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RESUMO

Interferons sao proteinas expressas por diferentes células humanas e
sintetizadas como resposta a muitos agentes quimicos e bioldgicos. Eles estao
envolvidos em repostas antiviral, antiproliferativa e imunomodulatéria, atuando na
manutencdo da homeostase e na prote¢cdo do organismo contra patégenos. Devido
a essa atividade biologica, os interferons sdo atualmente aprovados no mundo
inteiro para o tratamento de varias desordens virais, malignas e imunoldgicas.
Interferon 31, por exemplo, é uma das poucas substancias que provou ser efetiva na
supressao das manifestagcdes da esclerose multipla que € uma doencga crénica do
sistema nervoso central. Ele é produzido comercialmente em microorganismos como
Escherichia coli, utilizando a tecnologia do DNA recombinante e € chamado de
biofarmaco. As patentes de muitos biofarmacos originais estdo expirando e uma
nova geragao de moléculas, chamadas “biossimilares”, esta em desenvolvimento. O
interferon B1 foi aprovado para uso no tratamento da esclerose multipla surto-
remissdo pelo Departamento de Controle de Drogas e Alimentos dos EUA em 1993
e perdeu sua protecao de patente em 2007, tornando-se um alvo para a produgao
do biossimilar pelas industrias farmacéuticas. O desenvolvimento do biossimilar
interferon B1 é uma alternativa para o alto custo do biofarmaco original.
Desenvolvemos um protocolo para produzir grandes quantidades do interferon 1,
no qual aproximadamente 3 mg da proteina recombinante homogénea podem ser
obtidos a partir de 1 g de células de E. coli Rosetta(DE3). As analises por
sequenciamento N-terminal de aminoacidos e espectrometria de massas proveram
evidéncias para a identidade e pureza da proteina recombinante. A analise por
cromatografia liquida de fase reversa demonstrou que o conteudo de deamidados e
sulfoxidos foi similar ao padrdo comercial, e nenhuma forma heterogénea da
proteina rhIFN-B1s¢r17 foi detectada. A analise por cromatografia liquida de exclusao
molecular demonstrou a auséncia de agregados de alta massa molecular e de
dimeros. O protocolo desenvolvido podera ser utilizado para a produgdo do
biossimilar pelas industrias farmacéuticas e deste modo, diminuir os custos do

Ministério da Saude e dos consumidores com este biofarmaco.

Palavras-chave: interferon 31 humano recombinante, biofarmacos, biossimilares.
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ABSTRACT

Interferons are proteins expressed by different human cells and synthesized in
response to many chemical and biological agents. They are involved in antiviral,
antiproliferative and immunomodulatory responses, acting to both maintain
homoeostasis and in host defense. Because of this biological activity, interferons are
now licensed worldwide for the treatment of various viral, malignant and immune
disorders. Interferon 1, for instance, is one of the few substances which has proved
to have effectiveness in suppressing manifestations of multiple sclerosis that is a
chronic disease of the central nervous system. It is commercially produced in
microorganisms such as Escherichia coli by using recombinant DNA techniques and
is thus designated as biopharmaceutical. The patents for many originator
biopharmaceuticals are expiring, and a new generation of follow-on molecules,
termed “biosimilars”, is under development. Interferon 31 was approved for use in the
treatment of relapsing-remitting multiple sclerosis by U.S. Food and Drug
Administration in 1993 and lost its patent protection in 2007 becoming a target to
biosimilar production for pharmaceutical industries. The development of interferon 31
biosimilar is an alternative to the high cost of the originator biopharmaceutical. We
have developed a protocol to produce large quantities of pure interferon 31 in which
approximately 3 mg of homogeneous recombinant protein could be obtained from 1 g
of E. coli Rosetta(DE3) cells. N-terminal amino acid sequencing and mass
spectrometry analysis provided evidence for the identity and purity of the
recombinant protein. Reverse phase liquid chromatography analysis demonstrated
the content of deamidates and sulphoxides were similar to a commercial standard,
and no heterogeneous forms of rhIFN-B1se17 were detected. Size exclusion
chromatography analysis demonstrated the absence of high molecular mass
aggregates and dimers. The protocol developed may be used to biosimilar
production by pharmaceutical industries and thereby lower costs to healthcare

payers and consumers.

Key words: recombinant human interferon 31, biopharmaceuticals, biosimilars.
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INTRODUGAO

1. Interferons

Interferons (IFNs) sao proteinas expressas por diferentes células humanas
em resposta a infecgbes virais, a certas bactérias ou na presenca de fatores que
estimulem o sistema imunolégico ' Eles atuam como mediadores na comunicagao
entre células por meio da ligagdo a receptores especificos de superficie 2. Esta
ligacdo é seguida da ativacao de cascatas de sinalizag&o intracelular que resultam
na alteracdo de niveis de expressao de alguns genes regulados pelo IFN e na
consequente sintese de proteinas que medeiam atividades pleiotrdpicas, incluindo
as seguintes respostas:

¢ Antiviral: a maioria das células infectadas por virus é capaz de sintetizar
interferon alfa (IFN-a) e interferon beta (IFN-B) em cultura de células. Em contraste,
o interferon gama (IFN-y) é sintetizado somente por certas células do sistema
imunoldgico, incluindo as células NK (natural kKiller), as células Ty1 CD4 e as células
T do tipo CD8. Estas células respondem a infecgao viral por meio de um aumento de
IFN sintetizado, o qual estimula a sintese de produtos de multiplos genes que inibem
a replicacdo viral em células infectadas, tanto ao nivel de transcricdo como de
traducdo >. O produto desses genes antivirais sdo geralmente enzimas, sendo as
mais importantes a 2’, 5'—oligoadenilato sintetase (2’, 5—~0AS) e a cinase elF-2a *.
Essas enzimas permanecem no estado inativo apds sua sintese e sdo ativadas
quando expostas a RNA viral dupla fita. A 2, 5-OAS, quando ativada, polimeriza o
ATP em uma série de oligbmeros com ligagdes 2’, 5’ entre os nucleotideos dos
acidos nucléicos °. Esses oligdmeros de ATP ativam uma RNase celular que cliva o

RNA viral prevenindo a tradugdo de proteinas virais (Figura 1A) >* °. A enzima elF-



2a, quando ativada, leva a fosforilagdo do seu substrato elF-2a (subunidade menor
do fator de iniciagao 2), que bloqueia a construgéo da subunidade ribossomal menor

e previne a tradugdo do RNAm viral e celular (Figura 1B) *.
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Figura 1: Inibigdo da replicagao viral por meio de produtos de genes ativados
pelo IFN. A. A ligacédo do IFN no receptor estimula a sintese da enzima 2’, 5" —
oligoadenilato sintetase que é ativada por RNA viral, polimerizando ATP em 2, 5 —
oligbmeros que ativam uma RNase celular a qual cliva RNAs virais. B. A ligagéo do
IFN no receptor estimula a sintese da enzima elF-2a que quando ativada pela
exposicao a RNAs virais leva a fosforilagdo do seu substrato elF-2a, o qual inibe a
formagdo do ribossomo. (Figura adaptada de Walsh. Biopharmaceuticals,

Biochemistry and Biotechnology, 22 ed., Ireland: Wiley; 2004).

e Antiproliferativa: O IFN tem efeito em células cancerosas por meio da
interferéncia no ciclo celular, alongando ou bloqueando a fase G1, levando a morte

celular. A inducao de apoptose, que é importante na eliminacao de células lesadas,



pode ocorrer por meio de caspases ativadas por IFNs, resultando na fragmentagao
do DNA, alteracbes mitocondriais e alteracbes na membrana plasmatica. A ativagao
imune indireta pelos IFNs também pode produzir efeito antiproliferativo, através da
estimulagcdo da expressdo do MHC (complexo principal de histocompatibilidade —
que sao glicoproteinas codificadas pelos genes MHC classe | e MHC classe |l
envolvidas na apresentagcao do peptideo antigénico as células T), e ativagdo das
células T citotdxicas e células NK > °.

e Imunomodulatéria: A proteina IFN-B inibe respostas inflamatérias, diminui a
expresséo de moléculas do MHC nas APCs (células apresentadoras de antigenos) e
diminui a liberacdo de citocinas inflamatérias. Além disso, o IFN-3 acentua a fungao
supressora das células T, que é importante na diminuicdo da inflamacao e também
estimula a producéo de fatores de crescimento em células imunolégicas que
auxiliam no reparo do tecido lesionado 3,

Dessa forma, os IFNs atuam na manutengdo da homeostase e na protegao do

organismo contra patégenos > 4.

1.1 Tipos de Interferons e seus Receptores

Em humanos, distintos IFNs sdo produzidos, sendo os principais classificados
em dois tipos de acordo com suas propriedades fisicas e funcionais 2. O IFN-a e o
IFN-B pertencem a classe |, enquanto o IFN-y faz parte da classe Il *. O IFN-a e o
IFN-B apresentam semelhanga na sequéncia de aminoacidos (30%) e se ligam a um
receptor comum composto por duas cadeias distintas IFNAR1 e IFNAR2 (receptor
IFNAR); ja o IFN-y se liga ao seu préprio receptor composto por cadeias ae g > *°.

Os IFNs de classe | possuem a capacidade de se ligarem ao receptor em

orientagdes diferentes, induzindo conformagdes distintas. Isso resulta no



envolvimento de segundos mensageiros diferentes e na ativagdo de genes distintos,

sendo assim, obtidas respostas bioldgicas especificas para cada ligante 3.6

1.2 Rotas de Sinalizagao Intracelular

A ligacdo dos IFNs tipo | no receptor IFNAR, promove a dimerizagdo das
subunidades do receptor e a associagao com as Janus Cinases (Jaks), familia de
proteinas tirosina cinases 3. As subunidades IFNAR-1 e 2 se associam com as
tirosinas cinases Tyk2 e Jak1, respectivamente. Tyk2 e Jak1 fosforilam,
reciprocamente, suas tirosinas e assim sao ativadas, resultando na rapida
fosforilacdo de residuos especificos de tirosina nas subunidades IFNAR-1 e 2 7.
Essa fosforilagado de residuos do IFNAR promove a ligagéo direta entre um ou mais
membros de uma familia de proteinas citoplasmaticas, as STATs (Transdutores de
Sinal e Ativadores de Transcricdo; do inglés, Signal Transducers and Activators of
Transcription) nas fosfotirosinas especificas do receptor 8. Subsequentemente as
STATSs sao fosforiladas e ativadas pelas Jaks. As STATs dissociam-se do receptor,
dimerizam e migram para o ntcleo (Figura 2)> "8,

O dominio SH2, presente em todas as STATs, é responsavel pela ligagao
destas nas fosfotirosinas da superficie do receptor. Esse dominio também é
necessario para que ocorra a interacdo STAT/JAKs, e é responsavel pela
dimerizagdo das STATs * .

