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RESUMEN

Este grupo de investigacién ha venido estudiando por mds de dos décadas la
granusilina recombinante de 9 KDa (GRNLY), a partir de una colaboracién con el laboratorio
del Dr. Krensky, descubridor de la molécula. Se demostré la capacidad antitumoral de la
GRNLY recombinante en estudios in vifro y en modelos de desarrollo de tumores humanos
xenotransplantados en ratones atimicos, mediante administracién intratumoral. Posteriormente,
se desarrollé una estrategia para direccionar la molécula con miras a el uso sistémico. Como
prueba de concepto, se generd en colaboracién con la Dra. Laura Sanz una inmunotoxina
dirigida contra el antigeno carcino embrionario (CEA) y se demostré su capacidad de
direccionar el tratamiento hacia el tumor en un modelo atimico xenotransplantado con células
tumorales que expresaban CEA. La GRNLY en solitario no era capaz de detener el crecimiento
tumoral por inyeccédn sistémica. Mdas adelante, en colaboracién con el Dr. Ramén Hurtado,
experto en el estudio de las glicosilaciones proteicas, se desarrollaron dos inmunotoxinas
dirigidas contra el antigeno asociado a tumor Tn, encaminadas a su uso sistémico en un nimero

mayor de tumores que la inmunotoxina anti-CEA.

El modelo de expresiéon que usamos fue P .pastoris, que genera proteinas plegadas
y glicosiladas que no contienen lipopolisacdricos (LPS), problemas éstos asociados con las
proteinas recombinantes producidas en E.coli. Fue necesaria la optimizacién del protocolo y en
ese proceso, el Dr. Javier Raso nos asesord para mejorar los procesos biotecnolégicos asociados
y se innové mediante la técnica de electroporacion por campos eléctricos pulsados o PEF. El
exitoso proceso incrementé el rendimiento y ademds se introdujeron protocolos adecuados de

estabilizacién de las inmunotoxinas para su conservaciéon a largo plazo.

Inicialmente, se demostré que la fraccién scFv de la inmunotoxina mantiene su
afinididad por su antigeno purificado o expresado en la superficie de células tumorales. En
general, las inmunotoxinas resultaron mds citotéxicas sobre las lineas celulares a las que se unia
con mayor afinidad la inmunotoxina, debido a una mayor expresién del antigeno Tn. Estudios
previos mostraron que la GRNLY actia mediante activacién de la via intrinseca de la apoptosis
y en menor proporcién, activacién de la via de la necroptosis y la esfingomielininasa. Se

demostré que las inmunotoxinas, aunque también ejercen muerte celular al menos parcialmente
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a través de mecanismos apoptdticos y necroptédticos, son capaces de activar ademds un

mecanismos necrdticos que actia con mayor rapidez.

Gracias a las mejoras al rendimiento de produccién de las proteinas, se pudieron
realizar los ensayos in vivo en un modelo NUDE xenotransplantado con el adenocarcinoma de
pdancreas humano CAPAN-2. En este modelo se demostré que las inmunotoxinas SM3GRNLY y
AR20.5GRNLY fueron eficientes tras inyeccién sistémica, disminuyendo el volumen tumoral en un
40 y un 60% respectivamente. En consonancia con el mecanismo apoptético sefialado, los cortes
histolégicos de tumores derivados de los ratones atimicos mostraron morfologia nuclear

compatible con apoptosis y marcaje positivo en inmunohistoquimica de Caspasa-3 activada.

Un aspecto a considerar acerca de los resultados obtenidos en los modelos atimicos
heterdlogos es la falta de certeza respecto a la respuesta inmunogénica, debido a que las
células inmunitarias, citocinas y matriz extracelular derivan de ratén mientras que el tumor y la
granulisina son humanos. En este contexto, como primer acercamiento, se ensayd la GRNLY
intratumoral en un modelo murino humanizado, los ratones NOD Rag gamma (NRG)
xenotransplantados con la linea de adenocarcinoma de colon humano HT-29. Estos
experimentos demostraron que se puede utilizar este modelo para futuros estudios sobre el

auténtico potencial inmunogénico de la granulisina y sus inmunotoxinsas.

La optimizacién de los protocolos biotecnolégicos y la introduccion de la téenica PEF
para la produccién/purificacién de las proteinas recombinantes en el sistema de expresién P.
pastoris permite continuar con la investigacién de los mecanismos de accién de las inmunotoxinas
y trasladar la experimentacion a un modelo murino humanizado para corroborar su
inmunogenicidad. La patente de las proteinas recombinantes usadas en este estudio fue
adquirida por la empresa Peaches Biotech, de modo que esta investigacion ha despertado el

interés de las empresas farmacéuticas con perspectivas para su uso en humanos.
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ABSTRACT

Our research group has been studying recombinant 9 KDa granusilin (GRNLY) for
more than two decades, in collaboration with the laboratory of Dr. Krensky, the discoverer of
the molecule. The antitumor capacity of recombinant GRNLY was demonstrated in in vitro studies
and xenograft human tumor development models in nude mice by intratumoral administration.
Subsequently, a strategy was developed to target the molecule for systemic use. An immunotoxin
directed against the carcino embryonic antigen (CEA) was generated as a proof of concept in
collaboration with Dr. Laura Sanz. The immunotoxin’s ability to direct the treatment towards the
tumor was demonstrated using a xenotransplanted athymic model with CEA-expressing tumor
cells. . GRNLY alone was not able to stop tumor growth by systemic injection. Later, in
collaboration with Dr. Ramén Hurtado, an expert in the study of protein glycosylations, two
immunotoxins directed against the tumor-associated antigen Tn were developed, aimed at their

systemic use in a greater number of tumors than the anti-CEA immunotoxin.

The expression model used was P. pastoris, which generates folded and glycosylated
proteins that do not contain lipopolisaccaride (LPS), which is a problemassociated with
recombinant proteins produced in E. coli. It was necessary to optimize the protocol and, in that
process, Dr. Javier Raso advised us to improve the associated biotechnological processes by
using the electroporation technique of pulsed electric fields ( PEF). The process increased the
yield and, in addition, adequate immunotoxin stabilization protocols were introduced for their

long-term preservation.

Initially, the scFv fraction of the immunotoxin was shown to maintain its affinity for its
purified antigen or expressed on tumor cells' surface. In general, the immunotoxins were more
cytotoxic on the cell lines to which the immunotoxin bound with higher affinity due to a higher
expression of the Tn antigen. Previous studies had shown that GRNLY acts by activating the
intrinsic apoptosis pathway and, to a lesser extent, activating the necroptosis pathway and
sphingomyelinase. This study shows that immunotoxins, although capable of exertingcell death
at least partially through apoptotic and necroptotic mechanisms, are also able of activating a

more rapidly functioning necrotic mechanism.
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Thanks to the improvements in protein production yield, in vivo tests could be
performed on a nude model xenotransplanted with CAPAN-2 human pancreatic
adenocarcinoma. In this model, the immunotoxins SM3GRNLY and AR20.5GRNLY were shown to
be efficient after systemic injection, decreasing tumor volume by 40% and 60%, respectively.
Consistent with the apoptotic mechanism, histological sections of tumors derived from nude mice
showed nuclear morphology compatible with apoptosis and positive labeling in

immunohistochemistry of activated Caspase-3.

One aspect to consider about the results obtained in heterologous athymic models is
the lack of certainty regarding the immunogenic response, since the immune cells, cytokines, and
extracellular matrix are derived from the mouse while the tumor and granulysin are human. In
this context, as a first approach, intratumoral GRNLY was tested in a humanized murine model,
NOD Rag gamma (NRG) mice xenotransplanted with the HT-29 human colon adenocarcinoma
line. These experiments demonstrated this model could be used for future studies on the true

immunogenic potential of granulysin and its immunotoxins.

The optimization of biotechnological protocols and the introduction of the PEF
technique for the production/purification of recombinant proteins in the P. pastoris expression
system will allow us to continue investigating the mechanisms of immunotoxins’ action, and to
transfer the experimentation to a humanized murine model to corroborate its immunogenicity.
Peaches Biotech acquired the patent for the recombinant proteins used in this study, so this
research has sparked the interest of pharmaceutical companies with prospects for their use in

humans.
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1. INTRODUCCION

1.1 Transformaciéon tumoral

La transformacién tumoral, neoplasia o cdncer es considerado como un desorden de
células que se dividen anormalmente, lo que conduce a la formacién de masas que crecen
dafiando tejidos vecinos y alteran su anatomo-fisiologia. Ademds, estas células pueden migrar
e invadir tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado para continuar su crecimiento

originando una metdstasis (Mitrus et al., 2012).

Las células cancerosas son autosuficientes para crecer sin regulacién, son resistentes
a la apoptosis, tienen un mayor potencial replicativo, angiogénesis sostenida y han desarrollado
estrategias para invadir tejidos vecinos (Hanahan & Weinberg, 2011). Sobreviven a
condiciones de estrés, hipoxia, privacién de nutrientes, dafio al ADN, plegamiento aberrante de
proteinas y errores en la mitosis como por ejemplo la desigual distribuciéon de cromosomas (Luo
et al,, 2009). Ademds, la respuesta inmune en contra de éstas es evadida a través de la
transformacién de microambientes que favorecen su desarrollo. Todo esto constituye los

denominados “Caracteristicas distintivas del cancer” (del inglés Hallmarkers of cancer) (Hanahan

& Weinberg, 201 1; Mitrus et al., 2012).

Como consecuencia de estos procesos, las células tumorales acumulan nuevas
mutaciones en cada generacién. Estos cambios genéticos les permiten adaptarse mejor a la
evasidn de la respuesta inmunitaria y a las condiciones metabdlicas del entorno, que seleccionan
clones cada vez mds auténomos e invasivos. La inestabilidad gendmica es una caracteristica que
suele asociarse a estos clones especialmente agresivos (Negrini et al., 2010). Asi mismo, se ha
reportado la fusién celular como un mecanismo de gran relevancia en el origen y progresién

del cdncer (Jiang et al., 2019).

Para mantener el crecimiento, las células cancerosas se someten a wun

reordenamiento metabdlico complejo caracterizado por cambios en las vias metabdlicas

15



involucradas en la produccién de energia y los procesos biosintéticos. Recientemente, las
mutaciones de las enzimas mitocondriales y citosélicas involucradas en vias metabélicas clave se
han asociado con formas hereditarias y esporddicas de cdncer. Estos resultados sugieren que el
metabolismo aberrante, per se, juega un papel clave en la oncogénesis (Hirschey et al., 2016;

Marco-Brualla et al., 2019).

En este contexto, la expresiéon de proteinas se ve alterada en los tumores (Mitrus et
al., 2012) y éstos expresan proteinas alteradas, fruto de las mutaciones descritas. De esta
manera se generan lo que se denomina marcadores tumorales, como indicadores de la

transformacién maligna de un tejido.

1.2 Marcadores tumorales

Un marcador tumoral (MT) es toda aquella sustancia producida por las células
tumorales o por el propio organismo en respuesta al tumor, cuya presencia puede ser detectada
en el propio tejido tumoral, en el suero o en otros fluidos biolégicos y que refleja el crecimiento
o actividad tumoral. Lamentablemente, estos marcadores no son especificos de las neoplasias,
y pueden encontrarse concentraciones apreciables en situaciones fisiolégicas o patolégicas no
tumorales. Por ello, el principal dato a tener en cuenta es el cambio cuantitativo de los

marcadores tumorales (Aggarwal & Kehoe, 2010; Perkins et.al., 2003; Seleznick, 1992).

Probablemente la primera referencia histérica a un MT se remonta al descubrimiento
por Bence Jones en 1846 de un precipitado de la orina en pacientes afectados de lo que antes
se denominaba mellitis osseum (osteomalacia), que mds de 100 afios después se identificaron
como cadenas ligeras monoclonales de inmunoglobulinas en los pacientes con Mieloma Multiple
y que hoy conocemos como “proteinas de Bence Jones”. Sin embargo, a pesar de esta lejana
referencia, la historia de los Marcadores Tumorales arranca fundamentalmente en la segunda
mitad del siglo XX; coincidiendo con el descubrimiento de la gonadotropina coriénica humana
(HCG) en 1927 como marcador de tumores germinales y coriocarcinoma (Kaplan, 1929); alfa-

fetoproteina (AFP) en 1963 como marcador de tumores germinales y hepatocarcinoma (Alpert
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et al., 1968); antigeno carcino- embrionario (CEA) en 1965 como marcador de céncer de colon

y recto (Gold & Freedman, 1965).

Existe una amplia variedad de sustancias que pueden ser clasificadas como MT, que
incluyen enzimas, proteinas especificas, metabolitos y antigenos asociados a tumores (Lech et
al., 2016). Los antigenos asociados a tumor son productos generados como consecuencia de la
inestabilidad génica de los tumores, generalmente de tipo proteico y glicoproteico (Varki,
2017). Dentro del grupo de antigenos asociados a tumor se hallan determinados glicanos, los
cuales se generan a partir de la glicosilacién, la modificacién postraduccional mds abundante
(Corfield & Berry, 2015). La glicosilaciéon es un proceso enzimdtico complejo que genera
estructuras de carbohidratos covalentemente unidas a proteinas o lipidos. Esto ocurre
preferentemente en el reticulo endopldsmico y aparato de Golgi, pero también se han descrito
glicosilaciones en el citoplasma. De todas las glicosilaciones, el O-enlace GlcNAc, una

modificacién nucleocitopldsmica, es la mds comin para las células eucaridticas (Varki, 2017).

Actualmente estd bien establecido que la glicosilaciéon aberrante puede promover
la capacidad invasiva de la célula tumoral en procesos ligados a la separacion de las células
de su matriz, la intravasacién, transporte, fijacién, extravasacién y angiogénesis (Hduselmann &
Borsig, 2014). Sin embargo, una pregunta sin respuesta es si la glicosilaciéon aberrante es causa

o consecuencia de la tumorigénesis (Cagnoni et al., 2016).

La sobreexpresion de las mucinas o MUC, proteinas de membrana altamente
glicosiladas, y sus glicosilaciones aberrantes estan asociadas con el desarrollo y progresién del
cdncer. Por consiguiente, las mucinas pueden usarse como valiosos marcadores tumorales, asi,
MUCT1 es un marcador de mal prondstico en cdncer de mama, préstata y pulmén, MUC4 y
MUC16 se usan para detectar cdncer pancredtico o de ovario respectivamente y MUC2
MUC5AC, MUC5B y MUC6 han sido hallados en cdncer colorrectal (Martinez-Sdez et al.,
2016).

Existen dos tipos principales de mucinas, aquellas que son secretadas a la regién

extracelular y cuyo rol biolégico es primordialmente proteccion epitelial: se incluye en este
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grupo MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6-9 y MUC19; y por otro lado glicoproteinas
transmembrana caracterizadas por un dominio extracelular N-terminal y una cola
intracitoplasmdtica C-terminal, ambas conectadas a un solo dominio transmembrana: en este
grupo se incluye MUCT, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC11-18, MUC20 y MUC21 (Martinez-
Sdez et al,, 2017).

Las MUC son parte de las secreciones de las células epiteliales de mucosas y de la
superficie de todas células animales, incluidos los eritrocitos. La glicosilacién puede ser
clasificada en dos grandes grupos, la N-glicosilacién y la O-glicosilacién, en esta Gltima la MUC
contiene mds del 80% de su masa constituida por O-glicanos y puede dar paso a la formacién
de cinco nicleos o cores, el nicleo 1 y 2 expresados en muchos tejidos normales pero el 3, 4 y

5 especializados en células epiteliales del tracto gastrointestinal (Fu et al., 2016).

Las mucinas de nicleo 2 O-glicosiladas intervienen en funciones biolégicas
importantes como el trafico leucocitario, reconociendo las selectinas y especialmente uniéndose
a la P-selectina ligando de glicoproteina (de sus siglas en inglés PSGL-1) a P-, L- o E-selectinas
(Ju et al., 2011). Las selectinas reconocen un motivo comun, consistente en un glicano sialilado

fucosilado (Varki, 2017).

1.2.1 Mucina 1 (MUC1)

Entre las mucinas, MUCT es, con mucho, una de las mas estudiadas. De una molécula
de MUCT de 1000 aminodcidos, las O-glicosilaciones pueden incrementar su peso alrededor
de 2 millones de Da (Ju et al., 2011). MUC1 es también conocida como episialina, PEM
(polymorphic epithelial mucin), CD-227, (Cluster Differentiation 227), PUM (Peanut-reactive
urinary mucin), KL-6 (Krebs von den Lungen-6), DF3 (Breast Carcinoma-Associated Antigen),
H23Ag, EMA (Tumor-Associated Epithelial Mebrane Antigen), CA15-3 (Cancer Antigen 15-3) y
MCA (Mucin-like carcinoma-associated antigen). Se extiende 200-100nm por encima de la
superficie celular. Se expresa normalmente en los epitelios luminar o glandular de la glédndula
mamaria, eséfago, estébmago, duodeno, pdncreas, Utero, préstata, pulmones y, en menor

proporcién en células hematopoyéticas. Estd ausente en epitelio de la piel y células
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mesenquimales. Las prolongaciones de azicares cargadas negativamente que se extienden a
lo largo de la columna principal de MUC1 crean una barrera fisica con propiedades
antiadhesivas limitando la accesibilidad y evitando la colonizacién por microorganismos
patégenos. La MUCT del ratén tiene un 34% de homologia con la humana. La O-glicosilacién
se correlaciona con las propiedades biolégicas de MUCT, mientras que la N-glicosilaciéon es
vital para su plegamiento proteico, clasificacién, secrecién y expresién apical en células

polarizadas (Nath & Mukherjee, 2014).

El gen MUC1 codifica una cadena simple de polipéptidos los cuales, debido a estrés
conformacional, son escindidos proteoliticamente luego de la traduccién a nivel del motivo
GSVVYV, localizado junto al dominio SEA, de forma que se originan dos fragmentos: uno largo,
(MUCT1-N) (MUC1-C).

Extracelularmente, las dos unidades permanecen asociadas a través de puentes de hidrégeno

la subunidad N-terminal y uno corto, la subunidad C-terminal

como se observa en la siguiente figura (Nath & Mukherjee, 2014).
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Fig. 1 Estructura de MUC1. Nath S. & Mukherjee P. (2014).
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MUCT -N consiste en un dominio extracelular que comprende una regién VNTR (del
inglés variable number tandem repeat) o PTS (del inglés proline-threonine-serine) de 20-21
aminodcidos que se puede repetir de 20 a 125 veces. Esta region VNTR incluye 5 sitos
potenciales de O-glicosilacidn, tres con residuos Thr y dos residuos Ser (Martinez-Sdez et al.,
2017). La region VNTR estd delimitada en sus dos extremos por secuencias pequeias

degeneradas que poseen una similitud con la regién VNTR (Nath & Mukherjee, 2014).

MUCT-C tiene un dominio extracelular (ECD) de 58 aminodcidos, un dominio
transmembrana (TMD) de 28 aminodcidos y un tallo citoplasmdtico (CT) de 72 aminodcidos. El
complejo MUC1-N se disocia de MUCI1-C después de la estimulacion con las citocinas
proinflamatorias interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), y esto es catalizado
por las actividades sheddasa de las enzimas, incluida la enzima convertidora de TNF-a (TACE,
también llamado dominio desintegrina y metaloproteasa que contiene proteina-17; ADAM17)
y por metaloproteasas de matriz (MMP). Estas enzimas causan la liberacion de MUCT-N de
MUCT1-C y también catalizan la escisién de la ECD de MUC1-C, generando asi fragmentos de
péptidos mds pequefios MUCT* y MUCT-CTF15 (Figura 2). MUCT#*, consiste en un dipéptido de
45 aminodcidos que promueve el crecimiento tumoral y que también se ha detectado en células
madre embrionarias humanas, donde funciona como un receptor del factor de crecimiento para
una proteina asociada a metdstasis (NM23-H1). MUC1 CTF15 es un polipéptido de 27
aminodcidos que es escindido por la y-secretasa en fragmentos peptidicos mds cortos con una
masa molecular de 8-10 KDa, que se degradan rdpidamente (Figura 1). En la mayoria de las

células normales y tumorales, MUCT CTF15 es indetectable ya que se degrada rdpidamente

(Nath & Mukherjee, 2014).

MUCT1 es codificado por un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 1 en
la posicién 21 (1q21). MUCT contiene 7 exones, los exones 1-4 codifican MUC1-N vy los exones
4-7 codifican MUC1-C. En humanos se han identificado 78 isoformas de MUCT1, siendo las més
comunes 6 MUC1 /A, MUC1 /B, MUC1/C y MUC1 /D cuya diferencia radica en que varia la
longitud del segmento VNTR (Nath & Mukherjee, 2014).

Se han estudiado las sefales intracelulares asociadas al dominio intracitoplasmatico
de MUCT tanto en células tumorales como no tumorales (Carson, 2008). Aunque no estd claro si

se requiere Hsp70, se puede producir la fosforilacién de tirosina del dominio citoplasmético
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(CD) de MUCT, posiblemente mediante su unién a microbios, selectinas o ICAM-1, o a través de
la activacién mediada por factores de crecimiento como PDGF. Se propone que a través de la
liberacién del ectodominio (MUC1-N), el CD quede disponible para participar en varias
cascadas de sefalizacién. Estas cascadas implican interacciones adicionales entre el CD y otras
proteinas, que alteran las actividades transcripcionales o aumentan la resistencia a la apoptosis

(Carson, 2008).
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Fig. 2 Cascadas de sefializacién dependientes de MUC 1. Carson D. (2008) GF, factor
de crecimiento; GFR, receptor del factor de crecimiento; P, tirosina fosforilada; p160 incluye GRIP-
1 (receptor de glucocorticoides que inferactia con la proteina-1) y SRC-1 (receptor de esteroides
coactivador-1)

Estas evidencias demuestran que MUCT es una molécula que tiene una actividad
sefializadora y que existe una liberacién del ectodominio de la molécula (Munster et al., 1998).
MUCT estd ubicada en el puesto dos entre 75 de los antigenos tumorales mds prometedores
para desarrollo de terapias, segin el Proyecto del Instituto Nacional del Cdncer para la

aceleraciéon de la Investigacion Traslacional (Panchamoorthy et al., 201 8).
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1.2.2 Glicosilaciones aberrantes de MUC1 y consecuencias

moleculares asociadas

Las glicosilaciones aberrantes han sido catalogadas por algunos autores con el
nombre TACAs (del inglés tumor asociated carbohidrates antigens). El proceso bioquimico que
conduce al ensamblaje de los TACAs derivados de los O-glicanos en MUCT1 es iniciado por la
adiciéon de GalNAc (N-acetilgalactosamina) a la Ser o Thr en la regiéon YNTR de MUCT1-N, lo
que da paso a la formacién del antigeno Tn. Esta reaccidén es orquestada por una bateria de
enzimas denominadas aGalNAc transferasas, las cuales transfieren GalNAc desde un donador
UDP-GalNAC. Este proceso se lleva a cabo en el aparato de Golgi. Después de este proceso,
la incorporacién del primer carbohidrato, la f1,3-galactotransferasa o T sintasa cataliza la
fijaciéon de galactosa al antigeno Tn para generar el nicleo 1 O-glicano (también llamado
antigeno T); pero el antigeno Tn puede ser aceptor de otras dos enzimas, una que conduce a la
formacién del Core 3 y otra que da paso a la formacién de sialil-Tn. La modificacién mds comin
es la formacién del nicleo 1, el cual puede ser aceptor del residuo a-N-acetil glucosamina
(GleNAc) catalizado por f1,6-GlcNAc transferasa para dar paso al nicleo 2 O-glicano, el cual
experimenta una elongacién de su cadena, seguido de una insercién de una fucosa o dcido

sidlico en su azicar terminal (Martinez-Sdez et al.,, 2017; Nath & Mukherjee, 2014).

En células tumorales MUC1 estd aberrantemente glicosilada y en lugar de las
densas glicosilaciones normales, presenta carbohidratos truncados como resultado de la
regulacién a la baja de B1,6-GlcNAc transferasa, lo que lleva a la reduccién dréstica de la
transformacién del nicleo 1 en nicleo 2, tal como podemos ver en la figura 3. De este modo, el
antigeno Tn inmaduro y el antigeno T son expresados en las células malignas (Martinez-Sdez
et al, 2017). La hipoglicosilacion de MUC1 se ha demostrado que se asocia con mayor
endocitosis mediada por clatrina, pero sin incremento de la degradacién de ésta, lo que

produce una acumulacién en el citoplasma (Nath & Mukherjee, 201 4).
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Fig. 3 Mucinas y la expresién de Tn y antigenos Tn-sialilados. Ju T., Otto V. &
Cummings R. (2011).

Per se, la expresion de MUC1 aberrante se asocia a un mal pronéstico. Este
fendmeno se ha demostrado generando modelos de ratén que desarrollan espontdneamente
adenocarcinoma ductal pancredtico (KC), algunos deficientes o Knockout para MUC1 humano
(KCKO) y otros que expresan MUCT humano (KCM). Los ratones KCKO tienen una progresion
tumoral y tasas de metdstasis secundarias significativamente mds lentas; ademds, tienen una
capacidad tumorigénica significativamente menor en comparacién con las células de los tumores

con MUCT1. (Besmer et al., 2011).

Otra caracteristica distintiva del cancer es la alteraciéon de la polarizacion de las
células, también demostrada en tumores que expresan MUC1 aberrante. La organizacién de
los tejidos requiere un patrén altamente ordenado y polarizacién de las células. Las células
epiteliales se polarizan con frecuencia dentro de los siguientes dos ejes: polaridad apical-
basolateral (A / B) y polaridad dentro del plano del epitelio o polaridad de células planas
(PCP). La adquisicién y el mantenimiento de la polaridad dependen de la capacidad de una

célula para traficar y mantener proteinas de la membrana plasmdtica en dominios de
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membrana especificos. El eje PCP estd establecido en parte por complejas agrupaciones PCP
altamente conservadas que se localizan en dominios opuestos de la membrana plasmatica
dentro de la misma célula epitelial. Esta localizacién mutuamente exclusiva se ve reforzada por
interacciones antagoénicas intracelulares estabilizando las interacciones intercelulares con células
adyacentes, lo cual mantiene la estructura y funcién de los tejidos (Carvajal-Gonzalez et al.,
2015). MUC1 y algunos factores de crecimiento estdn confinados a la superficie apical y
basolateral del epitelio normal. La hipoglicosilacién aberrante de MUCT se correlaciona con la
pérdida de polaridad apicobasal, de forma que se localiza en toda la superficie celular (Nath

& Mukherjee, 2014). Ver Fig.4.

Normal epithelial cell Cancer cell

Key:

Growth factor Heavily glycosylated Underglycosylated
L receptors Mucin 1 (MUC1) Mucin 1 (MUC1)

Fig. 4 Sobreexpresién de MUCT y pérdida de la polaridad en células tumorales. Nath
S. & Mukherjee P. (2014).

