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RESUMEN

El cancer continGia siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial, lo
que ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas mas especificas y
eficaces. En este contexto, la inmunoterapia dirigida ha emergido como una herramienta
prometedora. Este trabajo se centra en el disefio y evaluacién de nanoliposomas
funcionalizados con fragmentos scFv del anticuerpo 5E5 y con la proteina citotoxica
humana granulisina (GRNLY). Este sistema constituye una nueva terapia dirigida
contra células tumorales que expresan el antigeno MUC1/Tn, un marcador caracteristico

de multiples tipos de cancer.

Para ello, se produjeron y purificaron el anticuerpo 5E5 en su forma scFv y la
granulisina recombinante. Seguidamente, se comprob6 su union especifica al antigeno
MUC1/Tn en lineas celulares tumorales como JURKAT, Capan-2, MCF7, HCT116 y
A549. Tanto el scFv-5E5 como GRNLY se acoplaron de forma estable a los
nanoliposomas a concentraciones < 8 uM, y se disefiaron diferentes formulaciones de

LUVs funcionalizados: con cada proteina por separado o en combinacion.

En los ensayos de union, los inmunoliposomas mostraron alta afinidad por células
MUC1/Tn+, y los ensayos de citotoxicidad in vitro evidenciaron que los liposomas
funcionalizados inducen una mayor tasa de muerte celular que los tratamientos con las
proteinas libres. En particular, los liposomas que combinan scFv-5E5 y GRNLY fueron
los méas eficaces, confirmando el valor de la conjugacién para potenciar el efecto

terapéutico.

En conjunto, estos resultados demuestran que los nanoliposomas funcionalizados con
scFv-5E5 y granulisina constituyen una plataforma prometedora para la inmunoterapia
dirigida contra el cancer, y abren la puerta a futuros estudios preclinicos en modelos
animales.

Palabras clave: Cancer; Inmunoterapia dirigida; Granulisina; scFv-5E5; antigeno MUCL/Tn;

Nanoliposomas funcionalizados; Apoptosis; Vehiculizacion



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of death worldwide, driving the development
of new, more specific and effective therapeutic strategies. In this context, targeted
immunotherapy has emerged as a promising tool. This study focuses on the design and
evaluation of nanoliposomes functionalized with scFv fragments of the 5E5 antibody
and the human cytotoxic protein granulysin (GRNLY). This system represents a novel
targeted therapy against tumor cells expressing the MUC1/Tn antigen, a characteristic

marker of various cancer types.

For this purpose, the 5E5 antibody in its scFv format and recombinant granulysin were
produced and purified. Their specific binding to the MUC1/Tn antigen was confirmed
in tumor cell lines such as JURKAT, Capan-2, MCF7, HCT116, and A549. Both scFv-
5E5 and GRNLY were stably conjugated to nanoliposomes at concentrations < 8 uM,
and various formulations of functionalized LUVs were developed, either with each

protein individually or in combination.

In binding assays, the immunoliposomes showed high affinity for MUC1/Tn+ cells, and
in vitro cytotoxicity assays revealed that functionalized liposomes induced a higher rate
of cell death compared to treatments with free proteins. Notably, liposomes combining
scFv-5E5 and GRNLY were the most effective, confirming the added value of
conjugation in enhancing the therapeutic effect.

Overall, these results demonstrate that nanoliposomes functionalized with scFv-5E5 and
granulysin constitute a promising platform for targeted cancer immunotherapy and pave
the way for future preclinical studies in animal models.

Keywords: Cancer; Targeted immunotherapy; Granulysin; scFv-5E5; MUC1/Tn antigen; Functionalized

nanoliposomes; Apoptosis; Drug delivery



1. INTRODUCCION

1.1. CANCER E INMUNOTERAPIA

El cancer es una de las enfermedades con mayor tasa de morbilidad y mortalidad
tanto en adultos como en nifios. Es una patologia con diferentes causas, en su mayoria
se trata de una acumulacion de mutaciones puntuales en el material genético de una o
varias células y con una regulacion deficiente de la propagacion celular. EI crecimiento
acelerado de las células malignas y su capacidad de invadir otros tejidos provocan
graves dafios funcionales que pueden resultar mortales. Esto se debe a algunas de las
caracteristicas generales de las células tumorales, conocidas como “hallmarks” (Figura
1) con su capacidad de resistir la apoptosis o muerte celular programada, de evadir el
sistema inmunolodgico o de inducir angiogénesis (formacién de vasos sanguineos) [1].

Ademas, tienen la capacidad de metastatizar, es decir, de propagarse a 6rganos distantes
[2].
Nuestro sistema inmune tiene la capacidad de detectar y eliminar las células

anormales gracias a la inmunovigilancia. Sin embargo, los tumores pueden evadirla

perdiendo sus antigenos o secretando sustancias que inhiben la respuesta inmune.
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Procesos bioldgicos que caracterizan a las células tumorales.
Incluye propiedades clasicas como la resistencia a la muerte celular o la capacidad de
proliferacion, y nuevas dimensiones como la evasion inmunitaria, la inflamacién tumoral o la
plasticidad fenotipica [1].



La inmunoterapia ha surgido como una estrategia prometedora que en lugar de
exponer el cuerpo a sustancias quimicas toxicas o a radiacion para acabar con las células
cancerosas, potencia nuestras células inmunes y manda sefiales de alarma moleculares
para que las propias defensas del organismo ejecuten esa mision desde dentro. Existen

diferentes enfoques de tratamientos inmunoterapicos:

Los inhibidores de puntos de control inmunitario (immune checkpoint inhibitors)
son anticuerpos monoclonales que bloguean proteinas como PD-1 o CTLA-4, las cuales
normalmente limitan la actividad de las células T. Estas proteinas, cuando se unen a sus
ligandos (PD-L1 o CD80/CD86, que pueden estar en las células tumorales), inhiben la
respuesta inmunitaria. Al bloquear estas interacciones, los inhibidores permiten que las
células T reconozcan y ataquen a las células tumorales. Evita que se unan a sus ligandos
PDL-1 o CD80/CD86 presentes en las células tumorales. Algunos de ellos son anti-PD-
1 (pembrolizumab o nivolumab), anti-PD-L1 (atezolizumab o durvalumab) o anti-
CTLA-4 (ipilimumab) [3]. La terapia celular adoptiva como la terapia con células
CAR-T se basa en células T propias del paciente o de donantes modificadas
genéticamente con receptores antigénicos quiméricos (CAR) para reconocer y atacar
células tumorales especificas [4]. También estd el wuso de factores
inmunomoduladores, entre los que destacan las citocinas proinflamatorias como IL-2,
IL-12, IL-15 o TNF-a, que potencian la activaciéon y proliferacion de células T o NK,
pero también pueden ser usadas por el tumor para favorecer un ambiente inflamatorio
cronico. Su uso en la clinica requiere un equilibrio para evitar toxicidades sistémicas
[5]. Mas recientemente, se estan investigando vacunas con antigenos tumorales para
llevar a cabo terapias personalizadas [6]. Los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra antigenos tumorales es una de las estrategias mas consolidadas. Son proteinas
disefiadas para unirse de forma especifica a dianas en la superficie de las células
tumorales como proteinas sobreexpresadas o alteradas, lo que permite atacar al tumor

sin dafar a las células sanas [7].



1.2. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE EN LA INMUNIDAD

ANTITUMORAL: LINFOCITOS T CD8"y NATURAL KILLER (NK)

Los linfocitos T CD8" (células T citotoxicas o CTLs) y las células NK son cruciales
en la respuesta inmunitaria frente a los tumores. En los ultimos afios, ha habido muchos
avances en la caracterizacion de las respuestas del sistema inmune frente a antigenos
tumorales. Gracias a ello y a los resultados clinicos de tratamientos que activan a los
linfocitos T, se ha visto que los CTLs son clave en la defensa inmune contra el cancer
[8]. Un ejemplo es el desarrollo de terapias basadas en inhibidores de puntos de control
inmunitarios, como los inhibidores de PD-1/PD-L1 y CTLA-4 [9]. Estos tratamientos
ayudan a que los linfocitos T recuperen su actividad antitumoral. En pacientes con
respuestas positivas a los farmacos se ha visto una gran actividad de CTLs en los

tumores, lo que confirma su papel clave en la eliminacion del cancer [10] [11] [12].

Los CTLs son esenciales porque pueden reconocer y destruir células tumorales. Lo
hacen gracias a la presentacion de antigenos por moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) [13]. Durante su desarrollo viajan desde la
médula 6sea al timo, luego migran a los o6rganos linfoides secundarios como los
ganglios linfaticos y, cuando se activan, se desplazan a los tejidos infectados para llevar

a cabo respuestas inmunitarias especificas.

Las células NK son clave en la vigilancia del sistema inmune frente al cancer, no
solo pueden destruir directamente células tumorales, sino que también interactuian con
las células dendriticas, ayudando a activar la respuesta adaptativa y favoreciendo la
activacion de los linfocitos T [14]. Algunos tumores escapan del sistema inmune
reduciendo la expresion de MHC-I en la superficie de las células tumorales para que los
CTLs no los reconozcan [15]. Sin embargo, esto las hace vulnerables a las células NK,

que estan preparadas para detectar y destruir células que no expresan esta molécula [16].

Muchos tumores expresan en su superficie ligandos que activan a las c€lulas NK a
través del receptor NKG2D [13]. Entre ellos se encuentran moléculas como MIC-A,
MIC-B y las proteinas ULBP [17]. Esta unioén ligando-receptor envia una sefial que
puede activar a las NK incluso cuando hay sefiales inhibitorias, como las de MHC-I.
Gracias a este mecanismo, las NK pueden reconocer y destruir células tumorales que

intentan evadir a los linfocitos T.



Las NK también pueden activarse mediante citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). Si una célula tumoral esta recubierta por anticuerpos, las NK
pueden reconocerlos a través de su receptor FcyRIII (CD16) y destruir a la célula [18].
Esta capacidad las convierte en una pieza clave en inmunoterapias que utilizan
anticuerpos monoclonales para atacar tumores. Su accidén antitumoral puede potenciarse
con citocinas como IL-2, IL-15 ¢ IL-12 [19]. Estas moléculas favorecen su activacion,
proliferacion y capacidad citotoxica [20]. En modelos in vivo, se ha visto que los efectos
antitumorales de estas citocinas en parte se deben a la estimulacion de las NK,

reforzando su papel esencial en la defensa inmunitaria contra el cancer [21].

