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Resumen

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una proteina de la superfamilia de las citoquinas con un
rol preponderante en la regulacion de la inflamacién, la inmunidad adaptativa, la apoptosis y la
respuesta autoinmune. Su produccion descontrolada puede desencadenar enfermedades como
aterosclerosis, artritis reumatoide, psoriasis, entre otras. Los tratamientos de estas enfermedades
se basan en la produccion de anticuerpos monoclonales anti-TNF-a lo cual requiere la proteina
recombinante manteniendo su estructura lo mas similar a la humana posible. Ademas de su uso
médico, esta proteina es requerida para llevar a cabo un sinfin de investigaciones cientificas
que permitan comprender aun mas su funcion y, por lo tanto, su participacion en los diferentes

procesos fisioldgicos.

En este trabajo se propuso obtener una linea celular recombinante estable capaz de producir
TNF-a. La linea celular seleccionada fue HEK-293 dado que se contaba con dicha linea en el
laboratorio y es, junto a la linea celular CHO, una de las més utilizadas para realizar
transfecciones estables. Se obtuvo la secuencia codificante (CDS) de TNF-a a partir de ADN
copia de células HelLa tratadas con lipopolisacarido (LPS) y se clond mediante enzimas de
restriccion en el plasmido pcDNA3.1. Se transformaron bacterias Escherichia coli con la
construccion y se seleccionaron mediante PCR con cebadores especificos para el CDS de TNF-
a. Las células HEK-293 se transfectaron con el pladsmido pcDNA3.1+TNF-a utilizando
lipofectamina y fue expuesta durante 3 semanas al antibiotico de seleccion G418 para eliminar
las células que no fueron transfectadas en forma estable con el plasmido. En simultaneo con la
transfeccion se envid a secuenciar el plasmido para confirmar la secuencia nucleotidica del CDS
insertado. Frente a resultados no concluyentes de la secuenciacion se procedié a la realizacion
de un ensayo de restriccion para confirmar si el plasmido contiene el CDS de TNF-a. Los
resultados de este ensayo impulsaron un analisis retrospectivo de los pasos de digestion y

concluy6 que el plasmido utilizado presentaba el CDS de hC5aR1 y no el CDS de TNF-a.

A pesar de esto, se logré realizar la transfeccion estable de la linea HEK-293 con el plasmido
pcDNA3.1_hC5aR1, esta linea celular sera de utilidad para la empresa Nanogrow que la podra
utilizar para ensayos de screening y pruebas de actividad bioldgica de anticuerpos capaces de
reconocer la proteina hC5aR1. Se llevo a cabo la caracterizacion de la linea celular policlonal

y se logré establecer lineas celulares monoclonales.
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hC5aR1: Receptor humano quimiotactico 1 de anafilatoxina C5a
IC50: Concentracion que reduce a la mitad la viabilidad celular
kb: Kilobase

kDa: Kilo Dalton

L: Litro

LAB: Luria Bertani Agar

LB: Luria Bertani

LPS: Lipopolisacarido

M: Molar
mM: Milimolar
mL: Mililitro

ng: Nanogramo

PBS: Phosphate-buffered saline

PCR: Polymerase chain reaction

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones
SFB: Suero fetal bovino

TAE: tris-acetato-EDTA

TNF-a: Tumor necrosis factor



pg: Microgramo

pL: Microlitro

V: Volts

v/v: Concentracion volumen/volumen
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1. Introduccioén

1.1 Sistema inmune innato.

El sistema inmune innato es considerado como la primera linea de defensa del organismo. Los
principales agentes inductores de la respuesta inmune innata son los microorganismos o agentes
externos. Ademas, también funcionan como inductores de este sistema agentes internos
relacionados al dafio tisular y traumatismos. Para que esta respuesta se inicie es necesario el
reconocimiento, a través de receptores presentes en ciertas células, de estos inductores. Estos

receptores son denominados receptores de reconocimiento de patrones o PRR. (1, 2)

Los PRR son expresados en la membrana de numerosos tipos celulares entre los que destacan
los macrofagos y las células dendriticas. Dentro de los PRR podemos encontrar diferentes
familias, la principal familia es conocida como receptores de tipo toll o TLR. Esta familia de
receptores es considerada como el principal sistema de alarma del sistema inmune y esta
presente en la superficie y el citoplasma de numerosos tipos celulares del sistema inmune innato

(neutréfilos, monocitos/macrofagos, células dendriticas y mastocitos). (1-3)

Cuando estos sensores reconocen algin agente inductor se inicia la fase efectora celular que
consiste en la promocion de la activaciéon de los linfocitos CD4 y CD8 vy la secrecién de
mediadores inflamatorios. Estos mediadores inflamatorios son generalmente citoquinas y
metabolitos del acido araquidonico. Las citoquinas secretadas forman un conjunto muy
numeroso Yy diverso de mediadores, con una gran variedad de funciones. Las citoquinas son
secretadas por un gran numero de células diferentes de forma transitoria. Estas son reconocidas
por receptores presentes en las células para desencadenar su funcion efectora. A su vez,
diferentes citoquinas presentan cierto solapamiento en sus funciones generando que existan
sinergias y antagonismo entre ellas. Es importante destacar que una citoquina puede actuar
sobre diferentes tipos celulares, generando multiples funciones, siempre y cuando estas células

presenten receptores capaces de reconocer a esta proteina. (1, 2, 4)
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1.2 Sistema del complemento.

El sistema del complemento es uno de los mecanismos que forman parte de la inmunidad innata,
este sistema esta compuesto por mas de 30 proteinas que actian en forma de cascada para
desencadenar diversas funciones efectoras. Las funciones efectoras son las siguientes: lisis,
opsonizacidn, activacion, depuracion de inmunocomplejos y potenciacion de los linfocitos B.
Los componentes que forman parte de este sistema generalmente se encuentran en un estado
inactivo o con muy bajo nivel de actividad, algunas de estas proteinas son: C1, C4, C2, C3, C5,
C6, C7,C8y C9. (5)

Existen 3 principales vias por las cuales se activa el sistema del complemento; via clésica, via
alternativay via de las lectinas. La via alternativa y la de las lectinas cobran protagonismo como
parte de la respuesta inmune innata frente al ingreso de un patégeno al organismo. En cambio,

la via clasica corresponde a un mecanismo efectivo de la respuesta humoral. (4, 5)

A lo largo de la cascada de activacion del complemento, muchas de las proteinas mencionadas
anteriormente sufren ataques proteoliticos por parte de ciertas enzimas produciendo de esta
manera fragmentos proteicos de menor tamafio, algunos de estos fragmentos contintan con la
cascada de sefializacion activando otras proteinas del complejo, otras desencadenan funciones

efectoras y otras contribuyen a establecer un ambiente proinflamatorio. (4, 5)

1.2.1 Receptor Quimiotactico 1 de anafilatoxina Cba.

El receptor quimiotactico 1 de anafilatoxina C5a (C5aR1) es un receptor transmembrana que se
expresa principalmente en ceélulas del sistema mieloide. Su ligando es la molécula
proinflamatoria C5a generada como resultado de la prote6lisis de la molécula C5 del sistema
del complemento. La interaccién entre el receptor C5aR1 y su ligando produce la regulacién de
las respuestas del sistema inmune adaptativo y el establecimiento de un microambiente

inmunosupresor que impide la respuesta inmune antitumoral. (7)
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1.3 Factor de necrosis tumoral-a.

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una de las tantas proteinas que conforman la superfamilia
de citoquinas que presentan un rol preponderante en la regulacién de la inflamacion, la
inmunidad adaptativa, la apoptosis y la respuesta autoinmune.(8, 9) Dentro de todas las
funciones en las que esta citoquina se ve involucrada se pueden destacar principalmente tres:
induce la apoptosis mediada por caspasas, induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias
(IL-6 e IL8) y desempefia un rol primordial en la inflamacion; también participa en los procesos
de activacién, proliferacion, diferenciacion y migracion de células inmunocompetentes a través
de su rol en la estimulacién de la expresion de moléculas de adhesién endotelial, permitiendo

el rapido transporte de los leucocitos al espacio extracelular. (10)

1.3.1 Produccion de TNF-a a nivel celular.

El TNF-a es una proteina de 185 aminoacidos glicosilada en las posiciones 73 y 172. En una
primera instancia esta proteina es sintetizada como propéptido (proteina transmembrana) que
posteriormente es escindida por accién de una enzima conocida como TACE. Como resultado
de este proceso de clivaje se obtiene la forma soluble conocida como TNF-a.(10) La forma
soluble esta constituida por 157 aminodacidos y constituye un peso molecular aproximado de 17
Kda, la forma activa requiere de la formacién de un homotrimero, unido no covalentemente, de
51 kDa (interaccion de 3 moléculas de TNF-a soluble). (9, 10)

En el organismo de los seres humanos son diversas las células que pueden desencadenar la
produccion de TNF-a. Algunas de estas son: linfocitos T y B, mastocitos, fibroblastos,
queratinocitos, osteoblastos, entre otros. Si bien estas células son capaces de producir TNF-a,
la célula que es considerada como productor primario de esta citoquina son los macréfagos. La
produccién puede verse estimulada por una gran cantidad de mediadores, algunos de ellos son:
productos bacterianos como el lipopolisacarido (LPS), otras citoquinas como la interleucina 1
(IL-1), algunos virus como el de la influenza A, parasitos e incluso la radiacion UV. (9, 13)
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1.3.2 Regulacién de la produccion de TNF-a.

La produccion de TNF-a se encuentra principalmente regulada a través de mecanismos de
regulacion postranscripcionales. Estos mecanismos se basan en el control de la cantidad y la
calidad del ARNm que tiene como objetivo traducirse en el ribosomay de esta manera sintetizar
TNF-o. (14)

Este sistema de regulacion esta conformado por diversos elementos, uno de ellos es la regién
3’UTR. Esta region es un elemento de control ubicado en la region 3’ no traducida del ARNm.
El mecanismo regulador asociado a este elemento estd relacionado con su capacidad de
determinar si el ARNm sera degradado previo a su llegada al ribosoma o si este ARN llegara al
ribosoma para traducirse a proteina, esto dependera de ciertas proteinas que reconocen y se
unen a la region AURE presente en el extremo 3’UTR del ARNm. La region 3’UTR esta
conformada por repeticiones de secuencias AUUUA, cuya funcion es promover la
fragmentacion rapida del ARNm en el citoplasma. Esta rapida fragmentacion tiene como
objetivo limitar la produccion de TNF-a para que su produccion se lleve a cabo exclusivamente

cuando el sistema inmune necesite de su presencia. (14)

Cuando la célula requiere la presencia del TNF-a, por ejemplo, cuando hay presencia de
endotoxina bacteriana, el ARNm para el TNF-a puede acumularse e incrementarse hasta 100
veces Y la biosintesis hasta en 10.000 veces, esto es posible debido a la capacidad para hacer
gue el ARNm existente se estabilice, aumente y sea traducido a proteina. Cuando el estimulo
causante del aumento de la expresion finaliza, se reinicia la represion en la expresion del TNF-

a y la tasa de biosintesis se ve ampliamente disminuida. (14)

1.3.3 Funciones bioldgicas de TNF-a.

El TNF-a es, junto a la IL-1, una de las principales citoquinas involucradas en el
establecimiento del shock séptico. Este cuadro clinico corresponde a una respuesta sistémica a
una infeccion la cual provoca una elevada tasa de mortalidad. La mayoria de los sintomas

observados en el shock séptico pueden atribuirse a una elevada concentracién de TNF-a,
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algunos de estos sintomas son: hipotension, fiebre, trombosis intravascular, edema pulmonar,

necrosis de diversos tejidos y hemorragia. (9, 15)

Se han realizado numerosos estudios que respaldan la idea de que el TNF-a es la primera
citoquina que aparece en circulacion en los casos de sepsis experimental luego de administrar
LPS en animales de laboratorio. Pasados 45 minutos de la administracién del lipopolisacérido
ya se detecta en forma sistémica el TNF-a, y su pico maximo (a los 90 minutos) coincide con
el desarrollo de los sintomas clinicos de la sepsis. Ademas, se ha visto que el efecto letal causado
por la administracion intravenosa de endotoxina en ratones de laboratorio se ve suprimido por
el pretratamiento con anticuerpos policlonales anti TNF-a. Es importante destacar que el TNF-
a actia en forma sinérgica con otras citoquinas, como por ejemplo la IL-1, en el desarrollo de

los sintomas del shock séptico. (15, 16)