Los factores de crecimiento yuxtapuestos a MUC1 aberrante y las quinasas
intracelulares como fosforilan los residuos de sering, tirosina y treonina en la cola citoplasmatica
de MUCI (Figura 1). También se cree que la hipoglicosilacion desenmascara el nicleo peptidico
de MUCT1 permitiendo la escision y liberacién de MUCT-N por proteasas extracelulares. La
liberacion de MUCT-N induce cambios conformacionales en MUC1-C que activan a su vez
diversas vias de sefializaciéon como la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), la
fosfatidilinositol 3- quinasa (P13K / Akt) y la via de tipo wingless (Wnt). Como resultado, las
células de cdncer de pdncreas, mama, pulmén y colon positivas para MUCT comUnmente

muestran hiperactivaciéon de estas vias de sefializacién criticas. MUCT -C también se proteolisa
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y se asocia con los factores de transcripcién ERoi-p160 y B-catenina activando también a NF-

KB, regulando la expresidén de genes que promueven el crecimiento y la supervivencia celular
(Figura 2). Varios estudios han indicado que MUCT1 desempefia un papel critico en la regulaciéon
transcripcional de genes asociados con invasién tumoral, metdstasis, angiogénesis, proliferacién,

apoptosis, resistencia a los medicamentos, inflamacién y regulacién inmunitaria  (Nath &

Mukherjee, 2014).

En cdncer de mama y cdncer de ovario, se ha demostrado que MUC1-C se integra
en el programa de transicion epitelio-mesenquimal, induce la expresiéon de PD-L1y se asocia a

mecanismos de inmunoevasiodn (Bouillez et al., 2017; Maeda et al., 2018; Rajabi et al., 2018).

El impacto a nivel metabdlico de MUCT aberrante se ha demostrado en un modelo
de cdancer de pdncreas. MUCT1 incrementa la expresion de enzimas metabédlicas con GLUT1 vy
LDHA, lo que tiene relacién con el incremento intracelular de glucosa. MUCT interactia con HIF-
1o estabilizdndolo a través de la disminucién de los niveles de expresiéon de 2-oxoglutarato y
previniendo su degradacién en el proteosoma. En condiciones de hipoxia, MUC1 interactia con
HIF-1ao y p300 para ocupar los promotores génicos glucoliticos. Estos fenémenos se

correlacionan con incremento de la masa tumoral y las metdstasis (Chaika et al., 2012).

1.2.3 Antigeno Tn

Ya hemos revisado el impacto de MUCT1 aberrante en el desarrollo de los tumores
y las complejas interrelaciones moleculares que se asocian a la evolucién tumoral agresiva.
Ahora nos enfocaremos especificamente en una de las glicosilaciones aberrantes de MUCT, el

antigeno Tn.

Se ha demostrado claramente que los mecanismos de expresién del antigeno Tn
resultan de cambios genéticos que conducen a la disminucién de la expresién de Cosmc y/o T

sintasa  (llamado también C1GalT1, core-1-sintasa o UDP-Gal:GalNAcal-O-Ser/Thr

glicopéptido 33-galactosyltransferasa) (Loureiro et al., 2015). Sin embargo, hay otros posibles
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factores que podrian influenciar las vias de glicosilacién y expresién del antigeno Tn, como son
la UDP-Gal o su transportador UDP-Gal, que intervienen “donando” una unidad GalNAc a la
Ser/Thr y que son esenciales para la sintesis de O-glucanos normales. Los defectos en las vias
biosintetizadoras y de transporte pueden conducir a una expresiéon anormal, generdndose el

antigeno Tn (Ju et al., 2011).

Cosmc es una chaperona (del inglés core 1-B3galactosiliranferase-specific
molecular chaperone) que se requiere para la formacién de la T-sintasa activa in vivo. Cosmc
estd codificado por un gen de exdén Unico en Xg24. En contraste con la T-sintasa, que se
encuentra tanto en vertebrados como en invertebrados, los ortélogos de Cosmc existen solo en

vertebrados (Fu et al., 2016).

En el siguiente esquema (Fig.5) se puede ver en la parte izquierda a Cosmc
expresado en el reticulo endopldsmico, donde se une a la recién sintetizada Tn-sintasa e
interviene en el plegamiento de la enzima y su adquisicién de actividad. La T-sintasa dimérica
puede entonces moverse al aparato de Golgi, donde ejerce su funcién para afiadir residuos de
galactosa del donador UDP-Gal al precursor de los O-glicanos. Los O-glicanos normales pueden
ser sialilados para generar un nicleo 1 O-glicano sialilado o pueden ampliarse para formar un
nicleo 2 O-glicano. A la derecha se observa lo que puede pasar en ausencia de Cosmc, donde
ocurre un plegamiento defectuoso de la T-sintasa y se retrotransloca al citoplasma, es
ubiquitinado y degradado en el proteosoma 26S. Asi, se da paso a la expresiéon de los

antigenos Tn y sialil-Tn en la superficie celular (Fu et al., 2016; Ju et al., 2011).
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Fig. 5 Base molecular para la produccién de O-glicanos normales y para la expresién

de los antigenos Tn y sialil-Tn en células que perdieron la funcionalidad de T-sintasa y Cosme. Ju T.,
Otto V. & Cummings R. (2011).

El descubrimiento del antigeno Tn fue un hito en la historia de las glucociencias, y su
expresién fue la primera asociada a una enfermedad. El sindrome Tn o sindrome Tn de
poliaglutinabilidad fue descrito por primera vez en 1957 por Moreau et al. en un paciente con
anemia hemolitica cuyos eritrocitos se aglutinaban en frio independientemente del grupo
sanguineo ABO. Luego se establecidé que la aglutinacién se debia a una crioaglutinina tipo IgM
dirigida contra el antigeno Tn, una forma truncada de una glicosilacién en glicoproteinas con la
estructura GalNAca1- O-Ser/Thr (Moreau et al., 1957). Siendo que el antigeno Tn era similar

al antigeno T o antigeno TF, previamente descrito; se le designd “T antigen nouvelle” o antigeno
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Tn. En la nomenclatura “cluster of differentiation” se le ha denominado CD175 y su versién

sialiada es CD175s (Cazet et al., 2010).
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Fig. 6 Vias de biosintesis de O-glicosilacién de células normales y en células epiteliales
de cdncer de mama. Cazet A. et al.(2010).

La estructura del antigeno Tn fue descrita en 1975 por Dahr et al. a partir de
eritrocitos de pacientes con sindrome Tn. Se definié la inmunogenicidad del antigeno Tn como
parte del estudio de los antigenos de grupo sanguineo humano MN, descubriéndose que los
antigenos T y Tn son antigenos asociados a carcinoma. En 1985 se reporté el desarrollo, por
primera vez, de un anticuerpo monoclonal murino (mAbs) contra el antigeno Tn. Se demostré que
los anticuerpos eran reactivos contra eritrocitos de pacientes con el Sindrome Tn pero no contra
eritrocitos sanos se pudo establecer reactividad cruzada de los anticuerpos anti-Tn con otros

glicanos que contienen GalNAc tales como los antigenos sanguineos del grupo A pero se han

28



logrado superar esos inconvenientes y en la actualidad se han desarrollado anticuerpos

comerciales de gran especificidad (Ju et al., 2011).

A parte del Sindrome Tn antes mencionado, el antigeno Tn se asocia a la etiologia
de la Nefropatia IgA, la glomerulonefritis primaria més comin. Se ha demostrado la generacién
de anticuerpos en las infecciones por Schistostoma mansoni schistosomula (Nyame et al.,
1988), Echinococcus granulosus, Cryptosporidium parvum y Human Immunodeficiency Virus type
1(HIV-1). Sin embargo, el principal rol que nos ocupa es el concerniente al asociado a cdncer.
Se ha reportado que el antigeno Tn estd presente en altos niveles en el 20% de tumores de
mama y en 70-90% de los tumores de colon, pulmén, cérvix, ovario, estdmago y préstata; sin
embargo, en los tejidos normales estd ausente o se expresa en poca cantidad constituyendo un

marcador tumoral bastante especifico (Ju et al., 2011).

1.3 Respuesta inmune en el cancer

Un principio central de la respuesta contra el cdncer es que el sistema inmune
examina activamente la transformacién maligna y puede ser inducido a reconocer y eliminar
las células malignas. Esta premisa, inicialmente planteada por Ehrlich en 1909, fue
perfeccionada por Thomas y Burnet en 1957 en la hipétesis de la inmunovigilancia que postula
un papel para el sistema inmune en el control del desarrollo y crecimiento de células
transformadas nacientes. Desde entonces, esta hipétesis se ha refinado basdndose en el
conocimiento de que el sistema inmunitario no solo puede proteger contra el desarrollo de
tumores, sino que también puede seleccionar tumores con una disminucién de la antigenicidad y
/ o inmunogenicidad y, por lo tanto, promover el crecimiento del tumor (Anel, 2018). En este
proceso denominado "inmunoedicién del céncer”, los clones de células tumorales evolucionan
para evitar la eliminacién por parte del sistema inmune y fue propuesto en 2002 por el grupo
del Dr. Schreiber (Dunn et al.,, 2002; Schreiber t al., 2011). Ademds, algunos tumores también
pueden escapar de la eliminacién al reclutar leucocitos inmunosupresores que orquestan un
microambiente que inhibe la respuesta inmune antitumoral (Beatty & Gladney, 2015; Criscitiello
et al., 2019). Se ha propuesto el concepto de ciclo de la inmunidad del cdncer que plantea un
mecanismo de activacion de la respuesta inmune que comienza con la presentacién de antigenos

tumorales, tal como se puede ver en la siguiente figura:
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Fig. 7 Ciclo de la Inmunidad del Céncer (Chen & Mellman, 2013).

1.3.1 Respuesta inmune humoral contra MUCI1

La respuesta inmune humoral contra los carbohidratos juega un papel clave en las
respuestas antitumorales. A diferencia del Receptor de células T (TCR), los receptores de células
B (BCR) pueden reconocer directamente los antigenos de carbohidratos sin necesidad de
presentaciéon a través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El reconocimiento del
antigeno por parte del BCR activa a las células B especificas, que inician la secrecién de
anticuerpos IgM. La IgM se caracteriza por una estructura pentamérica con una afinidad

relativamente baja por los antigenos y un periodo de permanencia en el suero relativamente
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corto, en comparacion con los otros isotipos. Este proceso se puede producir en ausencia de

ayuda por parte de los linfocitos T (Loureiro et al., 2015).

Para que se genere inmunidad humoral antitumoral de larga duracién, es deseable
la producciéon de otros isotipos de anticuerpos tales como IgG. Fisiolégicamente, esto
generalmente implica la participacion de células Th, en un proceso llamado activacién de células
B dependiente de células T. Las células Th especificas contra péptidos derivados de antigenos
tumorales se activan inicialmente mediante células presentadoras de antigeno. Luego, las células
B especificas de carbohidratos reciben sefiales estimuladoras (citocinas) de las células Th, lo que
permite el cambio de subtipos de anticuerpos de IgM a IgG de alta afinidad y la diferenciacién
de las células plasmaticas en células B de memoria. Estos anticuerpos IgG de alta afinidad
pueden unirse a las células cancerosas, marcdndolos para su destruccién por el complemento
(citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)) o por células asesinas naturales (NK)

(citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)) (Loureiro et al., 2015).

La presencia de anticuerpos circulantes contra MUCT en el momento del diagnéstico
de cdncer, se correlaciona con un pronéstico favorable en pacientes con cdncer de mama. Esta
propiedad convierte a MUCT en un blanco atractivo para inmunoterapia del cancer (Gaidzik

et al., 201 3; Wilson & Danishefsky, 2013; Wolfert & Boons, 2013).

1.3.2 Papel inmuno-regulador de MUCI1

Recientemente se ha demostrado que MUCT (sin glicosilaciones aberrantes) forma
parte de la membrana de los linfocitos T, como una molécula reguladora de la respuesta T, con
motivos ITIM/ITAM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif/ immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) y se ha mostrado su papel en la presentaciéon antigénica como en la
generacién de perfiles supresores o inhibidores, similar a lo que ocurre con moléculas como
CTLA-4 y PD-1, los llamados puntos de control (del inglés checkpoint) (Agrawal et al., 201 8).
Ver Fig. 8.
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Fig. 8 Una nueva molécula coinhibitoria en los Linfocitos T. Agrawal B., Gupta N &

Konowalchuk J. (2018).

En un modelo murino MUC1-/- infectado con P. aeruginosa se evidencié un proceso
inflamatorio incrementado comparado con los ratones portadores de MUC1 wt (Umehara et al.,
2012). El mecanismo regulador planteado por los investigadores se basa en que los TLRs que
identifican a P. aeruginosa inducen la produccién de citoquinas inflamatorias que atraen a los
macréfagos, los cuales producen TNF-0. y como consecuencia se incrementa la expresién de
MUCT en el epitelio respiratorio. La respuesta inflamatoria mediada por TLRs se ve regulada
por MUCT1 llevando a la disminucién del nimero de macréfagos y de la inflamacién. La inhibicién
de la respuesta T mediada por MUC1 también contribuird a este efecto anti-inflamatorio.

Resultados similares se observaron en un modelo murino MUC1-/- de colitis severa (Nishida A et

al., 2012).
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Respecto a la autoinmunidad, en modelos murinos MUC1-/- de Esclerosis Multiple, se
observé sintomas de encefalomielitis autoinmune como consecuencia de altos niveles de células
Th1 y Th17; sin embargo, el origen de las citoquinas inflamatorias de este modelo, comparado
con el ratén MUC1* parece no originarse en los linfocitos T sino en las DCs que producen mds
IL-13, IL-12, IL-6 y menos IL-10, que a su vez se correlaciona con la produccién de citoquinas

inflamatorias por parte de los esplenocitos aislados (Yen et al., 2013).

1.3.2.1 Maecanismos de escape tumoral en tumores con glicosilaciones aberrantes

Debido a que las células inmunes expresan una gran variedad de receptores de
unién a glicanos llamados lectinas, éstas pueden detectar las glicosilaciones y generalmente esto
desencadena una respuesta inmune inhibitoria. Tal inhibicion puede darse debido a la
sobreexpresién de glicanos propios para limitar la respuesta reactiva del sistema inmune a lo
propio o porque algunos glicanos pueden amortiguar las respuestas efectoras de las células T.
Algunos glicanos como el dcido sidlico forma parte de los llamados Patrones Moleculares
Asociados Propios (“self-associated molecular patterns” SAMPs) que son reconocidos por
receptores intrinsecos inhibitorios y que mantienen apagado al sistema inmune innato, (Varki,
2011). En este contexto, la expresién aberrante de glicosilaciones en las células tumorales,
permite la represién activa del sistema inmune anti-tumoral de tipo mieloide y linfoide
(Rodriguez et al., 2018). Estas glicosilaciones aberrantes también afectan a la funcién de las
células presentadoras de antigenos, la diferenciaciéon de los macréfagos al fenotipo M2
antiinflamatorio y la actividad de linfocitos T y las células Natural Killers (NK) (van Kooyk &

Rabinovich, 2008).

En este contexto, descifrar la firma especifica de glicanos de las células tumorales,
conocida como “glico-cédigo” (Fig. ?) es importante para entender cémo los circuitos glicano-
lectina conducen a la supresidén de la respuesta inmune en el microambiente tumoral. Esta

propuesta, implica la clasificacién mediante inmunohistoquimica de cuatro grupos de moléculas:
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1) los antigenos de Lewis, fucosilados, que son reconocidos por receptores DC-SIGN
(Dendritic Cell-specific ICAM3-grabbing non-integrin 1) de macréfagos y células dendriticas
(DC) inmaduras y que por la interacciéon receptor-ligando desencadenan la produccién de las
citoquinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-27, inducen perfiles T helper 2 (Th2), T folicular helper

(Trn) o T regulatorias (Treg).

2) Los antigenos con incremento de la sialilacién, que son reconocidos por los
ligandos SIGLECs (Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins), de las DCS resultando en la
secrecion de Treg Y en la produccién de la diferenciacién a células T efectoras (Tesf) y la actividad

de las NKs.

3) Las Galectinas solubles (glican bindign lectins), debilitan la respuesta de las
células Tetr, inducen la diferenciacién el perfil supresivo de células mieloides y modulan la

actividad NK.

4) El propio antigeno Tn, cuyo receptor es MGL (macrophage galactose-specific
lectin) en macréfagos y DCs. La alta expresidon de MGL induce la supresién de la respuesta
inmune a través de la interaccién con CD45 de los Linfocitos Tesf, los cuales producen bajos
niveles de citoquinas y proliferan en menor proporcién, de forma que el tumor consigue evadir
el control del sistema inmune (Rodriguez et al.,, 2018; van Vliet et al.,, 2013; van Vliet et al.,

2006). Ver figura 8.
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Fig. 9 El glico-cédigo en el andlisis del tumor de pacientes con cdncer. Rodriguez, E.;
Schetters, S. & Kooyk, Y. (2018).

1.4 Granvulisina

Las células citotdxicas, linfocitos T CD8+ (LT CD8+) y células Natural Killer (NK) son
las células inmunes efectoras. Su funcidn es eliminar células infectadas por virus, pero también
pueden ejercer citotoxicidad frente a células tumorales. Son tres los mecanismos mds importantes
por los que son capaces de eliminar a sus células “diana”. A través de la exocitosis de grdnulos
citoliticos, mediante la expresiéon o secreciéon de ligandos de muerte y otra a través de la

liberacién de factores solubles, principalmente Interferones IFNs (Martinez-Lostao et al., 2015).

En 1987 se describié un gen que se activa tardiamente (3-5 dias) en los LT CD8+ y
que codifica para la granulisina (GRNLY) (Jongstra et al., 1987). La GRNLY se expresa dentro
de los grdnulos junto con otras moléculas citotéxicas como perforina y granzimas (Pefia &

Krensky, 1997).
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La GRNLY se expresa como dos isoformas, una de 15 kDa de peso molecular que
mediante la escision del N y C terminales da lugar a la isoforma de 9 kDa (Krensky &
Clayberger, 2009; Wei et al., 2016).- Recientemente, Lettau y su grupo han demostrado que
las dos isoformas de GRNLY estdn ubicadas en LREV (Lysosome-related effector vesicles)
diferentes y que son liberadas por estimulos diferentes. La de 15kDa estd ubicada en LREV de
tipo 1 y la de 9kDa en LREV de tipo 2, de forma que la primera es liberada por degranulacién
no clésica, independiente de calcio y la segunda requiere degranulaciéon dependiente de calcio.
En este sentido, la liberacién de cada una depende de estimulos diferentes; asi, la GRNLY de
15kDa modularia especificamente la respuesta inflamatoria junto con la expresién de Fasl y la
segunda la actividad antimicrobiana y citotéxica junto con Perforina y granzimas (Lettau et al.,
2019). Por otro lado, en un modelo murino se ha demostrado que la GRNLY de 9kDa, puede
ser liberada a partir de las NK de la decidua a células del trofoblasto infectadas con Listeria
monocitogenes y ejercer su efecto antimicrobiano sin destruir células del trofoblasto, a través de
nanotubos que se forman independientemente de la degranulacién; cumpliendo asi una funcién
en la inmunotolerancia que requiere el embarazo (Crespo et al., 2020). Asi mismo, a la GRNLY
de 9 kDa le ha sido atribuido un papel en la respuesta inmune contra transplantes vy

enfermedades autoinmunes como el sindrome de Steven Johnson

La isoforma de 15 KDa no tiene funcién citolitica, y esta funcién solamente es
ejercida por la de 9 KDa. Sin embargo, se ha demostrado que la isoforma de 15KDa funciona
como una alarmina inmunoldgica, promoviendo la inflamacién y la activacién de los monocitos

(Clayberger et al., 2012).

La GRNLY de 9 KDa es una proteina bdsica que posee 74 residuos. Estudios de
cristalografia indican que posee cinco hélices, similar a otras moléculas de la familia “saposin
like protein” (SAPLIP)(Pefia & Krensky, 1997) entre las cuales estdn las saposinas A y C, la NK-
lisina porcina, la bacteriocina AS-48 y la amebaporina. De todas estas proteinas, es la NK-
lisina es la que mas similitudes presenta con la GRNLY y se ha demostrado que ambas producen
lisis directa de la membrana de bacterias (Anderson et al.,, 2003; Stenger et al.,, 1998). El
mecanismo de accién de la GRNLY estd relacionado con las interacciones electrostdticas entre
la proteina, cargada positivamente a pH neutro y las cargas negativas de los fosfolipidos de
membrana. La GRNLY no llega a formar poros en la membrana pero la desestabiliza y la

acumulacién de muchas moléculas de GRNLY actia en un “efecto tijera” sobre la membrang,
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provocando pérdida del equilibrio osmético (Anderson et al., 2003). Ademds, se ha demostrado

que la actividad de la granulisina es dependiente de las Argininas (Clayberger et al., 2000)

Por otra parte, las bacterias no tienen colesterol en sus membranas y eso favorece
claramente la susceptibilidad a GRNLY. Dado que un contenido elevado de colesterol, que es
un lipido apolar y no cargado, produce una reduccién de la carga negativa neta en la
membrana (Stenger et al.,, 1998). Algunos autores han encontrado que el colesterol es muy
importante para que la GRNLY destruya las bacterias intracelulares sin dafar a la célula
infectada. El contenido de colesterol de la membrana de las bacterias es bajo y esa diferencia
parece favorecer la susceptibilidad a la GRNLY. Por otro lado, se ha determinado que tanto la
membrana plasmdtica como la membrana de los organelos endociticos tempranos estdn
enriquecidos con colesterol pero a nivel de la membrana interna de los lisosomas no se encuentra

esta clase de lipido (Zhang et al., 2009).

En la Figura 10 podemos observar el esquema de los plegamientos de la granulisina
propuesto en base a estudios de cristalografia y biocinformdatica compardndolos con la funcién
de otras moléculas SAPLIP. Se evidencia la forma en la cual los 5 segmentos helicoidales tipo
cinta (verde) o rollo (gris) se pliegan dejando un espacio central (nicleo) y dos puentes disulfuro
que conectan las hélices 1 - 5y 2 - 3; ademds los iones solventes (sulfato y N-morfolino propano-
sulfonato) se muestran como figuras de esfera y cilindro (carbono blanco, nitrégeno azul,
oxigeno rojo, dtomos de azufre verde). La membrana blanco se ubicaria en la parte superior
en la zona donde se dibujan los iones negativos. Las cadenas externas son hidréfobas y
protegerian al nicleo, el cual a su vez facilitaria que los pares de hélices 1-5 y 2-3 se plegaran
en forma de tijeras para exponer la regién mas litica de la GRNLY ubicada en la hélice 3
(Anderson et al.,, 2003). Ademds, la actividad litica de la GRNLY, se ha demostrado que es

dependiente de los residuos de Arginina de su estructura (Clayberger et al., 2000).

Estudios recientes indican que la accién antibacteriana y antiparasitaria de la

GRNLY se ejerce en concierto con las granzimas (Dotiwala et al., 2016; Walch et al., 2014).
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Fig. 10 Representacién en cintas de la estructura de cinco hélices de la granulisina.
Anderson,D. et al. (2003)

Nuestro grupo de investigacién logré producir la isoforma de 9kDa de GRNLY
recombinante, en E.coli inicialmente y luego en P.pastoris. Los primeros estudios mostraron que
la GRNLY activa a la esfingomielinasa (SMasa), que degrada la esfingomielina y genera un
marcado incremento de ceramida (proceso que demora 8 a 10h), que desencadena apoptosis.
Sin embargo, la eliminacién de esfingomielina y ceramida de las células, mediante el inhibidor

fumomisina B, no detuvo la muerte celular por apoptosis (Gamen et al., 1998).

Se ha descrito posteriormente que la GRNLY recombinante puede activar una via
de apoptosis dependiente de caspasas que debuta con incremento de los niveles de Ca?*
posiblemente por desestabilizacién de la membrana plasmatica. Este incremento de Ca?*
intracelular puede conducir al incremento de especies reactivas de oxigeno o ROS detectables
a las 3-4h y seguidamente a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, que a su vez
daria paso a la liberacién de factores proapoptogénicos como AIF y Citocromo C (Cyt C)

(Aporta et al., 2014; Kaspar et al.,, 2001; Pardo et al., 2001).
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Finalmente, el Cyt C forma el apoptosoma, donde se activa la caspasa-9 que a su
vez activa la caspasa-3, fase final de la apoptosis. Por otro lado, AlF es capaz de translocar
al nicleo e inducir una muerte celular independiente de caspasas. Ademds, se ha planteado
que la GRNLY podria inducir permeabilizaciéon de lisosomas, liberando catepsina B vy
desencadenando necroptosis (Zhang et al., 2009). Por otra parte, el grupo del Dr. Krensky ha
demostrado que cuando la GRNLY media su ingreso al citoplasma a través de la perforing, se
activa una repuesta de estrés de reticulo endopldsmico que produce la activacion de la caspasa
7 (Martinez-Lostao et al., 2015). Todos los mecanismos antes descritos se pueden ver en la

Figura 11 procedente de Martinez-Lostao 2015.
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Fig. 11 Mecanismos de induccién de muerte celular dependientes de GRNLY.
Martinez-Lostao et al. (2015).

Por otra parte, se ha demostrado una cierta selectividad de la GRNLY recombinante

hacia las células tumorales. Se demostréd que la GRNLY es citotéxica sobre células leucémicas,
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lineas celulares de mieloma miltiple y células de pacientes de leucemia linfocitica crénica de
células B (B-CLL), mientras que resulta inocua sobre los linfocitos de donantes sanos (Aporta,
2014). Esta selectividad, como en el caso de las bacterias y liposomas de composicién definida
(Barman et al.,, 2006), puede ser debida a diferencias en la composicién lipidicas de las
membranas; mientras que la relacién colesterol /fosfolipidos es elevada en la membrana
plasmdtica de los linfocitos humanos no activados (Anel et al., 1990) esta relacién es mucho

menor en la membrana de las células tumorales (Anel. et al., 1992).

1.5 Anticuerpos anti-Tn: SM3 y AR20.5

A mediados de la década de 1990, se dispuso de una gran cantidad de anticuerpos
monoclonales anti-MUC1 que requerian comparaciéon y estandarizaciéon. Asi, el Taller
Internacional ISOBM TD-4 sobre Anticuerpos Monoclonales contra MUCT en 1996 se convirtié
en un hito en el campo. Se compararon 56 anticuerpos monoclonales supuestamente especificos
de MUCT (mAb) y se mapearon sus epitopos. Entre otros, se evalué a SM3 (Karsten et al., 2004).
Ver Fig. 12.
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Fig. 12 Anticuerpos monoclonales TD-4 reaccionando con epitopes de MUCT (SM3

#165) Price M.R. et. al. (1998).