1.3. MUERTE CELULAR PROGRAMADA O APOPTOSIS

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es un mecanismo
propio de organismos multicelulares que estd altamente regulado y por el cual las
celulas se autodestruyen de forma ordenada cuando han sufrido un dafio irreparable.
Este proceso no solo es crucial durante el desarrollo embrionario y la renovacion de
tejidos, sino que también mantiene el equilibrio celular en organismos adultos,

especialmente dentro del sistema inmunitario [22].

Una de las funciones esenciales de la apoptosis es la eliminacion de células
autorreactivas. Este proceso ocurre durante su desarrollo en el timo o en la medula ésea
y es conocido como seleccion negativa [22]. Por otra parte, la respuesta inmunitaria de
los linfocitos maduros también ha de ser regulada, constituyendo la llamada tolerancia
periférica [23]. La mayoria de los linfocitos activados mueren por apoptosis en una fase
[lamada contraccién clonal o muerte inducida por activacion, evitando asi una
expansion descontrolada que podria causar enfermedades autoinmunes [24]. La
apoptosis es también fundamental en la funcién efectora de los CTLs y NKs
manteniendo su tolerancia inmunoldgica. Destruyen células infectadas por virus o

transformadas en tumorales sin causar una excesiva inflamacion.

A nivel molecular, la apoptosis puede activarse por dos vias diferentes. La via
extrinseca se activa por sefiales externas. La via intrinseca se activa por sefiales internas
o indirectamente por sefiales externas, como la falta de factores de crecimiento o la
activacion de receptores de muerte (Figura 2). Como resultado activan proteinas
proapoptéticas como BIM o tBid y provocan la liberacion de citocromo c desde la



mitocondria. En ambos casos, se activa una cascada de caspasas [25]. Las iniciadoras,
como la 8, 9y 10 reciben la sefial de muerte y se activan al cambiar su conformacion
cuando se unen a complejos como el DISC (via extrinseca) o el apoptosoma (via
intrinseca). Tras esto, cortan y activan a las efectoras como la 3, 6 y 7 que degradan a
multitud de proteinas celulares esenciales. Por ejemplo, la caspasa 3 rompe el complejo
CAD/ICAD, liberando la DNasa CAD que fragmenta el ADN. También desorganiza el
citoesqueleto, perturba el metabolismo y facilita la exposicion de sefiales como la
fosfatidilserina, que marcan a la célula para su eliminacion por fagocitosis. Se crean
ampollas en la membrana de la célula y esta se separa en cuerpos apoptéticos que seran

fagocitados por macrofagos [26].

Via extrinseca
Ligando

Receptor de \\ \“l

Viaintrinseca
muerte

Proteinas anti-

apoptaticas BCL-2
FADD | Roe )
Caspasa 8 = Proteinas solo BH3

& — SIBAX/BAK +——————— ;;Z;;Z‘Sw

[=Y o@ S
Caspasa 3/7 ®® oo 00070
°
°
&° s
< ° & MPT
° - o
? °
@D._o 0gp ©
Sayd
° 0%vo
Citocromo C SMAC/OMI/ otros
APAF1
Caspasad9 P————XIAP
Caspasa 3/7
= Apoptosis

Figura 2. Vias de sefializacion apoptotica. La via extrinseca se activa por receptores de
muerte como Fas y DR4/DR5, y conlleva la activacion de caspasas via FADD y caspasa-8. La
via intrinseca responde a dafios internos, implicando la liberacion de citocromo ¢ desde la
mitocondria, formacion del apoptosoma y activacién de caspasa-9. Ambas vias convergen en
las caspasas ejecutoras 3y 7 [27].



1.3.1. VIAINTRINSECA

La via intrinseca o via apoptotica mitocondrial se activa cuando la célula detecta
un dafio interno, como estrés oxidativo (ROS), radiacion o falta de nutrientes. Este tipo
de sefiales son reconocidas por proteinas proapoptéticas de la familia Bcl2 del tipo
“BH3-only”, como BIM, PUMA, NOXA, tBid o BAD. Estas proteinas inhiben a las
antiapoptdticas como Bcl-2, Bel-xL o Mcl-1, y liberan a las proapoptéticas efectoras
Bax y Bak. Una vez activadas, Bax y Bak se introducen en la membrana externa de la
mitocondria y forman poros para que salgan proteinas proapoptéticas, como el
citocromo c [28] [29].

El citocromo c, una vez en el citoplasma, se une a Apaf-1 en el citosol y con
ATP forman un complejo llamado apoptosoma, que recluta y activa a la caspasa-9. Esta,
a su vez, activa a las caspasas ejecutoras como la caspasa-3 que destruye la célula.
Durante este proceso, otras proteinas liberadas por la mitocondria, como Smac/Diablo y
OMI/HtrA2, bloguean a los inhibidores de caspasas (IAPs, especialmente XIAP) y
permiten que la apoptosis siga adelante [30]. También se liberan proteinas como AIF o
EndoG, que degradan el ADN de forma independiente de las caspasas. Asi, la via
mitocondrial funciona como un sistema de control interno, que decide si la célula tiene

que morir y se asegura de que lo haga sin causar dafio al entorno [26].

1.3.2. VIA EXTRINSECA
MUERTE CELULAR PROVOCADA POR LIGANDOS DE MUERTE

El sistema inmune cuenta con diferentes estrategias para eliminar células
tumorales, una de las mas estudiadas es la muerte celular mediada por receptores de
muerte. Este mecanismo empieza con la activacion de receptores transmembrana como
Fas/CD95, TNFR1 o DR4/DR5 que pertenecen a la familia de receptores del TNF.
Reconocen los ligandos de muerte FasL, TNF-a. o Apo2L/TRAIL, respectivamente, y
ponen en marcha una cascada intracelular que conduce a la activacion de las caspasas y

gue puede llevar a la muerte celular programada [31].

La unién de los ligandos mortales a sus receptores induce la oligomerizacion de
trimeros produciendo la exposicion de los dominios de muerte (DD), a través de los
cuales los receptores reclutan los adaptador FADD. FADD produce el reclutamiento de
la procaspasa-8 (pro-caspasa-10) formando el complejo DISC (Death-Inducing



Signaling Complex) [32] (Figura 2). En el DISC, las procaspasas-8 se activan por
proximidad y procesamiento en trans, iniciando asi la cascada apoptoética. La caspasa-8
activa directamente a las caspasas ejecutoras o, en algunos casos, activa la via
mitocondrial mediante la escision de Bid en su forma truncada tBid, que estimula la
liberacion de citocromo ¢ [31] (Figura 2). La induccion de la expresion de los ligandos
mortales por parte de CTL o NK o su secrecion en asociacion con exosomas es uno de

los mecanismos efectores con los que cuentan estas células [33].

MECANISMO DE EXOCITOSIS DE GRANULOS CITOTOXICOS

La liberacidn de proteinas liticas como perforina, granzimas y granulisina (GRNLY)
desde los granulos citotdxicos de los CTLs y de las NK constituye su principal
mecanismo para inducir la muerte celular [34]. La perforina forma poros en la
membrana de la célula diana, lo que permite a las granzimas entrar en el citoplasma de
la célula. La granzima B activa directamente las caspasas ejecutoras, como la caspasa-3,
y también puede activar a tBid, lo que pone en marcha la via apoptdtica mitocondrial
[33]. La granzima A actla independiente de caspasas, causa dafio en el DNA y estrés
oxidativo [35]. En el contexto del cancer la granulisina destaca debido a que actla
directamente sobre membranas con baja concentracién de colesterol, como es el caso de
las células tumorales [36][37]. La funcion fisiol6gica demostrada para la granulisina es
su actividad antimicrobiana, sobre todo bacterias intracelulares [38].

1.4. GRANULISINA

1.4.1. GENERALIDADES

La granulisina es una proteina litica localizada en los granulos citotdxicos del
citoplasma de CTLs y NKs humanos, desde donde se libera para producir la muerte de
diversos patdgenos [39]. Pertenece a la familia SAPLIP (saposine-like protein), son

unas proteinas cationicas pequefias que activan enzimas degradadoras de lipidos [40].

Presentan un haz polipeptidico de 5 hélices con residuos de cisteina formando
enlaces estables disulfuro (Figura 3). En humanos se encuentra codificada en el
cromosoma 2 y se expresa como una proteina con dos isoformas estables. Una
precursora de 15 kDa que sufre una ruptura mediada por proteasas especificas dentro de

los granulos citotoxicos y que genera una isoforma de 9 kDa [41]. Esta isoforma



citotoxica tiene selectividad para unirse a membranas pobres en colesterol, como las

bacterias, parasitos y células tumorales [42].

Figura 3. Estructura terciaria de la granulisina. La proteina presenta un plegamiento tipo
saposina formado por cinco hélices alfa. [43]

Al principio fue identificada como un marcador de activacion tardia de linfocitos
T. Una curiosidad sobre la granulisina es que no tiene homologo en la especie murina,

lo cual dificulta asegurar cual es su funcién fisiolégica mas importante [44].

1.4.2. ACCION ANTITUMORAL

El principal mecanismo de accion de la granulisina consiste en la formacion de
poros en las membranas de células diana, desencadenando desestabilizacion osmotica.
En el caso de las células tumorales puede provocar dafio mitocondrial, generar especies
reactivas de oxigeno (ROS) y liberacion de citocromo ¢ y de AIF, lo que resulta en

ruptura del DNA dependiente o independiente de caspasas [45] [33].

La granulisina es una proteina con capacidad citotdxica sobre células tumorales.
Se ha demostrado que su forma recombinante es capaz de inducir la muerte de células
tumorales in vitro, sobre todo en lineas de leucemia aguda de linfocitos T o de mieloma
[44]. Ademas, varios estudios han relacionado su expresion en linfocitos T infiltrados
en tumores con un mejor prondstico en pacientes, reforzando su papel fisiologico
antitumoral [45] [46].
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El mecanismo de accion de GRNLY combina distintas rutas bioquimicas de
induccion de muerte celular (Figura 4). Una de las més destacadas es su capacidad para
inducir apoptosis mediante una via dependiente o independiente de ceramida, con
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), aumento de calcio intracelular,

liberacion de citocromo c y activacion de caspasas [47].
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Figura 4. Mecanismo de accion antitumoral de la granulisina recombinante [48].

También se ha observado que su eficacia puede depender del perfil molecular de
la célula tumoral, en particular de la expresion de genes antiapoptoticos como BCL-2 y
BCL-xL [47].

1.4.3. LIMITACIONES Y VENTAJAS

Algunos estudios apuntan a que la granulisina no circula de forma estable en
concentraciones elevadas [49], lo que sugiere que su vida media en el medio
extracelular podria ser limitada. Ademas, cuando se libera al entorno extracelular, se
requieren dosis altas en el orden de uM, para que ejerza su efecto, lo que indica una

posible pérdida de eficacia si no se administra en condiciones controladas.

Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente, se trata de una proteina de
origen humano, es decir, una proteina enddgena y que, por tanto, carecera de

inmunogenicidad si se usa como tratamiento antitumoral [50].
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1.5. ANTIGENOS TUMORALES COMO DIANAS TERAPEUTICAS

El céncer puede surgir a partir de células normales que acumulan alteraciones
genéticas o epigenéticas debido a factores internos o del entorno, y que dan lugar a
proteinas diferentes a las de las células sanas. Identificar antigenos tumorales es
fundamental para desarrollar terapias inmunoldgicas mas eficaces. Las células
presentadoras de antigenos fagocitan restos tumorales, presentan en su superficie
antigenos tumorales y activan células T virgenes. Ademas, otras células inmunitarias
innatas también pueden colaborar en la eliminacion del tumor al detectar sefales

alteradas en su superficie [51].

Los antigenos tumorales son moléculas clave en el desarrollo de terapias
antitumorales dirigidas. Algunas se expresan también en tejidos sanos, pero se sobre-
expresan en las células tumorales. Ademas, los neoantigenos solo aparecen en células
tumorales y derivan de mutaciones genéticas o0 epigenéticas. Son especialmente
interesantes por su alta especificidad y bajo riesgo de toxicidad e identificar bien estos
antigenos permite disefiar terapias basadas en células T, como los receptores TCR
modificados o los CAR-T. Estas células pueden reconocer y destruir las células
tumorales de forma muy precisa. Sin embargo, los tumores pueden dejar de expresar
ciertos antigenos o variar mucho entre pacientes. Aun asi, mejorar la seleccion de dianas
tumorales es clave para avanzar hacia inmunoterapias mas seguras y personalizadas
[51].

El antigeno Tn, asociado a la mucina MUCL, es un marcador tumoral formado por
la unién de una N-acetilgalactosamina (GalNAc) a residuos de serina o treonina [52].
Este antigeno se genera debido a una glicosilacion aberrante en la mucina MUCL1, que
permite la expresion de este antigeno que quedaria oculto por el glicocalix en las células
normales. MUCL1 pertenece a la familia de las mucinas y son unas glicoproteinas
transmembrana que se encuentran normalmente expresadas en las células epiteliales. En
ciertos tumores como los de mama, pancreas y hematoldgicos, MUCL1 se encuentra
sobreexpresada y anormalmente O-glicosilada [53]. Esta alteracion hace que se
distribuya a lo largo de toda la superficie celular, llevando a la aparicion de antigeno Tn
[54].

En estudios preclinicos, se ha utilizado la glicoproteina 5E5, un anticuerpo
monoclonal IgGl anti-MUC1/Tn, para disefiar celulas CAR-T especificas contra

MUC1-Tn y han demostrado una potente actividad antitumoral en ensayos preclinicos
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in vivo [55]. Ademas, se ha observado que la versién humanizada del anticuerpo 5E5
mejora la citotoxicidad mediada por células NK, lo que sugiere su potencial en
iInmunoterapias basadas en anticuerpos [56].

1.6. NANOLIPOSOMAS EN TERAPIAS ANTITUMORALES

Los nanoliposomas son vesiculas formadas por una o varias bicapas lipidicas que a
su vez estdn formadas por fosfolipidos y esfingomielina, entre otros lipidos. Los
fosfolipidos son anfifilicos, es decir, que tienen una cabeza hidrofilica y una cola
hidrofobica [57] (Figura 6).

Esta caracteristica permite que los fosfolipidos se organicen espontaneamente en
estructuras como los liposomas en un entorno acuoso. Las vesiculas unilamelares
grandes (LUVs) son liposomas formados por una sola bicapa lipidica con un diametro
que va de los 100 nm a los 250 nm [57].

Targeting ligands
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Figura 5. Estructura y composicion general de wun liposoma. Imagen de
Pharmaceutics2020,12(3), 264 y modificada con Biorender.

Los avances en el campo de los liposomas han generado nuevas tecnologias que
amplian su funcionalidad y versatilidad terapéutica [58]. Pueden ser disefiados con
superficies funcionalizadas mediante la incorporacion de biomoléculas especificas, lo
que permite dirigirse a blancos bioldgicos particulares y abre la puerta a terapias
altamente selectivas y efectivas. Estas innovaciones prometen mejorar
significativamente la eficacia y la personalizacion de los tratamientos basados en

liposomas [57]. Los liposomas pueden ser funcionalizados con anticuerpos o ligandos
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especificos para dirigirse a celulas, tejidos y organos de interés, y recubiertos con
polimeros inertes y biocompatibles como el PEG, lo que prolonga su vida media en

circulacién in vivo [59].
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2. ANTECENDENTES Y OBJETIVOS

2.1. ANTECEDENTES

La granulisina es una proteina humana producida por CTLs y NKs. Tiene un papel
fisioldgico en la eliminacion de patdgenos. En estudios previos de nuestro grupo se ha
visto que la granulisina recombinante en su isoforma de 9kDa puede ser un tratamiento
prometedor para el tratamiento del cancer [41] [60]. Al ser de origen enddgeno, tiene

una baja inmunogenicidad si se usa como tratamiento.

Se demostro en estudios in vivo que la inyeccion de GRNLY intratumoral resultaba
eficaz contra el desarrollo de diversos tumores solidos y que ademas inducia la
infiltracion de células NK en ratones atimicos, sugiriendo que podria tener efectos
inmunogénicos [61][62]. Seguidamente, se generaron inmunotoxinas basadas en
GRNLY que la combinaban en la misma molécula con fragmentos de anticuerpos
dirigidos contra los antigenos tumorales CEA o MUC1/Tn, demostrando actividad

antitumoral tras inyeccion sistemética en modelos in vivo [63][64].

La blsqueda de tratamientos antitumorales eficaces ha llevado al desarrollo de
nuevas estrategias, como el uso de sistemas de vehiculizacion en liposomas con
anticuerpos especificos. Un ejemplo es Doxil®, un liposoma con doxorrubicina
encapsulada [65]. Nuestro grupo desarrolldé LUV-TRAIL, o mas recientemente LUV-
GRNLY [66], donde los ligandos se anclan a las vesiculas a través de lipidos, como el
DOGS-NTA-Niquel, e inducen apoptosis en células tumorales de forma mas eficaz. Sin
embargo, en el caso de los LUV-GRNLY, no se han combinado todavia con anticuerpos

que puedan dar direccionamiento antitumoral al tratamiento.
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2.2. OBJETIVOS
El objetivo general de este Trabajo Fin de Méster es:

Desarrollar y caracterizar un sistema de Inmunoliposomas basado en LUVs
funcionalizados con fragmentos scFv del anticuerpo SE5 anti-Tn y granulisina,

como estrategia terapéutica dirigida para el tratamiento del cancer.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

1.

Expresar y purificar las proteinas recombinantes: GRNLY y 5SES.

Comprobar la unién de los fragmentos scFv del anticuerpo SE5 a diferentes
lineas celulares que presentan el antigeno Tn.

Desarrollar nanoliposomas LUVs conjugados con los fragmentos scFv del
anticuerpo 5E5 y de granulisina.

Analizar la union de los inmunoliposomas en diferentes lineas celulares.

Evaluar la citotoxicidad de los inmunoliposomas en diferentes lineas celulares.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. CULTIVOS CELULARES

En este Trabajo de Fin de Master se trabajaron con diferentes lineas celulares
tumorales, pero las principales fueron MDA-MB-231, JURKAT, H929, Capan-2 y
Ab549.

Linea celular Tumor de origen
Células adherentes

MDA-MB-231 Céancer de mama en etapa avanzada

Capan-2 Adenocarcinoma pancreatico

A549 Céncer de pulmén de células no pequefias
Caco-2 Adenocarcinoma de colon

HelLa Adenocarcinoma de cérvix

MCF7 Adenocarcinoma de pecho

HCT116 Carcinoma colorrectal

MIA PaCa-2 Carcinoma pancreatico

HT29 Adenocarcinoma colorrectal

MKN45 Cancer géstrico

Células en suspension
JURKAT Leucemia aguda de linfocitos T

H929 Mieloma de linfocitos B

Las lineas celulares de células adherentes se cultivaron con medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (gibco, Grand Island, Nueva York) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB), 100U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina y se cultivaron en frascos medianos en esterilidad. Las de células en
suspension se cultivaron con medio RPMI 1640 (gibco, Grand Island, Nueva York)
suplementado con 10% de SFB, 100U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina

y se cultivaron en frascos pequefios en esterilidad. Ambos tipos celulares se incubaron
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en un incubador termostatico MCO-18AIC(UV) CO: Incubator (SANYO, Osaka, Japon)
a 37°C con humedad y un 5% de CO>. Para el manejo de las lineas celulares se usé una
campana de flujo laminar vertical PV-30/70 (Telstar, Waiblingen, Alemania) en

condiciones de esterilidad.

Para el contaje y viabilidad de las células en suspensién se uso tincion con azul
tripan en una camara de Neubauer. Esta tincion se basa en que las células muertas
pierden la integridad de sus membranas y se hacen permeables al colorante. El contaje
se realiz6 cada 3-4 dias y se usO un microscopio éptico DM300 (LEICA, Wetzlar,
Alemania). Los cultivos celulares se mantuvieron con una densidad de alrededor de
1x108 células/mL.

Para la congelacion de las lineas celulares se usaron tubos de criopreservacion y
se guardaron en un congelador a -80°C VIP ECO ULT Freezers (phcbi, Tokio, Japén).
Para reducir la formacion de hielo intracelular y el estrés osmdtico se utilizd6 como
medio de congelacion SFB con un 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). en una densidad
celular de 1x10° células/mL.

La descongelacion fue rapida ya que el DMSO es toxico a temperatura ambiente
para las células. Se afiadié medio atemperado a las células en un falcon de 15 mL, se
centrifugd a 1500rpm durante 5 minutos en una centrifuga Allegra X (BECKMAN
COULTER, California, EE. UU.). Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y se

resuspendio el pellet en medio de cultivo complementado.
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3.2. MEDIOS PARA LA PRODUCCION DE GRNLY
BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium)

- 1% (m/V) yeast extract - 1% (V/V) glicerol
- 2% (m/V) peptona - 80% (V/V) agua destilada

Autoclavar botella y complementar en esterilidad:

- 13.4% (m/V) YNB (yeast nitrogen base) - 10% (V/V) tampdn fosfato pH6
(095% (m/V) de KH,PO, Yy
0.52% (m/V) de KzHPO4)

BMM (Bold's Basal Medium)

- 60% (V/V) agua destilada - 3% (V/V) anti-foam 204
Autoclavar botella y complementar en esterilidad:

- 13.4% (m/V) YNB - 10% (V/V) metanol

- 10% (V/V) tampon fosfato pH6 - 1% (m/V) casaminoacidos
- 0.00004% (m/V) biotina

3.3. PRODUCCION Y PURIFICACION DE GRNLY RECOMBINANTE
El descubrimiento y estudio de nuevos métodos de produccion de proteina
recombinante mediante ingenieria genética ha sido uno de los grandes avances en la
industria biotecnoldgica. EI desarrollo de proteinas heterélogas en organismos

procariotas o eucariotas ha ayudado a poder obtener proteinas de interés.

