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Resumen

La produccion de anticuerpos recombinantes es una de las areas mas importantes en la
industria biofarmacéutica siendo el promotor de la transcripcion de citomegalovirus (promotor
CMV) el mas utilizado para expresarlos en lineas celulares de mamiferos y su uso radica en que
es un promotor fuerte. Sin embargo, este promotor es susceptible de ser silenciado, lo que limita
la productividad de proteinas recombinantes. Algunas islas CpG pueden evitar el silenciamiento
genético de los genes de expresion constitutiva (housekeeping), por esa razon se han utilizado para
disminuir el silenciamiento de los genes recombinantes en células de origen animal.

En este trabajo se analizo la utilidad de la isla CpG de la region promotora del gen de S
actina (ACTB) de Cricetulus griseous para reduccion del silenciamiento del promotor CMV y
generar un nuevo promotor mas resistente al silenciamiento. Para ello, utilizamos la regién no
codificante de la isla CpG, a la que denominamos RegCG, observando mediante ensayos de
transcripcion transientes y estables que se comporta como un promotor en células CHO-K1, siendo
mas resistente al silenciamiento que el promotor CMV. También, se comprobod que la que
combinacion RegCG y CMV para formar promotores hibridos genera promotores mas resistentes
al silenciamiento que los promotores CMV y RegCG por separado, pudiendo mantener la
expresion de anticuerpos recombinantes en clones estables luego de 40 dias de cultivo sin presion
selectiva a un nivel promedio 4 veces mas alto que el promotor de CMV. Este promotor hibrido
demostrd ser compatible con el sistema de amplificacion genética por induccion con metotrexato
en cé€lulas de ovario de Hamster chino (CHO) deficientes en el gen dihidrofolato reductasa
(DHFR), que junto a una estrategia de enriquecimiento de poblaciones productoras basada en
FACS permitio obtener clones productores de anticuerpos con productividad especifica de 2,7
pg/célula/dia en condiciones de cultivo no optimizadas.

Adicionalmente, al promotor hibrido se asocié con elementos de respuesta a hormonas
esteroidales para probar la capacidad de generar un promotor inducible a partir del promotor CMV.
La adiciéon de un tandem de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) entre RegCG y
CMV resulto en la generacion de un promotor que fue capaz de responder a la induccion en

presencia de su ligando (dexametasona) en algunos clones de células CHO-K1 que contienen este
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promotor, asumiendo que las condiciones de induccidon pueden ser variables para cada clon y las
que deben ser estudiadas caso a caso.

En sintesis, en el contexto de esta tesis se construyd un promotor hibrido entre RegCG, un
tandem de GREs y CMV que permiti6 obtener clones productores de anticuerpos recombinantes
con menor silenciamiento transcripcional que el promotor CMV y obtener clones de alta
produccion de anticuerpo demostrando que este promotor podria ser una buena alternativa para la
generacion de clones para aplicaciones industriales.

Este trabajo conto con el financiamiento de los proyectos Anillo ACT-210068 y Fondecyt
regular 122103 1de la Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo (ANID), Chile.
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Abstract

The production of recombinant antibodies is one of the most important areas in the
biopharmaceutical industry, with the cytomegalovirus transcription promoter (CMV promoter)
being the most used to express them in mammalian cell lines and its use is that it is a strong
promoter. However, this promoter is susceptible to being silenced, which limits the productivity
of recombinant proteins. Some CpG islands can prevent genetic silencing of housekeeping genes,
which is why they have been used to decrease the silencing of recombinant genes in cells of animal
origin.

This work analyzed the usefulness of the CpG island of the promoter region of the actin f
gene (ACTB) of Cricetulus griseous to reduce the silencing of the CMV promoter and generate a
new promoter more resistant to silencing. To do this, we used the non-coding region of the Island
CpG, which we call RegCG, observing through transient and stable transcription assays that it
behaves as a promoter in CHO-K1 cells, being more resistant to silencing than the CMV promoter.
Also, it was found that the combination of RegCG and CMV to form hybrid promoters generates
promoters more resistant to silencing than CMV and RegCG promoters separately, being able to
maintain the expression of recombinant antibodies in stable clones after 40 days of culture without
pressure selective at an average level 4 times higher than that of the CMV promoter. This hybrid
promoter was shown to be compatible with the genetic amplification system by induction with
methotrexate in Chinese Hamster ovary cells (CHO) deficient in the dihydrofolate reductase
(DHFR) gene, which together with a strategy of enrichment of producing populations based on
FACS allowed to obtain antibody producing clones with specific productivity of 2 pg/cell/day
under non-optimized culture conditions.

Additionally, the hybrid promoter was associated with steroidal hormone response
elements to test the ability to generate an inducible promoter from the CMV promoter. The
addition of a tandem of glucocorticoid response elements (GRE) between RegCG and CMV
resulted in the generation of a promoter that was able to respond to induction in the presence of
its ligand (dexamethasone) in some CHO-K1 cell clones containing this promoter, assuming that
the induction conditions may be variable for each clone and those that must be studied on a case-
by-case basis.

In summary, in the context of this thesis, a hybrid promoter was built between RegCG, a

tandem of GREs and CMYV that allowed to obtain recombinant antibody producing clones with
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less transcriptional silencing than the CMV promoter and to obtain clones of high antibody
production demonstrating that this promoter could be a good alternative for the generation of
clones for industrial applications.

This work was financed by the projects Anillo ACT-210068 and Fondecyt regular 1221031
of the National Research and Development Agency (ANID), Chile.
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Introduccion

Los biofarmacos han emergido como la nueva generacion de moléculas terapéuticas en
la industria farmacéutica y se refieren a “productos medicinales, terapéuticos, profilacticos, o
de diagndstico in vivo, cuyo principio activo es de naturaleza biologica y son producido por
biotecnologia”. Dentro de estos productos destacan las proteinas, cuyo desarrollo a escala
industrial ha sido posible gracias al desarrollo de técnicas de ADN recombinante que han
permitido la produccién de proteinas recombinantes en sistemas de expresion heterdlogos. De
esta manera, el primer biofAirmacos de naturaleza proteica fue la insulina humana recombinante,
la que fue producida por su expresion en Escherichia coli y comercializada a partir en 1982
por Lily, marcando un hito en el desarrollo de estos farmacos (Rader, 2008).

A partir de entonces el desarrollo de proteinas recombinantes terapéuticas ha
evolucionado a la produccion de proteinas mas complejas destacando entre ellas los
anticuerpos terapéuticos (AcT) los que se han convertido en unos de los farmacos de mayor

venta en la industria (Figura 1).

Reconocimiento
Antigénico

FcyR

Activacion de

Clq
funciones de efectoras
inmunoloégicas “

Figura 1. Estructura de un anticuerpo. Representacion de la estructura de un anticuerpo
Ig Gamma 1 donde mediante circunferencias azules se sefialan; una de las regiones
variables, que esta asociada al reconocimiento de antigenos, y la region constante,
asociada a la activacion de funciones efectoras. Ademas, se muestran representaciones
del receptor de Fc de inmunoglobulinas gamma (FcyR), la subunidad del complemento
Clq, y del receptor neonatal (FcRn), los cuales interaccionan con la region constante y su
afinidad es afectada por el patrén y calidad de la glicosilacion de los anticuerpos. La
glicolizacion es resaltada por una circunferencia roja. (Figura adaptada de Chiu y col.
2019).



El éxito de los AcT se debe a la naturaleza propia de los anticuerpos que son moléculas
que reconocen antigenos especificos (Tiller y Tessier, 2015) y ademas, son capaces de modular
el sistema inmunolégico (de Taeye y cols., 2019). Ambas actividades son independientes desde
el punto de vista estructural, donde las regiones variables son las encargadas del
reconocimiento especifico del antigeno y la region constante es la responsable de la
modulacion del sistema inmunoldgico. La capacidad de generar anticuerpos casi contra
cualquier antigeno ha permitido usar los AcT en terapias contra diversas enfermedades,
destacando varios tipos de cancer y enfermedades autoinmunes, entre otras patologias
(Aravena y cols., 2011). Asi, la mayoria de los biofarmacos de mayor ingreso por ventas son
AcT (Urquhart, 2018). Entre 2013 y 2017, se introdujeron 31 nuevos AcTs y 10 biosimilares,
con un mercado global de 68 anticuerpos de uso clinico a fines de 2017 (Auclair, 2019). El
mercado global de AcTs también ha experimentado una gran expansion, de $ 3 mil millones
en 2000 a $ 150 mil millones en 2019, equivalente a un aumento de 50 veces en 19 afios y
projectando que llegard a 300 mil millones al afio 2025. La demanda para la aprobacion de
anticuerpos para usos clinicos ante organizaciones reguladoras internacionales, como la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos) y EMA (Agencia Europea de Medicamentos)
ha aumentado sostenidamente en los Ultimos afos, proyectando que esta continuara creciendo

(Beck y Reichert, 2013; Walsh, 2014; Lin y cols., 2020).

Los primeros intentos de utilizar anticuerpos con fines terapéuticos surgieron del
desarrollo de la técnica descrita por Kohler y Milstein en 1975 (Kohler y Milstein, 1975) para
desarrollar anticuerpos monoclonales (mAbs) de origen murinos a partir de hibridomas. Esta
técnica permitid seleccionar anticuerpos especificos y producirlos en ascitis de ratoén o cultivo
de células de hibridomas obteniendo anticuerpos de buena calidad y con niveles de produccion
suficientes para su produccion industrial. Sin embargo su éxito clinico fue limitado, ya que el
50% de los pacientes tratados con estos mAbs generaron una respuesta inmune del huésped
frente a los anticuerpos de raton, conocida como respuesta HAMA (Human Anti-Mouse
Antibodies) (Van Kroonenburgh y Pauwels, 1988), que disminuye la vida media de los
anticuerpos y la eficiencia de sus funciones efectoras o inducir un shock (Carter, 2001; Presta,
2002).

El desarrollo de la biologia molecular en los afios 80 permitio desarrollar anticuerpos
recombinantes (AcRs), la que dio paso a la técnica de quimerizacion de anticuerpos. Esta
técnica fue desarrollada por Morrison y col. (Morrison y cols., 1984) y Boulliane y col.

(Boulianne y cols., 1984), mediante el aislamiento de las regiones variables de los genes de un
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mADb de origen murino y su fusion con las regiones constantes de inmunoglobulinas humanas,
dando paso a la generacion anticuerpos quiméricos (AcQ). Los AcQ fueron expresados en
lineas de origen animal y disminuyeron la respuesta inmune contra las inmunoglobulinas,
permitiendo generar los primeros AcRs exitosos para el uso clinico, tales como infliximab
(anti-TNF) y Rituximab (anti-CD20). A continuacidn, ha sucedido un constante mejoramiento
en el disefio de los anticuerpos que llevo a la generacion de anticuerpos humanizados, que solo
conservan las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) del anticuerpo murino,
siendo todo el resto de la molécula de origen humano (Matteson y cols., 1995). Posteriormente,
se desarrollaron los anticuerpos completamente humanos, obtenidas mediante librerias de
genes de inmunoglobulinas expresadas en la superficie de fagos filamentosos, o bien a partir
de ratones humanizados en los cuales los genes de inmunoglobulinas del ratén fueron
reemplazados por genes de inmunoglobulina humanas y mas recientemente mediante la técnica
de aislamiento y secuenciacion ADN de células tnicas desde linfocitos B (Doevendans y
Schellekens, 2019; Green y cols., 1994; Vaughan y cols., 1998; Pedrioli, A., y Oxenius, 2021).

Los anticuerpos son moléculas estructuralmente complejas lo que dificulta su
produccion en células procariontes y obliga a su produccion en células eucariontes para
mantener su funcionalidad. Por un lado, los anticuerpos son proteinas de gran tamafo, de
aproximadamente 150K Da, formadas por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas idénticas
de mayor peso y dos cadenas idénticas de menor peso denominadas, respectivamente, cadena
pesada (H, del inglés Heavy Chain) y liviana (L). Ambas cadenas H estdn unidas entre si y cada
L se une a una H por puentes disulfuro. Por otro lado son glicoproteinas y su correcta
glicosilacion es esencial para su estabilidad, donde por ejemplo la union al receptor neonatal
para la region Fc (FcRn) que promueve la sobrevida de las moléculas en la sangre
protegiéndolas de ser catabolizadas por los fagocitos, como también son esenciales para la
calidad de las funciones efectoras; como la activacion del sistema del complemento (CDC), la

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y fagocitosis (Ferrara y cols., 2006).

Produccién de AcRs en células de origen animal.

Como se expresO anteriormente los patrones de glicosilacion de los anticuerpos
constituyen un elemento funcional relevante en la molécula ya que ademas de garantizar la
seguridad del uso clinico de los AcRs es necesario que estos patrones de glicosilacién sean
similares a los presentan los anticuerpos humanos para que garanticen su baja

inmunogenicidad (Tejwani y cols., 2018). Debido a ello el principal sistema de expresion de
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los AcRs lo constituyen las células mamiferas. Existen diversas lineas celulares que han
demostrado ser capaces de generar AcRs con patrones de glicosilacion compatibles con el uso
humano. Entre estas destacan las lineas de origen humano HEK293 y PerC6 (Fallaux y cols.,
1998; He y cols., 1998), o lineas de mieloma de origen murino, NSO (Bebbington y cols.,
1992) y las células de ovario de hamster chino (CHO). Sin embargo, han sido las células CHO

las que han dominado en la industria biofarmacéutica (Kunert y Reinhart, 2016).

Células de Ovario de Hamster Chino

Las células CHO fueron obtenidas a fines de los afios 50 a partir de células
inmortalizadas espontaneamente de cultivos primarios de ovario de hamster chino (Puck y
cols., 1958) y han demostrado generar el ensamblaje correcto de AcRs con patrones de
glicosilacién compatibles con su uso (Werner y cols., 1998). De estas derivaron las lineas
CHO-K1 (Kao y Puck, 1968) y CHO-S (Gottesman, 1987), siendo esta ltimas capaces de
crecer en cultivos en suspension y en medio libre de suero. Las células CHO-DG44 fueron
obtenidas de CHO originales sometidas a irradiacion gamma seguido de una deteccion de la
ausencia de actividad de dihidrofolato reductasa (DHFR) (Urlaub y cols., 1983). Las células
CHO-DG44 permiten la seleccion de lineas estables que integran constructos que expresan un
gen interés junto al gen de la DHFR en medios que carecen de hipoxantina y timidina y generan
amplificacion génica de los genes recombinantes ante la presencia de metotrexato. Las células
CHO-DG44 se usan ampliamente en la industria biofarmacéutica para generar lineas celulares
estables para la produccion de AcTs.

