beta la (rhiIFN-a) has been widely used to treat
multiple sclerosis for the last four decades. Despite the human origin of the Heljuence, it
is immunogenic, and unwanted immune responses in [Fi¢ated patients may compromise
its efficacy and safety in the clinic. Prolonged treatment with rhiFDd:-may lead to an immune
tolerance breakdown to self-antigens, resulting in the production of anti-IFN atiibo\When
these antibodies bind to the cytokine, they can alter its pharmacokineticiit its therapeutic
action or even inhibit the autologous cytokine. For this reason, the objecfittdostudy was
to analyze the rhiFN-la immunogenicity and develop new variants with reduced
immunogenicity without negatively impacting its structure and biological fung¢téming to
design an improved therapeutic candidate in terms of antigenicity/immunogenicityrawitro
biological activity, as a possible biobetter candidate.

In this study, the DeFT (De-immunization of Functional Therapeutics) methed wa
applied to carry out a de-immunization procedure, usingsilicoprediction tools to identify
potentially immunogenic regions in the IFNta sequence, as well as specific changes that
would lead to a reduction in its overall immunogenicity while avoidirigrations in the
protein's structure and function. These modifications were introduced in various comhisatio
generating two de-immunized variants of IFN-a in CHO cells, designated as IFNx(VAR1)
and IFN--1a(VAR?2). First, the secondary and tertiary structures of the proteins were analyzed
using circular dichroism spectroscopy. Then, functionality assays were conductesl |FXhi
la(VAR2) showed similan vitro antiviral activity to the original protein, IFNia(VAR1)
exhibited 40% greater biological potendy.vivoassays using HLA-DR transgenic mice revealed
that the de-immunized variants showed markedly reduced immunogenicity. Accordingty, b
muteins evidenced significantly lower vivoimmunogenicity than the original molecule.

Based on the results obtained in this study, it can be concluded that the de-imaduniz
variants of rhIFN-1a developed here have unique characteristics in terms of immunoggenicit
and biological activity, positioning them as up-and-coming therapeutic dateti for the

treatment of multiple sclerosis.
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Introduccion

En las Ultimas dos décadas, los medicamentos biotecnol6gicos, comuinmente
biol6gicos revolucionado la terapia de los pacientes, no solo en el

tratamiento de las deficiencias hormonales y las neoplasias malignas solidasatolégicas,
sino también frente a enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inGgico,
convirtiéndose en medicamentos clave para los sistemas de salud en tochurelo. El
vencimiento de las protecciones de datos o patentes que protegen saploductos
biofarmacéuticos, ha permitido el desarrollado y aprobacién de varios medicamentos
biosimilares para su uso
general y "biosimilar" en particular, fueron introducidos por primera veza8igencia Europea
de Medicamentos (EMA) para describir los medicamentos biolégicos desarrolladms co
"copias" de los bioldgicos innovadores (comunmente denominadosadgies). Sin embargo,
a diferencia de los productos genéricos de medicamentos de moléculas pequeBagueden
obtener copias idénticas de los biolégicos. Esta limitacion depende @iimepte del hecho de
que los bioldgicos son producidos por sistemas celulares vivos, cuyosqgwdiesintéticos
estan sujetos a factores intrinsecos e inevitables de variabilidad bioldgica y, en patealtie
grado de complejidad en términos de estructura molecular y procedimientoabdiedicion (1)

A pesar de reconocer el potencial impacto favorable de los bioterapéuticos didgasa
y biosimilares en el mercado farmacéutico, tanto en términos de ahorro descgostmo de
accesibilidad a medicamentos, la Agencia Italiana del Medicamento (AIFA) ha adtsptado
posicién de que los originadores y los biosimilares no puedendwmasse como productos
medicinales intercambiables, excluyendo asi la practica de sustitucion automaticdip gam
de acuerdo con el concepto de biosimilitud emitido por la EMA, enfatizangdraipio del
papel dominante de los clinicos en la decision de si los pacientes deberesentps con un
originador o su biosimilar. Tanto la EMA como la Organizacion MundialSud (OMS) han
estado activamente involucradas en este trabajo y en la promocion devammncia global de
enfoques regulatorios para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los bioterapéuticos
innovadores y biosimilares a nivel mundial (2).

En los ultimos 30 afios, los avances en biologia molecular han permitiakificr,
moadificar y transferir genes que codifican proteinas biolégicamente activas natural@s de

organismo a otro para obtener una sintesis altamente eficiente de sus productobaHiseado
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a la produccién de medicamentos biol6gicos preparados mediante tecnologiADiée
recombinante (ADNr), utilizando una variedad de sistemas de expresion, tales aotedds,
levaduras, lineas celulares transformadas de origen animal, células de insectos y plantas,
animales transgénicos y plantas completas. La tecnologia de ADNr también se usagaia p
proteinas biol6gicamente activas que no existen en la naturaleza, como anticuerpos
monoclonales (mAbs) quiméricos, humanizados o totalmente humanos, o astei
relacionadas con anticuerpos u otros medicamentos bioldgicos disefiados, roteinas de
fusion, interferones naturales, hormonas y enzimas naturales modificadas. En este ,sentido
dependiendo de las condiciones de crecimiento y otros factores, se pueden generar mezclas de
moléculas relacionadas que son bastante dificiles de extraer, purificar y caracterizan toriu
acceso a la secuencia exacta de ADN que codifica el bioldgico originador, @$iciugplicar
exactamente su estructura final (es decir, las estructuras terciaria y cuaternaria), incluidos los
cambios postraduccionales, como la glicosilacién, y reproducir exactamente el paeEeso
fabricacion. En consecuencia, cada bioterapéutico, aunque sea muy similar al origiead
referencia, nunca alcanzard el nivel de identidad exacta. Desde los primeros dias de la
biotecnologia, también se ha logrado un gran progreso en la capacidaguudfcar
macromoléculas bioldégicamente activas y, especialmente, en las técnicas analitizadastil
para su caracterizacion. Actualmente, los componentes de proteinas, lipidoohidastos de
las macromoléculas biolégicas se pueden caracterizar en gran detalle. Sin embargo, el
posible predecir completamente las propiedades biolégicas y la eficacia clinica ade est
macromoléculas bioldgicas Unicamente basdndose en sus caracteristicas fisico-quimicas (3).
Los bioterapéuticos originadores y biosimilares de segunda generaciéne¢as d
anticuerpos monoclonales, proteinas generadas por la fusion de anticuerpos yiakm
receptores o proteinas nativas modificadas, entre otras) difieren en varios aspectos en
comparacion con los de primera generacion (por ejemplo, epoetinas, factores estimulantes de
la médula 6sea, somatotropinas). En este sentido, dado que los bioterapéutigmmdares y
biosimilares de segunda generaciéon presentan una mayor complejidad estructuragutao|
lo que podria traducirse en una serie de problemas farmacoldgicos y terapéutianteapl
nuevos desafios para los fabricantes y las autoridades regulatorias. EI camino regpkata
los farmacos introducidos en el mercado europeo hace una década ha sidocoroat
referencia por otras autoridades regulatorias, incluyendo la Administracion de Alimgntos
Medicamentos de los EE.UU. (FDA). De acuerdo con dicho camino, una vez que sengenera u
producto bioldgico y se pretende que sea altamente similar a un origindsimilitud debe
ser demostrada tanto en estudios no clinicos (es decir, pruiebéo y en animales) como en

estudios clinicos. El disefio de estos estudios por parte del propidrimoterapéutico suele
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estar sujeto a una discusion preliminar y acuerdo con las autoridades regulatoriaslacBiMé

o la FDA. En todos los casos, el principio general subyacente al procedimiento de aprobacion es
que cuanto mayor sea el nivel de similitud, en términos de propiedadé&sicturales y
biol6gicas/farmacoldgicas vitro, menor sera la evidencia clinica necesaria para demostrar la
similitud clinicg1, 3).

En 1957, Isaacs y Lindenmann descubrieron una sustancia que protegia aldasoegl
la infeccidn viral, a la que llamaron interferén (IFN). Los IFNgstainas con actividad antiviral
que son secretadas por las células en respuesta a una variedad de estimulos. LosdRNs (Tip
Tipo II) fueron las primeras citoquinas descubiertas y proporcionaron ureafbadamental
para comenzar a entender las funciones, vias, evolucion y estructura de otras citoquiresede Cl
Il'y sus receptores, y fueron los primeros en ser utilizados terapéuticamente. Log [&SNs
primeras citoquinas descubiertas, clonadas, purificadas y caracterizadas fueron dddasfi
mediante metodologias laboriosas antes de que los bancos de secuencias deoADéhpmas
completos de humanos y otros organismos estuvieran disponibles (4).

Los interferones son citoquinas secretadas de forma autécrina y paracritesmaiulas
huésped en respuesta a patdgenos, fundamentalmente virus, y productos microloiamas
endotoxinas, piranos y polirribonucleétidos de doble cadena, entre dBaseralmente, estan
compuestos por cadenas aminoacidicas de 130 a 170 aminoacidos, con umgiesalar
variable entre 20 y 100kD. Al igual que la mayoria de las proteinas, sonesasdnzimas
proteoliticas y al calor, aunque relativamente estables a valores bajos desphicialmente, la
funcién de los IFNs consiste en aumentar la transcripcidén de cientos de genes estinmdado
IFN (ISGs, del ingligerferon-Stimulated Gengsuyos productos cumplen un rol primordial en
la respuesta inmune innata y adaptativa frente a infecciones virales, padleciademas
profundos cambios metabdlicos (5).

La transcripcion de los genes que codifican para los distintos tipos de IFNs erala cél
huésped, que normalmente se encuentra silenciada, es inducida en respuesta a infecciones por
medio de la union de diferentes factores de transcripcion a sus promotores. Haeggounién
al receptor de alta afinidad, localizado en el exterior de las superficies celidategyrupo de
proteinas desempefia importantes funciones en la comunicacion intercelularutestido vias
de sefializacion intracelulares e intercelulares involucradas en la resistencia a infeet@liees
el desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptativa y la modulagbarecimiento, la

diferenciacién celular y la apoptosis (6).
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Los IFNs se dividen en tres familias (tipo I, tipo 11y tipo 1) en furei@hdmologia de
Sus secuencias, las cuales corresponden a la relacion evolutiva, el uso de esce pdactividad
funcional de estas citoquinas (7).

Los IFNs de tipo | se componen de siete clases: IFN- - - - -
IFN
se reconocio que también tienen actividades antiproliferativas e inmunaatatias, asi como
roles en la modulacioén de infecciones por patégenos no vidlé3. La familia de IFNs de tipo
Il incluye un Unico miembro, el IFN-
inmunomoduladoras que son distintas de las de los IFNs de tipbl.l §e destaca por su
capacidad para modular la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa,iydomir la
activacion de macréfagos. Es producido principalmente por células del sistemaeinmun
(linfocitos T activados, célulastural killer(NK) y macréfagos) y, a diferencia del resto de los
IFNs, su accion es mediada a través de la formacion de un homodimero (8BasF&6 afios
después que se descubrieron los IFNs de tipo Il y se componen por IFN- - (9
(o IL-28A, IL-28B e IL-29, respectivamente (10)), y en un prinoigstaba claro por qué el
organismo mantendria vias de defensa antiviral aparentemente redundantes. &loglFNs
de tipo | y tipo Ill son genéticamente distintos y utilizan receptores difesesten inducidos por
vias similares de deteccién de patdégenos y activan programas relacionados de expresgn géni
antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora. En un principio se recinel potencial de los
IFNs de tipo Ill para proporcionar una proteccién antiviral suplementarilsesuperficies
epiteliales, pero ahora se cree que los IFNs de tipo Il podrian proporcionateterassa de
primera linea que conlleva menos dafio colateral que la respuesta mas poefbe IFNs de
tipo |. Este modelo de accién de los IFNs de tipo Il surge de una nmjorersion de las células
y tejidos en los que los IFNs de tipo Il ejercen su actividad. En efecto, se ha descubierto que los

IFN ).

Los interferones humanos tipo | incluyen 13 hiFsimilares con un 80% de homologia,
y un solo hIFN- - - - con una menor homologia (30-50%). Todos los hIFNs
tipo | actan a través de un receptor heterodimérico compartido, IFNAR, comppestas
subunidades IFNAR1 e IFNAR2, ubicuamente expresadas en la mayoria de los tgjaos vy

celulares. Los hIFNs de tipo | se unen a IFNAR2 con alta afinidad, y luego rechfaR1adé
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baja afinidad, creando un complejo ternario competente para la sefializaciénehes de los

hIFNs de tipo | carecen de intrones (excepto el hIFN-

cromosoma 9. Aunque existe una considerable redundancia entre los hIFNs de tipo I, las
diferencias en las secuencias de los promotores y en las propiedades bioquimicasigentab

actividades funcionales distintas (11).

La produccién de hIFNs de tipo | puede ser inducida, dependiendo del tipo de estimulo,
en un amplio rango de tipos celulares, siendo las células dendriticas plasidexcia mayor
fuente de IFNs de tipo I. En el contexto de una infeccion viral, el ppaser para dar lugar a
una respuesta inmunitaria consiste en el reconocimiento de componentes virgaganes
moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) por células de la inmunidéal imediante
receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Este reconocimiento activa la fdenili
factores de transcripcion del factor regulador de interferon (IRF). La produccionteddRipo
| es transitoria, y requiere de una estimulacion, por lo general por parte de tssuicleicos
viricos, que son reconocidos en el citosol celular o en el compartimento @mitas Estos se
unen a distintos tipos de PRR intracelulares pertenecientes a distintas familias d@resegée
tipo Toll (TLR), de tipo RIG-I (RLR) y de tipo NOD (NLR). La interaceian determinado PRR
y su ligando conduce al reclutamiento de proteinas quinasas especificas encargadawithe fosf
y activar determinados factores de transcripcion. Estos factores, una vez fosforilados, se
trasladan al ndcleo celular e interaccionan con factores de transcripcién espegificos
promover inicialmente la transcripcion de hlFN-
subtipos de hIFN-(12, 13).

Los hIFNs son polipéptidos secretados por células infectadas y tienen tresné@sncio
principales. Primero, inducen estados antimicrobianos intrinsecos en las célfidetadas y
vecinas que limitan la propagacién de agentes infecciosos, particularmente patogeates. vi
Segundo, modulan las respuestas inmunitarias innatas de manera equilibrada, pronodgiend
presentacién de antigenos y las funciones de las células NK mientras restringen las vias
proinflamatorias y la produccion de citoquinas. Tercero, activan el sistamanol6gico
adaptativo, promoviendo asi el desarrollo de respuestas de células T y B espeeifadtss d

afinidad y memoria inmunoldgica (Figura 1). Los hIFNs tipa psatectores en infecciones
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En la via candnica de sefalizacién, conocida como via JAK-STAT (vigirdesdadg
Janus, JAK, y el transductor de sefiales y activador de la transcripcion, STAT )dal inkév de
tipo | desencadena la dimerizacién del complejo receptor heterodimérico IFNNA&Je
promueve la fosforilacién de las quinasas de la familia de Janus, JRKK2y activandolas.
Luego, JAK1 y TYK2 reclutan y activan a las proteinas STAT1 y STAT2, lo cual sesulta
dimerizacion y reclutamiento del factor de regulacién de IFN 9 (IRF9). Estas tresasrotein
forman el complejo ternario ISGF3, capaz de translocar al nucleo celulae dendnen a
elementos de respuesta estimulados por IFN (ISREs) del ADN y median la expaifédardes
genes estimulados por IFN (ISGs), involucrados en el desarrollo de respuestaslemtivi
proinflamatorias e inmunomoduladoras (Figura 2). Adicionalmente, por media déa no
candnica de sefalizacién, la unién de los hlIFN de tipo | es capadude la expresion de los
ISGs a partir de la activacion de otras proteinas STAT (como STAT 3, 5 y éhte heedia de
las quinasas activadas por mitdgenos (MAPKS) o la via del fosfatidilinositol 3-qRIB&9g14
15).

Una de las funciones de los hIFNs de tipo | consiste en mediar la actidralapor
medio de la inhibicion del ciclo del virién, promoviendo laesiistde enzimas que interfieran
con el transporte de la particula virica, con la transcripcion y replicdeién material genético
o con la traduccién del ARN viral.

Entre estas enzimas se encuentran:
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Fig. 2: La via de sefializacidn candnica del interferdn tipdl Lnirse, el receptor de interferdon-

que esta compuesto por las subunidades IFNAR1 e IFNAR2) activa la quinada(JAiK1) y la quinasa
de tirosina 2 (TYK2). La fosforilacion del receptor por estas quinagataren el reclutamiento de las
proteinas de transduccion de sefiales y activador de la transcripciom)(StAosforilacion, dimerizacion
y translocacion nuclear. Los tres complejos STAT predominantes quens@ fen respuesta al interferon
tipo | (IFN) controlan distintos programas de expresion génica. El complejo de g&imaulados por
interferon factor 3 (ISGF3) (que estd compuesto por STAT1, STAT2 e IRF9) &&s weienzentos de
respuesta estimulados por IFN (ISRE) para activar genes antivirales clasmusas que los
homodimeros de STAT1 se unen a secuencias activadas por gammap@efShducir genes
proinflamatorios. Los homodimeros de STAT3 suprimen indirectamentexpaesion de genes
proinflamatorios, probablemente mediante la induccibn de represores sgdpcionales aun
desconocidos. STAT3 activado por IFN tipo | se une al complejo co-repifd3qSIN3A), que suprime la
induccion de los gendargets directos de STAT3 al promover la desacetilacion de STAT3 yidtolaash
Los IFNs tipo | también activan STAT4 y pueden activar STAT5 yd8TAdBera dependiente del
contexto (no representado). CXCL9, ligando de quimioquina CXC 9; MX1, proteina ihidnda GTP
inducida por IFN; OAS; (14).

Los hIFNs de tipo | también median una poderosa accién inmunomoduladora tendiente
a promover una efectiva respuesta inmunitaria antiviral. Favorecen la activdeigracrofagos
y células NK, potenciando su actividad citotéxica; ayudan a promover airales de la
respuesta adaptativa al incrementar la expresién de las moléculas de claseel gdhblejo
mayor de histocompatibilidad (CMH), junto a otros componentes involosradn la

presentacién antigénica a linfocitos T. En conjunto, esto mejora la eficiencianileagion de
25



Introduccion

las células infectadas mediada por los linfocitos T citotoxicos. AddasablFNs de tipo |
favorecen el secuestro de linfocitos en los ganglios linfaticos, lo cu@lueve su activacion y
actian de manera directa sobre los linfocitos T y B, guiando la progresion de la raspuest

antiviral (12 14).

El hIFN-
respuesta a estimulos biolégicos y quimicos. Como los demas IFNsatipialuniéndose al
receptor heterodimérico IFNAR, y regula la expresion de una gran cantidad de genes dgravés
las vias clasicas JAK/STAT y otras vias. El hIFN-
antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras en humerosos ftilgos2lulas y es por esto
que se lo utiliza para tratar diversas enfermedades, como la infeccion por hepatyi la
esclerosis mdltiple (EM) (17)

En la actualidad, existen diferentes versiones de hIFN- -
disponibles comercialmente para el tratamiento de diversas enfermedades. En particular, hay
dos que se emplean como bioterapéuticos: rhiFMa, producido en células de ovario de
hamster chino (CHO), con una secuencia de aminoacidos idéntica y patrones degboosil
similares a los de la proteina humana enddgena (18); y riEN-producido eriescherichia coli
y que es, por lo tanto, no glicosilado y carece de la metionina N-terminahe una Ser-17 en
lugar de Cys-17 en comparacion con la proteina humana natural (19). Las diferencias entre IFN-

-lay 1b tienen consecuencias importantes en la inmunogenicidad y actividiagidéarelativa,
siendo IFN--1b mas inmunogénico y aproximadamente 10 veces menos activo que las
preparaciones de IFN-la. Se ha demostrado que la mayor inmunogenicidad (posiblemente
debido a la formacién de agregados) y la menor actividad de {HNestan relacionadas con la
falta de glicosilacion y no con los cambios de secuencia. EI-1BNesta glicosilado en la
asparagina ubicada en la posicion 80 y esto ayuda a estabilizar la estructurdy extasicion
de una region relativamente hidrofébica de la molécula. Se ha estudiado que la de-glicosilacion
de IFN--1la conduce a la produccién de agregados (una mezcla de complejos con enlaces
disulfuro) y pérdida de actividad. Estos agregados se han asociado fuertemeadrduccion
de respuestas inmunes, y las regiones propensas a la agregaciéon también pueden contener

epitopes reconocidos por células T y células B (20).
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Diversos estudios han demostrado que la estructura de los interferones esta
estrechamente relacionada con su actividad (21), y las estructuras cristalograficas por rayos X
del IFN- - - -
estructural (22).

El hIFN-
y presenta un 50% de homologia estructural con el mIFN- -
general del hIFN- - 2,14 vyla
hormona de crecimiento humano (HGH) (17).

La estructura cristalina del IFN1a (Figura 3) muestra una forma aproximadamente

-hélices (AE). Los residuos de aminoacido®2, 51 71, 80

107, 118136 y 139162 se etiquetan como hélices A, B, C, D y E, respectivamente. tas héli
Ay B son paralelas, mientras que las hélices C y D corren en orientacion antipaaaheice
D es una hélice mas pequefia, que forma parte del largo lazo de enialas hélices C y E. El
lazo AB es un lazo largo que conecta las hélices Ay B, y se divide estngctigan tres partes:
AB1, AB2 y AB3 (23). Hay varios residuos hidrofébicos, como PHe7lBAR Trp-79y Trp-143,
que estan involucrados en interacciones entre si que estabilizan el nuclep rdelécula.
Ademas, los residuos del nicleo forman varios enlaces de hidrégeno entre si (24).

Como ya se citd, IFNda esta ademas glicosilado en la Asn-80 de la hélice C. La
glicosilacién reduce la tendencia de la proteina a agregarse y aumenta la estalsidiatoilidad
de la misma. De hecho, la ausencia de carbohidratos en la estructufeéNdellb aumenta la
susceptibilidad de esta proteina a la agregacion (25).

Finalmente, IFN-1a es un dimero asociado a zinc en la matriz cristalina. El dimero es
una unidad asimétrica que consta de dos subunidades: Ay B, con un atomo ee la interfaz
entre His-121 de la subunidad A y His-97 de la subunidad B @3) &estructura dimérica
probablemente sea un artefacto cristalografico, ya que en solucion 4EN-es

-1la/IFNAR1/IFNAR2 solo se
-la. Sin embargo, algunos autores sostienen que la unidad

funcional del IFN- (26, 27).
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Fig. 3: Representacion esquematica del dimero cristalografico d&lhlF Se
muestra la porcion modelada de los carbohidratos y parte del sitimnitin al zinc. La esfera corresponde
alion zinc. Las hélices y los extremos N y C estan etiquetadaso AB esta representado en color verde.
Adaptado de Karpusas y colaborado(23).

Desde el primer informe sobre el uso intratecal de IFN por Jacobs y colaboréZ®yes
y la aprobacion del IFN-Lb (Betaseron/Betaferon (Schering y Berlex Laboratories)) en 1993, las
terapias con IFN-
desarrollados para su uso en la EM. Productos adicionales basados ennédidos el IFN-
la intramuscular (IM) (Avonex, Biogen), el IFha subcutaneo (SC) (Rebif, EMD Serono) y el
IFN -la PEGilado (PEGIFN) (Plegridy, Biogen), entre otros, han ampliado el repertorio d
medicamentos basados en IFN- nque los IFNs solo atendan
parcialmente la tasa de recaidas y ralentizan la progresiéon de la enfermedad, hao ahgert
nueva era de intervenciones terapéuticas que ha remodelado la historia natural de la
enfermedad. El entorno inmunolégico complejo y heterogéneo del proceso elgfdamedad
de la EM puede explicar la eficacia parcial de los IFN-
tanto, una mejor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad y de lafevdagializacion
mediadas por IFN- ir4, en Ultima instancia, a decisiones de tratamiento mas efectivas y

seguras (29).
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La EM es un trastorno inflamatorio autoinmune caracterizado por la @dismacion,
inflamacién y formacion de lesiones focales en el Sistema Nervioso Cen€al(BBNSegun un
estudio reportado en el afio 2020, se estima que en la actualidad estaredad afecta a
2.800.000 personas en todo el mundo (31). La enfermedad se manifiestapphmente en
adultos jovenes, particularmente en mujeres, con una edad promedio de 29 afios. Aunque
existen varios cursos de la enfermedad, la mayoria de los pacientes son diagnostaraéds

remitente-recurrente (EMRR).

3.2.1 Patogénesis de la EM

Aunqgue la causa precisa de la EM sigue siendo incierta, las evidencias sugieren que uno
0 més desencadenantes ambientales y genéticos pueden inducir la activacion de pasioketi
células inmunitarias (por ejemplo, poblaciones de células T 0 B autorreacfiMassponden a
antigenos proteicos estructuralmente similares a la mielina del SNC. Estas células @ugsinm
atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE), lo que lleva a una desmielminéleidatoria,
pérdida de oligodendrocitos y dafio axonal, que se manifiestan en sintomas clinicoaidasec
y discapacidad (30).