Frente a una infeccién, es indispensable para que se desarrolle la respuesta inmune adquirida la
presentacion del antigeno a los linfocitos a través del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). La citoquina TNF-a es capaz de inducir la expresion del complejo MHC clase I al
interactuar con las células endoteliales y los fibroblastos de la dermis; y de inducir el complejo
MHC de clase Il en macrofagos, linfocitos B y células dendriticas. (15, 17)

Ademas, el TNF actua en forma directa sobre las células del sistema inmune como linfocitos T,
linfocitos B y macrdfagos. En los linfocitos T, esta citoquina induce la expresion de receptores
capaces de reconocer la IL-2 y potencia la produccién de INF-y, de esta forma se ve aumentada
la respuesta de los linfocitos T a IL-2. En lo que respecta a los linfocitos B, se ha visto que el
TNF-0 actia como factor de crecimiento para estas células y estimula la secrecion de

inmunoglobulina M en presencia de IL-2. (15, 18)

La citoquina TNF-a actta directa e indirectamente sobre los macrofagos. Actua directamente
sobre estas células induciendo la sintesis de IL-1, e indirectamente al estimular la union de los
macrofagos a las células endoteliales favoreciendo de esta manera la presentacion de antigeno
y la activacion de los linfocitos T y B. Ademas, cuando los macrdfagos son activados por TNF-
a se ha visto que estas células resultan efectivas para la eliminacion de ciertos parasitos a traveés

de la via del 6xido nitrico. (15)
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El TNF-a también se caracteriza por actuar sobre diversos tejidos, algunos de ellos son: el
endotelio vascular, el sistema nervioso central, higado, pulmon, tejido muscular, sistema
cardiovascular, los adipocitos, entre otros. (14) A nivel del endotelio vascular, el TNF-a
presenta una actividad procoagulante que estimula la expresion de factores tisulares y suprime
cofactores importantes para la actividad de la proteina C anticoagulante. A nivel de las células
endoteliales el TNF-a estimula la produccion de IL-1y puede inducir la expresion de moléculas
HLA-A y HLA-B, también activa antigenos que se veran involucrados en la adhesion de

leucocitos y plaquetas a la superficie del endotelio. (14)

En el higado, el TNF-a produce un aumento en la expresion de proteinas de fase aguda en los
hepatocitos, generando un incremento de estas proteinas en el suero y suprimiendo la sintesis
de albumina. Ademas, acta como un estimulador directo de la sintesis de lipidos circulantes,

favorece la lipogénesis y aumenta la trigliceridemia. (14)

Como ya se ha mencionado anteriormente, el TNF-o es un poderoso inductor de la respuesta
inflamatoria. Es capaz de inducir la produccion de IL-2, IL4, IL-6, IL-10, IL-1, IL-18 IFN-y,
factor de crecimiento y transformacion beta (TGF-p), factor inhibidor de la migracion (MIF),
entre otros. También puede inducir la produccién de ciertas hormonas como son: el cortisol, la

epinefrina, el glucagon, la insulina y la norepinefrina. (14)

1.3.4 Mecanismos efectores del TNF-a.

Alo largo de los afios, se ha vuelto cada vez mas claro que la sefializacién de TNFa es una serie
compleja de eventos bioldgicos que involucran al menos a 29 miembros diferentes de la familia

del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR).(19)

Cuando esta citoquina es reconocida por alguno de estos receptores se inicia una cascada de
sefializacion mediada por proteinas intracelulares, cabe destacar que las proteinas que participan
de esta cascada de sefializacion pueden actuar con cualquier receptor de la familia del TNF.
(19)

Se ha comprobado que a través de la interaccion del TNF-a y con el receptor TNFR1 se puede
inducir la apoptosis y activar el factor de transcripcion NF-kB. Una vez se ha dado la interaccion
16



entre el receptor y el ligando, la region intracelular del receptor se une a una proteina conocida
como TRADD, esta proteina es un transductor de sefial asociado a TNFR1 capaz de interactuar
directamente con TRAF2/RIP y FADD, estas proteinas estan involucradas en la activacion de
NF-xB y la induccion de la apoptosis respectivamente. El papel que estas moléculas tienen en
la activacion de las vias sefialadas anteriormente se vio respaldada por ensayos realizados en
mutantes que carecen de TRAF2/RIP y FADD los cuales podian bloquear la activacion NF-xB

mediada por TNF y la muerte celular respectivamente. (10, 15)

El complejo proteico formado por las proteinas TRADD, RIP y TRAF2 activa la quinasa IKK
que fosforila al factor inhibitorio kB, lo que induce su degradacion por el proteosoma y la

subsecuente activacion del factor de transcripcion NF-«xB y de la cascada de INK/AP-I. (15)

Como ya se menciond anteriormente y como se muestra en la figura 1, FADD es una proteina
capaz de unirse a TRADD cuando la citoquina TNF-a se ha unido al receptor TNFR1. La
proteina FADD posee un dominio efector de muerte que interacciona con un dominio analogo
presente en la caspasa 8 inactiva, esto desencadena la activacion de esta proteina. Una vez
activada, la caspasa 8 es capaz de activar una caspasa efectora, por ejemplo, la caspasa 3,
provocando la apoptosis de la célula. (15)
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Figura 1. Vias de sefializacion apoptdticas y anti-apoptoticas asociadas al receptor TNFR1. Fuente: Extraido de

Franco y colaboradores (15)

1.3.5 Patogénesis asociada al TNF-a e importancia en su uso a nivel clinico.

Se han realizado experimentos in vivo en modelos animales a los cuales se les administrd
lipopolisacarido bacteriano (LPS) y como resultado de esto se observo un elevado nivel de
produccion de TNF-a, el modelo animal presentaba muchas caracteristicas comunes al shock
séptico con reacciones proinflamatorias graves. Ademas, ratones deficientes en TNF-a no
sufrieron el shock séptico luego de la administracion de LPS, esto sugiere que el TNF-a
desempefia un papel importante en el desarrollo de este sindrome. (19) Estos estudios indican
que la generacion de un nivel alto de TNF-o desencadenan una respuesta inflamatoria y
prooxidativa exacerbada, este tipo de respuestas cobra un rol importante en la patogenia de

muchas enfermedades. Algunas de estas enfermedades son: la aterosclerosis, la artritis
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reumatoide, la psoriasis, la enfermedad inflamatoria intestinal, la enfermedad de Alzheimer y

diversos trastornos pulmonares. (10, 14)

El rol preponderante que TNF-a desempefia en la regulacion del sistema inmune la convierte
en una de las principales moléculas utilizadas en los tratamientos de microinmunoterapia. La
microinmunoterapia consiste en administrar pequefias dosis de moléculas que nuestro sistema
inmune utiliza cominmente (por ejemplo, citoquinas) para restablecer el correcto

funcionamiento de la respuesta inmune frente a patdgenos. (21)

Enfermedades ya mencionadas anteriormente, como es el caso de la artritis reumatoide, tiene
como uno de sus principales causantes un alto nivel de TNF-a. Actualmente existen varias
drogas para tratar la artritis reumatoide cuyo principio activo se basa en un anticuerpo
monoclonal anti TNF-a. Para la sintesis de estos medicamentos es necesaria la inmunizacion
de animales con el antigeno contra el que se quieren generar los anticuerpos, en este caso TNF-
o humano; para ello es necesario contar con un método para sintetizar esta proteina manteniendo
su estructura y similitud respecto a la humana. De esta manera se destaca la importancia del
TNF-0 no solo como principio activo de un medicamento sino también como molécula

necesaria para producir otras drogas. (22)

El TNF-a recombinante también cobra un gran interés en el ambito académico. Es
indispensable contar con la disponibilidad de esta proteina en forma recombinante para
continuar estudiando sus funciones e implicancias en otras enfermedades, y de esta manera
poder comprender mejor como pueden ser tratadas o atenuados sus sintomas. La inmunologia
es una disciplina ain en desarrollo y el funcionamiento de las citoquinas es un area en constante

exploracion que requiere la utilizacion y experimentacion con estas proteinas.

1.4 Sistemas de produccion de proteinas recombinantes.

Existen diversos sistemas de expresion para la produccion de proteinas recombinantes, todos
estos sistemas tienen ventajas y desventajas a la hora de utilizarlos. La utilizacion de un sistema
u otro depende de muchos factores, uno de los mas relevantes es el tipo de proteina que se
quiere expresar y la presencia de modificaciones postraduccionales necesarias para que las
proteinas expresadas cumplan correctamente con la funcion deseada. (18-20)
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En el caso particular de TNF-o humano se ha logrado expresar de forma recombinante esta
proteina en sistemas simples como Escherichia coli, sin embargo, algunos autores observaron
qgue moléculas de TNF-o recombinante obtenidas a partir de una linea celular humana
presentaban O-glicosilaciones caracteristicas que no estaban presentes en las moléculas de
TNF-a obtenidas a partir de E. coli. (26)

Las glicosilaciones son la modificacion covalente mas frecuente en las proteinas y ocurre por
la unién de una o mas cadenas de oligosacaridos a la secuencia aminoacidica. Este tipo de
modificaciones les confieren ciertas caracteristicas a las proteinas, entre ellas se destacan:
mayor estabilidad ante las modificaciones fisicoquimicas del medio, contribuyen en su correcto

patron de plegamiento, se ven involucradas en la interaccion ligando-receptor, entre otros. (27)

En el caso del TNF-o aun no son del todo conocidas las funciones que desempefian las O-
glicosilaciones ya mencionadas. Se ha visto que estas glicosilaciones pueden estar involucradas
en el desprendimiento de la forma transmembrana del TNF-a con lo cual es indispensable para
el proceso de sintesis, ya que sin esta liberacién no se obtendria la forma soluble y funcional de
la proteina. (28)

Siendo la funcién exacta de las glicosilaciones de esta proteina aun desconocida, es importante
trabajar con proteinas recombinantes tan similares como sea posible a las que se pueden

encontrar en el organismo de interés.