No nucleo, as STATs interagem com proteinas reguladoras de genes e com
regides reguladoras de genes (Figura 2) ®. Essas regides reguladoras de genes sdo
chamadas de ISREs (Elemento de Resposta Estimulado por Interferon; do inglés,
Interferon Stimulated Response Element), que leva a indugdo ou ao aumento da

expressdo de genes especificos > * 8.
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Figura 2: Rota de sinalizacdo Jak-STAT ativada por Interferon a ou B. 1-
Ligacao do Interferon provoca a dimerizagdo do receptor e as Jaks fosforilam suas
tirosinas reciprocamente. 2- Jaks ativadas fosforilam as tirosinas do receptor. 3-
STATs ancoram nas fosfotirosinas do receptor e séo fosforiladas pelas Jaks. 4-
STATs dissociam-se do receptor e dimerizam, por meio do seu dominio SH2. 5-
STATs migram para o nucleo, ligam-se ao DNA e a outras proteinas reguladoras
génicas. (Figura adaptada de Alberts et al. Biologia Molecular da Célula, 4° ed,
Brasil: S&o Paulo. 2004).

1.3 Atividades Bioldgicas

Os IFNs induzem muitos efeitos biolégicos. Os IFNs tipo | induzem efeitos
similares, os quais sdo distintos dos induzidos pelo IFN-y. O IFN-a, produzido por
leucdcitos quando estes sdo expostos a virus, e o IFN-B, produzido por fibroblastos
estimulados, apresentam atividade antiviral e antiproliferativa em varios tipos de
células, porém estas atividades se diferenciam de um tipo de IFN para outro "3 4. A
base molecular dessa variagdo na atividade bioldégica dos IFNs tipo | ndo é

totalmente entendida, ja que eles ligam no mesmo receptor 4



O IFN-y, produzido por linfécitos ativados, possui atividade antiviral e
antiproliferativa mais fraca " > 4. Ele esta diretamente envolvido na regulacdo de
respostas imunes, além de promover ativacado, crescimento e diferenciacao de
muitos tipos de células envolvidas nesses processos fisioldgicos 4,

Devido a essas atividades biolégicas, a maioria dos interferons € utilizada no
tratamento de doengas, como no caso do aumento da resposta imune contra

agentes infecciosos, doengas autoimunes e tratamento de alguns tipos de cancer 4

1.4 Aplicagoes Terapéuticas

O potencial terapéutico dos IFNs tem sido extensivamente explorado nas
ultimas trés décadas, culminando com a aprovacao de varios IFNs para o tratamento
de doencas *.

O IFN-a, produzido pelo Laboratério Hoffmann—-LaRoche (Roferon-A) e pelo
Laboratério Schering-Plough (Intron-A), foi aprovado para ser utilizado no tratamento
de varias doencas, na maioria, formas de cancer e infeccdes virais °. Atualmente
este biofarmaco é aprovado em mais de 50 paises para mais de 16 indicacdes *. O
Intron A foi primeiramente aprovado nos Estados Unidos da América em 1986 para o
tratamento da leucemia de células pilosas (Hairy cell leukaemia), promovendo uma
regressao significativa no cancer em mais de 90% dos pacientes *.

O IFN-a e o IFN-B foram eficientes na redugdo da carga viral e nas
manifestagdes clinicas das infec¢des de herpes zoster, virus herpes simplex (HSV) e
citomegalovirus °. Estudos clinicos iniciais com o IFN-B para tratamento de hepatite
foram menos promissores quando comparados com IFN-a que apresentou efeitos
benéficos °. IFN-a2 tem sido largamente utilizado no tratamento das hepatites virais
dos tipos B, C e D *°. Esses tipos de hepatite freqiientemente causam uma infecgao

cronica levando a cirrose e carcinoma hepatocelular °.



O IFN-B1 foi aprovado como tratamento para esclerose multipla, seus efeitos
nessa doenga estdo descritos no proximo item deste trabalho. Foram realizados
testes clinicos para investigar os possiveis efeitos benéficos dos IFNs a e y nesta
doenga * '°. O IFN-y mostrou induzir as exacerbacdes da doenga, o que levou ao
seu reconhecimento como citocina enddgena responsavel pela resposta inflamatéria
na esclerose multipla °. O IFN-a ndo mostrou efeito benéfico na redugdo da
freqiiéncia de surtos como mostrou o IFN-B '°. O IFN-B1 também mostrou ser eficaz
em modelos animais de artrite reumatdide, ajudando a diminuir a inflamacéo das
articulagdes e a destruicdo dos ossos por meio da modulagéo das citocinas ™ " 12,

O IFN-y tem aplicagdo médica principalmente na doenga granulomatosa
crénica, uma doenga genética rara, na qual as células fagociticas dos portadores
sd0 incapazes de ingerir ou destruir agentes infecciosos como bactérias *. Essa
citocina também mostrou ser promissora no tratamento da leishmaniose, doenga
caracterizada pela presengca de protozoarios do género Leishmania nas células
imunolégicas, na qual o IFN-y parece estimular os macréfagos a produzir 6xido

nitrico que é téxico para o parasita *.

2. Interferon 1 e Esclerose Multipla

O IFN-B1 exerce seu efeito biolégico por meio da ligagdo a receptores
especificos na superficie das células, iniciando uma complexa cascata de eventos
intracelulares, que desencadeiam atividades antivirais, antiproliferativas,

1314 Devido a estas atividades, o IFN-B1

antiinfecciosas e imunomodulatorias
humano recombinante tem aplicagdo médica principalmente no tratamento da

esclerose multipla, uma doencga crénica do sistema nervoso !



Por outro lado, o IFN-B2 é uma citocina, também conhecida como Interleucina
6, que potencializa a resposta imune *. O interesse clinico do IFN-B2 esta na sua
habilidade de inibir o crescimento de algumas células cancerosas e estimular o

crescimento de células hematopoéticas in vitro 4,

2.1 Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenga neuroldgica crbnica, que afeta
muitos (multipla) locais do sistema nervoso central (SNC), conduzindo a lesdes e
cicatrizes (esclerose) no cérebro e/ou medula espinhal. A doenca é caracterizada
por danos na bainha de mielina que envolve os neurbnios do sistema nervoso
central, comprometendo a fungédo neural. Caracteriza-se por ser auto imune, onde
elementos do sistema imunolégico (principalmente linfocitos e macrofagos) atacam
proteinas da mielina levando a inflamagéo e desmielinizagao (destruicdo da mielina)
1,4, 15_

Evidéncias indicam que a EM esta relacionada com a ativagao e proliferacao
de linfécitos T contra antigenos especificos da mielina 4. Uma explicagdo alternativa
para a inflamacgao crdnica, que € a principal caracteristica da EM, é a presenca de
virus ou agentes infecciosos que infectam o sistema nervoso persistentemente 16,
Entretanto, nenhum agente infeccioso foi isolado, embora tenham sido
extensivamente procurados '°.

O processo inflamatério estd associado com uma complexa cascata de
moléculas e mediadores inflamatérios '®. A doencga é induzida pela geragédo de uma
populagcdo de células Tyl predominantes (responsaveis pela resposta pro-

3 16 As células precursoras TP sdo

inflamatdria) contra antigenos da mielina
induzidas a diferenciacdo em células Ty1, que sao reativas a mielina, quando um

antigeno que tem reagao cruzada com antigenos da mielina é apresentado para as



células T pelas células apresentadoras de antigenos na presencga de interleucina 12
(IL-12) e moléculas co-estimulatérias (Figura 3) '®. As células Ty1 infiltram-se por
meio da barreira hematoencefalica, migrando para o SNC onde encontram os
antigenos da mielina apresentados pela microglia (células apresentadoras de
antigenos no cérebro) 1. Assim, as células Ty1 sdo novamente estimuladas para
iniciar uma cascata inflamatoria destrutiva mediada pela produgao de citocinas pro-

15,

inflamatérias (Figura 3) * ' '®. As células Ty1 secretam IFN-y e mediadores

inflamatérios como fator de necrose tumoral a (TNF- a) '®. O IFN-y induz a
expressao de moléculas de MHC de classe Il nas APCs, o que facilita a interagao

entre as células T e as APCs °.

Iniciagdn da Cascata
Inflamatdria

IL-12

-

| Aotigena
o Patigeno de Reagdo da mielina
e Cruzada ™

APC

Figura 3: Mecanismos imune e inflamatério na EM. As células precursoras
TyP séo induzidas a diferenciagdo em células Ty1, reativas a mielina, pela
apresentagdo de um antigeno de reagdo cruzada com antigenos da mielina pela
APC na presenga de IL-12. As células Ty1 migram para o sistema nervoso central
onde encontram os antigenos da mielina apresentados pela microglia e sao
novamente estimuladas para iniciar uma cascata inflamatéria destrutiva. (Figura
adaptada de Weiner and Selkoe. Inflammation and therapeutic vaccination in CNS
diseases. Nature. 2002; 420: 879 — 884).



A resposta inflamatoria e outros elementos do sistema imunolégico levam a
desmielinizacdo por meio da destruicdo da mielina, diminuicdo local da resposta
imune do SNC pela microglia residente ou por causar a morte de oligodendrécitos
(células encarregadas de produzir e manter a bainha de mielina) pela toxicidade
causada pela citocina TNF-a 34 A desmielinizagao faz com que os axoénios fiquem
expostos e, assim, as fibras nervosas falham na transmissao de sinais 3.4

A area do cérebro ou medula espinhal afetada determina os sintomas
causados pela doenca. Os sintomas, que sao resultado da desmielinizacdo, podem
incluir: dor, perda de visdo, visdo dupla, rigidez, fraqueza, falta de equilibrio,
dorméncia, problemas no controle de bexiga e intestino, fadiga, mudangas
emocionais e comprometimento intelectual > "7.

A etiologia da EM é desconhecida, no entanto, esta é uma doenga
comumente multifatorial, envolvendo susceptibilidade genética, fatores ambientais,
como a exposigdo a antigenos especificos, dieta, autoimunidade e processos
neurodegenerativos 341% Essa doenca afeta mais de dois milhdes de pessoas no
mundo e é a maior causa de invalidez na populagéo adulta jovem 3,

A EM é classificada em quatro subtipos, de acordo com seu curso clinico:

e Surto-remissdo (RRMS): é o tipo mais comum e afeta mais de 85% da
populacdo que apresenta a doencga. Caracteriza-se por exacerbacdes clinicas
agudas e inflamatérias na atividade do SNC, seguida por periodos de estabilidade
clinica * 1718,

e Progressiva primaria (PPMS): neste tipo ocorre deterioragao clinica sem
surtos e remissodes identificaveis > 17 18,
e Progressiva secundaria (SPMS): deterioragao clinica lenta independente

de surtos clinicos > 1" '8,
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e Progressiva recorrente (RPMS): é caracterizada por deterioragao clinica

.~ I 3,17,18

com sobreposicao de surtos clinicos .
Ndo ha cura para a EM, entretanto, terapias imunomodulatérias sao
disponiveis para amenizar a doenca 3. Dentre diversos medicamentos aprovados

disponiveis, o biofarmaco Interferon 1 € um dos mais utilizados, sendo considerado

um dos tratamentos de primeira linha para RRMS > 9.

