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MTX) (marcadas con E). P5-20: plasmidos 5 LCI pV, y 20 HCI pC. P15-12: plasmidos 12 HCI
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Abstract

The poison of Loxosceles spider is a mixture of different components including different proteins
like the sphingomyelinase D (SMD), which is a main component responsible for generating
loxoscelism. To abolish the poison’s toxicity, a monoclonal antibody (mAb), called 5C10, was
obtained from hybridoma cells. This antibody recognized and neutralized the activity of a
recombinant SMD (rSMD) (Moctezuma, 2008). Industrial production of this protein and its
commercialization requires a high-yield expression system, that will be able to produce the mAb
correctly folded, with the corresponding post-translational modifications necessary for its function.

CHO DG44 cells were chosen for mAb production in this work. These mammalian cells are grown in
suspension and are easier to culture than adherent cells, also their dhfr system allows that
transformed CHO DG44 cells grow in medium free from nucleotide precursors. In this work, these
cells were transfected with 2 expression vectors that allow the separate synthesis of heavy chain
and light chain of the antibody. Many constructions were used, that had internal ribosome entry
sites (IRES), which generated different levels of expression for both chains, depending on the IRES
employed, and different IRES entry sites that can also increase mRNA stability by altering its
tridimensional conformation (Komar y Hatzoglou, 2011).

CHO DG44 cells were cultured in CD DG44 medium and then co-transfected with linearized plasmids
to generate stable cells or circular plasmids for transient expression. FreeStyle Max lipofectamine
was used with different plasmidic constructions and 48 h after transfection, culture medium was
exchanged with selection medium to select transfected cells. This procedure reduced cell viability
under 10%. In the transient strategy four plasmid pairs were tested using Agrawal et. al. (2013)
methodology, which varies ADN/lipofectamine (w/v) ratio (Liu et al., 2008). Three different
ADN/lipofectamine ratios were tested. However, none of the clones survived after the 6th day of
transfection.

For stable transfections, Agrawal’s methodology (2013) was also used. Cells transformation was
successful. CHO DG44 cells were transfected and cells survived in selection medium using different
concentrations of geneticin and methotrexate.

The presence of genes coding for the heavy and light chains in the stable clone P15-12, was
confirmed detecting its MRNA. The mRNA extraction was performed, then a retrotranscription PCR
(rtPCR) was used, and specific amplification by PCR was made. Both amplicons were seen, purified
and then sequenced to confirm that they were the sequences of interest. A nested PCR was
necessary for the light chain amplification due to its low mRNA strains.

To identify the recombinant monoclonal antibody, supernatants and cell samples obtained in stable
cultures, were analyzed by SDS-PAGE gels, Western blot and ELISA. However the antibody was not
detected. There are various possible causes: |) Resistance or escape from dhfr system (Flintoff y
Essani, 1980); 1) Irregular expression of heavy and light chains (Schlatter et al., 2005); and Ill) Factors
and growth parameters in clone culture (Chusainow et al., 2008).
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Resumen

El veneno de la arafia Loxosceles es una mezcla compleja de diferentes componentes cuyo
compuesto principal es la esfingomielinasa D (SMD) y el cual es responsable de generar un
padecimiento conocido como loxoscelismo. Para contrarrestar la toxicidad del veneno se desarrolld
en hibridomas un anticuerpo monoclonal (mAb) llamado 5C10 que es capaz de reconocer y
neutralizar la actividad de la SMD recombinante (Moctezuma, 2008). Estas células se usaron debido
a su capacidad de producir anticuerpos monoclonales. Sin embargo, para la producciéon industrial
de esta proteina y su comercializacidon se requiere de un sistema de expresién con mejores
rendimientos, que sea capaz de producir el mAb correctamente plegado y con las modificaciones
post-traduccionales necesarias para su funcion.

Se seleccionaron las células CHO DG44, que son células de mamifero en suspension y que se
caracterizan por su facilidad de cultivo comparado con células adherentes y su sistema de seleccién
dhfr que permite el crecimiento de las células transformadas en un medio libre de precursores de
nucledtidos. En este trabajo, dichas células se transformaron con 2 vectores de expresidn, que
permiten la produccién separada de la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo. Se
utilizaron varias construcciones, que contenian sitios internos de entrada del ribosoma (IRES, por
sus siglas en inglés) que permiten un grado de expresion diferente en ambas cadenas, dependiendo
el IRES usado, y que le confieren a los mRNAs mayor estabilidad por su conformacion tridimensional
(Komar y Hatzoglou, 2011).

Las células CHO DG44 cultivadas en medio CD DG44 fueron cotransfectadas con plasmidos
linearizados para generar células estables o pldsmidos circularizados para generar células
transitorias. Para ambas transfecciones se usé la lipofectamina FreeStyle Max, con diferentes pares
de construcciones plasmidicas y 48 h después de la transfeccidn, el medio se cambid por el medio
de seleccidn para células transfectadas con los plasmidos. La viabilidad celular se redujo por debajo
de <10%. En la estrategia transitoria se realizaron 4 combinaciones de plasmidos siguiendo la
metodologia de Agrawal et. al. (2013) que varia la relacién de ADN/lipofectamina (w/v) (Liu et al.,
2008). Se probaron 3 relaciones diferentes de ADN/lipofectamina. Sin embargo, ninguna clona
sobrepasé el sexto dia después de la transfeccidén con una viabilidad menor al 10%.

Para la cotransfeccion estable también se usé la metodologia de Agrawal et al (2013). Las células
transfectadas con los plasmidos p15 y p12 fueron resistentes al medio de seleccidn y a diferentes
concentraciones de geneticina y metotrexato fue posible obtener una linea celular. Para confirmar
la presencia de los genes codificantes para la cadena pesada vy ligera en la clona estable P15-12, se
realizd extracciéon de mRNA, después se hizo retrotranscripcion (rtPCR), y posteriormente una
amplificacion mediante PCR usando oligonucledtidos especificos para la cadena pesada y cadena
ligera del anticuerpo. Los amplicones fueron purificados y secuenciados para confirmar que eran las
secuencias de interés. Para la cadena ligera fue necesario realizar una PCR anidada debido a la baja
concentracidon del mRNA.
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Para identificar el anticuerpo producido se analizaron los sobrenadantes y muestras celulares,
obtenidas de los cultivos estables, mediante SDS-PAGE, Western blot y ELISA. Sin embargo, no se
logroé detectar el anticuerpo en estos ensayos. Este fendmeno puede tener varias causas, como: |)
Resistencia o escape del sistema dhfr (Flintoff y Essani, 1980); II) Expresion irregular de la cadena
pesada vy ligera (Schlatter et al., 2005); Ill) Factores y parametros de crecimiento de la clona
(Chusainow et al., 2008).
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1. Introduccion
1.1. Género Loxosceles

Se estima que en el mundo existen mas de 35,000 especies de arafia (Quintana y Otero, 2002). Todas
las familias, con excepcién de la familia Uloboridae y Holoarchaeidae, poseen glandulas venenosas
(Meier y White, 1995). Los venenos tienen como funcidn principal inmovilizar a la presa y poseen
diferentes compuestos que tienen efectos secundarios, como puede ser fallo renal o la muerte
(Foelix, 1996). Entre estas sustancias se encuentran: las neurotoxinas (antagonistas de receptores
de glutamato, bloqueadores de receptores post-sindpticos colinérgicos y los que afectan los canales
de sodio, potasio y cloro), péptidos no neurotéxicos (afectan directamente a las células), enzimas
(hialuronidasas, metaloproteasas, fosfolipasas, etc.), componentes de bajo peso molecular (aminas
biogénicas, aminodcidos, nucledtidos, poliaminas, sales inorgdnicas) y necrotoxinas
(esfingomielinasa D)(Rash y Hodgson, 2002).

Uno de los 4 géneros de arafia, reportados por la OMS (1981) como peligrosos para la salud humana,
es el de las arafias Loxosceles que se caracteriza por poseer una marca con forma de violin en la
parte superior de su cuerpo, por lo que se conocen como arafias violinistas (De Roodt et al., 2004).

El género Loxosceles constituye un problema de salud a nivel mundial, incluido el continente
americano donde se han encontrado cerca de 84 especies, de las cuales destacan L. reclusa al sur
de los E.U.A. (Figura 1), L. gaucho en Brasil, L. laeta en Chile, Argentina y Perd, y L. boneti en México
(Hoffmann,1976; Gertsch y Ennik, 1983). En México se han reportado cerca de 39 especies de este
género (Ramos y Vazquez, 2000), con una distribucién de L. boneti en los estados de Guerrero,
Puebla y Morelos (De Roodt et al., 2007) y L. reclusa en E.U.A., México y algunas zonas del Caribe y
Centroamérica (Gertsch y Ennik, 1983).

Figura 1. Distribucion del género Loxosceles en Norteamérica, el Caribe y Centroamérica. (Gertsch y Ennik, 1983)
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En 2011 el SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica) reporté 46,722 casos de
intoxicacion en México, por mordedura de animales ponzoinosos, que incluyen a las arafias, con una
incidencia de 40.13 personas afectadas por cada 100,000 habitantes. Los reportes estiman que
3,000 a 5,000 accidentes anuales por mordedura de arafa ocurren en el mundo (Zavala y Diaz, 2004).
Sin embargo, no existen organizaciones que reporten estas estadisticas periédicamente (Sampaio
et. al., 2016).

1.2. Veneno del género Loxosceles y esfingomielinasa-D

El veneno del género Loxosceles es una mezcla heterogénea de proteinas, acidos y lipidos entre 5 a
850 kDa, aunque se estima que gran parte de estas moléculas encontradas en las glandulas es fluido
digestivo. Considerando esto, se estima que las proteinas propias del veneno rondan los 5-40 kDa
(Veiga et al., 2000). Algunos compuestos caracterizados del veneno del género Loxosceles son:
histamina, serotonina, acido gamma amino butirico, espermina, 5’-ribonucledtidos, fosfatasa
alcalina, hialuronidasa, proteasa, esfingomielinasa, entre otros (Ramos y Vazquez, 2000).

De estos compuestos se ha encontrado que la espermina ocasiona dolor al inocularse en mamiferos
(Ramos y Vazquez, 2000); la hialuronidasa se asocia con ruptura de polisacaridos y componentes de
la matriz extracelular, actuando como dispersor del veneno (Young y Pincus, 2001); la loxolisina Ay
B tienen capacidad de degradacién de fibronectina y colageno respectivamente (Feitosa et al., 1998;
Young y Pincus 2001). Sin embargo, la enzima que compone principalmente el veneno (hasta un
50%) es la esfingomielinasa D (SMD), que puede ocasionar necrosis en la piel y hasta dafio sistémico
(Fernandes et al., 2002; Ramos et al., 2004). Su funcién es hidrolizar el enlace fosfodiéster de la
esfingomielina, generando fosfoceramida y colina (Figura 2) (Gatt et al., 1978). La esfingomielina es
un fosfolipido integral de la membrana de muchas células como eritrocitos o células del epitelio
vascular y puede componer hasta el 50% de los lipidos en ciertos tejidos (Jiménez, 2009).

Fosfoceramida Colina
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Figura 2. Sitio de corte (flecha) de la SMD sobre la esfingomielina y los productos que genera (Gatt et al., 1978).

La SMD es una fosfolipasa de alrededor de 33 kDa que se puede unir a las membranas celulares
donde se encuentra la esfingomielina (de Alba, 1997). Una hipodtesis acerca del mecanismo de accidn
de la enzima sobre las membranas dice que su receptor es la esfingomielina presente
abundantemente en la monocapa externa (Rees et al., 1984). Por otro lado, Rees et al. (1984)
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también sugieren que la enzima tiene una estructura secundaria anfipdtica, que permite su insercion
en la membrana y después la hidrdlisis de la esfingomielina.

1.3. Loxoscelismo

La arana Loxosceles es capaz de secretar de 0.15 a 0.45 uL de veneno por estimulacién eléctricay
hasta 0.8 ug de SMD se puede obtener al disecar sus glandulas (Geren et. al, 1976). El resultado de
una mordedura de la arafia violinista desencadena una condicién clinica conocida como
loxoscelismo.

En varios experimentos se ha encontrado evidencia de que la enzima SMD es la responsable de
iniciar eventos que dan lugar a:

e Loxoscelismo cutaneo: Caracterizado por necrosis severa, que se empieza a formar después
de 24-36 h y se estima que entre el 84 y 97% de los casos de mordedura de araia violinista
terminan en este tipo de lesién (De Roodt et. al, 2007).

e Loxoscelismo viscero-cutaneo o sistémico: Envenenamiento de tipo severo desarrollado a
partir de las 6-24 h, que puede terminar en coma y muerte (Fernandes et al., 2002;
Tambourghi et al., 1998), con hasta un 17% de mortalidad, siendo la insuficiencia renal
aguda la principal causa de muerte (Schenone et al., 1989; Franca et al., 2002).

Tambourghi et al. (1995) demostraron in vitro que la SMD es capaz de afectar a los eritrocitos,
dejandolos vulnerables a lisis por activacion del complemento. Sin embargo, en un estudio
histolégico, en piel de conejo, se inyectd veneno de L. intermedia, esfingomielinasa recombinante
o SMD purificada y esto provocé un gran flujo de neutréfilos, demostrando que la SMD es la mayor
o Unica toxina responsable del desarrollo de loxoscelismo cutdneo (Tambourghi et. al, 2005).