Actualmente la industria ha alcanzado productividades del orden de gramos de
anticuerpos por litro de cultivos de estas células. Estos logros van de la mano de la capacidad
de aislar y analizar un gran nimero de clones para poder seleccionar clones productores con
productividad de anticuerpos de entre 5 a 20 pg/célula/dia (Kunert y Reinhart, 2016). Junto a
esto, el desarrollo de técnicas ingenieriles tales como el andlisis de flujo metabdlico ha
facilitado la comprension de los requerimientos nutricionales de las células recombinantes, lo
que ha permitido el desarrollo de medios de cultivos optimizados para lograr elevados niveles

de densidad celular por extensos periodos de cultivo (Reinhart y cols., 2015).

Promotores de la transcripcion de genes recombinantes
La expresion de proteinas en organismos eucariontes estan comandadas por promotores
reconocidos por la enzima ARN polimerasa de tipo Il. Esta polimerasa reconoce secuencias
nucleotidicas especificas, tales como las cajas CAAT, TATA y BRE, ubicadas rio arriba del
4



sitio de inicio de la transcripcion (TSS), mediante factores proteicos presentes en el complejo
de pre-iniciacion. Junto con ellos existe otras regiones ubicadas generalmente rio arriba del
promotor que pueden potenciar o reprimir la actividad del complejo de pre-iniciacion
denominadas enhancer (o potenciador en inglés) y represor, respectivamente. Tanto el
enhancer como el represor poseen sitios de reconocimiento especificos para factores de
transcripcion que median la interaccion del enhancer o represor con el complejo de pre-
iniciacion estimulando o reprimiendo la activacion de la ARN polimerasa (Kornberg, 2007).
La potencia de un promotor depende de la fuerza de interaccion de enhancer con el complejo
de pre-iniciacion, la que a su vez esta determinada por la diversidad y el nimero elementos de
reconocimiento de factores de transcripcion presentes en el enhancer. No obstante,
independientemente de la fuerza del promotor su actividad transcripcional también va a

depender del patron de expresion de los factores de transcripcion de cada tipo celular.

La expresion de AcRs y otros transgenes en células animales se ha basado en el uso de
promotores de la transcripcion de origen viral, debido a que son promotores fuertes y sencillos,
generalmente compuestos por un promotor asociada en forma estrecha a su enhancer, ver
representacion de un enhancer promotor en la Figura 2. Entre ellos destacan el promotor CMV
(citomegalovirus), el promotor temprano de SV40 (virus 40 vacuolado del simio), o el
promotor de RSV (Virus del sarcoma de Rous) (Radhakrishnan y cols., 2008; Kohn y cols.,
1987; Conti y cols., 1995).
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Figura 2. Representacion esquematica de un Promotor. Los promotores estan
normalamente asociados a una region enhancer, o potenciadoras. Tanto en la region promotora
como la enhancer existen elementos de respuesta a factores de transcripcion (FT). Los FT
unidos a la regiéon promotora permiten su asociacion con el complejo RNA polimerasa y los
asociados a la region enhancer permiten la activacién del complejo RNA polimerasa dando
inicio a la transcripcion.



La produccién de proteinas recombinantes en células CHO, se ha basado
tradicionalmente en el uso del promotor CMYV, el cual es el enhancer/promotor principal de los
genes inmediatamente tempranos del citomegalovirus humano (Boshart y cols., 1985;
Foecking y Hofstetter, 1986). Este fue descubierto por Mark Stinski en la década de 1980
(Stemberg y cols., 1984 ) (Thomsen y cols., 1984), y patentado en 1992 (Stinski, 1992).

El promotor CMV contiene un Core que incluye una caja TATA (Brown y cols., 2014)
y la fuerza de este promotor se debe a su enhancer, el que se encuentran dentro de los 610 pb
rio arriba del sitio TSS (Stinski y Isomura, 2008). Contiene elementos de respuesta del factor
nuclear (NFx-B, TFRE, AMP ciclico y el elemento CRE) que parecen ser responsable de gran
parte de la actividad del promotor CMV en las células CHO (Brown y cols., 2015). Si bien es
un promotor constitutivo, este exhibe regulacion transcripcional dependiente del ciclo celular,
estando activo principalmente en la fase S y muestra muy baja actividad en GO/G1 (Brightwell
y cols., 1997).

La comparacion de la fuerza del promotor CMV con otros promotores virales y de
mamiferos ha demostrado que CMV permite obtener niveles mas altos de expresion de
proteinas en todas las configuraciones estudiadas (Foecking y Hofstetter, 1986; Ho y cols.,
2014). Asi, la fuerza demostrada de este promotor ha hecho que siga siendo el promotor de la
transcripcion mas utilizado para la expresion transgénica tanto en la investigacién como en la
produccion industrial (Ho y Yang, 2016). Sin embargo, un problema habitual con los transgenes
bajo el control del promotor CMYV, al igual que con otros promotores virales, es que se silencian
gradualmente en un periodo de semanas a meses en cultivo luego de su insercion en el genoma
de la célula hospedera (Choi y cols., 2005; Krishnan y cols., 2006; Brooks y cols., 2004) (Figura
3). Este silenciamiento finalmente conlleva a la reduccion de la productividad volumétrica de
proteinas recombinantes en tiempos de cultivos prolongados en ausencia de medio de seleccion
(Yang y cols., 2010; Moritz y cols., 2015; Osterlehner y cols., 2011). Normalmente los clones
productores de AcRs son generados por transfeciones que producen inserciones al azar de los
genes recombinantes dentro del genoma de la célula huésped. Luego clones estabilizados son
analizados para seleccionar los clones de mayor produccion. De esta forma los laboratorios de
I+D, la empresas biotecnoldgicas y biofarmacéuticas invierten cuantiosos recursos en el

analisis de miles de clones para seleccionar clones de alta productividad.
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Figura 3. Decaimiento de la actividad del promotor CMYV en cultivos estables. Ensayo de
actividad reportera de la transcripcion del promotor CMV basado en la actividad B-
galactosidasa, donde células CHO fueron transfectadas con un vector donde el gen LacZ estd
comandado por el promotor CMV. Se representa la actividad -galactosidasa de un clon en
funcién del numero de pasaje, donde se observa el decaimiento de la actividad f-galactosidasa
a lo largo de 48 pasajes (Extraido de Choi y cols 2005).

Mecanismos de silenciamiento de promotores.

El mecanismo de silenciamiento génico de estos promotores ain no ha sido
completamente dilucidado, (Brooks y cols., 2004; Swindle y Klug, 2002; Yang y cols., 2010).
Sin embargo, la evidencia hasta el momento apunta a la susceptibilidad a la represion
transcripcional por metilacion del ADN. Asi, reportes mostraron que la metilacion in vitro del
promotor CMV en sitios ricos de secuencias de dinucleétidos 5'-C-fosfato-G-3' (CpG) en forma
previa a la transfeccion conduce a la inactivacion del promotor (Prosch y cols., 1996). Luego,
se demostré que el silenciamiento del promotor CMV puede ser revertido por agentes
inhibidores de la metilacion del ADN como 5’Azacitidina en células de mamifero
recombinantes transfectadas de forma transitoria o estable (Escher y cols., 2005; Krishnan et
al., 2006), junto a la comprobacion de que el silenciamiento y la metilacion in vivo del promotor
CMV estan asociadas (Brooks y cols., 2004; Kong y cols., 2009). Mas tarde, Yang y cols.
(2010) demostraron que la metilacion del promotor CMV puede, al menos en parte, contribuir
a la pérdida de productividad de lineas de células CHO productoras de AcRs.

En eucariotas, particularmente en mamiferos, la metilacion del ADN est4 involucrada
en la formacion de estados de cromatina transcripcionalmente represivos y en el mantenimiento
de la estabilidad del genoma (Du et al, 2015). Esta ocurre mediante la metilacion enzimatica
del ADN en el carbono 5 de las citosinas dentro de los dinucledtidos CpG (Osterlehner y cols.,

2011). Asi, la sensibilidad del promotor CMV a la metilacion se debe a que este contiene un
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numero superior a la media de dinucledtidos CpG diseminados dentro de su enhancer rio arriba
de TSS (Kimy cols., 2011). Sin embargo, aparentemente solo la metilacion en sitios especificos,
y no a un nivel general, es decisiva para la pérdida de la actividad promotora de CMV (Moritz
y cols., 2015; Osterlehner y cols., 2011). Por ejemplo, se sabe que la metilacion del ADN en
sitios de reconocimiento para el factor de transcripcion Spl inhibe la unién de este factor, lo
que provoca el silenciamiento del promotor (Mulero-Navarro y cols., 2006). Junto con lo
anterior, la construccion de un promotor CMV libre de CpG no conduce a una mejora
significativa de la transcripcion a largo plazo en lineas CHO transfectadas de forma estable
(Ho y cols., 2016), indicando que los dinucleotidos CpG cumplen un papel en la actividad del
promotor.

Por otro lado, el tratamiento con inhibidores de la deacetilasa de histonas HDAC, tales
como tricostatina A (TSA), previene eficazmente el silenciamiento del promotor CMV
(Spenger y cols., 2004), mostrando que el silenciamiento esta finalmente determinado por
mecanismos epigenéticos, que determinan el estado de la cromatina, y la accesibilidad de la

magquinaria transcripcional al promotor recombinante.

Las islas CpG disminuyen el silenciamiento transcripcional de los promotores
recombinantes.

Las islas CpG corresponden a regiones de ADN ricas en dinucleétidos CpG y con un
contenido de GC mayor a la esperada por el simple azar y de un largo minimo de 200 pb.
Paradojalmente, pese al gran contenido de dinucleétidos CpG de las islas CpG, muchas de
estas regiones se mantienen notoriamente desmetiladas en células ya diferenciadas. Si bien
inicialmente se las asoci6 con promotores de genes housekeeping, abarcando mas del 80% de
estos (Farre y cols., 2007), hoy se sabe que las islas CpG estan asociadas al 60% de los
promotores, incluyendo genes housekeeping y regulables (Antequera, 2003), proponiéndose
que el nivel desmetilacion de estas regiones estd estrechamente relacionado con la actividad
transcripcional (Deaton y Bird, 2011). En las primeras etapas embrionarias todos los
promotores estan desmetilados, pero durante el desarrollo, muchos son selectivamente
metilados y silenciados, permaneciendo activos solo en tejidos especificos (Fatemi y cols.,
2005; Kong y cols., 2016; Rauschert y cols., 2017). Asi, la asociacion del estado de metilacion
de las islas CpG y el silenciamiento de algunos genes se ha evidenciado mediante la
restauracion de la expresion de algunos genes silenciados en células tumorales mediante el uso

de agentes desmetilantes de ADN (Illingworth y cols., 2010; Rauschert y cols., 2017).



Sin bien los mecanismos por los cuales las islas CpG se mantienen libre de metilacion
no estan completamente dilucidadas, se han revelado algunos mecanismos involucrados. Asi
se ha reportado que las islas CpG reclutan directamente diversas enzimas nucleares con
capacidad de remodelar histonas a través del reconocimiento de dinucledtidos CpG no
metilado mediante un dominio de un dedo de zinc denominado ZF-CxxC (Long y cols., 2013).
Estas enzimas nucleares pueden participar en mecanismos de resistencia al silenciamiento o
bien pueden participar del silenciamiento definitivo del gen. A modo de ejemplo, la desmetilasa
de histonas KDM2A, que desmetila especificamente la lisina 36 de la histona 3 (H3K36)
reconoce los CpG no metilados por su dominio ZF-CxxC y ayuda a crear una zona de
cromatina en la isla CpG completamente libre de metilacion en la histona H3, metilacion que
tiene un conocido efecto inhibitorio en la iniciacion de la transcripcion (Blackledge y cols.,
2010). Asi, la accion de esta metilasa y otras enzimas nucleares que poseen el dominio ZF-
CxxC condicionan la estructura de los nucleosomas permitiendo que la cromatina adquiera una
configuracion menos compacta, lo que la hace mas accesible a la maquinaria transcripcional
(Fuks y cols., 2003; Han y cols., 2011; Jones y cols., 1998; Mahe y cols., 2018). Sin embargo,
la interaccion de esta desmetilasa con la isla CpG es bloqueada cuando el dinucle6tido CpG
estd metilado (Blackledge y cols., 2010), por lo cual solo participa de la prevencion de la
metilacion. Por otro lado, los complejos represivos Polycomb PRC1 y PRC2, catalizan
distintas modificaciones de cromatina que conlleva finalmente al silenciamiento génico
heredable de los genes. Esta interaccion es mediada por KDM2B/FBXL10 a través del
reconocimiento especificamente de CpG no metilado en islas CpG a través de un dominio ZF-
CxxC (Long y cols., 2013) y reclutando PRC1 especialmente durante los procesos de
diferenciacion celular (Farcas y cols., 2012). Sin embargo, si bien es evidente el papel de los
dinucleotidos CpG desmetilados como blancos de las maquinarias de resistencia al
silenciamiento y del silenciamiento definitivo de un gen, ain no se ha clarificado cuales son
los factores que determinan una u otra via (Moussa y cols., 2019).