Investigaciones recientes utilizando un modelo animal de EM, la encefat@miel
autoinmune experimental (EAE) (32), sugieren que la enfermedad es mediada
inmunoldgicamente. Segun esta perspectiva, las células T autorreactivas especificas para la
mielina, principalmente las células Thl, son los principales impulsores dggépesis de la
enfermedad. Las células presentadoras de antigenos (CPA) activan estas poblaciones de células
Th1, que posteriormente liberan citoquinas proinflamatorias, comatierleucina 1 (IL-1), el
IFN e
de moléculas de adhesion y sus ligandos en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica y en los linfocitos. Esta accion permite que las célulasrfeaativas se
adhieran a las células endoteliales en la BHE. Las células T unidas secretan diversas
metaloproteinasas de matriz (MMPs), que comprometen la integridad BelEay permiten que
otros leucocitos activados infiltren el SNC. Esta fase del proceso se caracterizarpoeta
aparicion de lesiones. A medida que las células inmunitarias ingresan al SHfOcts®s
inmunorreactivos contindian, ya que las células T activadas secretan citoquinanigcinas
proinflamatorias adicionales, que activan otras células inflamatorias del SNG;ei
monocitos y macrofagos. Los macréfagos activados desmielinizan los axdressa de

multiples mecanismos, que pueden incluir la fagocitosis mediada por Fc (fregotarstante
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3.2.2 Mecanismo de accion del IFN-

El mecanismo de accion del IFN-
los procesos patogénicos resumidos en la seccion anterior. Aumenta la producciéentiesag
anti-inflamatorios como la IL-10, inhibe la IL-17 proinflamatotimita la actividad
inmunopatogénica de la EM al restringir la migracion de leucocitos a través loerrera
hematoencefélica y estimula la produccién de factores tréficos como el fdetarecimiento

nervioso (FCN), qgue median la reparacién del tejido.
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3.2.3 Inmunogenicidad y efectos adversos asociados a la terapia con
rhIFN-

Una de las principales desventajas del empleo del rhIFN-
que, en algunos pacientes, su administracion prolongada puede resultar en un quiebre de la
tolerancia inmunolégica a antigenos propios, dando como resultado laupcaih de
anticuerpos anti-IFN o también conocidos como AR-Drug Antibodies

En general, tres factores juegan un papel fundamental en la inmunogenicidad de los
distintos productos basados en IFN- estado inmunoldgico, caracteristicas
genéticas, edad), el tratamiento (dosis, frecuencia, ruta de administracion y duracion del
tratamiento), y los atributos de calidad del producto, tales como la faamidih, las propiedades
estructurales (secuencia primaria, glicosilacion y pegilacion), la degradacién fiskcmdéam,
desnaturalizacién y mal plegamiento) y la degradacién quimica (oxidacion y dasim)jd

La alteracién estructural mas significativa conocida por aumentar la inmuroidgshi
del rhIFN-
pueden provocar una respuesta inmune. La agregacién puede introducir nuevosespdop
arreglar epitopes nativos en una forma repetitiva, lo que conduce a la ruptura de la toderanci
inmune (44).

Los productos farmacéuticos de IFN-

(Schering y Berlex Laboratories), Extavia (Novartis), Avonex (Biogen), Rebif (EMI) y5eron
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Plegridy (Biogen), tienen diferentes porcentajes de inmunogenicidad en pacientes, siendo los
productos de IFN-1a (Avonex, Rebif y Plegridy) significativamente menos inmunogénicos que
los productos de IFN-1b (Betaseron/Betaferon y Extavia). Estos productos difieren en la
formulacion, dosis, frecuencia y ruta de administracion. Estas diferencias y, particularmente, el
mayor contenido de agregados en IFNb, explican la mayor inmunogenicidad de este
producto con respecto a su contrapartida producida en células CHO-K1. La evidencia que
respalda esta conclusion es que Avonex, con un contenido mas bajo de agregadospgs men
inmunogénico en pacientes que Betaferon, un producto no glicositatohaja solubilidad, baja
actividad bioldgica y un alto grado de agregacion (45).
Se ha demostrado que el rhIFN-

probabilidades de inducir una respuesta inmune y produccién de ADAs. En partiosl
anticuerpos generados contra rhIFN-
no neutralizantes. Como se menciond anteriormente, el rhIFN-
al unirse al complejo receptor IFNAR-1 en la superficie de las células, uoghece a la
activacion de las vias de sefializacion. Los ADAs no neutralizantes se uneN-al rh
necesariamente inhiben la union al complejo receptor y pueden tener efectos en la
farmacocinética. Mientras que, los anticuerpos neutralizantes si impiden la unién del rhIFN-
su receptor y pueden ocasionar efectos graves, tales como una reduccion de la eftacia d
farmaco y/o la aceleracién de la progresion de la enfermedad. En una primera iastanoie
la produccion de anticuerpos no neutralizantes, los cuales pueden detectarse dentos d
primeros meses de tratamiento. Sin embargo, su tasa de aparicion depende deictoro
utilizado. Por ejemplo, en el caso de la terapia con rhHAN; la mayoria de los pacientes los
desarrollan dentro de los 3 meses posteriores al inicio del tratamiento. En consakiel 10%
de los pacientes tratados con IFNta desarrollaron anticuerpos en el mismo periodo. Sin
embargo, luego, entre los 6 y los 18 meses de haber iniciado el tratamiento, se puedetadet
anticuerpos neutralizantes en el 25% de los pacientes (46). Varios estudiosnhastdelo que
estos anticuerpos constituyen un factor importante en el fracaso del tratamiento. En geaeral, |
reduccion en la tasa de recaida en individuos que no han desarrollado anticuerpos
neutralizantes puede llegar al 50%. Por el contrario, los pacientes que desarrditaregros
anti-droga tienen mayores tasas de recaida y mayores tasas de progresion de la enfermedad
(20). En otro estudio realizado por Cohen y colaboradores (47) en boeeade 846 pacientes
con EMRR tratados con rhIFN- -

-1b, el 45% de los tratados con rhiIFNa por administracion intramuscular y el 56% de
pacientes tratados con rhiFN4a por inyeccién subcutanea desarrollaron anticuerpos contra la

droga en algin momento del tratamiento, durante 1 a 4 afios. Ademas, tEeta®n
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anticuerpos neutralizantes en el 37%, 12% y 51 % de estos pacientes, respectivamente. En

algunos casos, estos anticuerpos provocan efectos secundarios graves.

El ndmero de proteinas terapéuticas disponibles para uso en ensayos clinicos ha
aumentado de manera significativa en los ultimos afios. Esta categoria de biotecapéuti
incluye citoquinas humanas recombinantes (por ejemplo, IFH- IFN-
crecimiento celular (como el factor estimulante de colonias de granulogiteacréfagos (GM-
CSF)), hormonas (por ejemplo, glucagén), antagonistas neuromusculares (como la toxina
botulinica), productos sanguineos (por ejemplo, factor de coagulaciényVéihticuerpos
monoclonales. Aunque las proteinas terapéuticas se consideran generalmente seguras y
téxicas, pueden desarrollarse anticuerpos contra las mismas durante el tratamiento. Estos
anticuerpos (ADAs) podrian neutralizar, o bien, comprometer el efecto clinico de los
tratamientos y también pueden estar asociados con eventos adversos gravesnadins con
la reactividad cruzada con proteinas autélogas (49).

La generacion de ADAs no es particularmente sorprendente en estos casos, ya que
podria considerarse una reaccién similar a la desarrollada por el sistemadntoatra una
vacuna basada en proteinas. Por lo tanto, los ADAs también pueden desarrofiats®e c
proteinas aut6logas recombinantes, como la eritropoyetina (50), el rhif84) y el rhIFN-(20,

46, 47) entre otros.

La mayoria de los efectos adversos de una respuesta inmune contra un@n@rote
terapéutica estan fundamentalmente mediados por mecanismos humorales, por lo que la
presencia de anticuerpos circulantes contra la proteina terapéutica ha sido el criterio para
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definir la existencia de una respuesta inmune hacia este tipo de productos. En este stadilo,
que la tolerancia es considerada como el estado normal de la respuesta inirante a
proteinas autdlogas, el desarrollo de ADAs hacia una proteina autéloga recombinan&ziee pu
considerar como un quiebre en la tolerancia inmunoldgica (49).

En general, las células T y B cuyos receptores reconocen antigenos propios, son
eliminadas durante la maduracién del sistema inmune en el timo (para las céluleenTay
médula 6sea (para células B). Sin embargo, existe evidencia de la presencia de células T
autorreactivas en circulacién en sangre periférica que han escapado a los mecanismos de
seleccién en el timo. De hecho, entre el 25y el 40% de las células T auteaastiapan hacia
la periferia por poseer baja avidez (53) o por ausencia de expresion o procesamiento de los
epitopes T en el timo (54). Teniendo en cuenta esto, no resulta sorprendente que ansalgu
pacientes tratados con IFN- -droga mediada por células
T.

En el contexto de una respuesta mediada por células B, el desarrollo de anticuerpos
puede ser independiente de linfocitos T (Ti) o dependiente de linfocitos T (Tabtiacion de
células B en una respuesta de tipo Ti tiene lugar cuando ciertos motivos estructeralgsiicas
moléculas, tales como repeticiones poliméricas, inducen la generacion de las sefiales asquerid
para estimular la activacién de un grupo de células B. Este tipo de respaastalgente no
conduce a la maduracion de la afinidad de los anticuerpos producidos ni al dlesderoélulas
de memoria. Por el contrario, la activacion Td de linfocitos B estd retafhon
fundamentalmente con la secuencia de la proteina y la respuesta humoral generadaesuele
mucho mas robusta, con maduracion de la afinidad y cambio de asdtplos anticuerpos
producidos y desarrollo de células B de memoria. Por este motivo, el andlisiactivacion de
linfocitos T permitiria predecir la generacion de una respuesta humoral contra teir@ao

terapéutica (49, 55).
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4.2.1 Internalizacion de las proteinas extracelulares por las CPAs y

presentacion antigénica a los linfocitos T CD4

La respuesta inmune desarrollada contra una proteina terapéutica comienza con el
reconocimiento de la molécula y su posterior internalizacion por pale las células
presentadoras de antigeno profesionales. Estas CPAs son poblaciones celulares especializadas,
principalmente células dendriticas, linfocitos B y macrofagos, que tienen la capacidad de
capturar antigenos, procesarlos y presentarlos en su superficie a los linfocitqwoleer
sefales que estimulen la proliferaciéon y diferenciacién de los mismos (13).

La CPA mas efectiva es la célula dendritica, dado que presenta la mayor capacidad de
estimulacion y activacion de linfocitos T CD#genes. Se estima que una célula dendritica
puede activar entre 100 y 3000 linfocitos T (56). Las células dendriticas compnamaen
poblacién celular heterogénea derivada de diferentes linajes hematopoyétemsgracterizan
por poseer patrones especificos de localizacién con funciones inmunoldgicas éxesal
tanto en el desarrollo de la respuesta inmune como asi también en la inducciotedmntia
(57). La abundancia de células dendriticas en circulacién es relativamente baja, sin embargo, se
encuentran ubicuamente distribuidas en los diferentes tejidos del organismo, famton
como sensores muy eficientes del material extrafio y potencialmente pedi(E83%

De acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas y funcionales, las células dendriticas pueden
dividirse en dos grandes grupos: convencionales (CDc) y plasmocitoides A@ibas
poblaciones celulares se diferencian en sus marcadores de superficie a nivel fenotipi
funcionalmente, presentan notables diferencias: mientras que, la funcién central de las CDp
consiste en mediar una poderosa respuesta antiviral a través de la secrecion de grandes
cantidades de IFNs de tipo | en la fase aguda de la infeccion, las CDc tienefucoitio
principal activar a los linfocitos T virgenes y orientar el curso de la inmunidad adaptaego

del reconocimiento antigénico y complejas sefiales extracelulares que persuitaativacion,
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las CDc que se encuentran presentes en los diversos tejidos (piel, mucosas, parénqoisna de |
organos, en otros) migran hacia los 6rganos linfaticos, donde llevaran a gabsdatacion del
antigeno capturado a los linfocitos T virgenes (13).

Cuando una proteina terapéutica ingresa al organismo, las CDc que residen en el tejido
donde se deposita el producto, internalizan la proteina, la procesan gmieeslos péptidos
derivados a los linfocitos T CD#Por este motivo, en el presente trabajo el término célula
dendritica se empleara exclusivamente para hacer referencia a la subpoblaciéon de €Dc. Un
caracteristica importante entre las propiedades funcionales de esta poblaciomesdsmacion,
un proceso de diferenciacion a través del cual las células especializadas en la daptura
antigenos se transforman en células especializadas en la estimulacion de linfocitos T (59)

Cuando son aun inmaduras, las células dendriticas se caracterizan por poseer gran
capacidad endocitica y de procesamiento antigénico y bajo potencial de activacién de linfocitos
T. En este estadio estas células no expresan cantidades significativas de moléculas
coestimuladoras como CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) y CD54 (ICAM-1), entre dé@mdasio
esenciales para la estimulacion de células T (56). La funcién prideifze células dendriticas

inmaduras consiste en monitorear constantemente el medio que las rodea en besca d

miento de diferentes patrones moleculares por medio de diversos

tipos de receptores. Estos receptores incluyen miembros de la familia detiaadete tipo C
(DEC-205, DCIR, Dectin-2 y CLEC-1), miembros de la familiandeutesglobulinas (DORA e
ILT3), receptores de proteinas de choque térmico, receptores de tipo toll (TLR)TCHRA® y
TLR-
entre otros. Al entrar en contacto con el antigeno, internalizarlo y procesadélula dendritica
comienza su proceso de maduracion, guiado ademas por citoquinas del médioekiar
(como TNF- - (13).

Durante su maduracion, las células dendriticas experimentan un conjunto de cambios
que les permitirdn, en Ultima instancia, activar a los linfocitos T virgenes. Camedisminuir
notablemente su capacidad de endocitosis y procesamiento antigénico, lo que émita
repertorio de antigenos presentados por estas células a aquellos capturados en el foco
infeccioso. Al mismo tiempo se incrementa la expresion de la malée@R7, receptor de las
guimiocinas CCL19 y CCL21, las cuales son producidas constitutivameote ganglios
linfaticos y que se encuentran también en los vasos linfaticos. De esta manera, la expgesion d
CCRY7 permite la migracion de las células dendriticas maduras, a través de los vasos linfatico
aferentes, hacia los 6rganos linfaticos drenantes del sitio de infeccion. La maduracam de |

células dendriticas se asocia también con una disminucion de la expresidolérulas tales
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como la E-cadherina (molécula encargada de establecer uniones entre las células degdriticas
las células epiteliales de los diferentes tejidos) favoreciendo la migracion hacia lo®ggangli
linfaticos. Ademas, se incrementa notablemente la expresion de las moléculas asociadhs co
proceso de presentacion antigénica: moléculas del complejo mayor de higtatibitidad de
clase | (CMH-1) y clase Il (CMH-II) y moléculas coestimuladoras (CD8@ RR6Por ultimo,
durante el proceso de maduracion se estimula también la produccién de njunto de
citoquinas, cuyo patron particular dependera del tipo de respuesta inmuree sgu esté
desarrollando (12, 13)

El proceso de presentacién de antigenos extracelulares (esto incluye a las proteinas
terapéuticas) a los linfocitos T Cifgenes se inicia con la captura del antigeno por parte de
las células dendriticas inmaduras. En la Figura 5 se muestra un esquema del mecanismo de

presentacién antigénica que se describe a continuacion.

Fig. 5. Presentacion antigénica a través de las moléculas del CMtbdl pasos involucrados en el
procesamiento de antigenos extracelulares se describen en el texto. CLiiBoplpla cadena invariante
asociada a moléculas del CMH-II; RE: reticulo endoplasmatico; li: cademmnievaxdaptado de Abbas
y col.(13).

Inicialmente, la proteina es internalizada en vesiculas endociticas que se fusiegan
con los lisosomas, los cuales contienen proteasas capaces de degradar la molécula en pequefios
fragmentos peptidicos. Al mismo tiempo, las moléculas del CMH-II son sidétien el reticulo
endoplasmatico (RE) asociadas a una cadena, la cadena invariante (li). Esta lur@cupa

-Il recientemente sintetizada, en
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la que se producira luego la unién peptidica. Esta li promueve el plegadomgl#ada de las
moléculas del CMH-II y direcciona el transporte de las mismas en vesiculas exaatieéssh
endosomas, que contienen los antigenos internalizados y procesados. Una vez que se
encuentran en el interior de estas vesiculas endosomales, la li se disocia de |a noeléCivia -
II, por medio de la accion de enzimas proteoliticas que dejan un péptido amipdacidos de
longitud, llamado CLIP (del inglékss Il-associated Invariant Chain Peptideupando el surco
de union al antigeno de las moléculas del CMH-II. Posteriormente, el p&hitifoes removido
por medio de la accion de una molécula llamada HLA-DM, la cual presentanucéueatsimilar
a las moléculas del CMH-II y que co-localiza con éstas en el compartimiensdemcb. Esta
molécula actia como un intercambiador peptidico, facilitando la remocionéeidm CLIP de
la hendidura de las CMH-I1 y la posterior unién de los péptidos antigénicosdantes. De esta
manera, se generan diversos complejos péptido-CMH-II, los cuales seran aregpmttados a

la superficie celular para ser presentados a las células T(C4

4.2.2 Activacion de los linfocitos T CD4

Los linfocitos T CD4ntervienen en una variedad de eventos en el sistema inmune
adaptativo tanto celular como humoral: colaboran en las respuestas dinfositos T CD8
virgenes (naive) y de los linfocitos B, generan respuestas secundarias y contribayen a |
induccién y sostenibilidad de la memoria inmunitaria (60).

El proceso de activacién y diferenciacion de los linfocitos T \Wigénes consta de tres
sefales imprescindibles: el reconocimiento del antigeno, las sefiales de coestimuldaion y
secrecion de citoquinas por parte de las CPAs que polarizaran la diferendildidfocito hacia
un perfil determinado. La sefial inicial de activacion de los linfocitos Tv@iDdnes esta dada
por la interaccion con las CPAs, mediante la cual los linfocitos*Ts@Ddapaces de reconocer
especificamente los péptidos derivados del procesamiento antigénico, expuestos en la
superficie de las CPAs en el contexto de las moléculas del CMH-II, a través delTTRResE
formado por dos cadenas distintas, que conforman un heterodimero ancldaong@mbrana
celular. Por su estructura, estas cadenas pertenecen a la superfamilia de las inmulirggobu
y al igual que éstas, presentan un dominio de elevada variabilidad endaamtinoterminal y
un dominio constante en la region carboxiterminal. Esta gran variabilidaddi| concentrada
basicamente en la region que permite el reconocimiento antigénico, da lugaastencia de
un amplio repertorio de receptores, integrado por millones de especificidafasdies. Cada
linfocito expresa un Unico tipo de TCR, con especificidad singular, constitugshdoa gran
poblacion celular compuesta por centenares de millones de clones diferentes (12).

40



Introduccion

El reconocimiento de un determinado complejo péptido-molécula del ONjbIr parte
un linfocito T CD#4virgen pone en marcha una serie de vias transduccionales que provocan un
incremento en la afinidad de una integrina expresada en la superficie de la célula T, la molécula
LFA-1llymphocyte Function-associated Antigg¢nhhcia las moléculas ICAM-1 e ICAM-2 (ICAM,
Intercellular Adhesion Molecylepresentes en la superficie de la célula dendritica madura. Esta
interaccion estabiliza la unién entre ambas células, a fin de que el Imfbgteda reconocer
adecuadamente el péptido antigénico presentado. Ademas, la molécula correceptora CD4,
presente en la superficie de la célula T, facilita este reconocimiento al interactuaiertos
residuos conservados de la molécula del CMH-II, lo que estabilizarkcaife del TCR con el

complejo CMH#péptido (Figura 6) (12).

Fig. 6 El reconocimiento antigénico estabiliza la unién entre la C& §nfocito T CD4 El reconocimiento
del péptido antigénico, presentado por moléculas del CMH-II a trae¢ésTCR induce un cambio
conformacional en integrina LFA-1 expresada en la célula T que prodirsemento en su afinidad por
las moléculas ICAM-1 e ICAM-2 expresadas por la CD, estabilizandénleentre ambas células. La
interaccién de CD4 con la molécula del CMH-II facilita el reconocimiento antigénico dizestkbunion
del TCR con el complejo péptido-molécula del CMH. Adaptado de Fainboim y Gefjner

La interaccion del TCR del linfocito T CD4+ virgen con un epitope antig@mstituge
la primera sefial necesaria para la activacion del linfocito. Para completar diocbespres
requerida una segunda sefal, la cual es inducida por la interaccion establecida entre la
moléculas CD80 y CD86, expresadas por las células dendriticas maduras, y la molégula CD28
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expresada en forma constitutiva por las células T virgenes. El entrecruzamiento de CD28,
inducido por la interaccion con CD80 y CD86, provee la sef@la2tiyacion del linfocito T,
permitiéndole expresar un receptor de IL-2 de alta afinidad y comenzar thuguion de la
propia IL-2, que actuara estimulando la expansion clonal T de manera aatgcparacrina.
Aquellos linfocitos T virgenes que no perciban esta Ultima sefial sufrirhirooeso de anergia
irreversible, que conducird a su muerte. Es decir que solo si la célulaitdeneéxpresa
suficiente cantidad de moléculas coestimuladoras, el reconocimiento antigénico seitéaein
activacion y expansion clonal del linfocito T, capaz de interactuar ctinflmstos B y mediar su
activacion y consecuente produccion de anticuerpos (49, 60). En la Figura ustse ld

interaccion entre una célula T CD4rgen y una célula dendritica madura.

Fig. 7. La activacion y diferenciacién del linfocito T requiere seBales:La primera sefial (1) es inducida
por el reconocimiento del péptido antigénico por parte del TCR. La segendh(coestimulacion) (2) es
inducida por la interaccion entre CD80/CD86 expresada en la CD y CD28 presehténfatito T.
Finalmente, la tercera sefial (3) estd dada por el conjunto de citoquinestaéas por la célula dendritica
activada que polarizan la diferenciacion del linfocito T hacia dil geterminado. Adaptada de Fainboim
y Geffner (12).

Los linfocitos T CD4activados pueden diferenciarse en muy diversos perfiles de
respuesta, especializandose en la produccion de un conjunto de citoqu@rtasifares segun el
perfil que hayan adoptado. Estas citoquinas guiaran la progresion de la respuastae en

diferentes sentidos, segun el tipo de respuesta que se esté desarrollando.

4.2.3 Activacion T-dependiente de linfocitos B

Durante su desarrollo en la médula 6sea, los linfocitos B adquieren el receptor

antigénico denominado BCR-€ell receptdr el cual esta constituido por una inmunoglobulina
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segunda sefial, la cual esta dada, en primer lugar, por la interaccion del TCR ula [a C&4
activada, con los complejos péptido-molécula del CMH-II presentes en la superficie del linfocito
B. Esta union estimula la expresion de la molécula CD40 en la superficiecélela B y la
secrecion de diversas citoquinas por parte de la célula T. Adicionalmente, Sereeqo
segundo punto de contacto entre los linfocitos B y los linfocitos T, que oaurnagvés de la
molécula CD40 y su ligando, CD154 (CD40L), presente en la superficie de los linfocitos T.

De esta manera, cuando ambas interacciones han tenido lugar, se completatala
sefial de activacion de las células B, que dara lugar a la producciéntideerpos. Sin la
participacién de los linfocitos T, que proveen la segunda sefial, los lisf@#ofren una muerte
celular programada o apoptosis.

En la Figura 8 se muestra un resumen del proceso de activacion de linfocitos B

dependiente de linfocitos T.

El andlisis de la inmunogenicidad de las proteinas de uso terapéutico humano ocupa un
lugar preponderante en el proceso productivo de las mismas, debido al impacto directo de esta
caracteristica sobre la eficacia y seguridad de la terapia. Los anticuerpos anti-demign p
neutralizar la funcion terapéutica, influir en la farmacocinética y, en algoasss, provocar
efectos adversos severos. Por este motivo, las agencias regulatorias de los EE.UU., FDA, y de
Europa, EMA, han desarrollado minuciosas guias en las que se describen loal@siasipectos
a tener en cuenta al momento de informar la inmunogenicidad potencial deluptodEn
efecto, actualmente estos ensayos constituyen uno de los requisitos necesarios para realizar el
registro inicial de nuevos candidatos terapéuticos 62).

Como se menciond anteriormente, una de las principales causas de la generacién de
ADAs es el reconocimiento de regiones antigénicas presentes en la proteina terapéutica.
Algunos antigenos pueden activar las células B sin la ayuda de las células T. Sio, éasbarg
respuestas de anticuerpos robustas y sostenidas contra la mayoria de los antigenosedepend
de que las células T y B reconozcan el antigeno en forma conjuntasteanotivo, el analisis
de la activacion y proliferacion de las células T en presencia de la proteinéutécase ha
utilizado para el desarrollo de ensayos que permitan predecir la inmunogehidgéda misma
(63).

La evaluacion de la inmunogenicidad de un bioterapéutico es una taredejampe

involucra el empleo de diversas estrategias complementarias como son: pradibeida
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inmunogenicidadin silico empleando herramientas bioinforméticas; modelws vivo para
ensayos preclinicos (estudios en ratones transgénicos) y clinicos; y, plataformas exfzdesn
in vitro. Para el caso de los modelas/ivg éstos pueden presentar dificultad para la prediccion
de la incidencia de la inmunogenicidad debido a las diferencias entre el sisteonae humano
y el del animal de experimentacion; este problema puede resolverse, por ejem@tbante el
empleo de ratones transgenicos cuyo sistema de presentacion antigénica endogeteClase
Iy Il) se ha eliminado y ha sido reemplazado por los alelos qifecangara proteinas del CMH
humano. Por otro lado, los model@s vitro son Utiles para predecir si la proteina interactuara
con las moléculas del CMH; sin embargo, estos sistemas no exponen la peotetas los
factores que pueden influir en la inmunogenicidad en pacientes. En cuanto a ledosiod
silicq éstos pueden ser Utiles para predecir epitopes potencialmente inmunogénicos, pero
siempre requieren de una validacidon basada en pru@b&groe in vivo(64).

Por este motivo, el andlisis de la inmunogenicidad de proteinas terapéuticas coatempl
una variedad de estudias silicq in vitro e in viva La aplicacion conjunta de los mismos ha

demostrado una gran utilidad en numerosos casos.