2.2 Efeitos do Interferon 31 na EM

O biofarmaco IFN-B1 altera significativamente a progressdao da doenca,
reduzindo a freqléncia de surtos, progressao de invalidez e o acumulo de lesdes
cerebrais do tipo surto-remissao '® 2% 2. O IFN-B1 também parece reduzir evidéncias
clinicas e radiograficas da atividade da doenca na SPMS ' 2% 22, Nenhum beneficio
foi demonstrado na PPMS, ja que o IFN-B1 parece ser mais eficiente em reduzir a
freqiiéncia de surtos ' %,

O mecanismo celular e molecular que faz com que o IFN-B1 desencadeie seu
efeito benéfico na EM é complexo e ndo completamente entendido 2> ?*. Sabe-se
que a produgcao de interferon enddégena € deficiente na EM, por isso talvez a
administragdo de IFN-B1 ao paciente corrija esta deficiéncia 10,

Outro efeito benéfico do IFN-B1 deve ser devido a suas propriedades
imunomodulatérias que sdo bem caracterizadas ** %°. Este diminui a expressdo de
MHC classe Il pelos APCs, inibe a ativagao das células Ty1 e diminui a secregao de
citocinas inflamatérias, além de reduzir a permeabilidade da barreira
hematoencefalica, e conseqlientemente, a penetragao de leucdécitos no SNC (Figura
4) %% Desta forma, a infiltragdo inflamatéria no SNC diminui, levando a reducéo da
desmielinizagao ** %. Acredita-se que parte do efeito terapéutico do IFN-B1 na EM

seja devido a ativagdo das células T do tipo CD8, que sdo responsaveis pela
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supressao da resposta inflamatéria, ja que na EM a fungao regulatéria da célula CD8
é defeituosa 2. O IFN-B1 também estimula a secregdo de citocinas antiinflamatdrias,
como IL-10 e TGF-B que inibem as células Ty1 e diminuem a secre¢cao de IFN-y

(Figura 4) > '°.

keciagio d3 Carcata
Etlamating

IL-12

- Co-estimin;ie

4 Microglia

.
SN

-
i

Figura 4: Efeitos imunomodulatérios do Interferon 1 na EM. O IFN-31
diminui a expressao de MHC classe Il pelos APCs, inibe a ativagao das células T,
reduz a permeabilidade da barreira hematoencefalica e estimula a secreg¢do de
citocinas antiinflamatdérias, como IL-10 e TGF- B que inibem as células Ty1. (Figura
adaptada de Weiner and Selkoe. Inflammation and therapeutic vaccination in CNS
diseases. Nature. 2002; 420: 879 — 884).

3. Biofarmacos

O IFN-B1 utilizado clinicamente é chamado de biofarmaco. O termo
“biofarmaco” é aceito como parte do vocabulario farmacéutico e se refere as
proteinas terapéuticas produzidas por engenharia genética (ou via tecnologia de
hibridomas, no caso de alguns anticorpos monoclonais). Os biofarmacos podem ser
definidos como farmacos cujos principios ativos sdo proteinas terapéuticas

recombinantes obtidas por processo bioldgico, seja em cultura de células, em
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tecidos, em 6rgados ou em organismos inteiros % Essas proteinas terapéuticas
recombinantes sdo moléculas muito mais complexas do que as drogas tradicionais
quimicamente produzidas. Elas exigem um processo de producdo bastante
elaborado e sofisticado e suas propriedades sido altamente dependentes do
processo utilizado #’.

Os biofarmacos tém revolucionado as opgbes de tratamento para muitas
doencas. Muitos biofarmacos originais, ou seja, os primeiros produtos aprovados
para a venda estdo perdendo sua protecdo de patente 28 Assim, uma nova geragao
de moléculas, chamadas biossimilares, estd sendo desenvolvida 2" 2% 2° Essas
moléculas poderao ser alternativas de menor custo para os biofarmacos originais 3
Entretanto, a seguranca e a eficacia dos biossimilares devem ser comprovadas e

devem equivaler ao produto original 2" 2% %°,

3.1 Formulagdes de IFN-B1 Disponiveis Comercialmente

O biofarmaco IFN-B1, aprovado para uso médico no tratamento de RRMS,
apresenta as seguintes formulag¢des disponiveis comercialmente:

o Betaferon® / Betaseron® (Laboratério Bayer Schering / Chiron)

e Avonex® (Laboratério Biogen Idec)

e Rebif® (Laboratdrio Merk Serono)

O Betaseron® é conhecido fora dos Estados Unidos da América e do Canada
pela marca registrada Betaferon® *. Esses produtos sdo produzidos em células de
Escherichia coli (E. coli), gerando um produto ndo-glicosilado. Entretanto, a falta de
glicosilacdo ndo afeta a eficacia terapéutica desses produtos. Estes biofarmacos
diferem da proteina humana porque a cisteina 17 foi substituida por uma serina, com
o intuito de aumentar a sua producdo biologicamente ativa '3 Esses produtos sao

chamados de Interferon 81 recombinante humano b (rhIFN-B1b) 3",
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Os dois ultimos sao produzidos em uma linhagem de células derivadas de
ovario de hamster chinés (CHO), gerando IFN-B1 na forma glicosilada, que deve ser
estruturalmente indistinguivel do IFN-B1 humano na sua sequéncia primaria e sao
chamados de Interferon B1 recombinante humano a (rhIFN-B1a) 3 17:31,

O Betaseron® foi aprovado pelo Departamento de Controle de Drogas e
Alimentos (FDA - EUA) em 1993 para o tratamento de esclerose multipla do tipo
surto-remiss&o . O Avonex® foi aprovado pelo FDA em 1996 e também provou ser
capaz de reduzir a frequéncia e severidade de exacerbag¢des da EM em pessoas

afetadas com o tipo surto-remissdo, além de reduzir o risco de progressao da

doenca "’.

3.2 Custos

As formulagdes de IFN-B1 ndo sao produzidas no Brasil, o que resulta em um
alto custo na importacdo desses medicamentos. O tratamento com Avonex®, por
exemplo, custa em média R$ 10.500 por ano para cada pessoa *2. O Ministério da
Saude, que compra esse medicamento para suprir o SUS, gastou aproximadamente
69 milhdes de reais no ano de 2004 com o biofarmaco IFN-B1 3. O mercado global
para este produto em 12 meses (junho 2005 a junho de 2006) foi de 3,7 bilhdes de
délares americanos e o mercado estimado para o biossimilar IFN-31 para 2010 na
Unido Européia é de 131 milhdes de ddlares americanos 3*.

Segundo a Associagdo Médica Brasileira e o Conselho Federal de Medicina
existem 15 pacientes portadores de EM por 100.000 habitantes, ou seja, seriam
cerca de 25 mil portadores da doenga no Brasil e aproximadamente 2,5 milhdes no
mundo **. O desenvolvimento do IFN-B1 mostrou ser o maior avango no tratamento

da EM, beneficiando milhares de pacientes no mundo inteiro 10,
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4. Interferon 1 Humano Recombinante

O rhIFN-B1b é uma proteina de 165 aminoacidos, com uma massa molecular
de aproximadamente 20 kDa. Essa proteina recombinante quando produzida em
células de E. coli gera uma proteina nao-glicosilada, ou seja, ndo possui os amplos
grupos de carboidratos que estdo associados a proteina selvagem 4,14 que é uma
glicoproteina de 166 aminoacidos, com uma massa molecular de aproximadamente
23 kDa. No entanto, a proteina rhIFN-B1b apresenta o mesmo efeito biolégico da
molécula selvagem 414 A proteina IFN-B1 humana madura tem uma metionina no
N-terminal, porém, quando a proteina rhIFN-B1 é produzida em células de E. coli,
essa metionina é utilizada como um cddon de iniciagao para direcionar a sintese da
proteina, sendo que apos o inicio da tradugéo ela geralmente é removida “,

A estrutura cristalografica do IFN-1 humano (hulFN-B1) se apresenta como
um dimero com formagao assimétrica (contato das superficies em lados opostos da
molécula) mediada por um sitio de ligagdo com um ion de zinco entre as duas
moléculas (Figura 5) % *. O jon de zinco ndo esta envolvido com a atividade desta
proteina, o que sugere que o dimero visualizado na estrutura seja um artefato
cristalografico que é irrelevante para a fungéao 3. 37 Cada molécula dessa estrutura
apresenta cinco a-hélices, chamadas de A, B, C, D e E, que sao conectadas por
algas (Figura 5)% *. A alca AB, a mais longa, é importante na interaco e ligagéo da
molécula com o receptor *’. Interacdes entre residuos hidrofébicos, outros residuos
que formam pontes de hidrogénio, e a ponte dissulfeto formada entre a cisteina 31 e
a cisteina 141 sdo fundamentais para a estabilizagdo da molécula # **. Segundo
Karpusas et al. 1997, a estrutura cristalografica da proteina rhIFN-B1 produzida em

E. coli ndo foi possivel de ser determinada. Embora tentativas tenham sido
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exaustivamente executadas ndo foram obtidos cristais devido a tendéncia desta

proteina a agregacao *°.

Figura 5: Representagdo esquematica do dimero cristalografico do hulFN-f3.
As a-hélices A, B, C, D, E; as porgdes N-terminal e C-terminal e os grupos de
carboidratos estéo indicados. A esfera corresponde ao ion de zinco. A algca AB esta
com coloragao verde. (Figura adaptada de Karpusas et al. The crystal structure of
human interferon B at 2.2-A resolution. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997; 94: 11813 —
11818).

