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ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos  
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ADCP Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos  
Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis 
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American Type Culture Collection 

BiKE Acoplador biespecífico de celulas asesinas  
Bispecific Killer cell Engager 

BiTE Acoplador biespecífico de células T  
Bispecific T cell Engager 

CD Cluster de diferenciación  
Cluster of Differentiation 

CDC Citotoxicidad dependiente del complemento  
Complement-Dependent Cytotoxicity 

Célula CAR-T  Célula T con receptor quimérico de antígeno 
Chimeric Antigen Receptor-T cell 

Célula NK Célula asesina natural  
Natural Killer cell 

Célula Treg Célula T reguladoras 
Célula Th Célula T colaboradora  

Helper T cell 
CTL Linfocito T citotóxico  

Cytotoxic T Lymphocyte 
DAMP Patron molecular asociado a daño 

Damage-Associated Molecular Patterns 
DMSO Dimetilsulfoxido 
EGFR Receptor del factor de crecimiento  

Epidermal Growth Factor Receptor 
Fc Fracción cristalizable o constante del anticuerpo 
FcR Receptor de Fc 
FcγR Receptor de Fc de las IgG 
GFP Proteína fluorescente verde  

Green Fluorescent Protein 
gzm Granzima  
HER2 Receptor del factor humano de crecimiento epidérmico 2 

Human epidermal growth factor receptor 2 
IFN-γ Interferon-γ 
IgG Inmunoglobulina de clase G 
IL Interleucina  
MHC Complejo  mayor de histocompatibilidad 

Major Histocompatibility Complex 
MSCD Células supresoras derivadas de precursores mieloides 

Myeloid-Derived Suppressor Cell 



PAMP Patrón molecular asociado a patógenos 
Pathogen-Associated Molecular Patterns 

PBMCs Células mononucleares de sangre periférica  
Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS Solución salina tamponada con fosfato  
Phosphate-buffered saline 

PEI Polieterimida  
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Pattern Recognition Receptor 
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single-chain variable fragment 
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SFB Suero fetal bovino 
TGF-β Factor de crecimiento transformante β  

Transforming growth factor β 
TLR Receptor de tipo Toll  

Toll-Like Receptor 
TME Microambiente tumoral  

Tumor Microenvironment  
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Valproic acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1 

Resumen 

Introducción y objetivo. Los BiKEs (“bispecific killer cell engagers”) son una nueva forma 
de inmunoterapia que consiste en dos scFv conectados. Un scFv reconoce a un antígeno 
tumoral y el otro se une a CD16 en la membrana de la célula NK, de esta forma las células NK 
se activan y se dirigen específicamente hacia el tumor. Se piensa que los BiKEs tendrían la 
ventaja respecto a los anticuerpos monoclonales de penetrar más fácilmente en tumores 
sólidos y generar un estímulo más fuerte en las células NK que sería capaz de activarlas incluso 
en las condiciones inmunosupresoras del microambiente tumoral. El objetivo de este trabajo 
es diseñar y expresar de forma recombinante dos BiKEs, además de otras tres proteínas, 
utilizando el antígeno Tn como diana. Este antígeno es un patrón de glicosilación aberrante 
específico de células tumorales y muy abundante en los tumores de origen epitelial.  

Resultados. Las 5 proteínas se han expresado en células HEK 293 6F con un buen 
rendimiento y grado de pureza. Hemos podido demostrar que estas proteínas están 
correctamente plegadas, dimerizadas y glicosiladas. También se ha comprobado que los scFv 
de los BiKEs reconocen el antígeno Tn como estaba descrito en la bibliografía. No obstante, la 
capacidad de los BiKEs para activar a las células NK contra células tumorales en cultivos in 
vitro no ha podido ser demostrada debido a la falta de un control positivo adecuado.  