A partir de los avances en el campo de la bioinformatica, en la actualidsigre
métodos que, a través del uso de estrategias de modelado molecular y algomitaematicos,
permiten predecir la inmunogenicidad potencial de una proteina. Estos métodastmente
realizan un andlisis de la secuencia aminoacidica de las proteinas terapéutvatign
posteriormente, la probabilidad de unién de péptidos derivados de la enisom distintas
moléculas de CMH-II, conocidas en humanos como HLA (del ihgi&sn Leukocyte Antigen
La afinidad de unién de los péptidos derivados de las proteinasétiaps a las diferentes
moléculas HLA es una caracteristica particularmente importante en el contexto de la respuesta
inmune frente a estos productos. Por este motivo, numerosos algoritmos hadesarrollados
en base a la identificacion de aquellos péptidos con elevada probabilidad ide anlas
moléculas HLA mas predominantes en la poblacién mundial (65EG6adicién, permiten
identificar los aminoacidos con mayor contribucién a la antigenicidad del dmépti las
mutaciones que generen una reduccion de la misma. De esta manera permiteralieaton el

desarrollo de proteinas que presenten una inmunogenicidad reducida.
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Las moléculas del CMH-Il pueden acomodar secuencias de entre diez y treinta
amino&cidos en la hendidura del sitio de unién al péptido, conlamgitud 6éptima de doce a
dieciséis aminoacidos. La longitud del motivo de union dependesi@ropiedades de $
aminoacidos que la componen (tamafio, polaridad, carga y posicioengntiuna elevada
influencia sobre la probabilidad de union del péptalona molécula HLA especifidgedemas,
debido a la forma relativamente abierta que presenta el bolsillo de uniéasdadbléculas CMH-

Il, se ha encontrado que las propiedades de las cadenas laterales de ciertos aminoacidos,

II, también ejercen un rol en la precision de la prediccion. Es por esto quenestalel estudio

como a los residuos que flanquean el sitio de unién, posicionados por fuera del mism®) (67, 6
Los métodos de prediccidm silicodisponibles permiten modelar las interacciones entre

los péptidos y las moléculas del CMH-

péptido evaluado segun la probabilidad que posee dicha secuencia peptiditg@decionar

con una moléculdLA especifica (antigenicidadydemas, existen numerosos algoritmos que

evalian el contenido total de epitopes con la capacidad potencial dendedenar una

respuesta inmune T dependiente y posibilitan la prediccién de la innaumicigad global de una

inmunogenicidad potencial de distintas variantes de una proteina. La diferenuigpptientre
los diversos tipos de algoritmos radica en su capacidad para predecir la inmundeeigiobal
y los epitopes dentro de la proteina. En este sentido, si bien la informd@onible en las
bases de datos de epitopes sirve para predecir y analizar posibles sitios antggrpeoa
evaluar el efecto de las mutaciones sobre la inmunogenicidad de lososjigambién es
necesaria la validacion experimental que confirme los resultados obtenidos a gmntistos
algoritmos (69).

Dentro de los diversos algoritmos de uso libre para el mapeo de epitopes peptidicos, se
encuentran: MHCPred, IEDB-MHCII, Rankpep, MHC2PRED, EpiTOP, SYFPEITHI, TEPITOPE,
ProPred, NetMHCII, y KernelRLSPan, entre otros. Ademas, existen una serie theoalgliari
prediccion de epitopes desarrollados por compafiias privadas, como es el casmjdato de
herramientas ISPRI (del inglésteractive Screening and Protein Reingeneering Interface
desarrollado por la empresa EpiVax Inc. El mismo permite establecer prediccicggisoges
T para moléculas del CMH-II con una precisién de un 5 a un 15% mayorrgs®eale los

algoritmos (65) y es el que se ha empleado en el presente estudio.
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Las herramientas de prediccidn silico de la inmunogenicidad de las proteinas

terapéuticas brindan informacién muy Gtil sobre su potencial inmunogénpesmiten predecir

el efecto que tendran cambios puntuales sobre el mismo. Sin embargo, estas hetemmien
suelen sobreestimar la inmunogenicidad de las proteinas terapéuticas. Esto seqlebesias
herramientas de prediccién no contemplan la influencia del procesamiento argméndel
reconocimiento de los complejos péptido-molécula del CMH-II por el TCRiesaelollo de la
respuesta inmune (65). Es por esto que, debido a su rapida y simple ejecuni@mgieadas
frecuentemente como una primera etapa del estudio. Luego de esto, se requerirdn un conjunto
de ensayos experimentales que permitan la confirmacion de tales predicciones, pia po
establecer un ordenamiento de los péptidos inmunogénicos de acuerdo a sudzapas

induccién de una respuesta inmune mediada por células T.

5.2.1 Validacion mediante ensayos in vitro

Entre los ensayos de validacién experimeimaVitro mas empleados se destacan los
ensayos que evallan la interaccion de los péptidos sintéticos, que confornsatuancia
primaria de la proteina terapéutica, con los distintos alelos de las moléclléH 4 de clase .
Un set de alelos del HLA frecuentemente analizados son los alelos prototipicb¥0 DRB
DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1BIRBB1*1501, que
representan méas del 90% de la diversidad alélica de la poblacion mundial (70).

Conjuntamente, a partir de los avances significativos en la tecnologia de espetciaom
de masas, se han identificado los péptidos efectivamente procesados y presentadms en |
superficie de las CPAs por medio de la aplicacién de la tecnologia MAPRPglédeMHC-
associated peptide proteomicd.os resultados de estos ensayos confirman el rol fundamental
del procesamiento natural de los antigenos en la identificacién de los epitopesc@iésnpara
células T, evidenciado por un menor nimero de péptidos en los bolsillogide de las
moléculas del HLA que los predichos por los anatisigicoe incluso por los ensayos de unién
(72).

5.2.2 Validacion mediante ensayos ex vivo

Los ensayo®x vivg es decir, empleando células provenientes de sangre periférica
humana, se han desarrollado para evaluar la asociacion directa entre la presencia gespito
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para células T en una secuencia proteica y el titulo y longevidad de ADAs thkasrdtstos
estudios permiten evaluar la internalizacién de la proteina terapéutica, su procagany

presentacion de los epitopes peptidicos capaces de inducir proliferacion cetalabios
fenotipicos y liberacion de citoquinas por parte de las células T.

En el afio 2010, Wullner y colaboradores (72) propusieron una estrategisogsiste

en la incubacion directa de CMSP humana con la proteina de interés oneomezcla de
péptidos derivados de la misma. De esta manera, las CPAs presentes en la muestra endocitan,
procesan y presentan los péptidos generados. Luego, los complejos péptido-mokddDid-
Il pueden ser reconocidos por las células T presentes entre las CMSP, dandslugetivacion
y proliferacion. Finalmente, se determina la respuesta inducida por la proteiapéigtica a
través de la cuantificacion de citoquinas caracteristicas de los perfiles T efecti@eEsdmo
IFN e IL-4, que caracterizan los perfiles Thl y Th2, respectivamente.

Una metodologia alternativa que permite analizar la respuesta inmune frente a
proteinas terapéuticas fue descripta por Jaber y Baker (73), en la cual tambiéplsar@MSP
humana, pero realizando una etapa previa de separacion de los monociwdag délulas T
presentes en la muestra. Brevemente, el método consiste en aislar los monocitos presentes en
la muestra de CMSP de cada donante, diferenciarlos a células dendriticas e incubarlesriuego
la proteina a evaluar. De esta manera, se obtienen CDs maduras que presentaran los péptidos
antigénicos y seran co-cultivadas posteriormente con los linfocitos TaDiogos (del mismo
donante). Si en la muestra existen células T capaces de reconocer especificamente kjesompl
péptido-molécula del CMH-II presentados por las células dendriticas, tendad lung
proliferacién linfocitaria y su posterior diferenciacién en un perfil efector determinado.

El analisis de la respuesta producida por las células T cultierdagpuede hacerse a
través de diferentes ensayos. Los mas sencillos consisten en la determinacion déelapidti
celular, midiendo la incorporacion de timidina marcada, o en la cuantificacion digdqsinas
secretadas por parte de las células T amtgespecificas por medio de técnicas de ELISA o del
namero de células T activadas, por medio de ensayos de ELISpot. En la actualidad, la citometria
de flujo de alta dimensionalidad (74), junto con los ensayos de Marcadoresidodupor
Activacion (MIA) (75) han demostrado ser un medio accesible y rapido pdedelecion de
células T especificas de antigenos. En conjunto, estas metodologias brindan inforradeion d
inmunogenicidad potencial de una proteina terapéutica. Sin embargo, preseari¢aras
limitaciones, propias de las plataformasvitro. Por este motivo, numerosos estudiimsvivo

han sido desarrollados en modelos animales, algunos de los cuales se describémacon.
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En un principio, para evaluar la seguridad y toxicidad de distintos dipd&rmacos, se
empleaban ensayom vivoque se realizaban en modelos animales tradicionales, tales como
ratas, ratones o primates no humanos. No obstante, estos modelos presentan una conrelaci
limitada al momento de determinar el potencial inmunogénico de las proteinas terapéuticas en
humanos, debido a que el mecanismo inmunoldgico que se desencadeadministrar el
terapéutico corresponde a la clasica respuesta hacia un antigeno extrafio, y no al de ruptura de
tolerancia. Esto se debe a que la mayoria de estas proteinas son reconumid@sagentes
extrafios cuando son administradas a otras especies de mamiferos. Como consecuestia de
resulta dificil establecer un modelo animal que imite en forma precisa eh@soénmunolégico
que se generara cuando el terapéutico sea administrado en humanos. Para superar estas
limitaciones, se han desarrollado diferentes tipos de modelos de ratarasgénicos
disponibles para las pruebas preclinicas de inmunogenicidad.

En primer lugar, se han desarrollado modelos de ratones transgénicos que expresan la
proteina humana de interés y que son, por lo tanto, tolerantes a la m{6¥80). Esto permite
que los mecanismos que desencadenan la formacion de ADAs sean similares a los que ocurren
en humanos y brinda un modelo Util para realizar predicciones deasugpitopes en proteinas
modificadas o para llevar adelante estudios de inmunogenicidad compaatire diferentes
productos o de ruptura de tolerancia (81). Sin embargo, a pesar de que estos animales
transgénicos constituyen una mayor aproximadidwivoque los ratones salvajesvald type
presentan una limitacion en cuanto a su capacidad de imitar la presentacién antigénigadjum
debido a la falta de homologia entre las moléculas del CMH-II de ambas especies.

Para resolver este inconveniente, se han desarrollado ratones transgénuos|ael
se les ha eliminado el sistema de presentacion antigénica murino y en su lugesaexgiversos
alelos del HLA. Las moléculas del HLA de clase |l estan codificadasgsologelizados en el

brazo corto del cromosoma 6 y se expresan como heterodimeros en la supediigiar,

oléculas del CMH-II son codificadas por
tres grupos de genes altamente polimorficos: HLA-DP, HLA-DQ y Hy Aul¥Rpresion ocurre
de manera codominante en la superficie celular. Se ha demostrado que lasutesléel HLA-
DR tienen una mayor participacion en la presentacién antigénica a células T (823sAtke
susceptibilidad hacia numerosas enfermedades de etiologia autoinmune esta asocidds con
alelos HLA-DQ y HLA-DR. Por ejemplo, se ha visto que la artritis relenayola EM se

encuentran fuertemente asociada con los alelos del locus DRB1, mientras que laegliabet
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muestra una asociacién mayor con los alelos DQBL1 (83, 84). Este haelsolteosorprendente
teniendo en cuenta el elevado grado de polimorfismo genético de las matédalaHLA, las

cuales cumplen un rol esencial en la seleccion del repertorio de célulaelTtiero y en la
presentacion antigénica en la periferia (83). Por este motivo, para el estudio de la
inmunogenicidad de las proteinas terapéuticas, se han desarrollado diferentes cepasds
transgénicos que expresan algunos de los alelos mas frecuentes del HLA-DR: HLA-DR1
(DRB1*0101), HLA-DR3 (DRB1*0301) y HLA-DR4 (DRB1*0401), entre otrastoEseefe
demostrado que los péptidos presentados por las moléculas del HLA de clase |l eatestess r

son similares a aquellos identificados en pacientes que expresan dichos alelos (85).
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Objetivo General

El objetivo general del presente plan consiste en el analisis de la aganicidad de
proteinas terapéuticas recombinantes producidas en nuestro laboratorio y en la proddecion
nuevas variantes con inmunogenicidad reducida, sin producir un impagativo en su

estructura y funcién bioldgica.

Objetivos Especificos

1- Evaluar la inmunogenicidad del IFNa mediante ensayos de estimulacion de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con esclerosis muttplestano

con IFN--1a, y la activacion especifica de linfocitos T, por medio de citometria de flujo.

2- Realizar un analisin silico que permita identificar las regiones potencialmente
inmunogénicas de la proteina y los cambios puntuales que conducitina seducciéon de la
inmunogenicidad de estas regiones, sin producir un impacto negativo en la estrydtnaion

de la proteina.

3- Validar las predicciones realizadas mediante técnicas experimentales, de manera tal de
identificar las modificaciones que efectivamente producen reduccion de la inmunogehigid
disefiar posibles variantes que las contengan, en distintas combinaciones (variantes de

inmunizadas).

4- Producir las variantes de-inmunizadas en células animales, purificarlakigrda actividad

biolégica y la inmunogenicidad mediante ensaiyogitroe in viva
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Para el estudio de la inmunogenicidad de las variantes de-inmunizadas-del&-sk
utilizé el conjunto de herramientas provisto por la compaBfaVaxinc. (Providence, Rhode
Island, Estados Unidos), institucion lider y pionera en el analisis idenlamogenicidad de
proteinas con fines terapéuticos. Estas herramientas permiten modelar de forma precisa la
interaccion CMH-epitope y predecir la inmunogenicidad de las secuencias peptidicas.

La primera etapa del proceso de de-inmunizacion consisti6 en el anddisia
inmunogenicidad global de la citoquina, por medio de una metodalpgeviamente descripta
(86). Para esto, la secuencia de IFMa fue analizada en base a péptidos consecutivos de 9
amino&cidos de longitud y solapados en 8 residuos. El potencial inmunogéniccadeeptido
fue evaluado frente a un panel de ocho alelos arquetipicos del HLA Clase fO@RB1
DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRBAFRIRB1*1501) que
representan el 90% de la diversidad de moléculas del CMH-II en la poliiaci@ma mundial
(70).

Elsoftware
cuyo valor Z es superior a 1,64 en la escala Epildatrix (aproximadamente el 5% del set de
péptidos) presentan una probabilidad significativa de uniéon a la molécula dellICivise
designan comaits.
del total) presentan muy alta probabilidad de unién. La mayoria de los epitopedidadols se
encuentran dentro de esta categoride esta maneraEpiMatrix asigna unscore de
inmunogenicidad global a IFNia, ubicandola en una escala normalizada que permite
establecer comparaciones con otras proteinas inmunogénicas.

Posteriormente, por medio de la herramientdustiMer se agruparon los péptidos con
mayor potencial inmunogénico en regionesc{aster9, de entre 15y 25 aminoacidos (87)

Finalmente, el andlisis de la contribucion individual de cada aminoacido a la
inmunogenicidad total de cada péptido fue llevado a cabo por medidadherramienta
OptiMatrix. Esta herramienta realiza una busqueda de aquellos residuos criticos en la unién a
los distintos alelos HLA. Luego, reemplaza en forma iterativa cada amingamidos 19

restantes y en cada caso realiza una evaluacion de la inmunogenicidad potendfahtesEl
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tal de realizar cambios conservativos o naturales en la molécula.

Por otra parte, los residuos esenciales desde el punto de vista de la estructura/funcion
de IFN- fueron previamente identificados mediante una minuciosa busqueda bibliog(&88ga
Ademas, se evitO mutar aquellos residuos que naturalmente se hallaban fuertemente
conservados (funcional/estructuralmente importantes), para lo cual se realizé un alergami
multiple de secuencias homologas al IFila, seleccionadas de la base de datos no redundante
(nr) del NCBI empleando el algoritmo de MAFTT (89). Posteriormenteaksdda estabilidad
de cada variante a partir del célculo de la , la cual se
determiné empleando el software dg_monomer4 implementado en el paquetafBimatico
Rosetta5(90-92). Este programa estima la diferencia de pseudo-energias definidasgmita
entre la estructura de tipo salvaje y la estructura mutante puntual. Mas precisamente, se
generaron 50 modelos de cada una de las estructuras mutantes y de tipo sai®aje, ymas
preciso se determind como la diferencia entre la media de las 3 estructuras de tipfe saia
la puntuacién mas alta y las tres mutantes con la mayor puntuaRidsettasigue la convencion
de que los valores negativos de indican una mayor estabilidad, es decir, = energia
mutante - energia de tipo salvaje. El alineamiento multiple de secuencias hasélbidrN-1a
asi como el andlisis de la estabilidad de cada variante en funcién de sus diferencias @ energ
libre de Gibbs se llevo a cabo en colaboracion con el Dr. Alberto Sergio Gardyaleoratorio
de Modelado Molecular, perteneciente a la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgitas

Una vez establecidas las modificaciones a realizar sobre atasi®r, éstas fueron
introducidas de manera secuencial, generandose asi las secuencias de las valantes

inmunizadas correspondientes.

Excepto en los casos en los que se aclara expresamente, todas las solacimses

Q’F(Millipore, EE. UU.). Todos los reactivos

empleados fueron de grado de pureza analitica.
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HEK 293T/1{Human Embryonic Kidney) (93): obtenida de la American Type Culture
Collection® (ATCC) (CRL-11268, EEUU.). Es un clon de la linea celulavadaKieleiiion de
embrion humano que expresa constitutivamente el antigeno T grande del virgsnite 40
(SV40); el clon 17 fue seleccionado especificamente por su alta facilidad de ser transfectado. Se
utilizo para el ensamblado de particulas lentivirales necesarias para el proceso de ¢camsdu
(seccion 6.51

CHOK1 (Chinese Hamster Ovary) (94): obtenida de la ATCC (CCL-61, EE. UU.nEs un clo
de la linea celular CHO derivada de ovario de hdmster chino adulto gug$esd como huésped
para la expresion de las diferentes variantes de-inmunizadas de IFN-  6.5.2).

WISH (95): obtenida de la ATCC (@5BL; EE. UU). Es una linea celular epitelial
adherente, derivada de tejido amniético humana, susceptible a la infeccion comelde la
estomatitis vesicular (VSV). La misma fue utilizada para la evaluacion biolégica de las diferentes

variantes de-inmunizadas de IFN- 9.1.1).

La esterilizacion de los medios de cultivo se realiz6 por filtracion, empledtrde fi

se incubaron durante 48 h, una de ellas a temperatura ambiente y la otra a 37 °C, como control
de la esterilidad. El medio de cultivo se conservé siempre a 4 °C.

El suero fetal bovino (SFB) (PAA, EEUU) fue previamente descomplementado por
incubacién en bafo de agua termostatizado a 56 °C durante 30 min.

Medio DMEM/F42 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium / Nutrient Mixture F-12 (Ham);
Gibco, EE. UU.): Consistié en una mezcla 1:1 (V/V) de los medios DMENVHEEIRID.) y Ham’s
F-12 (Gibco, EE. UU.) suplementados con NaHCO3 (Gibco, EE. UU.) 2,441 g/l,esulfato d
gentamicina (Calbiochem, EE. UU.) 0,05 mg/g y glutamina (Gibco, EE. UU.) 1,1 g/l.

Las concentraciones de SFB empleadas para suplementar el medio fueron de 5% 0 0,5%
VIV, en funcién de la etapa de la experiencia en la que se haya utilizado.

Este medio se empled para el cultivo de las lineas celulares recombinai@e& T

productoras de las diferentes variantes de IFN-
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Medio DMEM para HEKnvitrogen, EE. UU.): se emple6 para el cultivo de la linea celular
HEK 293T/17. Para ello, fue suplementado con NaHCO3 1,5 g/I, pidevatwio (Gibco, EE.
UU.) 0,11 g/l SFB 10% (V/V) y sulfato de gentamicina 0,05 mg/ml.

Medio MEM (Minimun Essential Medium, Gibco, EE. UU.): se emple6 para el
crecimiento de células WISH. Fue suplementado con glutamina 2 mM, NaHCO3Ratdl
de gentamicina 0,05 mg/mly SFB 10% (V/V) o0 2% (V/V).

Medio RPMI 164qRoswell Park Memorial Institute; Gibco, EE. UU.): se empleé para el

cultivo de células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP) y células esplénicas (CE).
Para preparar el medio basal se suplementé el medio RPMI 1640 con NaHCOFH(&ihtd.,)
1,5 g/l y sulfato de gentamicina (Gibco, EE. UU.) 0,05 mg/ml. Para la prépatacmedio de
trabajo (medio completo), la formulacion anterior se suplementé con SFB al 10%2(ViiM),
de solucién estéril de glutamina (Sigma, EE. UU.) y 1 mM de soluciéndespéniivato de sodio
(Gibco, EE. UU.). El pH se ajust6 a 7,2 con NaOH 4N (Sigma, EE. UU.).

Medio LB (Luria-Bertani): se utilizd para el crecimiento bacteriano en medio liquido.
Composicion: triptona (Sigma, EE. UU.) 10 g/l, extracto de levadura (BD, Eglly.NaCl
(Sigma, EE. UU.) 10 g/l. El pH se ajusté a 7,2 con NaOH (Sigma, EE. UU.) lda\LEEI ca

clones resistentes a dicho antibiotico.
Medio agar LBse empled para el crecimiento bacteriano en medio sélido. Consistio en

medio LB con el agregado de agar (Sigma, EE. UU.) 2% (P/V). El medio agar LB suplementado con

Debido a que el antibiético es un compuesto termolabil, se adicion@dimestéril fundido una
vez que la temperatura alcanzé aproximadamente los 50 °C. Luego de homogeseizar,
repartieron alicuotas de 15 ml en placas de Petri estériles de 10 cm de diametroe(Grein
Austria).

Medio A: se emple6é para la preparacion de células competente&.deoli Esta
constituido por medio LB suplementado con Mg380 10 mM y glucosa 0,2% (P/V).

La esterilizacion de los medios de cultivo para bacterias se realiz6 en autoclave durante

15 min a1l atm, a 120 °C.
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Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando los medios y
condiciones recomendados por los proveedores de cada enzima. En todos lo$acesas;ion

se llevd a cabo durante 2 h a 37 °C, empledndose de 1 a 5 U de enzima por ca

Luego de las digestiones enzimaticas, los fragmentos se separaron mediante

electroforesis en geles de agarosa para su posterior andlisis y/o purificacion.

Las separaciones de ADN en geles de agarosa se realizaron empleando el sistema
submarino (96). Para la preparacion de los geles, de concentracion de agarosa 186 (#&/50),
la cantidad adecuada de agarosa (Biodynamics SRL, Argentina) y se disolvié en solucion
reguladora TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8BRE' A 1 mM) en horno microondas. La solucién se
enfrié a 60 °C y se adiciono el colorante SYRR&DNA gel stalt0.000 X (Invitrogen, EE. UU.).

Esta solucion se colocd en un soporte adecuado y se introdujo un geiiemm de espesor

para formar los carriles de siembra, que se retir6 una vez solidificade! E¢ colocé en una

cuba electroforética y se cubrié completamente con solucion TAE. Las muestras de ADN se
mezclaron con solucion de siembra 10 X [Glicerol (Cicarelli, Argen@f&)(\8/V); azul de
bromofenol 0,25% (P/V)] y cuidadosamente se sembraron en cada una de lasalafjek 8e

aplicé un voltaje entre 80-100 V hasta observar la adecuada migracion del coloerte
solucién de siembra. Finalmente, los geles fueron examinados utilizand@nsiluminador

Safe Imager (Invitrogen, EE. UU.) y fotografiados.

La deteccion de los fragmentos de ADN por medio de esta técnica es mefilde al
fendmeno conocido como transferencia de energia mediante resonancia de fluorescéncia. E
fundamento del mismo se basa en la capacidad del colorante SYBR® de intercalarse en |
estructura secundaria de la doble hélice del ADN y acoplarse energéticamente a los acidos
nucleicos que lo forman, de manera que su tasa de emision fluorescentecreamenta

notablemente. El complejo resultante ADN-SYBR presenta el pico de absorcion

longitud de los fragmentos de ADN separados se emplearon los marcadores de masa molecular

Trans2K® Plus DNA Marker y Trans5K® Plus DNA [&gkea, EE. UU.).

56



Materiales y Métodos

Los fragmentos de ADN separados por electroforesis en geles de agarosdica puari
utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extration K{QIAGEN, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

La purificacién se verificoO analizando una alicuota mediante electroforesis ate gel
agarosa. Se determind la pureza y la concentracion de los fragmentos mediante lectura

espectrofotométrica (secciéon 5.9

Los fragmentos de ADN obtenidos luego de las digestiones con enzimestrazion
fueron aislados y concentrados mediante precipitacién con etanol absoluto. Denastaa fue

posible eliminar los fragmentos cortos de ADN liberados, las sales y las enzimas de restriccion

adicionando un volumen de acetato de sodio 3 M equivalente al 10%ldehen de la muestra.
Se mezcld suavemente y se agregaron 2,5 volumenes de etanol absolutociufmando a0
°C durante 1 h. Luego, se centrifugé a 13.009 durante 15 min a 4 °C, se descartd el

g,
durante 7 min a 4 °C. Se sec0 en estufa a 37 °C durante 10 min y el precdijgtadN se

T4 ADN ligasa (Invitrogen, EE. UU.), de acuerdo con el protocolo indical@pveedor. Para
la ligacién de insertos con el vector pLV-pLK se utiliz6 una relexsiério/plasmido 5:1. La
mezcla de reaccién se incub6 durante toda la noche a 4 °C. Se reali@dtnaoh de plasmido

religado, remplazando el volumen correspondiente al inserto por agua autoclavada.