Junto a lo anterior, no solo la secuencia CpG esta involucrada en la regulacion
transcripcional sino también la distribucion del contenido de nucledtidos C y G que
aparentemente determina caracteristicas estructurales de las islas CpG. Asi, se ha descrito que
en la mayoria de los promotores con islas CpG del genoma humano existe un sesgo GC, que
consiste en una asimetria significativa de la distribucion de guanina y citosinas, ubicados entre
la parte inmediatamente rio bajo de algunos TSS y la union del primer ex6n con el primer
intron (Hartono y cols., 2015). Esta propiedad confiere la capacidad a la cadena de ARN rica
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en G recién transcrita de volver a unirse a la cadena de ADN rica en C y forzando a la cadena
de ADN rica en G hacia una conformacion de cadena de simple hebra, formando durante la
transcripcion estructuras de acido nucleico de tres cadenas largas y estables llamadas R-loops
(Ratmeyer y cols., 1994; Roberts y Crothers, 1992). Las estructuras R-loops han sido
reportadas desde hace mucho tiempo desde bacterias y bacteriéfagos a levaduras y mamiferos
(Li y Manley, 2006). Se ha sugerido ademas que la formacion de R-loop en isla CpG puede
evitar la metilacion de la secuencia de ADN subyacente (Ginno y cols., 2013) y estabilizar el
complejo de transcripcion (Ginno y cols., 2013).

Si bien el mecanismo de la actividad constitutiva de los genes housekeeping no ha
dilucidado completamente, se ha propuesto que las islas CpG asociados a los promotores de
estos genes son las principales responsables. Asi, diversos trabajos han propuesto el uso de
promotores de genes housekeeping para la expresion de genes recombinantes de células de
mamiferos.

Uno de los genes housekeeping mas estudiados es el gen de B-actina (ACTB). Este gen
codifica para una proteina esencial para la integridad celular, exhibiendo niveles de expresion
constantes en la mayoria de los linajes celulares (Eisenberg y Levanon, 2013). El promotor de
este gen contiene una isla CpG en su porcion de 5' que incluye un TSS, el primer intrén, hasta
el segundo exon (Gardiner-Garden y Frommer, 1987). Debido a su caracter constitutivo se ha
estudiado el uso potencial del promotor del gen de ACTB de diferentes especies para la
expresion de transgenes, reportdndose ejemplo de humano (Damdindorj y cols., 2012), pollo
(Kosuga y cols., 2000), camardn (Shi y cols., 2016), peces (Feng y cols., 2006; Xiao y cols.,
2011) y anfioxo chino (Feng y cols., 2014).

Promotores recombinantes resistentes al silenciamiento génico

Diversas estrategias han sido utilizadas para generar promotores resistentes al
silenciamiento génico y de esta forma mejorar la productividad de AcRs. En las que destacan
el uso de elementos génicos del genoma para reducir el silenciamiento de los promotores
virales, como por ejemplo S/MARTs y UCOES.

Antoniou y cols., 2003, insertaron un UCOE rio arriba del promotor CMV confiriendo
mayor produccion de proteinas recombinantes. EI UCOE descrito corresponde a la zona
intergénica del promotor divergente, HNRPA2B1-CBX3 (Antoniou y cols., 2003) (Figura 4A).
Los UCOEs se caracterizan por su capacidad para conferir un sitio de expresion transgénica
estable independiente del sitio de integracidon y que sea proporcional al nimero de copias del
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transgén, incluso cuando se integran en heterocromatina (Antoniou y cols., 2003). Una
caracteristica distintiva de los UCOE es la presencia de islas CpG (Muller-Kuller y cols., 2015)
y pareciera ser que estas determinan su funcionalidad (Figura 4B).

Islas CpG también se han utilizado para mejorar la actividad del promotor CMV. Asi,
Mariati y cols.,, 20014, utilizaron una isla CpG del gen housekeeping adenina
fosforibosiltransferasa (4PRT) de hamster para mejorar la estabilidad de la expresion en
células CHO insertando una porcion de esta isla CpG entre el enhancer 'y el Core del promotor
CMV. Esto sugiere que el fragmento de isla CpG utilizado ayuda a disminuir la tendencia al

silenciamiento del promotor CMV en lineas estables.
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Figura 4. Asociacion de un UCOE con promotor CMV aumenta la frecuencia de clones
de alta produccion. Se asoci6 un OCOE de 8Kb rio arriba del promotor CMV para la
expresion de eritropoyetina (EPO). Las células fueron transfectadas y sometidas a la induccion
de la amplificacion génica con metotrexato MTX). Se compar6 la produccion anticuerpos
desde clones estables con el promotor CMV asociado al UCOE respecto a los clones asociados
al promotor sin UCOE (Extraido de Betts y Dickson 2015).
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Un promotor basado en el gen housekeeping ACTB que fué exitoso para la produccion
de proteinas recombinantes es el promotor CAG (Dou y cols., 2021). En esta construccion se
reemplazd el enhancer del gen ACTB de pollo por el enhancer del promotor CMV (Damdindorj
y cols., 2012) manteniéndose el promotor proximal, el primer exon, una gran parte del primer
intrén, seguido por el aceptor de corte y empalme de un intron gen de globina B de conejo
(Miyazaki y cols., 1989; Niwa y cols., 1991). El éxito de este promotor aparentemente se debe
a la combinacion de la potencia del enhancer de CMV vy la resistencia al silenciamiento del
promotor de ACTB.

Estos ejemplos muestran como la combinacién de potencia de promotor dada por un
enhancer fuerte y estabilidad de la expresion génica dada por islas CpG de genes housekeeping
en diferentes combinaciones permiten disefiar promotores robustos para sostener la produccion

de proteinas recombinantes a niveles elevados.

Promotores inducibles

El promotor CMV es un promotor constitutivo, lo que determina que existe una
asociacion entre la proliferacion celular y la produccién de proteinas recombinantes. EI uso de
un promotor inducible podria disociar esta relacion al inducir la actividad del promotor en
momentos del cultivo cuando ya se ha alcanzado una densidad celular suficiente para permitir
una produccion elevada.

Los promotores inducibles pueden ser activados directamente en respuesta a diferentes
tipos de estimulos extracelulares, pudiendo ser estos estimulos de naturaleza fisicas o quimicas.
Los promotores inducibles basados en inductores quimicos que pueden ser agregados en los
medios de cultivos pueden ser ttiles en los sistemas de produccion de proteinas recombinantes.
Estos pueden permitir aumentar la expresion de proteinas recombinantes en el momento mas
adecuado durante el cultivo, evitar los efectos toxicos producto de la sobreexpresion de
proteinas, especialmente en las fases iniciales de los cultivos. Sin embargo, hasta el momento
no se han desarrollados promotores inducibles eficientes para controlar la expresion de genes
en lineas celulares de mamiferos.

El uso de sistemas de induccion para el control de la expresion de genes recombinantes
en células es el Sistema Tet-on/Tet-off basada en el estimulo con tetraciclina ha sido muy util
en la investigacion de la funcidn de proteinas por su capacidad de expresarlas en el momento
apropiado del cultivo (Das y cols., 2016). Sin embargo, este sistema esta limitado por la

interferencia de la traduccion causada por la tetraciclina en las mitocondrias (Moullan y cols.,
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2015) y, ademas, no esta ajeno a la tendencia a silenciarse tal como ocurre con otros promotores
recombinantes (Zhu y cols., 2007).

Reportes previos han mostrado la generacion de promotores inducibles por la adicion
de secuencias consenso de elementos de respuesta a receptores de hormonas esteroidales rio
arriba del Core del promotor de CMV. Estas construcciones permitieron aumentar la actividad
transcripcional por la adicion de estrégeno o dexametasona en el cultivo en ensayos de
expresion transiente (Ankenbauer y cols., 1988; Strahle y cols., 1988b).

Los receptores a hormonas esteroidales son un tipo receptores nucleares (RN) que
constituyen un grupo diverso de factores de transcripcion eucariontes que participan en una
variedad de procesos biologicos, controlando la transcripcion de sus genes diana tras la union
de ligandos hormonal (Aoyagi y cols., 2005). Existen tres categorias principales de RNs, dentro
de los cuales, los receptores de tipo I contienen a los receptores de hormonas esteroidales, tales
como los receptores de glucocorticoides, de estrogenos, de progesterona, de androégenos y de
mineralocorticoides. Estas hormona, que funciona como ligando de sefializacion extracelular,
activan los receptores para reconocer los elementos de respuesta a receptores nucleares en los
promotores, uniéndose como homodimero y activando la transcripcion (Trotter y Archer,
2007)(Figura 5). Ademads, los RNs pertenecen a la superfamilia de ATPasas SNF2 y pueden
ejercer un efecto remodelador de la cromatina mediante su subunidad catalitica dependientes
de ATP alterando la posicion y/o estabilidad de los nucleosomas de una manera no covalente
la que puede potenciar la actividad transcripcional (Eberharter y Becker, 2004).

Los elementos de respuesta a hormonas podrian mejorar la actividad del promotor CMV
en presencia de la hormona en medios de cultivo, sin embargo, hasta el momento no se ha

reportado su uso para este promotor.
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Figura 5. Activacion de receptores esteroidales. Representacion de la activacion de un
receptor esteroidal por su ligando proveniente del medio extracelular. El receptor activado es
internalizado al nticleo donde actiia como un factor de transcripcion en genes cuyos promotores
contienen elementos de respuesta a este receptor nuclear, ayudando a la activacion del promotor
y expresion del gen (Extraido de Avior y cols 2013).

Racional

Muchas compafiias han informado sobre la generacion rutinaria de multiples clones
capaces de producir niveles equivalentes a g/L proteinas empleando integracion aleatoria de
vectores plasmidicos basados en el promotor CMV (Kunert y Reinhart, 2016). Probablemente
esto depende del sitio de integracion el gen recombinante, especialmente regiones de
eucromatina junto a elementos genéticos que inhiben su silenciamiento transcripcional
(Schucht y cols., 2006). Asi la obtencioén de lineas celulares estables con altos niveles de
expresion, utilizando técnicas de transfeccion estandar, es un evento fortuito de baja frecuencia
por lo que se requiere de técnicas para la seleccion de miles de clones para la obtencion de un
clon productor de caracteristicas de clon industrial (Carroll y Al-Rubeai, 2004). Mejorar la
actividad transcripcional de los promotores en lineas celulares estables puede permitir reducir
el namero de clones a analizar para seleccionar los clones productores y con ello reducir los

costos asociados a su desarrollo.
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Dadas las caracteristicas del promotor CMV de ser un promotor de alta potencia, pero
susceptible al silenciamiento transcripcional que hace disminuir la productividad de proteinas
recombinantes en cultivo de lineas celulares estables, en este trabajo se propuso probar la
capacidad de la isla CpG del gen de ACTB de Cricetulus griseus, de otorgar resistencia al
silenciamiento al promotor CMV para aumentar la expresion de anticuerpos en lineas estables
de células CHO, siendo esta isla CpG un elemento enddgeno de esta linea celular. Por otro
lado, con la idea de generar promotores inducibles se propuso evaluar la capacidad de
elementos de respuesta a receptores de hormonas esteroidales para aumentar la expresion del
promotor CMV en forma controlada mediante la adicién de hormonas en el medio de cultivo.
Se espera que la combinacion de potencia del promotor, junto al mejoramiento de su estabilidad
génica y capacidad de ser inducido en forma controlada permitird generar un promotor mas
eficiente para la produccion de anticuerpos recombinantes y aumentara el conocimiento para

introducir nuevas mejoras.
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Para abordad este trabajo se propuso la siguiente hipotesis:

Hipdtesis.
La asociacion del promotor CMV con una isla CpG y elementos de respuesta a
receptores de hormonas esteroidales, aumenta su actividad transcripcional aumentando la
produccion de anticuerpos recombinantes en lineas estables de células de ovario de hamster

chino (CHO), mediante la resistencia al silenciamiento génico y sensibilidad al tratamiento

hormonal.

Objetivos:

Objetivo General
Construir un promotor para produccion de anticuerpos recombinantes en lineas estables
de células CHO de alta actividad transcripcional, resistente al silenciamiento y sensible a un

inductor extracelular.

Objetivos Especificos
Para responder la hipotesis se plantearon los siguientes Objetivos Especificos (OE) y

Actividades asociadas (A):

OE1.- Construir un promotor hibrido entre promotor CMV, una isla CpG y elementos de
respuesta a hormonas esteroidales

Al.1: ldentificando y analizando bioinforméaticamente una isla CpG asociada al
promotor de un gen housekeeping en el genoma de células CHO

Al.2: Disefiando la construccion de un promotor resistente al silenciamiento e inducible
en respuesta a hormonas esteroidales

Al.2.1: Asociando una porcion de una isla CpG con el promotor CMV para
generar un promotor hibrido resistente al silenciamiento

Al1.2.2: Incorporando elementos de respuesta a hormonas esteroidales en el
promotor hibrido para generar un promotor inducible
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Al.3: Evaluando in vitro la actividad del promotor hibrido

Al1.3.1: Analizando la potencia de los promotores en ensayos de expresion
transiente

Al1.3.2 Analizando la sensibilidad del promotor hibrido a hormonas en ensayos
de expresion transiente

Al1.3.3 Analizando la actividad transcripcional de la isla CpG en el promotor
hibrido

OE2. Generar un promotor inducible por hormonas esteroidales

A2.1 Analizando la actividad del promotor hibrido con GRE en un sistema reportero
de la transcripcion

A2.2 Analizando la actividad del promotor hibrido con GRE en un sistema de expresion
de anticuerpos recombinantes.

OE3. Generar un promotor resistente al silenciamiento génico

A3.1: Evaluando el silenciamiento génico en un sistema reportero de la actividad
transcripcional de lineas estables bajo el control de promotores hibridos

A3.2: Evaluando el decaimiento de la produccion de anticuerpos recombinantes de
lineas estables bajo el control de promotores hibridos

A3.3 Evaluando la capacidad de generar clones estables de alta produccion con el
promotor hibrido
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Materiales y méetodos

Aislamiento de ADN y PCR.