1.4. Anticuerpos

Los animales vertebrados poseen un sistema inmune que permite identificar lo ajeno al cuerpo, asi
como desechar aquello que se considere dafiino (Abbas et al., 2008). Una estrategia importante que
tiene nuestro organismo es el de generar anticuerpos o inmunoglobulinas (lg) que son
glicoproteinas producidas por los linfocitos B, que reconocen particulas ajenas al hospedero como
bacterias, virus, parasitos o alguna molécula extrafia (Kindt et al., 2006).

Los anticuerpos se dividen en 5 isotipos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Los anticuerpos de la categoria de
las IgG, tienen 4 subtipos diferentes (1-4) (Abbas et al., 2008). Las IgG poseen una estructura
tetramérica (Figura 3) compuesta por 2 cadenas pesadas (H) y 2 cadenas ligeras (L). Ambas cadenas
se conforman por una region hipervariable (V) y regiones constantes (C), estos tipos de regiones se
conocen como dominios de inmunoglobulina (Ig) y adquieren su estructura globular gracias a
enlaces disulfuro. La cadena pesada de las IgG tiene 3 regiones constantes (Cul, Cu2 y Cu3) a
diferencia de la cadena ligera que solo tiene una region constante (Cy). Las cadenas pesadasy ligeras
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se unen por un enlace disulfuro en las regiones Cyl y C, respectivamente, formando un dimero HL.
Las 2 regiones restantes en la cadena pesada se unen mediante 2 enlaces disulfuros a otro dimero
HL igual, formando la estructura H,L,, mediante una regién bisagra que se encuentran dentro del
dominio Cy2 y que forma la region Fc del anticuerpo (Figura 3) (Abbas et al., 2008; Kindt et al., 2006).

Sitio de unidn
Sitio de unidn al antigeno

al antigeno

Cadena ligera

Cadena pesada

N-glicanos

Figura 3. Estructura general de un anticuerpo 1gG, mostrando las regiones hipervariables (V), las regiones constantes (C)
y encuadrando las regiones de unién a antigeno (Fab) y la fraccidn cristalizable (FC) (Modificado de Boder y Jiang., 2011).

Entre los afos 50 y 60, mediante el andlisis de anticuerpos de suero y y-globulina, se logré dilucidar
la estructura los anticuerpos (Edelman y Poulik, 1961; Elgert, 1998; Porter, 1959). Edelman y Poulik
(1961) con el uso de agentes reductores como dithiothreitol, encontraron que habian 2 subunidades
diferentes en un anticuerpo de y-globulina, unidas por enlaces disulfuro: La cadena pesada vy la
cadena ligera. Por otro lado, usando papaina para degradar la y-globulina, se encontraron 3
fragmentos de peso molecular cercano a 50 kDa, siendo que 2 de los fragmentos fueron similares y
mantenian la capacidad de unién al antigeno (llamados como Fab), mientras que el tercero
mostraba una estabilidad mayor y que fue identificado como Fc (Porter, 1959; Elgert, 1998). Con
estos trabajos se llegd a la conclusién de que un anticuerpo contiene 2 estructuras importantes por
la funcién que cumplen: La regién Fab (fragment antibody) que se compone por la cadena ligera, es
decir, region V. y C, y las regiones Cyl y Vu de la cadena pesada, ésta parte se encarga del
reconocimiento de los antigenos; y la region Fc (fraccidn cristalizable) que se encarga principalmente
de unir las cadenas pesadas a través de la regidn bisagra, darle estabilidad al anticuerpo y mas
importante aun a la funcién efectora del anticuerpo, que consiste principalmente en la unién a
receptores del fragmento Fc (FcRs) (revisién de Hajela, 1991; Kindt et al.,2016).

1.5. Variabilidad y genes de los anticuerpos
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La gran diversidad de anticuerpos generados por los linfocitos B permite reconocer una variedad de
epitopos que ingresan al organismo, esto se origina gracias a un proceso de variabilidad originado
por la alteracién gendmica de las células B secretoras de anticuerpos. Este proceso se conoce como
recombinacidn V(D)) y requiere del ensamblaje de los diferentes exones que pertenecen a las
regiones V, D y J de los genes de la cadena ligera y la cadena pesada. Estas regiones se llaman asi
por variable (V), diversidad (D) y unién o “joining” (J), que daran lugar a las diferentes partes de una
cadena pesada o ligera.

Ademas de la recombinacion V(D)J existen 2 procesos mas que permiten aumentar la variabilidad
en los anticuerpos: Hipermutacion somatica (SHM) y Recombinacion class-switch (SCR, por sus siglas
en inglés). La SHM genera una alta tasa de mutaciones puntuales en las regiones V de los exones y
también selecciona las células B que produzcan anticuerpos de alta afinidad, mientras SCR permite
el cambio de isotipo de los anticuerpos para modificar la funcién efectora de las inmunoglobulinas
(Chaudhuri y Alt, 2004).

1.6. Estructuracidn de los anticuerpos

El ensamblaje de las inmunoglobulinas tipo IgG ha sido ampliamente estudiado, especialmente la
region Cyl, debido a que, a diferencia de los demds dominios del anticuerpo, este no tiene una
distribucidn y numero de residuos hidrofébicos cargados que permitan el plegamiento correcto y
por lo tanto requiere del dominio C, para su correcto plegamiento (Feige et. al, 2009). Se sabe que,
al inicio de la sintesis de los anticuerpos, la cadena peptidica naciente es reconocida por la SRP
(signal recognition particle). El complejo ribosoma-péptido-SRP es anclado a la membrana a través
del receptor de SRP, para que el ribosoma sea sitio-localizado cercanamente al translocén Sec61a,
y después la cadena de aminodcidos del anticuerpo sea sintetizada de forma cotraduccional hacia
el lumen del reticulo endoplasmico (RE) (revision de Braakman y Bulleid, 2011; High, 1995).

Dentro del RE, los dominios se estructuran dependiendo de sus caracteristicas tanto de secuencia
como de carga. En el caso de los dominios C, o Cy2, esto se da de manera auténoma; mientras que
el dominio Cyl requiere de interactuar con C, para formar el nicleo hidrofébico que le permita
iniciar el proceso de plegamiento (Feige et. al, 2010). Ademas, son necesarias varias chaperonas
para que el dominio Cyl adquiera su estructura correcta. Principalmente se requiere de la
chaperona “BiP” (“immunoglobulin heavy-chain binding protein”) o GRP78 para su correcto
plegamiento y retencién en el RE (Haas y Wabl, 1983; Hendershot et. al, 1987). También se
estructuran por la interaccién con la peptidil prolina isomerasa o PPI (revisidn de Feige et. al, 2010;
Lilie et al., 1993; Lilie et al., 1995), y la formacién de puentes disulfuro con ayuda de la proteina
disulfuro isomerasa (PDI, por sus siglas en inglés) (Figura 4) (Roth y Pierce, 1987). Otras proteinas
involucradas en el plegamiento del anticuerpo y mas especificamente del dominio Cu1, incluyen a
ERdj3 como co-chaperona de BiP, GRP94 o endoplasmina que es una chaperona que actia después
de BiP (revision de Braakman y Bulleid, 2011; Melnick et. al, 1994; Schlatter et. al, 2005).
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Figura 4. Plegamiento del dominio Cy1 de un anticuerpo IgG, donde entran en accion PDI, ERdj3, BiP y PPlasa (tomado de
Braakman y Bulleid, 2011).

1.7. Anticuerpos monoclonales

En 1975, Kohler y Milstein, crearon una metodologia que permite generar anticuerpos
monoclonales o mAbs (“monoclonal antibodies” por sus siglas en inglés) (Abbas et al., 2008). Estas
moléculas proteicas pueden reconocer un Unico epitopo (secuencia de aminodcidos de los antigenos
que puede ser reconocida), lo cual los vuelve de gran interés en las areas de diagndstico,
investigacion y terapéutica.

Los mAbs del tipo de inmunoglobulina IgG tienen sitios de N-glicosilacion en las asparagina 297 de
la region Cy2 (Figura 5) cuya presencia es esencial para las funciones efectoras del I1gG, la estabilidad
y en algunos casos su eficacia terapéutica, lo cual depende de la microheterogeneidad de la
glicoforma que posea el anticuerpo (Jefferis, 2005; Zheng et al., 2011).

Los mAbs son producidos mediante la fusién de células mieloma de ratdn y células de bazo de ratén
(hibridomas). El principio de ésta fusion radica en que las células de mieloma son inmortalizadas,
mientras que las células de bazo son capaces de producir anticuerpos contra un antigeno especifico
que fue inyectado previamente en un ratdn para que produjera el anticuerpo deseado (Kohler y
Milstein, 1975; Kohler y Milstein, 1976). La fusidon permite la generacién de lineas celulares
inmortales y capaces de generar anticuerpos, después de realizar un proceso de clonacién (Abbas
et. al, 2008).
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Figura 5. Estructura general de un anticuerpo 1gG y su sitio de glicosilacion en la Asn?°7 (tomado de Shade y Anthony,
2013). El cuadro en gris representa el nucleo del azicar para el anticuerpo IgG, mientras lo que esta fuera son extensiones
variables. N: N-acetil glucosamina; M: Manosa; F: Fucosa; G: galactosa, S: acido sialico. La microheterogeneidad en la
glicosilacién se refiere a la variacién de las estructuras glicosidicas, que tiene efectos en la estabilidad, propiedades
bioquimicas y actividad bioldgica de la molécula. En el caso de un anticuerpo terapéutico, puede generar efectos
secundarios o diferentes respuestas de reconocimiento dependiendo la estructura glicosidica que posea (Hintersteiner et
al., 2016).

En 1984 se desarrolld el primer mAb quimérico que contenia las regiones constantes de un
anticuerpo de humanoy las regiones variables de un anticuerpo producido en hibridomas (Morrison
et al., 1984), insertando los genes de la regién variable de origen murino junto con los genes de la
region constante humana en 2 plasmidos (uno para la cadena ligera y otro para la cadena pesada) y
transfectdndolos a la linea de mieloma murino J558L mediante fusién de protoplastos. Esto se
realizé con la finalidad de evitar las reacciones adversas causadas por el uso de proteinas producidas
por células de raton en el ser humano (Miller et. al, 1981; Miller y Levy, 1981). A finales de los afios
80 se han generado mAbs humanizados donde aproximadamente el 90% de la molécula (regiones
constantes de la cadena pesada y la cadena ligera) es de origen humano y las regiones hipervariables
del anticuerpo son de origen murino (Reichman et. al, 1988).
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2. Antecedentes

A partir de sueros hiperinmunes de caballos inmunizados con una mezcla de toxinas recombinantes
de 3 especies de Loxosceles (L. laeta, L. bonetiy L. reclusa), se han obtenido derivados enriquecidos
con IgG, capaces de neutralizar la SMD recombinante de L. boneti. En la tesis de la M. en C. Lucia
Jiménez (2009), la dosis efectiva media (EDso) reportada — que es la cantidad de derivado
enriquecido con IgG necesaria para neutralizar el 50% de actividad de 1 mg de la SMD — fue de 2.1
mg de IgGs enriquecidos. El Instituto Bioclon en 2009 registr6 un faboterapico polivalente
(fragmentos de anticuerpo obtenidos de suero hiperinmune de caballo) anti-Loxosceles vy
posteriormente lo comercializé en 2011, llamandolo Reclusmyn® o Loxmyn®, que es capaz de
neutralizar 150 pg de las necrotoxinas de L. reclusa, L. laeta y L. bonetiy es el equivalente a minimo
0.8 mg de veneno (Alagén, 2012).

En la tesis de la M. en C. Claudia Moctezuma (2008) se reportd que el anticuerpo monoclonal (mAb)
5C10 de origen murino y producido en hibridomas, es capaz de reconocer y neutralizar a la
esfingomielinasa D recombinante, pero se desconoce todavia si su efecto es por unién al sitio activo
de la enzima. Ademas, se caracterizd la actividad del anticuerpo, su fragmento Fab y un Fab
quimérico con regiones constantes humanas producido por E. coli. Los resultados obtenidos
indicaron que tanto el anticuerpo 5C10 como el fragmento Fab podian reconocer y neutralizar la
SMD recombinante, mientras que el Fab 5C10 quimérico expresado en E. coli, inicamente reconocio
a la enzima SMD recombinante. De la misma manera, en la tesis de licenciatura de la Biol. Elba
Campos (2010) se volvié a expresar el Fab quimérico en E. coli de manera monocistrénica, de tal
manera que el fragmento se plegara in vitro. Sin embargo, los resultados obtenidos indicaron que
el Fab 5C10 quimérico solamente podia reconocer y no neutralizar a la esfingomielinasa D
recombinante. Con dicha informacién se concluyd que el anticuerpo debia ser generado en un
sistema de expresion que pudiera producir el anticuerpo monoclonal estructurado correctamente
y que pudiera realizar las modificaciones post-traduccionales apropiadas.