O IFN-B1 possui trés residuos de cisteina, localizados nas posigbes dos
aminoacidos 17, 31 e 141 % Qualquer uma dessas trés cisteinas pode estar
envolvida na formagéao da ponte dissulfeto intermolecular, pois podem interagir de
forma diferente em cada molécula, resultando em trés espécies moleculares na
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célula, cada uma com uma das trés possiveis pontes dissulfeto intramolecular ™ 38

Entretanto, apenas uma dessas formas apresenta a conformacido natural e
biologicamente ativa, sendo que as outras espécies resultam na formagdo de
dimeros e oligdbmeros inativos '* 3. A cisteina-141 do IFN-B1 esta envolvida na
ponte dissulfeto com a cisteina-31 '* 3°. Assim, a cisteina-17, que permanece livre,
foi escolhida para ser substituida por uma serina ' % 3%, Estudos demonstraram que
o IFN-B1 contendo uma serina na posigcao-17 (IFN-B1ser17) preveniu a formagao de
pontes dissulfeto incorretas resultando em uma molécula de IFN-B1 recombinante
humana estavel e bioativa ' *. Devido & mudanca na seqiiéncia, esse IFN-B1 é
chamado de rhIFN-B1b 31,

O IFN-B1ser17 humano recombinante produzido em E. coli tem 14 cdédons raros
na sua sequéncia, o que equivale a 8,4% dos codons que codificam os 165
aminoacidos, sendo seu ponto isoelétrico (pl) 9,02.

Um dos maiores desafios na produgao do rhIFN-B1 em E. coli é a sua baixa
solubilidade, que esta diretamente relacionada com seu carater fortemente
hidrofobico '* *°. A proteina agrega no citoplasma da célula devido as interagdes
hidrofobicas, formando corpos de incluséo.

Segundo alguns trabalhos sobre a expresséao e purificagédo do IFN-B1, a forma
de solubilizar esta proteina é por meio do uso de agentes desnaturantes como
detergentes iénicos, por exemplo, o SDS (dodecil sulfato de sodio), detergente néo-
ibnico como Zwittergent 3-14 ou de agentes caotrdpicos fortes, como o hidrocloreto
de guanidina e uréia com ou sem condi¢des de reducao (uso de ditiotreitol — DTT) >
40,41_

O uso do SDS na solubilizagdo desta proteina requer altas concentragdes
deste detergente anidnico durante as etapas de purificagdo para que a proteina

permaneca soluvel *'. Além disso, o uso deste detergente limita os métodos
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analiticos e cromatograficos utilizados, por exemplo, por interferir em cromatografias
idnicas *'. Por outro lado, o Zwittergent 3-14 n3o interfere em métodos analiticos e
cromatograficos, elimina a presenca de agregados de alto peso molecular, pode ser
removido por dialise e faz com que a proteina permaneca biologicamente ativa M0
hidrocloreto de guanidina e a uréia levam a solubilizagdo incompleta desta proteina
como mostrado no Anexo |. Entretanto a exposi¢cdo da proteina a essas condi¢cdes
desnaturantes e ao processo de refolding pode impedir que a proteina retorne a sua
estrutura biologicamente ativa *%.

Outros trabalhos mencionam que é possivel obter a proteina soluvel sem a
utilizagdo de reagentes desnaturantes e redutores “* **. Como através do uso de
preparagdes com etilenoglicol e cloreto de sédio em pH neutro na solubilizagdo da

42. 4 Porém neste estudo a proteina rhIFN-B1 apresentou apenas

proteina
solubilidade de 40-50% em etilenogliol na presenca de 0,5 M a 1 M de NaCl ™. Outro
relato mencionou a obtencao da proteina na fragdo soluvel por meio de cultura de
células de E. coli a baixa temperatura 43 Essas culturas de células em temperaturas

abaixo de 37°C aumentam a solubilidade de proteinas que apresentam propensao a

agregacao e diminuem a formagéao de corpos de inclusao +,
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver um protocolo para produgao do
rhIFN-B1ser17 com alto rendimento, visando o baixo custo e a produgéao industrial do
biossimilar rhIFN-B1ser17. 1SS0 se tornou possivel devido a expiragdo da patente do
biofarmaco original. O Betaseron®, produzido pelo Laboratério Bayer Schering /
Chiron, perdeu sua protecéo por patente (U.S. Patent N° 4.588.585) em 2007.

A producdo do biossimilar rhIFN-B1s.r17, Seria uma alternativa para o alto
custo deste biofarmaco. A fabricacdo deste biossimilar no mercado nacional
provocaria uma diminuicdo nas importacbes desses medicamentos evitando que
seus pregos variassem conforme a oscilacdo do mercado internacional. Isso
reduziria o precgo facilitando o acesso para a populagdo que sofre de esclerose
multipla, além de reduzir substancialmente os gastos do Ministério da Saude na
importagcao desse biofarmaco.

Objetivos especificos

e Construir o gene que codifica a proteina rhIFN-B1ser17;

e Clonar o gene no vetor pCR®-Blunt (Invitrogen);

e Subclonar no vetor de expressao pET30a(+) (Novagen);

o Expressar a proteina rhIFN-B1ser17 €m E. coli;

e Solubilizar a proteina recombinante;

e Purificar a proteina por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC);

e Realizar andlises por espectrometria de massas e sequenciamento N-
terminal;

e Realizar andlises fisico-quimicas.
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Este manuscrito foi submetido para a revista Microbial Cell Factories.
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Abstract

Background

Interferons are proteins expressed by different human cells and synthesized in
response to many chemical and biological agents. They are involved in antiviral,
antiproliferative and immunomodulatory responses, acting both to maintain
homoeostasis and in host defense. Interferons can be used to treat a variety of
diseases because of their potential therapeutic value. Interferon 1, for instance, is
one of the few substances which can be used to treat multiple sclerosis. It is
commercially produced in microorganisms such as Escherichia coli by using
recombinant DNA techniques and is thus designated as biopharmaceutical. The
patents for many originator biopharmaceuticals are expiring, and a new generation of
follow-on molecules, termed “biosimilars”, is under development. The development of
interferon B1 biosimilar is an alternative to the high cost of the originator
biopharmaceutical. We have developed a protocol to produce large amounts of pure
interferon 1 expressed in Escherichia coli which may be used to biosimilar
production for pharmaceutical industries.

Results

This work reports the human interferon B1ser17 gene construction, cloning and
subcloning, recombinant protein expression in E. coli Rosetta(DE3) host cells under
isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction, washing of inclusion bodies to
remove contaminating proteins. Solubilization of recombinant human interferon 31
was accomplished by employing a brief shift to high alkaline pH in the presence of
non-ionic detergent followed by rapid adjustment to pH 8. The recombinant protein
was purified employing three chromatography steps, which yielded approximately 3
mg of homogeneous recombinant protein from 1 g of E. coli Rosetta(DE3) host cells.

N-terminal amino acid sequencing and mass spectrometry analysis provided
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experimental evidences for the identity and purity of the recombinant protein.
Reverse phase liquid chromatography demonstrated the content of deamidates and
sulphoxides were similar to a commercial standard, and no heterogeneous forms of
recombinant human IFN-B1s.17 were detected. Size exclusion chromatography
demonstrated the absence of high molecular mass aggregates and dimers.

Conclusion

Since IFN-B1 aggregates have been shown to have reduced biological activity,
the protocol here described represents an efficient and high-yield method to obtain
homogeneous monomeric rhIFN-B1s¢r17 protein, which may be amenable to scaling

up for industrial processes.
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Background

Interferons (IFNs) are proteins expressed by different human cells. They are
synthesized and secreted in response to many chemical and biological agents [1, 2].
Binding of IFNs to specific cell surface receptors triggers an intracellular signaling
cascade resulting in the synthesis of proteins that mediate antiviral, antiproliferative
and immunomodulatory responses. Therefore, they act to both maintain homeostasis
and in host defense [1, 3].

Because of their potential therapeutic value, IFNs are now licensed worldwide
for the treatment of various viral, malignant and immune disorders [3, 4]. Interferon
B1 (IFN-B1), for example, is one of the few substances which can be used to treat
multiple sclerosis (MS), which is a chronic disease of the central nervous system [3].
This disease is an immune-mediated process in which infiltration of immune cells
across the blood-brain barrier causes demyelization and inflammation [5]. There is no
cure for MS but immunomodulatory therapies, such as IFN-B1, are available that
ameliorate the symptoms of this disease [5]. IFN-B1 was shown to reduce frequency
of episodes of transient neurological dysfunction (attacks) and severity and to reduce
subclinical disease as assessed by magnetic resonance imaging (MRI) measured
activity [3, 6]. Lesions detected by MRI reflect inflammation and is employed as a
surrogate of clinical effectiveness in MS drug development. MS affects more than 2.5
million people in the world and is the leading cause of nontraumatic disability in
young adult population [7]. The development of IFN-B1 has proven to be a major
advance in MS therapeutics, benefiting thousands of patients worldwide [7].
However, improvements in the process of production of IFN-B1 are needed to reduce

costs for life-long, non-curative use for patients.
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Based on this clinical application human IFN-B1 is commercially produced in
microorganisms such as Escherichia coli (E. coli) by using recombinant DNA
techniques. The recombinant human IFN-B1 gene sequence encodes a mature
protein of 165 amino acids of approximately 20 kDa. It usually has the following
properties: amino terminal methionine is removed during production in E. coli, serine
is substituted for cysteine 17 and it is non-glycosylated due to its production in E. coli
[8, 9, 10]. These madifications result in a fully biologically active molecule [9, 10].

The major challenge for the production of recombinant human interferon
B1ser17 (rhIFN-B1ser17) in E. coli is its strong hydrophobic character and its consequent
deposit as inclusion bodies [10, 11]. It has been reported that IFN-B14.r17 can be
solubilized from inclusion bodies using a buffer solution containing sodium dodecyl
sulphate (SDS) and the reducing agent dithiothreitol (DTT) [10, 12]. However SDS is
required in high concentrations to maintain protein solubility during purification and it
is a strong anionic detergent that limited chromatographic and analytic methods [13].
A method for solubilizing rhIFN-B1ser17 from inclusion bodies has been described that
employs a nondenaturing detergent and a brief incubation at pH 12 [13]. The
detergent used was Zwittergent 3-14 (nonionic and pH-insensitive) which is included
in the class of sulfobetaines [14, 15]. Because of its properties, protein solubilized in
this manner can be subjected to a variety of purification and analytic methods [13].

This recombinant protein drug produced by biotechnology is named
biopharmaceutical [16]. However, the patents for many originator biopharmaceuticals
are expiring, and a new generation of follow-on molecules, termed “biosimilars”, is
under development [16]. Betaseron®, produced by Bayer Schering/Chiron
laboratories, was approved by the U.S Food and Drug Administration for the
treatment of multiple sclerosis in 1993 and its patent expired in 2007, thereby

becoming a target to biosimilar production by pharmaceutical industries. The global
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market for IFN-B in 12 months (from June 2005 to June 2006) was 3.7 billion U.S.
dollars and the predicted IFN-B biosimilar sales for 2010 in European Union market
are 131 million U.S. dollars [17]. The development of interferon 1 biosimilar is an
alternative to the high cost of the originator biopharmaceutical in order to significantly
decrease costs.