SM3 (stripped mucin 3) es un anticuerpo monoclonal que fue desarrollado en ratén,
reconoce la secuencia Ala-Pro-Asp-Thr(a-O- GalNAc)-Arg-Pro (APDTRP) (Sénchez F. et al,,
2016) de la estructura aberrantemente O-glicosilada de MUC1 o antigeno Tn desnhuda o
parcialmente desnuda (con glicosilaciones aberrantes). Este anticuerpo no reconoce MUCI, la
molécula intacta con glicosilaciones normales; convirtiéndolo en un gran candidato para

diagnéstico histo-patoldgico de cdncer de mama, modelo inicial de los estudios (Burchell et al.,

1987).

Como ya se ha mencionado antes, la glicosilacién aberrante que da origen al

antigeno Tn puede darse tanto en las Ser o Thr, pero se ha descubierto, a nivel atémico, que la
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afinidad de SM3 difiere dependiendo de dénde se ubica GalNAc; esto es, si se ubica en Ser
es superior debido al débil enlace de hidrégeno entre O6 y Tyr32L, y al contacto hidrofébico
entre el grupo metilo de la unidad GalNAc y Trp33H. Estos hallazgos enfatizan las diferencias
entre estos dos antigenos Tn en el contexto de reconocimiento por anticuerpos anti-MUCI, lo

cual es relevante en el disefio de nuevos anticuerpos y biosensores (Martinez-Sdez et al., 2015).

Otro anticuerpo que reconoce el antigeno Tn de MUC1, es AR20.5, un anticuerpo
monoclonal murino de tipo IgG1 que se seleccioné mediante Pepscan a partir de la inmunizacién
de un ratén BALB /c con MUCT1 aislado a partir de liquido ascitico de una paciente con cancer
de ovario (Movahedin et al.,, 2017) vy se ha establecido que la secuencia del epitopo que
reconoce es DTRPAP (Mehla et al., 2018). El anticuerpo se caracterizé y probé en dos modelos
murinos, uno un modelo humanizado con PBL-SCID / beige (huPBL-SCID) y otro CB6F1
xenotransplantados con un tumor MUCT * para establecer su eficacia terapéutica. Se indujo una
actividad antitumoral significativa después de la administracién repetida de MAb AR20.5 (4
dosis). Los resultados sugieren que la administracion de AR20.5 puede usarse para tratar
tumores que expresan MUCT1 induciendo respuestas inmunes especificas de tumor (Qi et al.,

2001).

Movahedin y su grupo han estudiado la importancia de las glicosilaciones de MUCT
en el reconocimiento de sus epitopos por parte de AR20.5. Se observé que la afinidad de
AR20.5 por su blanco se incrementa cuando éste estd glicosilado; sin embargo, las
glicosilaciones no forman ningUn contacto polar especifico con el anticuerpo sino que contribuyen
a estabilizar una conformacién bioactiva extendida del péptido reconocido por el anticuerpo
(Movahedin et al., 2017). En concordancia, otros estudios confirman que SM3 forma un complejo
con una forma tipica de hélice cuando el antigeno libre estd O-glicosilado en Thr, mientras que
AR20.5 requiere una conformacién diferente (denominada PPIl de tipo extendido) para que Thr
fije adecuadamente el antigeno en el sitio de unién. En otras palabras, el reconocimiento del
antigeno es diferente para cada anticuerpo y esta variacién significativa podria explicar la
mejora en la afinidad observada en la glucosilacién con el anticuerpo AR20.5 en relacién con

SM3 (Martinez-Sdaez et al., 2017).

Las imdgenes a continuacién muestran las estructuras moleculares de los anticuerpos

con sus respectivos ligandos.
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Fig. 13 Conformacién de glucopéptidos y péptidos unidos a AR20.5 y SM3.
Movahedin et. al. (2017).

SM3 ha sido usado para disminuir el crecimiento tumoral desde hace mas de un
cuarto de siglo, cuando el desarrollo biotecnolégico permitié la creacidén de los anticuerpos Fv
(fraction variable) o scFv (small chain fragment variable). En ensayos in vitro (linea celular BDC
de adenocarcinoma biliar) y en ratones SCID xenotransplantados con la misma linea celular, se
administré 4 dosis (IV) de 2x107 anticuerpos monoclonales murinos de tipo IgG1 biespecificos:
anti-MUC1/ anti-CD3 y anti-MUC1 /anti-CD28 en combinacién con la transferencia adoptiva
de células LAK (Lymphokine-activated killer) T cells . Los resultados dieron una respuesta
moderada con inhibicién del crecimiento tumoral y resultados in vitro con 60% de toxicidad en
el mejor de los casos (Katayose et al., 1996). El mismo grupo repitié el experimento afiadiendo
a la terapia un tercer anticuerpo biespecifico anti-MUC1 /anti-CD2, lo cual optimizé los

resultados (Kodama et al., 2002).

La relevancia de SM3 como tratamiento en tumores MUCT positivos ha llevado a
que se use para desarrollo de CAR-T cells (chimeric antigen receptor-T cell), una estrategia
inmunoterapéutica basada en la bioingenieria genética, que ha resultado muy exitosa sobre
todo en pacientes con leucemia linfocitica aguda y linfoma. Mediante la construccién artificial

de un TCR con un paratopo especifico, la respuesta de las células T se direcciona a un antigeno
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tumoral concreto en lugar de depender de la presentacion antigénica. Los primeros ensayos en
humanos fueron desafortunados pero permitieron perfeccionar los constructos, sobre todo

gracias a la secuenciacion génica (Wilkie et al., 2008).

En el afio 2008 se llevé a cabo un ensayo con dos lineas CAR-T cell, una conjugada
con SM3 (scFv) y secuencias citopldsmicas de CD28, CD3E, 4-2BB y OX40, denominada SM3-
CAR; y otra linea que en lugar de SM3 se conjugé con HMFG2, otro anticuerpo anti-MUCT. Este
ensayo no mostrd toxicidad y se obtuvieron resultados prometedores como primer intento de

usar MUC-1 como blanco terapéutico en ratones SCID/Beige con xenoinjerto de la linea tumoral

humana MDA-MB-435 (Wilkie et al., 2008).

En el afio 2016, Posey y colaboradores usaron un anticuerpo anti-Tn en modelos
murinos NSG sistémicos de leucemia y cdncer de pdncreas, denominado 5E5, el cual redujo el
crecimiento tumoral y prolongé la supervivencia de forma significativa respecto a los controles
que no tenian direccionadas las células T (Posey et al., 2016). Concomitantemente, se reportéd
el ensayo clinico (NCT02587689) en un paciente con cdncer metastdsico de vesicula seminal con
dos CAR-T cells anti MUC1 administrados de forma intratumoral (dos dosis de 5x10° en 2
lesiones diferentes), uno conjugado con SM3, denominado SM3-CAR y otro con un SM3 con 6
aminodcidos modificados, denominado pSM3-CAR. La respuesta mds potente se observé con
pSM3, aprecidndose necrosis en el tumor con gran infiliraciéon de células T, predominando las
CD8+ (You et al.,, 2016). Estos resultados nos llevan a dimensionar la importancia que, como
herramienta terapéutica, tiene SM3, pues el gran nimero de investigaciones que se han

efectuado hasta ahora, la posicionan como una terapia antitumoral con mucho potencial.

En lo que respecta a AR20.5, en el afio 2004 se realiz un ensayo clinico fase | con
el anticuerpo monoclonal murino original denominado BrevaRex®. A un grupo de 17 pacientes
con cdncer avanzado de diferentes tipos MUC1T positivos, refractarios a terapias
convencionales, recibieron 6 dosis del tratamiento IV (intravenoso). No presentaron toxicidad o
hipersensibilidad, pero 15 desarrollaron xenoanticuerpos contra la fraccién murina y 7
anticuerpos anti-MUCT. La respuesta T especifica anti-MUCT1 se detectdé en 10 pacientes.
Solamente se pudo demostrar la estabilizacion de la progresién tumoral en un paciente debido

a que 11 abandonaron el estudio por progresién de la enfermedad (de Bono et al., 2004).
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Un estudio reciente usé modelos murinos MU1.Tg xenotranspantados (SC) con
tumores pancredticos (linea Panc02.MUCT) tratados con 3 dosis de 50ug de AR20.5 solo o en
combinacién con Gemcitabina y/o anticuerpos anti-PD-L1 y/o PolylCLC. Se demostré que
AR20.5 produce una respuesta inmune de células T CD8+ sostenida y que claramente potencia
la accién terapéutica de la gemcitabina sola, prolongando la supervivencia de los ratones, pero
no eliminando el tumor. En el grupo de ratones tratados con la combinacién de AR20.5 con
anti-PD-L1 y PolylCLC se produjo eliminacién total del tumor tras 70 dias en 50% de los casos
y el 50% restante disminuyeron sensiblemente la velocidad del crecimiento tumoral. Esta
respuesta fue puesta a prueba con un nuevo xenotransplante en los ratones en el flanco opuesto
al del primer xenotransplante, determindndose que una gran proporcién de aquellos en los
cuales se inoculd la misma linea celular (Panc02.MUCT1) rechazaron el tumor pero aquellos a los
que se les inoculé Pac02.Neo, fracasaron en rechazar el tumor, lo que indica especificidad en
la respuesta inmune (Mehla et al., 2018). Cabe sefialar que los ensayos preclinicos en modelos
murinos tienen el inconveniente de las diferencias en la maquinaria de glicosilacién y la
expresion de lectinas en células inmunes, lo que condiciona la extrapolacién de resultados a

humanos (Rodriguez et al., 201 8).

1.6 Desarrollo de Inmunotoxinas SM3GRNLY y AR20.5GRNLY como estrategia

antitumoral

La inmunovigilancia plantea que el sistema inmune del huésped debe reconocer
epitopos especificos de tumor para montar una respuesta antitumoral efectiva, definiendo asi
la antigenicidad de un tumor (Criscitiello et al., 2019). Una de las estrategias que se han
generado para lograrlo son los inmunoconjugados o inmunotoxinas formadas por un anticuerpo
con una alta afinidad dirigido a un blanco especifico y conjugado con una molécula como un
radioisétopo, un fdrmaco, un RNA de interferencia o proteinas citotéxicas. Las inmunotoxinas
(ITs), también denominadas ADC (del inglés antibody drug conjugates), son una clase de
inmunoconjugados compuestos por un anticuerpo o un fragmento de un anticuerpo dirigido unido
a una toxina completa o modificada; es decir que los ITs pretenden liberar una toxina en una
célula blanco aprovechando la alta especificidad por una secuencia de aminodcidos del
anticuerpo (Kim et al., 2019; Nicolo et al.,, 2020). Los mecanismos de accién descritos para las
ITs son la internalizacién y liberacion en el citoplasma luego de la liberaciéon del enlace al

anticuerpo y un segundo mecanismo es el “efecto espectador” donde la toxina alcanza a
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desplegar su efecto citotdxico en las células cercanas a la célula donde el anticuerpo reconocié

a su antigeno aunque éstas no expresen dicho antigeno (Boni et al., 2020).

Las ITs mds comunes usan toxinas derivadas de bacterias o de plantas y la mayoria
de ellas estd conformada por un dominio de unién e internalizacién a la célula blanco, un domino
de traslocacién al citosol y por la propia toxina que ejerce sus efectos téxicos (Kim et al., 2019).
El dominio de unién a la célula blanco de las ITs se construye en base a la tecnologia de
hibridoma, que ha sido durante mucho tiempo una herramienta e indispensable para generar
anticuerpos monoclonales (mAb) de alta calidad. Permite el aislamiento y la produccién en
grandes cantidades de mAb con alta afinidad y especificidad contra antigenos solubles o unidos
a la membrana. Esta tecnologia fue desarrollada en 1975 por Kohler y Milstein (Kéhler &
Milstein, 1975), quienes recibieron un Premio Nobel por este logro, en el que la produccién de
anticuerpos por células B del bazo obtenidas de ratones inmunizados se inmortalizé por fusién
con células de mieloma. Mds adelante, en 1985, Smith se centré en la seleccidén de un particular
fenotipo (ligando especifico para un blanco especifico) desde un repertorio de moléculas de un
fago. Cinco afios mds tarde, McCaffertty y sus colegas demostraron que la presentacién de
fragmentos de anticuerpos en fagos era concebible mediante el uso de vectores para introducir
ADN de anticuerpos en genomas de fagos, combinando asi genotipo y fenotipo en una particula
de fago. El concepto detrds de esta tecnologia de visualizacién es que se crea una gran
biblioteca de anticuerpos potencialmente eficientes, a partir de la cual se pueden seleccionar
fragmentos de anticuerpos con especificidad y afinidad deseables contra un antigeno especifico

(Loureiro et al., 2015).

Los Ultimos avances han permitido el desarrollo de fragmentos scFv (small chain
fragment variable) cuyo dominio V mantiene unido por fuerzas no covalentes las fracciones
pesada (Vh) y liviana (VL) con un pequefio péptido de unién o un puente disulfuro. Han sido
construidos anticuerpos bi y multivalentes con diferentes especificidades (Ahmad et al., 2012).
Se ha reportado que las terapias con mejor penetracidén tumoral se basan en los fragmentos de
anticuerpos Fv monocatenarios (scFv) que son los mas adecuados para administrar una carga
util téxica, dado su menor tamaiio en comparaciéon con la IgG completa (Chowdhury et al.,
1998; Deckert, 2009; Sanz et al., 2002). Las llamadas inmunotoxinas recombinantes, han sido
probadas en numerosos ensayos clinicos (Kowalski et al.,, 2012; Kreitman et al., 2018, 2016;

Tomé-Amat et al., 2015). En el afo 2018, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
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EE. UU., aprobé la primera inmunotoxina, moxetumomab pasudotox, para el tratamiento de la
Leucemia de células peludas, un scFv anti-CD22 fusionado a una forma truncada de exotoxina
A de Pseudomonas (Kreitman et al., 2018). Asi mismo, la proteina de fusién basada en la misma
toxina y dirigida contra EpCAM ha entrado en la Fase 3 en un ensayo clinico de cdncer de

vejiga (Ibanez-Pérez et al., 2019; Kowalski et al., 2012).

En nuestro trabajo anterior generamos una inmunotoxina quimérica combinando la
granulisina con el fragmento de anticuerpo scFv dirigido contra el antigeno tumoral CEA,
llamado MFE23. Demostramos que esta inmunotoxina era activa contra tumores que expresaban
CEA tras inyeccidn sistémica, mientras que la granulisina sola no poseia esa actividad. Estos
experimentos constituyeron la prueba de concepto en cuanto a que se podia utilizar esta
estrategia para direccionar la granulisina hacia el sitio de desarrollo tumoral siempre que el
tumor expresara el antigeno reconocido por el anticuerpo (lbainez-Pérez et al.,, 2019). Sin
embargo, al estar la expresiéon de CEA limitada a tumores de colon o gdstricos, la aplicacién

de esta inmunotoxina estaria limitada a ese tipo concreto de tumores.

Por el contrario, el antigeno Tn es expresado por multitud de tumores, tanto tumores
sélidos como leucemias, y la generaciéon de inmunotoxinas basadas en la granulisina y dirigidas
contra este antigeno permitiria un espectro mucho mds amplio en el tratamiento antitumoral.
Teniendo en cuenta el conocimiento existente sobre el propio antigeno Tn y sobre los anticuerpos
SM3 y AR20.5 expuestos en los puntos anteriores de esta Introduccién, en esta tesis doctoral se
generaron dos nuevas inmunotoxinas combinando a la granulisina con scFv derivadas de estos
dos anticuerpos, que llamaremos SM3GRNLY y AR20.5GRNLY, optimizando su produccién en

la levadura Picchia pastoris.

1.7 Pichia pastoris (Komagataella phaffii) como sistema de expresion de SM3GRNLY
y AR20.5GRNLY

Una cepa de Pichia pastoris que crece en altas densidades (>130g/I"' de peso seco)
en cultivos continuos con metanol fue desarrollada por Phillips Petroleum Company (PPC) en los
afios 1970 (Cereghino & Cregg, 1999). Posteriormente, en el Salk Institute

Biotechnology /Industrial Associates, Inc. (SIBIA, La Jolla, CA), se desarrollé la tecnologia para
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producir proteinas recombinantes en P.pastoris. Para ello se generé el promotor para alcohol
oxidasa AOX, vectores, cepas y los protocolos moleculares. En 1993 Research Corporation
Technologies (Tucson, AZ) adquirié la patente y concomitantemente SIBIA otorgé una licencia a

Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA) para la comercializacién (Fickers, 2014).

Siendo que se ha clasificado como un microorganismo “generally regarded as safe”
(GRAS), P.pastoris ha sido usado para producir alrededor de 500 proteinas farmacéuticas y
mds de 1000 proteinas recombinantes (Fickers, 2014) y se ha reportado como sistema de

expresién en casi 7000 articulos de investigacién desde 2003 (Brady et al., 2020).

El éxito de P. pastoris como un sistema tan versatil se atribuye principalmente a su
capacidad para crecer a una alta concentracion de biomasa (hasta 200 gl-1 DW!) en medios
definidos, su capacidad para realizar complejas modificaciones postraduccionales que incluyen
el plegamiento correcto de proteinas, la formacién de enlaces disulfuro y la glicosilacién, su alta
eficacia de secrecién y su repertorio de promotores inducibles y constitutivos (Daly & Hearn,
2005; Irani et al.,, 2016; Puxbaum et al.,, 2015; Theron et al., 2018; Yang & Zhang, 2018).
Otra ventaja de P. pastoris se basa en su capacidad para secretar grandes cantidades de
proteina recombinante con un bajo nivel de secrecién de proteinas endégenas en el medio de
cultivo. Por lo tanto, la secrecidén permite evitar la toxicidad potencial de las proteinas
acumuladas intracelularmente y simplifica los procesos de aislamiento / purificacién de
proteinas al separar las proteinas recombinantes del grueso de las proteinas (Theron et al.,

2018).

! Dry weight = peso seco
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Fig. 14 Esquema sobre las ventajas de P.pastoris para la produccién de proteinas
recombinantes. (Ahmad et al., 2014).

Después de casi 30 afios de uso, el nombre P.pastoris fue reclasificado para incluir
dos organismos distintos: Komagataella pastoris (cepa NRRL Y-1603 / CBS704) y K. phaffii
(cepa NRRL Y-11430 / CBS7435). Al principio de su uso, se produjo mutagénesis en K. phaffii
Y - 11430 con nitrosoguanidina para generar el auxétrofo de histidina, GS115, que se hizo
popular por la facilidad para integrar un gen heterélogo en el genoma utilizando la
complementacién de HIS4. Mds tarde, se reportd que X-33 fue creado mediante la
complementacién de HIS4 en GS115 para restaurar la prototrofia; sin embargo, estudios han
demostrado que X-33 no posee el fenotipo HIS4 salvaje. X-33 y GS115 ofrecen ventajas sobre
Y - 11430 relacionadas con la eficiencia de transformacién (X- 3) y la secrecién de proteinas

(X-33 y GS115), aunque con deficiencias de crecimiento (Brady et al., 2020).

La entrada en la via secretora de las proteinas expresadas por P.pastoris estd

mediada en la mayoria de los casos por la secuencia lider pre-pro del factor de apareamiento-
alfa de Saccharomyces cerevisiae (MFa, también llamado por sus siglas en espafiol factor de

apareamiento tipo alfa, FATa), el cual es el mds cominmente usado por ser muy eficiente
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conduciendo la secrecién proteica desde el Reticulo Endopldsmico (ER). Recientemente, se ha
modificado la secuencia lider pre-pro de MFa con la finalidad de mejorar ain mds los niveles

de secrecién en P. pastoris. (Puxbaum et al., 2015).

La produccién de proteinas recombinantes podria llevar a estrés de reticulo, lo que
a su vez activaria la respuesta de proteinas no plegadas (UPR, del inglés unfolded protein
response) a través de la activacién de genes como Irel junto con el inhibidor Kar2 y el factor
de transcripciéon HACT, el cual se activa por empalme alternativo de su mRNA. Si las proteinas
se acumulan en el ER, Kar2 se disocia de Irel que actta como chaperona, mientras Irel activa su
funcién endonucleasa. En P. pastoris se ha caracterizado HAC1 y se ha visto que se induce
cuando se incrementa la osmolaridad, la temperatura y con metanol; sin embargo, no se ha
demostrado empalme alternativo. Se especula que HAC1 con empalme alternativo se expresa
constitutivamente y puede ser responsable de la mayor capacidad secretora de P. pastoris
comparado con S. cerevisiae. Una vez que la proteina se ha producido, antes de salir del reticulo
endopldsmico (ER), se lleva a cabo el plegamiento de las proteinas, procesamientos
postraduccionales y glicosilaciones para lo cual intervienen chaperonas, proteinas disulfuro
isomerasas y enzimas para la glicosilacién; sin embargo, la mayoria de la informacién que se
sabe acerca de la maquinaria de secrecién de P. pastoris, se ha inferido de la de levaduras

como Saccharomyces cerevisiae (Puxbaum et al., 2015).

El proceso de glicosilacién de las proteinas recombinantes expresadas en P.pastoris
difiere de la de mamiferos y la repercusién sobre la respuesta farmacolégica es importante.
Empieza con la transferencia de un residuo de manosa del fosfato-dolicil a un residuo de serina
o treonina por medio de la accién enzimdtica de una proteina O-manosiltransferasa (PMT) en
el reticulo endopldsmico. La primera fase se adicionan residuos de manosa o-1,2- mediante la
enzima Kre2 (o Mtl1) (Delic et al.,, 2013). Los o-glicanos reportados son unidades de 1-5
manosas que se unen a nivel de carbono a-1,2-, a-1,6- y a-1,3-. Estd claro que los O-enlaces
de los glicanos de P. pastoris son heterogéneos con respecto a sus enlaces glicosidicos, incluso
en glicanos tan pequefios como un disacdrido. Este es un aspecto importante a considerar cuando
se producen polipéptidos terapéuticos en P. pastoris, ya que la heterogeneidad de los glucanos
unidos puede alterar las caracteristicas bioquimicas del compuesto y disminuir sus efectos
terapéuticos (Boraston et al. 2003; Liu et al., 2013). Como se puede ver en la figura 15, la

segunda fase de o-glicosilacién se lleva a cabo en el aparato de Golgi. Se han descrito la

50



generacién del disacarido Manf31,2Manf31,2 y una pequefia cantidad de un Mané-fosforilado
ramificado, lo que tiene importancia desde el punto de vista inmunolégico porque en Candida
albicans y Candida quilliermondii se ha descrito que este tipo de estructuras forman parte de
factores antigénicos 6 y 9 respectivamente (Trimble et al., 2004). Las enzimas que intervienen
en la formacién de los enlaces 3 pertenecen a la familia BMT -betamanosiltransferasas (Delic
et al., 201 3). Se han planteado estrategias para procurar que las O-glicosilaciones se asemejen
a las humanas y conservar las cualidades terapéuticas de los compuestos a la vez que se elimina

la inmunogenicidad (Liu et al., 201 3).
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Fig. 15 O-glicosilacién en P.pastoris salvaje. (Nett et al., 2013).

El mecanismo que, luego de pasar los controles de calidad en el ER, permite que las
proteinas sean transportadas al Golgi, es a través de las vesiculas COP-Il (coat protein
complex). Estas brotan cerca de los sitios de transicién del ER (tER), organizada en pilas
ordenadas, similar a lo que sucede en mamiferos, lo que la diferencia de S. cerevisiae, donde
el Golgi se distribuye por toda la célula. En P. pastoris las vesiculas COPII estdn constituidas por
una capa interna formada por las proteinas Sarl, Sec23 y Sec24; y una capa externa formada
por las proteinas Sec13 y Sec31; ademds Sec 16 actuaria como reguladora negativa de la
actividad GTPasa de Sarl y ,en asociacion con Secl 2 incrementarian la produccién de Sarl-

GTP (Bharucha et al., 201 3; Delic et al., 2013). Ver figura 16.
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Fig. 16 Diagrama especulativo de un corte transversal de una vesicula COPIl en
formacién. Bharucha N. et. al. (2013).

Se ha demostrado que una vez que se han producido las proteinas, puede ocurrir
protedlisis de las proteinas que no han sido correctamente plegadas a través de la chaperona
Kar2. Si la proteina estd unida a Kar2 por mucho tiempo, se activa el mecanismo de
degradacion asociado a UPR y ER llamado ERAD. El mecanismo consiste en el retorno de la
proteina al citosol a través del complejo Secé1-Kar2 y la ubiquitinacién para trasladarla al
proteosoma y degradarla. Este proceso se ha demostrado que sucede en cerca del 60% de

una proteina recién sintetizada en P.pastoris (Puxbaum et al., 2015).

Una vez que la proteina ha salido del Golgi, las vesiculas tardias pueden pasar
directamente a la vacuola a través de la via de la fosfatasa alcalina y alli ser degradada o
pasar a través de la via carboxypeptidasa Y que transporta la proteina desde los endosomas.
La degradacién de las proteinas recombinantes por las vacuolas estd descrita como un “cuello
de botella” en la produccién de proteinas en S.cerevisiae y S.pombe. Lo contundente de la
evidencia ha conducido a la generacién cepas knock-out de Invitrogen PEP4 (proteinasa A) y
PRB1 (proteinasa B), proteasas que se autoactivan y también activan otras proteasas en la
vacuola (Invitrogen Manual: PichiaPink Expression System 2014) (Cregg, 1993; Puxbaum et al.,

2015). La vacuola alberga numerosas exopeptidasas y endopeptidasas que contribuyen a lo
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que a menudo se considera la funcién principal de la vacuola, la degradacién de proteinas y
orgdnulos senescentes, superfluos y dafiados. La funcién de la vacuola también es vital en
condiciones de estrés nutricional, cuando el crecimiento celular y la proliferacién estdn regulados
negativamente y las proteinas deben descomponerse para que sus aminodcidos constituyentes
puedan reciclarse. Ademds, PEP4 y PRB1 parecen participar en un amplio mecanismo de
respuesta al estrés, que es independiente de los procesos autofdgicos y afecta los procesos
regulatorios como la expresién génica y la muerte celular programada. Asi mismo, a nivel de
la pared celular de P.pastoris se encuentra las yapsinas, unas aspartil proteasas ancladas con
GPI (glicosilfosfatidilinositol) que participan en el ensamblaje y la remodelacién de la pared
celular y también son importantes para la integridad de la misma. La yapsina 1 (YPS1), junto
con las proteasas de la vacuola, tienen un gran impacto en la protedlisis de las proteinas
recombinantes. Se ha demostrado un incremento de 40-80% en la produccién de proteina

recombinante al combinar las cepas doble knock-out PEP4/YPS1 (Puxbaum et al., 2015).