Para la preparacion de células competentes se realizé una estiizsateerichia coli

TOP10, obtenidas de un stock conservado a -70 °C, sobreag@adqoin agar LB. Se cultivaron
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durante 16-20 h a 37 °C. Se escogi6 al azar una de las colonias desalydmdasculé en 5 ml
de caldo LB (cultivo inoculo), realizdndose una nueva incubacion a 37 °C dlBahteon
agitacion a 180 rpm. Se realizé un repique del cultivo en una dildcl®® en 100 ml de medio
Ay se incubd a 37 °C en agitacion a 180 rpm durante 2 h. Posteriormentglulas fueron
trasvasadas asépticamente a un tubo de centrifuga estéril, enfriado previamente, adasub
durante 15 min en bafio de hielo. Las bacterias se cosecharon mediante centbifugakcPC y
1.500 rpm durante 10 min. Se eliminé el sobrenadante y el sedimento celuksiusgpendio en
1 ml de medio A frio. A esta suspension se le adicionaron 5 ml de solecidomservacion
[medio LB conteniendo glicerol 36% (P/V); PEG 12% (P/V) (MWREBR.7HO 12 mM,

cuales fueron conservados a -70 °C hasta su utilizacién. El medio de culiraalaitgara la
preparacion de las células competentes, rico en nutrientes, favorece la generacion de poros en
la pared celular bacteriana y, en consecuencia, la introduccion del ADN plaschichote la
transformacién. La triptona y el extracto de levadura aportan el nitrogenc yalctores de
crecimiento necesarios para la replicacién y recuperacion bacteriana luego del prees
transformacién. La glucosa incrementa la tasa de crecimiento y el sulfato de ntagrese
los iones M§', necesarios para las reacciones enzimaticas que permiten la replicacion del ADN
y eleva la eficiencia de transformacion.

Para asegurar la esterilidad del cultivo y estimar la eficiencia de transformacion se
realizd un control de las células competentes preparadas. Para ello, las #mctampetentes,
una vez conservadas durante al menos 16 h a -70 °C, se descongelartub@sriano de ellos
se transformo con 100 ng de un vector con resistencia para ampicilimadicpositivo) y el otro
fue sometido al mismo procedimiento, pero sin el agregado de ADN (comégptivo).
Finalizada la transformacién, las células fueron distribuidas homogéneamente en placas de
cultivo conteniendo agar LB y antibiético ampicilina. Las células comestireron utilizadas
sélo cuando la placa del control negativo no mostré desarrollo de colgpruiaando se obtuvo

una eficiencia de transformacion superior & 10

competentes y se mezclaron con el ADN (mezcla de ligacion, secciérp&Smido control),

incubando durante 30 min en bafio de hielo. Posteriormente, la mezclassomh un bafio a
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42 °C durante 2 min y se transfirid6 inmediatamente a hielo durante otros23eiadicionaron

con el proposito de permitir la recuperacion de las bacterias de la situdei@strés a la cual

fueron sometidas. Las células se cosecharon mediante centrifugacion a 2.500 x g durante 5 mi

en el volumen remanente de medio. Finalmente, la totalidad de la suspension cetular
distribuyé en forma homogénea sobre una placa conteniendo agar LB suplementado con

ampicilina, que permite seleccionar las bacterias transformadas. Se incubé dusante37 °C.

5.8.1 Minipreparacion

Con el propdsito de obtener los vectores lentivirales que contengaseasencias
codificantes de las variantes de IFN-a con una pureza y concentracién adecuadas para realizar
Su secuenciacion, se realizé una extraccion plasmidica en pequefia escala.

A partir de colonias individuales de cultivos realizados en medio BgaoriLantibidtico,
se inocularon frascos conteniendo 5 ml de LB con antibidtico y se dejaron crecer dur&@e 16-
h a 37 °C y en agitacién a 180 rpm. Luego, el vector fue purificadmandii el kit comercial
Wizard Plus SV Minipreps DNA purification syst#nomega, EE. UU.), siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

5.8.2 Maxipreparacion

Con el proposito de obtener cantidades suficientes de los vectores lergs/pala su
empleo en el procedimiento de transfeccidn de células eucariotas, se realizaron prepasacione
de ADN plasmidico en gran escala (maxiprep), empleando el método de lisis al@lina (9

Inicialmente se realizé una estria de la cepa conteniendo el plasmiddedésirsobre
una placa de agar LB y se cultivé durante toda la noche en estufa a 37 °C. Smaorndonia
aislada y se la cultivé en 10 ml de medio LB liquido suplementado coailamplurante 16 h a
37 °C en agitacion a 180 rpm. Se agreg6 a este pre-cultivo 90 ml de loBedam antibidtico y
se mantuvo en agitacion durante 8 h en las mismas condiciones. Posteriormesneplifeco el
cultivo a un frasco Erlenmeyer conteniendo 200 ml de medio LB y se incubd duraiehis:

las mismas condiciones.
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Los cultivos se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se descart6 el
sobrenadante y el sedimento celular se resuspendi6é en 10 ml de soluciorHCIT2s mM pH
8,3; NaEDTA 10 mM; glucosa 1% (V/V)], incubdndose durante 5 min en hielo. Seaaditi20
ml de solucion Il [NaOH 0,2 M; SDS 1% (V/V)] homogeneizando adecuadparantegrar la
lisis celular en hielo durante 5 min. Se agregaron 15 ml de solu@&@oliicion de neutralizacion
[K+ 3 M, Ac- 5 M], a 4 °C, homogeneizando. Se incubd durante 5 min ey $getentrifugd a
5.000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se filtr6 a través de eindediitro y el ADN
plasmidico se precipit6 mediante el agregado de 0,6 volumenes de isomof.T. Baker, EE.
UU.), incubando 15 min a -70 °C. Se centrifug6 a 5.000 rpm duranten204fiC, se descart6
el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1 ml de solucion IV [8G#olV/V); Tris-
HCI 10 mM pH 8; NaCl 100 mM]. La suspension se trasvas6 a un tubodmdiéoml y se
centrifugd a 14.000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. El pellet sspeadié en 1
ml de LiCl 2 M, dejando en hielo durante 1 h con el propdsito de precipitar el ARN.

La solucién se centrifugd 2 min a 14.000 rpm y se transfirié el sobreteadam tubo

cada reactivo. Se centrifugd a 14.000 rpm durante 10 min y se conservo la fase(aopesar).
A ésta se le adicion6 1 volumen de isopropanol, se agité y se incubGel@amin a -70 °C
para precipitar el ADN. Se centrifug6 a 14.000 rpm durante 15 min a 4 p@egipltado se lavo
nte 5 min a 14.000 rpm. El precipitado se disolvié
-HCI 25 mM pH 8,3; NaCl 100 mM] con el agregado de ARNasa

Se repitio la extraccién fenol/cloroformo para eliminar la ARNasa adicionada. EI ADN

volumenes de isopropanol, se agité y se incubd 20 min a -70 °C, fomdelprecipitar el ADN

Milli Q estéril.

Finalmente, se evalud la integridad de los plasmidos mediante electroferegjel de

agarosa (seccién 5.2) y se determind la concentracion y pureza mediante lectalrsodbancia

a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm (seccién 5.9).
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Los acidos nucleicos absorben luz ultravioleta debido a la presencia de basesca®mati
nitrogenadas a lo largo de las cadenas del ADN. Esta es una caracteristica propia de la molécula
que presenta un maximo de absorcidén a una longitud de onda de 26@ msta longitud de

onda la absorcion es proporcional a su concentracion. Una unidad de abs@rlza260 nm

La concentracién y pureza de los plasmidos (Concentracién de acido nuClgic®

visible (Ultrospec2100pro Healthcare, Reino Unido), segun las ecuaciones 1y 2 (96).

1)

)

ecuacion (2) debe estar comprendido en el rango de 1,8 a 2,0. Por fuera del misnhacitanso
no es considerada apta para su uso en transfeccién de células eucariotas, ya quernmsee
cantidad considerable de contaminantes (proteinas, reactivos utilizadosestrdecion, entre

otros) que podrian afectar la eficiencia de la misma.

Los vectores lentivirales conteniendo cada una de las variantes de-1BNueron
generados mediante el clonado de las secuencias correspondientes (contenidas émitzagm
plasmidos pUC57-Amp) en vectores pLV-PLK. Estos Ultimos poseen latesigaiaateristicas:

» un origen de replicacién bacteriano (ORI);

» Un gen que otorga resistencia a ampicilina;

» un sitio de multiple clonado, corriente abajo del promotor temprano de
citomegalovirus (CMV);

» un gen que codifica para la enzima puromicina N-acetiltransferasa dirigido por
el promotor SV40, para la seleccion de células eucariotas con el antibiético

puromicina;
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» la presencia de una regidon RRE, altamente estructurada, que actlia como sitio
de union de la proteina Rev, la cual permite el transporte de los ARNs
procesar o parcialmente procesados desde el ndcleo al citoplasma;

» una region PBS (sitio de union de cebadores), que actia como cebador para la
transcriptasa reversa, en el momento de iniciar la sintesis de la hebra (-) del ADN
viral;

» la secuencia cPPT (segmento polipurina central), que actla como cebador de la
hebra (+) en la sintesis del ADN viral;

» un elemento regulatorio postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(WPRE);

» una sefial de empaquetamiento (Psi), secuencia corta y altamente estructurada
requerida para la incorporacion del ARN gendémico en el interior de las pasticu

virales.

Todas las regiones necesarias para la generacion de los vectores lentivirales se

Con el objetivo de realizar el clonado de las secuencias de las diferentes var@antes d
IFN -1a en los vectores pLV-PLK, se transformaron células competentes (secciom $08) co
plasmidos conteniendo los productos de sintesis obtenidos de la em@esaUniversalLas
bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-agar suplementado
con ampicilina, de manera que s6lo crezcan aquéllas que incorporaron el plaSmuidligieron
al azar dos clones por cada variante, se realiz6 minipreparacién de ADN (se&ijny
posterior digestion con las enzimas de restriccibd y Sal, para liberar el inserto
correspondiente. Los productos de digestion se analizaron en un gel de agarosa,depeanti
se purificaron las bandas correspondientes a los fragmentos codificantes para las moléculas de
IFN -1a con sus respectivos péptidos de sefalizacion (590 pb). Al mismo tiempo, Z&leeali
digestion del plasmido pLV-PLK con las mismas enzimas de resiixdzibynSal) y se purificd
mediante precipitacién con etanol absoluto (seccion 5.4). Las concentracionesctial y de
los fragmentos digeridos y purificados se determinaron por lectura espectroéitoa
(seccién 5.9). Ambos productos fueron empleados para realizar la reaccion de ligami@m(se
5.5) que se utiliz6 para la posterior transformacién bacteriana.

Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas conteniendo medio LB-agar
suplementado con ampicilina como agente de seleccion. A partir de cada placa z& weali
ensayo de PCR en colonia para 2 clones bacterianos, empleando los oligotosle¥t -

ATAGCATGATACAAAGGCAT- - -CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-
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amplificar un fragmento de aproximadamente 1.000 pb que contiene la secuemsfdeta de
cada una de las variantes de IFN-

Por ultimo, se realiz6 la secuenciacion automatica del ADN plasmidico deres
positivos (solicitado a la empreddacrogen Corea del Sur) a fin de asegurar una correcta
secuencia génica de las variantes, que permita su empleo en las etapas postezigeseso.
Para esto se emplearon los oligonucle6tidos LV-revy CMV-Fw.

A partir de las bacterias transformadas con los vectores de cada variantd [SERNP

-la, se realizaron maxipreparaciones (seccién 5.8.2) de modo de obtener una cantidad
adecuada de ADN plasmidico que permita llevar a cabo el proceso de transf@sai6ion
6.5.1). Se corrobor6 la liberacion del inserto y la integridad del ARbmfdico de las
preparaciones mediante digestiones y electroforesis en geles de agarosa y se consef2aron a

°C hasta su empleo.

Para la conservacion de bacterias se procedio a cultivarlas durante 18 h a 3Wiedien

LB (cepas no transformadas) o medio LB suplementado con ampicilina (cepas naches)i
cerol 50% (V/V)

estéril (Cicarelli, Argentina), homogeneizando para asegurar su distribucion. Finalfuerda,

conservadas a -70 °C en criotubos.

Para recuperar las bacterias congeladas se obtuvo una pequefia porcién de material
criopreservado y se inocul6 en medio LB o medio LB-antibibtico para bacterias neaontasb.
Luego, el criotubo se conservd nuevamente a -70°C y el tubo inoculadmbé B 37 °C durante
16 h.

El cultivo de las células se realizd, en todos los casos, en las condiciones estandar para
células animales: estufa gaseada (Nuaire, EE. UU.) a 37 °C, atmésfesaldg®ePsaturada de

humedad.
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6.1.1 Cultivo de células adherentes

Para el cultivo en adherencia de las lineas de células CHO-K1 recombinaditesoras
de las diferentes variantes de IFNta y de las células HEK 293T/17 y WISH, se emplearon
frascos T triples (Nunc, ThermoFisher, EE. UU.) de 58@ersuperficie, manteniendo una
relacion constante de 0,4 ml de medio de cultivo por cadadensuperficie, de acuerdo con lo
establecido por Freshney (97).

Los cultivos que crecen adhiriéndose a una superficie sélida (sustrato) farnaan
monocapa. Para realizar sub-cultivos se requiere el uso de proteasas con elifieraelas
células del sustrato sobre el que se encuentran ancladas. Para tal fin, se procedio a retirar el
sobrenadante de cultivo y lavar la monocapa con una solucion de tripsina-&DipAiesta por
tripsina (Gibco, EE. UU.) 0,05% (P/V) yERdA (Gibco, EE. UU.) 0,02% (P/V) en solucion
reguladora de fosfato salino [PBS:2R84 (Sigma, EE. UU.) 0,6 g/l;HN&Q (Sigma, EE. UU.)
0,78 g/l; NaCl 8,8 g/l; pH 7,4] durante 15 s a temperatura ambienteecbn de neutralizar la

de tripsina-EDTA por cada tde superficie. Luego de eliminar la solucién de lavado, se agregd
nuevamente la misma proporcién de la solucién de tripsina-EDTA, dejandola ektiganpo
necesario hasta lograr el desprendimiento completo de las células adheridas.c&sqmue
desorcion de las células fue controlado por observacion al microscopiongdales células
estuvieron despegadas (verificado por su forma redondeada) se homogeneizé la suspension
cuidadosamente con pipeta durante unos segundos. Posteriormente, se adaiomgdio de

cultivo suplementado con SFB para neutralizar la accién de la tripsina yregdmeizé la
suspension celular. Se tomd una alicuota para su recuento y con este resultado selaealizé

dilucion correspondiente con medio de cultivo fresco.

6.1.2 Cultivo de células en suspension

Los sistemas empleados para el cultivo en suspension de las CMSP y CE, fueron placas
multipozo (MW) de poliestireno (Greiner, Austria) de 6 y 96 pozosinarsuperficie de 9,6 y
0,4 cnt por pozo, respectivamente.

Para realizar los cambios de medio, las suspensiones celulares se centrifugaron 20 min
a 200 xg en una centrifuga Eppendorf 5403, rotor 16A4-44. Se descartd el sobrenagante d

cultivo y logelletscelulares se resuspendieron en el medio fresco correspondiente.
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Todos los recuentos celulares se realizaron en camara de Neubauer, excluyendo del
recuento aquellas células apoptéticas y muertas por el método de exclusion datedripan
(Gibco, EE. UU.) (98). Esta técnica se basa en el hecho de que las céletaso/zdptan ciertos
colorantes, a diferencia de las células apoptoticas y muertas, cuya membrana plassaética
encuentra alterada, permitiendo el ingreso del colorante al citoplasma.

Para realizar el recuento, una alicuota de la suspensién celular se incub6 durante 1 min
con una solucién de azul de tripan 0,4% (V/V) en PBS y posteri@s®sembro en la camara
de recuento, empleando diluciones convenientes de acuerdo con la densidad celular asperad
de la muestra. Al realizar los recuentos, se contaron las células viables (refringerdss) y |
muertas (azules) contenidas en cada uno de los cuadrantes de los extremos (N° de células
contadas).

La concentracién de células viables o muertas (X) se determiné de acuarsigdnte

ecuacion:

B — ®3)

Donde N es el numero de células contadas y D es la inversa de la dilucién (D=1/d).
La viabilidad del cultivo se determin6 calculando el porcentaje de célalbeyicon

respecto a las totales, de acuerdo a la expresion:

(4)

Donde la concentracion de células totaleg @6 igual a la suma de las concentraciones

de células muertas (Xy viables ().

Cuando se ha obtenido una linea celular con las caracteristicas deseadas y libre de
contaminacién, es esencial su adecuada conservacién. La criopreservacion constituye un
método eficaz de conservacion de células que garantiza el mantenimientc geapiedades
metabdlicas y funcionales iniciales (97).

El dafio celular inducido por el congelamiento y descongelamiento esdayor la

formacion de cristales de hielo intracelulares y por efectos osmoéticos @@dition de un
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agente crioprotector, como el glicerol o el dimetil sulféxido (DMSO) (1G)empleo de una
velocidad lenta de enfriamiento, aproximadamente 1 °C/min (101), minimizan dichossefecto

La conservacion de las lineas se realizo en nitrégeno liquido, ya que adamgpede
-196 °C se observan deterioros celulares minimos (102). Se emplégcoita de enfriamiento
gradual desde temperatura ambiente hasta -196 °C. Para ello, una vez realizado el recuento,
suspensiones celulares de densidad adecuada y en fase de crecimiento exponencial se
centrifugaron a 20& gdurante 5 min a temperatura ambiente. Se descart6 el sobrenadante y
el sedimento celular se resuspendié en una solucién de SFB y DMSO (Sigma, EE. @U.) en un
relacién 9:1 (V/V), de manera de obtener una concentracién de®Z&D viables/ml. La
suspension celular se distribuy6 a razén de 1 ml por criotubo (Greiner, Austria). Estos criotubos
fueron guardados en un contenedor comercial apropiado, MrFrosty (Nalgene, EE.yUU.
llevados a freezer de -80 °C por 24 h. El dispositivo contenedor tiene en sariateohol
isopropilico, que permite que dentro del MrFrosty la temperatura disiydna razén de 1
°C/min. De esta forma se logra un enfriamiento gradual de la suspension celular, dando lugar a
una correcta revitalizacion de las mismas cuando asi se desee.

Finalmente, los criotubos se almacenaron en termos gigNido a -196 °C.

La descongelacion rapida de la suspension celular es esencial para su Optima
recuperacion. Para la revitalizacion de las lineas celulares criopreservadas se retird ab criotub
del termo de N2 liquido y se lo sumergié rdpidamente en un bafiowkead7 °C. La suspension
celular descongelada se transfirié a un tubo cénico conteniendo 3@ medlio de cultivo basal
y se centrifug6 a 200 g durante 5 min a temperatura ambiente. Esta etapa se realizé con el
objeto de diluir rapidamente el DMSO y luego eliminarlo, ya que es uriveadkico para las
células en cultivo. Se descartd el sobrenadante y el sedimento de células se resuspantio
volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizé el recuento celular parar eval

la concentracion y la viabilidad celular (seccior).6.2

6.5.1 Produccion de particulas lentivirales mediante transfeccion de

células HEK-293T/17
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Los vectores derivados de la familia Retroviridae (vectores retroviralesg, @fis los
lentivirales, son de especial interés porque convierten sus genomas de ARN en ADN vy lo
integran en los cromosomas de las células blanco (103, 104). Gran parte dectoes/
lentivirales conocidos se han construido a partir del conocimierttoesel genoma del virus HIV-

1 y posteriormente han sido mejorados con el fin de optimizar su seguridaatividad,
constituyendo vectores de segunda y tercera generacién (105). Estos vectores @seen
capacidad de transferir elementos genéticos complejos, tales como secuencias policistrénicas o
intrones, presentan un perfil de sitios de integracién potencialmente segurn gisiema
relativamente sencillo para la manipulacion y produccién del vector.

En particular, los vectores lentivirales de tercera generacién empleados en este trabajo,
poseen las siguientes propiedades:

» Estan pseudotipados con la glicoproteina G del virus de la estomasiitsilee
(VSV-G). Esta proteina presenta una mayor estabilidad que la glicoproteina de
envoltura del HIV-1 y ademés incrementa el tropismo del vector, permitiendo
asi la transduccién de un conjunto de células marcadamente mayor, incluso
células no animales.

» No poseen determinadas proteinas virales accesorias (Vif, Vpu, Vpr o Nef) que
son esenciales para una eficiente propagacion y virulencia del HIV-1 en células
primarias oin viva

» Presentan deleciones clave en su genoma que resultan en una inactivacion
transcripcional de los genomas virales potencialmente empaquetables en la
célula transducida.

» El promotor natural del HIV-1 es remplazado por secuencias promotoras

heterélogas.

Para su construccién, se emplea una estrategia de co-transfeccion de células HEK-
293T/17 con cuatro plasmidos que codifican las proteinas anteriormente nmamizs. Puesto
que los elementos del vector se encuentran distribuidos en cuatro plasmidos diferentes, se
requieren al menos tres eventos de recombinacion para generar virus similares akbttVv-1
capacidad replicativa; y si esto ocurriera, las particulas generadas tendrian sélo tesueve
genes del HIV-1. De esta manera, la manipulacion de estos vectores cont@mpiael
adecuado de bioseguridad.

En el presente trabajo, las particulas lentivirales utilizadas en el proceso de treidsdu
fueron generadas mediante co-transfeccion de células de la linea HEK-293T/llédscon

siguientes cuatro plasmidos:
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1. pREV, expresado durante el empaquetamiento para inducir la exportacién nuclear del
vector de transferencia;

2. pVSV-G, que codifica la proteina G de envoltura del VSV, necesaria padia @atr
la particula lentiviral en la célula;

3. pMDL, que codifica las proteinas de matriz y capside, expresadas comoteivlgp
gag, capaz de empaquetar el vector de expresion, y poliproteina peldgulugar a una
proteasa, una transcriptasa reversa y una integrasa, requeridas para el clivaje denlestete
estructurales y para el procesamiento del genoma-vector durante el proceso deaititegal
genoma celular,;

4. plasmido de transferencia pLV-PLK, que codifica la proteina de interésitesade
IFN -1a) y confiere a las células resistencia a puromicina.

Para la co-transfeccién se utilizé la técnica de lipofeccion con lipat@micos (105)
utilizando en este caso el reactivo comercial Lipofectamina 2Y006@vitrogen, EE. UU.). En
soluciones acuosas, los lipidos cationicos forman pequefias vesiculas (ppsmargadas
positivamente que interaccionan con las cargas negativas del ADN formande@jusmiktos a
su vez presentan elevada afinidad por las membranas citoplasméticas y puedenrperactas
por via endocitica al interior de las células. Debido a que los compl@idéigofectamina evitan
la via lisosomal, el ADN no se ve afectado. De esta manera, la lipofemeshituye una técnica
simple y apropiada para transfecciones transitorias y estables de muchos gptiseds
celulares.

El protocolo empleado consistioé en cultivar las células HEK-293T/1& dennidad de
4.1 cél/ml en placas de 10 cm de didmetro (Greiner, Austria), empleando medio DERMEM p
HEK suplementado con SFB 10% (V/V). Luego de 24 h de incubacion, seldlante el
procedimiento de lipofeccidn, para lo cual se prepararon 2,5 ml de mediBNDyara HEK sin
transferencia. Por otro lado, se mezclaron 2,5 ml de medio DMEM para HEK
Lipofectamina 2.00% (Invitrogen, EE. UU.; 1 mg/ml). El contenido de ambos tubos cénicos se
mezclé gota a gota para favorecer la formacion homogénea de los complefis-AipN.
Posteriormente se retiré el sobrenadante de las placas de cultivo conteniasdglulas HEK-
293T/17 y se adiciono el volumen de 5 ml de la mezcla lipidaoJARgo se incubd en las mismas
condiciones de cultivo durante al menos 4 h. Al cabo de este tiempaltelo se suplement6
con 5 ml de medio DMEM para HEK SFB 20% (V/V), de modo de obtenemagrarecion final
de SFB de 10% (V/V).

Luego de 48 h postransfeccion se cosechd el sobrenadante del cultivo codtziéas

particulas lentivirales y se centrifugd a 0@ durante 8 min a temperatura ambiente para
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eliminar las células que pudieran haberse desprendido de la monocapadrat ettmedio de

cultivo. El sobrenadante de la centrifugacion se fraccioné en microtubos (1 endlmacend a

-70 °C hasta su utilizacion, asegurando asi el mantenimiento del titulo viral y de taéctivi
Todos los vectores de empaquetamiento fueron generados y preparados previamente

en el laboratorio.

6.5.2 Transduccion de células CIHOD-

Con el objetivo de obtener lineas celulares estables productoras de las variantbls de IF
-1a, se llevaron a cabo transducciones de células CHO-K1, empleando particuaaldésnti

conteniendo los genes de interés. Esta técnica constituye un proceso altamente eficiente en el
cual el transgen se integra establemente en el genoma de las células en estado de yivision
division.

Para realizar la transduccion, las células CHO-K1 se cultivaron en placas de 6 pozos a una
densidad de 3.104 cél/ml en medio DMEM/F-12 suplementado con SFB\Bpoldhscurridas
24 h, se removié el sobrenadante de cultivo y se adicioné 1 ml deskcha de particulas
lentivirales. Se incubaron las células en estas condiciones durante otras 24tenjopmente
el medio conteniendo las particulas lentivirales fue removido y remplagad8 ml de medio
DMEM/F-12 suplementado con SFB 5% (V/V).

Luego de 72 h, las células transducidas se subcultivaron para continuar conitases

etapas del proceso.

Las células CHO-K1 transducidas fueron sometidas a un proceso de prestivassiac
concentraciones crecientes del antibidtico puromicina, de manera de enriquecer el caltivo
aguellas células que presentan una mayor expresion de las proteinas de interés.

El proceso consistié en sembrar las células a una densidad dec@l/ifl, empleando

medio DMEM/F-12 suplementado con SFB 5% (V/V) y conteniendo una deterroardidiad

analizando posteriormente el crecimiento celular y las concentraciones de IFN en el
sobrenadante de cultivo. De acuerdo a los resultados obtenidos, se continua seletcion

endié hasta
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observar la muerte de los cultivos celulares o bien, una disminucion dedagbividad celular
especifica.

Al finalizar la presion de seleccion, se retird el medio de cultivo y ggaeénpor medio
sin antibiético para permitir la recuperacion de las células que permanecierdesi&itstas se
mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia, procediéndose luego a su criopreservacio

(seccibdn 6.3).