Para la produccion de granulisina se usaron colonias de levaduras de Pichia
pastoris. Se trata de una levadura metilotrofica con alta productividad, capacidad de
glicosilacion similar a las células de mamiferos y con facilidad de manipulacion
genética [67]. Cuya fuente de carbono es el metanol, lo que ayuda a una regulacion
precisa de los genes insertados, como sucede con el promotor AOX1 del plasmido
integrativo pPICZaC-GRNLY, que se activa y controla la expresion proteica (Figura 5)
[68].
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Figura 6. Esquema del plasmido integrativo pPICZaC de granulisina. La zona sefialada es
el sitio especifico donde se insertd del cDNA que codifica la granulisina. De esta manera
permite su expresion en el sistema. Imagenes obtenida de SnapGene y [62] y modificada con

Biorender.

Para realizar el precultivo se dejo crecer la colonia con medio YPD (yeast
extract, peptona y dextrosa) en un incubador WIS-30 (WITEG, Wertheim, Alemania) a
30°C con agitacion de 250 rpm constante durante 24 horas. Después, para su
crecimiento, se inocularon en una concentracion de 10° levaduras/mL en los 2 litros del
medio BMGY y se dejo incubando a 30°C, 250 rpm durante 24 horas. Transcurrido ese
tiempo se realizan controles de densidad Optica en el espectrofotdmetro (108
levaduras/mL) y se comprueba que no haya habido contaminaciones de otros

microorganismos en el microscopio.

Posteriormente, se centrifugd en la ultracentrifuga 2236R (Gyrozen, Daejeon,
Corea del Sur) a 6900 rpm, 4°C, durante 10 minutos. Se recogi6 el pellet y se disolvid
con agitacion en los 2 litros del medio BMM. Después, se pasaron alrededor de 340 mL
de la mezcla en cada uno de los 6 de los Erlenmeyer y se pusieron a incubar a 18°C, 250
rpm durante 24 horas. Desde ese dia y los dos dias siguientes se ech6 un 2% (V/V) de

metanol en cada matraz por dia para la induccion de granulisina por parte de P. pastoris.

Este proceso se resume en la Figura 7. Ademas, se llevo a cabo en campanas de
flujo lamilar y con materiales previamente esterilizados por filtracion y autoclavado

para mantener la esterilidad del cultivo bacteriano.
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Después, se centrifugd en una centrifuga Sorvall LYNX 4000 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EE. UU.) la mezcla para poder coger el sobrenadante a 4°C,
9600 rpm durante 20 minutos. Tras eso, se pasod por un filtro de 0.22um (se cogio
muestra y se midio pH) y se incub6 con resina de Ni-NTA agarosa 30 minutos en
agitacion en la camara fria (4°C). Después, se pasé por un embudo de filtracion con
disco de vidrio sinterizado de porosidad 4 para separar la resina del sobrenadante y se
procedié a realizar la elucion de la proteina transfiriendo la resina de niquel junto a la
proteina de interés unida a ella a una columna para llevar a cabo los siguientes pasos de
la cromatografia y se guardd el sobrenadante postresina para comprobar que no queda
proteina en ella y que se ha unido toda a la resina. La resina de niquel junto a la proteina
de interés unida a ella se transfirié a una columna tras realizar un lavado con PBS para

realizar la cromatografia.
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Figura 7. Esquema de la produccion de granulisina recombinante. Imagen creada con
Biorender.
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Finalmente, la elucidn de la proteina se realiz6 mediante gradiente de imidazol
0,15M (30 mL) y 0,5M (30 mL), imidazol 2M (25 mL), agua (40 mL) y PBS (40 mL).

La columna se conservé en cadmara fria (4°C) en metanol.

Las muestras fueron recolectadas en eppendorfs de 2 mL en un colector de
fracciones Redi-Frac (Pharmacia LKB, Uppsala, Suecia) con las que se realizaron
ensayos de electroforesis en gel (de 4-20%, Tris-glicina) para analizar la presencia de
proteina.

3.3.1. TINCION CON COLORANTE AZUL DE COOMASSIE

Una vez finalizada la electroforesis, las bandas de proteinas se tifieron con el
colorante Azul de Coomassie R. Esta solucion colorante contiene 0.65 g de Azul de
Coomassie R, 300 mL de metanol, 100 mL de acido acético y 500 mL de agua
destilada. Los geles se cubrieron totalmente con el colorante y se mantuvieron en
agitacion durante media hora. Después, se retir0 el colorante y se afiadié una mezcla de
decolorante para aclarar los geles. El decolorante se prepard con 250 mL de metanol, 80
mL de &cido acético, 20 mL de glicerina y 650 mL de agua destilada. Los geles
permanecieron en la mezcla de decolorante hasta que quedaron incoloras las zonas del

gel donde no habia bandas de proteina.

3.3.2. INMUNOBLOT

Se realizaron técnicas de inmunoblot con iBlot™ 3 (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EE. UU.), se utilizd un paquete preensamblado Ilamado iBlot™
Transfer Stack, que incluye una membrana de nitrocelulosa y papeles absorbentes
necesarios para la transferencia. Se coloco la base sobre la placa inferior de iBlot™ 3,
con la membrana hacia arriba. Luego, se colocd el gel directamente sobre la membrana
y se cerr0 el sdndwich de transferencia con la parte superior del stack, que contiene los
papeles absorbentes y el contacto con el electrodo positivo. Al terminar la transferecia,
se retird el stack y se extrajo la membrana, que ya contiene las proteinas transferidas
desde el gel. Para bloquear la membrana se realizd un bloqueo para evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos a la membrana con una solucién preparada disolviendo
con 5 gramos de leche en polvo desnatada en 100 mL de tampén B (0.01% (m/v)

timerosal, 0.5% (v/v) Tween y disueltos en PBS) durante 30 minutos. Seguidamente, se
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realizaron 3 lavados con tampon B, cada lavado con una duracién de al menos 5
minutos y se realizé a temperatura ambiente en agitacion suave. Tras los lavados, se
incub6 20 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo primario anti-cola de
histidinas a una concentracion final de 0.5 mg/mL en agitacion. Seguidamente, se
realizaron 3 lavados con tampdn B a temperatura ambiente en agitacion suave, con una
duracién de cada lavado de al menos 5 minutos. Después, la membrana se incubo
durante 20 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-mouse-PO
que se disolvio 1 uL con 5 ml de tampon B y 5 ml de la solucidn previamente preparada
de leche, se lavd 3 veces con tampon B en agitacion y a temperatura ambiente (cada
lavado con una duracién de al menos 10 minutos). Por ultimo, se llevé a cabo la
deteccion de los inmunocomplejos mediante revelado por quimioluminiscencia. Esta
técnica se basa en la deteccion de la luz emitida por la oxidacion por parte de la
peroxidasa de luminol, un sustrato quimioluminiscente. Para realizar este revelado, la
solucion del kit Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific,
Massachusetts, EE. UU.) se afiadié a la membrana y se dejo actuar aproximadamente 2
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la membrana se revel6 mediante el equipo

Amersham Imager 680 (GE Healthcare Life Sciences, Massachusetts, EE. UU.).

3.3.3. CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas se realizd con varios ciclos de centrifugacion a
4200 rpm durante tiempos de 5 a 30 minutos en filtros Amicon® de 3 kDa (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania). Este sistema permite concentrar la muestra y eliminar
de forma eficiente pequefias moléculas presentes como el imidazol, que se utiliza
durante la purificacion por cromatografia de afinidad. Se realiz6 una dilucidn inicial 1:5
de la muestra con PBS tras la elucion, para evitar dafios en la membrana del filtro que
pueden ocurrir si la concentracion de imidazol es demasiado alta y reducir
progresivamente la concentracién final de imidazol en la solucidn concentrada hasta que
la concentracion de imidazol queda por debajo de 1 mM. Esto es importante ya que Si
hay niveles residuales de imidazol pueden interferir con la estabilidad de la proteina y

con su funcionalidad en ensayos posteriores.
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3.3.4. ENSAYOS COLORIMETICOS BCA

Para la determinacion de proteina se realizaron ensayos colorimétricos BCA
(&cido bicinconinico) para cuantificar la concentracion de proteina que se basa en la
reduccion de Cu?" a Cu* por los grupos funcionales de las proteinas en medio alcalino,
seguida de la formacion de un complejo violeta entre Cu® y el reactivo BCA, que se
puede cuantificar a una longitud de onda de 562 nm y empleando una curva estandar de
albimina sérica bovina (BSA) como patrdn. Para el ensayo se utilizé el kit comercial
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.).

Se prepararon diluciones seriadas de BSA partiendo de una solucién de 2
mg/mL, obteniendo concentraciones finales de 200, 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 pg/mL.
Para cada dilucion, se mezclaron 100 pL de la solucion anterior con 100 pL de PBS,
excepto en el primer tubo, donde se mezclaron 20 uL de BSA (2 mg/mL) con 180 pL de
PBS y cada dilucion se pipete6 por triplicado en una placa de 96 pocillos, ademas, se

incluyeron 3 pocillos de blanco con PBS (100 pL).

En la preparacion de las muestras, cada una se diluy6 1:16 mezclando 20 pL de
muestra con 300 pL de PBS y se pipetearon 100 pL por pocillo, también por triplicado.
Después, se prepard la mezcla de reactivos en proporciones de 50% Reactivo A, 48%
Reactivo B y 2% Reactivo C y se distribuyeron 100 puL por pocillo, tanto en los
estandares como en las muestras. La placa se incubé a 60°C durante 12 minutos
aproximadamente y tras eso se midid la absorbancia a 562 nm en un lector de

microplacas.