2.1. Células CHO

Las células de mamifero, como las células de ovario de hamster chino (CHO), células de linfoma
murino (NSO) o células de rifidn de embrién humano (HEK) son comiUnmente usadas para la
expresion de proteinas heterdlogas que posean modificaciones post-traduccionales, especialmente
cuando su actividad bioldgica depende de estas (Wurm, 2004). En 1986, fue aprobado el primer
mADb de origen murino anti-CD3 muronomab (OKT3), por la FDA. Sin embargo, se encontré que estos
generaban reacciones alérgicas o respuestas de anticuerpos humanos anti-murinos (HAMAs, por
sus siglas en inglés), que se encargaban de eliminar el mAb del hospedero. En 1997, fue aprobado
el biofarmaco Rituximab, un mAb quimérico (humano-murino) que reducia considerablemente los
efectos secundarios de un anticuerpo murino (Kelley, 2009; Ribatti, 2014; Liu, 2015). Después de
esto, los mAbs alcanzaron un porcentaje del 7% en el mercado global de farmacéuticos para el 2010
con 43 mil millones de ddlares generados, 75% de este dinero provenia de los 5 mAbs mds vendidos.
Para el aflo 2013, 9 mAbs generaron ganancias de mas de 1 mil millones de délares anuales,
convirtiéndose asi en medicamentos “blockbuster” (Tabla 1) (Elvin et. al, 2013). En 2013, 6 mAbs
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entraron en la lista de los 10 farmacéuticos mas vendidos, siendo el mAb Humira el farmaco mas
vendido a nivel mundial con 11 mil millones de délares (Walsh, 2014).

Tabla 1. Venta (en millones de délares) de 10 anticuerpos monoclonales en el mercado para el afio 2014 y su impacto en
el mercado (Tomado de Walsh, 2014). Se marca con (*) los anticuerppos que entraron en la lista de los 10 farmacos mas
vendidos en el mundo.

Ventas , Fecha de
Marca 2013 Mezcado Linea aprobacién BIarl1co'

(USS m) (%) celular (EU) terapéutico
Avastin* 6,970 16.02 CHO 2004 VEGF
MabThera/Rituxan* 7,910 15.76 CHO 1997 CD20
Humira* 11,000 15.04 CHO 2002 TNF
Remicade* 8,370 14.98 Sp2/0 1998 TNF
Herceptin* 6,910 13.46 CHO 1998 HER2
Lucentis* 4,270 7.14 E. coli 2006 VEGF
Erbitux 1,920 4.12 Sp2/0 2004 EGFR
Tysabri - 2.83 NSO 2004 ad-integrina
Synagis - 2.38 NSO 1998 RSV
Xolair - 1.72 CHO 2003 IgE

Desde que las células CHO fueron aceptadas para la expresion del activador de plasmindgeno tisular
(tPa), han tenido gran dominio para la expresidon de proteinas recombinantes terapéuticas (Kelley,
2009). De los 28 mAbs aprobados en EU y Europa para 2012, el 43% (12/28) han sido producidos en
células CHO, ademas en el top 20 de biofarmacos mas vendidos del 2013 se encuentran 7 de estos
anticuerpos monoclonales (Tabla 1) (Reichter, 2012; Walsh, 2014).

Las células CHO son las mas utilizadas para la produccién industrial de proteinas con fines clinicos o
terapéuticos, incluyendo a los anticuerpos monoclonales (mAb). Esto representa el 33% de todos
los sistemas de expresidon usados para la produccion de los terapéuticos hasta el 2013 (Walsh, 2014).
Debido a los bajos rendimientos de produccién y de baja densidad en cultivos adherentes, se han
generado lineas celulares que puedan crecer en suspensién, tales como CHO-K1, CHO-DXB11 y CHO-
DG44 (Urlaub y Chasin, 1980; De Jesus y Wurm, 2011; Agrawal et al., 2012). Las células DG44
(Thermo Sci. NY, USA) fueron modificadas mediante mutagénesis quimica y poseen el sistema de
seleccidn dihidrofolato reductasa (-DHFR) (Figura 6). Este sistema consiste en células deficientes de
la enzima DHFR, de tal manera que no puedan sobrevivir en medios de cultivo que no contengan los
precursores de los nucledtidos timidina e hipoxantina (Urlaub y Chasin, 1980). Cuando la célula es
transfectada con un plasmido que codifica para la DHFR, entonces la célula podra sobrevivir en un
medio sin necesitar la presencia de los precursores de nucledtidos. También se ha desarrollado un
método de presion de seleccion usando metotrexato (MTX), el cual inhibe la enzima DHFR y obliga
a la célula a generar mayor cantidad de enzima DHFR para sobrevivir (Urlaub y Chasin, 1980;
Kaufman et al., 1985). De igual forma, la seleccidon con MTX permite aumentar el nUmero de copias
del gen dhfry, por ende, del gen heterdlogo. Sin embargo, este compuesto trae consigo problemas
gue generan resistencia en las células CHO cuando se realiza una adaptacion acelerada aumentando

23



la concentracién en un paso. También se pueden generar alteraciones en la dhfr que generan clonas
resistentes y que no expresan las proteinas deseadas (Gupta et al., 1977; Flintoff et al., 1976; Assaraf
y Schimke, 1987).

Figura 6. Sistema de presion de seleccion del metotrexato (MXT), mediante la inhibicién de la dihidrofolato reductasa
(zaboikin et al., 2006).

Los rendimientos de produccidn de anticuerpos generados en células CHO han alcanzado los 5 g/L
en los ultimos afios gracias a diferentes estrategias de cultivo (Yu et al., 2011) y cepas de alta
produccién (Reinhart et al., 2015). Por ejemplo, se produjeron cultivos de células en suspension, el
uso de medios enriquecidos, diferentes tipos de alimentacién (batch o fed-batch) e incluso por el
uso de biorreactores como los desechables (WAVE) alcanzado concentraciones de hasta >2 x 108
células/mL (Wurm, 2004; Birch y Racher, 2006; Falkman et al., 2012; Clincke et al., 2013). Es
importante destacar las estrategias moleculares desarrolladas en los ultimos afios, como las mejoras
a los vectores de expresion que incluyen promotores mas fuertes o cuya regulacion de la traduccién
no requiere del reconocimiento del cap 5’ (Komar y Hatzoglou, 2011) como por ejemplo el uso de
los sitios internos de entrada al ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés).

2.2. Regiones internas de entrada al ribosoma

Las regiones IRES son secuencias 5’ no traducibles (5’ UTR, por sus siglas en inglés) que forman parte
del ARN mensajero y representan una alternativa de traduccién, usada por algunos virus o ARNs de
origen eucarionte (Chamond et al., 2014; Cobbold et al., 2010; Xia y Holcik, 2009). La manera
candnica de inicio de la traduccién se da cuando cap, el nucledtido modificado del extremo 5’, es
reconocido en el ARN mensajero por diversos factores iniciadores y el ribosoma 43S escanea la
secuencia hasta encontrar el coddn de inicio de la traduccién (Kieft, 2008; Hellen y Sarnow, 2001).
Los sitios IRES son sistemas independientes del reconocimiento del cap, y por lo tanto no estan
sujetos a tantos mecanismos de regulacion, ni de la mayoria de factores iniciadores (elF); ademas
se ha observado que los sitios IRES pueden poseer una estructura secundaria y terciaria que
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permiten la interaccién con algunos elFs y hasta llegando a eliminar completamente la necesidad
de que estos factores estén presentes, siendo Unicamente requerida la regién IRES y el ribosoma
40S (Komar y Hatzoglou, 2011).

Las secuencias IRES se encuentran varios pares de bases rio arriba del codén de inicio AUG y poseén
estructuras (Balvay et al., 2009), por ejemplo, en células eucariotas tienen una estructura secundaria
débil (Xia y Holcik, 2009).

En 2005, Schlatter et al. obtuvieron su mayor produccién de un mAb cuando la relacién entre la
concentracién plasmidica de la cadena pesada y la concentracién plasmidica de la cadena ligera se
encontraban en una proporcion 3:2 en sus células productoras de mAb. Ademas, sugirieron con
base en sus resultados, que el exceso intracelular de la cadena LC mejora la eficiencia de uso tanto
para el gen hc como para el polipéptido HC en células estables y con esto se incrementa la tasa de
plegamiento y ensamblaje de los mAbs. A partir de esta informacién, la busqueda para generar
diferentes vectores de expresidén que produzcan diferencialmente (en su relacion éptima) ambas
cadenas del anticuerpo de interés es primordial. Una de las soluciones ha sido el uso de secuencias
IRES.

Otro problema del uso de vectores policistronicos en mamiferos es que la eficiencia traduccional se
reduce cuando hay multiples marcos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) (Kauffman et al., 1987).
La adicidon de diferentes elementos 5’ traduccionales como los IRES ha permitido mejorar la
expresidon de proteinas en estos plasmidos, gracias al inicio de la traduccién independiente de la
regiéon cap que otorgan estas regiones a los genes que se encuentran en la 2da o posteriores
posiciones de las construcciones policistrénicas (Jang et al., 1989; Kaufman et al., 1991). Se han
desarrollado otras estrategias para controlar mejor la relacidon de LC contra HC en la produccion de
anticuerpos recombinantes, asi como la transcripcion de varios genes en un mismo mensajero. Ho
et al. (2012), generaron un vector tricistrénico capaz de producir 500 mg/L o hasta 10 veces mas
que un vector multi-promotor o que un sistema de co-transfeccidn, gracias al arreglo de los genes
de LCy HC en el vector, asi como el uso de sitios IRES en la region 5’ de cada gen. Otra estrategia ha
sido el uso de elementos Furina-2A que permiten la co-expresién de los genes de las cadenas LC y
HC en un mismo mRNA, pero que ha tenido menor productividad que vectores con sitios IRES,
debido a que la produccién de ambas cadenas es muy similar (Davies et. al, 2011; Ho? et. al, 2013).

Una estrategia a considerar en la produccién de mAbs ha sido la co-transfeccidon con plasmidos que
expresen diferentes proteinas e insertarlos dentro de una misma célula. Esta técnica se ha usado
para la produccion de proteinas fluorescentes como YFP y CFP (Goedhart et al., 2011), luciferasas
(Underhill, 2010), para anticuerpos (Pybus et al., 2014; Akbarzadeh-Sharbaf et al., 2013) o una
mezcla de los anteriores para convertirse en un sistema que permite medir la eficiencia de
transfeccion (Assur et al., 2012). Un sistema comercial de co-transfeccién que ha probado ser
efectivo en la produccién de mAbs es el sistema CHO DG44 de Thermo Sci. NY, USA.

2.3. Plasmidos con secuencias codificantes para cadenas pesaday ligera
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En un trabajo previo del grupo se construyeron diferentes plasmidos para la transfeccién de células
CHO que son pCy pV, ambos contienen el promotor de citomegalovirus (CMV) y se les colocaron las
secuencias de los genes codificantes para expresar ya sea la cadena pesada o la cadena ligera del
anticuerpo anti-esfingomielinasa-D. Estos genes se insertaron monocistrénicamente en ambos
plasmidos, ademas de que cuentan con un sitio IRES del gen c-myc (de origen eucariote) para la
cadena pesaday de EMCV (proveniente del virus de la encefalomiocarditis) para la cadena ligera. La
region IRES del gen c-myc se ha confirmado con capacidad para la traduccién libre del cap 5’ en
mMRNA, asi como también se demostré que tiene 5 veces mas actividad que el IRES de EMCV
(Stoneley et al., 2000). Estos sitios en teoria permitiran niveles de expresion de ARN mensajero
diferentes para poder variar la relacién de ambas cadenas (pesada y ligera) del anticuerpo segun lo
reportado por Schlatter et al. (2005). También se construyeron plasmidos control que carecen de
secuencia IRES para comprobar las diferencias de expresién de las cadenas LC y HC. El plasmido pV
cuenta con el promotor CMV, un sitio de multiclonacién, una region IRES de EMVC, el gen que
codifica para DHFR y un origen de replicacién pUC.

Por otro lado, el plasmido pC cuenta con el promotor CMV, un sitio de clonacién, un origen de
replicacion pUC y un gen de resistencia a Neomicina.

Los fragmentos de la cadena pesaday ligera insertados en los pldasmidos contienen las caracteristicas
ejemplificadas en la figura 7. Para la cadena pesada se construyd un inserto que incluye la region
IRES del gen c-myc (en los plasmidos indicados en la tabla 2) con la idea de facilitar la transcripcion
de la cadena HC, una secuencia Kozak (Kozak, 1991) que es la regidn de inicio de la transcripcion
para organismos eucariontes, una secuencia lider que es la sefal de secrecién (Dalton y Barton,
2014) de la proteina al medio, la region variable de la cadena pesada (V4), la region constante (Cus,
Cuz2 Y Cus) junto con la region bisagra que permite la unidn de 2 dimeros de cadena pesada y cadena
ligera para formar el mAb anti-SMD, el codén de paro (Stop) y un elemento de trans-activacién cis
(CTE, por sus siglas en inglés) que ayuda a la estabilidad y expresién postranscripcional del mRNA.
Para la cadena ligera se usé la regién IRES del virus EMCV (en los plasmidos indicados en la tabla 2),
la secuencia Kozak (Kozak, 1991 na secuencia lider que es la sefal de secrecién (Dalton y Barton,
2014), la region constante (C.) y variable (V) de la cadena ligera del mAb anti-SMD, el codén de paro
(Stop) y un elemento de trans-activacion cis (CTE).

26



Inserto de la cadena pesada

C-myc IRES KOZAK SECUENGIINBER VIEEH BISAGRA-C.o-Cis I CTE

TOTAL: 2104 bases

Inserto de la cadena ligera:

EMCV IRES kOZAK SECUENGIINBER VG IR :

TOTAL: 1576 bases
Figura 7. Esquema de elementos contenidos en las secuencias codificantes para las cadenas pesada y ligera.