La produccion de las diferentes proteinas a una escala mayor, cbjetVo de obtener
la cantidad necesaria de cada variante para la realizacion de los ensayos de caraaterizacio

posteriores, se realizd6 en condiciones de adherencia empleando frasces1Z5dcm de

inocularon a una concentracion de 2°X&l/ml en medio de cultivo DMEM/F-12 suplementado
con SFB 5% (V/V). Cuando las células alcanzaron la fase estacionaria, se cosaemaeastdd
de cultivo cada 48 h o 72 h, remplazandolo por medio de cultivo DMERIsuplementado con
SFB 0,5% (V/V). La reduccién del porcentaje de SFB respecto al medio de desemiealizo
para facilitar la posterior purificacion de las proteinas de interés, siendo a la vez suficiente para
asegurar la correcta adhesion de las células al sustrato.
Los sobrenadantes de cultivo fueron centrifugados durante 10 min a 2Q0y x
conservados a 4 °C para su posterior purificacion. Este procedimiento se repitdoitener
12 cosechas de cada variante.
Se tomod una alicuota de cada cosecha para analizar la concentracion de cada variante

de IFN--1a mediante ELISA sandwiskccion 7.1

Para realizar la cuantificacion de las diferentes variante-Ne -1a presentes en las
cosechas se empled el método de ELISA sandwich. Como anticuerpo de captiiliadsel
anticuerpo monoclonal (mAb) clon 2C12 obtenido previamente en el laboratoémasl como
anticuerpo de deteccién se empled un suero policlonal (pAb) de congitFdh -1a. Todos los
reactivos disponibles en el laboratorio fueron obtenidos empleando HiNh-1la (Gema

Biotech, Argentina) como inmunégeno.
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Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara himeda. Después de cada etapa se
realizaron seis lavados con solucion de PBS con el agregado deZw@a Basic, Canada) al
0,05% (V/V) (solucion de lavado).

El ensayo de ELISA sandwich se baso en la captura de las distintas variantes b IFN-
por parte del mAb 2C12 inmovilizado sobre placas de poliestirsngygsterior reconocimiento
por las inmunoglobulinas (Igs) presentes en el suero de conejdFdhti-la. El protocolo se
describe a continuacion:

Sensibilizaciéon se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96spoz

NaCQ/NaHCQ@ 50 mM pH 9,6 (solucion de sensibilizacién). Se incub6 durante 1 K@y37
luego toda la noche a4

Bloqueo
de una solucion de albumina sérica bovina (BSA, Sigma, EE. UU.) 1% (P/V) endf®désolu
bloqueo). Se incub6 durante 1 h a 37

Primera incubacion
rhIFN -1a desde 200 ng/ml hasta 1,5625 ng/ml, y de las muestras a analizar.|@aeerhpled
una solucion de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 @/ p&6lucion
diluyente). Las muestras se ensayaron realizando diluciones seriadas al rmedandra de
poder compararlas con el estandar en el rango de linealidad de la curwveué durante 1 h
a37°C

Se realiz6 un control sin el agregado N -1a para evaluar la posible union

inespecifica de los reactivos (control negativo). Para ello, durante esta etapa sgaeée [FN

Segunda incubacioén: -IFN -1a diluido
1:4000 con solucién diluyente. Se incub6 durante 1 h &C37

Tercera incubacion -lgs de conejo
conjugado con la enzima peroxidasa (DAKO, Dinamarca) diluido 1:200u@drsdiluyente.
Se incub6 durante 1 h a 3€

Reaccion reveladoreael revelado se realizé mediante reaccién enzimatica empleando
como sustrato kD, 0,015 volumenes diluida en solucién de citrato/fosfato de sodio 50 piiM,
5,3 (solucion de revelado), con el agregado del cromégeno o-fenilendianfi &gma, EE.

y se

incubo la placa en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15-30Umavez transcurrido
el tiempo estipulado se observd la aparicion de color debido a la reduckbbisustrato,

catalizada por la peroxidasa, con la oxidacion simultanea del cromégeno. La reaccién se detuvo
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2SQ
un lector de placas de microtitulacion (Labsystems Multiskan MCC/340).
Cuantificacion: se graficaron los valores de absorbancia en funcion de las
concentraciones de tRN -laempleado como estandar y de las diluciones de las muestras en
escala logaritmica. La concentracion de las muestras se determind utilizbergayo de rectas

paralelas (106).

Se han descripto diversos procedimientos para la purificacién de interferones. Est
incluyen la cromatografia de pseudo-afinidad (107), la cromatografia de exchgidamarfio
molecular (19), la cromatografia liquida de alto rendimienktigh Performance Liquid
Chromatographyo HPLC) (108) y la cromatografia de inmunoafinidad (109, 110), drdese 0
Ademas, se ha reportado que éstas pueden realizarse en forma combinada para lograr un mayo
nivel de pureza (111, 112).

La matriz de concanavalinaSepharosdue uno de los primeros soportes de afinidad
para la purificacion de IFN-

reemplazarla por la matriz d&ue-Sepharose soportes de inmunoafinidad.

Para las purificaciones se emplearon los cromatografos liquidasA Stary AKTA
Purifier (GE Healthcare, EE. UU.) equipados con un sistema de bombas (P-900), un colector
automatico de fracciones (FRAC-900), una unidad de deteccion de absohirr@a0) y otra
de pH y conductividad (PH/C-900).

En primer lugar, se llevé adelante una etapa inicial de purificacion/ctracéin de la
proteina de interés. Para esto se empled una matriz de pseudo-afirdiizelSepharose
empleando 7 ml de resina sin uso previo para el empaquetadmdeolumna XK 16/20 (8 cm

de altura de matriz x 1,6 cm de didmetro interno; GE Healthcare, EE. UU.).
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Como material de partida se utilizaron los sobrenadantes de cultivo daf@mntedFN
-laobtenidos a partir del cultivo de su correspondiente linea celular productocamgiciones
de adherencia y su posterior conservacion a 4°C. Antes de comenzar el protocolificeqgian,
se acondiciond la muestra filtrandola por medio de un sistema de filtracibwgeio que emplea
membranas de acetato de celulosa de
ml de capacidad (Nalgene).
Los detalles técnicos y el procedimiento de la técnica de purificacion mbosman
dado que es un protocolo cedido gentilmente por una empresa y se respeta en esta instancia la

confidencialidad.

8.2.1 Determinacion de la concentracion y pureza de las variantes de

IFN- -1a purificadas

La cuantificacibnde los IFNs purificadbs se llevd a cabo por medicién

de elucidn. De esta manera, conociendo el factor de conversion (1,6 para elgasdficacion

de Blue-Sepharo3eel célculo de la concentracién se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

- ®)

Para la medicion se empleé un espectrofotometro UV-visible (Ultrospec 2.000, GE
Healthcare, EE.UU.) y cubetas de cristal de cuarzo.

La pureza de las proteinas se evalu6 mediante electroforesis en geles de poliaarilamid
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con posterior coloraciéructnillante de
Coomasie

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se desarrollé siguiendo
esencialmente el método descripto por Laemmli (113), utilizando paranedd del gel el
sistema de electroforesis modular vertical Mini-Protean 3 (Bio-Rad, EE. &iJcprdiciones
desnaturalizantes se generaron mediante el agregado del detergente i6nico dodedtd delfa

-mercaptoetanol).

Se utilizé un gel de apilamiento con una concentracion de acrilamidafiiamida del
5% (P/V) y un gel de separacién con una concentracion de acrilarsizilimida del 15%
(P/V). Las muestras se prepararon con una solucion de Tris-HCI 50 mM, SD®) 28tiqgrbl

73



Materiales y Métodos

-mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V), pH 6,8 (solieid
siembra) en proporcién 3:1. Las muestras fueron hervidas durante 5 minfaparseecer la
desnaturalizacion de las moléculas, y sembradas directamente sobre el gel de apilatraento.
corrida electroforética se llevo a cabo empleando una solucion de corrida $Tmd/2 glicina
0,2 M; SDS 0,1%), a un voltaje constante de 200 V, sumergiendo el médulbaioude hielo.
La corrida finalizé cuando el frente de corrida alcanz6 una distancia de @ércrespecto al
borde inferior del gel de separacion.

Luego de la corrida electroforética, para realizar la coloraciéon con azul britignte
Coomasieel gel se sumergié durante 15 min en solucién de coloracion [azul brilaat@asie
R-2500 1% (P/V), metanol 40% (V/V) y acido acético 10% (V/V)]. Postertier se decolord
con solucion decolorante [metanol 7,5% (V/V) y &cido acético 5% QEStY la aparicion de
bandas nitidas y disminucién de la tincion de fondo. Las incubacimmesl| colorante y con la

solucion de lavado se realizaron en agitacion.

La matriz deBlue-Sepharosese ha utilizado para la cromatografia de numerosas
proteinas y no es completamente especifica para IFN-
fracciones de elucion obtenidas en el primer paso de purificacion se pudo detectar la presencia
de proteinas contaminantes, entre ellas la albumina sérica bovina y protdénasenor peso
molecular provenientes de las células hospedadoras, por lo que se deeidib dl cabo un
segundo paso de purificacién realizando una cromatografia HPLC-fase reversa.

Este paso de purificacion también fue realizado empleando un protooedido

gentilmente por una empresa y por este motivo no se mencionan los detalles técnicos.

8.3.1 Determinacién de la concentracion y pureza de las variantes de

IFN- -1a purificadas

La cuantificacién des$IFN purificados se llevé a cabo por medicidn espectrofotométrica

correspondiente para el segundo paso de purificacion. El calculo de la concensaciadizé

utilizando la ecuacion J@londe, el factor de conversion fue 1,45:
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(6)

La pureza de la proteina se evalué mediante SDS-PAGE con posterawi@oicon azul

brillante deCoomasigSeccion 8.5).

El proceso de purificacion de cada una de las variantése-1a se realiz6 en forma
reiterada, hasta obtener cantidad suficiente de la proteina para la posterior detecidinde
sus caracteristicas analiticas y funcionales, y andlisis de su inmunogenicidad. Pprateaus
las fracciones correspondientes al pico de elucion de las distintas cromagsggafinezclaron
y se diafiltraron contra una solucién excipiente. Para ello, se empleariomnas de filtracion
para centrifuga Amicad Ultra-15 (Millipore, EE. UU.), provistas con membranas de
ultrafiltracion de 10 kDa. El protocolo desarrollado se describe a continuacion:

Hidratacion:con el objetivo de hidratar la membrana, se agregaron 12 ml de agua ultra
pura a la columna de diafiltracion, centrifugando luego a 5.000 rpm durante 7 min.

Concentracion:en el dispositivo previamente hidratado se agregaron 12 ml de la
solucion de proteina, centrifugando luego a 4.000 rpm durante 15 min.

Este proceso se repitid la cantidad de veces necesarias para que el volumer final d
solucion sea de aproximadamente 1,5 ml. El tiempo que requiere este paso deperdard
concentrada esté la solucién (a mayor concentracion, mayor tiempo) y de la catéidades o
compuestos que tenga la solucién donde se encuentra la proteina de interégeEimo caso,
se debieron realizar alrededor de 4 ciclos de 30 minutos para alcanzatwmevofinal de 1,5
ml.

En cada evento de centrifugacion se recolectd el permeado para su posterior andlisis.

Diafiltracion: sobre la solucién previamente concentrada se agregaron 10 ml de solucion
excipiente, centrifugando luego a 4.000 rpm durante 15 min. Este procedimgentpitié dos
veces mas. La ultima centrifugacion se realizé durante 40 min, adioteleer la proteina en un
volumen final de 500 pl, aproximadamente.

Regeneracion de la membranacon el objetivo de acondicionar la membrana para
posteriores usos, se agregaron 12 ml de NaOH 0,1 N y se centrifugé a 5.000 rpm durante 7 min.
Luego se realizé un lavado agregando 12 ml de agua y centrifugandiapmnddurante 7 min.

Finalmente se agregaron 12 ml de etanol 20% V/V y se centrifug6 durante 5 wdhurin de
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etanol remanente en la columna funciona como conservante de la membrana, por lo gue no se
descarto.

Todos los eventos de centrifugacion se realizaron a 4°C.

La cuantificacion de las variantes Iff\ -1a purificadas se llevo a cabo por medicidon
= 400 nm de forma similar a la descripta en la Seccion
8.3.1 de este apartado y empleando el mismo blanco de lectura.
La pureza de la proteina se evalué mediante SDS-PAGE con posterami@olcon azul

brillante deCoomasiecomo se describe a continuacion.

8.5.1 Analisis de la identidad de las variantes de IFda mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguido de

Western blot

La identidad de las distintas variantes|&#® -1aen el sobrenadante de cultivo de las
lineas CHO-K1 productoras de cada proteina fue analizada mediante PAGEgregado de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, seguidardeagimiento de
transferencia a membranasWestern blot para llevar a cabo una reaccion de inmunodeteccién
especifica de la molécula de IFN.

La electroforesis se desarroll6 en base al método descripto por Laeti3j (tilizando
para el armado de los geles el sistema de electroforesis modular véviisaProtean 3(Bio-
Rad, EE. UU.). Todos los geles fueron realizados en condiciones desnaturalizgwtse ratia

-mercaptoetanol). Para ello, se utiliz6 un gel de
apilamiento con una concentracién de acrilamida/bisacrilamida de 5% (POf) gel de
separacidn con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida de 15% KB&/uestras se
prepararon con una soluciéon de Tris-H -
mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol 0,05% (P/V), pH 6,8 (solleidéiembra) en
proporcion muestra/solucion de siembra de 3:1. Las muestras fueron inculzad®® °C
durante 5 min para favorecer la desnaturalizacion de las proteinas, lyradas directamente
sobre el gel de apilamiento. La corrida electroforética se llevd a cabo empleantb solucién
de corrida: Tris 25 mM, glicina 0,2 M; SDS 0,1%, a un voltaje condea@@® V, sumergiendo

76



Materiales y Métodos

el médulo en bafo de hielo. La corrida finalizé cuando el frente de caitdazé 0,5 cm del
borde inferior del gel de separacion.

Seguidamente se realiz6 la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF (Bio-
Rad, EE. UU.), empleando el mismo equipo de Bio-Rad (transferencia sumergidaxoSeutil
protocolo estandar de transferencia de proteinas, empleando como solucidraigferencia
Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, metanol 20% (V/V), a intensidad de coooasante de
180 mA durante 1 h, refrigerando el dispositivo en todo momento. A continuacion, se realiz6 el
bloqueo de los sitios de la membrana sin proteinas adsorbidas, por igmefsila misma en
una solucién de TBS-leche descremada 5% (P/V) y Tween 0,05% (V/V) durante toda la noche.

Luego del bloqueo, se empled una solucion de pAb, suero de conejtFBRtila
diluido 1:2000en solucion diluyente d&Vestern blofTBS-leche descremada 0,5% (P/V) con el
agregado de Tween 20 0,05% (V/V)]. Dicha solucién se incub6 en contadto superficie
transferida de la membrana durante 1 hora en agitacién. Posteriormente, estadsoliue
removida. La segunda incubacién se realizé de igual manera con anticuerpos de cabra anti
inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa (DAK@)aedilucion
1:1000 en solucién diluyente dé/estern blot Se incub6 durante 1 hora en agitacion y se
removid. Por ultimo, para el revelado se empleé el kit de quimiolistencia EGLWestern
Blotting Analysis Syste(GE Healthcare, EE. UU.), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
membrana se incubd con el reactivo durante 1 min a temperatura ambiente, s&iésg se
colocé en un soporte de acrilico cubriéndola con un nylon patareal contacto del sustrato
con la pelicula reveladora. Finalmente, la membrana fue expuesta a uicalpdbtogréafica
Kodak Biomax XAR Film (Kodak) en un cuarto oscuro durante 1,5-2 min. El rdedtadelicula
fotografica se efectué en forma manual empleando el método convencional de revglad
fijacion (Reforzador y Fijador GBX, Kodak).

Luego de cada etapa se realizaron tres lavados con 15 ml solucién de TBS20ween
0,05% (VIV).

El empleo de bioensayos precisos y bien caracterizados para productos bio&gicos
fundamental para su desarrollo como productos terapéuticos. Si bien existen nsmseanalisis

fisicoquimicos que proveen diversa informaciéon de interés, sélo losn&é&yos permiten
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cuantificar la actividad biolégica (AB) inducida por una determinada imeten células o
tejidos.

Los ensayos mas utilizados para la medicion de la potencia biolodaslEéls se basan
en su actividad antiviral. No obstante, el descubrimiento de otras actividades biologicas de esta
citoquina ha promovido el desarrollo de bioensayos que se basan en lAciahi de la
proliferacion celular, en la regulacion de funciones celulares y en funcionaed@nnoduladoras
(114).

9.1.1 Actividad biolégica antiviral

Los ensayos de valoracion biolégica antiviral (ABAV) de los IFNs cuantifitandaca
inhibitoria que ejercen estas citoquinas sobre la propagacion o replicadiah (¢i5). El
procedimiento mas simple y conveniente consiste en medir la capacidad dehi&groteger
a las células susceptibles del efecto citopatico de un virus litico para un rd@go
concentraciones de la citoquina. Existe una gran variedad de sistemas linea celslaefiru
particular, en el presente trabajo se ensayo el sistema: linea celular WISH/virus VSV.

Para realizar el ensayo, previamente puesto a punto en nuestro laboratorio, ££09)
utilizé el estandar internacional de la Organizacién Mundial de lal $@MS) para el IFN4da
producido en células CHO-K1 obtenido Hktional Institute for Biological Standards and
Control(NIBSC 00/572), siguiendo la metodologia que se detalla a continuacion.

La linea celular WISH fue cultivada en medio de crecimiento [MEM suplemearttado
SFB 10% (V/V)]. Cuando el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las células
se cosecharon, se contaron y se resuspendieron de manera de obtener una densidad celular de
2,5.1C

celular en una placa de cultivo estéril de 96 pozos y se incubé durante 24 h a 37 °C.

de diluciones sucesivas 1:2 en medio de ensayo (medio MEM suplementa8&Bdtto (V/V))
delIFN -1a(WT) original y las variantes &N -1a junto al estandar de AN -1a, desde una
actividad volumétrica de 20 Ul/ml hasta 0,156 Ul/ml. Luego, la placa se incubé durant&76 h a
°C.

dilucion apropiada del virus (VSV) en medio de ensayo, incubandose durarttadté bbservar
el maximo efecto citolitico en aquellos pozos correspondientes a las cetuteetadas con IFN.

Para revelar el ensayo, se eliminé el sobrenadante de cultivo por invessi@scurrio
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preparada en metanol (Merck, Alemania) 40% (V/V). Se incubé durante 15 min aEta’C.
etapa tiene por objetivo fijar y colorear aquellas células que no fueron lisad&s$ yious y, por
lo tanto, permanecieron adheridas al sustrato. Posteriormente, se elimind el coloyaste

realizaron lavados con agua destilada hasta verificar ausencia del colorante en los laasedos. P

La lectura del color generado se efe
microtitulacién que permite una homogenizacion de la placa previo a la lectura.

Se graficaron los datos de absorbancia en funcién de los valores correspondientes de
actividad del ritFN -1a (estandar) y de las diluciones de las muestras en escala logaritmica. Se
calcularon los valores de actividad biolégica para cada una de las nuelésilass mediante
comparacion con el estandar utilizando el método de comparacion de rectas paralelas.

Finalmente, se determind la actividad biologica especifica (ABE) realizaroltezite
entre la ABAV y la concentracién de las variantes de IFN-

as (féormula 6,
seccion 8.3.1).
En cada ensayo, el estandar déRit -1a y las muestras se procesaron por triplicado,

realizandose, ademas, dos tipos de controles:

Se realizaron 8 experimentos independientes y los resultados fueron analizados mediant
tests estadisticos apropiados. Finalmente, el valor de actividad biolégica porcesgua
determiné realizando el cociente entre las medias de las ABE de cada una de las vderantes
inmunizadas y la media de las ABEIER -1a(WT).

9.2.1 Espectroscopia de DC en UV cercano Yy lejano

Las variantes déN -lafueron analizadas en un espectropolariméthédVis marca JASCO

modelo J-1500 (Jasco Inc., Easton, USA), utilizando una cubeta de cuarzo @letipaste 10
79



Materiales y Métodos

mm y un escaner a una velocidad de 20 nm/min y un tiempo de respdedias. Se adquirieron
espectros de dicroismo circular entre 250 y 320 nm (UV cercano), correspondienteggon
de absorcién de los amino&cidos aromaticos, 6 entre 190 y 240 nm (UV)gjamespondiente
a la region de absorcién de los enlaces que componen el plano peptidicouestras se
analizaron a temperatura ambiente, en a una concentracion de 0,33 mg/ml.

Para comparacion y analisis estadisticos de los espectros de DC aplicamos el aeétod

distancias de Manhattan normalizada (NM) (116), utilizando la siguiente ecuacion:

- (@)

Ui: Comparacién de mediciones de espectro de muestra (i).
Ri: Medicion del espectro de referencia (i).
n: Nimero de datos experimentales en el espectro

Este ensayo fue realizado por la Plataforma Argentina de Biologia Estructural y
Metabolémica (PLABEM) (predio CONICET - Rosario). El analisis espectroscépi€o por D
aplicando el método de distancias de Manhattan se llevé a cabo en colabocagioel Dr.
Alberto Sergio Garay, en el Laboratorio de Modelado Molecular, perteneciente a la Facultad de

Bioquimica y Ciencias BiologicagNL.

Con el fin de evaluar el efecto de las mutaciones introducidas solmmiladgenicidad
de IFN--1a, se llevé a cabo un analisis experimertalviva Dicho estudio consistio en
determinar la activacion de linfocitos T en muestras de células esplénicas (CE) ris rato
transgénicos incubadas en presencia de la proteina original o de sus variamesutézadas.

El protocolo desarrollado se describe a continuacion.

Para el estudio de la respuesta inmunesivq se emplearon ratones transgénicos cuyo
sistema de presentacion antigénica enddégeno (H2 de ClaseséynH)eliminado y reemplazado
por los alelos que codifican para proteinas del CMH humano, espedfitmidLA-A2 y HLA-
DR3 -/l- H2Db/-  -/- -/-  -[-). Se utilizaron ratones transgénicos HLA-DRB1*03:01
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porque este alelo especifico esta fuertemente asociado con un alto riesgo de ENhandsu
(117).Estos animales fueron desarrollados por Francois Lemonnier y gentilmente psquisto

el Instituto Pasteur (Paris, Francia) a través de un Acuerdo de Transferencia de Materiales. La
crianza y reproduccion se realizo en el Centro de Medicina Comparada (CMC) perteneciente al
Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET-Litoral).

Los protocolos de inmunizacion consistieron en tres inoculaciones intrapeaies con
25 ug de cada proteina: IFN1a(WT) fhIFN -la (Gema Biotech, Argentina)] y dos variantes
de-inmunizadas, espaciadas por intervalos de 14 dias. Los ratonesiserdn en cuatro grupos
conformados por siete animales cada uno, uno por cada proteina a evaluanmmgxpo
control. En la primera dosis, cada ratén se inocul6 con 350 pl de una émptsiparada al
mezclar 175 ul de soluciéon de la proteina diluida en PBS (dP8&3agpara el grupo control) con
175 pl de adyuvante completo de Freund (Sigma, EE. UU.). La segunda inoculacion smrealizé
idénticas condiciones, pero empleando el adyuvante incompleto de Freund (Sigma, EE. UU.). La
tercera y Ultima inoculacion se realiz6 bajo las mismas condiciones que la segunda dosis.

Luego de transcurridos 7 dias desde la uUltima inoculacion, se realizaron extracciones de
sangre periférica empleando heparina sodica como agente anticoagulante (Fada Pharma
Argentina) y se sacrificaron todos los animales. A partir de las muestras de sarsgearo el
plasma por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min y se conservo a -garé&u posterior
evaluacion en ensayos de ELISA indirecto (seccioh 10.7

Ademas, con el objetivo de obten€Epara ensayos de estimulacion antigéresavivo

se realizé la extraccion del bazo y los ganglios linfaticos de cada raton

Para llevar a cabo este procedimiento, el bazo y los ganglios linfaticzedderaton
fueron disgregados conjuntamente en placas de Petri conteniendo 6 ml de PBSfitagabmi
de las CE presentes en estas suspensiones celulares se realiz6 empleando la técnica de
aislamiento en gradiente de Fycoll-Hypaque (1B3te protocolo consistid en trasvasar la
muestra de las diferentes suspensiones celulares en tubos conicts mé que previamente
contenian 2 ml de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Suecia) frio, y centrifugar d0ante a
400 xg. La capa d€Ese colectod en tubos cénicos de 15 ml y se lavé 2 veces cons8 PRSI
Finalmente, laCEse resuspendieron en medio RPMI suplementado y se incubaron por 24 h en

estufa gaseada (Nuaire, EE. UU.) a 37 °C, atmésfera dal 6@ y saturada de humedad.
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Transcurrido ese tiempo, se realizaron recuentos celulares (seccién 6.2) y se prdcedié a

tratamiento ex vivode las mismas con la proteina de interés.

Las CEse sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 600.000 cél/pozo,
utilizando 12 pocillos por cada raton, [para evaluar cuatro condiciones diferpatdsplicado:
control de medio (negativo), control positivo, control de excipientes, antig&maogstimulacion
antigénica se realiz6 con 5 pg de cada proteiRb (-1a(WT) y dos variantes de-inmunizadas)
por pocillo. El control negativo consistio en el agregado de iguainesl de PBS que el de
solucién de proteina. El control positivo se realiz6 empleando lectiedhaseolus vulgaris
(Sigma, EE.UU.) como agente mitégeno inespecifico, a una concentracion/de. Tadas las
condiciones de tratamiento fueron realizadas en un volumen final dgifly?6ultivadas durante
72 h hasta su cosecha y posterior andlisis. Los sobrenadantes de cultivo se evaduanedio
de un ensayo de ELISA sandwich para la cuantificacion deelHN4 de raton (mIFNy miL-4,
respectivamente), segun las metodologias descriptas en las secciones 10.4 de Hxte

apartada

El ensayo de ELISA sandwich para la deteccion de naé&Nasa en la captura de esta
citoquina por parte del mAb ant-N -mIFN-, BD Pharmigen, EE. YJU.
inmovilizado sobre placas de poliestireno. Luego se realiza una inculzacida muestra y
finalmente la citoquina es detectada por medio de un mAb Hx¥- de raton biotinilado
(biotin- -mIFN-, Sigma, EE. UU.), el cual es reconocido por un conjugado estreptavidina
peroxidasa. El revelado de la reaccion se realiza agregando el sustrato de la enzroarjum
cromégeno.