 

Abstract 

Introduction and objective. BiKEs (bispecific killer cell engagers) are a new form of 
immunotherapy that consists of two connected scFv. One scFv recognizes a tumor antigen 
and the other binds to CD16 on the NK cell membrane, thus NK cells are activated and 
specifically target the tumor. It’s thought that BiKEs would have the advantage over 
monoclonal antibodies of more easily penetrating solid tumors and generating a stronger 
stimulus to NK cells that would be capable of activating them even in the immunosuppressive 
conditions of the tumor microenvironment. The objective of this work is to design and 
recombinantly express two BiKEs, in addition to three other proteins, using the Tn antigen as 
a target. This antigen is an aberrant glycosylation pattern specific to tumor cells and highly 
abundant in tumors of epithelial origin. 

Results. The 5 proteins have been expressed in HEK 293 6F cells with a good yield and degree 
of purity. We have been able to demonstrate that these proteins are correctly folded, 
dimerized and glycosylated. We also have probed that the scFvs of the BiKEs recognize Tn 
antigen as is described in the literature. However, the ability of BiKEs to activate NK cells 
against tumor cells in in vitro cultures couldn’t be demonstrated due to the lack of an 
adequate positive control.  
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Introducción 

Cáncer 

Definición y origen 

El cáncer es la segunda causa de muerte en el mundo, después de la sepsis, según datos de la 
Organización Mundial de la Salud en 2020 fallecieron a causa del cáncer casi 10 millones de 
personas, esto es aproximadamente una de cada seis muertes registradas. Los tipos de cáncer 
más comunes son, en cuanto al número de nuevos casos y teniendo en cuenta ambos sexos, 
el cáncer de mama, seguido del cáncer de pulmón, colorrectal y próstata. Los tipos de cáncer 
que causaron más fallecimientos en 2020 fueron el cáncer de pulmón, seguido del cáncer 
colorrectal, hepático, gástrico y cáncer de mama (1).  

El término cáncer hace referencia a un grupo muy amplio de enfermedades que pueden 
afectar a cualquier parte del organismo. Un conjunto de células con la capacidad de dividirse 
de forma descontrolada produce un tumor o neoplasia, cuando el tumor no es capaz de crecer 
indefinidamente y no invade el tejido sano circundante se dice que es benigno. No obstante, 
un tumor que continúa creciendo y se vuelve progresivamente más invasivo se denomina 
maligno. El término cáncer se refiere específicamente a un tumor maligno (2). 

 

Figura 1. Diagrama general del proceso desarrollo de un tumor. Una célula que adquiere la capacidad 
de proliferar de forma descontrolada pero que no invade el tejido sano circundante forma un tumor 
benigno (rosa). Cuando el tumor atraviesa la lámina basal y destruye el tejido circundante se denomina 
maligno o cáncer (rojo). Fuente Alberts (3). 

En la actualidad se considera que el cáncer es en esencia una enfermedad genética, puesto 
que la base del desarrollo del cáncer es la acumulación de mutaciones en el genoma de las 
células, aunque en la mayoría de los casos no es una enfermedad hereditaria (4). La 
transformación tumoral es un proceso progresivo en el que la célula va acumulando 
mutaciones en su DNA, una única mutación no es responsable del desarrollo de un tumor, 
sino que es necesaria la confluencia de varias mutaciones. Cada una de estas mutaciones va 
acercando a la célula progresivamente a una condición que permite la proliferación celular 
desregulada y la transformación tumoral (2). 
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Most Cancers Derive from a Single Abnormal Cell
Even when a cancer has metastasized, we can usually trace its origins to a single 
primary tumor, arising in a speci!c organ. "e primary tumor is thought to derive 
by cell division from a single cell that initially experienced some heritable change. 
Subsequently, additional changes accumulate in some of the descendants of this 
cell, allowing them to outgrow, out-divide, and often outlive their neighbors. By 
the time it is !rst detected, a typical human cancer will have been developing for 
many years and will already contain a billion cancer cells or more (Figure 20–4). 
Tumors will usually also contain a variety of other cell types; for example, !bro-
blasts will be present in the supporting connective tissue associated with a car-
cinoma, in addition to in#ammatory and vascular endothelial cells. How can we 
be sure that the cancer cells are the clonal descendants of a single abnormal cell?