Con los estandares se generd una curva de calibracion y a partir de ella se
interpolaron los valores de concentracion de las muestras. La curva estdndar mostraba
una correlacion lineal con un coeficiente de regresion (R?) cercano a 1, lo que indica
que el método es fiable y hay una correcta cuantificacién de la proteina purificada.
Seguidamente, se almacenaron en alicuotas en el congelador de -80°C ya que se
comprobo que congelando la proteina el mismo dia de su purificacion se mantenia su

actividad citotoxica mas estable.
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3.4. MEDIOS PARA LA PRODUCCION DE scFv-5E5

TB (Terrific Broth)
- 0.23% (m/V) KH,PO4 (MW 136.09) - 2.4% (m/V) yeast extract powder
- 1.625% (m/V) K.HPO, (MW 174.18) - 0.4% (m/V) glicerol
- 1.2% (m/V) Tripona - 93.15% (V/V) agua destilada

Autoclavar botella y complementar en esterilidad:

- 0.055% (m/V) glucosa - 0.01% (m/V) ampicilina
- 0.002% (m/V) MgCl2
Buffer TES 4X en 100mL

- 17.11% (m/V) sacarosa - 0.0186% (m/V) EDTA
- 2.42% (m/V) TRIS (pH 8)

3.5. PRODUCCION Y PURIFICACION DE scFv-5E5

Para la produccién de scFv-5E5 se usaron colonias de bacterias de la cepa WK6
de Escherichia coli. La secuencia de DNA del scFv-5E5 fue optimizada para su
expresion en E. coli y sintetizada por GenScript (USA). Se cloné en el vector pHENGc
con una etiqueta 6xHis, generando el plasmido pHENG6c-scFv-5E5-6xHis. Ademas, se
produjeron mutantes especificos mediante mutagénesis dirigida y todos los plasmidos se
transformaron en células WK®.

PROTOCOLO BASADO EN SONICACION

En primer lugar, se cultivaron las bacterias en un prein6culo de 100 mL de LB
(Luria Bertani) que contenia como nutrientes peptona de caseina y extracto de levadura,
y para el equilibrio osmético cloruro de sodio. Se incub6 a 220 rpm a 37°C durante toda

la noche.

Tras la incubacion, se transfirio el cultivo a dos matraces de 2 L con 1 L de LB
cada uno. Se incubaron a 220 rpm a 37 °C hasta alcanzar una densidad optica (OD600)
de 0.65. Se dejo en hielo 30 minutos y se indujo la expresion proteica con 1 mL de
IPTG por litro. La induccion se realizo a 180 rpm a 25 °C durante 6 horas. Después, se
centrifugd a 8000 g a 4°C durante 10 minutos, se recogio el pellet con las bacterias, se
lavd con PBS y se congel6 a -80°C.
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Al dia siguiente, se descongel6 el pellet y se resuspendid en tampon de lisis con
diferentes aditivos (0.05% (m/V) lisozima, 0.01% (V/V) DNAsa 1, 0.000062% (m/V)
DTT, 0.05% (V/V) Triton X-100 y 0.0008% (m/V) inhibidores de proteasas). Las
muestras se sometieron tres veces a: 1) incubacion a 4°C durante 1 hora en agitacion en
una noria, 2) resuspension y 3) sonicacion con amplitud 70 y ciclo 0.7 (5 ciclos de 30
sonidos). Finalmente, se centrifugd a 20000 rpm y 4°C durante 30 minutos. El
sobrenadante se pas6 por una columna de resina de niquel para proceder con la

cromatografia de afinidad.

PROTOCOLO CON TAMPON TES

Se realiz6 otra purificacion usando un nuevo protocolo usando un tampén
TES (Tris, EDTA, y sacarosa). Para realizar el precultivo se sembré una colonia de la
cepa de bacterias en 100 mL de medio TB con 100 pg/mL de ampicilina, 0.002% (m/V)
MgCl; y 0.055% (m/V) glucosa, y se dejé crecer a 220 rpm a 37°C durante la noche en

la incubadora.

El precultivo se dividié en los matraces que contenian medio de cultivo TB y
cuando alcanzaron una densidad optica (OD600) de 0.6 (aproximadamente una hora y
media después de inocular) se inocul6 con IPTG a una concentracion final de 1 mM y se
incubo a 28°C a 220 rpm durante la noche.

Posteriormente se centrifug6 a 18000 g, 4°C, durante 10 minutos. El pellet
resultante se resuspendié en 12 mL de buffer TES 4X por cada litro de cultivo y agitd
en una noria a 4°C durante 6 horas. Después se afiadio 24 mL de TES 1X (6 mL TES
4X + 18 mL H20) por cada litro de cultivo y se dejo en agitacion a 4°C durante la noche.

Este proceso se resume en la Figura 8. Ademas, se llevo a cabo en campanas de
flujo laminar vertical y con materiales previamente esterilizados por filtracién y

autoclavado para mantener la esterilidad del cultivo bacteriano.
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Figura 8. Esquema de la produccion de scFv-5E5 recombinante. Imagen creada con
Biorender.

Después, se clarificd el sobrenadante centrifugando a 4°C, 22000 rpm, 10
minutos y luego, pasando el sobrenadante a otros botes de centrifuga, a 4°C, 21000 rpm,
40 minutos para disminuir la viscosidad de la mezcla. Tras eso, se paso por filtro de
0.22um y se incubo con resina de Ni-NTA de agarosa hora y media en agitacién en la
camara fria (4°C). El volumen de resina fue aproximadamente de 6 mL por cada 2 litros
de cultivo. Después, se pasé por un embudo de filtracion de vidrio con disco de vidrio
sinterizado de porosidad 4 para separar la resina del sobrenadante y se procedié a
realizar la elucion de la proteina transfiriendo la resina de niquel junto a la proteina de
interés unida a ella a una columna para llevar a cabo los siguientes pasos de la
cromatografia de afinidad y se guard0 la postresina para comprobar que no queda

proteina en ella y que se ha unido toda a la resina. La resina de niquel junto a la proteina
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de interés unida a ella se transfirié a una columna tras realizar un lavado con PBS para

realizar la cromatografia.

Por ultimo, se eluy6 con un gradiente de imidazol (20mM/80mM/400mM). Con
las muestras recogidas en eppendorfs de 2 mL en un colector de fracciones se realizaron
ensayos de electroforesis en gel (de 4-20%, Tris-glicina) para analizar la presencia de
proteina. Las bandas de proteina se vieron con tincion de Coomassie y técnicas de
inmunoblot (Descrito en los apartados 6.3.1. y 6.3.2. de la purificacion de la
granulisina). De esta manera se vio la pureza de la proteina. Tras esto las muestras se
concentraron centrifugando en filtros Amicon de 10 kDa (Descrito en el apartado 6.3.3.

de la purificacion de la granulisina).

Después, se realizaron ensayos BCA para cuantificar la concentracion de
proteina (Descrito en el apartado 6.3.4. de la purificacion de la granulisina). La curva
estandar mostraba una correlacion lineal con un coeficiente de regresion (R?) cercano a

1. Seguidamente, se almacenaron en alicuotas en el congelador de -80°C.

3.6. PRODUCCION DE NANOPARTICULAS LUV

Para la produccion de los liposomas (Figura 9) se hizo en primer lugar una
mezcla de cloroformo/metanol 2:1. Se realizaron producciones donde se mezclaron los
siguientes lipidos: 50% de fosfatidilcolina (egg PC), 30% de esfingomielina (SM), 10%
de colesterol, 5% de DOGS-NTA-Niquel y 5% de polietilenglicol (PEG) en la mezcla
de cloroformo/metanol. El egg PC es el componente estructural principal, el SM aporta
rigidez, el colesterol regula la fluidez y estabilidad de la membrana, el DOGS-NTA-
Niquel tiene como funcién anclar proteinas con His-tag, como la granulisina y scFv-
5E5, y PEG proporciona estabilidad coloidal, reduce la opsonizacién y prolonga la vida

media en circulacion.

Para eliminar el disolvente se secaron los eppendorf bajo corriente de nitrogeno
alrededor de 10 minutos. Posteriormente se realizé un segundo secado para eliminar
posibles trazas del cloroformo/metanol en un concentrador de vacio (Concentrador
5301, EPPENDORF®) a 45°C durante al menos 6 horas.

Pasadas las 6 horas de secado se afiadieron a cada eppendorf el mismo volumen
de PBS que el volumen afadido anteriormente de lipidos, se dejé hidratar 10 minutos,

se resuspendio la mezcla y se llevo a congelar a -20°C durante la noche. El ciclo de
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congelacion y descongelacion ayuda a eliminar las estructuras multilamelares que se
forman al hidratarlo con el PBS. En la congelacion el agua se expande al formar
cristales que ayuda a desestabilizar y romper las membranas internas de las vesiculas
multilamerales grandes (MLVs) y al descongelar las membranas rotas se reorganizan

formando vesiculas unilamelares méas grandes (LUVS).

Una vez descongelados, los eppendorfs se unificaron en un frasco de vidro. La
mezcla se extruyo 10 veces a través de un Liposome Extruder equipado con un filtro de
0.22um, utilizando presion de nitrégeno. De esta manera se homogeniza el tamafio de
los liposomas unilamelares y nos aseguramos de que se obtiene los LUVs de un tamafio
menos de 220 nm. Finalmente, se filtrd la mezcla con un filtro de 0.22um en esterilidad

en una campana de flujo laminar.

A
MEZCLA Y DISOLUCION ELIMINACION DISOLVENTE FORMACION DE LIPOSOMAS
[iPDos [ % | 1. Secado con N, (10 min) Hidratacién con PBS
::; zg 2. 45°C en vacio (6h) MLV LV

Colesterol 10 ’J‘ ﬁ -
DOGS-NTA-Ni 5 q

[ / B
PEG 5 /’ /

/ \

Cloroformo/Metanol (2:1) -20°C ON

SELECCION DE LUVs

10 ciclos de extrusién

X MLvs

——

v/ LUV ¢ <200 nm

Figura 9. Produccion de nanoliposomas. A. Esquema de la composicion y produccion de
LUVs. Realizado por Raquel Ibafiez Pérez, directora del TFM (comunicacién personal, 2025).
B. Imagen del extruder de liposomas utilizado.

Para revestir los LUVs con GRNLY y scFv-5E5 se realizaron ensayos de union
donde se incubaron los liposomas, las proteinas y PBS en un termobloque
(Thermomixer comfort, eppendorf) a 37°C y 800 rpm durante 30 minutos. De esta
manera las proteinas se unen al niquel del DOGS-NTA-Niquel mediante la cola de
histidinas (Figuras 10 y 11).
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Para evaluar la eficiencia de union se centrifugaron los eppendorf a 4°C y
14000 rpm durante 5 horas. Una vez transcurrido el tiempo se recogieron 30uL del
sobrenadante (SN) y se transfirieron a otro eppendorf. Al eppendorf que contenia el
pellet se le afiadieron 30uL de PBS y se resuspendio la mezcla para que quedase

homogénea.

Finalmente, las muestras fueron analizadas mediante electroforesis, empleando

tincion con Coomassie e Inmunoblot con anticuerpos anti-HisTag.