Here we describe the development of a protocol to produce large quantities of
pure rhIFN-B1ser17 expressed in Escherichia coli which may be used to biosimilar
production by pharmaceutical industries. In this paper, we report the rhIFN-B1ser17
gene construction, cloning and subcloning, recombinant protein expression in E. coli
strain and purification to homogeneity, and physical and chemical analyses.

We hope that the experimental results described here will contribute to
improving the production process of rhIFN-B1s.r17 and thereby lower costs to
healthcare payers and consumers. Our report may be of interest to
biopharmaceutical companies interested in developing biosimilars, which offer a

great opportunity to scientific, economical and industrial growth.

Results and discussion

Gene synthesis, cloning and expression of rhIFN-31¢¢17 protein:

The final PCR product was a single 498 bp DNA fragment (Figure 1), encoding
for a mature rhIFN-B1ser17 protein of 165 amino acids in which cysteine 17 has been
replaced by a serine to prevent incorrect disulphide bond formation [9]. The DNA
fragment with the appropriate size was purified from 2% ultra pure agarose gel
containing 0.5 ug mL™" of Ethidium Bromide, cloned in the pCR-Blunt® cloning vector
and subcloned into the pET30a(+) expression vector between the Ndel and BamHI

restriction sites. Automatic DNA sequencing of the recombinant plasmid sequence
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confirmed the identity and integrity of the gene and the absence of PCR introduced
mutations. This construction was used to express the recombinant protein in E. coli
strains.

The rhIFN-B1sr17 protein was overexpressed in the insoluble fraction of
Rosetta(DE3) E. coli strain. The presence of the protein was not observed in the
soluble fraction of Rosetta(DE3) strain. It should be pointed out that a screening of
experimental conditions was carried out to obtain high yield of recombinant protein
expression, including growth temperature, medium type, hours of growth after IPTG
induction, and hours of growth in the absence of IPTG. However the best results
were obtained from Rosetta(DE3) E. coli cells for 3 h at 37°C with 0.1 mM of IPTG
induction after logarithmic phase. SDS-PAGE analysis showed expression of an
insoluble protein with a molecular mass (~20 kDa) consistent with that expected for

rhIFN-B1ser17 protein (Figure 2).

Washing and solubilization of inclusion bodies:

The low solubility of rhIFN-B1ser17 protein in the absence of solubilization
agents is most likely due to its strong hydrophobic character. The protein tends to
precipitate out due to protein-protein aggregate formation and is thus deposited as
inclusion bodies [13]. Inclusion bodies can be easily isolated by centrifugation and
represent, in many cases, a highly enriched form of expressed protein. It is possible
to remove contaminating E. coli proteins from inclusion bodies using reagents such
as detergents or chaotropes, followed by solubilization of rhIFN-B1ser17 protein [13].

Our strategy used to wash the inclusion bodies was thus carried out in two
steps. Urea 6M and 2% sulfobetaine 14 (USB) were used, respectively, in the first
and second step to solubilize contaminant E. coli proteins. Several E. coli

contaminant proteins were removed with the washing of the inclusion bodies (Figure
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3). Interferon-B1 protein was then almost completely solubilized by a brief shift to
high alkaline pH in the presence of 2.5% sulfobetaine 14 followed by rapid

adjustment to pH 8 (Figure 3).

Purification of rhIFN-B1s¢17 protein:

The rhIFN-B 117 protein was purified to homogeneity by a protocol including
gel filtration, followed by cation exchange and elution on gel filtration column.
Samples of each chromatography step were analyzed by 12% SDS-PAGE (Figure
3). No contaminants were detected by SDS-PAGE analysis with Coomassie blue
staining at the final step of purification (Figure 3). Approximately 3 mg of
homogeneous recombinant protein could be obtained from 1 g of E. coli
Rosetta(DE3) host cells. The purification protocol described here yielded 26% more
protein than the method reported by others [12], which included SDS, organic
extraction and gel filtration columns. Other advantage of the current protocol is that
solubilization of protein was achieved using a non-ionic detergent that can be
subjected to a variety of chromatographic and analytic procedures, many of which
are not compatible with strong anionic detergents, such as SDS. Other reagents,
such as guanidine HCI or urea, lead to incomplete solubilization of rhIFN-B1ser17
protein. Accordingly, the purification protocol here described represents

an efficient and high yield method to obtain homogeneous rhIFN-1er17 protein.

N-terminal amino acid sequencing:

The first 13 N-terminal amino acid residues of rhIFN-B1s¢r17 Were identified to
be SYNLLGFLQRSSN by the Edman degradation method. This result
unambiguously identifies the homogeneous recombinant protein as rhIFN-B1ser17 and

confirms removal of the N-terminal methionine. Modification at the N-termini is a
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common type of co-/post-translational alteration of proteins synthesized in
prokaryotic cells. Methionine aminopeptidase catalyzed cleavage of initiator
methionine is usually directed by the penultimate amino acid residues with the
smallest side chain length (glycine, alanine, serine, threonine, proline, valine, and
cysteine) [18]. Removal of N-terminal methionine from rhIFN-B1ser17 polypeptide

chain conforms to this rule since serine is the penultimate amino acid residue.

Mass spectrometry analysis:

The electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) revealed just one
peak at the expected mass for rhIFN-B1ser17 subunit (19.87 kDa), as shown in Figure
4, which is in agreement with removal of the N-terminal methionine (predicted

molecular mass: 20 kDa).

Reverse phase liquid chromatography (RP-HPLC) analysis:

RP-HPLC has been widely used for the quantification of biological medicines,
quality control, and for the analysis of closely related protein variants or degradation
products, such as sulfoxide and desamidate forms [19]. Chemical degradations of
pharmaceutical proteins have been recognized to be an important cause of
inactivation of therapeutic proteins and peptides that may have no or reduced activity
[20]. Figure 5 shows the reverse-phase chromatogram of rhIFN-B1ser17 demonstrating
the resolution of the symmetrical peak that corresponds to rhIFN-B1ser17 with the
retention time of 28.38 min similar to standard (28.21 min). The deamidates and
sulphoxides of the sample were analyzed (Figure 5B) and estimated to be 1.60% and
5.32%, respectively. These values were shown to be similar to the standard (Figure
5A), 1.95% of deamidates and 3.72% of sulphoxides. As described elsewhere,

chromatographic peak 2 of the standard (Figure 5A) consists of different
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conformational form(s) of rhIFN-B1ser17 having a primary structure identical to that of
peak 1 [11]. Accordingly, the protocol described here is an efficient method to obtain

homogeneous monomeric rhIFN-B1s¢r17.

Size exclusion liquid chromatography (SEC-HPLC) analysis:

SEC-HPLC was found to be an appropriate technique to detect and separate
aggregate species of higher molecular mass, dimers, and intact protein. As described
by others, when Betaseron® was subjected to SEC-HPLC under physiological
conditions, approximately 40 % of rhIFN-B1ser17 eluted as monomer and 60 % eluted
in the excluded volume of the column, corresponding to an apparent molecular mass
larger than 600 kDa [1, 21]. IFN-B1 aggregates have been shown to have reduced
biological activity [9]. SEC-HPLC of rhIFN-B1s¢r17 demonstrates the absence of high
molecular mass aggregates and dimers (Figure 6). The peak represents monomers
eluted at a retention time of 20.9 min, as shown in figure 6. This analysis is in

agreement with mass spectrometry analysis, in both just one peak was revealed.

Conclusions

In this report, we present the gene synthesis, cloning, expression, purification
and characterization of rhIFN-B1ser17 protein by analytical methods. The protocol
developed is an efficient and high-yield method to obtain physical integrity
homogeneous rhIFN-B1ser17. Laboratory scale production of recombinant human IFN-
B1 represents the first step towards the development of new technologies for the
production of an IFN-B1 biosimilar in large scale. Public and private sectors of a
number of countries have been encouraged to share staff, funding and facilities to
increase technology transfers between universities and the industry. The data
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presented here may be of interest to researchers and biopharmaceutical companies
interested in developing biosimilars, which offer a great opportunity to scientific,

biotechnological, economical and industrial growth.

Methods

Gene synthesis, cloning and expression of rhIFN-31¢¢17 protein:

Sixteen oligonucleotides were designed based on the human IFN-f coding
DNA sequence of 498 bp (Accession number: NM_002176). The primers were
designed to have an overlap of 10 nucleotides. The synthetic recombinant human
IFN-B gene sequence was constructed based on the technique of overlap extension,
accordingly the patent application PCT/Br 2006/000267, filed by our lab and entitled
“Method for the obtention of chimeric nucleotide sequence and chimeric nucleotide
sequences” [22]. Primers 1 and 16 were designed to contain, respectively, Ndel and
BamH| restriction sites (underlined). The serine was substituted for cysteine 17
(primer 3) to prevent incorrect disulphide bond formation. The oligonucleotides

sequences are given below:

1. 5-TTC ATA TGA GCT ACAACT TGC TTG GAT TC-3

2. 5-ATGAGC TACAAC TTGCTT GGA TTC CTA CAA AGA AGC AGC AAT TTT-3’

3. 5-TCC CAT TCA ATT GCC ACA GGA GCT TCT GAC TCT GAA AAT TGC TG-3

4. 5-TTG AAT GGG AGG CTT GAA TAT TGC CTC AAG GAC AGG ATGAAC TTT-3

5. 5-AACTGC TGC AGC TGC TTAATC TCC TCA GGG ATG TCAAAG TTC ATC-3

6. 5-TGC AGC AGT TCC AGA AGG AGG ACG CCG CAT TGA CCA TCT ATG-3

7. 5-TCT GAA AAT AGC AAA GAT GTT CTG GAG CAT CTC ATA GAT GGT-3

8. 5-TAT TTT CAG ACA AGATTC ATC TAG CAC TGG CTG GAA TGA GAC TAT-3’

9. 5-TCT GAT GAT AGA CAT TAG CCA GGA GGT TCT CAA CAA TAG TCT CAT-3’

10. 5-TAT CAT CAG ATA AAC CAT CTG AAG ACA GTC CTG GAA GAA AAA CTG-3

11. 5-TGC TCATGAGTT TTC CCC TGG TAAAAT CTT CTT TCT CCAGTT TTT CT-3

12. 5-CTC ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA AGA TAT TAT GGG AGG ATT CTG CA-3’
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13. 5-GCA CAG TGACTG TAC TCC TTG GCC TTC AGG TAATGC AGAATC C-3
14. 5-GTC ACT GTG CCT GGA CCA TAG TCA GAG TGG AAATCC TAAGGAACT TT-3
15. 5-TCA GTT TCG GAG GTA ACC TGT AAG TCT GTT AAT GAA GTA AAAGTT CCT T-3’

16. 5-GGG GAT CCT CAG TTT CGG AGG TAA CCT GTA AG-3

Standard PCR conditions were used to construct the gene sequence. The final
PCR product (498 bp) was purified from agarose gel, cloned into the pCR®-Blunt
vector (Invitrogen) and subcloned into the pET30a(+) expression vector (Novagen),
using the Ndel and BamHI restriction enzymes. The recombinant plasmid sequence
was analyzed by automatic sequencing. Electrocompetent E. coli Rosetta(DE3) cells
were transformed with pET30a(+)::IFN-B1ser17 by electroporation. The same strain
was transformed with the pET30a(+) vector as control. A single colony of
transformants was grown in 500 mL 4YT culture medium (32g tryptone, 10g NaCl,
20g yeast extract per liter), supplemented with kanamycin (30 ug mL‘1) and
chloramphenicol (34 pg mL™"). The culture was grown at 37°C in a shaker at 180 rpm
up to an ODggp 0.4, followed by induction with 0.1 mM isopropyl--D-
thiogalactopyranoside (IPTG). Three hours after induction, cells were harvested by
centrifugation at 15,900 x g for 30 minutes at 4°C and the pellet was frozen at -20°C.