Se disefiaron y construyeron en el laboratorio 6 plasmidos diferentes con las caracteristicas
mostradas en la Tabla 2, los cuales no fueron construidos a partir de ADN sintético. Con estas
combinaciones de plasmidos se esperaba obtener 4 clonas diferentes, la clona control (cadena
pesada y ligera sin secuencia IRES), mientras las otras 3 presentarian una region IRES en la cadena
pesada, una regién IRES en la cadena ligera o ambas cadenas con una region IRES.

Tabla 2. Caracteristicas de los plasmidos generados para la transfeccion de las células CHO DG 44 (Valdez-Cruz NA, et al.,
2014, no publicado).

Numero . Inserto (gen Tamafo
Plasmido .
de clona codificante) (kb)
Cadena pesada +
12 PV IRES c-myc 65
Cadena ligera + IRES
> PV EMCV 6
36 pVv Cadena pesada 6.1
3 pVv Cadena ligera 5.4
Cadena pesada +
20 pC IRES c-myc 75
15 pC Cadena ligera 6.4
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3. Hipétesis

Las células CHO DG44 transformadas con los plasmidos construidos de forma estable o transitoria,
producen el anticuerpo monoclonal anti-esfingomielinasa D.

3.1. Objetivo general

Usando los plasmidos previamente construidos, transformar células CHO DG44, para producir de
manera diferencial la cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo anti-esfingomielinasa D.

3.2. Objetivos especificos
e Caracterizar las células CHO DG44 transfectadas con diferentes combinaciones de los
plasmidos pV y pC construidos que contienen las secuencias codificantes para las cadenas

ligera y pesada del anticuerpo anti-esfingomielinasa D.

e Determinar la produccién de mRNA de las cadenas ligera y pesada en las transformantes
positivas a los procesos de seleccién clonal.

e Evaluar la produccion de la cadena pesada, la cadena ligera y el anticuerpo completo en las
células CHO transfectadas.
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4. Materiales

4.1. Plasmidos y construcciones
El pldsmido pC contiene un gen de resistencia a neomicina y un gen de resistencia a ampicilina. El
plasmido pV contiene el gen dhfry un gen de resistencia a ampicilina.

Primers A 5’ CTG AGG TCA CAT GCG NN 3’ y B 5’ GCT CTT CTG CGT GTA NN 3’: Disefiados para la
amplificaciéon del mRNA mensajero de la cadena pesada del anticuerpo (Sintetizados en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM). Estos primers generan un
amplicon de 551 pb, perteneciente a la regién CH; y CHs del anticuerpo.

Primers C 5’ GCC CTG GCC GAC ATANN 3’y D 5’ GCA GGC GTA ACT TTG NN 3’: Disefiados para la
amplificacién del mRNA mensajero de la cadena ligera del anticuerpo (Sintetizados en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacidn del Instituto de Biotecnologia de la UNAM). Estos primers generan un

amplicon de 594 pb, perteneciente a la regién VLy CL del anticuerpo.

4.2. Cepas de E. coli Top10 transformadas con los diferentes plasmidos construidos previamente
(Valdez-Cruz NA) y medio de cultivo.

Clona 3 LC pV: Cepa transformada con pV que contiene la cadena ligera del mAb.

Clona 5 LCI pV: Cepa transformada con pV que contiene la cadena ligera del mAb y la regién IRES
de EMCV.

Clona 12 HCI pV: Cepa transformada con pV que contiene la cadena pesada del mAb y la regién IRES
de c-myc.

Clona 15 LC pC: Cepa transformada con pC que contiene la cadena ligera del mAb.

Clona 20 HCI pC: Cepa transformada con pC que contiene la cadena pesada del mAb y la region IRES
de c-myc.

Clona 36 HC pV: Cepa transformada con pV que contiene la cadena pesada del mAb.

Medio LB (1 L): Se prepard con 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se
esterilizé en autoclave y previo a la inoculacion se anadié ampicilina a una concentracion final de
100 pg/mL.

4.3. Linea celular usada y medios de cultivo.

CHO DG44: Células de mamifero cultivadas en suspensién (Thermo Sci. NY, USA).

Medio CD DG44 (40 mL): Se prepard con 38.8 mL de medio CD DG44 (Thermo Sci. NY, USA), 16 pL
de insulina Humulin N (Eli & Lilly Co.) (100 U/mL) y 1.2 mL de L-glutamina 100x Biowest (200mM).

Medio OptiCHO™ (40 mL): Se preparé con 38.8 mL de medio OptiCHO™ (Thermo Sci. NY, USA), 16
L de insulina Humulin N (Eli & Lilly Co.) (100 U/mL) y 1.2 mL de L-glutamina 100x Biowest (200mM).

Otros reactivos para medio OptiCHO™:
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e Metrotexato 1mM (Sigma-Aldrich): Se diluyé dependiendo la concentracidn que se
requeria.
e Geneticina™ 50 mg/ml (Gibco™): Diluir a 500 ug/mL de medio OptiCHO™.

4.4. Equipos

Incubadora para E. coli: Las condiciones de operacion para los cultivos de E. coli fueron 372C de
temperatura y 200 rpm de agitacion.

Incubadora Nuaire NU-5000 para cultivo de células de mamifero: Las condiciones de operacion
para el cultivo de las células CHO DG44 fueron 372C de temperatura, entre 55-90 rpm de agitacidn
y 5% de CO; con humedad.

Fuente de voltaje y cdmaras de electroforesis de BIORAD: Para realizar geles 1D-SDS PAGE.

Transblot BIORAD: La transferencia semi-humeda se realizé a 25 V, 350 mA por 90 minutos.

Espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys 5: Se usé a 600nm de longitud de onda para la
medicidn de absorbancia de los cultivos de E. coli.

Lector de placas para ELISA Stat Fax 4200 Awareness Technology: La lectura se realiz6 a 490 nm
para la técnica ELISA usando como agente revelador OPD.

Termociclador PCR Express Thermo Hybraid: Se utilizé para realizar las reacciones de PCR y PCR
anidada en plasmidos y cDNA.

Escaner Li-cor C-Digit: Utilizado para revelar membranas de Western Blot de PVDF con los reactivos
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate y SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate.

Fotodocumentador Gel Doc EZ Imager: Se ocupd para revelar geles teiiidos con azul de Coomasie
para ver proteinas o tefiidos con bromuro de etidio para observar material genético.

Nanodrop Lite Thermo Scientific: Se usé para cuantificacion de ADN y proteinas.

Microscopio invertido AE 2000 Motic: Para la cuantificacion por azul de tripano de las células
viables.

Microscopio 6ptico Labomed y cdmara Neubauer: Para la cuantificacién por azul de tripano de las
células viables.

Centrifuga Eppendorf 5804 R: Para la centrifugacion de muestras de proteina, biomasa o material
genético.

4.5. Enzima de restriccion
Pvu I: Se usé 1 U de la enzima por 1 ug de ADN de acuerdo con lo establecido por el proveedor y

todas las reacciones se incubaron a 372C (Thermo Sci. NY, USA).

4.6. Kits
Zippy Kit Plasmid miniprep: Kit para la extraccién y purificacidn de pldsmidos de células
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2D-Quant Kit: Usado para la cuantificacion de proteina en muestras a analizar por SDS-PAGE vy
Western Blot.

Bethyl Laboratories, inc. Human IgG ELISA Quantitation Set: Kit de ELISA para la cuantificacion del
anticuerpo en los sobrenadantes de cultivo de células CHO DG44 transfectadas. Como reactivo para
revelar se usé OPD SigmaFast™.

RNeasy mini Kit (Qiagen, Bethesda USA): Usado para la extraccion de mRNA de la clona P15-12,
asi como la remocién del ADN gendmico de estas células CHO transfectadas.

Thermo Scientific RevertAid H Minus Reverse Transcriptase: Se usé para realizar la
retrotranscripcion del mRNA extraido de la clona P15-12 y obtener el cDNA, que se necesita para
amplificar los fragmentos de cDNA provenientes de la cadena ligera y la cadena pesada del
anticuerpo.

DNA/RNA Shield Zymo Research: Usado para la conservacién y almacenamiento de células CHO
DG44 cosechadas para la posterior extraccién del mRNAy la retrotranscripcién del mismo.

Thermo Scientific kit PCR: Se utilizé para realizar las reacciones de amplificacidon de los plasmidos
linearizados y amplificacién de las muestras de cDNA en PCR y PCR anidada.
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5. Metodologia

5.1. Transformaciéon de E. coli Topl0 quimiocompetentes con los plasmidos con las
secuencias codificantes para la cadena pesada o ligera.

Se descongeld un vial de células de E. coli One Shot™ Top10 quimiocompetentes (Thermo Sci. NY,
USA), guardado a -709C. Se afiadieron 3 pL o 10 ng de un plasmido, pV o pC, al vial y se mezcld
suavemente. La mezcla se incubé en hielo por 30 min y después se le realizé un choque térmico por
50 seg a 42°C. Terminando este paso se regreso el vial al hielo por 2 min y se afiadieron 250 uL de
medio S.0.C. una vez pasado el tiempo. El vial se mantuvo 1 ha 372Cy 225 rpm.

Las células transformantes se inocularon en una caja de Petri con medio LB y ampicilina (100 pug/mL),
y se incubaron toda la noche a 372C. Las colonias resistentes al antibiético fueron seleccionadas y
se comprobd la transformacién del pldsmido correspondiente a través de la purificacion, digestién
del plasmido con la enzima Pvu I y su observacién en geles de agarosa e identificaciéon de su tamafio
en pares de bases (PB).

5.2. Amplificacién y purificacion de plasmidos

tTM

Los plasmidos pCy pV fueron amplificados en E. coli One Shot™ Top10 en 50 mL de medio LB con
ampicilina (100 pg/mL) por 10 h, de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Thermo Sci. NY,
USA). Para seguir la cinética bacteriana se tomaron muestras de 100 uL del cultivo cada hora y
fueron analizadas por espectrofotometria a 600 nm. Una vez terminado el crecimiento los cultivos
se centrifugaron por 30 min a 3,000 rpm y se deseché el sobrenadante, mientras que los pellets se
guardaron a -202C, para que en los siguientes pasos se extrajeran y purificaran los plasmidos

siguiendo el manual de uso del Kit Zippy Plasmid miniprep de Zymo Research.
5.3. Cultivo de células CHO DG44

Un vial de células CHO DG44 con 10% DMSO y medio CD DG44 (Thermo Sci. NY, USA), guardado en
nitrogeno liquido, fue descongelado, usando medio nuevo CD DG44 completo (L- glutamina 8 mM),
ademas se les adiciond 16 pL (100 U/mL) de insulina, en frascos T-25. Las células fueron crecidas a
una temperatura de 372C, con 5% de CO,, hasta alcanzar =1.2 x 10° células viables/mL y una
viabilidad maxima de 85%. Posteriormente, se procedié a dividir el cultivo en 3 frascos T-25 con
medio nuevo, donde las células alcanzaron 1.2 x 10° células viables/mLy una viabilidad méaxima de
92%, listas para la transfeccion.

Ademds, se realizaron pases en frascos T-75 hasta alcanzar una densidad maxima de 1.73 x 108
células viables/mLy 88.1% de viabilidad y cultivos en matraces Erlenmeyer de 250 mL hasta obtener
una densidad maxima de 4.2 x 10° células viables/mL y 89% de viabilidad, para tener mayores
volimenes (10-30 mL) de transfeccion y obtener mayor niumero de crioviales para hacer un banco
celular.
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Para determinar la viabilidad celular, se realizé un conteo en microscopio con cdmara de Neubauer
diluyendo la muestra 1:1 con azul de tripano al 0.4 % y contando el nimero de células vivas y
muertas, para obtener el porcentaje de viabilidad y la concentracion celular por mL.

5.4. Congelamiento de células CHO DG44

Las células CHO DG44, crecidas en medio CD DG44 y con una densidad celular de 1 x 10° células
viables/mL, fueron transferidas a un tubo Falcon estéril y se concentraron a 1 x 107 células
viables/mL. Se afiadié DMSO a una concentracion final del 10 %. Las células fueron resuspendidas,
alicuotadas en 1 mL y congeladas lentamente, como lo indicaba el manual del proveedor (Thermo
Sci. NY, USA)

5.5. Transfeccidn transitoria de células CHO DG44

Los plasmidos purificados de los cultivos de E. coli se cuantificaron en un espectrofotdémetro
Nanodrop Lite (Thermo Sci. NY, USA). Cuando las células DG44 cultivadas en frascos T25 alcanzaron
una concentracion aproximada de 1 x 108 células viables/mL se inicid su transfeccidn transitoria,
pasando 1 x 10° células viables a pozos de 1 mL (en una caja de 24 pozos) donde se realizé la
transformacién con 2 concentraciones del agente de transformacion (0.5 y 1 uL de FS/mL) y los
pldsmidos circularizados. Las células se dejaron 4 h estaticas (Agrawal et al., 2013; Liu et al., 2008).
Se recuperaron los sobrenadantes a los dias 2 y 6 después de la transfeccion.

Las células CHO DG44 transitorias se co-transfectaron con 2 plasmidos: uno pV y uno pC, cada uno
expresara la cadena pesada o la cadena ligera de acuerdo con las combinaciones mostradas en la
Figura 8.

Figura 8. Diferentes combinaciones de los plasmidos pC y pV para células transitorias y las células estables. Se sefiala la
combinacion control con una flecha roja. LC: Cadena ligera, HC: Cadena ligera, dhfr: gen de la enzima dihidrofolato
reductasa, NeoR/KanR: gen de resistencia a Neomicina y Kanamicina.