REVESTIMIENTO DE LUVs EFICIENCIA DE UNION
| componente | Ultracentrifugacion 14.000 rpm (5h)
LUVs
PBS Electroforesis
el SN . Coomqsme
recombinante + WB (aHis)
Pellet

37°C 800 rpm (30 minutos)

Figura 10. Esquema del revestimiento y eficiencia de union de los LUVs con las proteinas
recombinantes producidas y purificadas. Realizado por Raquel Ibafez Pérez, directora del
TFM (comunicacion personal, 2025).

scF\ SES-His

GRNLY-His

D.O

‘ DOGS NTA-Ni
7 Xn
1900a.. .

Figura 11. Representacion esquematica del revestimiento de un LUV con las proteinas
recombinantes producidas y purificadas. Tanto scFv-5E5 como la granulisina se unen por su
cola de histidinas al niquel del lipido DOGS-NTA-Ni. Imagen creada con Biorender.
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3.7. ENSAYOS DE UNION
Para evaluar la union especifica de scFv-5E5 y de los LUVs funcionalizados con
scFv-5E5 y scFv-5E5 + GRNLY a lineas celulares tumorales que expresan el antigeno

Tn en su superficie, se llevaron a cabo ensayos de union.

Para la preparacion de las células se utilizé una placa de 96 pocillos de fondo
redondo, se sembraron 1x10° células por pocillo en un volumen final de 100 pL/pocillo.

De cada linea celular se prepararon tres condiciones experimentales:

e Solo células (control basal)

e (¢lulas + anticuerpos de deteccion (a-His + a-mouse-APC)
e (Células + LUVs conjugados + anticuerpo de deteccion

e (¢lulas + proteina + anticuerpo de deteccion

Las incubaciones se hicieron a 4°C durante 30 minutos cada una, siguiendo el
siguiente orden:

1. Proteina o LUVs conjugados (0,1 uM) en PBS con 5 % de SFB

2. Anticuerpo anti-His (1:500) en PBS 5 % SFB

3. Anticuerpo secundario conjugado a APC (anti-mouse-APC) (1:500) en PBS 5 %
SFB

En cada paso se hizo un lavado con 200 pL de PBS 5% SFB, centrifugando a 3500
rpm durante 5 minutos a 4°C en Allegra X-15R (BECKMAN COULTER, California,
EE. UU.) y eliminando el sobrenadante de un golpe cuidadosamente. En la ultima

incubacién se hicieron dos lavados.

Después del ultimo lavado, las células se resuspendieron en 200 uL de PBS 5% SFB
y se afladieron a tubos de citometria. La unién de los anticuerpos o LUVs a la superficie
celular se analizd6 mediante citometria de flujo en FACSCalibur (BD Biosciencies,

Meylan, Francia), evaluando la intensidad de fluorescencia en el canal APC.
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3.8. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Se realizaron ensayos de citotoxicidad para estudiar el efecto citotoxico de las
proteinas recombinantes scFv-5E5 y GRNLY, dosis-respuesta de los LUVs solos para
determinar a qué concentracion dejan de ser toxicos para las células y la combinacién de
LUVs con las proteinas recombinantes. Estos ensayos de viabilidad celular fueron tanto
en lineas celulares tumorales en suspension como adherentes y se analizaron por

citometria de flujo.
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos plano:

e (¢lulas en suspension: 3x10* células por pocillo en medio RPMI-1640 con 10 %
de SFB y antibioticos.

e (¢lulas adherentes: 2x10* células por pocillo en medio DMEM con 10 % de
SFB y antibi6ticos. Se incubaron 24 h para permitir su adhesion.

Las placas se mantuvieron en un incubador termostatico (SANYO COz
INCUBATOR) a 37 °C y 5 % de CO: hasta el momento del tratamiento. Tras afiadir los
tratamientos a los pocillos, se incub6 durante el tiempo establecido para cada ensayo

antes del analisis en el citometro de flujo.

En el caso de las células adherentes, se quitd el medio, se lavo con 200 pL de PBS
5% SFB y se separaron del fondo mediante incubacion con tripsina, se recolectaron en

placas de fondo redondo y se realiz6 el marcaje.

El doble marcaje se realizé con Anexina V-FITC que es un fluoréforo que detecta la
exposicion de fosfatidilserina (apoptosis temprana) y con 7-AAD que penetra en células
con membrana dafiada y se une al DNA del nucleo (apoptosis tardia o necrosis). Por
pocillo se afiade un volumen final de 100 pL con 0,1 pL de Anexina V-FITC, 1 uL de
7-AAD, 20 puL de tampén ABB y el volumen restante de PBS. Las células se incubaron
con la mezcla durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, se transfirieron a tubos de

citometria para obtener los datos.

Se evaluaron los porcentajes de células viables, en apoptosis temprana, apoptosis

tardia o necrosis, en funcion de la fluorescencia de Anexina V-FITC y 7-AAD.
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3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados por distintos programas en funcién del tipo
de experimento. Para el andlisis basico de datos, como la cuantificacion de proteina, se
usé Microsoft Excel. Se usé el software FlowJo 10.8.1 para analizar los datos de
citometria y obtener asi imagenes e histogramas. También para cuantificar la viabilidad
celular, citotoxicidad de las proteinas y la union especifica. Los anélisis estadisticos se
analizaron con GraphPad Prism 8, usando two-way ANOVA, test Tukey en
comparacion multiple y considerando valores estadisticamente significativos aquellas
con p<0,05. De cada tratamiento efectuado, se realizaron al menos dos experimentos
independientes (n=2) y las muestras se analizaron por duplicado (n=2), ademas, los

resultados se muestran como media £ desviacion estandar (SD).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PRODUCCION DE scFv-5E5 EN Escherichia coli Y PURIFICACION

Tras la produccion del scFv-5E5 en Escherichia coli, se procedio a extraer las
proteinas de las bacterias mediante sonicacion. Seguidamente se procedid su
purificacion por cromatografia de afinidad en una columna de resina con niquel (Ver
MATERIALES Y METODOS). Para la elucion de las proteinas se usé un gradiente de
imidazol de 20 mM, 100 mM y 500 mM, con el objetivo de eliminar las proteinas
contaminantes presentes en la muestra. A 500 mM, se observo una banda que coincidia
con el tamafio esperado del scFv-5E5 (por encima de la banda de 25 kDa), lo que
indicaba que se habia logrado su elucion (Figura 12). Sin embargo, junto a esta banda
también aparecieron otras correspondientes a proteinas contaminantes. Estas impurezas
persistieron a pesar de aplicar varios lavados con diferentes concentraciones de
imidazol, lo que sugiere que la purificacion mediante este metodo no fue

completamente eficiente.

IMIDAZOLE
GRADIENT =P 20 mM 100 mM 500 mM

Figura 12. Anélisis con tincion de azul de Coomassie de las proteinas de las fracciones de
elucion recogidas. Se muestra el patron de migracion de proteinas segun su peso molecular en
kDa tras el gradiente de imidazol a 20, 100 y 500 Mm, seguln se indica. Sefialada con la flecha
roja se encuentra la proteina de interés.

Tras los resultados obtenidos con el protocolo basado en sonicacion, se ensayo
un nuevo método de purificacion, usando un protocolo en el que las proteinas se lisan
en un tampon que contiene Tris, EDTA y sacarosa (ver MATERIALES Y METODOS,
apartado 6.5.). En primer lugar, se hizo una produccion de 2 L de cultivo. Tras la

incubacion en la columna de afinidad con resina de niquel, se procedio a la elucion de
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las proteinas con un gradiente de imidazol 20 mM, 100 mM y 500 mM. Tras este

proceso, se pudo detectar la proteina sin apenas contaminaciones. Sin embargo, aunque

se obtuvo una banda muy pura, la concentracion era algo baja (Figura 13).

Se probo6 seguidamente otro gradiente de imidazol con concentraciones de 60

mM y 500 mM. Con un Unico lavado a 60 mM, se logro eliminar la mayor parte de las

proteinas contaminantes. La elucion a 500 mM permitié obtener una banda intensa

correspondiente a la proteina scFv-5E5, acompafiada Unicamente de algunas bandas de

bajo peso molecular (Figura 14).

Esta modificacion del protocolo resultd mas eficiente: se redujo el tiempo total

de elucion, se minimiz6 la pérdida de proteina de interés y también se disminuyo el

namero de geles necesarios para comprobar la pureza, facilitando asi el proceso general

de analisis.
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Figura 13. Analisis con tincién de azul de Coomassie de las proteinas de las fracciones de
elucion recogidas con el primer gradiente de imidazol. Se muestra el patrén de migracion de
proteinas segun su peso molecular tras el gradiente de imidazol a 20, 100 y 500 mM, segln se

indica. Sefialada con la flecha roja se encuentra la proteina de interés.
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IMIDAZOLE
GRADIENT —P 60 mM 500 mM
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L .

Figura 14. Analisis con tincion de azul de Coomassie e inmunoblot de las proteinas de las
fracciones de elucién recogidas con el segundo gradiente de imidazol. A. Se muestra el
patron de migracion de proteinas segun su peso molecular tras el gradiente de imidazol a 60 y
500 mM, segun se indica. Sefialada con la flecha roja se encuentra la proteina de interés.
B. Inmunoblot de la proteina purificada usando un anticuerpo anti-HisTag de ratén, seguido de
un anticuerpo secundario anti-lgG de raton, conjugado con peroxidasa y revelado mediante
ECL.

4.2. PRODUCCION DE GRNLY CON Pichia pastoris Y PURIFICACION

La granulisina se produjo en la levadura Pichia pastoris, como se describe en los
articulos previos del grupo [66][67]. Tras la incubacion del sobrenadante del cultivo con
la resina de niquel, se procedié a su elucion usando un gradiente de imidazol con
concentraciones de 150 mM (lavado) y 500 mM (elucién). Tras el lavado con 150 mM
de imidazol, se eliminaron eficazmente las proteinas contaminantes, y la elucion con
500 mM permitié obtener una banda Unica e intensa, correspondiente a la granulisina
(Figura 15).

La proteina se obtuvo con un alto grado de pureza y a una concentracion
considerable, lo que indicd que el protocolo es eficaz y permitié recuperar una buena

cantidad de proteina funcional en una sola elucion.
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IMIDAZOLE 150 mM 500 mM

GRADIENT —p

Figura 15. Analisis de Inmunoblot y con tincion de azul de Coomassie de las proteinas de
las fracciones de elucién recogidas. A. Se muestra el patron de migracion de proteinas segin
su peso molecular tras el gradiente de imidazol a 150 y 500 mM, segun se indica. B. Inmunoblot
de la proteina purificada usando un anticuerpo anti-HisTag de raton, seguido de un anticuerpo
secundario anti-lgG de rat6n, conjugado con peroxidasa y revelado mediante ECL. Sefialada
con flecha roja se encuentra la banda de la proteina de interés.