El paso final de la via secretoria de transporte de vesiculas livianas y densas desde
el Golgi (secrecién constitutiva) es la fusién con la membrana plasmdtica. El evento de exocitosis
es realizado por un complejo llamado exocisto. Ademds del exocisto, los v-SNARE (SNAP=
Soluble NSF Attachment Protein Receptor / “v” de vesicula ) y los t-SNARE (“t” de target) estdn
implicados en la exocitosis. Las vesiculas derivadas de Golgi que portan los v-SNARE Sncl y
Snc2 se fusionan con la membrana plasmdatica, donde se ubican los +-SNAREs Sso1 y Sso2 (Delic

et al.,, 2013).

A nivel celular, las fases que permiten la sintesis y secrecidon de proteinas
desempeiian un papel relevante en la produccidén de proteinas heterélogas; sin embargo, la
mayoria de los factores y procesos mencionados anteriormente dependen también de las
condiciones de cultivo, como las concentraciones de nutrientes e inductores, temperatura,
aireacién, agitacién, etc., lo que hace que su prediccidon precisa sea ain mas compleja (Theron

et al.,, 2018).
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1.8 Campos eléctricos pulsados (PEF) para mejorar la extraccion de SM3GRNLY y
AR2.5GRNLY

1.8.1 ¢Qué es PEF y como actua?

De su nombre en inglés Pulsed Electric Field (PEF), es una tecnologia no térmica que
provoca el incremento de la permeabilidad de la membrana celular (electroporacién) mediante
la aplicaciéon de pulsos de alto voltaje y de una duraciéon del orden de microsegundos a
milisegundos entre dos electrodos (Martinez et al.,, 2017). El voltaje aplicado entre dos
electrodos genera un campo eléctrico cuya intensidad depende ademds del voltaje de la
distancia entre los electrodos. Es el campo eléctrico el responsable de los efectos de los

tratamientos PEF sobre las células.

Casi todas las células mantienen una diferencia de potencial eléctrico entre el lado
interno y externo de su membrana plasmatica, generada y regulada por un sistema de bombas
de iones y canales que se denomina voltaje transmembrana en reposo (TMV). En las células
eucariotas, el TMV en reposo generalmente oscila entre —40 y =70 mV, en el sentido de que el
potencial interno es mds bajo que el externo. Como este es el estado natural de las membranas
biolégicas, sus componentes lipidicos y proteicos estdn evolutivamente bien adaptados vy
funcionan a bajos voltajes en este rango. Una exposiciéon de una célula a un campo eléctrico
externo provoca un incremento del potencia transmembrana de la célula que se mantiene
durante la exposicién y es proporcional a la intensidad del campo eléctrico externo (Kotnik et

al., 2019).

Si el PEF aplicado es lo suficientemente intenso como para aumentar el potencial
transmembrana a valores entre 250-500 mV, se produce la formacién de poros de la
membrana. La principal consecuencia de la electropermeabilizacién de la membrana es la
entrada de moléculas impermeables a la membrana en la célula y la salida de biomoléculas

desde la célula (Kotnik et al., 2019).

Segin la intensidad del campo eléctrico aplicado los poros pueden volverse a cerrar

cuando cesa el tratamiento (electroporacion reversible) o permanecen abiertos (electroporacién
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irreversible). La electroporacion reversible es una herramienta muy utilizada en los laboratorios
de Biologia Molecular para transformar células y también se utiliza en el campo de la Medicina
para tratamientos de Terapia Génica. La electroporacion irreversible se usa para matar
directamente las células cancerosas, inactivar microorganismos en alimentos o extraer sustancias

de interés del interior de las células eucariotas o procariotas (Garner, 2019).

Los principios eléctricos detrds de la tecnologia PEF se basan en el concepto de
campo eléctrico, introducido por Faraday, el cual explica la fuerza del campo eléctrico que
actia entre dos cargas. Cuando la carga positiva unitaria q ubicada en un cierto punto dentro
del campo eléctrico se genera en el espacio de tratamiento (Er), experimenta la fuerza F
identificada por el vector de posicién r . El campo eléctrico por unidad de carga se define como

se muestra en la ecuacién:

La diferencia de potencial eléctrico (V) entre el voltaje en dos puntos, separados
por un material no conductor, da como resultado la generacién de un campo eléctrico entre
estos puntos, con una intensidad eléctrica (E) directamente proporcional a la magnitud de la
diferencia de potencial (V) e inversamente proporcional a la distancia (d) entre puntos, como se

indica en la ecuacién:

%4
E=3

Los principales componentes lipidicos de las membranas naturales son los
fosfolipidos que se organizan en una ldmina de dos capas (una bicapa). La evidencia
experimental sugiere que el efecto de un campo eléctrico externo aplicado a las células es
producir poros acuosos especificamente en la bicapa lipidica. Por lo tanto, la informacién sobre
la secuencia de eventos que describe el fenédmeno de electroporacién puede obtenerse a partir
de mediciones de corrientes eléctricas a través de bicapas lipidicas planas junto con la
caracterizacién del transporte molecular de moléculas dentro (o fuera) de células sometidas a
pulsos de campo eléctrico. Se puede resumir de la siguiente manera: la aplicacién de pulsos
eléctricos induce reordenamientos de los componentes de la membrana (agua y lipidos) que

finalmente conducen a la formacién de poros hidréfilos acuosos. El modelo a continuacién, fue

55



elaborado usando simulaciones de dindmica molecular (MD) usando un modelo de membrana
lipidica con palmitoyl-oleyl- phosphatidylcholine (POPC); las esferas amarillas representan Na*t
y las cian al ClI*, los cuales viajan a través de los poros hidréfilos formados que estdn revestidos
con dtomos de grupo de cabeza de fosfato lipidico (fuccia) y nitrégeno (azul). (Delemotte &

Tarek, 2012).

POPC
bilayer

Fig. 17 Secuencia de eventos que siguen a la aplicacién de un voltaje TM a una bicapa
lipidica POPC utilizando el método de desequilibrio de carga. Delemotte L. & Tarek M. (2012).

“La cinética del transporte transmembrana mediada por electropermeabilizacién se
ha estudiado ampliamente, revelando que la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la
membrana aumentan hasta ser detectables en menos de un microsegundo después del inicio del
pulso eléctrico, siempre que el TMV exceda cierto valor "critico", las comillas se utilizan porque
no es una constante universal sino una variable que depende de varios factores. Aun asi, para
comenzar con las observaciones generales, la cinética del transporte transmembrana
determinada experimentalmente puede dividirse aproximadamente en cinco etapas, como se
resume en la Tabla 1 el inicio del estado permeable, su expansién, estabilizacidon con

recuperacién parcial, el resellado de la membrana, y finalmente el cese gradual de lo que se
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conoce como efectos de memoria residual reflejados en los procesos fisioldgicos alterados de

las células y las reacciones a varios estresores” (Kotnik et al., 2019).

Tabla 1 Estadios de la permeabilizacién. Kotnik T. et. al. (2019)

Stage

Timescale

Initiation: Membrane electrical conductivity and permeability start
increasing detectably when transmembrane voltage (TMV) exceeds a
“critical” value.

Nanoseconds (conductivity)
Microseconds (permeability)

Expansion: As long as TMV remains above the “critical” value,
conductivity and permeability persist and/or intensify.

Until the end of the pulse (up
to milliseconds)

Partial recovery: After TMV drops below the “critical” value, membrane
conductivity and permeability decrease rapidly but not fully, stabilizing

Microseconds (conductivity)
Milliseconds (permeability)

at a detectably increased level and still allowing transmembrane
diffusion of ions and molecules.

Resealing: The membrane gradually recovers its physiological level of Seconds to minutes

impermeability (unless damage was irreversible and cell loses viability). (~20-37°C)
Hours (~4°C)
Memory: Even after full membrane resealing, the cell can exhibit Hours

alterations in its physiological processes and reactions to stressors before

finally returning fully to its normal state.

1.8.2 ¢Cémo se generan los PEF?

Desde una perspectiva prdctica, los PEF se aplican tipicamente in vitro a una muestra
liquida colocada entre dos electrodos, generando el campo eléctrico que induce el incremento
del voltaje transmembrana y la posterior electroporaciéon. Para aplicaciones in vivo, en
particular la terapia contra el cdncer, se pueden usar multiples electrodos, como agujas o rejillas
de enclavamiento, y organizarlos adecuadamente para optimizar la uniformidad del campo en
el tejido aplicado. En aplicaciones de alimentos, el liquido a menudo fluye a través de tuberias,
y hay una regién especifica a través de la cual pasa el liquido que contiene los electrodos que
aplican los PEF (Garner, 2019); dicha técnica es la misma que usamos en nuestro protocolo. Un

esquema del proceso se muestra en la Fig.18.

El equipo de procesado para la aplicacién de los tratamientos PEF se compone de
un generador de pulsos eléctricos de alto voltaje, una cdmara o cdmaras de tratamiento, un

sistema o sistemas de enfriamiento, dispositivos de medicién de voltaje y corriente, una unidad
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de control y un sistema de adquisiciéon de datos. El generador consta de un transformador que
transforma la corriente alterna de la red en corriente continua con la que se carga un banco de
condensadores. La descarga del condensador en la cdmara de tratamiento estd regulada por
un interruptor. Las cdmaras de tratamiento constan de dos electrodos entre los que se ubica el

producto a tratar (Maged & Ayman, 2012).

HIGH VOLTAGE
PULSE
GENERATE
TREATMENT
CHAMBER
TREATED
PRODUCT
OSCILLOSCOPE

UNTREATED
PRODUCT
PRINTER { ROLLER . o

\ PUMP
WATER BATH

GROUND

COOLING COILS

Fig. 18 Campos eléctricos pulsados para procesamiento tecnolégico de comida.
Capitulo 11. Maged M. & Ayman A. (2012).

El tipo de forma de onda de campo eléctrico aplicado es una de las caracteristicas
descriptivas importantes de un sistema de tratamiento de campo eléctrico pulsado. Las ondas
exponenciales o cuadradas se encuentran entre las formas de onda mds comunes utilizadas. La
generacion de forma de onda cuadrada generalmente requiere una red de formacién de pulsos
(PFN, del inglés pulse forming network) que consiste en una matriz de condensadores e
inductores. Los equipos que aplican pulsos de onda cuadrada son mdas complejos que los que
aplican pulsos de caida exponencial. Sin embargo, los pulsos de onda cuadrada son mas
eficaces y energéticamente mds eficientes que los pulsos de caida exponencial, ya que los pulsos

cuadrados tienen una mayor duraciéon del pico de voltaje en comparacién con los pulsos
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exponenciales. El campo eléctrico debe distribuirse uniformemente en la cdmara de tratamiento

para lograr un tratamiento eficiente (Maged & Ayman, 2012).

Se ha demostrado que la temperatura de aplicacién de PEF es un pardmetro clave
que afecta la electroporacién de la membrana celular. Varios estudios han demostrado que el
aumento de la temperatura disminuye el campo eléctrico critico requerido para causar
electroporaciéon en las células eucariotas y procariotas y mejora los efectos derivados del
tratamiento con PEF, como la inactivaciéon microbiana o la mejora de la extracciéon de compuestos

intracelulares (Martinez et al., 2017).

1.8.3 Efectos de los PEF sobre las células microbianas

La susceptibilidad de un microorganismo a la inactivacién mediante PEF estd
altamente relacionada con los pardmetros intrinsecos del microorganismo, como el tamaiio, la
forma, la especie o el estado de crecimiento. En general, debido a la estructura de las envolturas
celulares, las bacterias grampositivas son mds resistentes al PEF que las bacterias
gramnegativas, mientras que las levaduras muestran una mayor sensibilidad que las bacterias.
La induccién de campos eléctricos en las membranas celulares es mayor cuando las células mds
grandes estdn expuestas al tratamiento de PEF. Al igual que los pardmetros intrinsecos de los
microorganismos, el medio donde se desarrollan los microorganismos, tienen sus propios factores
intrinsecos, como conductividad, resistividad, propiedades dieléctricas, fuerza idnica, pH y

composicién que influyen en la eficacia del tratamiento de PEF (Maged & Ayman, 2012).

Hay antecedentes de ensayos exitosos de wuso de PEF en levaduras
como Saccharomyces cerevisiae, sistema de expresién que se optimizé para la produccién de [3-
galactosidasa usando un protocolo de 5.4kV/cm y 1.25ms de duracién del pulso. Este estudio
reporta la importancia de la seleccién adecuada de un medio acuoso con baja conductancia
como el agua desionizada y la combinacién adecuada de factores como la concentracién
celular, la intensidad de campo, el nimero y la duracién de los pulsos para conservar la
actividad enzimatica. El aumento de la concentracién celular se asocia con una disminucién de

la eficiencia del tratamiento eléctrico. Este efecto observado para concentraciones superiores a
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10¢ células / ml para células de mamiferos se explicé por la perturbacién local del campo
eléctrico causado por las células vecinas. No se observé un cambio en la eficiencia de la
electroextraccién, al menos hasta una concentracién celular de 2.2 x 109 células / ml, pero el
aumento de la concentracién celular se asocié con una reduccién de la intensidad de campo
6ptima. Concluyeron que la concentracidn celular es un pardmetro importante que determina la

eficiencia de la electroextraccién. (Ganeva et al.,, 2015).

1.9 Estabilidad de las proteinas

Los avances biotecnolégicos que se han desarrollado a lo largo de los afos para
producir proteinas recombinantes han venido acompanados de la necesidad de complementar
estas moléculas con otras que den estabilidad y permitan optimizar su conservaciéon, de modo
que se pueda predecir su farmacocinética y farmacodindmica en ensayos in vivo y en ensayos
clinicos. La estabilidad de una proteina se ve influida principalmente por el estrés, asociado a
la concentracién, la temperatura, pH y la fuerza iénica. Estos factores pueden llevar a la
desnaturalizacién de las proteinas al afectar las interaccién de los puentes de H y conducir a la
formacién de agregados que se acompafian de un incremento de viscosidad, solidificacién y
separacién en fases; todo eso da como resultado la disminucién de la calidad y puede asociarse

a toxicidad en los seres humanos (Kumar et al., 2019).

Los principios que rigen la estabilidad de las proteinas, basados en los
descubrimientos de Anfinsen sobre la ribonucleasa A, demostraron que las proteinas se pueden
plegar sin asistencia de otros componentes celulares, lo que no contradice el papel de
chaperonas, chaperoninas y otras proteinas auxiliares, y que su plegamiento y desplegamiento
son reversibles en las condiciones experimentales adecuadas. Se ha demostrado que participan
dos estados en el equilibrio de plegamiento de muchas proteinas, el estado nativo
(correctamente plegado) y el estado desplegado (formas desordenadas). El estado nativo
consiste en una Unica conformacién (o un grupo pequefio de conformaciones muy préximas),
mientras que el estado desplegado consiste en un nimero enorme de conformaciones diferentes

en equilibrio rdpido (Sdnchez-Ruiz & Sancho, 2003).
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La estabilidad conformacional de cada proteina estd determinada por un balance
extraordinariamente delicado de diversas interacciones de magnitud considerable que se
oponen entre si dando lugar a valores de estabilidad conformacional pequefios. A los factores
puramente energéticos (puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals...) se van a oponer
a factores entrépicos; la formacién de las interacciones que se observan en el estado nativo
sélo es posible a expensas de destruir interacciones de naturaleza y magnitud comparable que
se manifiestan en el estado desplegado y las interacciones entre las proteinas y solventes como
el agua influyen decisivamente en la estabilidad de las proteinas (Sdnchez-Ruiz & Sancho,

2003).

Sobre la relacién entre la resistencia térmica y las interacciones que estabilizan una
estructura proteica se han reportado algunas diferencias en términos de composicién de
aminodcidos o disposicién espacial de los residuos, pero una de las diferencias mds notables
involucra los puentes salinos: las proteinas hipertermoestables tienen interacciones electrostaticas
mas fuertes que sus contrapartes mesostables. Se ha reportado que distintos puentes salinos
pueden verse afectados de manera diferente por la temperatura y esto podria influir en la
geometria de estas interacciones, asi como en la compacidad de la proteina a la resistencia
térmica al menos en cierta medida. También se ha observado un menor nimero de cavidades y
un contacto relativo promedio mds alto (una medida de la proximidad de aminodcidos no
adyacentes dentro de una proteina plegada) al comparar proteinas termoestables con sus
pardlogos mesoestables y ortélogos. Cabe destacar que el efecto hidrofébico y la
hidrofobicidad de los residuos parecen jugar ain un papel marginal en la estabilizaciéon de
proteinas, aunque se consideran las principales fuerzas que impulsan el plegamiento de

proteinas (Miotto et al., 2019).

Para que toda proteina resista el estrés térmico, la evoluciéon dio paso a
interacciones  residuo-residuo  energética y estructuralmente Sptimas. Estudiar la
termoestabilidad es fundamental por varias razones que van desde los aspectos teéricos a los
aplicativos, como obtener informacién sobre los principios fisicos y quimicos que rigen el
plegamiento de proteinas y mejorar los procesos biofarmacéuticos y biotecnolégicos. Una
caracterizacién completa de las propiedades térmicas de una proteina viene dada por el
conocimiento de dos contribuciones: (i) la estabilidad termodindmica, definida como la
diferencia en la energia libre entre los estados plegado y desplegado (DG) vy (ii) resistencia

térmica, descrita por la temperatura de fusién (Tm)(Miotto et al., 2019).
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La estabilidad de la proteina puede determinarse experimentalmente in vitro
manipulando las condiciones ambientales (por ejemplo, temperatura) para promover la
desnaturalizacién de la proteina. La reaccidén de despliegue puede ser seguida por diferentes
técnicas y el punto medio de la transicién de despliegue serd caracteristico de un sistema
especifico. Para el despliegue térmico, se puede determinar una Tm, que corresponde al punto
medio de la curva de despliegue y evaluar el efecto de una condicién dada sobre la
estabilizacién de proteinas mediante un efecto sobre el valor Tm. Por lo tanto, un compuesto
estabilizador o formulacién de tampén dard como resultado un aumento en la temperatura de
desnaturalizaciéon y el cambio térmico resultante (ATm) es una medida relativa de estabilizacién

de proteinas en las condiciones probadas (Miotto et al., 2019).

En el citoplasma de los organismos terméfilos aparecen concentraciones elevadas
de solutos compatibles que contribuyen a la termoestabilidad de las enzimas, dcidos nucleicos
y moléculas biolégicas ldbiles como el ATP . Estos solutos estdn, generalmente, cargados
negativamente y la mayoria estdn incluidos en 2 categorias: unos son derivados de hexosas con
el grupo hidroxilo del C1 comUnmente bloqueado en una configuracién a, y otros son
polifosfodiésteres (Lamosa et al.,, 2006). Ademds, se ha demostrado que algunos solutos tales
como el manosilglicerato, el di-glico-fosfato y sus derivados estabilizan y preservan
biomateriales (Patent No. PT103442A, 2007). La estabilizaciéon de proteinas por moléculas
pequefias puede mejorar significativamente la expresién y purificacién de proteinas, la calidad
de las proteinas purificadas, el proceso de cristalizacién, o tener una aplicacién terapéutica
potencial para recuperar y mantener la estructura y funcién de las proteinas. Las moléculas
pequenas con el potencial de rescatar las proteinas mal plegadas estimulando su plegamiento
correcto, estabilizando las conformaciones nativas y / o el trafico correcto y la funcién in vivo,
se conocen como chaperonas farmacolégicas o quimicas, respectivamente si el ligando se une

directamente a la proteina o no (Lucas et al., 2019).
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Nuestros experimentos anteriores habian demostrado la capacidad de la
granulisina recombinante en modelos de desarrollo de tumores humanos xenotransplantados en
ratones atimicos (Al-Wasaby et al.,, 2015). Este tratamiento exigia que la granulisina se
inyectara de forma intratumoral. Con el objetivo de acercarnos a una aplicacién clinica con mas
posibilidades, decidimos dirigir la granulisina hacia los tumores haciendo uso de la ingeneria
molecular de anticuerpos, permitiendo asi una inyeccién sistémica del tratamiento. Como prueba
de concepto, en colaboracion con la Dra. Laura Sanz, del Hospital Puerta del Hierro de Madrid,
generamos una inmunotoxina quimérica combinando la granulisina con el fragmento de
anticuerpo scFv dirigido contra el antigeno tumoral CEA, llamado MFE23. Demostramos que esta
inmunotoxina era activa contra tumores que expresaban CEA, tanto si el tratamiento se
inyectaba intratumoralmente como si se inyectaba de forma sistémica, mientras que la
granulisina sélo era activa si se inyectaba de forma intratumoral (Ibdfiez-Pérez et al., 2019).
Sin embargo, al estar la expresiéon de CEA limitada a tumores de colon o gdstricos, la aplicacién

de esta inmunotoxina estaria limitada a ese tipo concreto de tumores.

Es por ello, y en colaboracién con el Dr. Ramén Hurtado, investigador del BIFI
(Instituto de Biocomputacién y Fisica de Sistemas Complejos) de la Universidad de Zaragoza
experto en mecanismos de glicosilacién de proteinas y en el antigeno Tn, enfocamos el presente
estudio basado en el desarrollo de inmunotoxinas dirigidas contra este antigeno usando los scFv
de los anticuerpos SM3 y AR20.5, como se ha descrito en la Introduccién. Las proteinas
recombinantes de fusién fueron disefiadas por el Dr. Hurtado y se escogié la levadura P. pastoris

como sistema de expresion.

Ademds, debido al bajo rendimiento de produccién de las inmunotoxinas a partir
del sobrenadante de P. pastoris, buscamos mejoras biotecnolégicas para optimizara este

proceso.
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Para abordar este objetivo, colaboramos con el grupo de investigacién con del Dr.
Javier Raso del Centro de Biotecnologia de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria, y se
utilizé la técnica de campos eléctricos pulsados o PEF, de sus siglas ene inglés (Pulsed Electric
Field). Hay pocas publicaciones sobre la producciéon de proteinas recombinantes en levaduras
usando esta técnica, y ninguna con aplicacién en el tratamiento del cdncer, por lo que el uso de

esta técnica es innovador.

En el presente trabajo nos propusimos:

1) Optimizar un protocolo de produccién de las inmunotoxinas anti-Tn conjugadas

con GRNLY.

2) Determinar la estabilidad de las inmunotoxinas y optimizar el uso de

lio/criopreservantes.

3) Establecer la capacidad de las inmunotoxinas anti-Tn para reconocer a su

antigeno.

4) Determinar la capacidad antitumoral de las inmunotoxinas anti-Tn en lineas

celulares tumorales.

5) Estudiar el mecanismo de accién de las inmunotoxinas en lineas tumorales de

cdncer que expresan el antigeno.

6) Estudiar la direccionalidad de la molécula a través de ensayos in vivo mediante

administracién sistémica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos celulares

3.2 Lineas celulares
En este trabajo se emplearon las siguientes lineas celulares:

1. Jurkat, linea celular de Leucemia Linfobldstica Aguda de células T, clon
E6-1; H929, linea celular de Mieloma Miltiple; MDA-MB-231, linea celular de
adenocarcinoma de mama; MCF-7, linea celular metastdsica de adenocarcinoma de
mama; Capan-2, linea celular de carcinoma pancredtico; Mia PaCa-2 y PANC-2, lineas
celulares de adenocarcinoma de pdncreas; HT-29, linea de adenocarcinoma de colon.
Todas se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC, USA).

a. Mia Paca-2 deficientes en BAX/BAK, con sus respectivos controles
con el pldsmido vacio, fueron amablemente cedidas por Alfonso Serrano,
doctorando de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Zaragoza
UNIZAR.

b. JURKAT deficientes en BAX/BAK, fueron elaboradas por la Dra.
Adriana Aporta.

Mantenimiento de los cultivos celulares

Las células se incubaron en un incubador termostatizado a 37°C en aire himedo y
con 5% de COa. Los frascos de cultivo con tapén de filtro, las pipetas y todo material para el
efecto se usé en condiciones de esterilidad en las campanas de flujo laminar del Departamento

de Bioquimica y Biologia Molecular de la UNIZAR.

Las células Jurkat y H?29 fueron cultivadas en medio RPMI 1640, suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina y
GlutaMAX 2mM. El cultivo se mantuvo con una densidad de hasta un millén de células por ml; lo

que corresponde a un pase cada 3 6 4 dias.
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El resto de lineas celulares fueron cultivadas en medio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), suplementado con 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina, 100ug/ml de
estreptomicina y GlutaMAX 2mM. Para los pases se tomé en cuenta las recomendaciones de la
ATCC sobre la concentraciéon de las células en el medio, esto es aproximadamente un millén de
células por ml previa tripsinizaciéon y los ratios de los subcultivos dependiendo de cada tipo
celular, asi las CAPAN-2 requirieron ratios de 1:2 a 1:4, las Mia PaCa-2 ratios de 1:3 a 1:8.

Se usé estas consideraciones para expandir las células para los ensayos in vivo.

Asi mismo, segun recomendaciones de la ATCC, la criopreservacion de las lineas
celulares se hizo en SFB 95% y dimetilsulféxido (DMSQO) 5% a una densidad celular de 5 x
10¢/ml. En primera instancia se congelé durante 24 a 48 horas en un congelador a -86°C y

luego se trasladé a un contenedor de nitrégeno liquido.

Para el proceso de descongelacién de las células se procedié a realizar un lavado
con 10 ml de medio de cultivo y posteriormente sembrar las células a una densidad doble de

la que se empled para los pases.

Contaje y viabilidad celular

La determinacién de viabilidad celular se hizo mediante una solucién al 0,4% de
azul de tripan en 0,15M de NaCl (Sigma, Madrid). Este colorante es capaz de ingresar al
citoplasma de las células con pérdida de integridad de la membrana celular. Luego de mezclar
el colorante con la suspensién de células (50ul de cada uno), se procedié al contaje en una
cdmara de Neubauer (hemocitémetro) en un microscopio (Optiphot, Nikon). La férmula usada

para calcular la densidad celular es la siguiente:

Total de células viables en los 4 cuadrantes x 10000
2

N?@ células viables/ml =

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular se utilizé esta férmula:

N células viables

%viabilidad celular =
vviabilidad celular N células viables + N° células muertas
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De esta forma se controlé que los cultivos mantuvieran una viabilidad superior al

90%.

3.3 Clonaje de las Inmunotoxinas anti Tn

Material Genético de inicio

Para este trabajo se usé el pldsmido integrativo pPICZa. Las caracteristicas de este

constructo son las siguientes:

- pUC ori: permite la replicacién del plasmido en E. coli.

- Promotor AOXT: se induce por metanol y dirige la integracién del
plasmido en el locus AOXT de Pichia mediante recombinacién homéloga.