1.5 Linea celular HEK-293.

La linea celular HEK-293 es una linea celular derivada del rifion de un embrion humano con
morfologia piramidal clasica y presencia de filopodios alrededor de la membrana periférica
(Figura 2). Desde que esta linea celular fue generada, hace mas de 25 afios, se ha utilizado
ampliamente como herramienta de expresion para proteinas recombinantes. Aunque su origen
es epitelial, cuenta con una maquinaria bioguimica capaz de llevar a cabo la mayor parte del
plegamiento y procesamiento postraduccional necesarios para generar proteinas maduras y
funcionales a partir de ADN exo6geno, tanto de mamiferos como no mamiferos. Si bien esta
linea es conocida por su popular utilizacion en la expresion transitoria de proteinas
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recombinantes, también es reconocida por su capacidad de ser transformada de forma estable.
HEK-293 cuenta con una serie de caracteristicas que la vuelven sumamente popular a la hora
de ser elegida para realizar ensayos que involucren expresion de proteinas recombinantes en
células de mamifero, algunas de estas caracteristicas son: su rapida y facil reproduccion y
mantenimiento, susceptibilidad a la transfeccion usando una amplia variedad de métodos, alta
eficiencia de transfeccién y produccidén de proteinas, fiel traduccion y procesamiento de
proteinas. (29, 30)

Figura 2. Morfologia celular de la linea HEK-293. La imagen 1 representa una célula HEK-293 individual
observada a través de un microscopio Optico, puede visualizarse su morfologia piramidal clésica y sus procesos

asociados. La imagen 2 destaca la presencia de filopodios alrededor de la membrana periférica. Fuente: Extraido

de Thomas y colaboradores (29)

1.6 Obtencion de lineas celulares recombinantes.

En la actualidad existen una gran cantidad de biofarmacos en los que el principio activo esta
constituido por proteinas recombinantes. Los sistemas de expresion de estas proteinas se basan
en la incorporacién de un vector, que contiene el gen que codifica para la proteina de interés,
en una célula hospedera como bacterias, levaduras y lineas celulares eucariotas. Diversos
biofarmacos como factores de coagulacion, hormonas, citocinas y enzimas han sido aprobados
para su distribucion comercial. A nivel mundial hay una tendencia al alza en la demanda de
medicamentos, sobre todo biofarmacos, lo que conlleva a la necesidad de desarrollar un sistema

de produccion sustentable de biofarmacos inocuos, efectivos y de costo razonable. (27)

La expresion en células de mamifero se ha convertido en el sistema dominante en lo que
respecta a la produccion de proteinas recombinantes para aplicaciones clinicas, esto es debido
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a su capacidad para realizar modificaciones postraduccionales y el ensamblaje de la estructura
molecular similar a la proteina humana. Los sistemas eucariotas introducen las siguientes
modificaciones postraduccionales: glicosilaciones, eliminacion de la metionina inicial, ruptura
proteolitica de un precursor, formacion de puentes disulfuro que daran forma a la estructura

terciaria, entre otros. (19, 20, 25)

Las lineas celulares mas utilizadas para la produccién de proteinas recombinantes son

BHK-21, HEK-293 y CHO-K1. Cuando se busca realizar una linea celular recombinante el
plasmido para dicho fin debe cumplir con ciertos requerimientos, estos son: un promotor
eucariota generalmente de origen viral, un sitio de clonacion, una secuencia de poliadenilacion,
un origen bacteriano de replicacion y un marcador de seleccién. EI mecanismo por el cual se

produce la introduccion del vector a la célula es conocido como transfecciéon. (19, 22)

1.6.1 Transfeccion estable.

La transfeccion es un procedimiento que se basa en la introduccidén de &acidos nucleicos
exogenos para producir una célula genéticamente modificada. Este tipo de técnicas pueden ser
utilizadas con diversos objetivos, entre ellos generar una célula capaz de producir en forma
recombinante una proteina de interés. EI material genético introducido (ADN y ARN) existen
en las células de forma estable o transitoria dependiendo de la naturaleza de este. En la
transfeccion estable el material genético introducido a la célula se integra al genoma del
huésped y la expresion del gen se mantiene incluso después de que las células del huésped se
repliquen. A diferencia de los genes transfectados de forma estable, los genes transfectados de
forma transitoria solo se expresan durante un periodo de tiempo limitado y no se integran en el

genoma (Figura 3). (32)

Todas las transfecciones estables comienzan como una transfeccion transitoria, pero el uso de
marcadores de seleccién (genes de resistencia a antibidticos) expresados en el plasmido
permiten la seleccion de aquellas células que han logrado integrar el plasmido en su genoma.
El tratamiento a largo plazo de las células con el antibiotico de seleccion resulta en el
crecimiento de las células que incorporaron el plasmido en forma estable y la muerte de aquellas

gue no poseen el gen de resistencia al antibio6tico de seleccién. (31)
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Como ya se mencion0 en apartados anteriores, las proteinas recombinantes tienen un rol muy
importante en la industria farmacéutica como principio activo de muchos medicamentos. En
ocasiones, debido al alto nivel de complejidad estructural de la proteina que se quiere producir,
se requiere que la plataforma de expresion sea una linea celular de mamifero. A un nivel
productivo es deseable que la produccion de la proteina de interés presente alta homogeneidad
y altos rendimientos, esto se logra al seleccionar los mejores clones y realizar la produccién a
partir de estos. La seleccion clonal inicamente puede llevarse a cabo a partir de una linea celular

transfectada en forma estable. (33)

A. Stable transfection B. Transient transfection
DNA

WWV/

Transfection

M MW

Integration N

Cell Cell
Figura 3. Esquema comparativo de lo que sucede dentro de la célula en la transfeccion estable (A) y la transfeccion

transitoria (B). Fuente: Extraido de Kim y colaboradores (32)
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2.0Dbjetivos

Objetivo general: Generar una linea celular recombinante capaz de producir TNF-o humano

en forma constitutiva.

Objetivos especificos:

Obtener una construccion conteniendo un cassette de expresion del CDS de TNF-o humano.
Obtener células HEK-293 transfectadas de forma estable con el plasmido obtenido en el punto
anterior.

Obtener lineas monoclonales transfectantes.

Caracterizar las lineas recombinantes obtenidas.
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3. Metodologia

3.1 Materiales

*Soluciones:

Ampicilina 100 mg/mL: 1 g de Ampicilina en 10 mL de agua ultrapura.
G418 100 mg/mL: 1 g de Ampicilina en 10 mL de agua ultrapura

Azul de tripan: 0,4 g de azul de tripan en 100 mL de PBS 1X.

Cristal violeta: Cristal Violeta 0,75 % (w/v) en metanol 40% (v/v).

*Buffers:

PBS 10X: KH2PO4 18 mM, Na2HPO4 100 mM, NaCl 1,37 M y KCI 27 mM, pH 7,4.

Buffer TAE 50X: Tris Base 2M, Acido acético glacial 1 My EDTA 50 mM pH 8.0.

Buffer de carga 6X ADN: Azul de bromofenol 0,25% (w/v), Xylene Cyanol 0,25% (w/v) y
glicerol 30% concentracion final.

*Medios de cultivo:
Medio LB: 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levaduray 5 g/L NaCl
Medio LB Agar (LAB): 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levadura, 5 g/L NaCl y 15 g/L de

agar.

3.2 Procedimientos

3.2.1 Electroforesis de ADN/ARN en gel de agarosa.

Dependiendo del tamafio que presente el ADN que se desea medir se determind el porcentaje
de agarosa adecuado para obtener una Optima separacion y visualizacién. La masa de agarosa
se colocd en buffer TAE 0,5X y se calentd la solucién hasta la ebullicion para lograr la completa
disolucidn de la agarosa en el buffer. Los geles fueron suplementados con el agente intercalante
GoodViewTM en una concentracion de 3% (v/v) para su posterior visualizacion en el
transiluminador. Las muestras se sembraron en los pocillos correspondientes utilizando buffer
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de carga 6X. Se utilizé buffer TAE 0,5X como buffer de corrida y la duracion de la corrida
electroforética junto al voltaje se determind de acuerdo con el tamafio de las muestras y el grado

de resolucion deseada en el gel.

3.2.2 Cuantificacién de ADN.

La concentracion de ADN presente en las muestras analizadas se determiné mediante
absorbancia a 260 nm. El grado de pureza se realizd mediante el cociente 260/280. Ambos
procedimientos se llevaron a cabo en el lector de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant
(Tecan), la placa NanoQuant Plate (Tecan) y el software i-control (Tecan).

3.2.3 Cultivo celular.

Durante esta tesis se utilizaron células HEK-293 originarias de tejido rifidn de un embrion
humano. Esta linea celular fue cultivada a 37°C con atmosfera controlada de 5% de diéxido de

carbono (CO2) y humedad saturada.

Las células HEK-293 fueron crecidas en medio DMEM + 10% SFB.

3.2.4 Subcultivo de células adherentes.

Para despegar las células adherentes se descart6 el medio de cultivo, se lavé con PBS 1X y se
agregaron 20 pl/cm2 de tripsina-EDTA (Sigma). El cultivo de células en contacto con la
tripsina se incubd a 37°C durante 5 a 10 minutos hasta que las células se vieron con forma
redondeada y dispersas en la solucion. Una vez finalizado el tiempo de incubacion se inactivo
la tripsina agregando medio de cultivo completo (Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) +10% suero fetal bovino (SFB)). A partir de la solucion inactivada se realizo el

recuento, repique o siembra segln corresponda.
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3.3 Descongelado de células.

Para descongelar las células se retiro el criovial de interés del nitrogeno liquido y se coloco en
hielo. Se colocé el criovial dentro de agua previamente termostatizada a 37°C hasta que el
contenido del criovial se encontrara en estado liquido. El contenido del criovial fue mezclado
con 9 mL de medio completo y se centrifugd a 260 xg por 5 minutos. El sobrenadante fue
descartado y se resuspendio el pellet de células en 5 mL de DMEM completo. Se determind la
viabilidad y concentracion celular mediante recuento en camara de Neubauer. Teniendo en
cuenta el resultado del recuento se colocaron los 5 mL de medio de cultivo en una botella T25
estéril. Se mantuvo un control sobre el crecimiento de las células hasta tener la confluencia

necesaria para pasar el cultivo a una botella T75.

3.4 Induccion de la expresion de TNF-a en linea celular HeLa con LPS.

Las células HeLa fueron sembradas en una botella T75, una vez alcanzada una confluencia del
80% se tratd con una concentracion de 100 ng/mL de LPS durante 20 horas. (34) Posteriormente
se realizd la recoleccidn de las células con 1 mL de TRIzol (Invitrogen). Utilizando un rastrillo
se levanto la monocapa, se coloco todo el volumen en un tubo eppendorf y se almacen6 a -80°C

hasta su uso.

3.5 Extracciéon de ARN con TRIzol.

La extraccion de ARN a partir del cultivo de células HeL a se realizo usando TRIzol y siguiendo
el protocolo provisto por el fabricante. Brevemente, se descongel6 la muestra de células con
TRIzol a temperatura ambiente y se le agregaron 200 pL de cloroformo, se incub6 durante 3
minutos y posteriormente se centrifugé a 12000 xg durante 15 minutos a 4°C. Luego de la
centrifugacion, se transfirio la fase superior (fase acuosa) a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL
y se le agregd 0,5 mL de isopropanol, la solucion se incubd durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién se centrifugd la muestra a 12000 xg durante 10
minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 1 mL etanol 75%,

se homogeneiz6 la muestra utilizando vortex y se centrifugo a 7.500 xg por 5 minutos a 4°C.
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El sobrenadante fue descartado y se dejo evaporar el etanol durante 5 a 10 minutos. Se
resuspendio el pellet en 30 pLL de agua libre de nucleasas y se almaceno a -80°C hasta su uso.
La concentracion de ARN se determiné a través de la absorbancia 260 nm y la integridad de

este fue confirmada en un gel de agarosa 1%.

3.6 Retrotranscripcion del ARNm a ANDc.

La retrotranscripcion del ARNm se llevd a cabo utilizando el kit M-MLV (Thermo Fisher) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en un tubo de PCR se coloco 1 pL de
oligo (dt) en una concentracion de 500 pg/mL, 2,5 pg de ARN total, 1 L de ANTP’s 10 mM y
agua libre de nucleasas c.s.p 12 pL. La solucién se incubd a 65°C durante 5 minutos,
transcurrido el tiempo de incubacion se la colocé en hielo rapidamente. Se le agregaron 4 pl
de First-strand Buffer 5X, se homogeneiz6 la solucién y se la incubé a 37°C durante 2 minutos.
Luego, se agregd 1uL de la enzima M-MLV RT y se realiz6 una incubacion a 37°C durante 50

minutos. La enzima se inactivé a 70°C durante 15 minutos. El ANDc se almacené a -80°C.

3.7 Obtencion del ADN codificante de TNF-a a partir del ADNc.

La amplificacion del CDS de TNF-a se realiz6 a partir del ADN genomico de células HelLa

utilizando el siguiente procedimiento:

- 10 pL Phusion HF Buffer

- 2 uL Cebador sentido

- 2 uL Cebador antisentido

- 0,2 uL Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)
-1 uL ANTPs 10 mM

- 2 uL de ADN molde (dilucién 1/20 del ADNCc)

- Agua libre de nucleasas c.s.p 50 uL.

La configuracion del ciclado fue la siguiente:

Desnaturalizacion inicial: 95°C por 1 minuto.

5 ciclos: 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto.
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35 ciclos: 95°C por 30 segundos, 64°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto.
Extension final: 68°C por 10 minutos.