Los plasmidos se purificaron a partir de células DHS5a de E. coli transformadas
utilizando el Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EE. UU.)
y luego se cortaron con enzimas de restriccion de Invitrogen (EE. UU.) o New England Biolabs
(NEB, Reino Unido). Los fragmentos de ADN se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System Kit (Promega, EE. UU.) a partir de geles de agarosa entre 1 a 1,2% p/v
en tampon TBE. El ADN genomico obtenido a partir de células CHO-K1 (ATCC® CCL-61
™) se purificod utilizando el kit PureLink™ Genomic DNA Mini (Invitrogen, EE. UU.). Las
reacciones de PCR de rutina se llevaron a cabo con el kit GoTaq® Green Master Mix (Promega,
EE. UU.). Las reacciones de PCR para sintetizar fragmentos de ADN para clonar se realizaron

con ADN polimerasa de alta fidelidad KAPA HiFi HotStart (Kapa Biosystems, EE. UU.).

Cultivo celular y medios.

Células CHO-K1 se cultivaron en condiciones adherentes en el medio quimicamente
definido DMEM / F12 (GIBCO, EE. UU.), suplementado con suero fetal bovino al 5% v/v y
L-glutamina a 100 mM (GIBCO, EE. UU.) a 37°C y 5% de saturacion de CO». Las células
CHO DG44 deficientes en DHFR adaptadas a la suspension se obtuvieron de Thermo Fisher
Scientific (EE. UU.) a 37°C y 8% de saturacion de COs. Las células no transfectadas se
mantuvieron en cultivos con medio quimicamente definido CD-DG44 (Gibco, EE. UU.)

suplementado con una mezcla de hipoxantina sodica y timidina (HT).

Disefio y construccién de promotores y plasmidos.

En la Figura 1A se muestra un esquema de los distintos promotores utilizados y
construidos. El fragmento RegCG se obtuvo a partir de ADN gendémico de células CHO-K1
mediante PCR, utilizando los cebadores PactFw y PactRv (Tabla 1). Los fragmentos del
promotor CMV y del Core se obtuvieron mediante PCR a partir del vector pcDNA3.1(-)
(Invitrogen, EE. UU.) utilizando los cebadores CMVcFor0l y CMVrev0l para CMV, y
CoreFw y CMVrev01 para Core (Tabla 1). Los extremos de los oligonucleotidos utilizados
para las amplificaciones contienen los sitios de restriccion requeridos para la insercion en los
vectores correspondientes (Tabla 1). Para generar el Core del promotor CMV (Figura 2A) y
fragmentos de secuencia consenso de elementos de respuesta a glucocorticoides GRE (Figura

2B), se sintetizaron pares de oligonucleotidos de secuencias complementarias de entre 38 y 60
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nucledtidos (Tabla 1) que cubren las secuencias de GRE o Core. Cada par de oligonucleotidos
estaba desfasado en aproximadamente cinco nucle6tidos, para generar extremos cohesivos.

Los vectores reporteros de transcripcion se construyeron insertando las secuencias de
los promotores en estudio (Figura 6A) en el sitio de policlonamiento del vector pGL4.17
(Promega, EE. UU.) (que antecede a la secuencia codificante del gen Luciferasa de luciérnaga
(Luc) Figura 6B). Los nombres de los vectores reporteros generados se designaron por el
nombre del promotor antecedido por la sigla pGL; por ejemplo, pGL-CMV. El vector
bicistronico para la expresion del anticuerpo anti-CD20 humano se construy6 modificando el
vector reportero de la transcripcion pGL-RegCG/GRE/CMYV reemplazando el gen Luc por un
inserto que contiene los genes de las cadenas livianas y pesadas del anticuerpo del anticuerpo
anti-CD20, separadas por una secuencia de entrada de ribosoma IRES (Figura 16A). Los
vectores para expresar un anticuerpo anti-TNF humano se construyeron de la siguiente forma
(Figura 17A); el vector para expresar la cadena pesada (Figura 6A) se construy6 reemplazando
el gen Luc del vector reportero pGL-RegCG/GRE/CMYV por el gen de la cadena pesada (TNF-
H) de un anticuerpo quimérico anti-TNF alfa humano construido previamente en el laboratorio,
generando el vector pPRegCG/GRE/CMV-TNF-H. El vector para expresar la cadena liviana se
construyo6 reemplazando el promotor CMV del vector pOptiVEC™-TOPO® (Invitrogen, EE.
UU.) por un fragmento que contiene el promotor RegCG/GRE/CMV entre los sitios de
restriccion Sall y BamHI, seguido del gen de la cadena liviana del anticuerpo quimérico anti-
TNF humano insertando rio arriba de la secuencia IRES del vector pOptiVEC, permitiendo la
co-expresion de los genes anti-TNF-L y dhfr, generando el vector pPRegCG/GRE/CMV-TNF-
L (Figura 17A).

El tandem de cinco GREs fue insertado en distintas posiciones del promotor hibrido;
entre RegCG y CMV generando el promotor RegCG/GRE/CMYV, dentro del promotor CMV
entre el enhancer y el Core, generan los promotores RegCG/Enh/GRE/Core y finalmente una
variante que incluye el tindem de GREs en ambas posiciones, generando

RegCG/GRE/Enh/GRE/Core, como se muestra en la figura 6A.
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CMV
Core

RegCG

RegCGdel

RegCG/CMV s cmv |
ERE/CMV | ere | cmv |
ERE/Core
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RegCG/GRE/CMV N | |
RegCG/Enh/GRE/CMV . EEEears
RegCG/GRE/Enh/GRE/CMV [ Regee W re | enh | oRe | core |

Sitio de
pohclcnamlenlo

Luc2 HpA
pGL-4.17
SV40
AmpR l—{ pA}+ NeoR

Figura 6. Esquema de la construccion de promotores y vector reportero. A)
Promotores construidos en este trabajo. Los recuadros en gris claro representan al
promotor CMV Yy sus derivados Core, y enhancer (Enh). Los recuadros en gris oscuro
representan a la region derivada de la isla CpG del promotor del gen de ACTB (RegCG) y
ala delecion de RegCG en su porcion 5° (RegCGdel). Los recuadros en blanco representan
tandems de 4 repeticiones de la secuencia consenso de elementos de respuesta a Estrogeno
(ERE) y 5 repeticiones de la secuencia consenso de respuesta a glucocorticoides (GRE).
Los extremos de las secuencias de cada construccion incluyen sitios de restriccion para ser
clonados en el sitio de policlonamiento del vector reportero de la transcripcion pGL4.17.
B) Vector pGL-4.17, donde Luc 2 es el gen de luciferasa de luciérnaga, PA es una
secuencia de poliadeninas, Neo R, gen de resistencia a neomicina, AmpR, gen de
resistencia a Ampicilina, Bla, promotor Bla, ori, origen de replicacion, S\VV40, promotor
SV40.

20



A)

(CoreplF)
(CoreplR)

(Corep2F)
(Corep2R)

B)

(EREp1F)
(EREp2F)

(EREp2F)
(EREp2R)

(EREp3F)
(EREp3R)

O

(GREp1F)
(GREp1R)

(GREp2F)
(GREp2R)

(GREp3F)
(GREpP3R)

(GREpAF)
(GREpP4R)

Figura 7. Sintesis de insertos de DNA por hibridacion de oligonucle6tidos, mediante
la hibridacién de oligonucleétidos y posterior ligamiento con el T4 Ligase a través de los
extremos cohesivos generados. Sintesis de: A) una porcion corta del promotor de CMV
(Core). B) un tandem de cuatro Elementos de Respuesta Estrogeno (ERE). C) un tandem
de cinco Elementos de Respuesta Glucocorticoides (GRE). En el celeste se muestran los
elementos palindromicos de los sitios ERE y GRE. En amarillo se muestran los extremos
cohesivos compatibles con las enzimas de restriccion. Entre paréntesis se indican el

Core de CMV

GATCTGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGG

ACATTGTTGAGGCGGGGTAACTGCGTTTACCCGCCATCCGCACATGCCACCCTCCAGATA

AGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCA
TATTCGTCTCGAGAGACCGATTGATCTCTTGGGTGACGAATGACCGAATAGTTCGA

Tandem de EREs

TCGAGCCAGGTCAGAGTGACCTGAGCTAAAATAACACATTCAGCCAGGTCAG

CGGTCCAGTCTCACTGGACTCGATTTTATTGTGTAAGTCGGTCCAGTCTCACTGGACTCG

AGTGACCTGAGCTAAAATAACACATTCAGCCAGGTCAGAGTGACCTGAGCTAAAATAAC
ATTTTATTGTGTAAGTCGGTCCAGTCTCACTGGACTCGATTTTATTGTGTAAGTC

ACATTCAGCCAGGTCAGAGTGACCTGAGCTAAAATAACACATTCAGA
GGTCCAGTCTCACTGGACTCGATTTTATTGTGTAAGTCTCTAG

Tandem de GREs

CGCTAGCAGAACAGGATGTTCTGATCAAAGAGATCCAAAGTCAGAACACGTTG
TCGAGCGATCGICTTGTCCTACAAGACTAGTTTCTCTAGGTTTCAGTCTTGT

TTCTAGCTAAAATAACACATTCAGAGAACATGCTGTTCTGATCAAAGAGAT
GCAACAAGATCGATTTTATTGTGTAAGTCTCTTGTACGACAAGACTAGTTT

CCAAAGTCAGAACAAGGTGTTCTAGCTAAAATAACACATTC
CTCTAGGTTTCAGTCTTGTTCCACAAGATCGATTTTATTGT

AGAGAACATGATGTTCTGATCAAAGAGATCCAAAGTCC
GTAAGTCICTTGTACTACAAGACTAGTTTCTCTAGGTTTCAGGAGCT

nombre de cada oligonucleotido.
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Tabla 1. Lista de Cebadores

Cebador Secuencia (56— 37) Protocolo Tamaiio (pb)
PACtFw TTTTTTGGAGAGGGGGTAAAAAAATGCTGC Clonamiento de 2001
PACtRvV TTTTTTCGGCGAACTATATCAGGGCAC RegCG en pGEM-t
PActBamEcoFw TTTTTTGGATCCGAATTCGGAGAGGGGGTAAAAAAATGCTGC Sub clonamiento 2031
PActEcoNotRv TCAACGCGGCCGCAAAAAAGAATTCGGCGAACTATATCAGGGCAC de RegCG

CMVcFor01 TTTTTTAGATCTGTTGACATTGATTATTGACT Clonamiento de 646
CMVrev01 TTTTTTAAGCTTTCGATAAGCCAGTAAGCAGT promotor CMV

EnhEcoNotFw: [TCGCCGAATTCTTTTTTGCGGCCGCGTTGACATTGATTATTGACT Clonamiento 565
EnhBglSalRv: IAAAAAAGTCGACAGATCTCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACGACA Enhancer CMV

CMVmP1F1 GATCTGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGG )
CMVmP1R1 ATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCGCCCATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACA Sintesis del Core pair 1
CMVmP2F1 AGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCA pair 2
CMVmP2R1 AGCTTGATAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTAGTTAGCCAGAGAGCTCTGCTTAT

GREp1F CGCTAGCAGAACAGGATGTTCTGATCAAAGAGATCCAAAGTCAGAACACGTTG pair 1
GREp1R TGTTCTGACTTTGGATCTCTTTGATCAGAACATCCTGTTCTGCTAGCGAGCT

GREp2F TTCTAGCTAAAATAACACATTCAGAGAACATGCTGTTCTGATCAAAGAGAT Sintesis de GRE pair 2
GREp2R TTTGATCAGAACAGCATGTTCTCTGAATGTGTTATTTTAGCTAGAACAACG

GREp3F CCAAAGTCAGAACAAGGTGTTCTAGCTAAAATAACACATTC pair 3
GREp3R TGTTATTTTAGCTAGAACACCTTGTTCTGACTTTGGATCTC

GREp4F AGAGAACATGATGTTCTGATCAAAGAGATCCAAAGTCC pair 4
GREp4R TCGAGGACTTTGGATCTCTTTGATCAGAACATCATGTTCTCTGAATG

InrPACtFWO1(F1) GCCACTGTCGAGTCCGCG 1302
InrPACtFwW02(F2) CCCGCGAGCACAGGCCTT 1280
InrPACtFwO3(F3) CACCCGCCACCAGGTAAG 1237
INTPACtFWO1(F4) GGGTTGCCACTGCGCTTG . 774
INTPACtFWO2(F5)  |CGCTTCCTGCTGGGTGTG Andlisis de RT-PCR

INTPACtFWO3 (F6)  |CGGACCAGCGTTTGCCTC de RegCG >73
CMVrev03 (R1) TATGGGCTATGAACTAATGACC 449
CMVfor (F7) CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG 339
gLivRev(R2) TTCGCAGGCGTAGACTTTGT

InrPACtFW02(F2) CCCGCGAGCACAGGCCT 651(p) /1609(np)
InrPACtFwO3(F3) CACCCGCCACCAGGTAA 1566(np)
INTPACtFwO2(F5) CGCTTCCTGCTGGGTGT Andlisis de RT-PCR 902(np)
INTPACtFwO3(F6) CGGACCAGCGTTTGCCTC ACTB 778(np)
bactCHOFor01 (F8) |GCCAACCGTGAAAAGATGACC 250
bactCHOrev01 (R3) [CACGCTCGGTCAGGATCTTC

Subrayado, indica sitio de restriccion; p, procesado; np , no procesado
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Transfeccion de células CHO K1 adherentes

Los ensayos de expresion transiente y la generacion de lineas celulares estables, se
realizaron utilizando el siguiente protocolo de transfeccion: las células CHO-K1 parentales se
inocularon en placas de 24 pocillos a 300,000 células/mL en 500 uL de medio DMEM-F12
(Gibceo, EE. UU.), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (HyClone, EE. UU.) y
L-glutamina a 100 mM (Gibco, EE. UU.) a 37°C y CO; al 5%. Al alcanzar entre 80 y 90% de
confluencia, las células se transfectaron, para lo cual se elimin6 el medio de cultivo y se afiadi6
una mezcla que contenia 500 ng de vector de expresion con 20 puL de Lipofectamina 2000 CD
(Invitrogen, EE. UU.) en 100 uL de medio OptiMEM (Invitrogen, EE. UU.), y se incubd
durante 4 horas a 37°C y CO; al 5%. Luego, se retir6 la mezcla de transfeccion y las células se
alimentaron con 500 uL de medio DMEM-F12 suplementado con un SFB al 10%, y se incub6
durante 48 horas a 37°C en de CO; al 5%.