The recombinant protein expression was analyzed by 12% SDS-PAGE [23].

Washing of inclusion bodies and solubilization of rhIFN-31s¢7 protein:

The cell pellet (1g of wet cells) was resuspended in 5 mL of buffer (50 mM Tris
HCI pH 8.0) and disrupted using a French press under 137.9 MPa and insoluble
material were collected by centrifugation (48,000 x g, 30 minutes, 4°C). The inclusion
bodies containing interferon 1 protein were washed using 6 M urea and 2%
sulfobetaine 14 (USB) as previously described [13]. Solubilization of inclusion bodies
was brought about by a brief shift to high alkaline pH in the presence of 2.5% of

sulfobetaine 14 followed by rapid adjustment to pH 8, as described elsewhere [13],
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and centrifuged (48,000 x g, 30 minutes, 4°C) to remove non-soluble material. The
soluble fraction was concentrated using a 3,000 molecular weight cut off Amicon filter

to 7 mL and filtered (0.22 um).

Purification of rhIFN-B1s¢17 protein:

An HPLC AKTA system (GE Healthcare) was employed in the recombinant
protein purification protocol and all chromatographic steps were carried out at
constant room temperature (22°C+2°C), and monitoring was carried out by
measuring the UV absorbance at 215, 254, and 280 nm simultaneously. Eluted
protein fractions were analyzed by SDS-PAGE, and protein concentrations were
determined by the Bradford’s method [24] using bovine serum albumin as standard.
The soluble sample was loaded on a gel filtration Sephacryl S200 column (size
exclusion chromatography, SEC) equilibrated with SEC running buffer (50 mM Hepes
pH 8, 150 mM NaCl and 0.05% sulfobetaine 14), an eluted with 1.5 volumes of SEC
running buffer. Pooled fractions were dialyzed against 50 mM Hepes pH 8, 0.05%
sulfobetaine 14 and loaded on a cation exchange HiTrap CM FF column (GE
Healthcare) equilibrated with 50 mM Hepes pH 8 containing 0.05% sulfobetaine 14.
Washing (10 x column volume) was carried out to elute unbound material, and bound
proteins were eluted with a linear salt gradient (0 — 1 M NaCl). Fractions containing
the recombinant IFN-B1 protein were pooled and loaded on a Sephacryl S200
column and eluted with SEC running buffer. Fractions were then pooled and stored at

-80°C.

N-terminal amino acid sequencing:

The N-terminal amino acid residues of homogeneous rhIFN-B1scr17 were
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identified by automated Edman degradation sequencing using a PPSQ 21A gas-

phase sequencer (Shimadzu).

Mass spectrometry analysis:

The subunit molecular mass was assessed by electron-spray ionization mass
spectrometry (ESI-MS), employing some adaptations made to the system described
by Chassaigne and Lobinski [25]. Samples were analyzed on a triple quadrupole
mass spectrometer (model QUATTRO Il) equipped with a standard ESI probe
(Micromass, Altrincham, United Kingdom) and adjusted to a flow rate of ca. 250 pl
min™". The source temperature (80°C) and needle voltage (3.6 kV) were maintained
constant throughout experimental data collection, applying a drying gas (nitrogen)
flow of 200 liters h™ and a nebulizer gas flow of 20 liters h™. The mass spectrometer
was calibrated with intact horse heart myoglobin and its typical cone voltage-induced
fragments. The ESI-MS molecular mass of the rhIFN-B1ser17 subunit was determined
by adjusting the mass spectrometer to give a peak with a half-height of 1 mass unit,
and the cone sample to skimmer lens voltage controlling the transfer of ions to the
mass analyzer was set to 38 V. About 50 pmol sample was injected into electrospray
transport solvent. The ESI spectrum was obtained in the multichannel acquisition
mode, with scanning from 500 to 1,800 m/z at a scan time of 7 s. The mass
spectrometer is equipped with MassLynx and Transform software for data acquisition

and spectrum handling.
Reverse phase liquid chromatography (RP-HPLC) analysis:

A Shimadzu HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an SCL-

10A,p system controller, LC-10AD,, pump, DGU-14A degasser, SIL-10AD,,
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autosampler, and an SPD-M10A,, photodiode array (PDA) detector was employed in
RP-HPLC analysis. The detector was set at 214 nm and peak areas were integrated
automatically by computer using a Shimadzu Class VP® software program. The
experiments were carried out on a reversed phase Phenomenex (Torrance, USA)
Jupiter C4 column (250 mm x 4.6 mm 1.D., with a pore size of 300 A). The liquid
chromatography system was operated at controlled room temperature (25 °C). The
elution was performed by a fast gradient at a constant flow rate of 1.0 mL min”".
Mobile phase A consisted of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA), and mobile phase B
consisted of 0.1% TFA in acetonitrile. The gradient was as follows: 0.01 min 38% of
B, from 0.01-35 min linear to 60% of B, from 35.1-38 min linear back to 38% and
38.1-42min 38% of B. The injection volume was 50 uL for both standard and sample,
and all determinations were carried out in triplicate. The IFN-B1 standard used was

Betaferon® (Bayer Schering / Chiron).

Size exclusion chromatography (SEC-HPLC) analysis:

A Shimadzu HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with an SCL-
10A,, system controller, LC-10AD,, pump, DGU-14A degasser, SIL-10AD,,
autosampler, and an SPD-M10A,, photodiode array (PDA) detector was employed in
SEC-HPLC analysis. The detector was set at 214 nm and peak areas were
integrated automatically by computer using a Shimadzu Class VP® software program.
The experiments were carried out on a size exclusion Phenomenex (Torrance, USA)
Bio-Sep-SEC-S 2000 column (300 mm x 7.8 mm I.D., with a particle size of 5 ym and
pore size of 145 A).The liquid chromatography system was operated isocratically at
0.5 mL min-1 with controlled ambient temperature (25°C), using a mobile phase of

PBS pH 7.4, which was filtered through a 0.45 ym membrane filter (Millipore,
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Berdford, MA, USA). The injection volume was 50 pL and all determinations were

carried out in triplicate.

List of Abbreviations:

DTT: dithiothreitol

E. coli: Escherichia coli

ESI-MS: electrospray ionization mass spectrometry

IFNSs: interferons

IFN-B1: interferon 31

IPTG: isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside

kDa: kilodalton

MS: multiple sclerosis

PCR: polymerase chain reaction

rhIFN-B1ser17: recombinant human interferon 1 containing a serine in the
amino acid position 17.

RP-HPLC: reverse-phase liquid chromatography

SDS: sodium dodeyl sulphate

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel eletrophoresis

SEC: size exclusion chromatography
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Figures
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Figure 1: Agarose gel electrophoresis of PCR product. Agarose gel (2%)
electrophoresis showing the Interferon 31 DNA fragment amplified by PCR. M -

Molecular weight marker 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen); 1- PCR amplified DNA

fragment of IFN-B1 (498 bp).
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Figure 2: Analysis of recombinant interferon 31 protein expression by
SDS-PAGE. SDS-PAGE (12%) analysis showing the optimized experimental protocol
for expression of interferon 1 in Rosetta(DE3) strain 3 hours post-induction with
IPTG. M- Molecular weight marker Bench Mark Protein Ladder (Invitrogen). Lanes 1

and 2 correspond to pET30a(+)::IFN-B1 soluble and insoluble fractions, respectively.
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Lanes 3 and 4 correspond to control pET30a(+) soluble and insoluble fractions,

respectively.
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Figure 3: SDS-PAGE analysis of interferon 1 purification protocol. SDS-
PAGE (12 %) analysis of fractions after inclusion bodies washing, solubilization and
purification of interferon 1 protein. M- Molecular weight marker low range (Biorad).
Lane 1 corresponds to soluble fraction after cell disruption. Lane 2 corresponds to
soluble fraction after washing of inclusion bodies with 6M urea. Lane 3 corresponds
to soluble fraction after wash of inclusion bodies with 2% sulfobetaine 14. Lane 4
corresponds to soluble fraction after solubilization with 2.5% sulfobetaine 14 and a
brief incubation at pH 12. Lane 5 corresponds to soluble sample loaded on Sephacryl
S200 (first column). Lane 6 corresponds to pooled fractions from Sephacryl S200
column. Lane 7 corresponds to sample loaded on HiTrap CM FF column. Lane 8
corresponds to sample loaded on Sephacryl S200 (third column). Lane 9

corresponds to pooled fractions after the third column (purified protein).
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Figure 4: ESI-MS spectrum of rhIFN-B1s.17. ESI-MS revealed just one peak

at the expected subunit molecular mass for rhIFN-B1ser17 (19.87 kDa).
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Figure 5: RP-HPLC chromatogram of standard and rhIFN-31s¢r17. (A)
standard Betaferon®, peak 1: main peak, peak 2: consists of a different
conformational form(s) of rhIFN-B1ser17 having a primary structure identical to that of
peak 1. (B) homogeneous rhIFN-B1ser17, peak 1: main peak. Absorbance is in
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milliabsorbance units (mAU).
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Figure 6: SEC-HPLC chromatogram of rhiIFN-31s¢r17. SEC-HPLC
demonstrates the absence of high molecular mass aggregates and dimers. Just one
peak was revealed and it represents monomers eluted at a retention time of 20.9

min. Absorbance is in milliabsorbance units (mAU).
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CONSIDERAGOES FINAIS

O biofarmaco Interferon B1 € um dos farmacos de primeira escolha para o
tratamento da esclerose multipla do tipo surto-remissdo, pois altera
significativamente a progressao desta doenca crbénica do sistema nervoso. A EM
afeta mais de dois milhdes de pessoas no mundo e é considerada a maior causa de
invalidez na populacdo adulta jovem 3,

No entanto, este biofarmaco nao é produzido no Brasil, o que resulta em um
alto custo na importacdo deste medicamento. O tratamento com Avonex®,
formulagdo de IFN-B1 disponivel comercialmente, custa em média R$ 10.500 por
ano para cada pessoa *2. O Ministério da Salde gastou aproximadamente 69
milhdes de reais no ano de 2004 com este medicamento para suprir o SUS *.