El volumen total de las reacciones de PCR se corrié en un gel de agarosa, se recorto la banda
de interés y se purificé utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean up system (Promega).
Brevemente, al tubo que contiene el fragmento del gel se le agregaron 10 uL de Membrane
Binding Solution por cada 10 mg de gel a disolver, el tubo se incub6 a 60°C hasta la completa
disolucién del gel. Luego, se coloco todo el volumen en una columna SV Minicolumn se incub6
a temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugd a 16000 xg durante 1 minuto y se descartd
el eluido. A continuacidn, se adicionaron 700 uL. de Membrane Wash Solution, se centrifugé a
16000 xg por 1 minuto y se descarto el eluido. Se repitio el paso de lavado, pero utilizando 400
uL de Membrane Wash Solution y centrifugando durante 5 minutos. La columna se coloco en
un nuevo tubo de elucién y se centrifug6 a 16000 xg por 1 minuto para eliminar todo el liquido
residual de los pasos de lavado. Por ultimo, se colocd la columna en un tubo eppendorf de 1,5
mL, se agregaron sobre la matriz 50 pL de agua libre de nucleasas y se dejo incubar a

temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugd a 16000 xg por 1 minuto para eluir el ADN.

El ADN se cuantificd de acuerdo con lo descrito en el paso 3.2.2 y se almacend a -20°C.

3.8 Digestion del ADN codificante de TNF-a con Nhel y Xhol.

El CDS de TNF-a fue digerido bajo las siguientes condiciones:

-1 pg de ADN

- 0,5 uL de Nhel (Thermo Fisher)

- 1,5 pLL de Xhol (Thermo Fisher)

- 4 uL de Buffer Tango 10X

- Agua libre de nucleasas c.s.p 40 uL.

La solucion se incub6 a 37°C durante 1 hora. Finalizado el tiempo de incubacién se almacené

a -20°C hasta su uso.
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3.9 Purificacion del CDS de TNF-a digerido.

El ADN digerido en el paso 3.8 fue purificado utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean
up system siguiendo las instrucciones del fabricante detalladas en el punto 3.7.

3.10 Obtencidn del plasmido pcDNA3.1.

Se partio bacterias E. coli DH5a conteniendo el plasmido pcDNA3.1_hC5aR1, las mismas
fueron seleccionadas en LBA con ampicilinal00 pg/mL, amplificadas en LB + 100 pg/mL de

ampicilina y conservadas en 30 % de glicerol a -80°C.

Se realiz6 una Miniprep a partir del 4,5 mL de cultivo utilizando el kit comercial ZR Plasmid
Miniprep (Zymoresearch). Brevemente, las bacterias fueron centrifugadas y el pellet bacteriano
se resuspendio en 200 pL de Buffer P1. Luego, se le agregaron 200 puL de Buffer P2, se
homogeneiz6 invirtiendo el tubo varias veces y se incub0 la reaccion durante 1 a 2 minutos a
temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de incubacion, se le agregaron 400 uL. de Buffer
P3, se mezcld y se incubd durante 1 a 2 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron
centrifugadas a 12000 xg por 2 minutos y se colocd el sobrenadante a una columna Zymo-Spin
IIN. La columna se centrifugd a 12000 xg por 30 segundos, se descartd el eluido y se le
agregaron 200 uL de Endo-Wash Buffer. Se centrifugd nuevamente, se descarto el eluido y se
agregaron 400 pL de Plasmid Wash Buffer. Por altimo, se coloco la columna en un tubo
eppendorf de 1,5 mL y se adicionaron sobre la matriz 30 uL de agua libre de nucleasas, se

incubd a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugo a 12000 xg por 30 segundos.

Luego de realizada la extraccion se cuantifico la concentracion de ADN y el cociente 260/280

mediante espectrofotometria. El plasmido se almacend a -20°C hasta su uso.
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3.11 Digestion del plasmido pcDNAS3.1 con Nhel y Xhol.

La digestion del plasmido de pcDNA3.1 se llevo a cabo utilizando el siguiente procedimiento:

-2 ug de ADN

- 0,5 uL de Nhel (Thermo Fisher)

- 1,5 puL de Xhol (Thermo Fisher)

- 4 uL de Buffer Tango 10X

- Agua libre de nucleasas c.s.p 40 puL

La solucion se incub6 a 37°C durante 1 hora. Finalizado el tiempo de incubacion el plasmido

digerido se almacen6 a -20°C hasta su uso.

3.12 Purificacion del plasmido digerido.

El plasmido purificado se corrié en un gel de agarosa 0.8%, la banda de interés fue cortada y
purificada utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean up system siguiendo el protocolo
presente en el paso 3.7. Se cuantifico la concentracion de ADN presente en la muestra purificada

y se almacend a -20°C.

3.13 Ligacion entre el plasmido pcDNA3.1y el CDS de TNF-a.

La ligacion se realiz6 en un volumen de 20 pL utilizando la enzima T4 ligasa (Invitrogen). Se

agregaron 100 ng de plasmido y se calcul6 la cantidad de inserto necesaria usando la siguiente

. tamaiio del inserto (kb) 3
formula: - X ==
tamaio del vector (kb) 1

ng de inserto

ng de vector

Ademas, se realizé un control de religacion en donde no se agregd inserto a la mezcla de

reaccion.
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Teniendo en cuenta todo esto, la mezcla de reaccion para la ligacion fue la siguiente:

-1 uL T4 Ligasa (Thermo Fisher).

- 4 uL Buffer ligasa 5X.

- 100 ng de pcDNA3.1 digerido.

- 44 ng de inserto digerido.

- Agua libre de nucleasas c.s.p 20 uL.

Las reacciones fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente y posteriormente

durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se almacené a -20°C.

3.14 Transformacion de ceélulas competentes con el plasmido
pcDNA3.1+TNF-a.

Las ligaciones fueron transformadas en células DHS5a electrocompetentes. 5 pul de la ligacion
y 1,8 uLL de control de religacion se mezclaron con 50 pl de competentes, el volumen total de
la solucidn se colocé en una cuba de electroporacion de 1 mm y se sometieron a un pulso de
1,8 kV.

Las células fueron resuspendidas en 1 mL de medio SOC y se incubaron por 1 hora a 37°C a
210 rpm.

Luego de la incubacion el total de las células fueron sembradas en placas de LAB + 100 pg/mL

concentracion final de ampicilina.

3.15 Analisis de las placas y colony PCR de varias colonias presentes en la

placa de transformantes con el producto de ligacion.

Las placas fueron analizadas visualmente en busca de diferencias significativas. Luego, 24
colonias se estriaron en placas de LAB + 100 pg/mL de ampicilina. Con la misma ansa que se
realizé el estriado se inocul6 el tubo de PCR que contiene los reactivos para la amplificacion
del CDS de TNF-a.
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La amplificacion del CDS de TNF-a se realizo utilizando el siguiente procedimiento:

- 2,5 pL de Standard Taq Buffer 10X

- 0,5 uL ANTP’s 10mM

- 0,5 pL Cebador sentido

- 0,5 uL Cebador antisentido

- 0,125 uL Tag DNA Polymerase (NEB)
- Agua libre de nucleasas c.s.p 25 puL

Se realizaron 24 reacciones de PCR (una por cada colonia analizada) con un volumen final de
25 pL y cada tubo fue inoculado con la colonia correspondiente como se menciond
anteriormente. También se realizd un control negativo al cual se le adiciond 1 uL de agua y un

control positivo al que se le adicion6 el amplicon obtenido en el paso 3.7.

El ciclado utilizado para la amplificacion fue el siguiente:

Desnaturalizacion inicial: 95°C por 1 minuto.
5 ciclos: 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto.
35 ciclos: 95°C por 30 segundos, 59°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto.

Extensién final: 68°C por 10 minutos.

Todas las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1%. A partir de las estrias
correspondientes a clones positivos para el PCR se realizaron cultivos liquidos en 5 mL de

medio LB + 100 ug/mL de ampicilina y se incubaron en agitacion durante 16 h a 37°C.

3.16 Miniprep a partir de las colonias positivas y congelado de stock

bacteriano.

A partir de cultivos liquidos obtenidos del paso anterior se tomé un 1 mL y se lo coloco en un

criovial, se le agregaron 400 pL de glicerol puro. Los crioviales fueron almacenados a -80°C.
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El cultivo sobrante fue utilizado para realizar minipreps utilizando kit ZR Plasmid Miniprep
segun se detalla en el punto 3.10.

3.17 Ensayo de restriccion del plasmido pcDNA3.1+TNF-a.

A partir de los plasmidos extraidos en el punto 3.16 se realizaron dos ensayos de restriccion
con la enzima Smol (Thermo Fisher) y con las enzimas Ndel (Thermo Fisher) y Xhol (Thermo
Fisher).

Para llevar a cabo la digestion con Smol se realiz el siguiente procedimiento:
- 2 uL Buffer Tango 10X
- 1 ug del plasmido correspondiente
- 0,5 uLL de Smol
- Agua libre de nucleasas c.s.p 20 puL.

Esta solucion se incubd durante 1 hora a 55°C.

La digestion con Ndel y Xhol se realizd utilizando el siguiente procedimiento:
- 2 uL Buffer O 10X
- 1 pg del plasmido correspondiente
- 0,5 uLL de Ndel
- 1 uL de Xhol
- Agua libre de nucleasas c.s.p 20 uL

La solucion fue incubada durante 1 hora a 37°C.

Finalizadas ambas reacciones de restriccion, los resultados se corrieron en un gel de agarosa

1,5% a 70 V. El resultado del gel se visualizé en un transiluminador.
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3.18 Curva de sensibilidad al antibiotico de seleccion G418 en células HEK-
293.

Se sembré una placa de 96 pozos con 5000 células HEK-293 por pozo. Todos los pozos del
borde fueron rellenados con 200 uLL de PBS 1X. La placa fue incubada a 37°C durante 24hs.

Posteriormente, se adicion6 medio de cultivo fresco con 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 y1000 pg/mL de G418 (Sigma). Las células fueron monitoreadas diariamente.

Transcurridos 7 dias se midié viabilidad utilizando tincién con cristal violeta. La placa fue
lavada con 200 pL de PBS 1X. Luego se les agregd 50 uL de cristal violeta 0,75% en metanol
40% a los pozos y se incubd a 37°C durante 20 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se
descartd el cristal violeta por volcado en pileta y se lavo la placa sumergiéndola en un recipiente
con agua. El agua residual se elimind invirtiendo la placa en un papel absorbente para eliminarla
en su totalidad. Se agregaron 250 pL de acido acético 20% v/v a cada pozo y se homogeneizd
suavemente hasta lograr una coloracion uniforme. En un lector de placas se midié la

absorbancia a 590 nm.

Todas las concentraciones fueron ensayadas por triplicado. Los datos fueron analizados
utilizando el programa Prism 9 (GraphPad) y se realiz6 el test log(inhibitor) vs. response --

Variable slope como analisis estadistico. Dicho test sigue un modelo de acuerdo con la siguiente

Bottom+(Top—Bottom)
(1+10(LogIC50-x)+HillSlope)

ecuacion: y =

3.19 Transfeccion de células HEK-293 con el plasmido pcDNA3.1+TNF-a.

Se transfectaron 3 botellas T75 con una confluencia del 70%. Para esto, se mezclaron 4,5 mL
de DMEM con 45 pg de plasmido y en otro tubo 4,5 mL de DMEM con 135 pL de lipofectamina
2000 (Thermo Fisher). Se incubo a temperatura ambiente durante 5 minutos, luego se mezclo
el contenido de ambos tubos e incubé esta mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalizado el tiempo de incubacion se agregaron 3 mL de la mezcla a cada botella de células
HEK-293 y se colocaron en la estufa a 37°C por 20 horas.
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Luego, se removié el medio de cultivo que contenia la lipofectamina y se le adicioné medio de
cultivo fresco. Después de 24 horas se sustituyd el medio de cultivo por DMEM + 10% SFB
con 800 pg/mL de G418. El medio de cultivo se sustituy6 por medio fresco con 800 ug/mL de

G418 cada 3 dias durante dos semanas.