Ensayos de reportero transcripcional

Para medir la actividad transitoria de los promotores, las células CHO-KI1 se co-
transfectaron con vectores reporteros de transcripcion derivados de pGL4.17 (Promega, EE.
UU.) y el vector de normalizaciéon pGL4.73 (Promega, EE. UU.), siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. Las células transfectadas se colectaron y se lisaron después de 48 horas
de cultivo, de acuerdo con las instrucciones del sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo®
(Promega, EE. UU.). Posteriormente, la luminiscencia se midid6 en un luminometro
Luminoskan ASCENT (Thermo Electronic Corporation, EE.UU.). La actividad del promotor
se calculé mediante el cociente entre las actividades de luciferasa de la luciérnaga y la renilla
(FIR/REN) y se expres6 como unidades de luz relativas (RLU).

Para medir la actividad de los promotores en lineas celulares estables, las células CHO-
K1 se transfectaron con vectores reporteros pre-linealizados y se clonaron mediante
aislamiento de células a través de dilucion limitante en cultivos en placas de cultivo de 96
pocillos con medio DMEM-F12 (Gibco, EE. UU.) en presencia del antibidtico de seleccion
G418 (Gibceo, EE. UU.) suplementados con suero bovino fetal (SFB) al 10% v/v (HyClone,
EE. UU.) y L-glutamina a 100 mM (Gibco, EE. UU.) a 37°C y CO: al 5%. La actividad
reportera del lisado celular se determiné utilizando el sistema de ensayo de luciferasa Bright-
Glo ™ (Promega, EE.UU.) y se normaliz6 mediante la concentraciéon de proteina total

determinada por el ensayo de Bradford. La actividad reportera se expresé como unidades

23



relativas de luminiscencia (URL), equivalentes al cociente entre la luminiscencia y la

concentracion de proteina total (Luc/Prot).

Generacion de lineas celulares anti-CD20 humano productoras de anticuerpos
Las células CHO-K1 se transfectaron con un vector de expresion bicistronico pre-
linealizado que codifica las cadenas pesadas y liviana de un anticuerpo anti-CD20 humano en

un vector (pRegCG/GRE/CMV-aC20LH), de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente.

Generacion de lineas celulares que producen anticuerpos anti-TNF humanos

Las células CHO DG44 parentales se co-transfectaron con los pldsmidos lineales
apropiados que codifican un anticuerpo quimérico anti-TNF humano: pRegCG/GRE/CM V-
aTNFH y pRegCG/GRE/CMV-aTNFL que codifican la cadena pesada y liviana,
respectivamente. Las células se transfectaron utilizando el reactivo del sistema FreeStyle ™
MAX (Invitrogen, EE. UU.) Siguiendo las instrucciones del fabricante, con 9 pg de cada vector.
Después de la transfeccion, las células se volvieron a sembrar en el medio selectivo que carecia
de medio HT OptiCHO® (Gibco ™, EE.UU.), suplementado con L-glutamina 1 mM (Sigma-
Aldrich Co., EE.UU.), y con el antibidtico de seleccion G418 (Invitrogen, EE.UU.) a 250
pg/mL. Las células se cultivaron hasta que la viabilidad celular alcanzo niveles por debajo del
10% y en este punto, las células viables aisladas mediante una separacion de Ficoll, se
sembraron en placas de 24 pocillos y posteriormente se escalaron en un matraz T-25 hasta que
la viabilidad celular super6 al 90%.

Para la amplificacion de genes, se utilizd un método basado en metotrexato (MTX).
Brevemente, las células se sembraron 0,3x10° células/mL en un medio de seleccion con MTX
afadido en ciclos. Los ciclos se llevaron a cabo bajo las siguientes concentraciones de MTX y
G418: 1) 50 nM y 50 pg/mL, 2) 100 nM y 50 pg/mL, 3) 250 nM y 200 pg/mL, y 4) 500 nM y
200 pg/mL. Luego, la poblacion de células productoras se enriquecié por Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) marcando las cé€lulas un anticuerpo policlonal anti-cadena
gamma de inmunoglobulina humana IgG conjugada con ficoeritrina (PE) (eBioscience, EE.
UU.), incubadas a 4°C por 30 min. Luego, las células se lavaron con PBS y se sometieron a
FACS, dividiéndolas en cuatro grupos segiin tamafio (FSC-A) y granularidad (SSC-A), donde
cada grupo se clasifico en dos subgrupos de baja y alta fluorescencia. Las células de los
subgrupos de alta fluorescencia se inocularon en matraces a 300,000 células/mL en cultivo en
suspension. Para el aislamiento clonal de lineas celulares derivadas, las células se sembraron
en medio semiso6lido ClonaCell™ (STEMCELL Technologies Inc., Canada) y después de 15
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dias de cultivo, se aislaron colonias visibles por aspiracién con micropipeta y se sembraron en
placas de 96 pocillos con 100 pul de CD Opti-CHO®medium. Posteriormente, los clones
seleccionados se cultivaron en Erlenmeyers de 125 mL con agitacion de 135 rpm y se evalud
la produccion del AcR anti-TNFa, mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) de captura de antigeno como se describe en el proximo punto. Finalmente, los cultivos
de células productoras de anticuerpos se establecieron haciendo crecer las células a 37°C en
un medio BalanCD®CHO Growth A quimicamente definido (Irvine Scientific, EE. UU.),
suplementado con glutamina 4 mM. Las cé€lulas se cultivaron por duplicado en frascos Spinner
de 125 mL (TechneTM, Reino Unido) con un volumen de trabajo de 60 mL y agitacion de 70
rpm, sembrando 0,8x%10° células/mL con una viabilidad de > 95%. Todos los cultivos celulares
se incubaron en una incubadora de CO2 Mco-17Aic (SANYO Electric Co., Ltd., Japon) en una

atmosfera enriquecida con CO> al 8%.

Determinacion de la produccion de anticuerpos (ELISA)

La produccién de anticuerpos humanos anti-CD20 y anti-TNF humano en células CHO-
K1 y CHO DG44 se determin6 por la concentracion de anticuerpos en los sobrenadantes de
cultivo, cuantificada por un ELISA preparado en nuestro laboratorio y descrito en (Torres y
cols., 2018). Brevemente, placas de ELISA se sensibilizaron con un anticuerpo policlonal anti-
cadena kappa humana (DAKO) a 2,5 ug/mL en PBS, durante 16 horas a 4°C. Transcurrido este
tiempo, las placas se bloquearon con PBS/BSA al 1% durante una hora a 37°C. A continuacion,
las placas se lavaron tres veces con PBST y se agregaron los sobrenadantes diluidos en
PBST/BSA 1%, y una curva estandar de con un anticuerpo anti-CD20 comercial (Rituximab),
que se incubaron durante 2 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, las placas se lavaron 5
veces con PBST y luego se incubaron con un anticuerpo anti IgG humano, especifico para la
cadena gama (Abcam), inmunoabsorbido para detectar solo inmunoglobulinas humanas;
conjugado a HRP (IgG-HRP, eBioscience), durante 1 hora a 37°C. A continuacion, las placas
se lavaron 7 veces con PBST y se revelaron con TMB (ThermoFisher Scientific), para
posteriormente medir la absorbancia a 450 nm. La concentracion del anticuerpo se determino
por la medicion de absorbancia a 405 nm y su calibracion frente a la absorbancia de pocillos

con el Rituximab.

Analisis de la expresion genica por RT-PCR
El ARN se extrajo de las células utilizando el kit total de ARN I de E.Z.N.A.® (Omega
Bio-tek Inc., EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de
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ARN se cuantificé utilizando un espectrofotometro Synergy 2 (BIO-TEK Instruments, Inc.,
EE. UU.). Los extractos de ARN (2 pg) se trataron con ADNasa I (Thermo Fisher Scientific,
EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante para eliminar cualquier rastro de
contaminacion del ADN genomico. La produccion de transcriptasa inversa de ADN
complementario (ADNc) a partir del ARN se realizo utilizando una enzima Affinity Script
(Agilent Genomics, EE. UU.) y oligo dT. La amplificaciéon del ADNc especifico se llevo a
cabo mediante PCR con el kit de mezcla maestra verde GoTaq® (Promega, EE. UU.) y los

productos de amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1%.

Analisis estadistico

Las diferencias entre grupos se calcularon con la prueba ¢ de Student no paramétrica.
Se utilizo ANOVA de dos vias para evaluar ensayos de varios grupos. Todos estos datos fueron
analizados con el programa GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA, EE.UU.). p <0,05 se considero

estadisticamente significativo y al pie de cada figura se describe.
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Resultados

OEL.- Construir un promotor hibrido entre promotor CMV, una isla CpG y elementos
de respuesta a hormonas esteroidales

Con la finalidad de construir un promotor con alta capacidad transcripcional, resistente
al silenciamiento e inducible, se selecciond el promotor de citomegalovirus (CMV) por ser un
promotor fuerte, la isla CpG el gen de beta-actina (AC7TB) del genoma de células CHO por ser
un gen housekeeping con resistencia intrinseca al silenciamiento génico y la incorporacion de

elementos de respuesta a hormonas esteroidales para hacerlo sensible a la hormona.

Al.l: ldentificando y analizando bioinformaticamente una isla CpG asociada al

promotor de un gen housekeeping en el genoma de células CHO

Para identificar la isla CpG asociada al gen ACTB de Cricetulus griceus, se analizd la
secuencia promotora del gen obtenida de un contig de su genoma usando nBLAST del Centro
Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI). La secuencia de este contig se compard con
las secuencias de ADN gendmico ortdlogo humano, de raton, de rata y de pollo, utilizando
Clustal Omega (Instituto Europeo de Bioinformatica, EMBL-EBI) para identificar el promotor
y las regiones de codificacion (Figura 8). La secuencia se numerd utilizando como referencia
la primera base del codon de inicio del gen ACTB, asignandole la posicion +1, se identificaron
elementos conservados filogenéticamente de los promotores del gen ACTB en eucariotas
(Danilition y cols., 1991; Shen y cols., 2011), como las cajas CAAT (-1126 a -1123), CArG (-
1098 a -1089) y TATA (-1066 a -1063), un TSS proximal teoérico (-1069)
(ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ XM_007648665.4) que inicia el exén I, seguido del intron I en la
region no codificante (-1070 a -7) y finalmente el inicio del exon 11 (-6) (Figura 4A). En este
contexto, utilizando la herramienta Cpgplot de EMBOSS (EMBL-EBI), se identificé una isla
CpG de 1304 pb con un contenido de GC del 67.7% (Figura 4B) que comienza en la posicion
-1182 de la regién 5S'UTR del promotor y terminando en la posicion +122 dentro del exon 11
(Figura 4A). No incluyendo la region 5' del promotor (-1671 a -1187), sin embargo, incluye
los elementos del promotor proximales (cajas CAAT, CArG y TATA), exon 1, intrén [ y parte

del exon II incluyendo una pequeiia porcion de la region de codificacion del gen ACTB.
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Figura 8. Alineamiento de secuencias promotoras de genes de B actina. Secuencias
promotoras de los genes de £ actina de pollo (Gall), humano (Hum), hdmster chino (CHO),
raton (Mus) y de rata (Rat). En Amarillo, se destacan las cajas CAAT, CArGy TATA. En
verde, se destacan el sitio de restriccion Xhol y el codon de inicio de B-actina. Las flechas >
y < indican el inicio y el final, respectivamente de la isla CpG, el inicio de la transcripcion
y el intron | para la secuencia del genoma de la célula CHO. EIl simbolo repetido ““////”

CAT CArG Xhol
ggtgcggcggcagcecaatcagagoggcgogcectoccgaaagtttecttttatggegaggegg
gagcggcgcggggcecaatcagegtgeogeecgttecgaaagttgecttttatggetegageg
gagcggegoggagecaatcagegetegecgtteoecgaaagttgecttttatggetegagtyg
gagcgacgcggagccaatcagecgecccgecgttecgaaagttgecttttatggetegagtyg
gagcgacgcggagccaatcagcgcccgccgttccgaaagttgccttttatggctcgagtg

* e i i o S R S i i S e O e *
>Start mRNA (CHO)

TATA
cggcggcggeggecctataaaaagecgaagegegeggegggegggagtegetgegttgeet
gcegeggeggegecctataaaacccageggegegacgeogecaccaccgecgagacegoegt
gccgctgtggecgtectataaaaccecggeoggegecaacgecgcagecactgtecgagteegegt
gcegetgtggegtectataaaacceggeggegecaacgegeagcecactgtegagteg-cgt
gccgctgtggcgtcctataaaacccggcggcgcaacgcgcagccactgtcgagtccgcgt

* * FhkFIAAAAKL *

tcgeccegtgecceget--ccg-————-——————-—-——- cgcecgecte———————-—-—-
ccgecccgcgagecacagagectecgectttgeecgatecgeoegececgteccacaceccgecgec
ccacccgcgagcacaggcectttegecag-——-ctetttettegeegectecacaccecgecace
ccacccgcgagcacagcttectttgecag-——ctecttegttgeccggtecacaccecgecacc
ccacccgcgagtacaaccttcttgcag———ctcctccgtcgccggtccacacccgccacc
* *xk*% *x X
>Start intron (CHO)
7777777777777777777 gcgecgeccgececggetetgactgacegegttact——-——
aggtaagcccggecagecgaccggggcaggeggctcacggoccggeocgcaggeggeocgoyg
aggtaagcagggacaacaggcccageccggeccacagecctececgtgggecagtgaccgeget
aggtaagcagggacgcocgggcccagegggecttegetetectegtggeta-gtacctecact
aggtaagcagggacgtcgggcccagcgggccccaactttaccttggcca ctacctecgcet
* %
LILLTAETT TP AT T i iirrir i iddiddiridrd i iiiriiriresry
CArG
cgagccgcagceccattgecttttatggtaatecgtgegagagggegecagggacttectttgt
ctcegaccagtgtttgecttttatggtaataacgeggecggecegg———-cttectttgte
tcecggaccagecgtttgectecttatggtaataacgeggeocggecctgg———gecttoctttgt
tcecgggecagegtttgecttttatggtaataatgeggecggtctge——-—gettectttgt
tccgggccagcgtttgccttttatqqtaataatgcggctgtcctgc———gcttcctttgt