Las etapas del protocolo se describen a continuacion:

Sensibilizacién se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96spoz

-mIFN- (BD
Pharmigen, EE.UU.) en solucién de sensibilizacion [solucionG&NNaHCQ 50 mM pH 9,6].

Se incubd durante 1 h a 37 °C y luego toda la noche a 4 °C.
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Bloqueo
pozo de solucién de bloqueo [solucion de albumina sérica bovina (BSA, Sigma), B&.(WV)
en PBS]. Se incub6 durante 1 h a 37 °C.

Primera incubacion
estandar de rmIFN-(BD, EE.UU.), desde 20 ng/ml hasta 0,098 ng/ml, en solucion diluyente
[solucion de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agregado de Tween 20 a{Mi\0$%d os
sobrenadantes de cultivo de los ensayos de linfo-activacion correspondientecantogles
(control negativo, de excipiente y control positivo) se sembraron puros y pbc#ido. Mientras
que, los sobrenadantes de cultivo correspondientes a la estimulaciéon quotkina (FN -
1a(WT) y dos variantes de-inmunizadas) se sembraron por triplicado: parogna dilucion
1:5y con una dilucién 1:10. Se incubd la placa durante 2 hgetatura ambiente, en agitacion.

Segunda incubacion

-mIFN- MM700B (Invitrogen, EE.UU.) en una dilucién 1:1660 en solucion diluyente.
Se incubo durante 1 h a 37°C.

Tercera incubacion:
streptavidina-peroxidasa: Amdex (Sigma, EE.UU.) en una dilucion 1:5000 en shlugé&nte.
Se incubd durante 1 h a 37°C.

Reaccion reveladorase repitio el procedimiento indicado en la seccion deleste
mismo apartado.

Cuantificacion se graficaron los valores de absorbancia en funcion de las
concentraciones de rmIFNempleado como estandar, en escala logaritmica. La concentracion
de las muestras se determiné interpolando los valores de absorbancia enddirzeal de la
curva estandar.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cdmara humeda. Después de cada etapa se
realizaron cinco lavados con solucién de lavado [solucion ded?B&8 agregado de Tween 20
(Bio Basic, Canada) al 0,05% V/V].

El ensayo de ELISA sandwich para la deteccion de miL-4 se basa en la captura de esta
citoquina por parte del mAb anti- -mliL-4, Invitrogen, EE. UU.) inmovilizado
sobre placas de poliestireno. Luego se realiza una incubacién coreltrany finalmente la

citoquina es detectada por medio de un mAb dht# de raton biotinilado (biotin- -miL-4
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Invitrogen, EE. UU.) el cual es reconocido por un conjugado estreptavatiosigasa. El
revelado de la reaccion se realiza agregando el sustrato de la enzima junto con un cromégeno.

Las etapas del protocolo se describen a continuacion:

Sensibilizacion se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96spoz

-hiL-4 ANL8

(Invitrogen, EE. UU.) en solucidn de sensibilizacion [solucion@&NdaHCQ 50 mM pH 9,6].
Se incub6 durante 1 h a 37°C y luego toda la noche a 4°C.

Bloqueo
pozo de solucion de bloqueo [solucion de albdmina sérica BdB8A, Sigma, EE.UU.) 1% P/V
en PBS]. Se incubd durante 1 h a 37°C.

Primera incubacion
estandar de rmiL-4 (Abcam, Reino Unido), desde 10 ng/ml hasta 0,078, mg/rsblucion
diluyente [solucién de BSA 0,1% P/V en PBS con el agregado de Tween 20 al\0[.05861a48
los sobrenadantes de cultivo de los ensayos de linfo-activacidn se sembraros paoro
triplicado (controles y estimulados con las protein&N -1la(WT) y dos variantes de-
inmunizadas). Se incub6 durante 1 h a 37°C.

Segunda incubacion

-mlL-4 (Invitrogen, EE.UU.) en una dilucion 1:3300 en solucion diluyente. Se incubo

durante 1 h a 37 °C.

Tercera incubacion
streptavidina-peroxidasa (AmdeSigma, EE.UU.) en una dilucién 1:5.000 en solucién diluyente.
Se incubd durante 1 h a 37°C.

Reaccién reveladorase repiti6 el procedimiento indicado en la secciéndéllpresente
apartado.

Cuantificacion se graficaron los valores de absorbancia en funcién de las
concentraciones de rmlL-4 empleado como estandar, en escala logaritmica.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cadmara humeda. Después de cada etapa se
realizaron cinco lavados con solucién de lavado [solucion ded*B&8 agregado de Tween 20
(Bio Basic, Canadd) al 0,05% (V/V)].

La magnitud de la activacion de los linfocitos T en cada muest@Edeente a las

distintas variantes ddFN -1a, se establecié como un indice de estimulacién (IE). El IE se define
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como el cociente entre la concentracién de la citoquina en la muestra y eceatespondiente
al control de excipientes
Se realizé un analisis estadistico de los resultados obtenidos para aiaadizxEtencia

de diferencias significativas entlleN -1a-(WT) y dos variantes de-inmunizadas.

La técnica de ELISA indirecto para evaluar la produccidon de anticuerpos contra las
variantes analizadas se baso en la sensibilizacion de las placas de microtitadm la proteina
de interés [FN -1-(WT) y dos variantede-inmunizadas), seguida de la incubacién con las
muestras de plasma de raton y posterior deteccion de anticuerpos uniddg&nte un pAb anti-
Igs de ratdn conjugado a peroxidasa.

Las etapas del protocolo desarrollado fueron las siguientes:

Sensibilizacion:se sensibilizaron placas de poliestireno de fondo plano de 96spozo

la inoculacién de los ratoned=(\ -1a-(WT) y dos variantes de-inmunizadas) en solucién de
sensibilizacion [solucién de PEQY/NaHCQ 50 mM pH 9,6]. Se incubd6 durante 1 ha 37 °C y
luego durante la noche a 4 °C.

Bloqueo:
pozo de solucién de bloqueo [solucion de albumina sérica bovina 8@#a, EE. UU.) 1% (P/V)
en PBS]. Se incubd durante 1 h &£Q7

Primera incubacion:
muestras de plasma de ratdn diluidas entre 1:50 y 1:1000, dependiendad#eanimal, en
solucion diluyente [solucién de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el agdegadieen 20 al 0,05%

(V/V)]. Se realizé un control negativo para evaluar la posible union inespecifica de los reactivos,

Segunda incubacion: -Igs de
ratén conjugado a peroxidasa P0260 (Aglient, DAKO, EE.UU.) en una dik@6reth: solucion
diluyente. Se incubd durante 1 h a 37 °C.

Reaccién reveladorase repitio el procedimiento indicado en la seccién 7.1.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara hiumeda. Después de cada etapa se
realizaron cinco lavados con solucién de lavado [solucion de®B& agregado de Tween 20
(Bio Basic, Canadd) al 0,05% (V/V)
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Cuantificacionse graficaron los valores de absorbancia en funcion de las diluciones del
plasma en escala logaritmica y se realizé un ajuste de los puntasadie€curva sigmoidal). La
primera dilucion del plasma que presentdé una absorbancia por encima del \ealout dff
(definido como el promedio del valor del control negativo mas tres de®ries estandar) fue
considerada como el titulo de la muestra. Los datos fueron analizados mediantgtodo de

andlisis estadistico apropiado.

Con el objetivo de determinar el titulo de anticuerpos capaces de neutralizar laih\BAV
vitro del IFN en el plasma de ratones inmunizados con las distintas variantedldela, se
realizaron ensayos de inhibicién de la actividad antiviral protectora.

Se llevaron a cabo ensayos de valoracion bioldgica antiviral (seccionr@didando
una pre-incubacion (con diluciones seriadas 1:2) del plasma de ratdn eoconsentracion
constante de la variante di-N -1a correspondiente. De esta manera, aquellos anticuerpos
capaces de reconocer y unir al IFN en su sitio activo reduciran la capacidad protectora de la
citoquina. Dicha reduccion ser4d méas evidente en aquellos pocillos en los qié s# Haya
incubado con el plasma mas concentrado, observandose mayor lisis celuleontaste,
aquellos pocillos pre-incubados con diluciones mayores de plasma presentasénm efector
protector y por ende mayor viabilidad celular.

En una placa de cultivo estéril de 96 pozos se realizaron diluciones sdriadteslas
muestras de plasma de raton, partiendo de diluciones iniciales loB5;alumen final de 50 pl.
Luego se agregaron 50 ul de la solucion de protelRd (-1a-(WT) y dos variantes de-
inmunizadas) con una actividad volumétrica de 40 Ul/ml. Todas lasodies se realizaron en
medio de ensayo (medio MEM suplementado con SFB 2% (V/V)). La placa se incubé durante 24
h a 37 °C y luego las mezclas plasma-IFN pre-incubadas se
de cultivo con células WISH sembradas. Ademas, se realizaron un control delliks (w
tratadas con IFN), un control de crecimiento (células no tratadas con IFNvifcs)ny una curva
control sembrando cada variante d#€N -1asin pre-incubar, desde una actividad volumétrica
de 20 Ul/ml hasta 0,156 Ul/ml. Luego, la placa se incub6 durante 6 h a 37 °C.

Posteriormente se procedid con el ensayo de ABAV segun se detalld previamehte en

apartado 9.1.1.
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Se graficaron los datos de absorbancia en funcién de las diluciones dehga®scala
logaritmica y se calculd el titulo correspondiente como la inversa det dal la dilucion
necesaria para producir una inhibicion del 50% de la actividad protectora del IFN.

A los resultados obtenidos, se les realizé un analisis estadistico apropraébfoode

determinar la existencia de diferencias significativas entre las muestras.

Con el fin de evaluar el efecto de las mutaciones introducidas sobmalsmagenicidad
de IFN--1a, se llevo a cabo un andlisis experimertalivo Dicho estudio consistio en analizar
la respuesta inmune celular en muestras de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
de pacientes con esclerosis mdltiple, tratadas con la proteina original o sus vardeite

inmunizadas. El protocolo desarrollado se describe a continuacion.
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11.2.1 Ensayo de estimulacion antigénica

En primer lugar, 2,5.2&él/ml de CMSP de dos donantes voluntarios fueron incubadas
en medio RPMI completo, en placas de cultivo celular de 12 pocilloadie fitano, en presencia
de 20ug/ml de IFN-1a(WT). Ademas, se incluyeron agentes activadores de los linfocitos T
como controles positivos: enterotoxina B 8&aphylococcuéSEB), toxina tetanica (TT) y un pool
de péptidos de la glicoproteina Mielina Oligodendrocito (MOG) @elog los casos a una
concentracion de 1 ug/mL, Sigma, EE)UEktas incubaciones se realizaron en presencia de un
anticuerpo de bloqueo de CD40, mAb anti-CD40 a una concentracién fibalgdml (Miltenyi
Biotec, EE.UU.). Las incubaciones se realizaBd’C - 5% de GQurante 5 h.

11.2.2 Deteccién de marcadores celulares vinculados con la activacion

de linfocitos T mediante citometria de flujo

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células fueron cosechadas tmedian
centrifugacion a 400 g durante 5 min a temperatura ambiente, y resuspendidas en medio de
cultivo RPMI completo suplementado con G4CJ5 mM) y beta-mercaptoetanol (55 pM) en
presencia de distintos anticuerpos conjugados a fluorocromos especificos. TranscR€riahin
de incubacion en oscuridad, las células fueron nuevamente centrifugadas en lassmisma
condiciones y resuspendidas en el mismo medio de cultivo para proceder al andlisis po
citrometria de flujo. Las células fueron analizadas y clasificadas en un separador BD FACSAria lll
(11 colores, BD FACS Diva Software V7.0, BD Biosciences). Todos los caguijadosn para
determinar su dilucién éptima y volumen de tincién. En la Tabla 1 se dasdoib anticuerpos

utilizados para cada marcador.
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Antigeno Fluorocromo/Canal Clon Marca
HLADR FITC L243 BD Biosciences
CD3 V700 UCHT1 Biolegend
CD4 BB700 SK3 Miltenyi Biotec
CD8 BV510 SK1 Biolegend
CD25 BVv421 M-A251 Biolegend
CD69 BV177 FN50 Biolegend
CD137 APC 4B41 Biolegend
CD154 PE 5C8 Miltenyi Biotec
CD45RA PEDazzle 954 HI100 Biolegend
CCRY PeCy7 ND Biolegend

11.2.3 Ensayos de re-estimulacion

Los linfocitos T de memoria activados en cada muestra fueron aisladoepar decell
sortingy re-estimulados con las proteinas de interés.

Los clones de células TDLCD154 especificas para antigenos se clasificaron
individualmente y se cultivaron para su expansion en medio RPMI completo suplemenitado ¢
aminoacidos no esenciales (NEAA, 1x, Sigma) vy acid@-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfénico (HEPES, 10mM, Sigma)) en presencia tkedanlayerconstituida
por CMSP e IL-2 (200 U/ml, Miltenyi Biotech) en placas de cultivo ged@kos. Cuando
alcanzaron una densidad celular suficiente para cubrir el fondo de la placa, laasngsm
cosecharon y transfirieron a una placa de 48 pocillos, previamente tratadenticoerpos anti-
CD3 (OKT3) (Miltenyi Biotech.) con medio fresco. Nuevamente, cuando las célulzasrattén
confluencia, 2,5.10células fueron centrifugadas a 38 durante 6 min a 4°C, y transferidas a
unaplaca de cultivo de 12 pocillos con medio fresco por 48/72 h.

Para realizar el ensayo de re-estimulacion antigérilda) previas, se descongelaron
CMSP de los donantes voluntarios a evaluar para obtener las CPA necesariasjgamacion
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del ensayo. Brevemente, se descongelaron las CMSP, se |lgvseorbraron a una densidad
aproximada del0.10’ cél/ml en placas de 12 pocillos. Luego de 24 h las células fueron
cosechadas y centrifugadas a 30§ durante 10 min a temperatura ambiente, y 1.1€élulas
fueron resuspendidas en medio RPMI completo e incubadas con perlas magneticamdas
con un anticuerpo anti-CD3 (hCD3 MicroBeads, Miltenyi Biotech). La mezcla se ineGljpa 4
15 min y luego se separaron las perlas (unidas a las células T) de la suspensigrocehgdio
de columnas especialmente disefias para tal fin (columnas LD, Miltenyi Biotech)ulassrizgls
en CPAs fueron cultivadas en medio RMPI completo para su posterior uso.

Finalmente, para la re-estimulacién antigénica, se cultivarorf tdlQlas T CD@D154,
con la misma cantidad de CPA y se siguieron los protocolos menasomadbs apartados 11.2.1
y 11.2.2. En esta instancia, las células fueron estimuladak-bbrla-(WT) y con las variantes
de-inmunizadas en estudio, y se analizaron los marcadores celulares de actdedidfocitos
T: CD69, CD137, CD154.

En una segunda instancia se amplié la cohorte analizada (5 donantes) y se leevaron
cabo las estimulaciones iniciales con las tres proteinas en estudio. Finalmentepptnaar
los resultados obtenidos, se aislaron y re-estimularon los linfedit@specificos de memoria

activados por las tres proteinas en estudio.
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La de-inmunizacion de proteinas terapéuticas consiste en la identificacion y
modificacion de residuos especificos que disminuyan la afinidad de& ahi®1H-1l de los
epitopes reconocidos por células T, con el menor impacto posible en la estructueiqary la
funcién bioldgica.

Con el objetivo de estudiar la inmunogenicidad potencial de HN-se realizé un
andlisis minucioso de su secuencia de aminoacidos, empleando el conjuhtarrdmientas

inmunoinforméticaEpiMatrix(62).

Asimismo mediante la herramientaDptimatix se identificaron aquellos amino&cidos
mas relevantes en la inmunogenicidad de cada péptido, y se realizaroplezams iterativos
por residuos que permitan reducir su potencial inmunogénico y al mismo tiempo no produzcan
una disrupcién en la estructura y/o funcién de la proteina en su conjunto,coni@nto

procedente de la bibliografia en relacién a la identificacion de aquellos residticsscpiara la
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la introduccion de hasta ocho mutaciones en su secueiN2adP; L28P; Y60H; N65H; S74L;
F111L; M117T; N158E. Estas modificaciones fueron introducidas para generarigotes de
la proteina IFN -1aVAR1) que contiene las cuatro mutaciones con mayor impacto en la
inmunogenicidad: N25P; Y60H; M117T; N158HFMN -1aVAR2) que contiene las ocho
mutaciones antes mencionadas.

En la Tabla 2 se descrieéimpacto que genera cada una de las mutaciones en la

inmunogenicidad potencial de la proteina.

Cambio en escorede

Mutacion Inmunogenicidad

N25P 8.25

L2gP 548

Y60H 6.23

N65H 3.14

S74L 1.03
F111L 191
M117T 6.16
N158E 15.06

Posteriormente, se analiz6 la estabilidad de cada variante a partir del caldalo ds,
la cual se determiné empleando el softwamg monomer4 incluido en el paquete
bioinformaticoRosetta5 En particular, los resultados deG para las variantes fueron GIFN

-la(VAR1) = 18.569 y G IFN--1a(VAR2) = 3.044. SorprendentementN -1la(VAR2) que
contiene el mayor numero de mutaciones (n=8) resulté ser la menos afectadaneindé de
estabilidad.
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Los biofarmacos presentan una elevada complejidad, por o que en numerosesioaso
pueden ser producidos en sistemas procariotas o eucariotas simples, como hoagadwas.
Este es el caso de las proteinas glicosiladas similares a las humanas, que retpiienan
maquinaria metabolica pos/co-traduccional sélo presente en células animalessisines
necesaria la generacion de lineas celulares estables que constituyan una fuente permanente e
ilimitada de la proteina de interés. Esto puede llevarse a cabo empleando [zrimntivirales,
las cuales actian como vectores de transferencia del material genético al genoma celular.
Con el objetivo de obtener lineas celulares estables productoras de las variahfé de
-1a, en una primera instancia, se ensamblaron particulas lentivirales en célul293EK7,
mediante transfeccion mediada por lipidos catiénicos. Para ello, se transfectarositagscion
cuatro pladsmidos: pRSR-Rev, expresado durante el empaquetamiento pareir ifdu
exportacion nuclear del vector de transferencia; pMD2G, que codifica la proteta I&
envoltura del virus VSV, necesaria para la entrada de la particula viral a la célula; gRRR,g/p
gue codifica las proteinas necesarias para el empaquetamiento del vecttegeaicion en el
genoma,; y los pladsmidos de transferencia pLV-pLK, que contienen las secuenciasfopaa codi
las proteinas de interés IFNia(VAR1) éFN -1la(VAR2) y que ademas confieren a las células
transducidas resistencia al antibidético puromicina. Al cabo de 48 h, se cosechmsron
sobrenadantes de cultivo conteniendo las particulas lentivirales y se utilizarartransducir
células EIO-K1. Con el fin de enriquecer el cultivo con aquellas células que presentan urma mayo
expresion de las proteinas de interés, las lineas fueron sometidaspaouaso de presion
selectiva con concentraciones crecientes de antibiotico. Se comenzé a presionar elatuitivo
/ml de puromicinay se aument6 de manera gradual la concentracion
del agente de seleccion hasta observar la muerte de todas las células o uiraudiémde la
productividad de las moléculas.
Con el fin de analizar la produccion de las proteinas en estudio en sobremadinte
cultivo se procedio a plaguear, en placas de 6 pocillos, 400.000 céleélulas productoras de
cada variante (1y 2) de IFNta en medio DMEM HAM's F12 5% SFB. Luego de 24h, se cambi6
el sobrenadante de cultivo por medio DMEM HAM’s F12 0,5% SFB. Posteriormente, se cosechd
el sobrenadante a las 48h pos-cultivo, para realizar los analisis corréspmsd Este
procedimiento se realiz6 con los sobrenadantes de cultivo de las células pnaducto

presionadas con 200 y 300 ug/ml de puromicina.
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El analisis de la produccién de las diferentes variantes de-inmunizadas deliFde
realiz6 mediante un ensayo de ELISA sandwich utilizando rkllaNzomercial como estandar
de referencia. Las concentraciones obtenidas resultaron @ -4800 ng/ml para ambas
variantes. Resulta conveniente destacar que estas concentraciones de proteina resultan
insuficientes para llevar a cabo los procesos de purificacion a mayor escala.

Para poder resolver este inconveniente, se propuso llevar a cabo nuevos eventos de
transduccion, empleando como linea celular de partida aquellas generadastapdapeevia y
presionadas con 200 ug/ml de puromicina, siendo esta condicion decg@lela que en el
ensayo anterior (resultado no mostrado) arroj6 las mayores concentraciones de laispsate
estudio. Por medio de la estrategia propuesta se pudo mejorar notablemente la prédutei
proteina en sobrenadante de cultivo, alcanzando concentraciones de 15.0000 2g/énl para
IFN -la(VAR1) y 10.000 ng/ml para IFNla(VAR). Estos valores de concentracion proteica
son acordes a los pretendidos para llevar a cabo la produccion y purifickcids proteinas a

mediana escala.

La obtencién de las moléculas de IFila con elevado grado de pureza constituy6 una
etapa clave para su posterior caracterizacion.

La purificacion de las variantes de IFNla a partir de sobrenadantes de cultivo se
realiz6 empleando, en una primera instancia, una matriz de pseudo-afiBilledSepharose
empaguetada en una columna XK 16/20. Se emplearon 7 ml de resina girevin la cual
permite purificar por cada ml de resina, 50 ml de sobrenadante. Seameali8 y 11 ciclos de
purificacion para las variantes 1 y 2 respectivamente, realizando sucesivosleiskstizacion
entre la purificacion de una variante y la siguiente, utilizando un cromatoduglioA StartSe
obtuvo un pico de elucién en las fracciones 2 a 4, las cuales fueron calegtanservadas
entre 2 y 8°C al abrigo de la luz para el préximo paso de purificacion.

Los detalles técnicos y el procedimiento de la técnica de purificacion mbosman
dado que es un protocolo cedido gentilmente por una empresa y se respeta en esta instancia la
confidencialidad.

En la Figurd2 se presenta, a modo ilustrativo, el proceso cromatografico de pseudo-

afinidadde IFN -1a(VAR).
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movilidad electroforética similar a la de la proteina origindN -1a(WT) (rhiIFN--1a
comercial), de aproximadamente 22 kDA, que corresponde al tamafio moleculaabrigas
concentraciones de las proteinas luego de cada proceso de purificaciondehiemo y la
recuperacion se muestran en la Tabla 3. La concentracion de cada una de ellaz&eoeal
nm (formula 6; seccion 8.3.1; apartado

Materiales y Métodos). Se obtuvieron 1,4 mglEl -1a(VAR1) y 2,1 mg de IFN-a(VARR

Tabla 3 Determinacion de la recuperacion (R) de las purificacioneslBN- -1a(VAR1) e IFN-
1la(VAR2) mediante los procesos de cromatografia de alta eficacia y diafiltracion.

Cromatografia de alta eficacia

Muestra Volumen Concentracion Masa Recuperacion
(mli) (mg/ml) (%)
(mg)
IFN- -1a(VAR1) 66 0,1 2,888 44
IFN- -1a(VAR2) 99 0,1 4,498 45
Diafiltracion
Muestra Volumen Concentracion Masa Recuperacion
(ml) (mg/ml) (%)
(mg)
IFN- -1a(VAR1) 95 0.03 1,4 50
IFN- -1a(VAR2) 155 0.03 2,1 45

Con el fin de confirmar la identidad de las variantes de Hld-purificadas, se realizaron
ensayos deéVestern Blaot Para tal fin, se empleé la proteina recombinante rhIFN: (IFN -
1a(WT)) comercial como referencia.

En primer lugar, 1 ug de cada proteina fueron analizados mediante electrsfaresi
geles de poliacrilamida (PAGE) con el agregado de dodecilsulfato de (S&xs-PAGE) en

condiciones reductoras. Para llevar a cabo la reaccién de inmunodeteccion espetifits-d
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Tabla 4 Comparacion de las distancia® Manhattan entre las variantes déFN -1a.

Una estrategia atractiva para evaluar la inmunogenicitiadivode proteinas de uso
terapéutico humano se basa en el uso de ratones transgénicos HLA-DRB1. Esteamiouz|
permite caracterizar o evaluar respuestas inmunitarias con una elevada corre@eiolos
resultados observados en los ensayos clinicos en humanos. Estos animalea pbsee
backgroundgenético de la cepa C57BL/6 pero carecen del sistema de presentacion antigénica
murino y en su lugar expresan los alelos del CMH humano HLA-AY®204-DRB1*0301 vy, por
lo tanto, las respuestas de células T estan restringidas por estas moléculé&3)8Rna
limitacion que presenta el modelo empleado radica en que la presentaciGgéaita mediada
por un Unico alelo HLA da como resultado respuestas policlonales poastais y con limitada
maduracion de la afinidad (81). Por este motivo, a los efectos de aloama respuesta inmune
detectable, el plan de inmunizacion empleado en este trabajo incluyéaeelda adyuvantes

completo e incompleto de Freund.

105



Resultados

En la respuesta inmune T dependiente, uno de los eventos imprescindibles para la
activacion del linfocito T CD4s el reconocimiento especifico de alguno de los complejos
péptido-molécula del CMH-II presentes la membrana de las CPAs. Durante este proceso de
activacion, las CPAs producen diferentes citoquinas que polarizan el perfibrefectios
linfocitos T CD4 Para el caso de las proteinas terapéuticas, los perfiles T-helperl (Thl) y T-
helper2 (Th2) son los que se establecen con mayor frecuencia y, por lo santdgs mas
estudiados en el analisis de la inmunogenicidad de las mismas (6%xfiEbfector Thl se
caracteriza por la produccién de IFNmientras que el perfil Th2 produce citoquinas tales como
IL-4, IL-5 e IL-13, entre otras. Es por esto que la deteccion de estasra@®@ermite inferir y
correlacionar la respuesta inmune celular contra un bioterapéutico.

Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, la evaluacion final de laiestp
inmune generada por las células T frente a la estimulaeionivode las células esplénicas
aisladas de ratones inmunizados se realiz6 a partir de la cuantificacion dedaineis IFN-e
IL-4.

Para cumplir este objetivo, se inmunizaron 4 grupos de 8 animatis uno, con las
proteinaslIFN -1a(WT), IFN-1a(VAR1) &N -1a(VAR?2) respectivamente, y un grupo control
(excipiente). Luego, analizamos las respueistaitro especificas de células T, inducidas por los
interferones, en las muestras de células esplénicas, mediante ensayos de ELISA sandwich
(seccién 10.4, apartado Materiales y Métodos).

Para realizar la cuantificacion de IFN-
funcion de las concentraciones de mIFN-
concentracion de la citoquina en las muestras se determiné interpolando los valeres d
absorbancia en la zona lineal de la curva estandar.

La magnitud de la activacién de los linfocitos T frente a las distintas variantes del IFN-
la se estableci6 como un indice de estimulacion (IE), definido comsocgnte entre la
concentracion de citoquina en la muestra y el valor correspondiente al controtimeake. En
la Tabla Se representan los IE obtenidos para las proteinas de interés. Como se psedeob
los IE alcanzados en ratones inoculados con HAWT) mostraron valores muy superiores a
los obtenidos en los animales tratados con las variantes de-inmunizadas. ERteleepone de

manifiesto el éxito de la estrategia de de-inmunizacion del Hd-
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La respuesta inmune de tipo T dependiente frente a la administracion de un
bioterapéutico en un paciente involucra la generacién de células B de memoria gscélul
plasmaticas de larga vida, capaces de sostener la produccion de elevados titultisus @os
durante periodos prolongados. En numerosos casos, estos anticuerpos presentaacidap
de neutralizar la actividad biol6gica del terapéutico, (28 47, 49-51). Esta demostrado que
estos anticuerpos pueden afectar la efectividad y seguridad de la terapia. Es paguesta,
evaluacion de la respuesta inmune humaraVivocontra la proteina terapéutica ha alcanzado
tal relevancia en la actualidad que se ha convertido en un requerimiento fundamental en el
control de calidad a nivel pre-clinico y clinico. Por este motiveydhuacion de la respuesia
vivohumoral contra las proteinas en estudio resulta muy relevante.

Por lo antes expuesto, y dada la estrecha relacion entre la respuesta immectiada
por células T y la generacion de anticuerpos, se determiné el titulo de antisuespecificos
contra las proteina=N -1a(WT), IFN-1a(VAR1) e IFN-La(VAR?2), en muestras de plasma de
los animales inmunizados. Este objetivo se llevd a cabo por mediom amsayo de ELISA
indirecto (seccién 10.7, apartado Materiales y Métodos). En la RRugaobservan las graficas,
para cada grupo de animales, de los valores de absorbancia en funciémakéthio de las
diluciones del plasma. Todas las muestras de plasma evidenciaron presenciécderpos
especificos antiFN -1a.

Estos resultados fueron analizados por medio déeghestadistico, prueba déruskal-
Wallis que permitié concluir que, como el p-Valor es menor a 0,05 (Val@;#3018) existen
diferencias significativas entre las medianas de los titulos de anticuerpos totaldBMniita
para un nivel de confianza del 95%. En adicién, el grafico de cajas y bigotesstra que, al
no observarse solapamiento entre los cortes de las muescas, existen diferendi@saticas
entre la mediana de IFN-1a(WT) y las medianas de IFNia(VAR) e IFN--1a(VAR) (Figura
21).

Con el objetivo de determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes en el plasma de
ratones inmunizados con las distintas variantesrl -1a, se realizaron ensayos de inhibicion
de la actividad antiviral protectora. Se llevaron a cabo ensayos de valotdoldgica antiviral
realizando una pre-incubacién (con diluciones seriadas 1:2) del pldsmatén con una
concentracion constante de la variante de IFia correspondiente (seccién 10.8, apartado
Materiales y Métodos). De esta manera, aquellos anticuerpos capaces de reconoireal YR

en su sitio activo reduciran la capacidad protectora de la citoquina. Dicha redisecgmas
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Los clones de linfocitos T de memoria activados en cada muestra fueron asiaded
sorting y re-estimulados con la proteina origindN -1a(WT), y con sus variantes de-
inmunizadasIiFN -la(VAR1l)y IFN -la(VAR2)En estos ensayos, se utilizO como control
positivo a las células tratadas con el mitogeno PMA (forbol 12-miridtatacetato) y como
controles negativos a las células sin tratamiento o tratadas con excipientes. Los onesadel
activacion de linfocitos T utilizados en esta instancia fn€bD69 y CD154.

En la Figur@4 se observan los resultados de la re-estimulacion. Los valores se expresan
en porcentaje de linfocitos T activados con respecto a la muestra tratada soxcipientes.

El IFN--1a(WT) indujo una elevada activacion linfocitaria y superior a la cdf#rpara las
variantes de-inmunizadas de la proteina. Resulta de particular interés larnaetivacion
linfocitaria observada para IFNia(VAR2) con respecto BN -la(VAR1), lo cual se
correlaciona con los resultados obtenidos mediante el an@issico

En una segunda instancia se amplié la cohorte analizada incorporando muestras d
CMSP de cinco donantes mas (Donantes 3 a 7) y se llevaron a cabo laseéstisiliniciales
con las tres proteinas en estudio. En la Tabla 7 se muestran los resultadasddsaal analizar
la activacion linfocitaria a partir de la determinacion del marcador CD69. Con exceletio
donante 6, las muestras de CMSP de los pacientes con esclerogsenmidistraron una mayor
activacion linfocitaria al ser incubadas en presencidFelgl -1a(WT) en comparacion con las
variantes de-inmunizadas. Estos resultados confirman la hipétesis de menor
inmunogenicidad como consecuencia de las mutaciones introducidas eaclaéencia del
interferén original.

Luego, para confirmar estos resultados, se aislaron los clones de linfocitos T especificos
de memoria del donante 4 activados por las tres proteinas en estugdmre-estimularon
nuevamente conFN -1a(WT)JFN -la(VAR1& IFN -la(VAR2).

En la Figura 25 se representan los valores porcentuales (con respestexaipiente$
de los linfocitos T de memoria del donante 4 y especificosIpb¥a-1a(WTYe-estimulados con
IFN -1a(WT). En este caso los marcadores de activacion de linfocitos T utifizaxdesCD69
CD137 y CD154. Como se puede observar, y consistente con los resdfadesntados en la
Figura24, la re-estimulacion de los linfocitos T especificoslEdh -1a(WT) condujo a un mayor
porcentaje de activacion que al serestimulados con las proteinas de-inmunizadas.

En las Figuras 26 y 27 se muestran los valores porcentuales de linfad#esemoria
del donante 4 y especificas patBN -la(VAR1)e IFN -la(VAR2), respectivamente, re-

estimuladas con las distintas variantes|Bbt -1a.
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Tabla 7. Porcentaje de activacién de linfocitos T virgenes y de memonaneuestras de CMSP de
pacientes con esclerosis multiple. Analisis por citometria de flujo utilizando el marc&1269.

Donante 3
Linfocitos Linfocitos T
(Virgen (Memoria)
IFN- -1a(WT) 1,44 0,39
IFN -1a(VAR1) 1,30 0,38
IFN- -1a(VAR2) 0,79 0,02
Donante 4
Linfocitos T Linfocitos T
(Virgen) (Memoria)
IFN- -1a(WT) 0,41 1,21
IFN -1a(VAR1) 0,08 0,43
IFN- -1la(VAR2) 0,07 0,34
Donante 5
Linfocitos T Linfocitos T
(Virgen) (Memoria)
IFN- -1a(WT) 1,12 0,47
IFN- -1la(VAR1) 0,13 0,16
IFN- -1a(VAR2) 0,16 0,25
Donante 6
Linfocitos T Linfocitos T
(Virgen) (Memoria)
IFN -1a(WT) 0,04 0,60
IFN- -1la(VAR1) - 0,71
IFN- -1la(VAR2) - 0,79
Donante 7
Linfocitos T Linfocitos T
(Virgen) (Memoria)
IFN- -1a(WT) 0,13 0,19
IFN -1a(VAR1) 0,03 0,08
0,04 0,15

IFN -1a(VAR2)
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Las proteinas recombinantes de uso terapéutico han cambiado drésticamente el
panorama de los tratamientos para muchas enfermedades, proporcionando terapiaeata
especificas y eficientes. Los medicamentos basados en proteinas recombinantes serasna d
clases de moléculas de farmacos de mas rapido crecimiento, que incluyen maspilet@stas
utilizadas clinicamente para diversas indicaciones. Los avances en la tecnolpigidudeion
de proteinas en forma recombinante no sélo allanaron el camino para un suministro masivo de
proteinas terapéuticas, sino que, ademas, mejoraron los perfiles de seguridathialelia
transmision viral que puede ocurrir con proteinas aisladas de fuentes naturalesaddla
comprension de la enfermedad a nivel molecular contribuyé al crecimiento deedagias
basadas en proteinas, al identificar moléculas claves que afectan la gravedad o la progresion de
la enfermedad y aprovechan su potencial terapéutico para proporcionar un tratamief$o m
apropiado (125).

Lamentablemente, la utilidad clinica de muchas proteinas terapéuticas ha sido socavada
por el potencial desarrollo de respuestas inmunes no deseadas contra el produtoidencia
de la inmunogenicidad de varios productos de eficacia comprobada estéldiementada, y
algunos han fallado incluso antes de llegar a los ensayos clinicos (125).

La evaluacion y mitigacion de la inmunogenicidad es un area complejabguea

diversas metodologias:
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La inmunogenicidad de proteinas terapéuticas puede causar reacciones de
hipersensibilidad o anafilaxis, entre otros efectos indeseados. El desarmlimtituerpos
antidroga (ADAs) puede limitar la eficacia e impactar negativamente en la seguridad,
obstaculizando la utilidad clinica de la proteina (1RBy lo tanto, el estudio de tal caracteristica
constituye un andlisis critico en el desarrollo de nuevos productos terapéusiendo incluso
requerido para la aprobacion de los mismos por las principales agencias regalatarieel
mundial (127). En efecto, durante las Ultimas décadas, organismos interal@sipoomo la FDA
en Estados Unidos y la EMA en Europa, han elaborado guias detalladas que incluyen
lineamientos y especificaciones acerca de como abordar el estudio de ladgenicidad de los
productos biolégicos, en las distintas etapas de su desarrollo. Dentro de estas recomesglacion
el andlisis predictivo de la inmunogenicidad de secuencias proteicas yidacibal por medio
de estudiosin vitro e in vivose destacan como estrategias que no necesariamente reflejaran
exactamente la respuesta inmune en humanos, pero que permiten determinar con cierta
precision el riesgo de inmunogenicidad del producto en etapas pre-clinicdesdetollo(1-3,

128, 129).

Por lo tanto, teniendo en cuenta la importancia del analisis de la ingemioidad de
los productos biolégicos innovadores, en el presente trabajo de Tesis gdearon
herramientas inmunoinformaticas para analizar la inmunogenicidad del{F-

La administracion de IFN-

Mdltiple, enfermedad autoinmune caracterizada por una cascada inflamatoria que
generalmente es desencadenada por linfocitos T autorreactivos circulantes que atacan los
nervios del sistema nervioso central (SNC). Este escenario inflamatorio generalmente culmina
con la desmielinizacion y pérdida axonal (30).

Si bien el uso de IFN-
décadas, un numero significativo de pacientes desarrolla anticuerpos neutralizantes contra el
medicamento, lo cual puede comprometer tanto la eficacia del tratamiento darseguridad
del paciente (120-122). La incidencia de este fendbmeno es variable y depende tigemdal
factores, incluyendo el producto, la dosis, la via de administraci@s gdntaminantes del
producto, entre otros. Estd ampliamente aceptado que el IFY-producido erk. colinduce
la formacién de anticuerpos neutralizantes en una proporcion mayor de pacientes gjue lo
productos derivados de células CHO (45). De hecho, las impurezas que mad@spuesta
inmune innata (IIRMIs, por sus siglas en inglés) detectadas exclusivamente en productos

fabricados en bacterias, desencadenaron la activacion de la via NF- -293 que
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expresan los receptores inmunolégicos TLR2 y TLR4 (130). Ademas, remgateedemostrd
que esas IIRMIs detectadas en un producto terapéutico derivade: delipueden modular la
expresion de genes especificos involucrados en funciones biolégicas (114)a lde vi
administracion también puede desempefiar un rol importante en la inmunogenidielaléFN-
Por ejemplo, cuando este medicamento se administra a pacientes con enfermedadies @i
cancer, la via intravenosa es menos inmunogénica que las vias intramustuldautanea (131
132).

Si bien las respuestas mediadas por anticuerpos han sido ampliamente caracterizadas,
es escaso el conocimiento sobre las respuestas especificas de células T hacia el IFN-
para dicha respuesta inmune humoral. Un estudio exhaustivo que involucrpaci&htes con
esclerosis mdultiple tratados con IFN-
la presencia de dos regiones inmunodominantes reconocidas por células Femudancia de
IFN -la. Mientras que la primera (que abarca las posiciones 1-40) provoc6 una respoest
todos los pacientes, la segunda (que comprende las posiciones 125atl6f) una fuerte
respuesta de células T preferentemente en los pacientes en los que se detectaron anticuerpos
anti-droga (124).

Mediante ensayos de union a péptidos, se han identificado tres alelos de Hlaseld
asociados con el desarrollo de anticuerpos contra IFN- -DRB1*0401, HLA-DRB1*0408 y
DRB1*0701) (63, 7®4, 133). Ademas, se han identificado ciertos alelos HLA asociados a un
mayor riesgo de desarrollo de EM, mientras que otros pueden ejercer un efecto proténtor.
particular, los alelos HLA-DRB103 y HLA-DRB1:15 mostraron una fuerte asociacién con el
riesgo de desarrollar EM. En contraste, los alelos HLA@MRB1y HLA-DRB1:11 mostraron
un papel protector contra la enfermedad. Ademas, también se ha encontrado una asociaci
entre el tipo de alelo HLA y un mayor riesgo de fracaso en el tratamiento (118 r&stltados
sugieren que la tipificacion de alelos HLA en pacientes con esclerosislanpitigria
proporcionar un método preciso para identificar a aquellos sujetos que prabeble
desarrollen anticuerpos contra IFN- considerarse terapias
alternativas.

En el presente trabajo, para analizar la inmunogenicidad potencial del-1faBNse
empled el paquete de herramientas inmunoinformaticas desarrollado pasrtgpafiiaEpiVax

Inc.El estudion silicode la inmunogenicidad global arrojé un elevadorede inmunogenicidad
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para la proteina en estudio. Este resultado es consistente con datos clinicoanmete
reportados donde, luego de la administracion de INF-

anticuerpos neutralizantes (120-123). A su vez, para identificar los epitopes innmimachbes
reconocidos por células T en la secuencia de HEH; se utilizaron los algoritmdspiMatrixy
ClustiMer La evaluacion de la inmunogenicidad potencial de cada péptido se ke frente
a un panel de ocho alelos prototipicos del HLA-DRB1 (DRB1*0RB81*@B01, DRB1*0401,
DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301, y DRB1*1501) que represerfanell&0
diversidad de moléculas del CMH-II en la poblacion mundial (70).

Luego, mediante la herramienta ClustiMer, se lograron identificar cuatro clisteres,
regiones que presentan gran contenido de epitopes con elevada probabilidad @e aitds
moléculas del HLA, donde dos de ellos se solapan con secuencias de epitopes
inmunodominantes reconocidos por células T, reportadas previamente en lagbélbiao (124).
Mientras que las células T comienzan su camino hacia la maduracion en el timo, su destino sol
se alcanza en la periferia. Ese proceso comienza cuando las células T virgenes interaetian con
complejo CMH-péptido en la superficie de las células presentadoras de antigené@sadehv
receptor de células T. Asi se desencadena una serie de eventos molecularesekufjaesn la
expresion diferencial de marcadores funcionales y fenotipicos que permiten distinguir
experimentalmente un tipo de célula T de otro. Las respuestas estimuladoras e inidwsion
mediadas por las células T efectoras y las células T reguladoras, respectivamente. En general, las
células T efectoras producen una respuesta inflamatoria para eliminar infeccionesas e
las células T reguladoras generan una respuesta supresora que promueve la tolerancia
inmunolégica. Es por esto que pueden existir epitopes que sean presentados a EsT@laia
estimular células T reguladoras en lugar de células T efectoras. Estos epitopos de células T
reguladoras, denominados Tregitopos, cuando se incuban junto con un antiggtivayb
inducen autotolerancia, lo que podria explicar la relativamente menor immemicidad de los
anticuerpos humanizados. De hecho, en un trabajo utilizando las herramigptamtrix se
encontré que la inmunogenicidad de los anticuerpos monoclonales terapéuticos esta
correlacionada con su contenido de Tregitopos. Una implicacion importante de@stepto
es que otras proteinas autdlogas también pueden contepiopes reconocidos por células T
reguladoras. Por lo tanto, los epitopes reconocidos por las células T reguladorasrtaieibén
ser considerados al abordar la inmunogenicidad de las proteinas (60, 134).

La siguiente instancia en el disefio de las variantes de-inmunizadas dd HiNvolucro
la modificacién de aquellos aminoacidos que mas contribuyen en la ogeuaitidad de cada
péptido completo, analizando asimismo la posibilidad de realizabicentonservativos en la

molécula, es decir, evitando la introduccion de mutaciones que generen dismapcio
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estructurales y/o funcionales en la misma. Esta tarea fue desarrollada a partir de lanaoidubi
manual de los datos provenientes del andlisissilicoy de la informacion recabada de la
bibliografia relacionada con la identificacion de aquellos residuos criticos pactividad del

IFN  (88). Luego, basandonos en estos resultados, seleccionamos un total de ocho mutaciones
gue fueron introducidas en la secuencia de IFNa para generar dos variantes de-inmunizadas

de IFN--1a en células CHO, denominadas IFNx(VAR1) y IFN-La(VAR2).

Durante la etapa de produccién de las muteinas de-inmunizadas, seaaoalilos
niveles de expresion de proteina por medio de ensayos de ELISA sandwichleSidsistencia
a la presion con puromicina fue la esperada para todas las lineas celulares, se regisjeso
niveles de concentracion de proteina en los sobrenadantes de cultivo dedas telulares
productoras de IFN-1a(VAR1) y IFN-Lla(VAR2). Estos bajos niveles de expresién podrian
deberse a factores relacionados con el proceso de integracion del transgén y a ekemento
regulatorios involucrados en el control transcripcional, nimero de copiastrdesgén
introducidas y sitio de integracion en el genoma, procesamiento del ARN, entre otros (135)

Para algunas proteinas un Unico ciclo de transduccion permite lograr una linka cel
con el méximo potencial productivo y agregar copias de genes adiciomalesejora la
produccion de la linea celular. Sin embargo, en otros casos, al aumentapi@s de genes a
través de transducciones sucesivas, no sélo se incrementa el nimero de ins@ETBEENICOS,
sino que también se mejoran los niveles de produccién de los cteh@ares (136). Teniendo
en cuenta las cantidades de proteina requeridas en los ensayos posteriores y que los procesos
de purificacion a mayor escala poseen un bajo porcentaje de recuperaciolansedpllevar a
cabo eventos de re-transduccién de las lineas celulares productoras para evaluaesta de
manera, se lograba incrementar la productividad de las lineas celulares y reducir losstiéenp
produccién. Efectivamente, por medio de la estrategia propuesta se logré migjgnarduccion
de las proteinas en los sobrenadantes de cultivo.

En los sobrenadantes, junto con la proteina de interés, se encuentran diversos
contaminantes que deben ser removidos durante el procksenstream Esta etapa cumple un
rol crucial en la obtencién de una proteina recombinante, dado que laarssigle encontrarse
en bajos niveles y acompafnada de otras proteinas. Remover todas las impurezasjagyega
contaminantes que acompafian a la proteina de interés en el medio de cultcanekiyente

para la continuidad de los ensayos. Como ya se ha mencionado, las impustzstado de
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agregacion de la proteina, ademas de otros factores, pueden afectar la inmunogenicidad de |
proteina y consecuentemente la generacion de ADAs. Por otra parte, en algunos casos, las
impurezas pueden actuar como adyuvantes, exacerbando la inmunogenicidad deelimgro
terapéutica (63). En un estudio realizado por Barbosa y colaboradores, degad@ntes

fueron tratados con tres formulaciones diferentes de IFN-

se observo variabilidad en la respuesta y en la propagacion de la inmunogénlaid autores

le atribuyen este resultado, entre otras fuentes de variabilidad, al efecto de la agregacion
diferencial y las impurezas presentes en cada formulacion (137).

Se han descripto diversos procedimientos para la purificacion de interferBnesste
trabajo, para cumplir con los objetivos de pureza propuestos, se llewacabho tres etapas de
concentracion y purificacién de las proteinas. Mediante protocolos adecuados diegmiidif
se lograron obtener las proteinas con un elevado grado de pureza. Dgutgede vista de la
masa molecular aparente, los resultados obtenidos fueron los esperados. Si biers amb
variantes exhibieron una banda principal con similar movilidad elec&tiéara la obtenida para
la proteina no de-inmunizada, se observa una pequefia diferencia en el patndigdecion
electroforética para IFNa

Aunque las mutaciones se eligieron de manera que no afectaran la estructura de la
proteina, el estudio de dicroismo circular revelé que ambas variantesw@izadas mostraron
cambios en la estructura secundaria y terciaria con respecto a la molécula origieahtirgo,
estos cambios estructurales no afectaron negativamente la funcion bioldyicéro de las
variantes de-inmunizadas de IFNta. Mas aun, IFN-1a(VAR1) exhibié una actividad antiviral
in vitro superior a la de la proteina no modificada.

El analisis de distancias Manhattan a partir de datos de dicroismdatirevel6 que las
estructuras de ambas variantes de-inmunizadas de HB-son similares entre si y diferentes a
la proteina original. Ademas, IFNta(VAR2) mostré una actividad biolgitaitro similar a la
del producto de referencia. Por lo tanto, considerando estos resultados en conjantayor
potencia biol6gica de IFN-La(VAR1) no puede atribuirse a cambios estructurales moleculares.

La funcion biolégican vitro -1a est4 altamente relacionada con su glicosilacion.
Mastrangeli y colaboradores demostraron que todas las glicoformas del IFN-
biol6gica y desempefian un rol importante en la modulacion de la biozadivde IFN--1a,
siendo las glicoformas de mayor antenaridad capaces de proporcionar un mejorkaédétpco
y mas prolongado (138). Por lo tanto, una explicacion plausila fa actividad biolégica
mejorada del IFN-1a(VAR1) podria ser que las mutaciones introducidas en la proteina
produjeron un cambio en la accesibilidad del sitio para la N-glicosijadiérando el perfil de

glicosilacién de la molécula y, consecuentemente, la interaccion proteina/recaptas células
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WISH. Esta demostrado que el acido sialico terminal afecta la farmacocinéti&cagyividades
bioldgicas de la misma (139). Ademas, dado que en la estructura de éautaokxiste un
elevado numero de residuos hidrofébicos expuestos en la superficie cerca del esitio d
glicosilacion (23), se sugirio que la cadena de carbohidratos protege los sekiduafobicos
expuestos al solvente para evitar la agregacion, aumentar la solubilidadfgvastcer su
disponibilidad (1823-26).

Sin embargo, sera necesario realizar estudios adicionales para confirmar esta hipétesis.
Ademas, un analisis exhaustivo de la glicosilacion también podrieaexXplpequefia diferencia
en el patron de migracion electroforética observado para IFI(VAR2) en comparacioén con

la proteina original.

Existen diversas herramientas silicq in vitro, ex vivoe in vivo para predecir la
inmunogenicidad de las proteinas terapéuticas en la etapa preclinica de su desarrollo.

Las herramientam silicodisponibles para la determinacion de epitopes se basan en su
secuencia y estructura, o bien, derivan de datos experimentales. Ambos enfoques tienen
ventajas y desventajas asociadas.

Con respecto a las pruebamsvitro, existen varios formatos de ensayo de union para la
determinacion de epitopes, utilizando tanto proteinas del CMH purifisasbmo células que
expresan moléculas del CMH (140). En ocasiones, los estudios que evallan ¢ @miiopes
a moléculas del CMH tipo Il sobreestiman la inmunogenicidad de lesdpéuticos. Muchos
de los epitopes que se unen a las moléculas CMH podrian no activar célulgariog abdrian
estar involucrados en mecanismos de tolerancia en lugar de dar lugar a efectos inflamatorios.

Los ensayosex vivg en cambio, utilizan células mononucleares de sangre periférica o
células T y monocitos obtenidos a partir de las muestras de CMSP. La diferanciaitid de
monocitos da lugar a células dendriticas inmaduras, que luego son expuestatigaho y
posteriormente incubadas con células T (123, 137). El efecto produciddopaepitopes
inmunogénicos puede evaluarse a través de experimentos que involucran la captacién,
procesamiento y presentacion antigénica por parte de las células dendriticas, queegon |
incubadas con linfocitos T autélogos. Luego, la activacion de célplseed& determinarse de

distintas maneras, entre las que se desatacan, la medicion de la incorporacién deaimidin
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marcada durante la proliferacion celular y la medicién de niveles de citoquinasquio e
ensayos de ELISA 'y ELISPOT.