3.20 Congelado de células HEK-293 TNF-a.

Para el congelado de las células las mismas fueron despegadas de la placa con tripsina y se
realizo recuento de las células totales utilizando camara de Neubauer. Luego se centrifugé a
260 xg durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en medio de
congelacion (SFB + 10% DMSO) en un volumen suficiente para obtener alrededor de 3 x 10°
células por mL. Esta solucion fue alicuotada de a 1 mL en los crioviales y luego colocada a

-80°C en el Mr. Frosty (Thermo Fisher) durante al menos 6 horas. Posteriormente los crioviales

fueron colocados en nitrégeno liquido para su conservacion.

3.21 Curva de crecimiento y analisis de proteinas en el sobrenadante.

Se sembrd una placa de 24 pozos con 8 x 10* células por pozo en medio DMEM + 10% SFB +
800 png/mL G418. Cada 24 horas se recogio el sobrenadante de dos pozos, se centrifugoé a 260
Xg durante 5 minutos y se colocé el sobrenadante en un tubo eppendorf de 1,5 mL para el
posterior almacenamiento a -20°C. Mientras transcurria la centrifugacion se levantaron las
células presentes en los dos pozos de los que se tomd el sobrenadante con 100 pL de tripsina y
se inactivd con 400 pL de DMEM + 10% SFB. El pellet resultante de la centrifugacion se
resuspendio con la solucion de células que se obtuvo del proceso de tripsinizacion y realizé un

recuento en camara de Neubauer.

3.22 Clonado por dilucion limite de células HEK-293 TNF-a.

Las células fueron tripzinizadas y se diluyeron a una concentracion de 10 células/mL utilizando
una dilucion 1:1 de medio fresco y medio condicionado (sobrenadante de células HEK-293
confluentes con un minimo de 72 h). Se realizaron 3 placas de 96 pozos, para ello se sembraron
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100 pL de esta solucion en cada pozo de la placa (evitando los pozos del borde, los cuales

fueron rellenados con 200 pL de PBS 1X).

La placa fue observada diariamente, en busca de pozos con crecimiento a partir de una Unica
célula. EI medio de cultivo se cambié de acuerdo con las necesidades de cada clon. Cuando los
pozos alcanzaron una confluencia cercana al 100% fueron transferidos a una placa de 24 pozos.

3.23 Ensayo de expresion.

A partir de los cultivos monoclonales obtenidos como resultado del paso 3.23 se realiz6 una
placa de 24 pozos. Cuando los pozos alcanzaron una confluencia cercana al 100% se levanto la
monocapa Y se coloco todo el volumen en un tubo eppendorf. La extraccién de ARN se llevo a
cabo utilizando el kit Quick-RNA Miniprep Kit (Zymoresearch). Brevemente, se centrifugé la
solucidn de células a 400 xg durante 5 minutos y se resuspendio el pellet de células en 300 uL
de RNA Lysis Buffer. Luego de homogeneizar la muestra se colocé todo el volumen en una
columna Spin-4Away™ Filter y se centrifugé a 12000 xg durante 30 segundos. Al eluido se le
agregd 0,5 volimenes de etanol 95% y se coloco toda la solucion en una columna Zymo-Spin™
I1ICG Column, se centrifugd nuevamente a 12000 xg durante 30 segundos y se descarto el
eluido. La matriz de la columna se trat6 con DNasa durante 15 minutos a temperatura ambiente
y posteriormente se le agregd 400 uL. de RNA Prep Buffer. Se realizaron dos pasos de lavado
con RNA Wash Buffer y por ultimo se realiz6 la elucion la muestra en 50 pL de agua libre de

nucleasas.

La concentracidon de ARN total se cuantificé segin lo detallado en el paso 3.2.2.

Se llevé a cabo la retrotranscripcion del ARNm siguiendo el protocolo detallado en el paso 3.6.

Se utilizaron 200 ng de ARN total de cada muestra como molde.

El ensayo de PCR se realizo segun lo detallado en el paso 3.15 utilizando como molde 1 puL de
una dilucion 1/20 del ADNc obtenido previamente, los cebadores hC5AR1 _Fxmal y
hC5AR1_Rxmal (Tabla Al, Anexo) y una temperatura de hibridacion de 61°C. Para cada
muestra se largaron 3 reacciones de PCR expuestas a 15, 25 y 35 ciclos de reaccion.
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Los resultados de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa 1%.

3.24 Citometria de flujo.

A partir de un cultivo de células HEK-293 y células HEK-293_hC5aR1 policlonal en botella
T25 se tripzinizaron las células como se describe en el punto 3.2.3. Una vez que las células se
encontraban en solucion se realizo recuento en cdmara de Neubauer y se colocaron un millon
de celulas de cada muestra en tubos eppendorf. Se centrifug6 a 400 xg durante 5 minutos a 4°C
y se elimino el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 100 uL de PBS 1X. Posteriormente se
realiz6 el marcaje de ambas lineas celulares utilizando el anticuerpo Anti-mC5aR1 PE
(Biolegend, #135806) en una concentracion final de 1/500. Se incub6 durante 1 hora en hielo,
pasado el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados con 1 mL PBS 1X frio, el pellet

resultante del ultimo lavado se resuspendié en 100 uL de PBS 1X.

Para el analisis por citometria de flujo de las muestras se utiliz6 el equipo BD Accuri™ C6

Flow Cytometer (BD Biosciences).
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4. Resultados y discusion

4.1 Obtencion de la secuencia codificante de TNF-a.

Para obtener la secuencia codificante de TNF-a se realizo una bisqueda bibliografica para
identificar lineas celulares que expresen esta proteina. Se seleccionaron para este proposito las
células HeLa debido a que se observd en la bibliografia que las mismas expresan la proteina
cuando son expuestas a una concentracion final de 100 ng/mL de LPS durante 20 horas, ademas

se contaba con esta linea celular en el laboratorio. (34)

Las células fueron tratadas con una concentracion final de 100 ng/mL de LPS y posteriormente
se extrajo el ARN total obteniéndose 20 ug totales a una concentracion de 1188 ng/uL.

Para evaluar la integridad del ARN obtenido, se corrieron 3 pug del ARN total en un gel de
agarosa (Figura 4). En el gel obtenido se pudieron observar 3 bandas de aproximadamente 100,
1500 y més de 10000 pb.

La banda de mayor peso molecular probablemente corresponde al ADN gendémico de la
muestra, este resultado era esperable debido a que la técnica utilizada para la extraccion del
ARN (extraccion con TRIzol) suele tener contaminacion con ADN (35) y no se realizo un
tratamiento con DNasa de las muestras obtenidas. En algunos casos, la presencia de
contaminacion de ADN podria ser un inconveniente, sin embargo, en nuestro caso, Si se
amplificara el gen de TNF-a (Figura 5A) en lugar del CDS (Figura 5B), la diferencia de tamario
(3970 pb vs 840 pb) permitiria separarlos con facilidad. Por este motivo no se considero

relevante realizar un tratamiento con DNasa previo a la retrotranscripcion.

La banda de peso molecular intermedio corresponderia al ARN ribosomal 18S. Normalmente
al separar el ARN total en un gel de agarosa se deberian poder observar tres bandas

correspondientes al 28S, 18S y 5S. (36) Sin embargo, el gel de agarosa utilizado en este caso
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no era desnaturalizante y las estructuras secundarias del ARN pueden determinar que se
observen bandas de tamarios inesperados o que no se observe alguna banda en particular. La
banda de menor peso molecular corresponderia a la subunidad ribosomal 5S o podria

corresponder a ARN degradado.

En funcidn de estos resultados se pudo definir que al menos gran parte del ARN obtenido se

encontraba integro, por lo tanto, se decidio proseguir con la retrotranscripcion del ARN.

MPM 1

Figura 4. Anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% de extraccion de ARN de células HeLa inducido
con LPS durante 20 h. MPM: corresponde al marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo
#SMO0331. Carril 1: Extraccion de ARN.
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Figura 5. Comparacion del gen TNF-o de 3970 pb (A) contra el CDS de TNF-a de 840 pb (B).
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4.2  Amplificacion del CDS de TNF-a.

A partir del ARN extraido de las células HeLa inducidas con LPS se obtuvo el ADNCc a partir
del ARNm utilizando la retrotranscriptasa M-MLV vy oligos (dt).

Se disefiaron dos cebadores para amplificar la secuencia codificante y agregar en simultaneo
los sitios de restriccion para las enzimas Nhel y Xhol. Estos sitios de restriccion permitiran la

clonacion direccional del amplicon en el vector pcDNA3.1 (Tabla 1, Figura 6).

Tabla 1. Secuencia de los cebadores sentido (TNF_Nhel _Fw) y antisentido (TNF_Xhol_Rv) y sus respectivos

sitios de corte (subrayado).

Cebador Secuencia

TNE_Nhel Fw|5 - CACGGCGCTAGCCTCTCTCCCCTGGAAAGGAC

TNE_Xhol_Rv |5 - TAACTCGAGAGAGGTTGAGGGTGTCTGAAGGA

(0) Start (840) End

TNF_Nhel_Fw

T T I—
200 20! 50 TNF_Xhol_Rv

| I |
Exon 1 Exén 2 Exon 3 Exoén 4

840 pb

Figura 6. Sitios de union del cebador (TNF_Nhel_Fw) y el cebador (TNF_Xhol_Rv) en el CDS de TNF-a. La

flecha amarilla corresponde al marco abierto de lectura.

Para obtener el CDS de TNF-a se llevaron a cabo dos reacciones de PCR con un volumen final
de 50 pL con cebadores especificos para amplificar este CDS, el objetivo de realizar dos
reacciones con ese volumen final fue el de obtener grandes cantidades de amplicon para

contrarrestar la posible pérdida que se genera en el paso de purificacion.

Las reacciones de PCR fueron separadas mediante electroforesis y se observd una banda de
entre 800 y 900 pb (Figura 7, carriles 1 y 2). El tamafio del amplicon esperado tiene un peso
molecular de 830 pb, por lo que es probable que esta banda corresponda a la secuencia
codificante de TNF-a. Ademas de la banda de interés se amplificaron 3 bandas de menor peso
molecular y menor intensidad, debido a que estas bandas también estan presentes en el carril 3

(control negativo) es probable que se trate de una contaminacion. Para eliminar las
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amplificaciones inespecificas se realizaron ensayos modificando ciertas condiciones de la
reaccion, sobre todo la temperatura de la etapa de hibridacion, la cual se aument6 gradualmente
a la Tm de los cebadores utilizados (37). Estas modificaciones resultaron en una nula

amplificacion (Figura 8).

Como no se pudo remediar la amplificacion inespecifica a través de modificaciones en la
temperatura se decidid purificar la banda de interés a partir del gel. Una vez purificada la banda,
se cuantifico y digirié con las enzimas Nhel y Xhol para el clonado posterior del amplicon en

el plasmido pcDNA3.1. Se obtuvieron de este proceso 650 ng de ADN a una concentracion de

21,7 ng/ul.
MPM 1 2 3
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Figura 7. Anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR amplificados con los
cebadores TNF_Nhel Fwy TNF_Xhol_Rv. MPM: Marcador de peso molecular. Carril 1y 2: Amplificacion del
CDS de TNF-a a partir de ADNc. Carril 3: Control negativo de la reaccion de PCR.
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Figura 8. Andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR con modificaciones en la
temperatura de hibridacion. MPM: Marcadore de peso molecular. Carril 1: Amplificacion del CDS con los
cebadores TNF_Nhel_Fwy TNF_Xhol_Rv con etapa de hibridacién a 64°C. Carril 2: Amplificacion del CDS con
los cebadores TNF_Nhel _Fw y TNF_Xhol_Rv con etapa de hibridacion a 66°C. Carril 3: Control negativo de la

reaccion de PCR.

4.3 Obtencion del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1.

En el laboratorio no se contaba con el plasmido pcDNA3.1 vacio por lo que se trabajo con el
vector pcDNA3.1_hC5aR1, gentilmente provisto por Nanogrow. Este plasmido contenia la
secuencia del CDS de hC5aR1 bajo la direccion del promotor constitutivo CMV y el terminador
BGH-PolyA caracteristicos del vector pcDNA3.1. Por lo tanto, se procedié a remplazar la

secuencia codificante de hC5aR1 por la de TNF-a.