* k% ThrEkhkd AhkThkdkkhkrak E * * **%
LEATETEEET T ET T TP riiririddriiiidiriliiiiiitiss
End intron (CHO)< Star Codon

gaccggecggggtttatatcttececttctetgttecteecgecageccagecatggatgatgat
7777777777777777777 agcgcgeccggetattetegeagetcaccatggatgatgat
ggcccgccagtgaccgogaccctettttgtgeocctgatatagttecgeccatggatgacgat
ggccccgaggtgactatagecttettttgtgtet--tgatagttcgecatggatgacgat
ggctccgecggtgaccatagecctettttgtgect—-tgatagttecgecatggatgacgat

*k kK HAEEAEAEEAILTAE AEx
LIELTPETEELLT LI E TP P EI P TE i i rirr il ri il irer iy

En CpG Island (CHO)<

atgggttgagtacgcagcctcecgeggagecatectgtgttggagecagttgetecagteectt
77777777777 tecececteocategtggggegececcaggeacca-—ggtaggg-—gagetgg
——————————— tcccatccategtgggecgecctaggecacca--ggtaggt-—gacectt
——————————— tcecectecategtgggecgecctaggecacca--ggtaagt-—gacctgt
77777777777 tcccctccatcgtgggccgccctaggcaccaf—ggtaagtf—gaccctt

* * * % * &% kx x X3 *

sefialan la discontinuidad de las secuencias alineadas.
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Figura 9. Isla CpG del promotor de p actina. A) Representacion esquematica de la
region del gen ACTB que contiene una isla CpG, donde se indican; la region promotora, la
isla CpG, y una porcion de que denominamos RegCG. Ademas, se indican las cajas CAAT,
CArG y TATA, el sitio de restriccion Xhol, el SST proximal hipotético, el primer exon, el
primer intron, parte del segundo exon y el codon de inicio de la secuencia de codificacion
de ACTB (ATG). B) Grafico de valores de CpG observados versus esperados (Obs/Exp),
calculados por el método de (Gardiner-Garden y Frommer, 1987) utilizando la herramienta
Cpgplot del Instituto Europeo de Bioinformatica (https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/
emboss_cpgplot/), donde la regiéon RegCG se indica en el recuadro interior.
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Al.2: Disefiando la construccion de un promotor resistente al silenciamiento e inducible

en respuesta a hormonas esteroidales

Al1.2.1: Asociando una porcién de unaisla CpG con el promotor CMV para

generar un promotor hibrido resistente al silenciamiento

Para evaluar el efecto de la isla CpG del gen ACTB de Cricetulus griceus sobre el
silenciamiento génico del promotor CMV se selecciond la region no codificante de la isla CpG
(-1188 a -1), fragmento al que denominamos RegCG (Figura 9A). Este fragmento se amplifico
mediante PCR y se clon6 en el vector reportero de la transcripcion pGL4.17 generando pGL-
RegCG (Figura 6B). Este vector fue generado para evaluar su posible actividad transcripcional
dado que RegCG contiene las cajas CAAT, CArG y TATA. La exclusion de los 122 pb de la
region de codificacion del gen ACTB se realizd para evitar la traduccion desde la porcion

codificante de la isla CpG (Figura 9A).

Posteriormente, se generd el promotor hibrido RegCG/CMYV insertando RegCG rio
arriba del promotor CMV, en el vector reportero pGL-CMV (Figura 6A) (ver materiales y

métodos para ver construccion de los vectores reporteros).

Al.2.2: Incorporando elementos de respuesta a hormonas esteroidales en el

promotor hibrido para generar un promotor inducible

Para disefiar un promotor inducible se us6 como base reportes previos sobre el uso
tandems de elementos de respuesta a estrogeno y glucocorticoides rio arriba del Core de CMV
para inducir su actividad transcripcional en presencia de estrogeno o dexametasona,
respectivamente (Ankenbauer y cols., 1988; Strahle y cols., 1988a; Strahle y cols., 1988b). Se
sintetizaron dos secuencias de ADN que contenian un tandem de elementos de respuesta a
hormonas esteroidales; la primera que contiene un tindem de 4 repeticiones de la secuencia
consenso de elementos de respuesta a estrogeno (ERE) (Figura 7B) y la segunda contiene 5
repeticiones de la secuencia consenso de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE)
(Figura 7C) separadas entre si por 21 nucleotidos de secuencia irrelevante. Las secuencias
sintetizadas fueron clonadas rio arriba del promotor CMV en el vector reportero pGL-CMV,
generando los vectores pGL-ERE/CMV y pGL-GRE/CMYV (Figura 6A). Adicionalmente, se

incorporaron estos tandems rio arriba del Core de CMV en el vector reportero pGL-Core
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generando los vectores pGL-ERE/Core y pGL-GRE/Core para ser utilizados como controles
positivos, de acuerdo con lo reportado por Ankenbauer y cols., 1988 y Strahle y cols., 1988a.

Al1.3: Evaluando in vitro la actividad del promotor hibrido

Al1.3.1: Analizando la potencia de los promotores en ensayos de expresion

transiente

Para evaluar el efecto de la combinacion de RegCG y CMV en la actividad promotora,
se genero el promotor hibrido RegCG/CMYV insertando RegCG rio arriba del promotor CMV,
en el vector reportero pGL-CMV generando el vector pGL-RegCG/CMYV (Figura 6A).

Para evaluar la potencia de la actividad transcripcional de los promotores disefiados se
utiliz6 un sistema reportero de la actividad transcripcional, transfectando transientemente
células CHO-K1 con los vectores reporteros construidos en base al vector pGL4.17 (Figura
6A) y midiendo la actividad luciferasa a las 48 horas post-transfeccion (ver materiales y
métodos). Para la comparacion de la actividad de los diferentes promotores se usé6 como
referencia la actividad del promotor CMV a la que se le asign6 un valor relativo de actividad
igual a 1.

La primera observacion para destacar fue la actividad observada para el promotor
RegCQG, la que fue equivalente al 40% de actividad del promotor CMV y 4 veces superior a la
actividad del Core de promotor CMV (Figura 10B). Este resultado muestra que RegCG se
comporta como un promotor con una actividad intermedia entre la observada para el promotor
CMV y su Core. Debido a esto en los siguientes ensayos se incorporo la actividad del promotor
RegCG en las comparaciones de los promotores hibridos.

El promotor hibrido RegCG/CMYV mostr6é un nivel de actividad intermedia entre la
actividad de los promotores CMV y RegCG, alcanzando una actividad equivalente al 65% de
la actividad del promotor CMV con 1,65 veces mas actividad que el promotor RegCG (Figura
10C). La menor actividad del promotor RegCG/CMV respecto a la del promotor CMV
probablemente se debe a que la presencia de RegCG interfiere con la actividad del promotor
de CMV. Esta suposicion se basa en la observacion de la actividad del promotor GRE/CMV
que también fue menor a la actividad del promotor CMV, sugiriendo que la insercion de otros
elementos rio arriba de CMV interfiere con la actividad del promotor. De esta forma la
actividad remanente del promotor CMV se estaria sumando a la actividad que RegCG en el

promotor hibrido. Estos resultados sugieren que la actividad del promotor hibrido
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RegCG/CMV es el resultado de un efecto aditivo de las actividades remanentes de las
porciones RegCG y CMYV del promotor hibrido.

Para analizar la funcionalidad del promotor RegCG se analiz6 si los elementos CArG y
CAAT son funcionales en este promotor. Para este propdsito, se construyd una mutante de
RegCG en la que se eliminaron las cajas CAAT y CArG cortando por restriccion la region
ubicada rio arriba del sitio de la enzima Xhol (RegCGdel) (Figura 6A). Los ensayos de
actividad reportera mostraron una disminucién de 5 veces de la actividad de la mutante
RegCGdel respecto con el promotor RegCG (Figura 10B), lo que sugiere que los elementos
CAAT y CArG son criticos para la actividad del promotor. Sin embargo, la inactivacion del
mutante no fue absoluta, ya que mostr6é una actividad comparable a la actividad del Core de
CMV y fue capaz de aumentar la actividad del promotor Core CMV al asociarla a su region 5’
(RegCGdel/Core) (Figura 10B). Es posible que la actividad de la mutante este mediada por la
caja TATA cercana al TSS proximal, o bien por la caja CArG presente en la region intronica de

RegCG (Figura 8).

A1.3.2 Analizando la sensibilidad del promotor hibrido a hormonas en ensayos

de expresion transiente.

Para probar el efecto de los tindems de EREs y GREs en la induccion del promotor
CMYV, se realizaron ensayos de transfecciones transiente en células CHO-K1 con los vectores
reporteros pGL-ERE/CMYV, pGL-GRE/CMV, pGL-ERE/Core y pGL-GRE/Core (ver
materiales y métodos). Los cultivos de células transfectadas se estimularon con dosis crecientes
de estradiol o dexametasona, ligandos de los receptores de estrogeno y glucocorticoides,
respectivamente y se midid la actividad luciferasa a las 48 horas post-transfeccion (ver
materiales y métodos).

Como se observa en la Figura 6A, las células transfectadas con los vectores pGL-
ERE/Core y pGL-ERE/CMYV, no mostraron induccion de la actividad luciferasa en presencia
de estradiol. Si bien se ha descrito que las células CHO expresan el receptor de estrogeno 3
(Thomas y cols., 2003), aparentemente el nivel de expresion del receptor de estrogeno no es
suficiente para activar los promotores que contienen el tindem de EREs. En funcion de estos
resultados se decidio no proseguir trabajando con los EREs.

Respecto al efecto al tindem de GREs se observo un aumento de la actividad luciferasa
en las células transfectadas transientemente con pGL-GRE/Core en presencia de dexametasona

a partir de una dosis de 25 mM, confirmando la expresion del receptor de glucocorticoides en
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estas células (Figura 11C). Sin embargo, al analizar la induccién del promotor pGL-GRE/CMV

no se observo un aumento estadisticamente significativo en la actividad reportera (Figura 11E).

Al.3.3 Analizando la actividad transcripcional de la isla CpG en el promotor
hibrido

Una de las preguntas que surgen en el promotor hibrido RegCG/CMYV es si la porcion
RegCQG es transcripcionalmente activa o solo modifica la actividad de CMV. Para resolver este
tema, se realizaron ensayos RT-PCR especificos de la region RegCG del promotor
RegCG/GRE/CMV. Para ello, se utilizé un clon de la linea celular CHO-DG44 transfectada
establamente con vectores que codifican para un anticuerpo anti-TNF humano bajo el control
del promotor hibrido RegCG/GRE/CMYV (Figura 12A). Se disefiaron cebadores directos (F)
para reconocer distintas posiciones de la region RegCG del promotor hibrido: cebadores F1 y
F2 para el exon I; cebador F3 para la interseccion exon/intron; y cebadores F4, F5 y F6 para el
intron I (Figura 12A) y Tabla 1. Para evitar la amplificacion del promotor enddgeno del gen de
la beta-actina, se utiliz6 un cebador reverso (R) para recocer el enhancer del promotor CMV
(cebador R1).

La ausencia de amplificacion del ADN gendmico se confirmé por el tamafio del
producto de amplificacion con cebadores F8 y R3 (Figura 12B, linea F8/R3). Estos cebadores
flanquean un intrén del gen ACTB con un tamafio de amplificacion esperado de 711 pb a partir
de ADN gendmico y 256 pb a partir de ARNm.

Las intensidades de las amplificaciones a partir de las muestras de ARNm se
compararon con la amplificacion a partir de ADN plasmidial de un vector que contiene el
promotor hibrido RegCG/GRE/CMYV usada como control de carga (Figura 12B, lineas F7/R2).

En estos ensayos, se observo amplificacion con los cebadores F1, F2, F4 y F6 en la
muestra con ARNm (Figura 12C), lo que demuestra que la porcidon RegCG del promotor
hibrido presenta actividad transcripcional. Ademas, se observo que el tamaiio de los productos
de amplificacion obtenidos con cebadores F1 y F2 anclados aguas arriba del intron I y los
cebadores F4 y F6 anclados dentro del intron I, son del mismo tamafio que los obtenidos con
su control de ADN plasmidial (Figura 12C, carriles F1/R1, F2/R1, F4/R1 y F6/R1), mostrando

que el transcrito no sufre procesamiento del intron.
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Figura 10. Andlisis de actividad de promotores en ensayos de expresion transiente.
Actividad reportera de la transcripcion transiente de células CHO-K1 cotransfectadas con
los vectores reporteros que expresan el gen de luciferasa de luciérnaga bajo el control de
los promotores en estudio y el vector de normalizacion pGL4.73 (Promega) que expresa
el gen de luciferasa de renilla. A) Representacion esquematica vectores reporteros
derivados del vector pGL4.17 que contienen promotores en estudio. B) Actividad de
RegCG vy sus derivados RegCGdel RegCG/Core. C) Actividad de promotores hibridos
indicado en el eje x del grafico. Cada punto representa el valor de la actividad, expresado
como unidades de relativas de luminiscencia (URL), normalizadas contra la actividad de
la renilla con respecto a la actividad promedio del promotor de CMV, que se asignoé a un
valor de ULR igual a 1.0. La gréfica es representativa de experimentos en duplicado con
tres puntos por medicion en cada uno y representa la integracion de tres experimentos
normalizados a través de la actividad promedio de CMV. Los datos se presentan como
valores medios + S.D. La prueba t no pareada de dos colas se utilizé para el analisis
estadistico. * <0.01, ** p <0.05; *** p <0,001
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Figura 11. Efecto de un tAndem de Elementos de Respuesta a Hormonas Esteroidales
en la actividad del promotor CMV mediante transfeccion transiente. La actividad
promotora de cada construccion se probd en ensayos de transfeccidn transiente en células
CHO-K1. Las células se co-transfectaron con vectores reporteros que expresan el gen de
luciferasa de luciérnaga y con el vector pGL4.73 que expresa el gen de luciferasa de renilla,
como control de carga. A las 4 horas post-transfeccién se estimularon las células con la
hormona, prosiguiendo su cultivo por 48 horas, luego de lo cual se midio la actividad de
luciferasa de luciérnaga y de renilla. La actividad fue expresada como el cociente entre las
Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU) de la luciferasa de luciérnaga y de la
luciferasa de renilla (Luc/Ren). A). Actividad de los promotores Core, ERE/Core, CMV 'y
ERE/CMV en presencia o ausencia de estradiol (E2) a 250 nM. B a E). Actividad de los
promotores CMV, GRE/CMV, Core y GRE/Core, respectivamente, en presencia de
distintas concentraciones de dexametasona (Dex). La grafica es representativa de
experimentos con tres puntos por medicion. La prueba t no pareada de una cola se utiliz6
para el analisis estadistico. * p <0.05
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Cuando se compar¢ la intensidad de los amplicones obtenidos con los cebadores que
reconocen RegCG, se observd que el cebador F6 produjo un amplicon de intensidad
notoriamente mayor que la obtenida con los cebadores que recogen RegCG corriente arriba de
este, siendo de intensidad similar respecto de su control de ADN plasmidial (Figura 7C, carriles
F6/R1). Esta mayor intensidad sugiere que existe un sitio de inicio de la transcripcion adicional
dentro del intron, el que se ubicaria entre los sitios reconocido por los cebadores F5 y F6.