Actualmente, existen diferentes cepas de ratones transgénicos para llevar a cabo las
pruebas de inmunogenicidad viva Por ejemplo, los ratones HLA-DR expresan exclusivamente
genes HLA-DRB1 humanos. Por otra parte, los ratones tolerantes a proteimasas, expresan
el bioterapéutico desde etapas tempranas del desarrollo del animal, generandoesiahtid

inmunoldgica hacia la misma (7&, 126)

En este estudio, analizamos la inmunogenicidad de las variantes deli&Ntilizando
un modelo animal que expresa el alelo HLA-DRB1*01:03. De esta maneracaproes las
ventajas de una plataforma experimental de inmunogenicidtadiivg para establecer un
escenario que incluye componentes celulares y moleculares del sistema inmunol6gmmaal
ocurre en la clinica, en un contexto genético propenso al desarrollo de la EMrembsi (76
77, 81). Ademas, los estudias vivo proporcionan una caracterizacion integrada de los
mecanismos subyacentes que desencadenan respuestas inmunes celulares y humorales. Estos
ratones fueron modificados genéticamente de manera tal que su sistema de presentacion
antigénica endogeno (H2 de Clase | y Il) ha sido eliminado y sustituido percaleloodifican
para proteinas del CMH humano (especificamente HLA-A2.1 y HLA-DR1*01:0B)itbcian
gue presenta el modelo empleado radica en que la restriccion del HLA aooralglo da como
resultado un genotipo homocigota, lo cual es de muy rara ocurrencia en hunmaords, que
este tipo de ratones por lo general carece de la cazal de montar respuestas policlonales
robustas y con maduracién de la afinidad (839r este motivo, a los efectos de alcanzar una
respuesta inmune detectable, el plan de inmunizacién empleado en este tralohjgd el uso
de adyuvantes completo e incompleto de Freund.

La utilizacién de ratones transgénicos que expresan moléculas del HLA-II especificas
restringe el enfoque al analisis de la influencia de unas pocas proteinag;adehimero de
protagonistas involucrados en la modulacién de las respuestas inmunes. Sangemlas
moléculas del HLA-II son esenciales en la presentacién antigénica a los 8nfdcdg estando
incluso involucradas en la generacion del repertorio de linfocitos T @b4l timo y en la
regulacion de la respuesta inmune adaptativa que involucra a este tipo de thsfam la
periferia. Por este motivo, el uso de estos animales transgénicos constituye un nmogglo

acertado para evaluar la inmunogenicidadsivode las proteinas de uso terapéutico.
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En esta etapa del trabajo, se inmunizaron 4 grupos de 8 animales cadaonniasc
proteinas IFN-1a(WT), IFN-1a(VAR1) y IFN-La(VAR2) respectivamente, y un grupo control
(excipiente). Luego, analizamos las respueistaitro especificas de células T, inducidas por los
interferones, en las muestras de células esplénicas. La magnitud de la activacioinfiecioss
Tfrente a las distintas variantes del IFM-a se establecido como un indice de estimulacion (IE).

Cuando se analizo el IFNta(WT), se observé una alta respuesta inmune de células T
(IE: 16,43), especialmente con un perfil de inmunogenicidad polarizado Thela Esto es
consistente con un informe previo que muestra la liberacion de IFN- celulares de
CMSP de pacientes con esclerosis multiple tratados con-lF\y re-estimulados con péptidos
derivados de IFN- (124). Interesantemente, se observd una marcada reduccion en las
respuestas especificas de células T en muestras de células esplénicas re-estimuladas con las
versiones de-inmunizadas de IFN-a desarrolladas en este estudio IFMa(VARL1) (IE: 1,64) e
IFN -1a(VAR2) (IE: 1,07).

A excepcion de las muestras estimuladas con lectinas como agente mitdgenol(contr
positivo) no fue posible detectar IL-4 murina en los sobrenadantes decceltaluados. Dada la
accion mutuamente antagonica que ejercen ambas citoquinas (IENL:-4), esto no resulta
sorprendente, y es posible suponer que la respuesta polarizada hacia un perfibdehtip
inhibié la produccion de IL-4 por parte de los linfocitos T activadesrdeiendo a la vez la
secrecion de IFN-Por tal motivo, el andlisis de la inmunogenicidadivose vio restringido al
estudio de la produccién de IFNeomo indicador de la activacion linfocitaria. En oposicion,
algunos estudios han demostrado que la ausencia de IL-4 se puede debelaacgnédad de
células productoras de esta citocina en sangre periférica y/o células mononucleares leajanuy
(141, 142). Por lo tanto, optimizar el limite de deteccion del ensayo da HiilisZado o cambiar
el método de deteccidn permitirian resolver esta limitacion.

Los resultados obtenidos a partir de la titulacion de anticuerpos totales especificos anti-
IFN
inmunizados con IFN-1a(VAR1) e IFN-Lla(VAR2) en comparacién con el plasma de aquellos
animales tratados con la proteina original. Ademas, este comportamiento tarfileévidente
al evaluar la capacidad neutralizante de la actividad antiviral en muestragstagpberivadas
de ratones tratados con las distintas versiones de IAM: La obtencion de bajos titulos de
anticuerpos neutralizantes de la actividad biol6gica para ambas proteinas deiradas
reviste una gran importancia, ya que éstos pueden inhibir la capacidad de estangsadei
ejercer su accion, lo cual impacta en forma directa en la eficacia de estos candidatos

terapéuticos.
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Los algoritmos empleados para evaluar la inmunogenicidad potenciata@roteina
de uso terapéutico en base a su contenido de epitopes reconocidos por cételqasiren de
un extenso proceso de validacion, de manera tal de acotar la discrepancia enseesttdios
y los ensayos clinicos. En este trabajo, la evaluaciéon del efecto de la reducaiontdaido
total de epitopes para células T debido a las mutaciones introducidas en cada varidiRi¢ de
-la se llevé a cabo por medio de un ensayo experimegexalivo.Para ello, analizamos la
respuesta inmune mediada por células T, presentes en muestras de CMSP de pacientes con
esclerosis mdultiple, incubadas con las variantes de tEN-Para tal fin, se analizaron mediante
citometria de flujo marcadores celulares de activacion de linfocitos T, tales Co%®, CD137
y CD154.
La citometria de flujo de alta dimensionalidad permite evaluar la expregidutanea
de mdltiples proteinas de membrana e intracelulares a nivel de la céluleidimal y la
delineacion del sistema inmune humano, tanto en estado sano como @orgéxto de
enfermedades. Esta avanzada tecnologia ha contribuido significativamente a la comprension de
los mecanismos de enfermedades. Los recientes desarrollos de citometria de fiojotiges
parametros prometen proporcionar aun mayores perspectivas en la inmunologia humana (74).
Particularmente, los ensayos de Marcadores Inducidos por Activacion (MIA) han
demostrado ser un medio accesible y rapido para la deteccion de células T especificas de
antigenos. El método generalmente implica la incubacién a corto plazanmge entera o
células mononucleares de sangre periférica con antigenos de interés, donde las células
presentadoras de antigenos autblogas procesan y presentan péptidos en complejo con
moléculas del CMH. El reconocimiento de los complejos péptido-CMidgpoeceptores d
células T induce la sobreexpresion de marcadores de activacion en las células T que pueden ser
detectados mediante citometria de flujo. Con la seleccion adecuada de marcadergsedficie
y tiempo de estimulacién, los ensayos MIA permiten identificar y caracterizar méaseidteil
una amplia gama de respuestas de células T especificas de antigeno en comparacién con lo
ensayos actuales de proliferacién o secrecion de citocinas. Con el rapido avanciasedaria
de flujo de alta dimensionalidad, es posible emparejar la identificacion de célulascifieape
de antigeno con el andlisis fenotipico y ensayos de proliferacion. Este enfilgpaemarcadores
de superficie celular previamente identificados para caracterizar o clasificar la respuesta de
células T especificas de antigeno, permitiendo obtener una comprension mas protitaa

respuesta inmune adaptativa (75).
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La deteccion de receptores de quimiocinas en la superficie celular es ampigam
utilizada para identificar subconjuntos de células T de maeenrdvo Cuando esto se combina
con ensayos MIA, el fenotipado derivado a través de receptores de quimiocinas se convierte e
una herramienta poderosa para identificar los subconjuntos celulares que constituyen una
respuesta especifica de antigeno. Notablemente, las células/& de memoria efectora y de
memoria central pueden ser féacilmente identificadas mediante la expresiéon de CD45RA,
CD45R0O y CCRTaifve CCRTD45RACD45R0O memoria efectora: CCRID45RADA45ROQ
memoria central: CCRZD45RAD45RQ (143). En nuestro trabajo, este fue un punto de
partida fundamental para determinar las diferentes poblaciones celulares y su respiiestas

- - -la(VAR2).

CD69 es una proteina transmembrana tipo Il de lectina que se encuentra principalmente
como marcador temprano de activacion/inducible expresado en células T,eyaeqreclutan
rapidamente a la superficie celular después de la estimulacion. CD69 induce diferaatde vi
sefializacion en diferentes tipos celulares. Como marcador temprano de activacion, la
transcripcion de CD69 se inicia tan pronto como 30 minutos a 1 hora @esleula activacion
de los linfocitos T y es detectable de 2 a 3 horas después de la estimutacigue el nivel de
CD69 disminuye después de 4 a 6 horas. CD69 se expresa en cantidades mirnfastes |
en reposo, y ciertos subtipos de células de memoria y las células Treg expresan este marcador
de manera constante en su superficie celular, {Z8l). Diferentes tipos de activadores, incluidos
los IFNSs tipo I, son conocidos por inducir una rapida expresion de ©@D&S eucocitos Th
vitro e in viva La expresion de CD69 esta asociada con la regulacion de la salida de células T del
timo y los érganos linfoides periféricos. La expresion de CD69 poélldas Treg CD4a ha
sido bien caracterizada; sin embargo, hay linfocitos T' @ @D8 no reguladores que expresan
CD69 una vez activados. Todas estas células que expresan CD69 participan eratadregel
las respuestas inmunitarias a través de CD69 en su superficie celular. Ademas, investigaciones
tanto in vitro comoin vivohan revelado que, bajo condiciones inflamatorias crénicas, CD69 se
expresa de manera persistente en células T (144).

Esta informacion es consistente con nuestros resultados, en los que todas las muestras
de CMSP de los donantes con EM evidenciaron una activacion basal de linftasitos/irgenes
como de memoria. Resulta conveniente destacar que, en correlacion con los resudtddos
analisis de inmunogenicidad vivq la activacion linfocitaria T en muestras de pacientes con EM
siempre fue menor cuando las muestras fueron tratadas con las versiond#aN\dela de-
inmunizadas.

La activacién completa de los linfocitos T requiere sefales tanto de los receptores de

células T como de moléculas co-estimuladoras. Ademas de CD28, varias moléculas de células T
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pueden proporcionar sefales co-estimulatorias, incluyendo CD154, que interactia
principalmente con CD40 en las células B. CD40 es una molécula critica daeves@s
funciones de las células B, como la produccién de anticuerpos, la formdeid@entros
germinales y la proliferacion celular (145). En el presente trabajo hemadzsaattaCD154 como

otro de los marcadores celulares de activacién de linfocitos T. El ligéandeD40 (CD4O0L;
CD154), miembro de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF), fudeulus
primeros receptores de superficie en ser utilizado y validado para ensayos MIBL G@4
originalmente descrito para las células T Opdosteriormente ampliado para su uso con células

T CD8 Se expresa de manera transitoria en células T €BD8en respuesta a la estimulacion
antigénica, y las células T CD4@oducen grandes cantidades de citoquinas como IL-2, IL-4, IL-
5, IL-10, IFN- (75). Sin embargo, tras la union a su receptor
CD40, CD40L se regula descendiendo rapidamente dentro de las 6 horas de actizacion.
probable que la activacién cause que CD40L cicle entre la superficie calldtoplasma, ya

que se ha detectado intracelularmente dentro de células productoras de IFN-

antigenos del VIH en pacientes infectados por dicho virus. Para contrarrestar esta regulacion
negativa, se puede agregar un anticuerpo fluorescente anti-CD40L durante la estimidacion
vitro. Esta técnica fue descrita por primera vez por Chattopadhyay y colaboradores, donde,
aunque la expresion superficial de CD40L alcanz6 su pico a las 6 horasplejacpmoteina-
anticuerpo pudo detectarse hasta 24 horas después de la estimulacion (146)

Nuestros resultados demostraron el incremento en la proporcion de linfocitpseT
expresan el marcador CD154 en todas las muestras de CMSP tratadas con las tres proteinas en
estudio. Mas aun, se observé una menor expresion del marcador en las caltdaasrcon las
variantes de-inmunizadas.

La expresion aumentada de CD40 y CD154 ocurre en células efectoras inmélakesy c
no inmunes en diferentes enfermedades autoinmunes. Ademas, se han observado beneficios
terapéuticos al bloquear la interaccibn CD40-CD154 en animales con anulitisida por
colageno. Dado el éxito terapéutico de ciertos biopterapéuticos que blogaaanédstimulacion
CD28 y eliminan las células B en el tratamiento de la artritis autoinmungitacion del eje
CD40-CD154 tiene dos ventajas: atenuar la co-estimulacion mediada por CDi&dlan T y
suprimir la estimulacion de células B mediada por CD40. Ademas, el bloglemtizaccion
CD40-CD154 promueve la conversion de células T&Bdulas T reguladoras que median la
inmunosupresién. Actualmente, varios productos biolégicos que apuntan & R{O-CD154
han sido desarrollados y estan siendo sometidos a ensayos clinicos eeffiggesas con éxito

en varias enfermedades autoinmunes, incluyendo la artritis autoinmune.(145)
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Recientemente se identificd una nueva subpoblacion de linfocitos midiagmecificos
CD49d+CD154+ presentes en sangre periférica de pacientes con EM durante la etapa de
remision, que proliferaroim vitro en respuesta a péptidos de mielina. Estos linfocitos poseen la
capacidad unica de migrar hacia las células precursoras de oligodendr(CR&3s) en
maduracion y de sintetizar quimiocinas/citoquinas proinflamatorias. Elutttvo de CPOs en
maduracion con linfocitos mielinicos especificos CO@Bd54 se caracterizé por el aumento
en la secrecion de quimiocinas/citoquinas proinflamatorias. Ademas, las CR@Edaracion
expuestas a péptidos de mielina exdégenos lograron inducir la prolifera@otinfbcitos
CD49dCD154 dependiente de CD40-CD154. Mediante ensayosvivg confirmaron la
presencia de células CD4@iD154 cerca de CPOs en maduracion y placas de re-mielinizacion
durante la remisién de la enfermedad en el modelo de ratobn de EM (ratones C57BI/6
inmunizados con MOG35-55) mediante inmunohistoquimica. Tres semas@msdeade una fase
aguda de encefalomielitis autoinmune experimental, se encontrd que las célulagTID154
estaban co-localizadas con células’ (gtogenitores de oligodendrocitos) en las areas de re-
mielinizacion identificadas por el etiquetado de la proteina bésica @dinai Estos datos
sugieren que los linfocitos mielinicos especificos de la mielina GCIA984 presentes en el
cerebro pueden interferir con la re-mielinizacion mediada por oligodendregitrobablemente
como resultado de establecer un ambiente proinflamatorio (147). Botahto, la menor
proporcion de células T que expresan CD154 en muestras de CMSP tratadas con las variantes
de-inmunizadas de IFN-1la destacan a dichas proteinas como potenciales bioterapéuticos.

Ademas, estudios de diferentes patologias infecciosas, demostraron que la iriaracci
CD40/CD154 es necesaria para la 6ptima activacion y maduracion de células presentadoras d
antigenos, con su consecuente produccion de IFN- -4, informacién que podria
justificar también nuestros resultadasvivode respuestas polarizadas hacia un perfil Th1 (148).

Otro marcador validado para ensayos MIA y analizado en el presente trabajo ielcluye
miembro de la superfamilia del receptor del TNF, 4-1BB (CD137). La actiatdéredlulas T a
través del TCR induce la regulacién positiva de CD137, que, a traaésnilénl de su ligando,
CD137L, en células presentadoras de antigenos promueve la proliferacién ygodde
citoquinas por las células T. Es importante sefialar que CD137 se puedeararnhiCD69 para
detectar células T CD8specificas de antigenos, con una expresion 6ptima en la superficie a las
24 horas después de la activacion. Aunque esta mejor validado para detectar células T CD8
CD137 también se expresa en células T"@dpronto como 6 horas después de la activacion,

y combinado con la falta de expresion de CD40L, permitiria detectaratiera estable las
células Treg humanas en cultivos a largo plazo. Por lo tanto, dentro de less@lbactivacion,

cuando CD40L solo se regula positivamente en células no regulada@sfdaacion de CD137
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y CD40L podria diferenciar poblaciones de células Td3pdcificas de antigenos reguladoras y
efectoras (75).

CD137 se expresa transitoriamente en células T tras la activacion y se uneady lig
CD137L, el cual se expresa en células presentadoras de antigenos como células dendriticas,
macrofagos y células B. La sefializacion de CD137 co-estimula células T especificas de antigenos
activadas y potencia las respuestas inmunitarias. Al mismo tiempo, la sebalizae@rsa de
CD137L hacia las CPA que expresan CD137L induce proliferacion, diferencredanagion,
lo que mejora su capacidad de presentacion de antigenos. El efecto caHasitimpotente de
CD137 esta implicado en la autoinmunidad. La sefalizacion de CD137ICPpotencia la
inflamacién y aumenta el reclutamiento de monocitos a los sitios dariaftadn. CD137 soluble
(sCD137), generado por empalme diferencial, se encuentra en niveles elevados en sueros de
pacientes con enfermedades autoinmunes, incluyendo artritis reumatoide (AR) y esclerosis
multiple (EM) (149).

El potente efecto co-estimulador de CD137 ha sido implicado en varica@sodurinos
de enfermedades autoinmunes. CD137 co-estimula y polariza células T especificas de antigenos
hacia una respuesta Thl potente, y es esencial para el desarrollo de la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), un modelo murino de esclerosis mdltiple (EM).dStudio
que tuvo como obijetivo investigar el papel de CD137 en la EMiligé inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia en tejidos cerebrales de pacientes con EM para identificar la expresion de
CD137. Se identificaron células CDJ¥las muestras analizadas, siendo las lesiones activas las
gue presentaron la frecuencia mas alta de células CD137expresion de CD137 se encontrd
en varios subconjuntos de leucocitos, incluyendo células T, células Blas ahdoteliales.
Experimentogn vitrodemostraron que el compromiso de CD137 en células B activadas aumenté
la secrecion temprana de TNF y la secrecidn persistente de IL-6, junto @Gumeamto en la
proliferacién celular. Estas células B CD13ddrian interactuar con células que expresan
CD137L, secretar citocinas proinflamatorias y acumularse en el infiltrado menitigestudio
demostro la expresion de CD137 por células B activadas, la mejoraderidad inflamatoria
de las células B tras el compromiso de CD137, y proporciona evidenaigpdeel patogénico
de las células B CD13h la EM (149). Por lo antes expuesto, la menor activacion linfocitaria T,
medida a través del marcador CD137, constituye una evidencia adicional del éXds de
variantes de-inmunizadas como bioterapéuticos para la EM.

En conjunto, estos resultados destacan el éxito de la estrategia de de-inmumizacié
realizada en este trabajo de Tesis. Sin embargo, se necesitaran experimentos adicionales para

-la desarrolladas en este

estudio, utilizando una cohorte ampliada de muestras de CMSP humaneoguyarendan un
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repertorio mas amplio de alelos HLA. Ademas, otro tema a abordar es laangh potencial
-la (114) -

la purificado y sus variantes de-inmunizadas fue superior al 96.5%declando las variantes
de-inmunizadas desarrolladas aqui exhibieron una reduccién marcadaredgpiaesta inmune
celular y humorain vivoy ex vivoen comparacién con la proteina original, seré relevante
identificar la naturaleza de estas contaminaciones. Por lo tanto, se necesitaran estudios
adicionales utilizando ensayos basados en células reporteras dotadas de receptores de la
inmunidad innata para identificar dichas entidades y su papel potencial en la adgemnicidad

-1a. Por ultimo, estudios futuros enfocados en la interaccién con el receptanalisis
de los patrones de glicosilacion permitirdn determinar la causa subyagetéemayor actividad

-1a(VAR1).
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La administracion de IFN-
de la esclerosis multiple. Dos tipos de IFN- - -la producido en
células de ovario de hamster chino (CHO), con una secuencia de aminddé&idicsa y patrones
de glicosilaciéon similares a los de la proteina humana end6gena. El segun@d-esb
producido erEscherichia catjue es, por lo tanto, no glicosilado. Esta proteina es menos potente
y estable que la primera debido a la falta de glicosilacion. Por otra,psrda cadena de
glicanos, la proteina puede agregarse formando complejos unidos por puentdsrdidol cual
generalmente se asocia con un aumento de la inmunogenicidad y una disommie la eficacia
terapéutica (20)

El riesgo de induccién de reacciones inmunes indeseadas constituye urscatigdotos
criticos de los bioterapéuticos. En numerosos casos se ha reportado que la administracion de
una proteina terapéutica durante periodos prolongados puede dar lugar a ebrguile la
tolerancia inmunolégica frente a la droga e incluso frente a antigenos propiogp damo
resultado la produccion de ADAs, que pueden unirse a la droga inhibiendo su efecto
provocando una alteracion en su farmacocinética (89, 150) Una de las principales
desventajas del empleo del IFN- -

IFN. En este contexto, el objetivo del presente trabajo de Tesis se centré en el deélisis
inmunogenicidad de la proteina IFNta y en el desarrollo de variantes con inmunogenicidad
reducida, sin causar un impacto negativo en su estructura y funcién biolégica.

La de-inmunizacion de proteinas terapéuticas consiste en la identificacion y
modificacion de residuos especificos que disminuyan la afinidad de ahi€MH-II de los
epitopes (derivados de dichas proteinas) reconocidos por células T. En particular, enrgkprese
trabajo se llevd a cabo un andligissilicoempleando las herramientas inmunoinformaticas
comprendidas dentro de la interfase ISARiVax Ing.que permitié identificar cuatro regiones
potencialmente inmunogénicas en la proteina. Una vez identificados los epitofmsjales y
las mutaciones a introducir en sus secuencias para reducir su inmunogenicidadgién atli
conocimiento previo de aquellos residuos criticos para mantener la estructura y la actividad del
IFN -1a, fue posible disefiar dos variantes de-inmunizadas.

A partir de las secuencias nucleotidicas de cada variantENle-1a de-inmunizada se
generaron las particulas lentivirales correspondientes, que luego se utilipara transducir
células CHO-K1 y generar lineas celulares estables productoras de cada proteina. En esta

instancia, se registraron bajos niveles de concentracion de proteina en los scimtemde

133



Conclusiones

cultivo de las lineas celulares productoras de IFN{VAR1) y IFN-la(VAR2), situacion que
fue resuelta por medio de eventos de re-transduccion de las lineas celulares. A coatinuaci
mediante protocolos adecuados de purificacion se lograron obtener las pasteion un
elevado grado de pureza y con rendimientos de produccion de cada proteirgeacon los
requeridos para la realizacion de los ensayos subsiguientes. Los resultados oldeha&itsayo

de SDS-PAGE revelaron que, si bien ambas variantes exhibieron una banda principal con similar
movilidad electroforética a la obtenida para la proteina no de-inzaghd, se observé una
pequefia diferencia en el patron de migracion electroforética para 1deN-
comparacion con la proteina original. Ademas, se confirmé la identidacagdedriantes
mediante ensayos dé/estern Blotdonde IFN--1a(VAR1) e IFN-La(VAR?2) fueron reconocidas
especificamente por el anticuerpo monoclonal anti-IFka.

La caracterizacion funcionah vitro de IFN -la(VAR1) e IFN-La(VAR2) puso en
evidencia valores de actividad biolégica antiviral especifica de 47,52 Ul/ng®@§ Ylng,
respectivamente, con respecto a su contraparte no modificada que arrojé una ABEI&
Ul/ng. De esta manera, concluimos que las mutaciones introducidas en la secuerEis del
1a no afectaron negativamente la actividad biologiceaitro de la proteina. De hecho, mientras
IFN -1a(VAR2) mostré una ABE similar a la de la proteina original;1B\/AR1) exhibié un
40% mas de actividad antiviral que IFNa(WT).

Por otro lado, a partir de la caracterizacién estructural de las proteinas mediante
dicroismo circular, se observé que las estructuras de ambas variantes deizadaside IFN-
la son similares entre si y diferentes de la proteina original. Estos resultatican un
contenido diferente de estructuras secundarias para IFN{WT) y las variantes de-
inmunizadas. Si bien estos resultados requieren de un analisis estructural a futuro mas
exhaustivo, las mutaciones introducidas en las variantes no afectaron la activididgidzam
vitro de las mismas.

Por otra parte, se realizé un analisis de caracterizacién de la inmunogenicigadipb
in vivode las variantes de-inmunizadas teN -1a empleando ratones transgénicos, cuyo
sistema de presentacion antigénica enddgeno ha sido sustituido por alelos que copiiean
proteinas del CMH humano (HLA-A2.1 y HLA-DR1). La evaluacién fma¢sfmiesta inmune
generada por las células T frente a la estimulaeidrivode las células esplénicas aisladas de
ratones inmunizados se realiz6 a partir de la cuantificacion de la citoquina. IEd¢ IE
alcanzados en ratones inoculados con IFNx(WT) mostraron valores muy superiores a los
obtenidos en los animales tratados con las variantes de-inmunizadas. Ademasemataie,
los titulos de anticuerpos especificos, tanto totales como neutralizantes, para los grupos de

ratones inoculados con las variantes fueron significativamente mas bajos que los
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correspondientes al grupo tratado con la proteina original. Estos resultades pie manifiesto
el éxito de la estrategia de de-inmunizacion del [Fh&.

Finalmente, los ensaya@x vivocon células del sistema inmune humano de pacientes
con esclerosis mudltiple permitieron determinar el impacto de las mutacioeesla
inmunogenicidad de las variantes de IFlla En esta instancia, se analizaron mediante
citometria de flujo, marcadores celulares de activacion de linfocitos T,datee CD69, CD137
y CD154. A partir de los resultados obtenidos se pudo observar una disininewi la
inmunogenicidadex vivo para ambas variantes de-inmunizadas, en todas las muestras
analizadas para todos los marcadores utilizados.

En conclusion, utilizando herramientiaissilicopara el analisis de la inmunogenicidad y
estabilidad estructural de proteinas, seguido de validacién experimental, lograesasrallar

-1a con una inmunogenicidad notablemente reducida y plena actividad
biolégicain vitro -la desarrolladas en este estudio

constituyen candidatos terapéuticos prometedores para el tratamiento de la esclerthiple.
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