- Factor a: permite la secrecién eficiente de proteinas

- Sitio de clonaje multiple: permite la insercion de ADN en el vector de
expresion

- Epitopo c-myc: permite la deteccidén con anticuerpo anti-myc

- Terminador de la transcripcion AOXT: incrementa la estabilidad del
mARN permitiendo un eficiente procesamiento del extremo 3’ del mARN, incluyendo
poliadenilacién

- Gen de resistencia a zeocina (antibidtico de amplio espectro): sirve como
marcador de seleccién. Se encuentra precedido por los promotores TEFT y EM7 y seguido

del terminador de la transcripcién CYC1

El ¢<DNA de la granulisina humana y de las inmunotoxinas se integran
direccionalmente entre los sitios de corte de enzimas de restriccion Cla | y Xba | que se
encuentran en el sitio de clonaje multiple de pPICZa-C y pPICZa-A, respectivamente dentro del

marco de lectura. Ver Fig. 19.

El plasmido pPICZa-C-GRNLY fue sintetizado por la Dra. Laura Sanz (Hospital
Puerta de Hierro, Madrid) a partir de la secuencia de DNA de GRNLY humana cedida a nuestro
grupo por el Dr. Alan Krensky (Northwestern University, Chicago). Respecto a los pldsmidos

pPICZa-A-SM3GRNLY y pPICZa-A-AR20.5GRNLY; fueron disefiados por el Dr. Ramén Hurtado
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(Instituto de Biocomputaciéon y Fisica de Sistemas Complejos BIFl de la Universidad de

Zaragoza).
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Fig. 19 Esquema de la estructura del vector pPICZo.A Recuperado de

https:/ /www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/2set=yeast_plasmids&plasmid=pPICZ(alpha)_A&format=png

Preparacién de células competentes
E. coli DH50a se hizo “competente” para transformacién mediante la apertura de los

poros en la membrana con CaCl2 a baja temperatura. El procedimiento consistié en sembrar E.

coli DH50at en un tubo de 50 ml con 10 ml de medio LB liquido en agitacién (180rpm) a 37°C

70



toda la noche. De ese producto se usé 200 ul para diluir en 20 ml de medio LB fresco y repetir
la incubacién hasta alcanzar una absorbancia de aproximadamente 0.3-0.4 OD a 600 nm, que
equivale a una concentracién de 5-10 x 107 bacterias/ml. Seguidamente, se incubé en hielo
por 30 min y se centrifugé 8 minutos a 4°C y 8000xg. Se lavé una vez con agua estéril, se
incubaron en 10 ml de CaCl2 50 mM frio por 15 minutos y se volvié a centrifugar 8 minutos a
3000xg. Finalmente, se resuspendié el decantado en 4 ml de una solucién de CaCl2 50mM con

15% de glicerol y se congelé a -80°C hasta su utilizacién.

Transformacién bacteriana y expansién

En el caso de pPICZa-C-GRNLY el procedimiento de transformacién bacteriana

hasta la transfeccién en P.pastoris fue realizado por Raquel Ibéfiez Pérez, quien amablemente

nos cedié las levaduras .

La transformacién de E. coli DH5a competentes con pPICZa-C-Ar20.5-GRNLY o
pPICZa-C-SM3-GRNLY se hizo por choque térmico. Se descongelaron dos alicuotas de
aproximadamente 200 pl incubdndolas en hielo y en cada una se afiadieron bajo llama 50 ng
de ADN plasmidico y tras 20 minutos, se introdujeron en un bafio a 42°C durante un minuto y
medio mds dos minutos en hielo nuevamente. Se afadié 1ml de medio liquido LB en cada alicuota
y se incubé a 37°C con agitacién 200 rpm durante dos horas. A continuacién, se sembraron las
bacterias transformadas en medio LB sélido (1,5%) con zeocina (25 Pg/ml) a 37°C toda la
noche, de forma que crecieron las bacterias que incorporaron el pldsmido. De las colonias que
se desarrollaron, se seleccioné al azar cuatro para cada proteina, se cultivaron por separado
en tubos de 50 ml con 10 ml de medio liquido LB y 25ug/ml de zeocina en agitacién a 180rpm

a 37°C toda la noche.

Seleccién de las bacterias con mayor nivel de expresién

Se aislé el pldsmido mediante mini preparacién con el kit “Nucleospin ® Plasmid
Easypure”. Para comprobar si se aislaron los pldasmidos con el peso molecular adecuado se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%, compuesto por 0,3 g de agarosa (Scharlau),
30 ml de tampoén TAE 1x (tampédn de Tris-Acetato de EDTA, pH 8,3 Invitrogen) y para teiir el
DNA, 3 ul de SYBR® Safe (Invitrogen). La visualizacidn de los geles se realizé en un Gel Doc
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2000 transiluminador (BioRad). Para expandir los plasmidos en mayor cantidad, se cultivaron
las colonias trasformadas de E. Coli en medio LB con zeocina (25 Hg/ml) utilizando el kit
“Quantum Prep™ Plasmid Midiprep*. En ambos casos, mediante un aparato NanoDrop®

(NanoVue) se determiné la concentracion y pureza de los pldasmidos obtenidos.

SM3GRNLY SM3GRNLY AR20.5GRNLY Ar20.5GRNLY
No digerida  digerida No digerida  digerida

LG
]
Hll"ll

Fig. 20 Gel de agarosa de plédsmidos de inmunotoxinas anti-Tn en E. coli. Se aislé
el pldsmido mediante mini preparacién con el kit “Nucleospin Plasmid Easypure”. Los pldsmidos se
linearizaron con la enzima SACI y se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Transfeccién de P.pastoris mediante electroporacion

Se linealizé los pldsmidos con la enzima Sacl, la cual tiene un sitio de corte Unico
dentro de pPICZa-A. Seguidamente, para comprobar que el plasmido se digirié correctamente,
se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%, ver Fig.21. Posteriormente, se
realizé la limpieza de restos de la digesfic;n (sales y gel de agarosa residual) y se purificéd el

plc;smido utilizando el kit AccuPrep® Gel Purification (Thermofisher).
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La cepa de P.pastoris usada inicialmente en el protocolo de produccién de
SM3GRNLY y AR20.5GRNLY inicialmente usada fue Smd1168 (Mut+). Sin embargo, la

transformacién no fue exitosa y debimos usar X-33 (Mut+).

Previo a la electroporacién, se realizd, bajo llama, un procedimiento para hacer
competentes a las levaduras P.pastoris : primero, se incubé en hielo con una solucion de 100 mM
LiAc; 10 mM DTT; 0,6 M sorbitol y 10 mM Tris-HCl a pH 7.5 durante 30 minutos, luego se
centrifugé a 2000rpm por 5 minutos y se decantd el sobrenadante; después, con otra solucion
de sorbitol 1 M se hicieron 3 lavados. Para electroporar se mezclé 20ul de plasmido digerido
con 80ul de levadura en una celda (Gene Pulser® /MicroPulser™Electroporation Cuvettes,
0.2cm gap) que se introdujo en la cdmara del electroporador MicroPulser ™ de BIORAD, en el
programa Fungi, protocolo “P.pic.” Las levaduras transfectadas se plaquearon en YPDS (10 g/L
de extracto de levadura; 20 g/L de peptona; 2% dextrosa; 182,2 g/L de sorbitol, pH 6) con
zeocina (200 pg/ml) incubéndolas 3-10 dias a 30°C hasta que aparecieron colonias. A modo
de control, se plaquearon las celulas de P.pastoris electroporadas en ausencia y presencia del
pldsmido linealizado en medio con zeocina. Las células sin el plc;smido no crecieron en placas
con zeocina, confirmando que el proceso de electroporacién fue correcto. Finalmente, de las
levaduras electroporadas, se eligieron algunas colonias sembradas en agar YPD + zeocina y
se replaquearon usando el mismo medio para, mas adelante, elegir la cepa mdés eficiente
mediante produccién a pequefia escala (2ml/tubo) y electroforesis en gel de acrilamida e

Inmunoblot (ver Figura 21).
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Fig. 21 Inmunoblot de la expresién de inmunotoxinas en P.pastoris. Se crecieron en
tubos de 50 ml las levaduras por 24 horas con medio BMGY y después por 48 horas con medio
BMMY, el sobrenadante se usé para hacer un gel SDS-PAGE al 15% y luego una transferencia a
una membrana de nitrocelulosa. El revelado se hizo mediante un anticuerpo primario mouse anti-

HIS tag(Genscript) y un anticuerpo secundario anti-mouse-PO.

3.4 Cultivo de P.pastoris

Una vez escogidas las colonias que mas proteina recombinante produjeron, se
probaron diferentes pH para establecer el tampdén mds adecuado para los cultivos. Se

establecié que el pH 6.5 es el 6ptimo tanto para la expresién de SM3GRNLY como para

AR20.5GRNLY.

Se hizo un precultivo de las levaduras seleccionadas en placas Petri con medio YPD
agar (Formedium CCMO110)-zeocina (200ug/ml) a 4°C, de donde se tomaron unas pocas
colonias para que crezcan en placa con el mismo medio en un lapso de 24 horas, seguidamente
se recogid el mayor nimero de células con asa estéril y se inocularon en un matraz de 2000ml
con medio BMGY (10 g/L de extracto de levadura; 20 g/L de peptona; 100 mM tampdn

fosfato pH6; 13,4 g/L base de levadura nitrogenada sin aminodcidos ni sulfato de amonio;

3.4.1 Protocolo inicial
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Iml/L glicerol y 0,4mg/L de biotina) en un volumen de 250ml/matraz a 30 °C, en agitacién a
250rpm durante un dia para que crezca la levadura. Después se realizé un cambio de medio
a BMMY (10 g/L de extracto de levadura; 20 g/L de peptona; 100 mM fqmpc;n fosfato pHé;
13,4 g/L base de levadura nitrogenada sin aminodcidos ni sulfato de amonio; 0,5 ml/L metanol
y 0,4 mg/L de biotina), manteniendo el cultivo a 18 °C en agitacién durante tres dias para
inducir la expresién de la proteina recombinante. A partir del segundo dia, cada 24 horas, se

anadié metanol a una concentracién final de 1% en el medio.

3.4.2 Protocolo optimizado

Se introdujo un formato de control de procesos, el mismo que se adjunta en ANEXO
1. El uso de este formato nos permitié comparar las diferentes producciones para establecer
qué fases debian corregirse. En lugar de almacenar levaduras transfectadas en placas Petri, se
hicieron con glicerol puro a -80°C. A partir de esas cepas se usé un vial para sembrar 50ml de
medio YPD broth (Yeast extract, Peptona, Dextrosa /FORMEDIUM CCM0210) en un matraz de
250ml - a 30°C en agitacién a 250rpm durante 24 horas hasta alcanzar una ODeoo de al
menos 1 (10Dsoo= 3 X 107). Tradicionalmente se cree que a mayor biomasa al inicio de la
induccidn se corresponde con mayores rendimientos en la produccion de proteinas heterdlogas
en menor tiempo. En un estudio realizado por Holmes y colaboradores en el 2009 observaron
que el aumento en la biomasa celular, al inicio de la induccién, incrementé los niveles de
produccién de proteina verde fluorescente de 140 mg a 450 mg, y argumentan que este
comportamiento se debe a que la acumulacién del metanol en el medio de cultivo durante la
induccidén no alcanzé niveles téxicos para las células (Lopes et al., 2014). En nuestro caso los
niveles mdés altos registrados fueron de 107 células por ml. Se introdujo control microbiolégico
mediante microscopia y se duplicd el volumen de produccién con buenos resultados. Luego de
centrifugar se elimind el sobrenadante y se cambié por medio BMMY, para inducir la expresién
de las proteinas. Ademds, se incrementé en 50% la administracién de metanol durante la fase

de expresién.

Si se obtenian células de caracteristicas adecuadas, es decir sin contaminacién y a
concentraciones de 1 x 107-108, se procedia a tomar un volumen suficiente para alcanzar una

concentracién no menor de 1 x 10¢ y continuar la fase de crecimiento en medio BMGY, el cual
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tiene como fuente de carbono no fermentable el glicerol y 24 horas después cambiar el medio
a BMMY, el cual tiene como fuente de carbono el metanol, que ademds cumple las funciones de
inductor de la expresién de las inmunotoxinas. En primera instancia se usé BMMY a 0,5% (v/v)
de metanol para que las levaduras toleren el mismo y luego incrementar el porcentaje para
inducir mdas expresion (Invitrogen, 2014). Cabe destacar que introdujimos casaminodcidos a
nuestro medio de cultivo en base a publicaciones que reportan incremento de la produccién

(Kaushik et al., 2016), pero no conseguimos mejorar el rendimiento.

3.5 Electroporaciéon por Campo Eléctrico Pulsado

Para aumentar todavia mds la produccion de proteinas recombinantes, se usé la
técnica de electroporaciéon campo eléctrico pulsado o PEF, de sus siglas en inglés Pulsed Electric
Field. Para ello, el precipitado de levaduras que fueron centrifugadas para separar del
sobrenadante se llevé al Centro de Investigacion y Biotecnologia de los Alimentos (CITA) de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza, donde Diéderich Aguilar y Carlota

Delso, del equipo del Dr. Javier Raso, aplicaron dicha técnica.

El equipo PEF utilizado en esta investigacién fue el modelo comercial EPULSUS®-
PM1-10 (Energy Pulse System, Lisboa, Portugal). Se resuspendieron las células de P. pastoris en
tampén Mcllvaine (pH 7,0 y 1,50 mS / cm) a una concentracién de alrededor de 108 células /
mL y se trataron con PEF en flujo continuo (5,0 | / h) en una cdmara de electrodos paralelos de
3,0 cm de largo, 0,50 cm de ancho y un espacio de 0,40 cm. El tiempo de residencia medio
calculado en la cdmara de tratamiento fue de 0,40 segundos. Se utilizé un intercambiador de
calor consistente en un serpentin sumergido en un lote termostdtico para fijar la temperatura
inicial de la levadura antes del tratamiento a 10 ° C. La temperatura de la suspensién de

levadura después de la cdmara de tratamiento con PEF nunca superé los 30 ° C. Ver Fig. 22.
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Fig. 22 Equipo de PEF, Tecnologia de los alimentos, Facultad de Veterinaria, Instituto
Agroalimentario de Aragén-1A2, Universidad de Zaragoza-CITA. A la izquierda se encuentra la
fuente de poder EPULSUS®-PM1-10 (Energy Pulse System, Lisboa, Portugal). La suspensién de
levaduras se impulsa a partir de la botella inferior por una manguera mediante la bomba
peristéltica (parte inferior) y pasa a la cdmara de enfriamiento, luego ingresa a la cdmara de
electrodos que estd arriba y las levaduras electroporadas se recolectan en la botella de la parte
superior.

Las células de P. pastoris se trataron con PEF a una intensidad de campos eléctricos
entre 8 y 20 kV / cm durante tiempos de tratamiento entre 15 y 180 [s. Después de los
tratamientos, se vertieron diluciones decimales seriadas en placa en papa-dextrosa-agar para
analizar la inactivaciéon de las células de P. pastoris. El nmero de células viables se expresé en
unidades formadoras de colonias (UFC), correspondiente al nimero de colonias contadas
después de 48 h de incubacién a 25 ° C. Los datos de inactivacién se expresaron como la
relacién entre el nimero inicial de supervivientes (No) y el nimero de supervivientes después de

diferentes tiempos de tratamiento (Nt).
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Se controlé la liberacién de proteina de células de P. pastoris no tratadas y tratadas
con PEF (12,16 y 20 kV / cm para 15 a 180 Ys) después de 180 minutos de incubacién a 20
°C en una solucién tampén Mcllvaine (0,2M Na2HPO4 y 0,1M Acido citrico) de pH 7 y 1 mS /
cm de conductividad. El andlisis cuantitativo de las proteinas liberadas se llevé a cabo mediante
el procedimiento de microplaca del kit de ensayo de proteinas Pierce ™ BCA (Thermo Scientific,

Rockford, IL 61105 EE.UU.).

La optimizacion de el protocolo descrito se puede ver a continuacién, en la Fig. 23.
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Fig. 23 Optimizacion del tratamiento PEF en P.pastoris. Panel izquierdo: Inactivacion de P. pastoris
por tratamiento con PEF con diferentes intensidades de campo eléctrico. Tratamiento de 8kV /cm (o), 12kV/cm

(v), 16 kv /cm (m ), 20 kV / cm (A). Panel derecho: efecto de diferentes intensidades de campo eléctrico en la
extraccion de proteinas intracelulares. Tratamiento de 12 kV /cm (m), 16 kV/cm (A),20 kV /cm (¥) y control ( ).

3.6 Purificacion de proteinas recombinantes

3.6.1 Protocolo inicial

Concentracién del sobrenadante y Didlisis

Se centrifugé el cultivo a 9600rpm a 4°C por 5 minutos y luego por 25 minutos mds,

la primera fase para separar las células mds grandes y la segunda para decantar los sélidos
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de menor tamanio. El sobrenadante de las levaduras se filiré mediante un sistema de filtracién

por vacio primero con un filiro de 0,45 um y luego con un filtro de 0,22 um. Seguidamente, se
concentré la granulisina en un concentrador Pellicon XL Ultracel 5 kDa 50 cm2 (Millipore) y las

inmunotoxinas con un concentrador Pellicon XL Ultracel 30 kDa 50 cm2 (Millipore). Se redujo 1 1
hasta aproximadamente 100 ml. Este sistema de concentracién necesité una bomba peristéltica
que ajusté la velocidad de concentrado en este caso a 48 ml/min. Desde el vaso de la
alimentacién, el sobrenadante pasé a la membrana de filtracién (Pellicon XL), donde la solucién
sin profefnq se acumuld en el vaso del permeado y la profefnq pasd de nuevo hacia el vaso de

alimentacién hasta alcanzar el volumen deseado tal como se puede ver en la Figura 24.
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Fig. 24 Fases de concentraciéon y Elucién. lzquierda: Equipamiento para
concentracién del sobrenadante de P.pastoris (tomado de VIVAFLOW 50/50R/200) antes de
la fase de elucién. En el frasco de alimentacién se vierte el sobrenadante sin concentrar y el
flujo de la bomba peristdltica lo lleva al cassette de filirado (Pellicon XL Ultracel de 5 y 30
kDa), el sobrenadante con moléculas de menor tamafo pasa al permedado y las demds
regresan al frasco de alimentacién, donde se retiene el volumen concentrado, que mds tarde se
eluye a través de las columnas de Nit*NTA agarosa donde las proteinas recombinantes con
colas de histidinas se unen, mediante enlaces de coordinacién al Nit* y son disociadas con una
solucién con imidazol.
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A confinuqcic;n, se realizé una dialisis en 5 | de fqmpc;n de lavado (300 mM de
NaCl; 50 mM de Tris-HCl y 20 mM de imidazol, pH 7,4) con agitador magnético a velocidad

alta durante la noche con la finalidad de cambiar el tampén.

Purificacién en columna de Nit+

La GRNLY vy las inmunotoxinas expresan una cola de histidinas, las cuales forman
enlaces de coordinacién entre sus anillos de imidazol y el catién Nit*. Este es el mecanismo que

permite la purificaciéon de las proteinas recombinantes.

La resina de Nitt

con dcido nitriloacético (Ni-NTA) agarosa (Qiagen) se lavéd 2
veces con tampén de lavado (2500 rpm durante 2 minutos) y se resuspendié en la misma solucién
para luego incubarla con el sobrenadante resultante tras la dialisis (promedio de 100 ml por
litro procesado). Después se colocé en una noria en rotacién a 4 °C durante 1 hora
aproximadamente y se lavéd tres veces con fqmpc;n de lavado a 2500 rpm durante 5 minutos
previa agitacién en una noria durante 15 minutos. Finalmente, la resina se trasvasé a una
columna de elucién de 15 ml (Poliprep, BioRad) y se esperd aproximadamente 15 minutos para
que decantara, enfriando la solucién con bafio de hielo. Finalmente, las proteinas recombinantes

se eluyeron con 5 volimenes de tampén de elucién (250 mM de imidazol, 300 mM de NaCl y

50 mM de Tris- HCl a pH 7,4). Todo este proceso debe hacerse con soluciones a 4°C.

Posteriormente, la resina se regenerd para poder reusarla. Para ello, se aplicaron
lavados sucesivos con 5 volimenes de las siguientes soluciones: Imidazol 1M, Cloruro de sodio

1M, agua mili Q y finalmente se conservéd la resina en una solucién de etanol al 20%.

Cambio de tampén y concentraciéon por amicédn

Para cambiar el fqmpc;n de elucién por PBS se concentré con membranas Amicén de
3 kDa (Millipore) para la GRNLY recombinante o membranas Amicén de 30 kDa (Millipore)

para las inmunotoxinas. Previo a su primer uso, los filtros se “activaron” lavando con agua mili

80



Q, luego una solucién de NaOH 0,1 M y finalmente con agua mili Q. Después de usadas, las
membranas Amicon se conservaron en una solucién de etanol al 20% a 4°C para reutilizarlas
tras un lavado con agua mili Q. Finalmente, la solucién resultante se esterilizé a través de un
filtro de 0,22 um y las proteinas se conservaron a 4°C. En el caso de las inmunotoxinas se pudo
evidenciar precipitacién de las proteinas durante esta fase final de la concentracién o dias mas
tarde, a 4°C o al descongelar; sin embargo, este fendmeno no se observd en el caso de la

GRNLY.

Para determinar la concentraciéon de las proteinas se utilizé un ensayo colorimétrio
a 550 nm de d&cido bicinconinico (BCA) (Pierce™), en un equipo Multiskan EX 355, (Thermo
Electronic Corporation). También se realizaron espectros de absorcién de 240 a 400 nm y se
estimé la concentracién a partir de la absorbancia a 280 nm usando como coeficientes de
extincién 58830 M' cm! para AR20.5GRNLY, 62380 M-! cm! para SM3GRNLY y 8730 M-!
em! para la GRNLY. A continuacién, se puede ver un control de calidad de las producciones

antes de la optimizacién del protocol (Fig, 25).
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Fig. 25 Control de produccién de SM3GRNLY, a la izquierda Inmunoblot y a la derecha
gel de poliacrilamida de la misma proteina. Se observa muestras del sobrenadante que se tomaron
en cada fase de la produccién de proteina con el protocolo inicial.
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3.6.2 Protocolo optimizado

Purificacion en columna de Ni** sin concentracién del sobrenadante

Se establecié que el procesamiento del sobrenadante se podia iniciar
inmediatamente o congelar para luego procesar previo filtrado (filiro de 45um y luego de

22um).

Basdndonos en el protocolo de Chase (Chase, 1994) en donde se indica que es
factible la purificacién de proteinas directamente de materias primas que contienen particulas,
como caldos de fermentacién y preparaciones de células lisadas, sin la necesidad de eliminar
previamente los sélidos en suspension, decidimos pasar directamente a la fase de purificacién
de la proteina en la resina de Nit* -NTA agarosa (Qiagen); previa centrifugacién y filtracién
del sobrenadante por un filtro de 0,45 um y después por otro de 22 um. Respecto al tiempo
de incubacién del SN (sobrenadante) con la resina, el manual Invitrogen indica que una hora de
incubacién en agitacién a 4°C es suficiente; sin embargo, se ensayé hasta 12 horas de

incubacién y se establecié que el tiempo para optimizar el rendimiento de purificacién.

En la fase de elucién de la proteina los cambios mds relevantes consistieron en el
recambio de Ni** de la resina y la sustitucién de agua en lugar de PBS en la proteina final, lo
que nos permitié usar la liofilizacién como técnica de concentracién y no solo de conservacién.
Siendo que se reusé la resina, se observé que a mds usos el color de la misma cambia de celeste
/turquesa a gris a pesar de la regeneracién en base a imidazol 2M y NaCl 1M. El protocolo
de recambio de Ni** se basa en el uso de una solucién de EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético) 2M, lavado con agua miliQ, 5 volimenes cada fase y se conservé en

una solucién de etanol al 20% a 4°C.

Este protocolo optimizado de purificacién, cambio de tampén y concentracién se

aplicé también al resultado de la electroporacién por PEF.
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3.6.2.1 Cambio de tampon y concentracion por didlisis

Se hicieron pruebas con la finalidad de evitar el uso de las membranas Amicon, en
vista de la precipitacién y en algunas ocasiones, la fragmentacién de las inmunotoxinas,
evidenciada en la electroforesis de control. Para ello, se usé un tampén de elucién de PBS con
imidazol 250mM y para eliminar el imidazol se hizo didlisis en PBS (5 |) con una membrana de

didlisis durante una a dos horas con agitador magnético a velocidad alta.

3.7 Conservacion de la proteina

El aumento en la produccién de las inmunotoxinas vino acompafnado de precipitacién
pos-congelacién, lo que nos obligd a investigar una solucién al respecto. Realizamos un ensayo
de Estabilidad térmica mediante Thermofluor para establecer el tampén éptimo para la
estabilidad de la proteina con la colaboracién del PhD Ramén Hurtado Guerrero y Javier
Macias, del BIFl.  Ademds, decidimos probar diferentes conservantes/crioprotectores
convencionales como sacarosa, glicerol y suero fetal bovino ademds de la liofilizacién y la

congelacién (Haque, et.al. 2015; Tonnis et al., 2015; Twomey, et.al. 2015).

3.8 Ensayos de estabilidad térmica

3.8.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron mediante Calorimetria Diferencial
de Barrido, tambien conocida como “ensayo de desplazamiento férmico”, Thermal Shift Assay,
Thermofluor o abreviado DSC, de sus siglas en inglés Differential Scanning Calorimetry. Este
método se basa en el uso de una sonda fluorescente sensible, es decir, un fluoroforo con bajos
rendimientos cuanticos en agua, pero que es altamente fluorescente en disolventes orgc;nicos.
Este fluoroforo se anade a una solucion de profefnq, que después se somete escalonadamente

a temperaturas crecientes. A medida que la proteina se desnaturaliza, su nucleo hidrofébico es
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expuesto y el fluoroforo interacciona con éste, produciendo un aumento de la fluorescencia. De
esta maneraq, el desplegamiento de la proteincl se puede detectar en funcion de la temperatura
a traves del aumento de la senal de fluorescencia. La Tm o temperatura de desnaturalizacién
aparente, es el punto medio en la curva de desnaturalizacion de la proteincl (Lucas et al., 2019).

En la Fig. 26 a continuacién se puede ver un esquema de este ensayo.