Adicionalmente se analiz6 la transcripcion a partir del promotor del gen ACTB
endogeno (promotor ACTB) para comparar su funcionamiento respecto de la porcion RegCG
del promotor hibrido. Para ello, utilizando algunos de los cebadores directos utilizados en el
analisis de la transcripcion del promotor hibrido (cebadores F1, F2, F5 y F6) y un cebador
reverso que reconoce la region de codificacion del gen ACTB (cebador R3) para lograr una
amplificacion especifica del mensajero. En este ensayo se encontrd una potente amplificacion
usando el cebador F1 que se une rio abajo del TSS proximal tedrico del gen ACTB (Figura 7D,
F1/R3). El tamafio de producto de amplificacion fue correspondiente con el tamaino esperado
para el mensajero procesado que es de 744 pb (Figura 7D, F8/R3). Los productos de
amplificacién obtenidos con cebadores F2, F5 y F6 mostraron tamafios de amplificacion que
no coincidian con los esperados para el ARN no procesado (Figura 7D, F6/R3), siendo
probablemente productos de amplificacion inespecificos. Estos resultados indican que los
promotores los promotores ACTB y la porcion RegCG del promotor hibrido tienen
comportamientos diferentes, donde, en el promotor enddgeno el principal responsable de la
actividad transcripcional es el TSS proximal, mientras que en la region RegCG del promotor
hibrido, aparentemente el principal responsable de la actividad transcripcional es un TSS

intronico.
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Figura 12. El promotor RegCG tiene un sitio de inicio de transcripcién en el primer
intrén. El sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de RegCG en el promotor hibrido
RegCG/GRE/CMYV se analiz6 en células derivadas de células CHO DG44 cotransfectadas
con vectores pRegCG/GRE/CMV-aTNF-L y pRegCG/GRE/CMV-aTNF-H. EI ADNCc se
prepard a partir de RNA total aislado de un cultivo de células en fase exponencial. Se
usaron cebadores que se unen en diferentes partes de RegCG y CMV. A) Representacion
esquematica del gen anti-TNF-L recombinante comandado por el promotor
RegCG/GRE/CMV vy el gen ACTB enddgeno. Las lineas de puntos indican la region del
gen de la B-actina correspondiente con la porcion RegCG del promotor recombinante. Las
flechas inferiores indican la posicion y la direccion de los cebadores, donde F y R indican
los cebadores inversos hacia adelante, respectivamente. Las flechas superiores indican la
posicion del TSS tedrico. B) y C) Analisis por RT-PCR del promotor recombinante
RegCG/GRE/CMV. En la parte inferior de la figura, se indican el ARN (ARN total), el
vector (ADN plasmidico del vector pRegCG/GRE/CMV-aTNFL) y los cebadores. Los
cebadores utilizados se indican con numeros correspondientes a la numeracion en A. D)
Anélisis por RT-PCR del gen de la B-actina.
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OE2. Generar un promotor inducible por hormonas esteroidales
A2.1 Analizando la actividad del promotor hibrido con GRE en un sistema reportero de

la transcripcion

Para probar capacidad del tandem GREs de transformar el promotor CMV en un
promotor inducible se evalu6 el efecto del estimulo con dexametasona en clones estables de
células CHO-K1 transfectadas con los vectores pGL-RegCG/GRE/CMV y pGL-
RegCG/GRE/Enh/GRE/Core y de clones pGL-RegCG/CMV como control de promotor sin
GRE. Se inocularon células de clones provenientes de cada transfeccion en placas de 24
pocillos y al dia siguiente se estimularon por la adiciéon de dexametasona a concentraciones de
0; 0,1; 1 y 10 uM, respectivamente, continuando su cultivo por 48 horas. Luego se determind
la actividad promotora expresada como Unidades Relativas de Luminiscencia (URL) calculada
por la relacion al nivel de luminiscencia producto de la actividad luciferasa y la cantidad de
proteinas totales presente en el lisado celular (Luc/prot) (Figura 13). Se analizaron diez clones
para cada transfeccion, donde se observaron dos inducibles para el promotor
RegCG/GRE/CMV-Luc (Figura 14A) y tres clones inducibles para el promotor
RegCG/GRE/Enh/GRE/Core (Figura 14B). Para clones con el promotor control RegCG/CMV
no se observo ningln clon inducible (Figura 14C). Estos resultados muestran que la presencia
de GRE rio arriba de CMV Ila otorga la capacidad al promotor de des inducible frente al
estimulo con dexametasona.

Por otro lado, en la figura 14C se muestra un clon representativo de un efecto represon
de la actividad promotora del promotor RegCG/CMYV por accion de dexametasona. Este efecto
represor también fue observado en clones con los promotores RegCG/GRE/CMV y
RegCG/GRE/Enh/GRE/CMYV, sin embargo, el hecho de ser observado en clones con el
promotor control sin GRE indican que este efecto represon no est4 asociado a la presencia de
GRE en el promotor. Reportes han mostrado que existe efectos inhibitorios de la via de
senalizacion de NF-kB por accion de glucocorticoides, donde se ha mostrado que existe
asociacion fisica y antagonismo funcional entre la subunidad p65 de NF-kB (p65) y el receptor
de glucocorticoides (Ray and Prefontaine. 1994). Esto pudiera explicar la baja frecuencia de
clones inductores observados con los promotores RegCG/GRE/CMV vy
RegCG/GRE/Enh/GRE/Core, donde el antagonismo entre la via NF-kB y glucocorticoides
pudiera estar enmascarando la induccion de estos promotores frente al estimulo con

dexametasona en algunos clones.
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A2.2 Analizando la actividad del promotor hibrido con GRE en un sistema de expresion

de anticuerpos recombinantes.

Para probar el efecto del tindem de GREs en la induccion del promotor CMV para
inducir un aumento en la produccion de anticuerpos se construy6 un vector bicistronico para
la expresion de un anticuerpo reemplazando el gen de la luciferasa del vector reportero pGL-
RegCG/GRE/CMYV por los genes de la cadena pesada y liviana de un anticuerpo anti-CD20
humano en una cadena unica separados por una secuencia IRES (aCD20-HL) (Figura 16A).

Se evalué la capacidad de los clones estabilizados productores de anticuerpos
provenientes de células transfectadas con el vector biscistronico pRegCG/GRE/CMV-aCD20-
HL de ser inducidos por dexametasona en cultivos en adherencia. Para ello, se seleccionaron
6 clones productores y se cultivaron en placas de 24 pocillos y al dia siguiente se estimularon
por la adicion de dexametasona a concentraciones de 0; 0,8; 1,6 y 3,2 uM, respectivamente,
continuando su cultivo por 48 horas para medir la produccion de anticuerpos. De este ensayo,
se identificaron dos clones (G29 y G54) que responden de manera dosis dependiente a la
presencia de dexametasona (Figura 14A), logrando un 34% y 19% de aumento en la

produccion, respectivamente, a la dosis de dexametasona mas alta analizada (3,2 uM).
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Figura 13. Analisis de la induccion por dexametasona de clones estables con promotores
que poseen GRE. Se analiz6 induccioén por dexametasona de clones provenientes de células
CHO-K1 transfectadada con los promotores RegCG/GRE/CMV, RegCG/GRE/Enh/GRE/Core
y RegCG/CMV en cultivos en adherencia en placas de 24 pocillos con 500 pL de medio. Las
células fueron estimuladas 24 horas post inoculaciébn a concentraciones crecientes de
dexametasona (0; 0,1; 1 y 10 uM) y se midi6 la actividad luciferasa 48 horas después del
estimulo. Las graficas muestran la actividad luciferasa (URL) de clones que responden a la
estimulacion con dexametasona de diez clones analizados para cada promotor; A) dos clones
respondedores para RegCG/GRE/CMV, B) tres clones respondedores para
RegCG/GRE/Enh/GRE/Core. Ademas, en C) se muestran dos clones representativos de clones
no inducibles para el control sin GRE, RegCG/CMYV, donde uno no responde (grafico de la
izquierda) y otro es reprimido en presencia de dexametasona (grafico de la derecha) La gréfica
es representativa de experimentos con tres puntos por medicion (* P <0,05; ** P <0,01; ***
P <0,001).
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Para buscar las mejores condiciones de induccion con dexametasona, se realizd la
caracterizacion del crecimiento de un clon y se relaciond con los niveles de produccion de
anticuerpos (Figura 14B). De acuerdo con esta curva, al realizar un in6culo de 200.000
células/mL, las células alcanzan un 100% de confluencia a las 48 horas de cultivo llegando a
alrededor de 750.000 células/mL, las que siguen proliferando hasta alrededor de 2,5x10°
células/mL a las 120 horas desde la confluencia. Después de las 120 horas la concentracion de
células vivas comienza a disminuir. De acuerdo con esta curva se propuso estudiar el efecto de
la estimulacion con dexametasona a 0; 0,8; 3,2 y 12 uM, en diferentes tiempos del cultivo,
estableciendo una estimulacion temprana a las 48 horas y una estimulacion tardia a las 96 horas,
midiendo la concentracion de anticuerpos a las 144 horas.

Como se observa en la figura 14C, el clon G54 muestra una respuesta a dexametasona
diferencial entre estimulacion temprana y tardia. Asi al estimular tempranamente (48h) se
observo un efecto represor de la produccion de manera dosis dependiente a partir de una
concentracion de dexametasona de 3,2 pM. Sin embargo, al estimular tardiamente (96h) se
observo un aumento de la produccion dosis dependiente a concentraciones de 3,2 y 12,8 uM
de dexametasona, aumentando en un 48% a la dosis mas alta utilizada respecto al control sin
estimulo.

Estos resultados muestran que la dexametasona ejerce un efecto mixto sobre la
productividad de los clones con los promotores hibridos que contienen GRE. Por un lado, se
observo en algunos clones un efecto inductor de la actividad dosis dependiente de
dexametasona, mientras en otros clones se observd efectos inhibitorios. Una posible
explicacion es que dexametasona inhiba el crecimiento celular, por lo cual, al estimular
tempranamente las células no alcanzarian la masa celular suficiente para lograr un nivel de
produccion alto. Bajo este panorama la induccion tardia del cultivo, cuando ya se ha alcanzado
una masa suficiente de células puede permitir aumentar la produccion respecto a los cultivos

sin estimulo. Otras alternativas posibles seran planteadas en la discusion.
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Figura 14. Clones estables con vector pRegCG/GRE/CMV-aCD20HL son sensibles a
dexametasona. A) ensayo de induccién temprana con dexametasona y analisis de la
produccion de anticuerpo recombinante a las 48 horas de clones que contienen el vector
pOpt-aCD20HL, donde la produccion fue determinada mediante ELISA y expresada en
forma relativa por absorbancia. B) curva de crecimiento celular y produccion de anticuerpo
recombinantes de un clon productor que contiene pOpt-aCD20HL y pCMV-aCD20HL.
Sat (48h), indica el momento en que las células llegan a confluencia. C) ensayo de
induccion temprana (48h) y tardia (96h) de un clon que contiene pOpt-aCD20HL y
medicion de produccién en la fase terminal del cultivo (144h), donde la produccion fue
determinada mediante ELISA y expresada en concentracion de anticuerpo. (* P <0,05; **
P<0,01; *** P<0,001).
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OE3. Generar un promotor resistente al silenciamiento génico
A3.1: Evaluando el silenciamiento génico en un sistema reportero de la actividad
transcripcional de lineas estables bajo el control de promotores hibridos

Para probar el efecto de RegCG en el silenciamiento del promotor CMYV, se evaluo6 la
actividad de los  promotores  RegCG, RegCG/CMV, RegCG/GRE/CMYV,
RegCG/Enh/GRE/Core y RegCG/GRE/Enh/GRE/Core en un sistema reportero de la
transcripcion clonando estos promotores en el vector reportero pGL4.17 y midiendo su
actividad en lineas estables de células CHO-K1, usando como patrén de comparacion la
actividad del promotor CMV. Lineas celulares CHO-K1 transfectadas en forma estable y
seleccion de clones por dilucién limitante, se cultivaron en presencia del antibidtico de
seleccion hasta que se estableci6 el cultivo, después de lo cual se elimind el selector para
permitir el libre silenciamiento del gen recombinante.

Para determinar las condiciones del analisis de la actividad de los promotores,
previamente se analizd la disminucion de la actividad del promotor de CMV en el tiempo
después de la retirada del antibidtico de seleccion (Figura 15A). Este andlisis revelo el
decaimiento continuo de la actividad de CMV estabilizandose en alrededor de un 10% de la
actividad inicial luego de 40 dias de cultivo. De acuerdo a este resultado, se defini6 40 dias
como periodo de estabilizacion de los clones de cultivo, utilizando este tiempo para comprar
el efecto del silenciamiento en los distintos promotores en relacion a sus niveles de actividad
transcripcional.