5.6. Protocolo de digestidn con la enzima Pvu I para transfeccion estable
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Los plasmidos purificados se cuantificaron en un espectrofotémetro Nanodrop Lite (Thermo Sci. NY,
USA) y posteriormente fueron digeridos con la enzima Pvu | para linearizarlos y, durante la
transfeccion, para generar células estables.

La digestién con Pvu | requirié de 5 uL de buffer B3 10x, 1-3 ug de ADN purificado, 1-3 U de Pvu | (1
U/(ug) de ADN), para pldsmidos requiere de 50 mM de KCl y aforar a 50 pL con H,O grado PCR. La
reaccion se incubd a 372C, mientras que la inactivacion se realizé a 802C por 20 min.

La digestion de los plasmidos se comprobd en un gel de agarosa 1% y 3 uL de bromuro de etidio,
afiadiendo 1-3 pL de muestra y corriendo a 70-80 volts por 80 min.

5.7. Transfeccidn estable de células CHO DG44

A 3.5 x 10° células viables en un volumen de 5 mL se le afiadieron 3 ug de cada plasmido linearizado
y lipofectamina. Las células transfectadas se incubaron a una temperatura de 372C, con 5% de CO,,
a 55 rpm, hasta que alcanzaron una viabilidad del 90%. Después se transfirieron las células a medio
de seleccién OptiCHO™ (Thermo Sci. NY, USA) con 8mM de L-glutamina y cuando se alcanzd una
sobrevivencia superior al 90% se afiadieron 500 puL/mL de geneticina™. Posteriormente, cuando las
células alcanzaron mas del 70% de viabilidad se realizd6 una segunda ronda de seleccién con
metotrexato 500nM en medio OptiCHO™ + geneticina™ (500 pg/mL) y las células se mantuvieron
hasta que volvieron a alcanzar mas del 70% de viabilidad.

Después del proceso de seleccidén con antibidtico y habiendo alcanzado una viabilidad mayor al 70%
se afiadié metotrexato (2nM), cuya concentracidn se aumentd hasta 200 nM. A lo largo del proceso
se tomaron muestras del sobrenadante para evaluarlas en SDS-PAGE tefiidas con Coomasie,
Western Blot y cuantificacién por ELISA.

5.8. Protocolo de transformacion alternativo

Las células CHO DG44 se co-transfectaron de manera transitoria (con plasmidos circularizados) y
estable (con pldsmidos linearizados), usando la metodologia de Agrawal et al. (2013), para expresar
la cadena pesada y la cadena ligera de acuerdo con las combinaciones de pldsmidos mostradas en
la figura 8. Se transformaron células CHO DG44 por arriba de 1 x 10° células/mL y preparando las
soluciones de los pldasmidos y el agente de transformacién por separado.

Después de la transformacion se realizo la seleccion de las clonas con mayor viabilidad con medio
selectivo, antibidtico y MTX, de estos cultivos se colecté el sobrenadante para cuantificar la proteina
total e identificar mediante Western blot y ELISA el anticuerpo producido.

5.9. Extraccion de mRNA y retrotranscripcion
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Se tomaron 4.5 mL de un cultivo de células CHO DG44 transfectadas que se nombraron P15-12, y
que contienen los plasmidos LC pCy HCl pV linearizados, a una concentracién de 6 x 10° células/mL,
se centrifugaron por 10 min a 450 rpm y se resuspendieron para obtener 1 x 107 células/mL junto
con un volumen del reactivo DNA/RNA SHIELD™ (Zymo Research) y se guardaron a -702C para una
posterior extraccién de mRNA.

La muestra se descongeld en hielo, se tomaron 350 puL de esta muestra y 350 uL del buffer de lisis
RLT (Kit RNeasy miniprep de Qiagen), la mezcla se agité usando una jeringa con aguja estéril y libre
de RNAsas. A la mezcla se le afiadié un volumen de alcohol al 70% (no desnaturalizado) y se mezclé
por pipeteo (como lo describe el proveedor).

El volumen total se pasd a una columna del kit RNeasy spin que se centrifugd por 15 s a >8000 x g
(>10,000 rpm), se recuperd el permeado y se procedid a la remocion del ADN genémico agregando
60 pL de una mezcla de DNasa | y buffer para la DNasa 1x, incubando la mezcla por 15 min a
temperatura ambiente (20-302C).

Después de lavar la columna RNeasy con buffer RW1 se realizaron 2 lavados con 500 pL de buffer
RPE por 15 sy 2 min a >8000 x g. Se tird el permeado y se centrifugd la columna por 1 min a >8000
x g con 50 pL de agua libre de RNasas, este paso se repitidé una vez.

La retrotranscripcion se realizé con la enzima transcriptasa reversa ReverseAid H minus de Thermo
Scientific, siguiendo la siguiente reaccién: RNA total extraido 9 L, primer HC10R 1 pL, primer LC10R
1 pL, hexdmeros random 1 pL, Thermo RibolLock Inhibidor de RNasa 0.5 pL a un volumen total de
12.5 pL.

La mezcla se incubd por 5 min a 652C. Posteriormente se afadieron el resto de los componentes de
la reaccion: 12.5 plL de la reaccién anterior, buffer de reaccién 5x 4 plL, 2 uL de dNTPs 10mM,
transcriptasa reversa 1 uL a un volumen total de 19.5 pL. La reaccion se incubé por 10 min a 259C,
después a 422C por 1 hora y se terminé a 702C por 10 min. El cDNA obtenido se guardé a -209C.

5.10. PCR, PCR anidada y electroforesis

Obtenido el cDNA de la retrotranscripcién, se procedid a amplificar por PCR aquellos cDNAs de la
cadena pesada (HC, amplicon de 551 pb) y de la cadena ligera (LC, amplicon 594).

Para amplificar la cadena pesada solo fue necesario realizar la PCR directa con los primers Ay B,
pero en el caso de la cadena ligera se realizdé una PCR anidada. En la primera reaccién de la PCR
anidada se usé el primer LC10R y hexameros de nucledtidos al azar, mientras que en la segunda
reaccion se usaron tanto el primer “forward” y “reverse” de la LC llamados C y D.

Las reacciones de PCR se realizaron con 2 plL del buffer de reaccion 1x, 0.4 uL de dNTPs 10mM,
primer forward (A o C) 0.4 pL, primer reverse (B o D) o hexameros al azar 0.4 uL, cDNA <1,000 ng 1
pL, MgS0O4 5mM 2 pL, H,0 grado inyectable 12.8 pL, Taq pol (0.5 pL taq pol + 1.5 pL H20) 1 pL para
un volumen total de 20 pL.
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La reaccién de PCR se corrid: 1 ciclo a 942C por 5 min; 32 o 35 ciclos a 949C por 45 s, 522C por 45 s
y 722C por 1 min; y 1 ciclo a 722C por 10 min.

5.11. Extraccion de cDNA de gel y secuenciacion

A partir de las bandas obtenidas de la amplificacidén con los oligonucleétidos usados, los fragmentos
de ADN fueron recuperados usando el kit EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction (Bio Basic Inc). El
protocolo se siguié como se indica en el manual de uso. Brevemente se cortaron las bandas de
interés y se afladieron 200 uL de solucidén con agarasa. Estos se incubaron 50-602C por 10 min hasta
disolver. La solucion se pasé por las columnas EZ-10 y se tird el permeado por centrifugacion, el DNA
recuperado fue lavado y recolectado en buffer libre de Dnasas.

Las muestras se cuantificaron en Nanodrop y se guardaron a -202C para su posterior secuenciacion
en un secuenciador automatico (Applied Biosystems) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

5.12. Liofilizacion y precipitacion de muestras vy lisis celular

Después de 48 h de la transfeccidn celular, se tomaron muestras del sobrenadante y de las células
cada 3 dias. Las muestras de sobrenadantes se precipitaron mediante un protocolo de TCA-acetona
(Proteomics and Mass Spectrometry Facility, Cornell University, EU) o fueron liofilizadas vy
resuspendidas en agua con PMSF (Sigma-Aldrich).

Por otro lado, las muestras celulares se lisaron, mediante lavados con PBS y una centrifugacién a
10,000 rpm en solucidn IEF mas PMSF.

5.13. SDS-PAGE y Western-blot de la cadena ligera y la cadena pesada

La produccién del anticuerpo anti-esfingomielinasa D en la clona P15-12 fue determinada en los
sobrenadantes de los cultivos mediante SDS-PAGE y ensayos de Western-Blot.

Los sobrenadantes fueron cuantificados usando el protocolo del kit 2D-Quant, y usando un
espectrofotometro Nanodrop lite (Thermo Scientific). Las muestras se separaron en un gel de
acrilamida al 12.5%, en condiciones desnaturalizantes con B-mercaptoetanol. Se usé como control
positivo un anticuerpo 1gG y el marcador de peso fue PageRuler 10 a 250 kDa (ThermoFisher
Scientific).

Los geles se tifieron con una solucién azul de Coomasie o fueron transferidos a una membrana de
PVDF de Millipore para continuar con el Western Blot. La membrana fue bloqueada con leche 5%
por 1 h e incubada con un anticuerpo de ratén anti-IgG humano acoplado a HRP (Sigma-Aldrich) que
reconoce la regién Fc, mas tarde se reveld con SuperSignal West luminol pico y SuperSignal West
luminol femto (Thermo Scientific) en un escaner LICOR C-Digit. Algunas membranas se lavaron
usando un protocolo de stripping que permite el desbloqueo de la membrana de PVDF y la remocidn
de los anticuerpos primarios y secundarios mediante varios lavados con una solucién que tiene
Tween 20 1% y SDS 0.1% para poder reutilizar la membrana (protocolo de Abcam, 2014).

5.14. Cuantificacion por ELISA del anticuerpo anti-esfingomielinasa D
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Las muestras usadas para la cuantificacion por ELISA fueron sobrenadantes o liofilizados. El
procedimiento se realizd en placas de 96 pozos de acuerdo con el procedimiento del kit de ELISA
(Bethyl Laboratories, inc.). Se usé un anticuerpo de recubrimiento de pozo y se incubd por 1 h,
después se bloquearon los pozos con una solucién de BSA (1%) por 30 min, una vez realizado el
bloqueo se aiiadieron las muestras o la curva estandar y se dejaron incubando por 2 h, se anadié un
anticuerpo de cabra anti-lgG-Fc humana acoplado a HRP (horseradish peroxidase) y finalmente el
sustrato usado para la reaccién con la HRP fue o-fenildiamina (SIGMAFAST™ OPD de Sigma Aldrich)
gue se lee a 492 nm en un lector de placas.

La curva estandar se realizd en un inicio a una concentracién de 500 ng/mL. Sin embargo, debido a
gue hubo saturacién, la concentracién maxima se redujo a 250 ng/mLYy se usaron 6 concentraciones
de 250 a 3.5 ng/mL.
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6. Resultados

6.1. Preparacion y crecimiento de células CHO DG44 para transfectar

Con la finalidad de caracterizar las células CHO DG44 y de asegurar su velocidad de crecimiento y
viabilidad previo a la transfeccidn, se crecieron las células en medio completo CD DG44 (Thermo Sci.
NY, USA) en un frasco T-25, a 372C, 5% de CO; y a 95 rpm con un indculo inicial de 3 x 10° células
viables/mL, alcanzando una biomasa maxima de 1.2 x 10° células/mL en 62 h aproximadamente
(Figura 9A). La viabilidad inicial fue cercana a 75% a las 12 h de indculo, posteriormente aumentd a
80% a las 24h y se mantuvo asi a lo largo de la cinética hasta alcanzar 90% de viabilidad (Figura 9B),
con una velocidad méxima de crecimiento (Mmax) de 0.0342 hL,

A)

-1
W =0.0342h
Td=20.3 h

y =0,0342x + 0,282
R? = 0,9957
11 26 41 56

B)
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Figura 9. A) Cinética de crecimiento de las células CHO DG44 sin transfectar en medio CD DG44 completo, en el inserto se
muestra la linea de tendencia para el calculo de pmax B) Viabilidad de las células CHO DG44.

6.2. Transfeccion de células CHO DG44 transitorias

Para obtener una producciéon de mAb se realizaron transfecciones transitorias usando diferentes
combinaciones de plasmidos circularizados. Las células usadas para transfeccién transitoria
alcanzaron una viabilidad de 90.5% y hasta 1.5 x 10° células/mL. 1 x 10° células en 1 mL se colocaron
por pozo, en una caja de 24 pozos. Se usaron 10 pozos, 2 con controles negativos (sin ninguln
pldasmido) y 8 para transfectar con las diferentes combinaciones de pladsmidos que corresponden a
las clonas P20-3 (20 HCI pCy 3 LC pV), P5-20 (20 HCI pC y 5 LCI pV), P15-12 (15 LC pCy 12 HCI pV) y
P15-36 (15 LC pC y 36 HC pV) con 1.25 y 0.625 pL/mL de solucidén para transfeccién en medio
completo CD DG 44 (L- glutamina 8mM y 100 U/mL de insulina). Durante seis dias se siguio la
viabilidad de las células. Se observd que después de este tiempo, todos los cultivos decrecieron en
viabilidad hasta el 10 %. De cualquier forma, se obtuvieron muestras durante los cultivos en los dias
2 y 6 para su estudio con SDS-PAGE y ELISA.