Se crecid un cultivo de bacterias DHS5a transformadas con el plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 y
se realiz6 una extraccion ADN plasmidico a partir del mismo utilizando un kit comercial para
maximizar eficiencia de la extraccion y la pureza del plasmido extraido ya que esto puede
afectar procedimientos subsecuentes. Se obtuvieron 10,5 pg de plasmido en una concentracion

de 350 ng/uL.
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El ADN plasmidico fue visualizado en un gel de agarosa (Figura 9). Se pudo confirmar con esta
electroforesis la integridad del ADN obtenido, y la ausencia de contaminacion de ADN
gendmico y/u otros acidos nucleicos. En cuanto al tamafio, el peso molecular esperado para el
plasmido pcDNA3.1 _hC5aR1 es de 6500 pb (Figura A1, Anexo). En la figura 9 se puede ver
que la distancia entre las bandas correspondientes a 6000 y 8000 pb es minima, debido a esto
es muy complejo poder determinar una diferencia de 500 pb cuando analizamos acidos
nucleicos con pesos moleculares cercanos a estos valores. Las bandas obtenidas en los carriles
1y 2 presentan un peso molecular de aproximadamente 6000 pb, este valor es muy cercano al
esperado. Por estas razones se concluyé que las bandas presentes en los carriles 1 y 2

correspondan al plasmido pcDNA3.1_hC5aR1.

MPM 1 2
8000 pb
6000 pb T oae U
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Figura 9. Anélisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% del pldsmido pcDNA3.1_hC5aR1. MPM:
Marcador de peso molecular. Carril 1y 2: plasmido pcDNA3.1_hC5aR1.

4.40btencion del pladsmido digerido.

Para poder realizar la clonacion del CDS de TNF-a en el plasmido se llevo a cabo la digestion
del plasmido pcDNA3.1 hC5aR1 con Nhel y Xhol. Para continuar con la ligacion es
importante que el plasmido digerido sea separado del fragmento liberado para evitar que dicho
fragmento vuelva a ligarse con el plasmido, para ello se corrio el producto de digestion en un

gel de agarosa y se purifico la banda correspondiente al plasmido digerido.
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Al separar el ADN digerido en un gel de agarosa se observé una banda de gran intensidad con
un peso molecular cercano a los 6000 pb y otra banda muy tenue con un peso molecular
aproximado de 1100 pb (Figura 10). La banda tenue corresponderia al fragmento liberado como
resultado de la digestion del plasmido con las enzimas Nhel y Xhol correspondiente a la
secuencia codificante del gen hC5aR1.

A partir de la purificacién se obtuvieron 430 ng de ADN a una concentracion de 14,4 ng/ul.

MPM
5000 b - e

3000 pb

1200 pb D B
1000 pb

500 pb

Figura 10. Analisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 digerido con
las enzimas Nhel y Xhol. MPM: Marcador de peso molecular. Carril 1: Banda de 6000 pb correspondiente al

plasmido digerido y banda de 1200 pb (indicada con una flecha) correspondiente al fragmento liberado (hC5aR1).
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4.50btencién del plasmido pcDNA3.1+TNF-a.

Con el plasmido y el CDS de TNF-a ya digeridos se procedid a realizar la ligacion y la
transformacion por electroporacion de células DH5a competentes. Ademas de la ligacion de
interés se realizo un control de ligacién en el cual se colocaron todos los reactivos excepto el
inserto, este control permite evaluar la religacion del vector. Las transformaciones realizadas
de ambas ligaciones fueron sembradas en placas de medio LAB con ampicilina e incubadas
durante 24 hs. Si bien se observaron colonias en ambas placas, el nimero de colonias crecidas
en la placa control fueron ampliamente inferior que en la placa de pcDNA3.1+TNF-a. Esto
indicaria que, si bien hubo religacion del vector, se podrian encontrar colonias con el inserto de
interés. En vista de este resultado se decidio seguir adelante analizando un namero alto de

colonias para maximizar las probabilidad de encontrar la construccion de buscada.

Para determinar cuales colonias llevaban la construccion de interés, se seleccionaron 24
colonias al azar de la placa y se les realiz6 una PCR a partir de colonias con el objetivo de
amplificar el CDS de TNF-o y de esta manera confirmar la presencia del plasmido con el
inserto. De las 24 colonias analizadas 3 presentaron una amplificacién del CDS capaz de ser
visualizado en el gel de agarosa (Figura 11). Este resultado era esperable teniendo en cuenta la
elevada cantidad de colonias observadas en la placa de control de religacion, probablemente las

colonias negativas correspondieran a transformaciones con el plasmido religado.

Las colonias 12, 13 y 22 fueron amplificadas en cultivos liquidos y criopreservadas. Ademas,

ser realizaron extracciones de ADN plasmidico para los siguientes usos.
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Figura 11. Andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR amplificados con los
cebadores TNF_Nhel_Fw y TNF_Xhol_Rv a partir de colonias transformadas con la ligacion pldsmido con
inserto. MPM: Marcador de peso molecular. CNEG: Corresponde a colonias que no presentaron amplificacion del
CDS de TNF-o. C12: Corresponde a la colonia 12, la misma presenté amplificacion del fragmento de
aproximadamente 800 pb (marcado con una flecha) correspondiente al CDS de TNF-a. C13: Corresponde a la
colonia 13, la misma presenté amplificacion del fragmento de aproximadamente 800 pb correspondiente al CDS
de TNF-a. C22: Corresponde a la colonia 22, la misma present6é amplificacién del fragmento de aproximadamente
800 pb correspondiente al CDS de TNF-a. NTC: Control negativo de la reaccion de PCR.

4.6 Curva de sensibilidad al antibiotico de seleccion G418 en células HEK-
293.

Previo a la transfeccion de las células HEK-293 se llevd a cabo una curva de muerte con el
antibiotico G418 en estas células. La intencion de este ensayo fue conocer la concentracion
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minima de antibidtico capaz de matar en su totalidad a las células HEK-293 en un periodo de
una semana. Para ello se sembrd una placa de 96 pozos con la misma cantidad de células y se
les agreg6 medio suplementado con concentraciones crecientes de G418, que van desde 0
hasta 1000 ug/mL. La muerte se determind realizando una tincion con cristal violeta a los 7

dias de incubacion.

La curva obtenida a partir del andlisis estadistico de los datos se corresponde con una
sigmoide simétrica, curva caracteristica de ensayos log(dosis) vs respuesta (Figura 12). Se
pudo observar que a concentraciones de 50 pg/mL del antibidtico la viabilidad fue cercana al
100% comenzando a descender a partir de una concentracion de 100 pg/mL. El valor de 1C50
es 306 pg/mL y se observo que a partir de la concentracion de 800 pg/mL la viabilidad fue 0.
El pardmetro R? obtenido fue de 0,97.

Para confirmar que la concentracidn obtenida en la curva de muerte para la linea HEK-293 era
coherente se realiz6 una busqueda bibliogréfica. En dicha busqueda, se encontraron reportes
de curvas de muerte para el antibidtico G418 realizadas en la linea celular HEK-293 con el
objetivo de transfectar en forma estable esta linea. En estos trabajos se establecieron como
concentraciones de seleccion 700 pg/mL (38) y 800 pug/mL(39). Dichas concentraciones de

antibidtico son muy similares a las obtenidas en la curva de muerte realizada en este trabajo.

A partir de los resultados obtenidos y el analisis comparativo de estos valores con los
obtenidos por otros autores se decidi6 trabajar con una concentracion de 800 ug/mL ya que es

la concentracion mas baja de G418 capaz de matar en su totalidad a las células HEK-293.
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Figura 12. Curva de muerte causada por el antibiotico G418 en células HEK-293.

4.7 Obtencion de la linea HEK-293 TNF+a estable.

Para obtener la linea celular HEK-293 recombinante se transfectaron células HEK-293 con el
plasmido pcDNA3.1+TNF-a (Figura A2, Anexo) obtenido a partir del clon 22 descrito en la
seccion 4.5. Se selecciond para este fin del clon nimero 22 obtenido en el paso anterior. El
cultivo de células se mantuvo en contacto con el reactivo transfectante durante 16 h.
Posteriormente se removié el medio con lipofectaminay se le agregé medio fresco para que las
células se recuperaran. Transcurridas 24 h se le adicion6 al medio de cultivo G418 a una

concentracion de 800 pg/mL.

Las células transfectadas fueron expuestas durante 3 semanas al antibidtico de seleccion a una
concentracion de 800 pg/mL con el objetivo de seleccionar las células que habian sido
transfectadas en forma estable. Esta seleccion se comprobd por ausencia de células muertas en
el cultivo y un aumento en el nimero de células que formaban la monocapa. Una vez

seleccionadas se procedio a realizar los ensayos correspondientes.

En simultaneo a la transfeccion de las células HEK-293 con el plasmido pcDNA3.1+TNF-a se
envid a secuenciar dicho plasmido para confirmar su secuencia y, por lo tanto, la presencia del

inserto y evaluar posible presencia de mutaciones.

4.8 Caracterizacion de plasmido pcDNA3.1+TNF-a.

Para secuenciar los plasmidos se selecciond el clon 22. Se disefiaron cebadores que tenian como
secuencia diana regiones del CDS de TNF-a (Figura A2, Tabla A2, Anexo). No fue posible

obtener una secuencia legible con ninguno de los cebadores utilizados.

Una de las opciones por las que la secuenciacion no se pudo llevar a cabo puede estar
relacionado a que los cebadores a partir de los cuales se inicia la secuenciacion no esten
hibridando correctamente en el plasmido, se pensé que esto podria estar relacionado con
diferencias entre las secuencias de TNF-o de las células HeLa y las disponibles en las bases de

datos.
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Para obtener algo més de informacion de la secuencia presente en la construccion se realizaron
ensayos de restriccion con diversas enzimas y se comparé el patron de bandas obtenido en un
gel de agarosa por dicho ensayo con el patron tedrico esperado para la construccion. Se
selecciond la enzima Smol por su capacidad de cortar el plasmido en 7 regiones diferentes, uno
de estos cortes esta presente dentro del CDS de TNF-a. En paralelo se realizé una restriccion
con las enzimas Ndel y Xhol para escindir un fragmento que contenga el CDS de TNF-a y

comparar el peso molecular del fragmento obtenido con el fragmento tedrico (Figura 13).

La figura 13A representa el resultado obtenido en los ensayos de restriccion para las colonias
12, 13y 22, la figura 13B representa el resultado esperado en caso de que el CDS de TNF-a se
haya insertado correctamente en el plasmido luego de la ligacion. En lo que respecta al ensayo
de restriccién con Smol, que corresponde a los carriles C12S, C13S y C22S (Figura 13A), se
puede ver que el resultado obtenido difiere en algunas bandas respecto al esperado. La banda
de 500 pb no aparece dentro del patron de bandas del ensayo, uno de los extremos de esta banda
estaba determinado por el sitio de corte de Smol dentro del CDS de TNF-a. Ademas, en la
figura 13A se puede ver una banda de 2400 pb (peso molecular superior al esperado) que podria
corresponder a la banda de 1500 pb aproximadamente sumada a la de 500 pb que no se generd
por ausencia del sitio de restriccion. Aungue esto fuese asi hay 400 pb adicionales de los cuales

no se conoce el origen.