One way of proving clonal origin is through molecular analysis of the chro-
mosomes in tumor cells. In almost all patients with chronic myelogenous leuke-
mia (CML), for example, we can distinguish the leukemic white blood cells from 
the patient’s normal cells by a speci!c chromosomal abnormality: the so-called 
Philadelphia chromosome, created by a translocation between the long arms of 
chromosomes 9 and 22 (Figure 20–5). When the DNA at the site of translocation 
is cloned and sequenced, it is found that the site of breakage and rejoining of the 
translocated fragments is identical in all the leukemic cells in any given patient, 
but that this site di$ers slightly (by a few hundred or thousand base pairs) from 
one patient to another. "is is the expected result if, and only if, the cancer in each 
patient arises from a unique accident occurring in a single cell. We will see later 

CANCER AS A MICROEVOLUTIONARY PROCESS
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Figure 20–2 Cancer incidence and 
mortality in the United States. The total 
number of new cases diagnosed in 2012 
in the United States was 1,665,540, and 
total cancer deaths were 585,720. Note 
that deaths reflect cases diagnosed at 
many different times and that somewhat 
less than half of the people who develop 
cancer die of it. In the world as a whole, the 
five most common cancers are those of the 
lung, stomach, breast, colon/rectum, and 
uterine cervix (included in the figure under 
the heading of reproductive tract), and the 
total number of new cancer cases recorded 
per year is just over 6 million. Skin cancers 
other than melanomas are not included in 
these figures, since almost all are cured 
easily and many are unrecorded. 
     The data for the United Kingdom are 
similar. However, incidences are different 
in some other parts of the world, reflecting 
widespread exposures to different 
infectious agents and environmental toxins. 
(Data from American Cancer Society, 
Cancer Facts and Figures, 2014.)
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lumen basal lamina
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Figure 20–3 Benign versus malignant 
tumors. A benign glandular tumor (pink 
cells; an adenoma) remains inside the basal 
lamina (yellow) that marks the boundary 
of the normal structure (a duct, in this 
example). In contrast, a malignant glandular 
tumor (red cells; an adenocarcinoma) can 
develop from a benign tumor cell, and 
it destroys the integrity of the tissue, as 
shown. There are many different forms that 
such tumors may take. 
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El desarrollo del cáncer suele dividirse en cuatro fases denominadas iniciación, promoción, 
progresión y metástasis. La iniciación implica cambios en el genoma de la célula que 
aumentan su potencial de proliferación pero que en sí mismos no conducen a la 
transformación tumoral. En la fase de promoción estas células preneoplásicas comienzan a 
acumularse formando pequeños tumores benignos que no destruyen el tejido sano 
circundante. En esta fase los mecanismos de reparación del DNA todavía pueden revertir la 
célula a su estado original. Las fases de iniciación y promoción pueden durar bastante tiempo. 
En la fase de progresión las células adquieren nuevas alteraciones genéticas que inducen la 
proliferación celular descontrolada y la capacidad para atravesar la lámina basal y destruir el 
tejido sano circundante. En esta etapa el tumor se transforma en maligno y su tamaño suele 
aumentar raídamente. Finalmente, en la fase de metástasis algunas células del tumor pierden 
la adhesión con las células vecinas, lo que les permite extravasarse a la sangre o vasos 
linfáticos y establecerse en otros tejidos generando tumores secundarios (2). 

Las herramientas de secuenciación de células individuales han permitido observar que las 
células cancerosas dentro de un mismo tumor no son todas exactamente iguales, sino que 
existe una heterogeneidad. La hiperproliferación junto con el aumento de la inestabilidad 
genética genera subpoblaciones clonales distintas, y cada una de ellas contribuye con 
capacidades diferentes y complementarias al crecimiento del tumor. A su vez esta 
heterogeneidad puede contribuir a la resistencia a las terapias, puesto que todos los clones 
no tienen por qué ser igual de sensibles al tratamiento (5).  

Características comunes y habilitadoras del cáncer 

Hanahan y Weinberg propusieron ocho características comunes o “hallmarks” de las células 
tumorales y dos características habilitadoras o “enabling” que hacen posible la adquisición 
de las características comunes durante el proceso de desarrollo tumoral: inestabilidad 
genómica e inflamación (4). Las ocho características comunes se resumen a continuación. 