Para determinar la resistencia al silenciamiento de los diferentes promotores respecto
al promotor CMYV, se seleccionaron al azar 16 clones de cada transfeccion y se cultivaron hasta
el dia 39 después de la eliminacion del antibidtico de seleccion. Al final de periodo de cultivo,
se analiz6 la actividad reportera de cada clon y se compararon con la actividad de los clones
que portaban el promotor CMV (Figura 15B). Los resultados mostraron que los clones que
portaban el promotor RegCG tenian en promedio 3 veces mas actividad que los clones que
portaban el promotor CMV, lo que indica que el promotor RegCG es mas resistente al
silenciamiento transcripcional que el promotor CMV. A su vez, los clones con el promotor
hibrido RegCG/CMYV excedieron 15 veces la actividad promedio de los clones que portaban el
promotor CMV, lo que sugiere que la porcion RegCG estd contribuyendo en reducir el

silenciamiento de este promotor hibrido. El segundo promotor mdas activo fue
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RegCG/GRE/CMYV, cuyos clones alcanzaron un aumento de 6 veces en la actividad en
comparacion con los clones CMV.

Aunque los promotores hibridos en los que el CMV estaba interrumpido por la insercion
de un tdindem de GRE tenian menos actividad transcripcional que RegCG en ensayos de
expresion transiente (Figura 10C), sorprendentemente, en clones estables mostraron
actividades similares con respecto a RegCG (Figura 15B). Esto es concordante con los
resultados de RT-PCR que muestran que RegCG mantiene la actividad transcripcional en el
contexto del promotor hibrido RegCG/GRE/CMYV, sugiriendo ademés que su actividad no es
inhibida por los otros elementos del promotor hibrido (GRE y/o CMV).

Junto a lo anterior, dado que las actividades de los clones con promotores hibridos
fueron mayores que la actividad de clones con el promotor CMV se puede interpretar que
RegCG estd dando a los promotores hibridos la capacidad de ser mas resistentes al
silenciamiento. Asimismo, el hecho que la actividad de los clones hibridos sea mayor que de
clones con RegCG indican que la porcion CMV de los promotores hibridos mantiene y aporta
actividad transcripcional al promotor. Por lo cual, estos resultados muestran que RegCG y
CMYV pueden funcionar conjuntamente en los promotores hibridos, produciendo un efecto

aditivo de actividad transcripcional al final del periodo de estabilizacion de los clones.

A3.2: Evaluando el decaimiento de la produccion de anticuerpos recombinantes

de lineas estables bajo el control de promotores hibridos

Para probar la capacidad de los promotores hibridos que contienen RegCG en la
produccion de anticuerpos recombinantes se expresd un anticuerpo quimérico anti-CD20
humano en células CHO usando un sistema de expresion bicistronico. Los promotores
RegCG/CMV y RegCG/GRE/CMV se seleccionaron debido a que mostraron la mayor
actividad transcripcional con el sistema reportero de la transcripcion en clones estables. Los
vectores bicistronicos se construyeron reemplazando el gen de la luciferasa en los vectores
reporteros que contienen los promotores respectivos con los genes de las cadenas pesada y
liviana del anticuerpo anti-CD20 (anti-CD20-H y anti-CD20-L, respectivamente) separados
por un sitio IRES (Figura 16A). Lineas celulares CHO-K1 estables se generaron mediante
transfeccion con vectores de expresion bajo el control de los promotores hibridos RegCG/CMYV,

RegCG/GRE/CMV y el promotor CMYV, respectivamente.
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Figura 15. Los promotores que contienen RegCG son resistentes al silenciamiento en
lineas celulares estables. Actividad transcripcional en lineas estables de células CHO-K1
transfectadas con los vectores informadores y clonadas por dilucion limitante. La actividad
de los promotores se expresO en unidades relativas de luminiscencia (RLU) calculada
como la relacion entre la luminiscencia y la concentracion de proteinas totales en los
lisados celulares. En A) la disminucion de la actividad del promotor de CMV en un grupo
de clones se muestra hasta 41 dias después de la eliminacion de la presion de seleccién.
En B) la actividad de los promotores pGL-CMV, pGL-RegCG, pGL-RegCG/CMV, pGL-
RegCG/GRE/CMV, pGL-RegCG/Enh/GRE/Core, pGL-RegCG/GRE/Enh/GRE/Core de
un grupo de clones elegidos al azar en el dia 39 después de la seleccion se retir6 (n = 16).
Los datos se presentan como valores medios + S.D. La prueba t no pareada de dos colas
se utilizo para el anélisis estadistico. (* P <0,05; ** P<0,01; *** P <0,001).
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Cincuenta y seis clones de cada construccion se recolectaron aleatoriamente y se
cultivaron en ausencia de antibiodticos de seleccion durante un periodo de aproximadamente 40
dias para permitir su silenciamiento, segin el tiempo determinado previamente para el
promotor CMV usando el sistema reportero de la transcripcion (Figura 15A). Al final del
periodo de cultivo se determino la concentracion de anticuerpos en el sobrenadante para cada
clon, las que se muestran en el grafico de la figura 16B, el cual incluyo6 30 clones de CMYV, 39
clones de RegCG/CMV y 40 clones de RegCG/GRE/CMV. Para el resto de los clones
seleccionados no se detectd anticuerpos en los sobrenadantes de cultivo por lo cual se considerd
que eran clones no productores. Los resultados del promedio de produccion de los clones
mostraron que los clones con los promotores RegCG/CMV y RegCG/GRE/CMV tenian 4
veces mayor produccion que los clones con el promotor CMV (Figura 16B). La misma
diferencia se observo al analizar el promedio de produccion de los 5 mejores clones de cada
construccion (datos no mostrados). No se encontraron diferencias estadisticas en la produccion
promedio de los clones de los promotores RegCG/CMV y RegCG/GRE/CMYV, lo que indica
que la insercion del tindem de GREs entre RegCG y CMYV, no afecta drasticamente la actividad
del promotor hibrido en lineas estables.

Por lo tanto, estos resultados confirman que la combinacion de RegCG y CMV hace
posible obtener clones que aumentan significativamente la produccion de proteinas

recombinantes después de un periodo de estabilizacion de los clones recombinantes.

A3.3 Evaluando la capacidad de generar clones estables de alta produccion con el
promotor hibrido

Para probar la capacidad del promotor RegCG/GRE/CMV de generar clones de alta
produccion de anticuerpos, se utilizaron células CHO DG44 deficientes en el gen dhfr; las que
se co-transfectaron con vectores de expresion que codifican separadamente la cadena liviana
y la pesada de un anticuerpo recombinante anti-TNF humano, ambos controlados por el
promotor RegCG/GRE/CMV (Figura 17A). El vector de la cadena liviana contenia como
sistema de seleccion el gen de dhfr y el vector de la cadena pesada contenia el gen de resistencia

ala G418.
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Figura 16. Los promotores que contienen RegCG aumentan los niveles de produccion
de un anticuerpo anti-CD20 en células CHO-K1. Células CHO-K1 transfectadas con
los vectores pRegCG/GRE/CMV-aCD20, pRegCG/CMV-aCD20 y pCMV-aCD20 se
clonaron por dilucién limitante y se cultivaron durante 35 dias después de la eliminacion
del antibiotico de seleccidn, luego de lo cual se midio6 la concentracion anticuerpos de los
sobrenadantes de los clones, determinados mediante un ensayo ELISA. A) Representacion
esquematica de promotores recombinantes clonados en un vector biscistrénico para
expresar un anticuerpo humano anti-CD20. B) Concentracién promedio de anticuerpos
(sefialadas por una barra horizontal) de grupos de 30, 39 y 40 clones, respectivamente para
tres promotores diferentes: CMV: 6,2 ng/mL, RegCG/CMV: 253 ng/mL vy
RegCG/GRE/CMV: 24,3 ng/mL. Los datos se analizaron mediante la prueba de Kruskal-
Wallis (ANOVA), seguida de la prueba de Dunn. (* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001).

47



pPromoter-aTNFL

Bla ori
AmpR

Promoter

pPromoter-xTNFH
Bla ori =
AmpR NeoR - ” 1‘;‘ 0
FSC-A
g 4 E
k-3 §— |
g eH A s8]/l
§ - ] T P6 PS 9 g H
S 3 © "1k
& <& <
29
B O T T O a2t SRR R IRRLL TR T
PE-A (P1 PE-A (P2)
5 3
S E
§§- £ S ®2
ER; P7 9 ] P9 o £
3 21 S £
[T PRE ST
- i) BE.
& 3 =
] 3 i "
o m " e . L M ML = o
PE-A(P3) PE-A (P4)

Figura 17. Estrategia de seleccion de poblaciones celulares de células CHO-DG44,
transfectadas con genes codificantes de un anticuerpo anti-TNF humano, estables por
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS). A) representacion esquematica de los
vectores para expresar un anticuerpo humano anti-TNF humano. B) distribucion de una
poblacion de células provenientes de una amplificacion génica con metotrexato (500 nM)
incubadas a 4°C con un anticuerpo policlonal anti-Fc de cadena gamma de
inmunoglobulina humana conjugado a ficoeritrina (PE) y divisién de células en cuatro
grupos de células (P1, P2, P3 y P4) segin SSC-A y FSC-A, de los cuales cada grupo se
subdividié en dos subgrupos de acuerdo con su alta o baja florescencia. C) distribucién de
células totales segun fluorescencia. D) a G) separacion de subgrupos de alta y baja sefial
de fluorescencia, donde en E, no se subdividié debido al bajo nimero de células de alta
fluorescencia. H) analisis de produccion de anticuerpos obtenida de cultivos derivados de
los subgrupos P5, P6, P7 y P9, incluyendo células no sorteadas (PS, pre sorter).
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Para seleccionar clones de alta produccion de anticuerpo, se utilizdo como estrategia la
transfeccion e induccion de la amplificacion génica con metotrexato seguida de un
enriquecieron poblacional de las células de mayor produccion mediante Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) (ver materiales y métodos). Para el enriquecimiento por FACS
se utilizaron células de la poblacion de células producto de la amplificacién génica con
metotrexato (500 nM) (ver materiales y métodos) marcandolas con un anticuerpo policlonal
anti-Fc de cadena gamma de inmunoglobulina humana, conjugado a ficoeritrina (anti-Fc-PE),
incubandolas en hielo por 30 min y lavandolas con PBS antes de ser sometidas a FACS. Se
clasificaron en 4 grupos poblacionales (gates; P1, P2 P3 y P4) segun sus niveles de alta o baja
granularidad (SSC-A) y tamafio (FSC-A) (Figura 17B), donde cada uno de estos grupos se
subdividieron en dos subgrupos de alta y baja fluorescencia. De este modo de aislaron los
siguientes subgrupos: P5 (células con alta sefial derivadas de P1), P6 (células con baja sefial
derivadas P1) (Figura 17D), P7 (células de alta sefial derivadas de P3) (Figura 17F) y P9
(células de alta sefial derivadas de P4) (Figura 17G). Para el grupo P2 se detectaron muy baja
cantidad de celulas con alta fluorescencia por lo que no se aislaron células (Figura 17E). Se
aislé el subgrupo P6 para comparar subgrupos de alta y baja sefial fluorescencia. Finalmente,
las poblaciones de células aisladas de cada subgrupo se expandieron y sembraron a un inoculo
de 300.000 células/mL en 30 mL de medio en matraces en cultivo en suspension y a los 7 dias
se evalud la produccion de anticuerpo por ELISA (ver materiales y métodos). Se observo que
los cultivos de los subgrupos de alta fluorescencia P5, P7 y P9 mostraron mayor produccion
que la del subgrupo de baja fluorescencia P6 (Figura 17H). Posteriormente, las células de la
poblacion enriquecida se sembraron en medio semisélido (ver materiales y métodos) y se
cultivaron durante 15 dias, luego las colonias visibles se aislaron manualmente mediante
aspiracion con una micropipeta y se cultivaron en placas de cultivo de 96 pocillos, colectando
aproximadamente 600 clones. Los clones fueron escalados a volimenes mayores de cultivo
pasando de placas de 96 pocillos a placas de 6 pocillos, pasando finalmente a matraces
Elermeyer con 25 mL de medio continuando su cultivo en suspension. En cada paso de la
escalada se seleccionaron los mejores clones productores por su nivel relativo de produccion
determinado por ELISA. En la figura 18 se muestra el paso de seleccion intermedia de clones
desde placas de 96 pocillos a placas 6 pocillos, desde donde se seleccionaron 7 clones que
mostraron una productividad igual o superior a 2 pg/célula/dia y donde el clon 7 mostré mayor
productividad, por lo cual fue seleccionado para la tltima etapa de escalamiento (Figuras 19A
a ).
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El escalado final del clon 7 se realizé en un cultivado en frasco Spinner con 60 mL de
medio, mantenido durante 17 dias. El andlisis de produccion del anticuerpos anti-TNF mostro
una produccién maxima de 132 mg/L alcanzada a los 13 dias de cultivo cuando las células
tenian una viabilidad superior al 60%, luego de lo cual se observé rapidamente decaimiento de
estas. La productividad calculada para este clon fue de 2 pg/célula/dia (Figuras 19D a F).

Por lo tanto, considerando la obtencion de 7 clones con productividad de 2 pg/célula/dia
desde 600 clones aislados inicialmente se logré generar clones de alta productividad en una

proporcion de 1 en 85 clones seleccionados inicialmente.
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Figura 18. Seleccion de clones de células CHO-DG44 transfectadas con genes
codificantes de un anticuerpo anti-a TNF. 30 clones, preseleccionados por su produccion
relativa de anticuerpo en cultivos estaticos en placas de 96 pocillos, se cultivaron en
suspension en placas de 6 pocillos con 3 mL de medio CD OptiCHO con agitacion a 140
rpm. A) Concentracion de anticuerpo anti-TNF humano, determinada por ELISA, desde
los sobrenadantes de cultivo de cada clon, en los dias 4, 6 y 8. B) Productividad especifica
de anticuerpo, calculada para cada clon entre los dias 4 y 6 y entre los dias 6 y 8.
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