Para las células transitorias se evaluaron los sobrenadantes de las combinaciones P20-3, P5-20, P15-
12 y P15-36 en geles de SDS-PAGE (Figura 10). En el gel se cargaron muestras de las clonas
transfectadas con 0.625 pL/mL de solucidon para transfeccidn (carriles 3, 5, 7 y 9) y muestras de las
clonas transfectadas con 1.25 pL/mL de solucién para transfeccidn (carriles 4, 6, 8 y 10). En el gel se
anadié el mismo volumen de sobrenadante para todas las muestras, por lo que al comparar la
intensidad de las bandas de las muestras con 1.25 pL/mL de solucién de transfeccién contra las
muestras tratadas con 0.625 ulL/mL, se observd que en las clonas P5-20 y P20-3 las muestras tenian
mayor intensidad de banda con 1.25 pL/mL de solucidn de transfeccién, y posiblemente mayor
cantidad de proteina. En el caso de las clonas P15-12 y P15-36, se observo una intensidad de bandas
similiares entre ambos tratamientos (1.25 puL/mL y 0.625 uL/mL). Sin embargo, la clona P15-36
resultd tener la mayor intensidad de bandas que las otras clonas. En los carriles se observaron
bandas en los tamafios de 25, 55, 100 y 150 kDa, que son de interés pues podrian corresponder con
los pesos de la cadena pesada, cadena ligera, dimeros de cadena pesada y el anticuerpo completo.
Sin embargo, bandas similares se observaron en el carril de las células control. De ahi que se tratara
de identificar el anticuerpo producido mediante Western blot usando el anticuerpo anti-humano
IgG de ratdn. Sin embargo, no se identificaron proteinas reconocidas por el anticuerpo.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE reductor (12.5% de acrilamida) de los sobrenadantes del dia 6 de las células transfectadas con
plasmidos circularizados. Carriles: 1. Marcador de peso PageRuler; 2. Control negativo (células tratadas sin plasmidos); 3.
Clona P15-12 0.625 pL/mL; 4. Clona P15-12 1.25 pL/mL; 5. Clona P15-36 0.625 pL/mL; 6. Clona P15-36 1.25 uL/mL; 7. Clona
P5-20 0.625 pL/mL; 8. Clona P5-20 1.25 pL/mL; 9. Clona P20-3 0.65 uL/mLYy 10. Clona P20-3 1.25 uL/mL. P5-20: plasmidos
5 LCI pV y 20 HCI pC. P15-12: plasmidos 12 HCI pV y 15 LC pC. P20-3: plasmidos 3 LC pV, y 20 HCI pC. P15-36: plasmidos
36 HC pVy 15 LC pC.

6.3. Transfeccidn de células CHO DG44 estables y su crecimiento en medio selectivo

Con el objetivo de transfectar células de forma estable se probaron plasmidos linearizados con la
enzima Pvu I. Las células usadas para la transformacidn fueron obtenidas de un vial descongelado
distinto al usado en las transformaciones transitorias. En la figura 11A se observa que el cultivo
alcanzé las 16 x 10° células/mL y la velocidad maxima alcanzada fue de 0.0329 h en 70 h. La
viabilidad celular alcanzé mas del 80% a partir de las 100 h y aumentd hasta mas del 90% a las 270
h (Figura 11B). Estas células fueron usadas para iniciar la transfeccion.

En un comienzo se utilizaron los plasmidos: 3 (LC pV) y 5 (LCI pV) para transformar las células CHO
DG44, las cuales se encontraban con una viabilidad de 93.8% con una velocidad de crecimiento de
0.0329 h? (Figura 12). Se usaron 4 pg de pldsmido linearizado para transformar 7 mL de cultivo a
una concentracidn celular aproximada de 5 x 10° células/mL. Para cada transfeccién se tomaron 3.5
mL del mismo cultivo y se afiadieron en diferentes frascos T25 mas 3.5 mL de medio CD DG44
formulado (enriquecido con insulina 4 mM y glutamina 8 mM) (Invitrogen, 2007).
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Figura 11. A) Cinética de las células CHO DG44 usadas para la transformacion con los plasmidos P3 (pV LC) y P5 (pV LCI)
incubadas a 379C, 55 rpm y 5% de CO,. B) Viabilidad de las células durante su adaptacién para ser transformadas. La
viabilidad final a la que se transformaron fue de 93.8% y alcanzaron un tiempo de duplicacién de 21.1 h.

Después de la transfeccion de las células, se dio seguimiento a las cinéticas de las transformantes
para cada plasmido (3 LC pV y 5 LCI pV), asi como a su viabilidad (Figura 12). Después de 48 h, se
removid el medio CD DG44 y se sustituyd por el medio de seleccion OptiCHO™ (insulina 4 mM,
glutamina 8 mM), y cada tercer dia se cambid la mitad del medio por medio nuevo (OptiCHO™) y
2% de SFB. Sin embargo, se observé que después de 100 h de transfeccidn, la viabilidad de las clonas
3 LCy 5 LCl disminuyd hasta el 10 % y del 20 %, respectivamente.
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Figura 12. A) Células viables 3 LC y 5 LCI después del cambio de medio de CD DG44 (insulina 4 mM, glutamina 8 mM) a
OptiCHO™ (insulina 4 mM, glutamina 8 mM) incubadas a 379C, 55 rpm y 5% de CO,, B) Viabilidad de las células
transformantes 3 LCy 5 LCI durante el proceso de transfeccion. P3: plasmido 3 LC pV. P5: plasmido 5 LCI pV.

Por otro lado, se realizaron 2 transfecciones con combinaciones de plasmidos diferentes: Clona P5-
20 (20 HCI pCy 5 LCI pV); y clona P15-12 (15 LC pCy 12 HCI pV). Inicialmente, se cultivaron células
CHO DG44 en 2 frascos T25 a una concentracion de 8 x 10° células/mL con una viabilidad celular de
89% con un volumen de 5 mL, 24 h antes de la transfeccidn, segin las recomendaciones de Agrawal
et al. (2013). La transfeccidn se realizé usando células con una viabilidad de 94%, afiadiéndose 3 ug
por plasmido, y la solucién de transfeccidon por mL de medio.
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Figura 13. Cinética de las células transfectadas P5-20 y P15-12. Las lineas negras indican el nimero de células viables/mL,
mientras las lineas grises indican el porcentaje de viabilidad. La cinética de transfeccion inicié cuando se cambio el medio
CD DG44 por medio de seleccién OptiCHO™ a las 48 h después de realizarse la transfeccién (indicado con flecha roja) y
las células se incubaron a 372C, 90 rpm y 5% de CO,. P5-20: 20 HCI pC y 5 LCI pV. P15-12: 15 LC pC y 12 HCI pV. Los
asteriscos indican las muestras tomadas para Western Blot y SDS-PAGE.

A las 48 h de transfeccidon se removid el medio CD DG44 y se sustituyd por el medio de seleccién
OptiCHO™ (insulina 4 mM, glutamina 8 mM). El medio CD DG44 gastado, fue guardado a 42C con 1
uL de inhibidor de proteasas PMSF (Sigma-Aldrich). En los dias 5, 7, 10 y 12 se tomé la mitad del
medio y se afiadid medio de seleccién nuevo OptiCHO™, el medio usado también fue guardado a
49C con 1 pl de inhibidor de proteasas. La cinética de las células transfectadas se muestra en la
figura 13. Se observé que, a partir de las 400 h, las células recuperaron el crecimiento con una
velocidad de 0.017 h'* y con un tiempo de duplicacién de 40.77 h para la clona P15-12 y 0.0175 h!
con un tiempo de duplicacion de 39.61 h para la clona P5-20 (Figura 13). Particularmente, la clona
P15-12 alcanzd una concentracién maxima de 2.3 x 106 células/mL y 90.4% de viabilidad para el dia
26 después de la transfeccion, mientras que la clona P5-20 alcanzé una concentracion maxima de
9.6 x 10° células/mLy 75.7% de viabilidad.

6.4. Seleccion clonal por geneticinay MTX

Las clonas obtenidas de la transfeccion estable se denominaron P5-20 (20 HCI pCy 5 LCI pV) y P15-
12 (15 LC pCy 12 HCI pV), se generaron viales para congelar en nitrégeno liquido y al mismo tiempo
se iniciaron nuevos cultivos de estas células con geneticina (250 pg/mL), para iniciar la seleccién de
las células que tuvieran el segundo plasmido, y sin el antibidtico que sirvieron como control de
crecimiento (Figura 14). En la cinética se observa como la viabilidad de las células P5-20 con
geneticina disminuyd hasta 15% a las 60 h debido al efecto del antibiético, mientras el nimero de
células se mantiene por debajo de 30,000/mL hasta morir, en comparacion las células P5-20 sin
geneticina, las cuales mantuvieron una viabilidad constante a lo largo de la cinética (Figura 14A).
Por lo tanto, el plasmido que se transfectd eficientemente fue el 5 LCl pV, ya que contiene el gen
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dhfr para la supervivencia en el medio de seleccién OptiCHO™. Existen diferentes causas de la
ineficiente transfeccion con plasmido 20 HCI pC, como: i) Que no haya transfectado la célula, ii) Que
haya entrado a la célula, pero no se pueda expresar por insertarse en sitios del genoma con bajos
niveles de transcripcion (region de heterocromatina, por ejemplo) y iii) que el gen de resistencia se
exprese en niveles bajos y que no pueda resistir la seleccidn con geneticina.

Por otro lado, la viabilidad y concentracion de las células P15-12 cultivadas con geneticina (250
ng/mL) cayeron de la misma manera que con la clona P5-20 a las 60 h. Sin embargo, éstas se
recuperaron hasta alcanzar una concentracién maxima de 3.6 x 10° células/mL y una viabilidad del
85%. A las 384 h, se duplicd la concentracion de geneticina (500 pg/ml), sin causar cambios en la
viabilidad celular (Figura 14B).

Las células P15-12 estables sobrevivieron a ambas condiciones de seleccidn, lo que sugiere que
ambos plasmidos transfectados entraron en las células CHO DG44 y se insertaron en su genoma. De
ahi que se realizara un proceso de presidn de seleccién usando diferentes concentraciones de MTX
(desde 2 hasta 200 nM), que inhibe la DHFR y ha demostrado que permite la seleccién clonal al
elevar la concentracidn de la enzima y obtener clonas con mayor nimero de copias del gen dhfr
(Pallavicini et. al, 1990). La seleccidn acelerada comenzé con 2 nM de MTX y posteriormente se
aumentd 10 veces (Figura 15). Sin embargo, la viabilidad y concentracién celular cayeron a 20 % y
30,000 células/mL, respectivamente.
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Figura 14. Cinética de las células transfectadas de forma estable con 2 plasmidos linearizados A) P5-20 y B) P15-12 con
geneticina a 250 pug/mL (naranja) y sin geneticina (azul) en medio de seleccidon OptiCHO™ que permite crecer a las células
que posean el plasmido pV. Ambas cinéticas se realizaron a 372C, 90 rpm y 5% de CO; e iniciaron cuando se afiadid la
geneticina (250 ng/mL). Las lineas sdlidas representan las células viables x10A5/mL, mientras que las punteadas indican la
viabilidad. En la grafica se indica con una flecha el tiempo en el que se cambid la concentracidn de geneticina de 250 a 500
ug/mL en el cultivo de la clona P15-12. P5-20: plasmidos 20 HCI pC y 5 LCI pV. P15-12: pldsmidos 15 LC pCy 12 HCI pV.
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Figura 15. Cinética de las células P15-12 en medio de seleccién OptiCHO™ adicionado con Geneticina (500 pg/mL) y MTX
(2nM), se aumentd la concentracién de MTX a 20 nM en el momento indicado por la flecha (seleccién acelerada). La
cinética se realizd a 372C, 90 rpm y 5% de CO,. Las lineas sélidas son células viables x 1025/mL, mientras que las punteadas
indican el porcentaje de viabilidad. P15-12: plasmidos 12 HCI pV y 15 LC pC.
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Después de esto se optd por una seleccion progresiva (aumento gradual del MTX), usando
concentraciones de 5, 10 y 20 nM (Figura 16). Se observé que las células P15-12 se mantuvieron a
una viabilidad baja por casi 15 dias a una concentracién de 5 nM. Cuando la viabilidad alcanzé 53 %
y 5 x 10° células/mL, se aumenté la concentracion a 10 nM de MTX. Las células mantuvieron su
crecimiento, alcanzando una velocidad maxima de 0.0176 h', con un tiempo de duplicacién de 39.5
h y una concentracién celular maxima de 3.9 x 10° células/mL, en presencia de 20 nM de MTX.
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Figura 16. Cinética de las células P15-12 en medio de seleccién OptiCHO™ adicionado con Geneticina (500 ug/mL) y MTX
(2nM) después con un aumento gradual de la concentracidn (5 nM, 10 nM y 20nM) indicado por la flecha. La cinética se
realizé a 372C, 90 rpm y 5% de CO,. Las lineas sélidas son células viables x 10A5/ml, mientras que las punteadas indican el

porcentaje de viabilidad. P15-12: plasmidos y 15 LC pCy 12 HCI pV. Los asteriscos rojos indican las muestras tomadas para
Western Blot y SDS Page.