*

W W

5X conc. 5X conc. 5X conc.
buffer solution salt solution additive solution dH20
Sul |5 ul (optional) 5 ul (optional) (6 ul)
Liquid-handling robot
or multi-chanel pipettel @)
SYPRO Orange
Seal the 96-well PCR-plate 5000X
with chemical resistant seal DMSO-solution
quick spin 237 ul of water
(+4C) + 3 ul of
SYPRO Orange
5000X

=20 uM

|~ 1240 ul of working
protein solution /

dye-solution 62X
96 xk 4 2ul

Add the solution with the
help of a repeater pipette Seal the PCR-plate
with an optical clear lid

quick spin

(+4C)
B !E o MylQ RT-PCR
i \. " | Gradient5C to 95C (1C / min)
i | — : \ ’
! ! export s EX 485/20; Em 530/30X

data p =2h
s
Data processing « 230N

Fig. 26 Boivin et al. (2013) Esquema del protocolo de Thermal Scanning Fluorometry
o Thermofluor.
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El DSC se realizo en una placa de PCR de 96 pocillos y se utilizo el termociclador
Stratagene MX3005P (Agilent Technologies). Las proteinas recombinantes se colocaron en un
volumen final de 48 pl del tampén correspondiente, a una concentracién final de 5 uM, fueron
incubadas en presencia de SYPRO ORANGE (Invitrogen) a una concentracién final de 5X
(tomada de una solucion stock 5000X especificada por el fabricante). La reaccion se realizo en
75 ciclos de 60 s cada uno, con una temperatura inicial de 25 °C y un incremento de un 1 °C
por ciclo. La fluorescencia emitida fue capturada en cada ciclo y fue representada gréficamente
con el programa Graphpad prism. Para obtener la Tm, los datos de la curva fueron ajustados

a la ecuacién de Boltzmann.

3.8.2 Dispersiéon Dindmica de luz

Dispersiéon Dindmica de luz (del inglés Dynamic Light Scattering (DLS)) es 0til para
la evaluacién del grado de homogeneidad de una muestra (Khlebtsov & Khlebtsov, 2011). El
radio hidrodindmico de la proteina GRNLY se determiné en un equipo de dispersién de luz
DynaPro NanoStar (Wyatt Technology). Las medidas se realizaron en cubeta de pldstico con
una concentracién de proteina de 16 UM en la muestra de GRNLY 478 y 12 uM en la muestra
de GRNLY 1202, ambas en tampén PBS, pH 7.4. Se midié la fluctuacién temporal de la
intensidad de luz dispersada (658 nm) a 90° durante 20 periodos de 2 s, y se estimé el
coeficiente de difusién y el radio hidrodindmico promedio de la proteina a partir de la funcién

de autocorrelacién. Estos estudios los realizé el Dr. Adridn Veldsquez en el BIFI.

3.9 Conservantes/Crioprotectores y La Congelacién

Los productos biofarmacéuticos basados en proteinas como los anticuerpos
monoclonales recombinantes, las vacunas, las citocinas y las hormonas, generalmente se
producen como soluciones acuosas. El almacenamiento de estas soluciones, a menudo costosas,
en condiciones ambientales puede conducir a una degradacién rdpida de la proteing, lo que
resulta en la formacién de productos que estdn inactivos o incluso provocan respuestas

inmunitarias no deseadas. Para obtener una vida Util suficiente, estos productos generalmente
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se almacenan y transportan refrigerados (Tonnis et al.,, 2015). Sin embargo, la congelacién y
el secado inducen importantes tensiones térmicas, osméticas, mecdnicas, fisicas y quimicas. Estas
tensiones pueden hacer que las proteinas y las enzimas se dafen irreversiblemente por
desnaturalizacién, agregacion o cristalizaciéon. Ademds, durante el almacenamiento, se ha
demostrado que ciertos productos farmacéuticos continGan perdiendo actividad y eficacia e
incluso desarrollan caracteristicas inmunogénicas que causan efectos secundarios no deseados y

un resultado terapéutico inferior (Twomey et al., 2015).

Para proteger los productos bioldgicos contra las tensiones por el congelamiento, el
secado y el almacenamiento, a menudo se afiaden a la formulacién farmacéutica o al
bioespecimen productos quimicos crio / lioprotectores (por ejemplo, trehalosa, sacarosa,
glicerol, aminodcidos, dimetilsulféxido). Independientemente del mecanismo de proteccién que
ofrecen, los crio / lioprotectores deben localizarse junto con los biolégicos para garantizar la
mdxima accidén protectora. Sin embargo, los gradientes térmicos y osméticos y las tensiones
mecdnicas inducidas durante los procesos de congelacién y secado pueden causar la separacién
fisica del crio / lioprotector. Estas tensiones también pueden causar variaciones espaciales en
la distribucién de otros excipientes (como los iones tamponantes y los agentes de carga) dentro

del medio congelado o seco (Twomey et al., 2015).

La primera prueba de conservacion de este estudio la hicimos usando simplemente
la congelacién; sin embargo, se observé la precipitacion de las inmunotoxinas, aunque no ocurrid
lo mismo con la GRNLY. Por consiguiente, se ensayaron diferentes conservantes como sacarosa
y glicerol iniciando con concentraciones (v/v) de 5% hasta niveles de 0.006% y sometiendo a
congelacién a -20°C. Finalmente escogimos al glicerol como conservante a 2% en el stock
congelado. La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios reporta en la Ficha
Técnica del Glicerol que “La toxicidad aguda en rata y raton es pequeﬁq. Los valores de DL50
por via oral son superiores a 20 ml/kg tanto en raton como en rata, tambien en ambas especies
se situan en 4,9 ml/kg y 4,4 ml/kg por via intravenosa., respectivamente, y 7,1 ml/kg y 6,9
ml/kg por via intraperitoneal., respectivamente”(Agencia Espafola de Medicamentos y
Productos Sanitarios, 2011). “Los estudios de mufqgénesis y cqrcinogénesis realizados muestran
la ausencia total de estas actividades”(Agencia Espaiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios, 2011). Estas concentraciones son muy superiores a las que usamos en los

experimentos in vivo.
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3.10 Liofilizaciéon

La liofilizacién se considera uno de los mejores métodos de secado que conserva en
gran parte las propiedades organolépticas y nutricionales de los alimentos, asi como la
bioactividad de los productos bioldgicos. El proceso consiste principalmente en la congelacién y
la posterior deshidrataciéon por sublimacion. Debido a la ausencia de agua liquida y las bajas
temperaturas requeridas para la liofilizacién, la mayor parte del deterioro y las reacciones
microbiolégicas se retardan dando como resultado un producto final de alta calidad y que se
puede conservar a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo (Mosquera-Vivas

et al.,, 2019).

Para la liofilizacién las proteinas se colocaron en tubos de 1,5ml y se congelaron a
-80°C o0 -196°C. Dentro del liofilizador, los tubos se destapan y se cubren con varias capas de
Parafilm (Sigma) a las cuales se hace varias perforaciones con una aguja. El liofilizador B.Brown
Biotech SA. Modelo CHRIST ALPHA 1-4 se preparé 30 minutos antes siguiendo el protocolo de
manejo del equipo y cuando se alcanzé los -50°C se colocd los tubos en una gradilla para
introducirlos en la cdmara de sublimacién. Después de asegurarse de que se han cerrado las
diferentes vdlvulas se produce el vacio mediante la bomba de vacio BUSCH Vacuum Zebra RH
010 B 1ph por un periodo de 24 horas, luego de lo cual las muestras se recogieron siguiendo
el protocolo inverso. Las proteinas se reconstituyeron con agua destilada si la proteina se habia
hecho en PBS o en PBS si la liofilizacién se habia hecho con as proteinas disueltas con agua
destilada. En general, la liofilizacién y la recuperacién de la bioactividad de las inmunotoxinas
tras la reconstitucién es mejor si la liofilizacién se hace en PBS y la reconstitucién se hace con el

mismo volumen de agua destilada para conservar la misma concentracién de sales.

3.11 Gel de Agarosa

Para preparar un gel de agarosa al 1% se pesé 0,33 g de agarosa y se disolvid

en 30 mL de buffer TAE 1X calentando la mezcla contenida en un matraz en un horno de

microondas hasta lograr una mezcla homogénea. A esta solucién se la enfria y se agrega 3
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de SYBR-safe (Thermo Fisher Scientific) agitando para homogenizar. Se colocé cinta adhesiva
en ambos extremos de la bandeja, se vacié con mucho cuidado la mezcla evitando hacer
burbujas y se colocd un peine en un extremo. Se dejé enfriar hasta que polimerizé el gel. Se
colocé 10ul de las muestras en cada pocillo con buffer de carga. Se corrié el gel a 90 volts
durante una hora. Se retird el gel y se observé en un transiluminador estdndar a 300 nm.
También se usé el equipo Gel Doc 2000 BioRad para visualizar la muestra usando el software

Quantity One software.

El tampdn TAE 50X estd formado por 242g de Tris Base 2M, 57.1ml de Acido
Acético Glacial y 100ml de EDTA 0.5 M, pH 8.0. Esta solucién se afora con 1000ml de H20
ultra pura. El buffer de carga (6X) se almacena a 4°C; estd formada por glicerol 30% (v/v),

Azul de bromofenol 0.25% (p/v)y Xileno Cianol FF 0.25% (p/v).

3.12 Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida e Inmunoblot

El Western Blot es una de las técnicas mds comunes en la deteccién y andlisis de
proteinas. Consiste en una primera fase de electroforesis en gel de SDS- poliacrilamida donde
las proteinas desnaturalizadas son separadas en funcién de su peso molecular. La separacién
electroforética de proteinas fue realizada mediante geles SDS-PAGE discontinuos (12-15%)
(Shapiro et al., 1967). Con un gel de conservacién de 4% acrilamida/bisacrilamida; 0,125 M
Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1% APS 10% y 0,05% TEMED. Y el gel de resolucién de 12%
acrilamida/bisacrilamida; 0,75 M Tris-HCl pH 8,8 ; 0,1% SDS; 0,1% APS 10% y 0,05% TEMED
(Anel & Kleinfeld, 1993). La visualizacién de las proteinas fue realizada mediante tincién con
Azul de Coomassie (0,25% Brilliant Blue-R en 45% metanol, 10% acético) y posterior lavado
con 45% metanol, 10% acético, o bien por transferencia de las proteinas a membrana para su
inmunodeteccién por inmunoblot con los anticuerpos conjugados correspondientes. Se utilizé un

sistema de electroforesis PowerPac HC (Bio-Rad).

Como control de calidad del proceso de produccién, se guardaron alicuotas a 4 °C
para analizarlas mediante electroforesis desnaturalizante similar a la descrita y un inmunoblot

transfiriendo las proteinas separadas en el gel a membranas de nitrocelulosa mediante un
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equipo de transferencia semiseca Trans-blot CD Semi-dry Transfer Cell BioRad (a 20V y 400mA
durante 55 minutos) en presencia de un tampén de transferencia (TrisHCL 48mM pH 8,3; glicina
39mM, SDS 0,037% y metanol de calidad HPLC 20% v/v). Después, todos los pasos se
realizaron en agitaciéon. Primero se bloqueé la membrana con una solucién de leche desnatada
en polvo al 5% en tampén B durante una hora, las proteinas fijadas en la membrana se
detectaron con el anticuerpo THE™ anti-His (GenScript), que detectd la cola de histidinas que
poseen nuestros constructos a una diluciéon 1:1000. A confinuqcic;n, tras el lavado, se anadié
anticuerpo secundario anti-mouse IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma) por una

hora. Mas adelante, se lavd con tampon B para eliminar el exceso de anticuerpos.

La deteccion de los complejos se llevé a cabo mediante quimioluminiscencia (ECL).
Esta tecnica se basa en la deteccion de la luz emitida por la oxidacion de luminol, un sustrato

quimioluminiscente, por parte de la peroxidasa. Se utilizé dos técnicas de revelado:

1. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con el reactivo
Inmobilon membranes Western Blot (Millipore) para hacer la transferencia a una
pelicula fotogrdfica (High perfomance chemiluminescence film, GE HealthCare) a
temperatura ambiente, en oscuridad por 5-20 segundos. La exposicic;n de las
pelfculqs se llevd a cabo dentro de un cassette de revelado rqdiolc;gico
(HypercassetteTM, Amersham Bioscience). Después, las pelfculqs se revelaron,
mediante inmersion en soluciones de revelador-agua (Sigma) y destilada-fijador

(Kodak), variando el tiempo de solucion de revelador segun la senal obtenida.

2. Mediante el equipo Amersham Imager 600 (General Electric
Healthcare) que procesa la imagen digitalmente, aplicando el reactivo “Pierce ®
ECL Western Blotting Substrate” (Thermo Scientific) por 2 min y usando el software
que viene incorporado en el equipo, escogiendo la opcidén de Quimioluminiscencia

automatica.
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3.13 Andlisis de masas

Los andlisis protedmicos se realizaron en la Plataforma de Protedmica de Servicios
Cientificos Técnicos del CIBA (IACS-Universidad de Zaragoza), miembro de ProteoRed ISCIIL. El
andlisis de masa exacta se llevé a cabo en un espectrometro de masas MALDI-TOF (4800 plus
MALDI TOF/TOF, Sciex). Las muestras fueron acidificadas con 0.1 % de dcido trifluoroacético
(TFA). Posteriormente se mezclaron con la matriz (una solucién saturada de dcido sinapinico a
10 mg/mlL preparada en 50% ACN 0.1% TFA) y se depositaron por duplicado en una placa
MALDI Opti-Tof 384 (Sciex). Los andlisis se realizaron en modo lineal positivo con un voltaje de
aceleracion de 20kV, un rango de masas de 20000-100000, focus 66000, 1000
disparos/espectro y una intensidad de laser de 4500. El equipo se calibré con una mezcla de

estandares de proteinas (ProteoMass Protein MALDI-MSCalibration Kit MSCAL3, Sigma).

3.14 Estudios de unién de las inmunotoxinas al antigeno Tn.

Estos estudios se realizaron usando la técnica de Resonancia de Plasmones
Superficiales o SPR (de sus siglas en inglés Surface Plasmon Resonance). El SRP es un método
basado en la éptica para medir el cambio en el indice de refraccién cerca de la superficie del
sensor, ho requiere marcaje y es capaz de medir en tiempo real las cinéticas y afinidades de
unién de una proteina a su ligando. SPR se ha desarrollado y realizado predominantemente
utilizando la tecnologia BiacoreTM (Uppsala, Suecia). En un instrumento Biacore, la superficie
del sensor es una pelicula delgada de oro sobre un soporte de vidrio, que forma el piso de una
celda de flujo a través de la cual fluye continuamente una solucién acuosa. Las moléculas
receptoras de proteinas se inmovilizan en la superficie del sensor, y el ligando (generalmente
llamado molécula de analito) se inyecta en la solucién acuosa para detectar la reaccién de
unién. A medida que los ligandos se unen a las moléculas receptoras inmovilizadas, se observa
un aumento en el indice de refraccién (expresado en unidades de respuesta, RU o unidades de
resonancia). Después de un tiempo de asociacién deseado (es decir, cuando todos los sitios de
unién estdn ocupados), se inyecta una solucién que no contiene ligando a través de la celda de
flujo para disociar el complejo proteina-ligando. A medida que el ligando se disocia de la
proteina inmovilizada, se observa una disminucién de RU. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que la inmovilizacién de proteinas afecta las entropias conformacionales y traslacionales

/ rotacionales, y por lo tanto, la tasa de asociacién (Du et al., 2016).
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Para los ensayos de SRP se usé un equipo Biacore X-100 (Biacore, GE). Se trabaijé
con un un tampén HSP-EP a pH 7.5 (Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, con 2% de
DMSO y 0,05% de Tween x100) como buffer de ejecucién a 25°C. Las inmunotoxinas
SM3GRNLY y AR20.5GRNLY fueron inmovilizadas en un chip sensor CM5 (Biacore, GE)
siguiendo los métodos estdndar de unidén de aminas. Brevemente, la superficie de
carboximetildextran de la celda de flujo 2 fue activada durante 7 minutos con una inyeccién a
un ratio 1:1 de una solucién acuosa de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide (EDC) a 0.4
M y sulfo-N-hidroxisuccinimida a 0.1 M. Luego, la inmunotoxina se acoplé a la superficie durante
7 minutos usando varias diluciones en acetato de sodio a 10 uM a pH4.0. Los ésteres activos sin
reaccionar en la superficie se bloquearon mediante una inyeccién de 7 minutos de etanolamina-
HCl acuosa a 0,1 M (pH 8.0). Los niveles de inmovilizacién fueron de 5700 unidades de
resonancia (RU) para SM3GRNLY y 6800 RU para AR20.5GRNLY. La celda de flujo 1 fue
tratada de la misma forma que en la celda de flujo 2 (procedimiento de acomplamiento de
aminas) sin proteina para que sirva de control. Previamente, se prepararon soluciones madre
de péptido-ligando MUCT-Tn a 50mM en el buffer de ejecucién. Se inyectd una serie de
compuestos diferentes en el chip sensor a un caudal de 30 [l / min durante un periodo de 1 min
seguido de un periodo de disociacién de 1 min. Los datos del sensograma fueron doblemente
referenciados usando el software Biaevaluation X-100 (Biacore, GE). Los datos experimentales
de las medidas de afinidad se ajustaron a un modelo de unién especifico de un sitio usando el
software Prism. Este ensayo fue realizado por el Dr. Francisco Corzana (Universidad de la Rioja)

en el servicio de SPR del Instituto de Quimica Orgdnica General del CSIC (IQOG-CSIC, Madrid).

3.15 Ensayos para la determinacion de la especificidad del reconocimiento de Tn

por Citometria de flujo

Se utilizaron 1 x 103 células por cada condicién lavadas 2 veces con una solucién
de PBS con 5% de SFB. Se incubaron en hielo con SM3GRNLY, iSM3GRNLY, AR20.5GRNLY,
iAR20.5GRNLY o un anticuerpo comercial (Tn Antigen Monoclonal Antibody (Tn 218) (Thermo-
Fisher Scientific MA1-90544) a una concentracién de 10 g/ml (0,9uM) disueltos en la misma
solucién de lavado. Tras 1 hora se hizo un lavado con PBS con 5% de SFB, se incubd con el
anticuerpo de ratén anti cola de histidinas (THE™ HisTag Antibody, GenScript USA) a una
concentracién de 0,5mg/ml diluido 1:200 vy, tras incubar otra hora a 4 °C, se afiadié un
anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de ratén conjugado con FITC (Caltag) a una dilucién

1:200. Finalmente se incubé otra hora a 4 °C y se lavé dos veces. La fluorescencia asociada a

91



las células se determiné y cuantificé en un citémetro de flujo BD FACSCalibur (Becton Dickson

S.A).

3.16 Ensayos de funcionalidad de la proteina recombinante

3.16.1 Ensayos de citotoxicidad in vitro

Uno de los métodos mas usados para analizar la muerte celular por apoptosis es a
través del marcaje con Anexina-V /FITC, La Anexina-V tiene una alta afinidad por la PS, la cual
se ubica en la cara interna de la membrana plasmatica en las células viables y cuando se activa
la apoptosis, la PS se trasloca a la hemicara externa de la membrana por activacion de la via

intrinseca o extrinseca de la apoptosis (Martin et al., 1995).

Las células de las diferentes lineas tumorales se sembraron en un volumen de 50 pl
de medio de cultivo a una concentracién de 3 x 10% en placas de fondo redondo en el caso de
las células en suspensidén y, a 6 x 10° en placas de fondo plano en el caso de las células
adherentes. En un volumen de 50 Ll se afiadié la proteina de la cual se queria establecer su
accion citotéxica por el periodo deseado, alcanzando un volumen final de 100 pl. Los controles
negativos se hicieron con las mismas cantidades de PBS o medio de cultivo. Pasado el tiempo
de incubacién deseado, se centrifugd las células en suspensién y se eliminé el sobrenadante o
se obtuvieron las células adherentes retirando el sobrenadante, lavando con PBS y agregando
100 pl de tripsina e incubando a 37°C entre 5 y 15 minutos dependiendo de la linea celular.
Después se agregé medio de cultivo para neutralizar la tripsina y se centrifugé. Las células
precipitadas se lavaron con PBS. Se aiiadieron entonces 0,1 pl del stock de Anexina-V-FITC
preparado por nuestro grupo por punto en 100ul de tampén ABB (Anexin Binding Buffer) y 1,5
pl de 7-AAD. Se incubé durante 10-15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. A
continuacién, se hizo el andlisis por citometria de flujo (BD FACSCalibur Becton Dickson S.A.),

analizando la sefial de FITC en FL1-H y la del 7-AAD en FL3-H.

Ademds de con Anexina/FITC, las células sometidas a los distintos tratamientos se

marcaron también, en algunos ensayos, con 7-AAD, una sonda fluorescente que tiene afinidad
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por el ADN, que solo da marcaje positivo si se ha producido una permeabilizaciéon de la
membrana plasmética. El tampén ABB estd compuesto por Hepes/NaOH 10mM pH7.4, NaCl
140mM, CaCl2 2,5 mM.

3.16.2 Ensayos de citotoxicidad in vivo
3.16.2.1 Modelo murino NUDE

La primera descripcién de ratones atimicos desnudos fue presentada por Flanagan
en 1966 en el Reino Unido después de su descubrimiento en el stock de ratones albinos en el
Laboratorio de Virus del Hospital Ruchill en Glasgow, Reino Unido en 1962. Flanagan (1966)
describié por primera vez sus rasgos fenotipicos y genéticos, y asignd el efecto de la falta
visible de cabello a un nuevo gen recesivo (localizado en el cromosoma 11), al que llamé
desnudo (cuya abreviatura es nu, a menudo se usa para describir el gen o la combinacién de

alelos nu / nu) (Szadvari et al., 2016).

El rasgo mds importante de estos ratones que son utilizados en la investigacién del
cdncer, es su falta de timo y, en consecuencia, hay una incompetencia de la inmunidad mediada
por células T. Los linfocitos T son ademds responsables de la reaccién del huésped frente al
injerto (llamada HVGR), que ocurre cuando un huésped rechaza un trasplante (tanto alo- como
xeno-). En consecuencia, estos cambios en el sistema inmune de los NUDE permiten el crecimiento
y eventualmente metdstasis de las células tumorales de xenoinjertos. Macroscépicamente, la piel
de ratones atimicos desnudos carece o tiene muy poca cantidad de pelo. Otra caracteristica es
su crecimiento retardado, fertilidad reducida, y una vida mds corta debido a su debilidad

general (Szadvari et al., 2016).

La mutacién espontdnea generd pérdida de funcién que resultdé en una homocigosis
recesiva en el locus del gen FoxN1 (Forkhead box, anteriormente llamado Whn o Hfh11), que
codifica factores de transcripcién. Los heterocigotos no exhiben cambios fenotipicos (Szadvari
et al., 2016). El modelo NUDE puede generar dificultad para el desarrollo de tumores debido
a la actividad de las células NK, siendo sobretodo dificil el desarrollo de tumores provenientes
de células hematopoyéticas malignas. Se recomienda el uso de ratones entre 5 a 10 semanas

de edad para mejorar la tasa de injerto y la reproducibilidad de los estudios.
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La realizacién de ensayos in vivo fue precedida por la autorizacién por el Comité
Etico Asesor en Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza y se llevaron a cabo
en el Animalario de Inmunodeprimidos de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Zaragoza dirigido por la Dra. Blanca Conde. En esta investigaciéon se usaron modelos
heterotdpicos con administracién subcutdnea de lineas celulares tumorales en las que se ha
descrito la expresion de MUCT-Tn: lineas de carcinoma de pdncreas PANC-1, CAPAN-2 (Qu et
al.,, 2004) y MIA PACA-2; linea de adenocarcinoma de mama MCF-7 (Medeiros et al., 2013)
y adenocarcinoma de pulmén A549 (Croce et al., 1999). En primera instancia se establecié el
inéculo mds adecuado y la capacidad tumorigénica registrando el tamano tumoral mediante un
calibre electrénico. Se midié el largo y ancho, a partir de lo cual se calculé el volumen tumoral

ancho?+largo
2

usando la férmula: V =

Una vez que se establecié el mejor modelo, en base a los ensayos in vitro de
citotoxicidad, afinidad de las inmunotoxinas por Tn y crecimiento en los ratones NUDE, se
escogid la linea tumoral de adenocarcinoma pancredtico CAPAN-2 para realizar la prueba de
tratamiento in vivo. Para ello se inyectaron 5 x 10° de células de forma subcutdnea
resuspendidos en matrigel. Los tratamientos no comenzaron hasta que el tumor hubiera
alcanzado un tamaiio de 200mms3, lo cual en el caso de este tumor ocurre tras 15 dias-1 mes
después de la inyeccidn. Los ratones se dividieron en cuatro grupos experimentales, con 5 a 7
ratones por grupo: grupo control, en el que se hicieron inyecciones intraperitoneales (i.p.) de
500 pl de PBS con 2% de glicerol cada dos dias; grupo GRNLY, el que se inyectaron i.p. 0.5
nmol por g de peso siguiendo la misma pauta temporal; grupo SM3GRNLY, en el que se
inyectaron i.p. 0.5 nmol por g de peso; y grupo AR20.5GRNLY en el que se inyecté i.p. 0.3 nmol

por g de peso. Se realizaron 10 inyecciones sistémicas de los tratamientos correspondientes.
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Fig. 27 Los ratones fueron anestesiados en un equipo de anestesia marca Harvard (A)
con una mezcla de isofluorano/oxigeno en una cdmara de anestesia a un flujo de 4 | /min y
Oxigeno para induccidn; luego, se trasladaron a una mdscara de anestesia (B) y se procedié a
medir el tamafio del tumor con un calibre electrénico y/o administrar el tratamiento correspondiente.
Una vez extraido el tumor, se procedié a pesar y a medir nuevamente (C).

3.16.2.2 Modelo murino NOD Rag gamma, NRG

Los NRG son ratones congénitos NOD que poseen la mutacién Rag1null (Rag1KO o
Rag1tm1Mom) en el cromosoma 2 y la mutacién IL2rynull (IL2RycKO o 112rgtm1Wijl) en el
cromosoma X. Estos ratones mutantes NRG también se denominan ratones mutantes dobles NOD-
Rag1null IL2rynull o ratones NOD.Rag1KO.IL2RycKO. Se produjeron mediante el cruce de
ratones NOD-Rag1™! con ratones NOD-scid IL2rg™!. Las crias se cruzaron y criaron para que
fueran homocigéticas para la mutacién Raglnull, homocigéticas (para las hembras o
hemicigéticas para los machos) para la mutacién nula de IL2ry ligada al cromosoma X, y de

tipo salvaje para la mutacién scid. El trasfondo genético es equivalente a N9. Toleran el injerto
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de células madre de sangre de corddn después del acondicionamiento por irradiacion (que
conduce a poblaciones de células hematopoyéticas de multiples linajes y un repertorio completo
de células inmunes humanas, incluidas las células T humanas) y del injerto de células
mononucleares de sangre periférica humana en ratones adultos no acondicionados. Son modelo
para estudios de injerto de células linfohematopoyéticas humanas que requieren un huésped

radiorresistente (jax.org, 2021; Maletzki et al., 2020).

Los ratones NRG carece de células T, B, NK y ademds tiene un sistema innato
deficiente por una activacién constitutiva de SIRPa, que da sefiales de “don’t eat me”

constantemente a los macréfagos (Takenaka et al., 2007).