4.3. UNION DE scFv-5E5 A LINEAS CELULARES TUMORALES

En este primer ensayo se utilizaron dos lineas celulares diferentes: MDA-MB-
231 y JURKAT, seleccionadas por considerarse como control negativo y positivo,
respectivamente, para la expresion del antigeno MUC1/Tn, de acuerdo con estudios
preclinicos previos que emplearon estas lineas en estrategias similares basadas en

granulisina [64] (Figura 16).

La linea celular MDA-MB-231 es derivada de un adenocarcinoma mamario
humano, correspondiente a un cancer de mama en etapa avanzada, y se empleé como
control negativo, como se ha comentado. Por otro lado, la linea JURKAT, derivada de

una leucemia aguda de linfocitos T humanos, se utilizé6 como control positivo.

En las células MDA-MB-231, que no expresan el antigeno Tn, no se detecta
sefial y el histograma correspondiente a la intensidad media de fluorescencia no se
desplaza a la derecha con respecto al control. Lo que indica una ausencia de unién
inespecifica por parte de la proteina. Esto permitié confirmar que el sistema
experimental presenta un bajo ruido de fondo y que la proteina no se adhiere de forma
no especifica a células negativas para el antigeno.

Por el contrario, en la linea JURKAT, que si expresa el antigeno Tn, se observa
una sefial clara y definida en el canal APC tras el marcaje con anti-His y anticuerpo
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secundario, confirmando una union especifica y eficaz del scFv-5E5 a su antigeno

tumoral Tn.

Estos resultados validan la funcionalidad de la proteina recombinante vy
respaldan su uso como herramienta de direccionamiento especifico frente a células

tumorales que expresan el antigeno Tn.
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Figura 16. Estudio de union de scFv-5E5 con dos lineas celulares tumorales. Se afiadi6 la
proteina scFv-5E5 purificada, se dejé durante 30 minutos a 4°C, seguido de un anticuerpo anti-
HisTag de raton y de un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con APC y se
analizo la fluorescencia unida a las células por citometria de flujo. Se usaron 3 batch diferentes
de scFv-5E5: 14, 20 y 27, en orden ascendente en la grafica, morado, azul y rosa,
respectivamente. El control negativo (histograma discontinuo) corresponde a las células
marcadas de igual manera, pero en ausencia del scFv-5ES5.

Tras validar la especificidad de la proteina scFv-5E5 con los controles
positivo (JURKAT) y negativo (MDA-MB-231), se amplio el estudio a un total de once
lineas celulares tumorales con el objetivo de determinar cuéles expresaban el antigeno
MUC1/Tn y en qué medida: MDA-MB-231, JURKAT, H929, Capan-2, A549, Caco-2,
HelLa, MCF7, HCT116, MIA PaCa-2, HT29, MKN45 (Figura 17).

En este ensayo se observa una variabilidad en los niveles de union del scFv-
5ES5 entre las distintas lineas celulares. Algunas muestran sefial y desplazamiento hacia
la derecha en el canal APC, lo que sugiere expresion del antigeno MUC1/Tn en su
superficie, mientras que otras presentan una sefial baja o practicamente ausente,

indicando una escasa o nula expresion de dicho marcador.
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Figura 17. Estudio de unién de scFv-5E5 con once lineas celulares tumorales. MDA-MB-
231 y JURKAT como controles negativo y positivo, respectivamente. En cada gréfica hay un
control basal con s6lo células (curva con lineas discontinuas), control negativo con los
anticuerpos anti-HisTag y anti-IgG de rat6n conjugado con APC (gris claro) y células incubadas
con scFv-5E5 (gris oscuro). Encuadrados de verde se muestran las lineas celulares tumorales
que presentan un cierto nivel de expresion del antigeno MUC1/Tn.
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Estos resultados permitieron identificar qué lineas celulares eran mas adecuadas
para futuros ensayos funcionales con tratamientos dirigidos contra el antigeno
MUC1/Tn. Ademés, sirvieron como criterio de seleccion para el modelo in vivo en
ratones de mis directoras del Trabajo Fin de Master, ya que ayudaron a determinar qué
lineas celulares podrian ser inyectadas en los ratones para evaluar la eficacia terapéutica

de los inmunoliposomas funcionalizados.

Las lineas celulares que muestran cierto desplazamiento, aparte del control
positivo con JURKAT, son el adenocarcinoma de pancreas Capan-2 (22%), el
carcinoma de mama MCF7 (28%), el carcinoma de pulmén A549 (40%) vy el carcinoma
de colon HCT116 (16%), confirmando la expresion del antigeno MUC1/Tn en mdltiples
tipos de tumores sélidos.

4.4. DOSIS-RESPUESTA DE LUVs SOBRE LA LINEA CELULAR
TUMORAL JURKAT

Como parte del control experimental, se evalud la citotoxicidad basal de los
LUVs no conjugados en la linea celular JURKAT mediante un ensayo de dosis-
respuesta. Para ello, se probaron distintas concentraciones, de 0.1 uM a 1.25 mM
(Figura 18). Se analizo la viabilidad celular mediante citometria de flujo tras 24 horas de
incubacion. Los resultados muestran una alta citotoxicidad a las concentraciones méas
elevadas, 1250 y 500 uM, donde se observa una gran reduccion en la viabilidad celular.
Esto indica que, a dosis muy altas, los LUVs por si solos pueden tener efectos toxicos,
lo cual no es deseable, ya que deberian actuar como vehiculos biocompatibles sin

actividad propia.

A partir de 100 uM y a concentraciones inferiores, la toxicidad descendid de
forma clara, alcanzando niveles similares al control no tratado en las dosis mas bajas
(<10 uM). Estos datos ayudan a definir el rango de concentraciones seguras de LUVs
para futuros ensayos funcionales con las proteinas conjugadas, asegurando que
cualquier efecto observado se deba a la actividad del tratamiento y no al nanoliposoma

en si.
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Figura 18. Dosis-respuesta de LUVs no conjugados sobre células JURKAT. A. Se
sembraron 30000 células por pocillo y se incubaron con las concentraciones de LUVs indicadas
durante 24 horas. Tras la incubacién se determiné la muerte celular por tincion con 7-AAD
(FL3H; eje de las x) y AnexinaV-FITC (FL1H; eje de las y). B. Cuantificacion del porcentaje de
muerte de las celulas JURKAT inducida por las diferentes concentraciones de LUVs. Se
muestra como diagrama de barras los resultados del experimento. Los resultados se expresan
como % de muerte celular (suma de los cuadrantes Q1, Q2 y Q3) y son la media + SD de tres
determinaciones diferentes en el mismo experimento. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones experimentales indicadas (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p <0,0001). Los resultados son la media + desviacion estandar de los datos de tres
muestras independientes analizadas por duplicado.
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Las concentraciones mas altas (1250 y 500 uM) provocan un aumento
significativo en la muerte celular, probablemente debido a efectos inespecificos como
alteraciones en la membrana plasmaética, agregacion lipidica o interferencias en el
equilibrio osmético celular, fendbmenos que han sido descritos previamente en
formulaciones liposomales con carga superficial no neutra o en exceso de vesiculas en
otros estudios [69], donde observaron que ciertas composiciones o concentraciones

podian inducir efectos citotdxicos no deseados.

Sin embargo, a partir de 100 uM, la toxicidad disminuye notablemente. Este
comportamiento permite establecer un rango seguro en el que los LUVS no ejercen

efectos toxicos por si mismos.

4.5. UNION DE GRNLY Y scFv-5E5 A LOS LUV

Se realizaron titraciones mezclando las proteinas junto con los LUVs
resuspendidos en PBS en eppendorf de 1.5 mL a concentraciones de proteina: 0.25, 0.5,
1, 2, 4y 8 uM (Figura 19). Se incubaron a 800 rpm y 37°C durante 30 minutos. A
continuacién, se centrifugaron en Microfuge 22R Centrifuge (Beckman Coulter,
California, EE. UU.) a 14000 rpm y 4°C durante 5 horas. Una vez pasado el tiempo de
centrifugacion se recogieron 30 pL del sobrenadante (SN) y se incorporaron a otro
eppendorf. En los eppendorf con el pellet se resuspendieron con 30 pL de PBS.
Finalmente, se realiz6 una electroforesis con las muestras y se analizaron por

inmunoblot usando anticuerpos anti-HisTag.
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Figura 19. Titraciones de A. GRNLY y B. scFv-5E5 con los nanoliposomas. Las proteinas
GRNLY (A) o scFv-5E5 (B) se incubaron a las concentraciones sefialadas con LUVs. Tras la
incubacion se separaron los LUVs (pellet) del sobrenadante (SN) por centrifugacion y
posteriormente se analiz6 la presencia de las proteinas en ambas fracciones por inmunoblot
usando un anticuerpo anti-HisTag.
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La granulisina se incorpora correctamente a los nanoliposomas, como lo
demuestra su presencia en la fraccion del pellet tras la centrifugacion. A las
concentraciones mas altas, se observa la presencia de granulisina en el sobrenadante, lo
que sugiere una posible saturacion. Sin embargo, en todas las concentraciones se sigue
observando una mayor cantidad de proteina en el pellet cuando se aumenta la
concentracion. Se observa una posible formacion de dimeros de granulisina ya que parte
de la proteina parece migrar con un tamafio aparentemente mayor del esperado de
9 kDa.

En el caso de scFv-5E5 se observa una saturacion similar. La proteina se
incorpora eficazmente a los nanoliposomas con la mayor parte de la proteina retenida en
la fraccion de pellet tras la centrifugacion. Se observa una presencia minima de proteina
en el sobrenadante a las concentraciones mas altas, lo cual sugiere una cierta saturacion,
pero la cantidad de proteina asociada a los LUV sigue aumentando a medida que se

aumenta su concentracion.

Teniendo en cuenta estos datos de asociacién de proteinas con los LUV y de
saturacion, se eligio para el resto de los ensayos generar LUV con una concentracion de
4 uM de scFv-5ES y de 4 y 8 uM de GRNLY.
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4.6. UNION DE LOS INMUNOLIPOSOMAS A LINEAS CELULARES
TUMORALES

Seguidamente, se evalud la capacidad de union de los inmunoliposomas
funcionalizados con GRNLY, scFv-5E5, y ambos, a dos lineas celulares tumorales:
MDA-MB-231 (negativa para el antigeno Tn) y JURKAT (positiva para Tn). Ademas,
se realizaron ensayos de competicion para comprobar la especificidad de la unidn
mediada por el scFv-5E5, asi como comprobacion de la union de la GRNLY a las

membranas celulares ya que este es su mecanismo de accién [33][44].