Uma alternativa para contornar o alto custo deste biofarmaco seria a
producdo do biossimilar rhIFN-B1ser17, que oportunizaria uma diminuicdo nas
importagbes desses medicamentos, reduziria o prego facilitando o acesso para a
populacdo que sofre de esclerose multipla, além de reduzir substancialmente os
gastos do Ministério da Saude na importagcdo desse biofarmaco. A produgédo do
biossimilar tornou-se possivel devido a expiragdo da patente do biofarmaco original,
no caso do rhIFN-B1e7, @ patente do Betaseron® (U.S. Patent N° 4.588.585) 6,
produzido pelo Laboratério Bayer Schering / Chiron, expirou em 2007.

Assim, visando o desenvolvimento de um protocolo para producdo deste
biossimilar foi realizada a construcdo do gene que codifica a proteina IFN-31
contendo uma serina na posicdo 17, através de método baseado na patente
desenvolvida pela empresa Quatro G Pesquisa e Desenvolvimento LTDA em
parceria com a PUCRS #. Como produto final das reacdes de PCR obteve-se um

fragmento de DNA de 498 pb. Este fragmento de DNA foi clonado no vetor pCR-
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Blunt® e subclonado no vetor de expressado pET30a(+). A identidade e integridade do
gene e a auséncia de mutagdes foram confirmadas por seqlenciamento automatico
de DNA da sequéncia do plasmideo recombinante. Essa construgao foi utilizada
para expressar a proteina recombinante em cepas de E. coli.

Varias condi¢cdes de cultivo foram testadas na tentativa de obter a proteina
IFN-B1 expressa na fragéo soluvel, como descrito no Anexo Il. Esses testes foram
realizados para evitar protocolos de desnaturacdo e renaturagcdo que ndo garantem
que a proteina permanega biologicamente ativa. Porém, mesmo assim a proteina
rhIFN-B1ser17, fOi expressa somente na fragao insoluvel.

Devido ao seu carater fortemente hidrofébico, a proteina rhIFN-B1ger17
expressa em E. coli, agrega no citoplasma da célula formando corpos de inclusao 14,
% Os corpos de inclusdo podem ser faciimente isolados por centrifugacao e
representam, em muitos casos, uma fragdo altamente concentrada da proteina
expressa. Outro ponto positivo da expressdo de proteinas na fragao insoluvel é a
possibilidade de remover proteinas contaminantes de E. coli por meio da lavagem
dos corpos de inclusdo. Com esta finalidade, utilizamos um tamp&o contendo 6 M
uréia e posteriormente 2% sulfobetaine 14 para lavar os corpos de inclusdo. Nesta
etapa varias proteinas contaminantes sdo eliminadas e a proteina rhIFN-B1ger17
permanece insoluvel. Logo, a proteina rhlFN-B1seri7 € quase completamente
solubilizada através de uma mudancga rapida para pH alcalino na presencga de 2,5%
de sulfobetaine 14 seguida de um rapido ajuste para pH 8. Este detergente n&o-
ibnico nao interfere em métodos analiticos e cromatograficos.

As proteinas contaminantes restantes foram eliminadas utilizando sistema de
purificacdo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) AKTA (GE
Healthcare). Varias colunas cromatograficas foram utilizadas para avaliar qual seria

o melhor protocolo quanto ao rendimento e otimizagdo do processo, como descrito
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no Anexo lll. O protocolo, definido apds a otimizacdo do processo, incluiu 3 colunas
cromatograficas: gel filtracdo, seguida por uma troca catibnica e a eluicdo da
proteina pura novamente na gel filtragdo. Seguindo este protocolo de purificagao,
aproximadamente 3 mg da proteina recombinante homogénea podem ser obtidas a
partir de 1 g de células de E. coli Rosetta(DE3). O protocolo de purificagao descrito
representa um método eficiente e com alto rendimento, no qual a proteina rhlFN-
B1seri7 € obtida com pelo menos 98% de pureza. Os valores das massas
moleculares, experimental (19,87 kDa) e tedrico (20,00 kDa), quando comparados
entre si revelaram uma diferenca de 131 unidades, sugerindo a auséncia de um
residuo de metionina, o que foi confirmado pelo seqienciamento N-terminal por
Quimica Degredativa de Edman. A analise por cromatografia liquida de fase reversa
demonstrou que o conteudo de deamidados e sulfoxidos foi similar ao padrao
comercial, e nenhuma forma heterogénea da proteina rhIFN-B1..7 foi detectada. A
analise por cromatografia liquida de exclusdao molecular demonstrou a auséncia de
agregados de alta massa molecular e de dimeros. O protocolo descrito representa
um método eficiente e de alto rendimento para a obtencdo da proteina rhIFN-B1ser17
homogénea e monomeérica, o qual podera ser utilizado em processos industriais.
Devemos ressaltar que o desenvolvimento de um protocolo para producdo da
proteina rhlFN-B1sr17 em escala laboratorial € o primeiro passo para o
escalonamento destas novas tecnologias para a produgdo do biossimilar rhlFN-
B1sert7. Os setores publicos e privados de varios paises tém incentivado, com
financiamentos e facilidades, o aumento da transferéncia de tecnologia entre
universidades e industrias. Os dados apresentados aqui poderao ser importantes
para pesquisadores e industrias farmacéuticas interessadas no desenvolvimento de
biossimilares, os quais oferecem uma oportunidade excelente para o crescimento

cientifico, biotecnolégico, econdmico e industrial.
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ANEXO |

Testes de expressao da proteina IFN-1 clonada no vetor pET23a(+)

A expressdao da proteina IFN-B1 recombinante humana, contendo uma
cisteina na posicao 17 e clonada no vetor de expressdo pET23a(+), foi comparada
em diferentes cepas de E. coli, como BL21(DE3), BL21Star(DE3), BL21 Codon
Plus(DE3), BL21trxB(DE3), Rosetta(DE3), Rosetta-gami(DE3) e Origami(DE3)
(Tabela 1). As diferentes cepas de E. coli foram transformadas, por eletroporagao,
com o plasmideo recombinante pET23a(+) contendo o gene que codifica para a
regido madura da proteina IFN-B1. O mesmo procedimento foi realizado com o vetor
pET23a(+), sem o gene de interesse clonado, para controle negativo de expressao.
As células transformadas foram selecionadas em meio LB solido contendo os
antibiéticos apropriados para cada cepa de E. coli (Tabela II). Uma colbnia foi
utilizada para inocular 50 mL de meio de cultura contendo os mesmos antibiéticos e
concentragdes usadas no meio LB sdlido e foram crescidas em agitador a 37°C sob
agitacao de 180 rpm até alcangarem uma ODgy de 0,4. Entdo, as culturas foram
induzidas, ou né&o, pela adicdo de diferentes concentragdes (0,1, 0,4 e 1 mM) de
isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e incubadas em diferentes temperaturas
(12, 15, 20, 30 e 37°C). Apos 3, 12, 18 e 24 horas de incubagdo, 1 mL de cada
cultura foi coletado. As amostras foram centrifugadas a 20.800 x g, por 5 minutos a 4

°C e estocadas a -20°C para posterior analise.
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Tabela |. Cepas de E. coli usadas nos experimentos de expressao.

Cepa

Caracteristicas

BL21(DE3)

Deficiéncia de protease lon e ompT, que
reduz a degradagao das proteinas
recombinantes expressas

BL21Star
(DE3)

Deficiéncia de protease lon e ompT;

mutacao rne 131 que codifica uma enzima

RNase truncada, aumentando a
estabilidade do RNAm e a capacidade de
expressao da cepa

BL21 Codon
plus(DE3)

Deficiéncia de protease lon e ompT, tem
copias extras de tRNAs raros, facilitando
a expressao de genes que codificam
coédons raros de E. coli

BL21trxB
(DE3)

Deficiéncia de protease lon e ompT;
mutante BL21 trxB que facilita formagao
de pontes dissulfeto citoplasmaticas

Rosetta(DE3)

Expressao de tRNAs raros, facilitando a
expressao de genes que codificam
cddons raros de E. coli; delecdo mutante
BL21 lacZY que permite controle preciso
com IPTG

Rosetta-gami
(DE3)

Expressao de tRNAs raros, facilitando a
expressao de genes que codificam
coédons raros de E. coli; facilita formacao
de pontes dissulfeto

Origami
(DE3)

Resisténcia a Derivacio
antibioticos ¢
nenhuma B834
nenhuma BL21 (DE3)
. BL21-Gold
Cloranfenicol (Cepa B)
Kanamicina BL21
. Tuner™
Cloranfenicol (Cepa B)
Kanamicina + Origami
Tetraciclina + (Kg_12)
Cloranfenicol
Kanamlplr)a + K-12
Tetraciclina

Mutante trxB/gor que facilita muito a
formacgao de pontes dissulfeto
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Tabela Il. As cepas de E. coli transformadas com o plasmideo pET23a(+)
usadas na expressao da proteina IFN-B1 e os antibiéticos apropriados para cada

cepa com suas concentragdes de uso.

Cepas de E. coli transformadas

com o plasmideo pET23a(+)* Concentragao de uso dos antibiéticos

BL21(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina
BL21Star(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina
BL21 Codon plus(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina e 34 pg/mL de Cloranfenicol
BL21trxB(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina e 15 pg/mL de Kanamicina
Rosetta(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina e 34 ug/mL de Cloranfenicol
50 pg/mL de Ampicilina, 34 ug/mL de Cloranfenicol,
Rosetta-gami(DE3) 15 yg/mL de Kanamicina e 12,5 ug/mL de
Tetraciclina
Origami(DE3) 50 pg/mL de Ampicilina, 15 pg/mL de Kanamicina e

12,5 yg/mL de Tetraciclina

*O plasmideo pET23a(+) contém um gene para resisténcia a Ampicilina.

A expressao da proteina foi avaliada por meio do rompimento das células por
sonicagao em tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (5 mL de tampao para cada 1 g de
célula). As células rompidas foram entdo centrifugadas a 20.800 x g durante 30
minutos, a 4 °C e o conteudo protéico das fragdes soluvel e insoluvel foi analisado
em SDS-PAGE 12%.