Este modelo murino, se lo conoce también como: NOD-scid IL2Rgammanull, NOD-scid
IL2Rgnull, NSG, NOD scid gamma. Son extremadamente inmunodeficientes. Estos ratones portan
dos mutaciones en su trasfondo genético NOD / Shilt); inmunodeficiencia combinada grave
(scid) y un alelo nulo completo de la cadena gamma comin del receptor de IL2 (IL2rgnull). La
mutacién scid se encuentra en la proteina del complejo de reparaciéon del ADN Prkdc y hace
que los ratones sean deficientes en células B y T. La mutacién IL2rgnull previene la sefializacién
de citocinas a través de miltiples receptores, lo que conduce a una deficiencia en las células NK
funcionales. La inmunodeficiencia grave permite que los ratones se humanicen mediante el injerto
de células madre hematopoyéticas (HSC) CD34 + humanas, células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), xenoinjertos derivados del paciente (PDX) o células madre y tejidos adultos.
Los ratones NSG inmunodeficientes permiten la investigacién de la funcién inmunitaria humana,
enfermedades infecciosas, diabetes, oncologia y biologia de células madre (Brendel et al.,

2020; Okada et al.,, 2019; Wang et al., 2018).

Trece ratones NOD.Cg-Rag 1tm1 MomlL2rgtm1Wil/SzJ de 3 semanas de vida fueron
amablemente proporcionados por el Dr. Miguel Sanmamed. Los animales se manejaron en el
Animalario del Centro de Investigacién Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra
bajo las condiciones libres de patégenos con ciclos de luz/oscuridad de 14/10. Se realizé el
xenotransplante de la linea de adeconcarcinoma de colon HT-29. Para el efecto, previamente,
se administré i.p. una solucién de Ketamina 45% v/v (Ketamidor 100 umg/ml) y rocuronio 10%
v/v (Rompur), se rasuré el flanco derecho y se inoculé via subcuténea, 3 x 10¢ de células de la

linea de adeconcarcinoma de colon HT-29 suspendidas en PBS.
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Luego de 24 horas se procesd 6 tubos de sangre de donantes sanos (volumen total
de 80 ml) previa firma de consentimiento informado. La sangre se obtuvo mediante leucoféresis
en la Clinica Navarra usando un equipo Cobe Spectra (Cobe). Se diluyé la sangre 1:2 en PBS
en tubos de 50 ml y luego se separd las células mediante gradiente de Ficoll. Se centrifugé a
2200 rpm durante 22 min a 22°C con el programa de aceleracién-desaceleracién lenta. Se
trasvasé los monocitos a un tubo de 50 ml y se centrifugdé durante 4 minutos a 2000 rpm. El
sedimento con los leucocitos se resuspendidn en PBS. Se conté en la cdmara de Neubauer. Se
inyecté 8 x 10% de PBMC;s (del inglés peripheral blood mononuclear cells) en un volumen 100
ul con una jeringa de 300 ul (aguja de 30G) en el seno venoso retro-orbital (dngulo externo

del ojo derecho).

Los tumores se vigilaron hasta que alcanzaron un radio de 3,5 mm y se inicié
tratamiento a todos los ratones concomitantemente. Se dividié en tres grupos, uno recibié PBS,
otro GRNLY (40 M) y dos ratones no recibieron tratamiento alguno para vigilar el crecimiento
tumoral. Se administré cada 48 horas 50 pl del tratamiento correspondiente intratumoral
usando una jeringa de insulina de 0,5 ml y aguja de 30 G por 5 veces. Se vigilé estrechamente
el peso de los animales y su estado de bienestar segun la escala de severidad de la Directiva
2010/63/EU de Proteccién de los animales Utilizados para fines cientificos. Uno de los animales
fallecié antes de iniciar el tratamiento y a otro se debié aplicar eutanasia en base los criterios

de punto final humanitario antes de terminar el ensayo.

3.17  Anadlisis Histopatolégicos

Los tumores extraidos de los ratones NUDE fueron fijados en una solucién de
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 24 horas a 4°C, tras lo cual, se trasvasaron a una
solucién alcohélica al 70%. Los tumores de los ratones humanizados NSG se fijaron de la misma

manera y fueron procesados en el Laboratorio de Anatomia-Patolégica del CIMA.

El procesamiento de los tejidos y posteriores tinciones (histoquimica, DAPI e
inmunohistoquimica), fueron llevados a cabo en el Servicio Cientifico-Técnico de Anatomia

Patolégica del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.
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Las muestras de tejidos fueron procesadas en casetes con malla utilizando un
protocolo estandar (procesador rdpido de tejidos automdtico Tissue-Tek Xpress x50; Sakura,
Japan). La confeccién de los bloques se realizé con la unidad de confeccidén de bloques (Leica
EG1150) tras lo cual se solidificaron en una placa fria. Las muestras embebidas en parafina se
cortaron en secciones de 3Um de grosor (Microtomo de rotacién Leica RM2255). Dichas secciones

fueron recogidas en portaobijetos Superfrost y se dejaron secar durante toda la noche a 37°C.

3.17.1 Tincion con Hematoxilina-Eosina

Para la tincién histoquimica de hematoxilina-eosina, las secciones obtenidas segun
el apartado 2.12.1 fueron desparafinadas en xileno durante 10 minutos y rehidratadas en
soluciones decrecientes de etanol (100%, 100%, 96%, 70%; 5 minutos cada una), y agua
destilada (5 minutos). Los nicleos de las células fueron tefiidos por inmersién en hematoxilina de
Carazzi (Bio-Optica; ref.05-0612L) durante 22 min. Tras esto, las secciones fueron lavadas en
agua corriente durante 5min. Los citoplasmas fueron tefiidos por inmersién en una solucién
hidroalcéholica de eosina amarillenta al 3% (Chem-Lab; ref. CL04.0506.0025) durante 18
minutos, tras lo cual se realizaron inmersiones rapidas en etanol al 70% durante 30 segundos.
Finalmente, las secciones fueron deshidratadas en soluciones ascendentes de etanol (70%, 96%,
100%; 15 segundos cada una), se limpiaron con xileno durante 15 segundos y se montaron con

DPX (resina acrilica con base de xileno) utilizando cubreobjetos de vidrio.

3.17.2 Tincién nuclear con DAPI

El 4’,6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato o DAPI, es un marcador fluorescente que
pertenece al grupo de los colorantes de indol, que se usa para la tincién de ADN (tincién nuclear)

en microscopia de fluorescencia y en citometria de flujo.

Para la tincién nuclear con DAPI, las secciones procesadas previamente fueron
desparafinadas y rehidratadas segin se ha descrito anteriormente. Posteriormente, las
secciones fueron montadas utilizando un medio de montaje que contenia DAPI (Fluoromont-G +
DAPI) y cubiertas con cubreobjetos de vidrio. Pasados 15 minutos en oscuridad, las
preparaciones fueron selladas y se conservaron en nevera a 4°C. Finalmente, las preparaciones

fueron observadas en un microscopio de fluorescencia con excitacién UV.
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3.17.3 Tincién inmunohistoquimica con Caspasa 3

La expresidon de caspasa-3 activa se analizé mediante tincién inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo de conejo anti-caspasa 3 humana (Cell Signaling, Barcelona), el cual

reconoce la forma activa fragmentada de la caspasa3.

Para ello, las secciones procesadas previamente fueron desparafinadas y
rehidratadas segin se ha descrito anteriormente, tras lo cual, se llevé a cabo la recuperacion
antigénica con el PT Link (Dako) a 95°C durante 20 min a pH bajo. Después de la recuperacion
antigénica, se llevé a cabo la inmunotinciéon automatizada (Autostainer Link48; Dako) con un
protocolo previamente optimizado en el SCT de Anatomia Patolégica, segin el cual, la
peroxidasa endégena se bloqued durante 5 min con EnVision FLEX Peroxidase-Blocking, tras el
cual se realizé otro bloqueo con suero de caballo al 2,5% durante 20 minutos y, a continuacion,
se incub6 con el anticuerpo primario Caspapa-3 Activa (Cell Signaling, Barcelona) a una dilucién
1/400 durante 60 minutos. Como sistema de visualizacién, se utilizé un sistema dual conjugado
HRP de conejo para amplificacion de la sefial (Vector) y 3,3'-diaminobencidina (DAB) para el

desarrollo de la sefial después de la precipitacion en los sitios de unién del anticuerpo primario.
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4. DISCUSION

Se conoce desde hace tiempo la funcién antibacteriana y antiparasitaria de la
GRNLY de 9KDaq, lo cual se ha confirmado y ampliado en estudios recientes (Crespo et al.,
2020; Dotiwala et al,, 2016; Stenger et al.,, 1998). Su funcién antitumoral en condiciones
fisiolégicas no ha sido demostrada, aunque existen abundantes datos que la relacionan con la
respuesta inmune antitumoral y con un buen pronédstico (Kishi et al.,, 2002; Pagés et al., 2005;
Sparrow & Bodman-Smith, 2020). En cualquier caso, estudios de nuestro grupo han demostrado
que la GRNLY recombinante es capaz de matar células tumorales in vitro a través de la via
apoptdética mitocondrial (Aporta et al.,, 2014; Gamen et al.,, 1998; Martinez-Lostao et al.,
2015). Esta actividad antitumoral de la GRNLY recombinante se ha demostrado también in vivo,
mediante inyeccién intratumoral (Al-Wasaby et al., 2015). Para mejorar la direccionalidad de
la molécula, con miras al tratamiento sistémico, una aproximacién podria ser la conjugaciéon de
un anticuerpo dirigido contra una molécula tumoral, o antigeno asociado a tumor. Nuestro
equipo disefid tres inmunotoxinas que conjugaron la GRNLY con scFv, uno dirigido contra CEA
(Antigeno carcino-embrionario) (Ibdnez-Pérez et al, 2019) y dos contra el antigeno Tn
(Guerrero-Ochoa et al., 2020); antigenos tumorales ampliamente descritas en la literatura. La
administracién sistémica de la inmunotoxina MFE23GRNLY ha demostrado direccionalidad y
capacidad citotoxica superior a GRNLY en un modelo murino (Ibdnez-Pérez et al.,, 2019). Es
decir, esa inmunotoxina posee la combinacién adecuada de estabilidad y alta especificidad
del scFv, asi como la capacidad citotéxica de la GRNLY. Usando P. pastoris como sistema de
expresién fue posible llevar a cabo todos estos estudios. Sin embargo, el rendimiento de la
produccién de SM3GRNLY y AR20.5GRNLY basados en el mismo protocolo fue menor. En este
contexto, el primer objetivo de esta tesis fue optimizar un protocolo de producciéon de

SM3GRNLY y AR20.5GRNLY.

P. pastoris, actualmente K. phaffii, fue desarrollado como sistema de expresiéon de
proteinas hace 50 afios (Cereghino & Cregg, 1999). Invitrogen, duefio de la patente desde
hace 28 anos (Arguelles et al., 2014), desarrollé la cepa X-33, que se usé en la produccién de
nuestras inmunotoxinas. Asimismo, Invitrogen desarrollé un protocolo de produccién para
expresién de proteinas recombinantes, el mismo que ha servido como base para las
investigaciones desarrolladas por nuestro grupo pero que no resulté enteramente eficaz para
los objetivos de este estudio. Si bien se obtuvo proteina, el rendimiento de la produccién fue
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insuficiente para poder planificar ensayos in vivo. Asociado a una produccién diez veces menor
de AR20.5GRNLY comparado con SM3GRNLY, se observé un crecimiento del cultivo de P.
pastoris X-33 transformada con pPICZa-A-AR20.5GRNLY mds lento, requiriéndose en un 40%
de los casos prolongar la fase de crecimiento hasta alcanzar la concentracién celular adecuada.
Estudios previos indican que la cepa X-33 de P. pastoris presenta problemas de crecimiento por
la menor disponibilidad de histidina debido a una mutacién en el gen HIS4p, gen que interviene
en la via de sintesis de L-histidina (Brady et al., 2020). Respecto a si la transformacién de la
cepa con el pldsmido pPICZa-A-AR20.5GRNLY podria haber sido ineficiente, investigaciones
han demostrado que la cepa X-33 tiene una pared celular mds permeable y una mayor
permisividad para las transformaciones, caracteristica que se asocié a incremento de la

productividad de proteinas asociadas a membrana (Brady et al., 2020).

Una de las aproximaciones innovadoras que se utilizaron para mejorar el
rendimiento de la produccién fue la técnica de electroporacién con campos eléctricos pulsados
o PEF. El uso de la electroporacién por PEF con fines de produccién de proteinas recombinantes
solo se habia reportado una vez antes de nuestro trabajo y se hizo usando la levadura
metilotréfica Hansenula polymorpha como sistema de expresién de ferritina humana de cadena
pesada (Ganeva et al.,, 2018). Las ventajas sobre procedimientos estandar de lisis celular son
la disminucién sustantiva de los contaminantes generados con esos protocolos, lo que da una
clara ventaja para la purificacién de las proteinas (Ganeva et al., 2015). La eficacia de la
electroporacién mediante PEF demostré que un alto porcentaje de proteinas recombinantes
queda retenido en las levaduras, lo que no sucedié con las cepas productoras de GRNLY ni de
MFE23GRNLY, de las que no se pudo extraer proteinas aplicando la misma técnica (Raquel
Ibdnez, comunicacién personal). Los ensayos de inactivacién de las levaduras electroporadas
demostraron que el protocolo usado para aplicar los pulsos eléctricos afecta al 99% de la
poblacién celular. En este sentido, podemos afirmar que tanto GRNLY como MFE23GRNLY
recombinantes son secretadas mayoritariamente al sobrenadante del cultivo y que no se precisa

extraer la proteina intracelular mediante PEF.

En el caso de SM3GRNLY y AR20.5GRNLY puede haber mecanismos generadores
de degradaciéon proteica (asociados a mal plegamiento y estrés de reticulo) probablemente
combinados con ineficiencia en la exocitosis de las proteinas, que ya se han descrito en estudios

previos (Delic et al., 2013; Puxbaum et al., 2015) y podrian explicar su baja eficiencia de la

secrecion. Ademds, la cepa productora de GRNLY y MFE23GRNLY es la SMD1168, que difiere
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de la X-33, usada para la expresion de las inmunotoxinas anti-Tn. La cepa X-33 expresa la
proteasa A, una aspartil proteasa que incrementa la actividad de carboxipeptidasa Y y
proteinasa B (Cregg, 1993). Podria ser que esta actividad proteasa fuera un factor que

contribuye a la ineficiente produccion de SM3GRNLY y AR20.5GRNLY.

Finalmente, en la produccién inicial que se usé para la esta investigaciéon no hubo un
control estrecho de las condiciones bioquimicas del cultivo tales como pH, niveles de oxigeno,
niveles de amoniaco, etc. Se ha descrito que la oxidaciéon del metanol en presencia de oxigeno
constituye el primer paso en la asimilacién de esta fuente de carbono, asi como en la obtencién
de energia a partir de la misma. Algunos informes plantean que el metabolismo del metanol en
cultivos de alta densidad de P. pastoris trae como consecuencia un aumento en la demanda del
oxigeno disuelto en el medio de cultivo, de modo que cuando las células crecen bajo condiciones
limitantes de oxigeno disuelto disminuyen los niveles de producciéon de la proteina heterdloga

(Lopes et al., 2014).

Estas consideraciones se tuvieron en cuenta en las mejoras en el protocolo de
produccién y purificacién que se llevaron a cabo en este trabajo. Una vez que se logré mejorar
la productividad de al menos una de las inmunotoxinas (SM3GRNLY), se debié abordar el
segundo obijetivo, determinar la estabilidad de las inmunotoxinas con el objeto de realizar

ensayos in vitro e in vivo.

La estructura de las proteinas es uno de los factores que mds influyen en la
productividad en los sistemas de expresién y en la estabilidad de las moléculas; en el caso de
las moléculas de pequefio tamafio, como es el caso de la GRNLY, hay menos drea de superficie
hidrofébica oculta, por lo cual la transicién entre el estado estable y el inicio de la degradacién
de las moléculas deberia ser mds progresivo (Ericsson, et al.,, 2006; Pantoliano et al., 2001). En
nuestros estudios hemos sido incapaces de observar la desnaturalizacién térmica de la GRNLY,
manteniéndose aparentemente estable a temperaturas superiores a 90°C. Este dato concuerda
con la observacién previa realizada por Ernst et al. (Clayberger et al., 2000) sobre la ausencia
de efecto sobre su espectro de dicroismo circular tras ebullicién durante 10 minutos. Solamente
se observd pérdida de su estructura tras reduccién de sus puentes disulfuro, indicando que éstos

son muy importantes en el mantenimiento de su bioactividad (Clayberger et al., 2000). Asi
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mismo, la experiencia de nuestro equipo de investigacion ha mostrado que la estabilidad de la

proteina se mantiene durante al menos tres meses a 4°C (Alwasaby, 2014; Aporta, 201 3).

La estructura de los pldsmidos de las inmunotoxinas anti-Tn codifican la GRNLY en
la porcién C-terminal seguida de la molécula de scFv y la cola de histidinas unidas a éste, con
dos puentes disulfuro integrados ; mientras que la inmunotoxina anti-CEA fue construida con una
estructura inversa y un solo puente disulfuro integrando la molécula. Ademds, MFE23GRNLY no
ha presentado la precipitaciéon masiva que se vio en el caso de las inmunotoxinas anti-Tn y no
requiere complementarse con conservantes siendo la congelacién suficiente para la conservacion
de la proteina (comunicacién personal Raquel Ibafiez P.). En este contexto, es evidente la
estabilidad claramente superior de la GRNLY respecto a sus inmunotoxinas derivadas vy, por
otro lado, las diferencias estructurales de MFE23GRNLY respecto a SM3GRNLY vy
AR20.5GRNLY podrian otorgarle mds estabilidad. Por otra parte, no se ha demostrado que las

proteasas propias de las cepas de P. pastoris, puedan tener relevancia en estas diferencias.

Nuestros estudios mostraron que disuelta en PBS, la SM3GRNLY presenta un Tm mds
alto (58.4°C) AR20.5GRNLY (42,8°C), lo que concuerda con su mejor rendimiento productivo.
Sin embargo, tanto AR20.5GRNLY como SM3GRNLY precisaron un conservante para
estabilizarlas con fines de congelacién/descongelacién. Estd descrito que la congelacién induce
importantes tensiones térmicas, osméticas, mecdnicas, fisicas y quimicas, las mismas que pueden
hacer que las proteinas y las enzimas se dafen irreversiblemente por desnaturalizacion,
agregacion, cristalizaciéon o inclusive pierdan su actividad y eficacia. Por lo tanto, es necesario
usar moléculas con actividad crio/lioconservante, que protejan para evitar variaciones
espaciales en la distribucién de otros excipientes (como los iones tamponantes y los agentes de
carga) dentro del medio congelado (Twomey et al., 2015). Nordland y colaboradores (2006)
describieron un metodo para buscar componentes de los tampones y pequeaqs moleculas que
aumenten la estabilidad termica de la muestra. Ellos encontraron que los aditivos que aumentan
la temperatura de desnaturalizacion aparente (Tm) de la muestra, también incrementaron el
numero de cristalizaciones exitosas de las proteinas, mientras que los componentes de los
tampones que produjeron una disminucion de la Tm, condujeron a un resultado opuesto. El uso
de sacarosa y glicerol como conservantes se ha reportado en la industria alimentaria y
farmacéutica (Tonnis et al.,, 2015; Twomey et al., 2015). Estos conservantes solucionaron los

problemas de estabilidad tras la congelacién y permitié la ejecucién de los ensayos in vitro e in
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vivo. Los azicares pueden desacelerar las vias de degradacién tanto quimica como fisica de la
proteina en estado sélido mediante una reduccién de la movilidad local y global a través de
interacciones estrechas (es decir, enlaces de hidrégeno) con la proteina. Los azlcares son
generalmente eficaces para proteger contra la deshidratacién, la congelacién y el estrés
térmico (Mensink et al., 2017). Sobre la sacarosa se ha demostrado la recuperacion de 94%

de la bioactividad poscongelaciéon de proteinas combinadas con este compuesto (Peters et al.,

2014).

En una segunda estrategia de conservacién de las inmunotoxinas, usamos la
liofilizacién. La liofilizacién ha sido descrita como una herramienta muy Util para conservacion
de compuestos farmacoldgicos y alimentarios. La liofilizacién se asocia con congelacién,
deshidrataciéon y tensiones interfaciales sélido-liquido. Los azicares no son eficaces para
contrarrestar estos efectos por lo que los tensioactivos se utilizan con frecuencia como
protectores. Ademds, es pertinente mencionar que las condiciones de secado, p. Ej. la velocidad
de congelacién en la liofilizacién también es muy importante para maximizar la estabilizacién
de las proteinas y, por lo tanto, estas condiciones deben elegirse con cuidado (Mensink et al.,
2017). Los resultados demostraron que la liofilizacién, en las condiciones operadas en nuestro
laboratorio, fueron eficientes para conservar la proteina tanto estructuralmente, como
funcionamente. Otra ventaja del uso de esta técnica es la posibilidad de incrementar la
concentracién de los preparados al liofilizarlas disueltas en agua destilada uvltrafilirada y luego

reconstituidas con PBS.

Una vez optimizado el protocolo de produccién y las condiciones de estabilidad
mads adecuadas para las inmunotoxinas, el siguiente paso fue establecer la capacidad de las

inmunotoxinas para reconocer su antigeno en modelos in vitro.

La asociacién entre un anticuerpo y su antigeno, para formar un complejo antigeno-
anticuerpo, se compone de miriadas de interacciones no covalentes. Los residuos de aminodécidos
en el sitio de unién del antigeno, el epitopo, y en el sitio de unién del anticuerpo, el paratopo,
contribuyen intimamente a la energia necesaria para la estabilidad del complejo antigeno-
anticuerpo (Kapingidza et al., 2020). En los ensayos de SPR, las Ko mostradas para el péptido
MUC21T por AR20.5GRNLY y SM3GRNLY alcanzaron niveles comparables a los de sus

respectivas scFv independientes previamente descritas (Martinez-Saez et al., 2015; Movahedin
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et al., 2017), lo que nos proporcioné una informacién de que los constructos podian producir un
efecto antitumoral eficiente. Los resultados del estudio de masas por MALDI TOF proporcionaron
informacién acerca del peso molecular de SM3GRNLY e iSM3GRNLY cercano al tedrico, aunque
harian falta mas estudios para establecer si existen diferencias en la glicosilacién de ambas

moléculas.

El reto del reconocimiento del antigeno en estructuras mdas complejas que las
moléculas aisladas, como el caso de las células, fue superado tanto por las inmunotoxinas
intracelulares, obtenidas mediante PEF como por las proteinas extracelulares obtenidas por el
protocolo optimizado. Acorde con los ensayos de SRP, la capacidad de reconocimiento y unién
a su antigeno se demostré con todas las proteinas recombinantes en lineas celulares en las que
se habia descrito la expresién del antigeno Tn: los adenocarcinomas de pdncreas PANC-1,
CAPAN-2 (Qu et al., 2004), el adenocarcinoma de mama MCF-7 (Medeiros et al., 2013), el
adenocarcinoma de pulmén A549 (Croce et al., 1999) y la leucemia lifocitica aguda JURKAT
(Posey et al., 2016), usando como control negativo el adenocarcinoma mamario MDA-MB-231

(Fujita et al., 2019).

En general, el reconocimiento fue de mayor intensidad, comparado con su control, y
en mayor nimero de lineas celulares, con la inmunotoxina AR20.5GRNLY con respecto a
SM3GRNLY e iSM3GRNLY. Estas dos Ultimas reconocen el antigeno en las mismas lineas celulares
demostrando que la tdctica de electroporacion por PEF produce proteinas recombinantes
bioactivas y funcionales (Guerrero-Ochoa et al, 2020). Ademds, nuestras inmunotoxinas
reconocen el antigeno Tn mediante citometria de flujo mds eficazmente que anticuerpos

comerciales anti-Tn (ver ANEXO 2).

Una vez que se establecié la capacidad de reconocimiento de su antigeno por parte
de las inmunotoxinas, nos propusimos determinar la capacidad antitumoral de las

inmunotoxinas anti-Tn en lineas celulares tumorales.

La capacidad citotéxica de las inmunotoxinas anti-Tn fue superior a GRNLY en
muchas lineas celulares. La linea CAPAN-2, de adenocarcinoma de colon, mostré una gran

respuesta citotdéxica frente a AR20.5GRNLY, iAR20.5GRNLY, SM3GRNLY e iSM3GRNLY. El
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reconocimiento sustancial de Tn por parte de AR20.5GRNLY, SM3GRNLY e iSM3GRNLY en esa
linea celular fue concordante con la respuesta citotdxica superior en comparacién con la GRNLY
y respaldé la decisién de usarla para los ensayos in vivo en el modelo murino. En la linea H929,
de mieloma multiple, en la cual también hubo reconocimiento del antigeno Tn por parte de todas
las inmunotoxinas, se observé una contundente respuesta citotéxica superior frente a SM3GRNLY
e iISM3GRNLY, pero no asi frente a AR20.5GRNLY o iAR20.5GRNLY, siendo estas ultimas
superadas por GRNLY. En estudios previos se ha visto una tasa de respuesta muy eficiente de
esa linea frente a GRNLY tanto en ensayos in vitro como in vivo, por lo que se pone de manifiesto
su gran sensibilidad a la GRNLY que es posible que no pueda ser incrementada por las demas
inmunotoxinas. Ademds, ésta es una linea celular que se cultiva en suspensién, de forma que la
exposicién de toda su superficie celular a la GRNLY podria tener un papel en los resultados

observados.

La leucemia linfobldstica aguda JURKAT, presenta una mutacién de Cosmc, una
chaperona que participa en la funcién de la T-sintasa durante el proceso de glicosilacién de
MUCT. Esta mutacién da paso a la formacién del antigeno Tn, es asi que, en esa linea celular,
que ademds de ser positiva para las inmunotoxinas AR20.5GRNLY, iSM3GRNLY y SM3GRNLY
fue la Onica que también lo fue para una IgM anti-Tn comercial; fue muy sensible a la accién

citotéxica de SM3GRNLY e iSM3GRNLY, superando a la GRNLY de forma significativa.