Respecto al ensayo de restriccion con las enzimas Ndel y Xhol, podemos ver que el fragmento
liberado presenta un peso molecular aproximado de 1500 pb, unos 300 pb més grande de lo
esperado. Esta diferencia de tamafio se corresponde con lo observado en el ensayo con Smol,
con lo cual los 400 pb adicionales de los cuales no se conoce el origen se encuentran entre el

sitio de restriccion de la enzima Ndel y Xhol.
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Figura 13. Ensayo de restriccion realizado sobre el plasmido extraido de las colonias 12, 13 y 22 que resultaron
positivas en el ensayo de colony PCR. (A) Resultado obtenido de los ensayos de restriccion. MPM: Marcador de
peso molecular. C12S: plasmido extraido de la colonia 12 digerido con enzima Smol. C13S: plasmido extraido de
la colonia 13 digerido con enzima Smol. C22S: plasmido extraido de la colonia 22 digerido con la enzima Smol.
C12NX: plasmido extraido de la colonia 12 digerido con las enzimas Ndel y Xhol. C13NX: plasmido extraido de
la colonia 13 digerido con las enzimas Ndel y Xhol. C22NX: plasmido extraido de la colonia 22 digerido con las
enzimas Ndel y Xhol. (B) Resultados esperados en caso de que el plasmido extraido corresponda al plasmido
pcDNA3.1+TNF-a. MPM: marcador de peso molecular. DS: digestion teérica del plasmido pcDNA3.1+TNF-a

con enzima Smol. DNX: digestion tedrica del plasmido pcDNA3.1+TNF-a con las enzimas Ndel y Xhol.
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Teniendo esto en cuenta se comenzaron a analizar los resultados obtenidos previo a la
transfeccion para identificar posibles errores que no se hayan detectado en su respectivo
analisis. Se comenzd analizando el procedimiento de purificacion del plasmido
pcDNA3.1_hC5ARL1 digerido. En la figura 10 se puede observar que la banda de mayor peso
molecular, en un principio correspondiente Gnicamente al plasmido digerido, esta compuesta
por dos bandas muy cercanas. Estas bandas presentan diferente peso molecular y entre ellas se
interpone un delgado espacio de intensidad tenue. La banda inferior corresponderia al plasmido
digerido con ambas enzimas de restriccion y, por lo tanto, se encuentra linealizado presentando
extremos cohesivos en ambos extremos y no contiene el fragmento que se queria eliminar. La
banda de mayor peso molecular posiblemente corresponda a una digestion parcial del plasmido,
con lo cual ain mantiene el fragmento de 1100 pb correspondiente al CDS de hC5aR1 en su
estructura. Esto puedo haber generado que a la hora de la purificacion se incluyera la banda
correspondiente al plasmido parcialmente digerido y, por lo tanto, que el extremo cohesivo
unico se religue y de esta manera el CDS de TNF-a no se encuentre presente en gran parte de

los plasmidos utilizados para la transformacion de bacterias DH5a competentes.

En lo que respecta a la ligacion, lo mencionado anteriormente podria explicar la presencia de
colonias en la placa control. Aungue el nimero de colonias presentes en la placa control era
considerablemente menor en comparacién con la otra placa, este nimero era bastante elevado.
Esto se debio a que gran parte del plasmido utilizado se encontraba parcialmente digerido y en
el paso de ligacion se religd, generando que aun en ausencia de inserto haya muchos plasmidos

circularizados capaces de ser incorporados por las células DH5a.

El resultado positivo para los PCRs de las colonias 12, 13 y 22 no resulta tan facil de explicar.
Dado que no se ve amplificacion en el control sin templado se descarta la contaminacion durante
la PCR. Una posible explicacion radica en la toma de la muestra para el PCR, las colonias que
se usaron como molde provenian de la placa de la transformacion original, al plaquear la
transformacion, también se plaquea el ADN no transformado correspondiente inserto. Al tocar
la colonia con un ansa para luego hacer la PCR, se pudo haber tocado parte de la placa y
levantado una pequefia cantidad del ADN correspondiente a TNF-a que se mantuvo en la

superficie de esta.
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En vista de lo observado la mejor explicacion es que los plasmidos analizados en el ensayo de
restriccion corresponden al plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 (plasmido del cual se partio). Esto
cobr6 aun mas sentido al comparar los resultados obtenidos por los ensayos de restriccion
presentes en la figura 13 con los resultados esperados de digerir el plasmido
pcDNAS3.1_hC5aR1 con las mismas enzimas de restriccion (Figura 14).

MPM | 2
5000 pb — —_—
3000 pb —
2000 pb ——
1500 pb —
1000 pb -
500 pb

Figura 14. Resultado teorico esperado de la digestion del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 con las enzimas Smol,
Ndel y Xhol. MPM: marcador de peso molecular. Carril 1: digestion teérica del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 con

la enzima Smol. Carril 2: digestion tedrica del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 con las enzimas Ndel y Xhol.

Para poder confirmar la presencia del CDS de hC5aR1 en el plasmido utilizado se disefi6 un
ensayo de restriccion con la enzima ECORV que se caracteriza por cortar dos veces al plasmido,
una de ellas dentro del CDS de hC5aR1 (Figura 15). El patron de bandas esperado para dicha
restriccion se presenta en la figura 15B. De la comparacion de las imagenes A 'y B de la figura
15 se destaca una gran similitud entre el patron de bandas obtenido (A) y el patrén de bandas
esperado (B). Teniendo en cuenta la informacion previamente analizada y estos nuevos
resultados se puede confirmar que el inserto presente en el plasmido utilizado en la
transformacion de las células HEK-293 es el CDS de hC5aR1.
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Figura 15. Ensayo de restriccion realizado sobre el plasmido extraido de la colonia 22 (utilizado para transfectd
HEK-293) con la enzima EcoRV. (A) Resultado obtenido de la digestion del plasmido con la enzima EcoRV.
MPM: marcador de peso molecular. C22E: patron de bandas obtenido de digerir el plasmido de la colonia 22 con
la enzima EcoRV. (B) Resultado esperado en caso de que el plasmido digerido corresponda al plasmido
pcDNA3.1_hC5aR1. MPM: marcador de peso molecular. DE: patron de bandas obtenido de digerir el plasmido
pcDNA3.1_hC5aR1 con la enzima EcoRV.

4.9 Caracterizacion de crecimiento de células HEK-293 hCb5aR1.

A pesar de que la linea celular obtenida no se corresponde con lo que se buscaba en un principio
se continud trabajando con ella. EI CDS con el cual se transfecto la linea HEK-293 codifica la
proteina hC5aR1, la cual se expresa en la membrana de estas las células. Estas células pueden
ser utilizadas por la empresa Nanogrow, incubada en el Centro Tecnoldgico de la Universidad,
para la seleccién de nanoanticuerpos que reconocen la estructura tridimensional de la proteina
hC5aR1, proceso conocido como biopanning al que es sometida la biblioteca de fagos en la

técnica Phage Display para la seleccion de los fagos que expresan la proteina de interés en su
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superficie. Ademas, esta linea celular también puede ser utilizada para lleva a cabo pruebas de
actividad bioldgica de anticuerpos que reconocen en forma especifica la proteina hC5aR1.

Para realizar la caracterizacion de esta linea celular se realizo un cultivo de células HEK-
293 _hCbaR1 policlonal en dos placas de 24 pozos con la misma cantidad de células por pozo,
las placas se sembraron con una diferencia de dos dias para obtener el recuento de 16 dias
corridos. Diariamente durante 16 dias se realizé el recuento celular por duplicado, registrando
los valores de células totales en el pozo y la viabilidad celular en funcién del tiempo (Figura
16).

El cultivo presentd una fase lag o de adaptacion del cultivo celular de aproximadamente 1 dia
en el que el nimero de células totales se mantuvo practicamente constante, a partir del dia 2
comenzo la fase de crecimiento exponencial. Se ha reportado en bibliografia que el tiempo de
duplicacion de la linea HEK-293 es de 33 horas (40), en el caso de la linea recombinante HEK-
293 hC5aR1 policlonal el tiempo de duplicacion obtenido desde que comienza la fase de
crecimiento exponencial hasta que se alcanza la fase estacionaria es de 18.9 horas. Esto implica
que la linea celular recombinante presenta una tasa de crecimiento mayor respecto a la linea
WT. La fase de crecimiento exponencial se extendio hasta el dia 5, en el cual se inici6 la fase
estacionaria. En esta fase se alcanzo el nimero maximo de células 1.1x10%cel/mL, debido a
que la viabilidad celular se mantiene sin variaciones es probable que la cantidad de células se
mantenga constante debido a la falta de superficie en el pozo, la densidad celular alcanz6 su
valor maximo limitando de esta manera el crecimiento, fendmeno que se conoce como
inhibicidn por contacto (41). La fase estacionaria finalizo el dia 10, dando comienzo de la fase
de muerte celular, esta fase se caracteriza por presentar una tasa de muerte mucho mayor a la
tasa de division celular. La fase de muerte fue la mas extensa, presenté una duracion aproximada

de 6 dias hasta que alcanz6 una viabilidad celular cercana al 0%.
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Curva de crecimiento de HEK-293 C5aR1
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Figura 16. Curva de crecimiento de la linea celular HEK-293 hC5aR1.

4.10 Citometria de flujo

Con este ensayo se buscd determinar si es posible detectar células HEK-293 transfectadas con
el plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 (linea policlonal) con el anticuerpo Anti-mC5aR1 PE, que
reconoce la proteina homologa de raton. Para ello se incubaron células HEK-293 WT y células
transfectadas en presencia de dicho antibi6tico y se analizaron las muestras con el citdmetro de
flujo BD Accuri™ C6 Flow Cytometer (Figura 17).

Los resultados obtenidos de la citometria de flujo para la linea WT (Figura 17A y Figura 17B)
no presentan diferencias significativas respecto a los resultados obtenidos por la linea policlonal
transfectadas con el plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 (Figura 17C y Figura 17D). Este resultado
puede significar que la linea celular policlonal no se encuentra produciendo la proteina hC5aR1
o, por el contrario, que la linea celular si produzca la proteina de interés y que el anticuerpo
utilizado no sea capaz de reconocer dicha proteina por ser de origen humano. Teniendo en
cuenta los resultados en el ensayo de expresion (Figura 18) es probable que el resultado de la

citometria de flujo se deba a que el anticuerpo no es capaz de unirse a la proteina de humano y,
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por lo tanto, no se detecte sefial en el canal FL2-A. A partir de la secuencia proteica de hC5aR1
y mC5aR1 (Tabla A3, Anexo) se realiz6 un alineamiento a través de la herramienta Blastp de
National Center for Biotechnology Information (Figura A3, Anexo), estas proteinas tienen entre
ellas un 68% de identidad. La diferencia que presentan en su secuencia a nivel aminoacidico es
considerable y, posiblemente, sea la razon por la cual el anticuerpo Anti-mC5aR1 PE no
reconoce la proteina hC5aR1. Cabe destacar que ensayos preliminares realizados por otros
investigadores con células HEK-293 transfectadas en forma transitoria con el mismo plasmido

no presentd deteccidn de la proteina hC5aR1 con el anticuerpo Anti-mC5aR1 PE.
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Figura 17. Analisis realizado mediante citometria de flujo de células transfectadas en forma estable. (A y B)
Células HEK-293 sin transfectar marcadas con anticuerpo conjugado a PE analizadas en el canal FL2. (C y D)

Células HEK-293 transfectadas en forma estable con el plasmido pcDNA3.1_hC5aR1 analizadas en el canal FL2.
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4.11 Ensayo de expresion del CDS de hC5aR1.

Para obtener clones de la linea HEK-293_hC5aR1 se utilizd la técnica de dilucién limite, basada
en sembrar células a una concentracion tal que permita colocar una sola célula por pozo en una
placa de 96. Se realiz0 este ensayo con tres placas (un total de 180 pozos) y se obtuvieron 10

clones. Los mismos fueron amplificados y criopreservados.

Se realiz6 un ensayo para detectar la expresion de hC5aR1 en las lineas obtenidas. Para eso se
eligieron 4 clones, fueron crecidos en simultaneo con la linea policlonal y con la linea HEK-
293, se les extrajo de ARN total y posteriormente una retrotranscripcion del ARNm utilizando
oligos (dt) como cebadores. Utilizando el ADNCc, se llevé a cabo un ensayo de expresion del
CDS de hC5aR1 mediante una PCR tiempo final utilizando los cebadores hC5AR1_Fxmal y
hC5AR1_Rxmal (Tabla Al, Anexo). La expresion del CDS de interés se evalu6 comparando
la intensidad de la banda del amplicon en un gel de agarosa (Figura 18). La intensidad obtenida
puede llegar a compararse, puesto que se partié de la misma concentracion de ARN total, si
bien esta técnica no es tan confiable como un PCR en tiempo real, al realizar PCR con ciclos

cortos, se puede llegar a tener una estimacién de la expresion en la muestra original.