En las células MD-MB-231 la union de scFv-5E5 o de los liposomas que
contenian scFv-5E5 fue residual (Figura 20 A, panel derecho). Sin embargo, la GRNLY
si que se une a sus membranas (Figura 20 A, panel izquierdo) de forma que la unién de
liposomas que contienen solamente GRNLY o de los que contienen scFv-5E5-GRNLY
ha de ser atribuida a la GRNLY (Figura 20 A).

En las células JURKAT, al contrario, scFv-5E5 da una sefial elevadisima, ya sea
en solitario o asociado a los LUV, demostrando la elevada expresion de este antigeno en
las células JURKAT (Figura 20 B, panel derecho). Ademas, esto demuestra que el
anticuerpo scFv-5E5 sigue reconociendo a su antigeno cuando esta asociado a los
liposomas. La GRNLY también se une a las membranas de las células JURKAT (Figura
20 B, panel izquierdo), pero esta union se ve aumentada cuando se usa un liposoma que

lleva asociado tanto a la GRNLY como a scFv-5Eb5.

Finalmente, se realizO un ensayo de competicion sobre células incubadas
previamente con scFv-5E5. En el caso de las células MDA-MB-231, la unién de scFv-
5E5 es residual y solamente se observa union de liposomas que contengan GRNLY
(Figura 21). En el caso de las células JURKAT, la competicion de scFv-5E5 con los
liposomas LUV-scFv-5E5 o con los LUV-GRNLY-scFv-5E5 produce una disminucion
acusada del marcaje, de alrededor del 90%, indicando que el scFv-5E5 unido a los
liposomas sigue siendo funcional y desplaza a scFv-5E5 (Figura 21).
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Figura 20. Estudio de unién de los inmunoliposomas a dos lineas celulares tumorales. Se
afiadieron las proteinas purificadas, scFv-5E5 y GRNLY, y los inmunoliposomas en las células
A. MDA-MD-231 y B. JURKAT, se dej6 durante 30 minutos a 4°C, seguido de un anticuerpo
anti-HisTag de raton y de un anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con APC y se
analiz6 la fluorescencia unida a las células por citometria de flujo. ElI control negativo
(histograma discontinuo) corresponde a las células marcadas de igual manera, pero en ausencia
de las proteinas y de los inmunoliposomas.
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Figura 21. Estudio de competicion de scFv-5E5 con los inmunoliposomas a dos lineas
celulares tumorales. Se afadieron en primer lugar los inmunoliposomas en las células A.
MDA-MD-231 y B. JURKAT, y, en segundo lugar, se afiadid la proteina scFv-5E5 purificada,
se dejo durante 30 minutos a 4°C, seguido de un anticuerpo anti-HisTag de ratén y de un
anticuerpo secundario anti-lIgG de ratén conjugado con APC vy se analiz6 la fluorescencia unida
a las células por citometria de flujo. EI control negativo (histograma discontinuo) corresponde a
las células marcadas de igual manera, pero en ausencia de las proteinas y de los
inmunoliposomas.

Estos resultados confirman que el sistema liposomal disefiado presenta una
unién altamente especifica hacia células tumorales que expresan el antigeno Tn, gracias
a la funcionalizacion con scFv-5E5. La baja unidn observada en la linea negativa MDA -
MB-231 demuestra que no existe interaccion inespecifica del inmunoliposoma, mientras
que la competencia con la proteina libre valida que la union observada en JURKAT

depende en gran medida de la interaccion dirigida del anticuerpo.
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4.7. CITOTOXICIDAD DE LOS INMUNOLIPOSOMAS CONTRA
LINEAS CELULARES TUMORALES

Se evaluo la eficacia citotoxica de los inmunoliposomas frente a las lineas
celulares tumorales de adenocarcinoma de pancreas, Capan-2 y del carcinoma de
pulmon, A549. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y
se incubaron durante 24 horas a 37°C con las proteinas scFv-5E5 y GRNLY
individualmente, o en combinacion en los inmunoliposomas, en concentraciones de 1y
2uMy de 2y 4 uM, respectivamente (Figura 22). Tras las incubaciones, se trataron con
tripsina para separar las celulas del fondo y se analiz6 la muerte celular mediante
citometria de flujo utilizando doble marcaje con AnexinaV-FITC y 7-AAD, lo que
permitio distinguir entre apoptosis temprana, apoptosis tardia/necrosis y células viables.

En las células CAPAN-2, los resultados muestran un claro efecto dosis-
dependiente en los tratamientos con GRNLY, tanto en su forma libre como
vehiculizada. Los LUVs-GRNLY a estas mismas concentraciones también muestran un
efecto citotoxico, aunque no parece superior al de la proteina libre. Curiosamente, la
combinacion de 5E5 + GRNLY, tanto libre como en LUVSs, produce niveles mas altos
de citotoxicidad. En cualquier caso, la citotoxicidad se obtuvo con la concentracion mas
elevada de GRNLY unida a los LUV junto con scFv-5E5. Por otra parte, los LUV con
GRNLY 2 uM y scFv-5E5 1 uM son significativamente mas citotoxicos que los LUV
con GRNLY 2 pM, sugiriendo una cierta mejora al direccionar los LUV con el

anticuerpo (Figura 22, A).

En la linea A549, aunque la citotoxicidad es menor en comparacion con las
células CAPAN-2, los LUVs funcionalizados presentan una clara tendencia al aumento
de la citotoxicidad en comparacion con las proteinas libres. En los liposomas
combinados con GRNLY 4uM + 5E5 2uM se observa un claro aumento de la
citotoxicidad, que tambien es mayor que el ejercido por la GNRLY asociada en solitario
a los liposomas, demostrando una mayor eficacia de los LUVs funcionalizados (Figura
22, B).
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Figura 22. Cuantificacion del porcentaje de muerte de las células tumorales inducida por
las diferentes concentraciones de scFv-5E5 y GRNLY y de los liposomas conjugados. Se
sembraron 20000 células CAPAN-2 (A) o A549 (B) por pocillo y se afadieron las proteinas
purificadas, scFv-5E5 y GRNLY, solas o0 en combinacion, a las concentraciones indicadas, en
fase soluble (barras naranja) o asociadas a los LUVs (barras violeta). Se dejaron 24 horas a
37°C, se separaron del fondo con tripsina y tras la incubacion se determind la muerte celular por
tincioén con 7-AAD y AnexinaV-FITC. Se muestra como diagrama de barras los resultados del
experimento. Los resultados se expresan como porcentaje de muerte celular y son la media + SD
de dos experimentos independientes analizados por triplicado. Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las condiciones experimentales indicadas (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001; **** p < 0,0001). Los resultados son la media * desviacion estandar de los datos de dos
muestras independientes analizadas por duplicado.
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Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido analizar el comportamiento
de las proteinas recombinantes scFv-5E5 y granulisina, asi como su funcionalizacion en
sistemas liposomales. En primer lugar, se ha comprobado que el uso del tampdn TES
(Tris, EDTA y sacarosa) en la lisis de Escherichia coli favorece una mejor purificacion
del scFv-5E5 y menor cantidad de proteinas indeseadas en las fracciones purificadas, ya

que se obtiene mayor concentracion y pureza de la proteina.

Se ha evaluado la funcionalizacion de liposomas mediante la conjugacion individual
0 combinada de scFv-5E5 y granulisina. La conjugacion es eficiente en concentraciones
iguales o inferiores a 8 UM y permite mantener la estabilidad del sistema. Los ensayos
de union a células han demostrado que los liposomas funcionalizados con scFv-5E5
presentan especificidad hacia células que expresan el antigeno MUC1/Tn (JURKAT,
Capan-2, A549, MCF7), sin mostrar afinidad por células negativas como MDA-MB-

231, lo cual respalda la eficacia del sistema de direccionamiento.

Los estudios de citotoxicidad muestran que la funcionalizacion con granulisina
confiere actividad litica a los liposomas, y que esta actividad se incrementa cuando se
combina con el scFv-5E5. Se ha observado en experimentos in vitro que los LUV con
GRNLY vy scFv-5E5 son mas citotoxicos que los LUV con GRNLY en solitario sobre
las células de adenocarcinoma de pancreas Capan-2 y sobre las células de carcinoma de
pulmén A549. Estos resultados sugieren efecto mejorado al combinar ambas proteinas y

una cierta mejora al direccionar los LUV funcionalizados.

En conjunto, la funcionalizacién selectiva de liposomas con scFv-5E5 y granulisina
ha mostrado resultados positivos en cuanto a especificidad de unidn y eficacia citotoxica
en células diana, al menos in vitro, y se espera poder confirmar estos resultados en

ensayos preclinicos in vivo.
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CONCLUSIONES

La purificacion del anticuerpo scFv-5ES5 ha resultado mas eficaz con el
protocolo basado en tampén TES, en comparacion con el método por
sonicacion.

Los fragmentos scFv-5E5 se unen con éxito a su antigeno Tn, como se ha
podido comprobar en los ensayos de uniéon donde mostrd una union especifica a
distintas lineas celulares tumorales que expresan este antigeno, como JURKAT o
Capan-2.

Se ha confirmado que tanto scFv-5E5 como GRNLY pueden unirse eficazmente
a los LUVs a concentraciones iguales o inferiores a 8 uM, lo que demuestra la
viabilidad del proceso de conjugacion y la estabilidad de las proteinas en el
sistema liposomal.

Los ensayos in vitro evidenciaron que los LUVs funcionalizados con scFv-5ES o
GRNLY-scFv-5E5 presentan afinidad especifica hacia células tumorales que
expresan el antigeno Tn.

En ensayos de citotoxicidad se ha visto que los LUVs funcionalizados inducen
un mayor porcentaje de muerte celular en comparacion con las proteinas en
solucion.

CONCLUSIONS

The purification of the scFv-5E5 antibody was more effective using the TES
buffer-based protocol compared to the sonication method.

The scFv-5ES5 fragments successfully bind to their Tn antigen, as demonstrated
in binding assays where specific interaction was observed with various tumor
cell lines expressing this antigen, such as JURKAT or Capan-2.

It was confirmed that both scFv-5E5 and GRNLY eftfectively bind to LUVs at
concentrations equal to or lower than 8 pM, demonstrating the feasibility of the
conjugation process and the stability of the proteins within the liposomal system.
In vitro assays showed that LUVs functionalized with scFv-5ES, or GRNLY-
scFv-5ES display specific affinity toward tumor cells expressing the Tn antigen.
In cytotoxicity assays, functionalized LUVs induced a higher percentage of cell
death compared to proteins in solution.
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