En la linea MCF7, de adenocarcinoma de mama, en la cual el reconocimiento de Tn
fue positivo solamente con AR20.5GRNLY, también la citotoxicidad celular se observéd
primordialmente frente a iIAR20.5GRNLY y AR20.5GRNLY. Es decir, la respuesta citotéxica tuvo
correlacién con la capacidad de reconocimiento del antigeno. La respuesta citotéxica frente al
adenocarinoma de pulmén A549, en la cual tanto AR20.5GRNLY como SM3GRNLY
reconocieron al antigeno Tn, fue relevante frente a AR20.5GRNLY. PANC-1, linea de
adenocarcinoma de pdncreas, a pesar de haber sido reconocido el antigeno Tn por
AR20.5GRNLY, iSM3RNLY y SM3GRNLY, sélo mostré una respuesta citotéxica frente a
SM3GRNLY y en menor proporcién frente a iAR20.5GRNLY, a la mds baja concentracién. Esto
puede estar en relacidén con varias causas, primero, se puede postular que la capacidad de
reconocimiento del antigeno no siempre se correlaciona con la respuesta citotéxica debido a
que la afinidad por su antigeno puede estar limitada por un bloqueo estérico que dificulta la
opsonizacién para acercar a la GRNLY a su diana, la membrana plasmatica (Ragupathi et al.,

2005). Por ejemplo en el caso de la terapia dirida a HER2, se ha visto que el epitopo puede
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estar enmascarado parcialmente por MUC4 o por hialuronano (Nagy et al., 2005; Palyi-Krekk
et al.,, 2007). Segundo, la GRNLY debe acceder a los fosfolipidos de la cara externa de la
membrana plasmdticas de las células tumorales. Esta interaccién es sobre todo electrostatica,
entre las cargas positivas de la GRNLY y las cargas negativas de los fosfolipidos de membrana.
Se ha descrito que la concentracidn de colesterol en la membrana celular interfieren en este
proceso, generando membranas mds neutras y mds rigidas (Anel et al.,, 1990; Barman et al.,
20006). Estd descrito que las lineas tumorales difieren en la composicidon de las membranas
plasmdticas comparada con las células normales y que esas diferencias pueden determinar la
respuesta a las terapias. Se plantea pues la necesidad del estudio del llamado Lipidoma para
mejorar la respuesta al combinarlo con terapias dirigidas (Wisniewski et al., 2015; Zalba & ten
Hagen, 2017). Ademads, las respuestas in vitro entre lineas celulares del mismo tipo histolégico
de cdncer pueden diferir debido a las diferencias en la composicién de la membrana. Por
ejemplo, PANC-1 y MIA PACA-2, ambas adenocarcinoma de pdncreas, muestran diferencias
relevantes en el perfil lipidico y de receptores proteicos (Watanabe, 2012). Esto podria tener
relacién con la respuesta a las inmunotoxinas en este estudio, en vista de que el mecanismo de

accién de la GRNLY también depende de la composicién lipidica de las membranas.

La diferencia en la respuesta frente a las inmunotoxinas entre las distintas lineas
celulares en las cuales se identificé el antigeno Tn, podria radicar en que la escicién del
segmento MUCT1-N puede dar paso a la pérdida de eficacia de la terapia, lo que ha dado
paso al desarrollo de anticuerpos que usan como blanco a MUCT-C (Panchamoorthy et al.,
2018; Pichinuk et al., 2020). MUC1 presenta una alta diversidad estructural producto del
empalme alternativo, la variabilidad en el nimero de VNTR y la glicosilacién alterada
(Ragupathi et al., 2005); lo que podria explicar la afinidad superior de las imunotoxinas frente
al anticuerpo IgM anti-Tn. Ademds, se conoce que la MUC1 derivada de tumores puede afectar
el crecimiento de las células T (Agrawal et al., 1998) y proteger a las células transformadas de
la muerte por las células NK y LT debido a una disminucién de la adherencia para cumplir con

la funcién efectora (van de Wiel-van Kemenade et al., 1993; Wilkie et al., 2008).

La linea control negativo de este estudio fue MDA-MB-231, de adenocarcinoma de
mama, la cual no fue positiva para el reconocimiento del antigeno Tn por parte de ninguna
inmunotoxina. En concordancia con ello, éstas tampoco aumentan la baja citotoxicidad de la

GRNLY sobre esta linea celular.
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Otro factor que influye en la respuesta inmune es la dependiente del estroma. Se
ha descrito que especialmente en los tumores desmopldsicos, como es el caso del tumor
generado a partir de la linea CAPAN-2, el estroma contribuye a la progresién, invasién,
metdstasis y quimiorresistencia y de los componentes del estroma, los fibroblastos asociados a
tumor, contribuyen en gran medida (Norton et al., 2020). Estos modelos no pueden solventar
esa dificultad, pero seria pertinente considerar ampliar los estudios sobre la relevancia de los
componentes de la matriz extracelular, especialmente las células estelares pancredticas
activadas, que ya se ha descrito en cdncer de pdncreas y los tumores xenoderivados de la linea
CAPAN-2, PANC1 y MIA PACA-2, que juegan un rol decisivo en la respuesta inmune (Bolm et
al,, 2020; Gamradt et al.,, 2021). Asimismo, el paso siguiente seria usar un modelo murino
humanizado adecuado para probar las inmunotoxinas con administraciéon sistémica y demostrar

que esas terapias desencadenan muerte inmunogénica.

Estos resultados nos permiten aseverar que la accién citotéxica de las inmunotoxinas,

logré superar a la actividad de la GRNLY y esa funcién fue antigeno-especifica.

Una vez que se pudo establecer la superioridad en cuanto a bioactividad de las
imunotoxinas en varias lineas celulares positivas para MUCT-Tn, quisimos indagar sobre el
quinto objetivo, estudiar el mecanismo de accién de las inmunotoxinas en lineas tumorales

de cancer que expresan el antigeno.

En los primeros trabajos sobre la bioactividad de la GRNLY, los ensayos de
citotoxicidad demostraron marcaje con Anexina-V, cardcteristico de la activacién de la muerte
celular mediante la via apoptética (Gamen et al., 1998; Pardo et al.,, 2001). Mas tarde, la
evidencia respaldé la capacidad de la GRNLY para activar predominantemente la via
intrinseca de la apoptosis, aunque otras vias como la necroptosis y la activacién de
esfingomielinasas contribuyen marginalmente también. (Aporta, 2014). Si bien el marcaje con
Anexina-V ha sido empleado como un método tipico para detectar apoptosis, éste también
puede ser positivo en formas liticas de muerte celular como la necroptosis. Se ha probado que
la necroptosis induce fagocitosis a partir de la externalizacién de PS generando sefiales de
“cdmeme” y que estructuras andlogas a los cuerpos apoptéticos caracteristicos de la apoptosis

también son comunes a los dos tipos de muerte, llegando a generar seiiales de “encuéntrame”
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para atraer células del sistema inmune (Krysko et al.,, 2017; Shlomovitz t al., 2019; Zargarian

et al.,, 2017).

El mecanismo de muerte que las inmunotoxinas activan sobre las lineas tumorales
empleadas se analizé en primera instancia en ensayos en funcién del tiempo. Se pudo observar
una cinética que mostré actividad litica tras tan solo 30 minutos de exposicién. Esto podria tener
relacién con una opsonizacién rapida del antigeno por un gran nimero de inmunotoxinas, lo que
acercaria mds rdpida y eficientemente a la GRNLY a la membrana celular para que ejerza su
funcién. La observacién de la rdpida aparicidén de un elevado porcentaje de fragmentos
celulares que no marcaban para Anexina-V ni para 7-AAD tras exposiciéon a las inmunotoxinas
fue la primera indicacién sobre un posible mecanismo necrético en su mecanismo de accién. Esto
nos hizo modificar las pautas cldsicas de seleccién de la poblacién o “gating” en los ensayos de
citometria de flujo. El andlisis de las imdgenes de citometria de flujo que empleamos en este
estudio tiene precedente en publicaciones previas donde se estudia la cinética de muerte celular

empleando una metodologia sin eliminar la poblacién de “debris” (L. Jiang et al., 2016).

En relacién con esta hipétesis y, a diferencia de lo que ocurre con la GRNLY, no se
consiguié abolir la muerte inducida por las inmunotoxinas en dos lineas celulares con
silenciamiento de BAK y BAX resistentes a la muerte apoptética inducida a través de la via
intrinseca. Ademds, la inhibicién de la muerte por Z-VAD-fmk, sélo o en combinacién con
inhibidores de la necroptosis, fue solamente parcial en el caso de las inmunotoxinas, indicando
que, aparte del mecanismo apoptédtico o necroptdtico, también parecen activar un mecanismo
netamente necrdtico. Esto estd en concordancia con la violenta desintegraciéon de la membrana

plasmdtica que se observa en la citometria de flujo (Green & Llambi, 2015).

Una estrategia para acercarnos mds a dilucidar el mecanismo de accién seria el uso
de protocolos especificos de citometria de flujo para separar las células que mueren por

apoptosis temprana, tardia y necroptosis (L. Jiang et al., 2016).

Los mecanismos de accién aceptados de las inmunotoxinas se basan en dos
conceptos, primero, el que desencadena la endocitosis y activacidon intracitoplasmatica y

segundo, el que concibe que la accién se irradia a células vecinas después de que el anticuerpo
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reconozca su diana (Boni et al., 2020). En este estudio, el blanco de SM3 y AR20.5 estd ubicado
en los segmentos aberrantemente O-glicosilados de VNTR de MUCT-N. Siendo que hemos
mostrado la superioridad citotéxica in vitro en varias lineas celulares, se podria dar el caso de
que las inmunotoxinas sean endocitadas pero, en cualquier caso, la acciéon de la GRNLY debe
ser por desestabilizacién de la membrana, ya sea de la plasmdtica o del correspondiente
endosoma (Anderson et al., 2003). Por otro lado, la positividad de un segmento de la poblacién
celular tanto al marcaje con Anexina-V como al marcaje con 7-AAD, estd en relacién con las
evidencias de que tanto en la apoptosis como en la necroptosis la fosfatidilserina se trasloca en
la membrana (Krysko et al., 2017; Shlomovitz et al., 2019; Zargarian et al.,, 2017). Por otra
parte, en los estudios histoldgicos de los tumores derivados de HT-29 y tratados con GRNLY se
han observado catdstrofes mitéticas. Sin embargo, al haberse observado en este contexo in
vivo, no queda claro si es un efecto de la propia GRNLY o de células inmunitarias infiltrantes en

el tumor.

Una vez que establecimos tanto la capacidad de reconocimiento del antigeno como
la capacidad citotéxica frente a las diferentes lineas celulares, estudiamos la direccionalidad

de la molécula a través de ensayos in vivo mediante administracion sistémica.

El cambio de paradigma en el tratamiento del cdncer se inicié con el disefio de una
estrategia terapéutica de ingenieria genética dirigida generando el primer anticuerpo
recombinante monoclonal humanizado aprobado por la FDA que reconoce el subdominio IV de
la fraccién externa del receptor HER2, denominado trastuzumab (Schaller et al.,, 1999).
Actualmente se sabe que el uso de esa terapia puede generar resistencia al tratamiento en el
60% de los casos. Se han desarrollado varias estrategias para subsanar este problema y una
de ellas se basa en una inmunotoxina que combina una molécula de trastuzumab con 3,5 de
emtansine-DM1, una droga citotdxica que inhibe el ensamblaje de microtibulos, produce
alteraciones en la mitosis, induce apoptosis y eventualmente, la muerte de las células (Barok, et
al.,, 2014; Bon et al.,, 2020). Es decir, que la estrategia inmunolégica de desarrollo de

inmunoconjugados citotéxicos se estd empleando en humanos y ha dado buenos resultados.

En el modelo in vivo de xenotransplante de adenocarcinoma de pdncreas CAPAN-
2 en ratones atimicos se ha demostrado que las inmunotoxinas anti-Tn son capaces de

direccionar la GRNLY hacia el tumor tras inyeccién sistémica, efecto que no consigue la GRNLY
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por si sola. Esta respuesta se acompané de una aparentemente buena tolerancia al tratamiento
por parte de los animales de experimentacién; sin embargo, es necesario realizar pruebas mds
exhaustivas que demuestren ausencia de toxicidad. En los animales tratados con SM3GRNLY se
pudo alcanzar una inhibicién del crecimiento tumoral del 42% con respecto al grupo control vy,
aunque sélo fue posible tratar un ratén con AR20.5GRNLY, los prometedores resultados de un
60% de inhibicion del crecimiento tumoral, reafirman esta estrategia terapéutica con
perspectivas a su uso en humano. Los hallazgos histolégicos concuerdan con la morfologia celular

de la apoptosis en concordancia con las imdgenes de los nicleos tefiidos con DAPI.

En este trabajo utilizamos un modelo NRG humanizado para analizar esta hipdtesis
en un modelo mds autélogo posible. En el xenotransplante con el adenocarcinoma colorrectal
HT-29 se pudo observar la inhibicién del crecimiento tumoral en los tumores tratados con GRNLY
intratumoral de forma estadisticamente significativa. El andlisis histopatolégico mostréd
celularidad disminvida asociada a morfologia tipica de apoptosis, indicios de infiltracién
linfocitaria ademds de positividad en la tincién de Caspasa-3 activada. Todos estos hallazgos,
en este primera aproximacién, nos permiten aseverar que este modelo es adecuado para

estudiar esta posibilidad.

El modelo de xenotransplantes de tumores humanos en ratones NUDE es un modelo
heterélogo. La GRNLY por su parte, es una proteina humana que no tiene homélogo en ratén.
Aunque en estudios anteriores se habia observado infiltracién de céulas NK de ratones atilmicos
en tumores humanos tratados por inyecciéon intratumoral de GRNLY (Al-Wasaby et al., 2015),
el modelo heterbélogo no nos permitia asegurar que este efecto fuera debido a un efecto
inmunogénico de la muerte tumoral inducida por la GRNLY. El modelo NRG humanizado no
permite la supervivencia o expresidn de las células NK humanas por ausencia de expresién de
IL-15 humana. Ademds, exhiben deficiencia de la respuesta de los macréfagos humanos por
motivos similares (Takenaka et al., 2007). Cabe destacar, sin embargo, que en el modelo NRG
se observé una organizacién linfoide en la periferia del tumor, indicando una activacién de la
respuesta inmune adaptativa antitumoral tras tratamiento con GRNLY. Queda pendiente
demostrar que ese infilirado linfocitario, solamente observado por histologia de tejido tefido
con H/E corresponde a linfocitos y si éstos son mds bien efectores citotéxicos CD8+ o “helper”
CD4+. Seguidamente, deberdn realizarse experimentos similares en el modelo NRG
humanizado, pero usando inyeccién sistémica de las inmunotoxinas. Ha quedado claramente

demostrado en un estudio anterior (lbdanez-Pérez et al., 2019) y en este estudio, la
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direccionalidad y eficacia antitumoral de las inmunotoxinas basadas en GRNLY. Si
demostrdramos ademds que el tratamiento con GRNLY o con sus inmunotoxinas es inmunogénico
y coopera con el sistema inmunitario en la erradicaciéon de los tumores, se allanaria el camino

para el inicio de ensayos clinicos.

MUCT se encuentra segunda posicion en la lista de blancos terapéuticos mds
prometedores, segin el Instituto Nacional del Cdncer de EE.UU.es el precursor de Tn
(Panchamoorthy et al., 2018). A pesar del gran potencial terapéutico, ain no se ha aprobado
ninguna terapia basada en MUCT debido a la complejidad de la respuesta inmune asocida.
Hasta el afo 2019 se aprobaron 3 inmunotoxinas para su utilizacién clinica y todas dirigas a
tumores hematolégicos, siendo que los tumores sélidos corresponden al 80% de todas los
cdnceres (Kim et al., 2019). Por consiguiente, es necesario seguir desarrollando terapias como
las que abordamos en este estudio. Por otra parte, en un reciente estudio preclinico se ha
demostrado la eficacia antitumoral de la inmunotoxina formada por el anticuerpo anti-MUC]1
DMBSF3 conjungado con la exotoxina de Pseudomonas PE38 frente a tumores pancredticos
xenotransplantados en ratones atimicos o SCID (Pichinuk et al.,, 2020). Cabe destacar que el
problema que suelen presentar las inmunotoxinas basadas en toxinas bacterianas es su elevado
potencial inmunogénico, lo cual acaba inactivando el tratamiento por respuesta inmune del
paciente contra la propia inmunotoxina. Nuestra aproximacién no tendria este problema, ya

que la GRNLY es una proteina humana que seria tolerada por los pacientes.

En cuanto a estudios clinicos previos realizados con los anticuerpos usados en este
estudio, se llevé a cabo un estudio de fase | con AR20.5, llamado BrevaRex® comercialmente,
que demostré su ausencia de toxicidad, pero al ser un anticuerpo monoclonal de ratén se
observé la generacion de anticuerpos anti-ratén y anti-idiotipo, lo cual reducia su capacidad
terapéutica (de Bono et al., 2004). Posteriormente, se generd el anticuerpo humanizado anti
MUC-1 AS1402 que llegd hasta fase Il de experimentacién clinica en tumores de mama en
2011 (lbrahim et al,, 2011). Ademds, AR20.5 se combind con anticuerpos anti-PD-L1y con el
activador inmunitario poli ICLC, demostrando un buen perfil terapéutico en un modelo de ratén

transgénico par MUCT humano transplantado con tumores pancredticos (Mehla et al., 2018).
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Todos estos resultados, junto con los presentados en este trabajo, son alentadores y
apuntan hacia una futura aplicacién clinica de los anticuerpos anti-Tn-MUC1 y de sus

inmunotoxinas derivadas.

En estudios previos, la GRNLY producida en E. coli contenia LPS, un inmunégeno muy
potente, que previamente no fue posible eliminar de la GRNLY y que seria incompatible con su
utilizacién clinica. Las proteinas recombinantes producidas en P. pastoris no contienen ese
peligroso contaminante. Sin embargo, se ha reportado que las proteinas recombinantes
expresadas por P.pastoris pueden presentar estructuras de glicanos similares a los de Cdndida
albicans y Candida quilliermondii (Delic et al., 201 3; Nett et al., 201 3). Esto, aunque no produzca
toxicidad, podria generar una respuesta inmunitaria que redujera la potencia terapéutica de

estas proteinas y es un aspecto a analizar en el futuro.
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5. CONCLUSIONES

e Las mejoras en el protocolo de produccién y purificacién en el sistema de
expresién P.pastoris basado en la cepa X33 permitieron incrementar el
rendimiento de la produccion de SM3GRNLY. A pesar de haber incrementado
el rendimiento de AR20.5GRNLY, el sistema de expresién usado parece no ser
el adecuado para esta inmunotoxina.

® La introduccidén de electroporacién con PEF con la finalidad de incrementar el
rendimiento de la produccién de SM3GRNLY fue exitoso, generdndose la
proteina iSM3GRNLY, con caracteristicas similares a la secretada. La
produccién de iAR20.5GRNLY se deberia complementar con un protocolo de
purificacién mds estricto que elimine los contaminantes.

e Se optimizé un protocolo con la finalidad de estabilizar las inmunotoxinas para
almacenamiento a largo plazo usando congelacién en presencia de glicerol.

e La liofilizacién mostré ser la técnica éptima para conservacién de todas las
proteinas recombinantes.

e Las inmunotoxinas demostraron su superioridad para reconocer el antigeno Tn
en las lineas celulares en comparacién con un anticuerpo comercial anti-Tn y
este reconocimiento se asocié a respuesta citotdxica in vitro.

e De manera general, la citotoxicidad de las inmunotoxinas anti-Tn fue superior
frente a las diferentes lineas celulares positivas para la expresién de Tn
comparada con la GRNLY recombinante sola.

e Las evidencias sugieren que las inmunotoxinas actdan mediante la combinacién
de varios mecanismos de muerte: apoptosis, necroptosis y necrosis. Es necesario
seguir profundizando sobre los marcadores moleculares asociados a cada tipo

de muerte y usar técnicas que permitan diferenciar cada tipo de muerte celular.
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Las inmunotoxinas demostraron direccionalidad del tratamiento tras inyeccién
sistémica, reduciendo el volumen tumoral de los xenotransplantes de
adenocarcinoma de pdncreas CAPAN-2 en ratones atimicos, mientras que la
GRNLY recombinante sola no fue eficaz. Este resultado es estadisticamente
significativo en el caso de SM3GRNLY, mientras que en el caso de
AR20.5GRNLY seria necesario realizar experimentos en un nimero significativo
de animales.

La reduccién del tamaiio tumoral se asocié a induccidn de apoptosis en el tejido
tumoral, demostrado mediante tincién de la morfologia nuclear con DAPI y
tincién inmunohistoquimica de Caspasa-3 activada.

Los resultados con el modelo NRG humanizado mostraron que la inyeccién
intratumoral de la GRNLY recombinante en un xenotransplante del
adenocarcinoma de colon HT-29, resulté en una reduccién significativa del
volumen tumoral e induccién de apoptosis, demostrando que este modelo seria
valido para estudiar el cardcter inmunogénico del tratamiento con GRNLY o

con sus inmunotoxinas.
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7.ANEXOS

7.1 ANEXO 1

CONTROL PROCESOS P.pastoris SM3GRNLY # AR20.5GRNLY #

Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:

Comentarios:
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5 5
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7 7
8 8
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FECHA:




7.2 ANEXO 2

Ensayo de unién a Tn usando Tn antigen monoclonal antibody (Tn218) Cat.
N°MAT1-90544 Thermo Fisher Scientific. En la parte superior se puede ver el nimero la
intensidad media de fluorescencia en cada linea. El ensayo se realizé usando el mismo
procedimiento descrito para las inmunotoxinas usando una concentracién del anticuerpo

antes mencionado a una dilucién 1:100.

B 1MiaPaca am atn6.29 MH 3.mda am atn5.39

O& 1MiaPaca 5.04 O& 3.mda 5.19
WE 1jurkat atn ami45s BE 2.mcf7 atn an 4 WH 3.capan atn am12.2
[ 1jurkat 18.1 O&F 2.mef7 10 [O&E 3.capan 11.7

I

141



7.3 ANEXO 3

CONTROL DE PESO DE LOS NUDEs TRATADOS CON INMUNOTOXINAS ENSAYO CAPAN-2 NOVIEMBRE 2020

% PESO INICIAL

GRUPO DOSIS | COMPARADO
expERIMENTAL | ¢ | DOSIS 1| DOSIS 2| DOSIS 3| DOSIS 4 | DOSIS 5 DOSIS 6| DOSIS 7| DOSIS 8 | DOSIS 9|~ - CON EL PESO
FINAL
AR20.5GRNLY |7180| 37 | 367 | 372 | 378 | 392 | 38 | 383 | 378 | 377 | 377 101,89
7177| 32,2 | 32,4 | 325 | 332 | 322 | 322 | 329 | 331 | 3404 | 343 106,52
7178| 351 | 338 | 342 | 337 | 336 | 339 | 3412 | 355 | 36 36,5 103,99
SM3GRNLY  |7179| 34,6 | 342 | 341 | 345 | 344 | 346 | 3493 | 323 | 346 | 345 99,71
7172| 32,92 | 33,42 | 33 | 3203 | 328 | 334 | 324 | 333 | 34 33,4 101,46
7170| 35,98 | 355 | 34,8 | 34,82 | 346 | 355 | 346 | 349 | 355 | 353 98,11
7175| 33,8 | 34,9 | 3232 | 3424 | 352 | 341 | 343 | 335 | 342 | 3513 103,93
7171| 35,94 | 36,46 | 37,2 | 3712 | 364 | 372 | 37 | 365 | 36 36,5 101,56
GRALY 7161| 34,9 | 34,36 | 33,48 | 356 | 348 | 344 | 34,11 | 349 | 3544 | 352 100,86
7162| 31 | 30,8 | 31,41 | 32 | 31,93 | 31,36 | 32,47 | 32,34 | 32,7 | 322 103,87
7168| 34,6 | 3501 | 356 | 3568 | 3579 | 36 | 363 | 356 | 355 | 366 105,78
7160| 34,6 | 33,75 | 33,44 | 358 | 34,23 | 33,98 | 34,69 | 34,47 | 346 36 104,05
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7.4 ANEXO 4

CONTROL DE PESO DE LOS RATONES NRG TRATADOS CON GRNLY ENSAYO CAPAN-2 NOVIEMBRE 2019

DIAS | Pesodia4d Peso dia Peso dia Peso dia Peso dia Peso dia Peso dia Peso dia Peso dia PESO
DIA O: 14/11/2019 DE 18/11/2019 | 11 13 15 18 20 22 25 27 TUMOR dia
VIDA 25/11/2019 | 27/11/2019 | 29/11/2019 | 02/12/2019 | 04/12/2019 | 06/12/2019 | 09/12/2019 | 12/12/2019 | 27
12/12/2019
HT29 N 27 30.5 314 31 31.7 315 31.7 32 315 31 57
1 27 311 32.8 32.6 32.2 331 32.7 33.2 31.6 314 276
N 27 322 324 324 33.2 33 334 333 334 331 538
D 27 31.6 323 31.8 328 345 329 318 334 321 135
FHZS TN TAMIENT S | 27 27.3 28 27.8 28.2 27.3 28 28 27.8 27.1 140
DI 27 32,6 33.2 33.2 333 33 331 33.6 331 33.2 245
2D 27 33.8 35.5 346 346 323 32.7 34.2 345 334 239
N 27 31.7 31.7 31 321 325 323 325 316 30.8 203
D 27 33 322 31 314 314 322 314 31.2 314 264
HT29+PBS | 27 33.6 344 33.8 344 343 343 34 345 336 336
DI 15 313 316 30.6 26.5*
2D 27 36.9 374 36.4 36.9 36.6 36.8 36.8 36.4 371 564

*PUNTO FINAL HUMANITARIO (PFH)
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7.5 ANEXO 5

Escala tomada del Documento Marco para la evaluacién de severidad. Preocupdndose
por los animales hacia una ciencia mejor. Directiva 2010/63/EU Proteccion De los
animales UtilizaDos Para fines cientificos. 2012

Ejemplos de puntuaciones clinicas

Aspecto Puntuacion
Peso corporal

Pérdida de peso del 5 % al 10 %
Pérdida de peso del 11 % al 15 %
Pérdida de peso del 16 % al 20 %
Pérdida de peso superior al 20 % PFH
Estado del pelaje

Pelaje ligeramente descuidado
Piloereccion leve 2
Piloereccién marcada 3

WIN (=

Funciones corporales

Taquipnea (respiracion rapida) 1
Disnea (dificultad para respirar) 3
Entorno

Heces sueltas o diarrea 1
Sangre en la diarrea PFH
Comportamiento

Tenso y nervioso durante la manipulacién 1
Muy angustiado durante la manipulacidn, 3
por ejemplo, con temblores, vocalizacién,

agresividad

Locomocion

Postura/locomocidn ligeramente 1
anormales

Postura/locomocién muy anormales 2
Grandes problemas de 3
movilidad/resistencia a moverse

Inmovilidad durante mas de 24 horas PFH
Indicadores especificos del procedimiento
Tamafo del tumor superiora 1,2 cm PFH
Ulceracién del tumor PFH
El tumor impide el movimiento PFH
Acciones

Puntuacion 1 | Revisar la frecuencia del seguimiento

Considerar la posibilidad de administrar
2 cuidados suplementarios, por ejemplo,
liquidos adicionales

4 Consultar a un veterinario

6 Adoptar un punto final humanitario
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