Durante el proceso de extraccion de ARN es posible que se haya intercambiado el tubo
correspondiente al clon 10 con el tubo control (células HEK-293). Los ensayos para determinar
la expresion de hC5aR1 se continuaron llevando a cabo segun lo planeado, pero teniendo en

cuenta el posible error frente a resultados no esperados.

Como se muestra en la figura 18, las Unicas muestras que presentaron amplificacion del CDS
de interés a partir del ADNc fueron la linea policlonal, el control positivo (plasmido
pcDNA3.1_hC5aR1 utilizado para transfectar) y la linea HEK-293 sin transfectar. Al comparar
la intensidad de las bandas obtenidas en el ciclo 35 de la reaccién de amplificacion se puede
ver que la muestra correspondiente a la linea HEK-293 present6 una mayor intensidad de banda
respecto a la linea policlonal, esto indicaria la linea HEK-293 sin transfectar presenta una mayor
expresion del CDS de hC5aR1 que la linea policlonal. Definitivamente no era esperable
visualizar amplificacion en las células HEK-293 sin transfectar, menos aun que la expresion de
dicha linea celular supere la expresion de la linea HEK-293 hC5aR1 policlonal. Ademas, el

analisis realizado sobre las lineas celulares monoclonales no presentd amplificacion del CDS
58



de hC5aR1, teniendo en cuenta que las células HEK-293 sin transfectar presentaron
amplificacion seria esperable que al menos un clon presentase expresion de este CDS, ya que
es improbable que la insercion del plasmido en el genoma modifique en todos los casos la
expresion normal del gen hC5aR1 en las células HEK-293. A raiz de la nula amplificacion del
CDS de hC5aR1 en la totalidad de los clones, la amplificacion en la linea HEK-293 sin
transfectar y sabiendo que en el proceso de extraccion de ARN es probable que el clon 10 se
haya intercambiado con la linea HEK-293 es sensato pensar que efectivamente se

intercambiaron las muestras en dicho proceso.

Para confirmar si las muestras fueron intercambiadas se deberia repetir este ensayo o amplificar
el gen de resistencia a la neomicina utilizando como molde el ADNc del clon 10 y la linea
celular HEK-293 sin transfectar. En caso de que la muestra rotulada como HEK-293 amplifique
el gen de resistencia a la neomicina y el clon 10 no presente amplificacion se confirmaria el

intercambio de muestras.
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Figura 18. Analisis mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos de PCR del ensayo de expresion.
MPM: Marcador de peso molecular. HEK: Resultados de amplificacion obtenidos para la linea HEK-293 WT en
los ciclos 15 y 35 respectivamente. Poli: Resultados de amplificacion obtenidos para la linea HEK-293_hC5aR1
policlonal en los ciclos 15, 25 y 35 respectivamente. Clon7: Resultados de amplificacion obtenidos para el clon 7
en los ciclos 15 y 35 respectivamente. Clon8: Resultados de amplificacidn obtenidos para el clon 8 en los ciclos
15, 25 y 35 respectivamente. Clon9: Resultados de amplificacién obtenidos para el clon 9 en los ciclos 15 y 35
respectivamente. Clon10: Resultados de amplificacién obtenidos para el clon 10 en los ciclos 15, 25 y 35
respectivamente. NTC: Control negativo de la reaccion de PCR. C+: Control positivo realizado con el plasmido
pcDNA3.1_hC5aR1.
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5 Conclusiones y perspectivas a futuro

5.1 Conclusiones

Se logr6 transformar en forma estable la linea celular HEK-293 con el plasmido
pcDNAS3.1_hC5aR1. Si bien no se logré obtener la linea celular que se estaba buscando (capaz
de producir TNF-a) es importante destacar que la linea obtenida corresponde a la primera linea
celular estable de mamifero generada en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
ORT Uruguay. Esto implica que en este trabajo se puso a punto el procedimiento a realizar para
obtener lineas celulares estables de mamifero. La linea celular HEK-293 hC5aR1 fue
caracterizada mediante una curva de crecimiento que abarc6 16 dias y se comprob6 que la tasa
de crecimiento no se vio afectado respecto a lo reportado en la bibliografia, incluso tiene un
tiempo de division menor al reportado por otros autores. A partir de la linea policlonal se
lograron establecer diez lineas monoclonales, procedimiento que fue puesto a punto en este
trabajo. Mediante el estudio de la expresion del CDS de hC5aR1 basado en PCR a partir del
ADNCc se pudo determinar que la linea policlonal presenta expresién del CDS de interés, la linea
monoclonal correspondiente al clon 10 se debera seguir estudiando para comprobar si es capaz

de expresar el CDS analizado.

Por ultimo, se determind que el anticuerpo Anti-mC5aR1 PE no es capaz de marcar las células
gue expresan la proteina hC5aR1 y, por lo tanto, la citometria de flujo con este anticuerpo no

es una opcion viable para el analisis de la expresion de dicha proteina.

5.2 Perspectivas a futuro

Para confirmar que la expresidon de hC5aR1 en el clon 10 de la linea recombinante se deberan
repetir los ensayos de extraccion de ARN y cuantificacion. Queda pendiente ademas analizar

la expresion en 6 clones.

Seria deseable el disefio de un ensayo de PCR en tiempo real para cuantificar la expresion de

este gen en los clones de interés.
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Debido a que no fue posible detectar la proteina hC5aR1 utilizando el anticuerpo Anti-mC5aR1
PE se debera desarrollar y poner a punto un procedimiento para la deteccion de esta proteina
en la membrana de las lineas celulares que presentaron expresion del CDS de hC5aR1. Por
ejemplo, se podria analizar la expresion a nivel de proteina mediante Western blot, ELISA o

inmunocitofluorescencia con anticuerpos especificos.

Por otro lado, se cuenta con el CDS de TNF-a humano y el plasmido pcDNA3.1 digerido. Con
estos componentes se podria continuar con la construccion del cassette de expresion para
transfectar en un futuro de forma estable la linea celular HEK-293 siguiendo el procedimiento

desarrollado y puesto a punto en este trabajo.
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7. Anexo

pla promoter

_Nhel (sg5)

hC5aR1_pcDNA3.1(-) (3)
5495 bp

" XholI (1986)

Figura Al. Mapa del plasmido pcDNA3.1_hC5aR1.

Tabla Al. Secuencia de los cebadores sentido (hC5AR1_FXmal) y antisentido (hC5AR1_RXmal) y sus
respectivos sitios de corte para la enzima Xmal (subrayado).

Cebador

Secuencia

hC5AR1_FXmal |5 - AATAATCCCGGGGACAGCTTCAACTACACC

hC5AR1_RXmal | 5" - AATAATCCCGGGATCCTCACACGGCCTG
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\ Primer para secuenciar inserto Fw (906 .. 926)
\ / Primer para secuenciar plasmido Rv (906 .. 925)

PCDNA3.1 + TNFa
6152 bp

Figura A2. Plasmido pcDNA3.1+TNF-a Y sitio de hibridacion de los cebadores utilizados para la secuenciacion.

Tabla A2. Secuencia de los cebadores utilizados para la secuenciacion del plasmido pcDNA3.1+TNF-o.

Cebador Secuencia

Cebador para secuenciar inserto Fw | 5'- TCCCCTGGAAAGGACACCATG

Cebador para secuenciar inserto Rv. | 5'- GTTGGATGTTCGTCCTCCTCACAG

Cebador para secuenciar plasmido Fw | 5' - TGTGAGGAGGACGAACATCCAAC

Cebador para secuenciar plasmido Rv |5' - CATGGTGTCCTTTCCAGGGGA
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Tabla A3. Secuencia proteica de las proteinas hC5aR1 y mC5aR1.

Proteina

Secuencia

hC5aR1

MDSFNYTTPDYGHYDDKDTLDLNTPVDKTSNTLRVPDILALVIFAVVFLVGVLGNA
LVVWVTAFEAKRTINAIWFLNLAVADFLSCLALPILFTSIVQHHHWPFGGAACSILPS
LILLNMYASILLLATISADRFLLVFKPIWCQNFRGAGLAWIACAVAWGLALLLTIPSE
LYRVVREEYFPPKVLCGVDYSHDKRRERAVAIVRLVLGFLWPLLTLTICYTFILLRTW
SRRATRSTKTLKVVVAVVASFFIFWLPYQVTGIMMSFLEPSSPTFLLLKKLDSLCVSF
AYINCCINPIIYVVAGQGFQGRLRKSLPSLLRNVLTEESVVRESKSFTRSTVDTMAQ
KTQAV*

mC5aR1

MDPIDNSSFEINYDHYGTMDPNIPADGIHLPKRQPGDVAALIIYSVVFLVGVPGNAL

VVWVTAFEARRAVNAIWFLNLAVADLLSCLALPVLFTTVLNHNYWYFDATACIVLP
SLILLNMYASILLLATISADRFLLVFKPIWCQKVRGTGLAWMACGVAWVLALLLTIP

SFVYREAYKDFYSEHTVCGINYGGGSFPKEKAVAILRLMVGFVLPLLTLNICYTFLLL
RTWSRKATRSTK TLKVVMAVVICFFIFWLPYQVTGVMIAWLPPSSPTLKRVEKLNS

LCVSLAYINCCVNPIYVMAGQGFHGRLLRSLPSIIRNALSEDSVGRDSKTFTPSTTDT
STRKSQAV*

Score

Expect Method Identities Positives Gaps

471 bits(1213) 2e-172 Compositional matrix adjust. 231/341(68%) 282/341(82%) 2/341(0%)

Query 13
Sbjct 12
Query 72
Sbjct 72
Query 132
Sbjct 132
Query 192
Sbjct 192
Query 251
Sbjct 252
Query 311
Sbjct 312

HYDDKDTLDLNTPVDKTSNTLRVP-DILALVIFAVVFLVGVLGNALVVWVTAFEAKRTIN 71
+¥D T+D N P D R P D+ AL+I++VWFLVGY GNALVVWVTAFEA+R +N
NYDHYGTMDPNIPADGIHLPKRQPGDVAALIIYSVVFLVGYPGNALVVWVTAFEARRAVH 71

AIWFLNLAVADFLSCLALPILFTSIVQHHHWPFGGAACSILPSLILLNMYASILLLATIS 131
AIWFLNLAVAD LSCLALP+LFT+++ H++W F  AC +LPSLILLHNMYASILLLATIS
AIWFLNLAVADLLSCLALPYLFTTVLNHNYWYFDATACIVLPSLILLNMYASILLLATIS 131

ADRFLLVFKPIWCQNFRGAGLAWIACAVAWGLALLLTIPSFLYRVVREEYFPPKVLCGVD 191
ADRFLLVFKPIMCQ RG GLAW+AC VAW LALLLTIPSF+YR  ++++ +CG++
ADRFLLVFKPIWCQKVRGTGLAWMACGVAWYVLALLLTIPSFVYREAYKDFYSEHTVCGIN 191

YSHDK -RRERAVAIVRLVLGFLWPLLTLTICYTFILLRTWSRRATRSTKTLKVVWVAVVAS 258
N +E+AVAT+RL++GF+ PLLTL ICYTF+LLRTWSR+ATRSTKTLKVV+AVY
YGEGGESFPKEKAVAILRLMVGFYLPLLTLNICYTFLLLRTWSREATRS TKTLEKVVMAVVIC 251

FFIFWLPYQVTGIMMSFLEPSSPTFLLLKKLDSLCVSFAYINCCINPITYVVAGQGFQGR 318
FFIFWLPYQVTG+M+++L PSSPT ++KL+5LCVS AYINCC+NPIIYV+AGQGF GR
FFIFWLPYQVTGVMIAWLPPSSPTLKRVEKLNSLCVSLAYINCCVNPITIYVMAGQGFHGR 311

LEKSLPSLLRNVLTEESVVRESKSFTRSTVDTMAQKTQAV* 351
L +5LPS++RN L+E+5V R+5K+FT ST DT +K+QA4AV*
LLRSLPSIIRMALSEDSVGRDSKTFTPSTTDTSTRESQAV* 352

Figura A3. Resultado del anélisis Blastp entre la proteina hC5aR1 (query) y mC5aR1 (sbjct).
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