Posteriormente las células P15-12 se sometieron a concentraciones crecientes de MTX 50, 100, 150
y 200 nM usando el medio completo (OptiCHO™) con geneticina (500 ng/mL) (Figura 17). Al alcanzar
200 nM de MTX se obtuvo una concentracidn celular de 1.4 x 108 células/mL con una viabilidad
aproximada del 83%, logrando la seleccidn de la clona P15-12.
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Figura 17. Cinética de las células P15-12 en medio de seleccion OptiCHO™ adicionado con 500 pug/mL de geneticina y 100
nM de MTX, después se adiciond 150 nM y 200 nM de MTX (indicado por las flechas). La cinética se realizé en frasco T-25
a 379C, 110 rpm y 5% de CO,. Las lineas sdlidas representan las células viables x 10A5/mL y las punteadas indican el
porcentaje de viabilidad. P15-12: pldsmidos 15 LC pCy 12 HCI pV.

6.5. Identificacion de los mRNAs de la cadena pesada y ligera en la clona P15-12

Para confirmar la transformacion y transcripcién de los genes codificantes para la cadena ligera y
pesada del anticuerpo anti-esfingomielinasa D codificada en los plasmidos 12 HCI pV y 15 LC pC
transformados en la clona P15-12 se realizd una extraccidn de mRNA y generacidn de cDNA usando
un primer poliTis. A partir del cDNA obtenido, se amplificé por PCR con los primers especificos
“forward” y “reverse” de cada cadena.

Para la cadena ligera se realizé una PCR anidada para lograr obtener un amplicén, debido a que en
la primera reaccion de amplificacidon con los oligonucledtidos especificos no se obtuvo ninguna
banda. De ahi que se optara por la amplificacion inicial con el primer forward y hexameros al azar,
para posteriormente usar los oligos especificos denominados forward y reverse (C y D). Mientras
que para la cadena pesada solo fue necesario una reaccion de amplificacion con los oligos
especificos (Figura 18).
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Figura 18. Obtencion de amplicones a partir del cDNA obtenido de la clona P15-12: M.P: Marcador de peso molecular
Gene O’Ruler 1 kb; HC: Producto de PCR directa del cDNA de la cadena pesada amplificado con los primers Ay B; LC R1:
Producto de la primera reaccion de PCR anidada del cDNA de la cadena ligera amplificado con los primers C y héxameros
random; LC R2: Producto de la segunda reaccion de PCR anidada del cDNA de la cadena ligera amplificado con los primers
Cy D. Se seialan las bandas de interés con flechas rojas. Los productos esperados de HC10 y LC10 deben de presentar un
tamafio de 551 y 594 pb respectivamente.

6.6. Secuenciacion de cDNA de la cadena ligera y la cadena pesada

De las bandas obtenidas de la amplificacidn se extrajo el DNA, se cuantificd y se secuencid en la
Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon de ADN en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. De la
secuenciaciéon automatica se confirmd la presencia y expresién de un fragmento del gen de la
cadena ligera en la clona P15-12 con una identidad del 97% en alineacién contra la regién VL de
una cadena ligera tipo kappa de inmunoglobulina humana IGK y una identidad del 100% contra la
secuencia esperada de la cadena ligera del mAb anti-esfingomielinasa D.

De la misma manera, la muestra secuenciada de la cadena pesada arrojé una identidad del 100%
contra la secuencia del mAb anti-esfingomielinasa D y la secuencia de la cadena pesada de la
inmunoglobulina de la clona humana IP3764. Los datos obtendios sugieren la presencia de ambos
mensajeros. Ademds, la presencia del gen codificante para la enzima DHFR rio abajo de la cadena
pesada, y su expresidon determinada por la sobrevivencia de la clona a la presidn seleccidon también
hace referencia a la correcta fase de la regién codificante para la HC.

6.7. SDS-PAGE y Western Blot para identificar la cadena pesada y ligera del mAb 5C10 estable

Diferentes sobrenadantes de las células P15-12 obtenidos en los dias 11 (D11), 16 (D16) y 20 (D20)
(Figura 13), se evaluaron mediante cromatografia en gel SDS-PAGE y Western blot (Figura 19 y 20,
respectivamente) En la figura 19A se observa la separacion de las muestras obtenidas de la primera
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fase de la transfeccion, es decir, las células se crecieron en medio de seleccién OptiCHO™: pero sin
afiadirles geneticina (Figura 13). En todos los carriles se observa una banda de alrededor de 50 kDa,
mientras que Unicamente el control positivo mostré una banda a aproximadamente 100 kDa. Al
revelarse el Western blot (Figura 19B) con un anticuerpo de ratén anti-IlgG humano (que reconoce
la regién Fc) Unicamente se observo la banda a 100 kDa del control positivo. De cualquier forma, las
bandas observadas en el SDS-PAGE que podrian pertenecer a dimeros de LC, fueron analizadas
mediante espectrometria de masas, comprobandose que la banda pertenece a albumina,
probablemente debido al BSA 2% utilizado durante estos cultivos (Figura 19A).

Figura 19. Analisis por A) SDS-PAGE y B) Western Blot de los sobrenadantes en condiciones desnaturalizantes a diferentes
dias del cultivo de la clona P15-12 en medio OptiCHO™ durante la primera etapa de seleccién clonal: C3: dia 11, C4: dia
16y C5: dia 20. El control positivo (C2) es un anticuerpo anti-humano IgG de ratén y como marcador de peso (M) PageRuler
(Life-Technologies). Las flechas rojas indican posibles bandas de interés a 55 y 100 kDa. P15-12: plasmidos 15 LC pCy 12
HCl pV.

Se realizé un Western blot (Figura 20A) para las muestras pertenecientes a los cultivos crecidos con
500 pg/mL de geneticina sin MTX, asi como muestras de cultivos durante la seleccién gradual por
MTX (Figura 16). La inmunodeteccidn se hizo a las mismas condiciones de corrida y revelado que en
la figura 19A. Sin embargo, estas muestras tampoco mostraron bandas de interés. Por esto, la
membrana se lavd mediante stripping para remover el anticuerpo secundario y se volvié a realizar
el Western blot con diferentes condiciones de revelado (Figura 20B): Se aumenté el tiempo de
incubacién con el anticuerpo secundario (3 horas) y se realizé una menor dilucién del mismo
(1:1500). Al revelarse la membrana se observé una nueva banda a 50 kDa en el carril del control
positivo, asi como una mancha a 100 kDa en el carril 9 (Clona P15-12 estable con MTX 5 nM)

49



indicando posiblemente la presencia de HC sencilla o dimeros de LC a 50 kDa y dimeros de HC a 100
kDa respectivamente.

A)

B)

Figura 20. Western blot (A y B) de las muestras: carril C: control positivo mAb IgG; carril 3: geneticina 500 pg/mL sin MTX;
carriles 4-7: Seleccién gradual con MTX: €4 =2 nM, €5 =5nM, C6 = 10n My C7 = 15 nM y carriles 8-10: Seleccién gradual
con MTX: C8 =5 nM, €9 =5nM y C10 = 10 nM. En la imagen A) la membrana se incubd con un anticuerpo de ratén anti-
IgG humano a una dilucién 1:2000 por 1.5 h a temperatura ambiente. En la imagen B) se desmarcé la membrana con
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solucion MILD stripping (protocolo obtenido de Abcam) y se re-incubd con anticuerpo de ratdn anti-IgG humano (1:1500)
por 3 h a temperatura ambiente. Las flechas rojas indican posibles bandas de interés a 50 y 100 kDa.

Figura 21. Gel SDS-PAGE (12.5% de acrilamida) de las muestras de lisis celular y sobrenadantes provenientes de la clona
P15-12. Carriles: 1. Marcador de peso molecular PageRuler; 2. Control negativo (Medio OptiCHO™); 3, 5, 7 y 9. Lisado
celular de cultivos con MTX (datos no mostrados) en los dias 17 con 50 nM, dia 24 con 100 nM, dia 31 con 100 nM vy dia
36 con 100 nM. 4, 6, 8 y 10. Sobrenadantes de cultivos con MTX (datos no mostrados) en los dias 17 con 50 nM, dia 24
con 100 nM, dia 31 con 100 nM y dia 36 con 100 nM de MTX. P15-12: pldsmidos 12 HCI pV y 15 LC pC.

Con laidea de que probablemente la cadena pesada y cadena ligera no estuvieran siendo secretadas
correctamente, se evaluaron los lisados de la biomasa de las muestras de la clona P15-12, mediante
SDS-PAGE (Figura 21). En el gel se cargaron las muestras de lisis de la clona P15-12 a los dias 17, 24,
31y 36 del cultivo con concentraciones de 50 nM (dia 17) y 100 nM (dias 24, 31y 36) de MTX (carriles
3,5, 7y 9). Al lado derecho de cada muestra de la biomasa disgregada se cargd el sobrenadante
respectivo (carriles 4, 6, 8 y 10). En las muestras de lisis se encontraron bandas similares a las
observadas en la figura 10, que se marcan con flechas rojas, como aquellas de peso molecular de 55
y 100 kDa, que pueden pertenecer a dimeros de cadena ligera y pesada respectivamente.

En posteriores inmunodetecciones se buscé tanto la cadena pesada (Figura 22A) para células
crecidas a 200 nM de MTXy las clonas transitorias P20-3, P5-20, P15-12 y P15-36; asi como la cadena
ligera (Figura 22B) de la clona P15-12 crecida con 200 nM MTX. Sin embargo, en ningln caso se
observaron las bandas de interés. Unicamente se observé el control positivo. La cadena pesada se
observo alrededor de los 100 kDa (Figura 22A) y la cadena ligera en 50 kDa y 25 kDa (Figura 22B)
que corresponden a los dimeros y mondmeros respectivamente. De forma interesante en los
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carriles con la muestra MTX 200 nM para la cadena ligera (Figura 22B), se observaron dos bandas
tenues cercanas a los 25 kDa que podrian indicar la presencia de la cadena ligera en éstas muestras.

Figura 22. Western blot para detectar A) la cadena pesada y B) la cadena ligera del anticuerpo anti-SMD en muestras de
sobrenadantes. C-: control negativo; M.P.: Marcador de peso PageRuler; C+: control positivo, de un anticuerpo anti-ILS;
se corrieron 2 muestras de sobrenadante provenientes de la clona P15-12 estable con MTX 200 nM a los dias 13 (D13) y
20 (D20) del cultivo; en la figura A se corrieron muestras del dia 6 después de la transfeccion de las clonas transitorias P20-
3, P5-20, P15-12 y P15-36. Las membranas se incubaron con un anticuerpo anti-kappa humano para la cadena ligera y
anti-FC humano para la cadena pesada a una dilucién 1:10,000 por 1.5 h a temperatura ambiente.

6.8. Cuantificacion mediante ELISA del anticuerpo anti-esfingomielinasa D.

Se realizé cuantificacion por ELISA de los sobrenadantes de la clona P15-12, asi como de los
sobrenadantes de las células transfectadas transitorias (P20-3, P5-20, P15-12 y P15-36). La curva
estandar con un R?=0.9994 (Figura 23) arrojo que 2 muestras de sobrenadantes de la clona P15-12
estable de los dias 24 y 31 (50 nM de MTX) tenian una sefial detectable. Los valores obtenidos
resultaron cercanos a los valores inferiores de la curva estandar (1.06 y 1.17 ng/mL
respectivamente).
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Figura 23. Lectura colorimétrica y curva estandar obtenidas de la cuantificacién por ELISA para los sobrenadantes de la
clona P15-12 transfectada con plasmidos linearizados (marcadas con E) en diferentes dias de cultivo. Dia 17 con 20 nM
MTX (D17), dia 24 con 50 nM MTX (D24), dia 31 con 50 nM MTX (D31) y dia 36 con 50 nM MTX (D36) y de las clonas P20-
3, P5-20, P15-12 y P15-36 transfectadas con plasmidos circularizados (marcadas con t) al dia 6 después de la transfeccion.
P5-20: plasmidos 5 LCI pV, y 20 HCI pC. P15-12: plasmidos 12 HCI pV y 15 LC pC. P20-3: plasmidos 3 LC pV, y 20 HCI pC.
P15-36: plasmidos 36 HC pV y 15 LC pC. Se resaltaron los valores positivos con un *.
Debido a la baja absorbancia obtenida en las muestras, se modific el protocolo usado. Primero se
cambid la curva estandar reduciendo el intervalo de 500 ng/mL-7.8 ng/mLa 125 ng/mL-1.95 ng/mL,
y se aumentaron los tiempos de incubacidn de las muestras/curva estandar a 2 hy con el anticuerpo
de deteccion a 1.5 h. Con esto se obtuvo mayor absorbancia en la curva estandar (Figura 24)
comparada con la de la figura 23. Las muestras usadas se liofilizaron para disminuir el volumen 'y
aumentar la concentracion del anticuerpo en la muestra, lo cual se vio reflejado en las
concentraciones finales obtenidas. El sobrenadante liofilizado de la clona P15-12 transitoria (T-
1512) mostré la mayor lectura y concentracion, seguida por el liofilizado de la clona P15-12 estable
al dia 24 (E-D24) y al dia 36 (E-D36) del cultivo.
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Figura 24. Lectura colorimétrica y curva estandar obtenidas de la cuantificacidn por ELISA para los liofilizados de las clonas
transitorias P5-20 y P15-12 (marcadas con t) y la clona estable P15-12 a los dias 17 (20 nM MTX), 24 (50 nM MTX), 31 (50
nM MTX) y 36 (50 nM MTX) (marcadas con E). P5-20: plasmidos 5 LCI pV, y 20 HCI pC. P15-12: plasmidos 12 HCI pV y 15
LC pC.