A proteina foi expressa na fragao insoluvel das cepas BL21Star(DE3),
Rosetta(DE3) e Rosetta-gami(DE3) em meio LB, a 37°C, com indugéo de 0,1 mM de
IPTG, sendo na cepa Rosetta-gami(DE3) a sua maior expressdo (dados nao
mostrados). Foram realizados outros testes de expressdo com a cepa Rosetta-
gami(DE3) em meio LB e 4YT com outras temperaturas de cultivo, como 12, 15, 20,

30 e 37°C, conforme descrito acima. Entretanto, com a diminuicdo da temperatura
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de cultivo, ndo ha expressao na fracao soluvel e a expressao da proteina na fragao

insoluvel diminui (dados n&do mostrados).

Testes de solubilizagao da proteina IFN-B1 clonada no vetor pET23a(+)

Varios protocolos de expressao foram testados, como descrito anteriormente,
na tentativa de obter a expressédo da proteina IFN-B1 na fragdo soluvel. Como a
proteina recombinante foi expressa apenas na fragéo insoluvel, diferentes formas de
rompimento celular foram primeiramente testadas, para evitar protocolos de

desnaturagao e renaturagao que podem afetar a atividade biolégica da proteina.

e Método congelamento-descongelamento

Os sedimentos bacterianos foram submetidos & 10 ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento. Estes ciclos consistem na incubagdo por 8
minutos em banho de gelo e agua, e 2 minutos em banho de gelo seco e etanol.
Com esse tratamento, o sedimento bacteriano é exposto a temperaturas entre 0°C e
-80°C, formando poros na parede bacteriana, que causam o extravasamento do
conteudo celular. Apdés esse procedimento, a suspensdo celular foi submetida a
centrifugacdo 20.800 x g durante 30 minutos, a 4 °C. As fragdes soluveis e insoluveis
foram separadas e analisadas quanto ao seu conteudo protéico por SDS-PAGE.

A analise por SDS-PAGE mostrou que a proteina permaneceu na fragao

insoluvel (dados ndo mostrados).

e Prensa de French
Com base nas especificacbes do fabricante do aparelho, o rompimento dos

corpos de inclusdo poderia ocorrer entre 20.000 psi e 27.000 psi. Entdo, apds
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crescimento celular, 1g de células foi ressuspensa em 5 mL de tampéao Tris HCI 50
mM pH 8. O rompimento das células deu-se sob uma pressao de 25.000 psi. As
fragcbes foram separadas por centrifugagdo a 23.000 x g a 4°C por 30 minutos e
entdo analisadas por SDS-PAGE (dados ndo mostrados). A proteina foi observada

apenas na fragao insoluvel.

e Agentes caotropicos

Como diferentes formas de rompimento celular ndo foram eficientes para
obtermos a proteina na forma soluvel, partimos para testes com agentes
caotropicos, como uréia e hidrocloreto de guanidina. Apos crescimento celular, nas
condi¢cdes previamente determinadas, as células foram ressuspensas em tampao
Tris HCI 50 mM pH 8 e rompidas por sonicagédo. A amostra foi dividida em 7 tubos de
polipropileno (1,5 mL). As fra¢des insoluveis foram separadas das fragdes soluveis
por centrifugacao a 23.000 x g a 4°C por 30 minutos. Cada fragao insoluvel contida
no tubo de polipropileno foi ressuspensa com 500 yL dos seguintes agentes
desnaturantes: 2, 4, 6 e 8 M de uréia e 2, 4 e 6 M de hidrocloreto de guanidina. As
amostras foram submetidas a agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente e entdo
foram centrifugadas 20.800 x g durante 30 minutos, a 4 °C. As fragbes soluveis
foram dialisadas utilizando sacos de dialise com cut off de 3,5 kDa contra tampao
Tris HCI 50 mM pH 8. As fragcbes soluveis e insoluveis foram separadas por
centrifugacao e analisadas por SDS-PAGE.

A proteina nao foi solubilizada com uréia 2, 4, 6, ou 8 M. Entretanto ocorreu a
solubilizacao parcial da proteina com 2 e 4 M de hidrocloreto de guanidina, e com 6
M deste agente solubilizante grande parte da proteina foi solubilizada. Porém apés a
didlise, apenas uma pequena quantidade da proteina ainda permaneceu soluvel

(dados ndo mostrados). Diferentes tampdes, pHs e condigbes de redugdo foram
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testados com 6 M de hidrocloreto de guanidina, para evitar que a proteina
precipitasse apos a diadlise, mas os mesmos resultados descritos acima foram

obtidos (dados n&o mostrados).
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ANEXO Il

Testes de expressao da proteina IFN-B1s.r17 clonada no vetor pET30a(+)

O fragmento de DNA, que codifica para a proteina IFN-B1 contendo uma
serina na posigao 17, foi clonado no vetor de clonagem pCR-BIunt®e subclonado no
vetor de expressao pET30a(+). Ao invés de utilizar o vetor de expressao pET23a(+)
utilizado anteriormente (Anexo I) que apresenta um gene de resisténcia a ampicilina,
utiizamos como vetor de expressédo o pET30a(+), que apresenta um gene de
resisténcia a kanamicina. Essa mudanca foi realizada visando primeiramente a
producgao industrial desta proteina no futuro ja que na Europa a utilizagdo de vetores
com esta marca de resisténcia é plenamente aceita, tendo inclusive um biossimilar ja
comercializado. Além disso, podemos antever que quando o Brasil tiver sua propria
legislagcao de biofarmacos no futuro isso certamente sera considerado.

A expressédo da proteina IFN-B1ser17 recombinante humana, contendo uma
serina na posigao 17 e clonada no vetor de expressao pET30a(+), foi comparada em
diferentes cepas de E. coli, como BL21(DE3), BL21Star(DE3), C41(DE3), C43(DE3),
C41pLysS(DE3), C43pLysS(DE3), Rosetta(DE3) e Rosetta-gami2(DE3) (Tabela 1lI).
Este teste de expressao foi realizado como descrito no anexo |I.

A proteina foi expressa na fragdo insoluvel das cepas BL21Star(DE3) e
Rosetta(DE3) em meio LB, a 37°C, com indugao de 0,1 mM de IPTG, sendo na cepa
Rosetta(DE3) a sua maior expressdo. Foram realizados outros testes de expressao
com a cepa Rosetta(DE3) utilizando o meio LB a 15°C. Entretanto, com a diminuigéo
da temperatura de cultivo, ndo houve expressao da proteina (dados ndo mostrados).
Ainda foram realizados testes com o meio de cultura 4YT a 37°C e foi observado que

a expressao da proteina aumenta com o meio de cultura 4YT. Assim, a melhor

55



condigdo de expressao foi na fragcao insoluvel da cepa Rosetta(DE3) em meio de
cultura 4YT por 3 horas a 37°C com inducdo de 0.1 mM de IPTG apéds a fase

logaritimica.

Tabela Ill. As cepas de E. coli transformadas com o plasmideo pET30a(+)
usadas na expressao da proteina IFN-B1 e os antibiéticos apropriados para cada

cepa com suas concentragoes de uso.

Cepas de E. coli transformadas

com o plasmideo pET30a(+)* Concentragao de uso dos antibiéticos

BL21(DE3) 30 pg/mL de Kanamicina
BL21Star(DE3) 30 pg/mL de Kanamicina
C41(DE3) 30 pg/mL de Kanamicina
C43(DE3) 30 pg/mL de Kanamicina

30 pg/mL de Kanamicina e 34 ug/mL de

C41pLysS(DE3) Cloranfenicol
30 pg/mL de Kanamicina e 34 ug/mL de
C43pLysS(DE3) o Cloranfenicol o
30 pg/mL de Kanamicina e 34 ug/mL de
Rosetta(DE3) Cloranfenicol
30 pg/mL de Kanamicina, 34 ug/mL de Cloranfenicol,
Rosetta-gami2(DE3) 50 pg/mL de Estreptomicina e 12,5 uyg/mL de

Tetraciclina

*O plasmideo pET30a(+) tem um gene de resisténcia a kanamicina.

Testes de solubilizagdo da proteina IFN-B1s.17 clonada no vetor

pET30a(+)

Como a proteina recombinante foi expressa apenas na fragido insoluvel das
cepas testadas, foi realizado o protocolo de rompimento celular por pressao

utilizando a prensa de French, conforme descrito no Anexo |. Deste modo, baseados
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novamente nas especificagdes do fabricante, pressdes maiores foram testadas
neste experimento, como 30.000, 35.000 e 40.000 psi na expectativa de romper os
corpos de inclusdo e obter a proteina alvo na fragdo soluvel. No entanto, nao

obtivemos sucesso na solubilizagdo da proteina.
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ANEXO Il

Testes de purificagao da proteina IFN-B1s.17 clonada no vetor pET30a(+)

Os testes de purificacdo foram realizados utilizando o sistema de purificagcao
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) AKTA (GE Healthcare) para o
controle do fluxo, pressdo da coluna cromatografica, deteccdao de varios
comprimentos de onda, pH, temperatura, controle de gradiente, aplicacédo e coleta
de amostras. As células foram preparadas conforme descrito no manuscrito e para a
determinagdo do melhor protocolo de purificagdo varias colunas cromatograficas
foram utilizadas a fim de obter o melhor rendimento e a otimizagcao do processo.

Foram utilizadas colunas cromatograficas de troca catiénica (como a HiTrap
SP XL, HiTrap SP FF, HiTrap CM FF e Resource S), de troca anionica (HiTrap Q XL
e HiTrap ANX FF), de interacédo hidrofobica (HiTrap Butyl S FF, HiTrap Phenyl FF
low sub, HiTrap Phenyl FF high sub, HiTrap Phenyl HP, HiTrap Octyl FF), de gel
filtracdo (Superdex 75, Sephacryl S200) e de afinidade (HiTrap Blue HP).

As trocas catibnicas apresentaram um padrdo semelhante, sendo que as
colunas HiTrap SP XL e HiTrap CM FF sao as que melhor separaram a proteina alvo
das proteinas “contaminantes”. Nas trocas anibnicas a proteina alvo foi observada
no lavado e principalmente no gradiente, mostrando nao ser eficiente na purificagao
da proteina IFN-B1ser17. Nas colunas de interacao hidrofébica a proteina nao
interagiu com a resina estando sempre presente no lavado. Na coluna de gel
filtracdo Superdex 75 a proteina alvo elui juntamente com os contaminantes. Na
coluna HiTrap Blue HP a proteina permaneceu ligada na resina e n&o eluiu nem com
2 M de NaCl, desligando da resina somente com NaOH. Apenas as colunas de troca

catidnica e a coluna de gel filtracao Sephacryl S200 foram eficientes na purificagao
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da proteina alvo, separando a proteina alvo das proteinas contaminantes, como

descrito no manuscrito.
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