Se ajustd la curva una vez mas para obtener mayores valores de absorbancia, esta vez
incrementando la concentracidon del anticuerpo conjugado con HRP a 1: 20,000 (el protocolo
anterior se realizd con 1: 200,000). Los valores usados para la curva fueron de 7 hasta 250 ng/mL
mas el blanco. Sin embargo, se encontré que la curva se saturd a partir de 125 ng/mL (Figura 25A)
por lo que se ajustd la curva hasta 62.5 ng/mL (Figura 25B).
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Figura 25. A) Curva de absorbancia del protocolo modificado de ELISA usando un anticuerpo conjugado con HRP anti-IgG
humano diluido 1: 20,000. B) Se ajustd la curva para obtener la linea recta de la ELISA.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para diferentes muestras de la clona P15-12
estable, leidas con la prueba de ELISA modificada (Figura 28), donde se encontré que ningun
sobrenadante tenia suficiente concentracién de anticuerpo anti-esfingomielinasa D para ser
detectado por la prueba.
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Tabla 3. Resultados obtenidos para diferentes muestras de sobrenadante de la clona P15-12 estable a diferentes
concentraciones de MTX en la prueba de ELISA. Las muestras se procesaron con la ELISA modificada y se compararon

contra un anticuerpo anti-IL8 producido en células CHO.

Muestras Concentracion
(ng/mL)
C+ 2,659
5nM -0,0415
2 nM -0,049
100 nM -0,0145
200 nM -0,042
200 nM -0,0145
200 nM -0,001
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7. Discusion

Para realizar la transfeccidon de células CHO DG44 con lipofectamina se pueden usar plasmidos
linearizados para generar células estables, o plasmidos circularizados para generar células
transitorias (Davies et al., 2011; Ho et al., 2012; Koh et al., 2013). Se encontré que la viabilidad
celular disminuyd drasticamente cuando se cambia el medio CD DG44 por el medio de seleccidn
OptiCHO™, alcanzando viabilidades entre 10-20% después de las 100 h de la transfeccidn tanto con
el plasmido linearizado (Figura 12 y Figura 13), como con el plasmido circularizado (datos no
mostrados).

La transfeccidn de las células CHO DG44 tanto estables como transitorias, es poco eficiente, y es por
esto necesario encontrar un protocolo que permita mejorar las condiciones para obtener cultivos o
lineas celulares capaces de producir un anticuerpo monoclonal con altas productividades. Por
ejemplo, ajustar la relacién de concentraciones de ADN/agente de transfeccion para que sea optima
para lograr la transformacién (Liu et al., 2008; Masotti et al., 2009).

Por ejemplo, Liu et al. (2008) comparan diferentes relaciones de volumen de FreeStyle Max contra
el volumen de medio siendo la relacion éptima 1.0 pL/mL para transfeccion transitoria, asi como
Saifudin et al. (2011) compararon diferentes cantidades de plasmido contra volumen de diferentes
lipofectaminas y encuentran que la relacidon dptima de plasmido vs lipofectamina LTX es de 1:6 ug
de ADN contra mL de lipofectamina para transformacién estables. Aqui se propuso utilizar 0.625, 1
y 1.25 ulL de agente de transfeccion/mL de medio y una relacidon 2:1 de lipofectamina contra
pldasmido (en sentido con Liu et al., 2008; Saifuin et al., 2011; Agrawal et al., 2013). Usando la
estrategia de 1.25 pL de agente de transfeccion/mL se obtuvo una clona seleccionable (medio
OptiCHO™, geneticina 500 pg/mL y MTX 200 nM), llamada P15-12. Mientras que la clona
denominada P5-20 solo sobrevivié en el medio selectivo OptiCHO™ (Figura 14).

Las células transfectadas con plasmidos linearizados (P15-12 y P5-20) pudieron sobrevivir al medio
selectivo OptiCHO™ carente de hipoxantina y timidina, indicando que los pldsmidos 12 HCI pV y 5
LCI pV pudieron transfectar las clonas respectivas. La clona P15-12 sobrevividé a una concentracion
de geneticina de 250 pg/ml (Figura 15B). Por otro lado, la clona P5-20 no fue capaz de sobrevivir en
presencia del antibidtico, lo que parece indicar que solo fue transfectada por el pldsmido 5 pV.

La clona P15-12 fue sometida a 2 rondas de seleccién usando diferentes concentraciones de MTX.
Al inicio se realizé un protocolo aumentando el MTX de 2 nM hasta 20 nM. Sin embargo, el nimero
de células viables se redujo mas del 90%. De ahi que se realizara una seleccidn incrementando
gradualmente la concentracién de MTX: 2, 10, 50, 100 y 200 nM, hasta 400 nM (datos no mostrados).
Concentraciones similares de MTX fueron usadas por Chusainow et al. (2008) y Kim et al. (2001)
encontrando altas productividades de anticuerpos (500 y 320 nM de MTX, respectivamente). Sin
embargo, también observaron que el aumento gradual de MTX tiene un limite para las lineas
celulares que expresan anticuerposy al llegar a concentraciones de 750 0 1000 nM de MTX las clonas
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pueden experimentar defectos por el reacomodo gendmico de los genes del anticuerpo causado
por la presién selectiva y menores productividades del anticuerpo.

En el mismo sentido se corrobord la correcta transfeccién de la clona P15-12 con ambos plasmidos
linearizados (12 HCI pV y 15 LC pC) y seleccionada con MTX, mediante la busqueda de mRNA
codificante para ambas cadenas. Esto usando como templado cDNA generado a partir de mRNA
total. Se dedujo que el transcrito codificante para la cadena ligera se encuentra en menor
proporcién comparado con el de la cadena pesada, ya que requirié de una PCR anidada para ser
detectada. La secuenciacién de los amplicones obtenidos confirmd la presencia de ambos
transcritos en la clona P15-12. Para conocer la relacién precisa entre los mensajeros codificantes
para cada cadena debera realizarse una PCR cuantitativa, similar al trabajo realizado por Chusainow
et al. (2008) y Davies et al. (2011).

Aunque se determind que la clona P15-12 crecié en medio selectivo, en presencia de geneticinay
MTX, aunado con los analisis de rtPCR y secuenciacidn, que sugieren que se producen mRNAs
codificantes para la cadena ligera y pesada, no se detecté el anticuerpo completo por ELISA.
Debiendo mencionar que se detectd una proteina por Western blot que sugiere la produccién de la
cadena ligera o un fragmento de la misma (Figura 22B).

Es probable que durante la sintesis de proteina existan limitaciones o una produccién muy baja
anticuerpo.

Este fendmeno se puede explicar de diferentes maneras: |) Resistencia o escape del sistema dhfr
(Flintoff y Essani, 1980); 1) Expresion irregular de la cadena pesada y ligera (Schlatter et al., 2005);
lIl) Factores y parametros de crecimiento de la clona (Chusainow et al., 2008). Particularmente la
expresion irregular de las cadenas del anticuerpo se ha asociado a una baja productividad. Schlatter
et al. (2005) encontraron que la dosis éptima para los genes de la cadena pesada y la cadena ligera
era de 3:2, esto se debe principalmente a que la velocidad de transcripcion y traduccion de la cadena
ligera es mayor que la de la cadena pesada. Por lo tanto, la relacion de HC:LC disminuye post-
traduccionalmente. Otros autores (Haas y Wabl, 1983; Hendershot et al., 1987; Lilie et al., 1993;
Feige et al., 2009), han demostrado de igual manera que el plegamiento de la cadena HC,
especialmente la region Cuyl, es un paso limitante para la produccidn de un anticuerpo, porque
requiere asociarse a la cadena LC para plegarse. Por ejemplo, en las células estables productoras de
anticuerpo que poseen mayor cantidad de cadena ligera intracelular, se mejora el plegamiento de
HC disminuyendo la degradacién de esta por el proteasoma (Borth et al., 2005) debido a que existe
un mayor niumero de LC disponible para asociarse con HC y asi completar el proceso de plegamiento
del anticuerpo.

Un factor importante a considerar en cultivos con baja o nula produccién de anticuerpos, es el locus
de insercion de los genes transfectados, que de acuerdo con Barnett et al (1995) y Lattenmayer
(2006) debe de corresponder a sitios de alto nivel de transcripcion, y no solo eso, también se deben
de evaluar loci cercanos a regiones de heterocromatina, pues en cultivos de larga duracién estos
loci pueden ser silenciados por modificaciones epigenéticas (Mariati et al., 2014; Veith et al., 2016).
A nivel gendmico tanto la clona P15-12 como la clona P5-20 pudieron toparse con limitaciones para
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la transcripcion de la cadena pesada y la cadena ligera, especialmente considerando que la insercion
de los pldsmidos en el ADN de las células CHO DG44 puede ser en regiones de baja expresién como
la heterocromatina o regiones cercanas. En el caso de la clona P15-12, y de acuerdo con los
resultados observados de la rtPCR, se sabe que la clona inserté ambos plasmidos en su genoma,
siendo posible su incorporacién en regiones de heterocromatina. Adema3s, es probable algun error
en la transferencia de informacién a partir del plasmido pC que contiene la informacidn codificante
para LC separada de la construccion promotor-gen codificante para la fosfotransfera
aminoglucosidica y que confiere resistencia a la geneticina.

A partir de que la clona P15-12 tiene la construccion con la cadena HC en tandem con la regién IRES
de c-mycy el gen codificante para la DHFR, aunado con la amplificacién gradual con MTX, se propone
gue se favorecio la expresion de esta cadena, mientras que la seleccidn con geneticina, solo apunta
a la transferencia de la resistencia, pero no a la produccién significativa de la cadena ligera.

Dado que el mRNA de HC se expresa en mayor concentracion que el mRNA de LC, la clona tendria
una proporcion mayor de HC:LC de lo que mencionan varios autores para la produccion de un
anticuerpo (Schlatter et al., 2005; Chusainow et al., 2008; Davies et al., 2011, Ho et al., 2013) lo cual
podria activar el proteasoma (Borth et al., 2005) para degradar las HCs que no se plegaron al no
haber suficientes cadenas LCs, aunque se hayan podido observar en una banda en la figura 22B.

8. Conclusiones
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En el presente trabajo se presentaron estudios que se realizaron de transformacion de plasmidos
gue contienen de forma independiente genes codificantes para la cadena pesada o ligera de un
anticuerpo anti esfingomielinasa-D. Se abordaron dos estrategias: la transfeccién estable y la
transitoria. Siendo muy importante para lograr la transfeccién la determinacion de la cantidad de
pldsmido y la solucidn de transfeccion.

De la transfeccién estable de células CHO-DG44 se obtuvieron dos clonas que pudieron sobrevivir al
proceso de seleccion. Particularmente se obtuvo una clona estable denominada P15-12 que
sobrevivid al medio selectivo carente de glicina, hipoxantina y timidina, asi como a la geneticina y
diferentes concentraciones de MTX.

A partir de RNA total se demostré que dicha clona produjo mRNA cuyas secuencias contiene
fragmentos nucleotidicos con alta similitud a los codificantes para la cadena ligera y la cadena
pesada. Siendo congruente la expresion del mRNA codificante para la cadena pesada que se
correlaciona con la expresion del gen dhfr codificante para la enzima DHFR capaz de producir los
nucledtidos carentes en el medio de seleccidn, ya que ambos se encuentran en fase. Ademas de la
sobrevivencia de la clona P15-12 a los diferentes pases de seleccidn con diferentes concentraciones
de MTX, el cual es un inhibidor especifico de la DHFR.

Con la técnica usada mediante ELISA no se detectd el anticuerpo anti-esfingomielinasa-D completo.
Sin embargo, se detectd mediante Western blot una banda que podria corresponder a un fragmento
o a la cadena ligera del anticuerpo. La falta de presencia del anticuerpo completo puede ser debido
a su degradacién en funcién de que en la clona P15-12 el gen HC se encuentra rio abajo de una
region IRES. Mientras que la cadena ligera no contiene ningin elemento IRES que facilite su
traduccién, aumentando la relacién HC:LC a nivel de reticulo endopldsmico, lo que a su vez podria
activar el proteasoma para su degradacion.

Los resultados presentados dejan clara la necesidad de hacer mds transformaciones, asi como la
implementaciéon de mejoras para lograr la correcta transfeccién, traduccién, estructuracién y
secreciéon del anticuerpo requerido. Asi como la intensificacion de la seleccidn clonal para encontrar
una clona que produzca dicho anticuerpo.

9. Perspectivas
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Determinar la relacidon de HC:LC en la clona P15-12, mediante una PCR cuantitativa para
conocer en que proporcion exacta se encuentran ambas cadenas a nivel traduccional.

De acuerdo con la proporcidon en que se encuentren las cadenas del mAb anti-SMD en la
clona P15-12, re-transfectar con el gen que sea limitante para la produccion del anticuerpo
monoclonal.

Modificar variables de cultivo (como la disminucion de temperatura) o aumentar los
factores seleccién (concentracién de MTX o geneticina) en la clona P15-12 estable para
determinar si alguno de estos cambios favorece la produccion del mAb o de alguna de sus
subunidades.

En caso de haber limitacion en la produccién del mAb por la localizacidn de los genes en
sitios de bajo nivel transcripcional, una re-transfeccion podria favorecer produccion del

anticuerpo tanto en la clona P15-12 como en la clona P5-20.

Usar otras estrategias de transfeccidn como plasmidos tricistronicos para disminuir el
numero de variables durante el proceso de seleccién en las células a transformar.

Realizar cultivos de una célula por dilucién, provenientes de la clona P15-12, y determinar
cuales producen el anticuerpo anti-SMD o incluso si tienen mejores productividades.
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