La primera característica consiste en [1] mantener señales de proliferación celular y la 
segunda en [2] evadir aquellas que suprimen el crecimiento celular. Las células tumorales 
desregulan los sistemas de control del ciclo celular, por ejemplo estimulando a las células del 
estroma para que secreten factores de crecimiento,  aumentando la expresión de sus 
receptores o a través de mutaciones en el gen TP53 que codifica la proteína p53 encargada 
de inhibir la replicación celular si hay daño en el DNA. En relación con las dos primeras, la 
tercera señal consiste en [3] resistir a los mecanismos de muerte celular, encargados de 
eliminar células envejecidas o aberrantes, entre los cuales la apoptosis es el proceso más 
relevante. La entrada en apoptosis depende del balance entre señales activadoras e 
inhibidoras por parte de la familia de proteínas Bcl-2, estas activarían a las caspasas, unas 
proteasas que destruyen a la célula y finalmente esta es fagocitada por las células vecinas. 
Para terminar en lo referido al crecimiento celular, la cuarta característica implica la                      
[4] habilitación para replicarse indefinidamente a través de la activación de la enzima 
telomerasa (4). 
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Figura 2. Esquema general del proceso de metástasis en el que una célula tumoral (azul) puede 
diseminarse desde el tumor primario a través de un vaso sanguíneo hasta otro tejido. En función de si 
la célula tumoral consigue adaptarse al nuevo tejido puede morir, generar micrometástasis latentes o 
colonizar el tejido formando un tumor secundario. Fuente Anderson et al. 2018 (6). 

Por otro lado, el tumor necesita nuevos vasos sanguíneos para portar nutrientes y oxígeno, y 
eliminar los desechos, para ello [5] estimulan la angiogénesis, por ejemplo, secretando el 
factor de crecimiento vascular A (VEGF-A). Además, las células tumorales                                               
[6] modifican el metabolismo celular, estas células degradan la glucosa mayoritariamente a 
través de rutas anaerobias incluso en presencia de oxígeno, esta transición se denomina 
efecto Warburg. Aunque este efecto es desfavorable energéticamente, se piensa que 
beneficia al tumor porque así dispone de los intermediarios de la glucólisis para biosintetizar 
los aminoácidos y lípidos necesarios para el crecimiento celular. La séptima característica 
consiste en [7] cambios que permiten la invasión y metástasis (Figura 2), estos procesos 
implican una serie de cambios en la biología celular, generalmente la célula deja de expresar 
E-cadherina una proteína de adhesión célula-célula y en cambio sintetiza N-cadherina que 
media en los procesos de migración. Esto permite a la célula intravasarse a un vaso linfático 
o sanguíneo cercano, y después extravasarse en otro tejido donde deben adaptarse al nuevo 
microambiente para formar nuevos tumores macroscópicos. Finalmente, los tumores 
detectables han tenido que [8] evitar la vigilancia continua del sistema inmune, como se 
explicará más adelante (4). 

La adquisición de estas ocho características comunes de las células tumorales es posible 
gracias a dos fenómenos denominados habilitadores: inestabilidad genética e inflamación. 
Posiblemente lo más importante para la transformación tumoral es la inestabilidad genética 

The metastatic cell is a single genetic entity derived 
from a mass of cells possessing extensive genetic heteroge-
neity and consequent plasticity8. The distant tissue site will 
also have a distinct and specific extracellular matrix and 

cellular composition compared with that of the tumour tis-
sue from which the metastatic cell originated. Metastases 
must therefore be considered biologically different 
from primary tumour cells, at least in the early stages of 
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C O N S E N S U S  S TAT E M E N T
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MDSC or tumour- 
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Fig. 1 | Overview of metastasis. Metastasis is a complex multistep process, and the very concept of designing a metastasis- 
specific therapeutic must consider which part of the process is best to target. Given that metastases are derived mainly 
from invasive tumours, therapeutic efforts have often targeted the intrinsic invasive propensity of tumour cells150,151. 
Tumour cell production of angiogenic factors and TGFβ can activate endothelial cells and fibroblasts to remodel tissues and 
promote tumour cell invasion of stromal- modified spaces152. Targeting stromal elements in cancers remains an active area 
of research153–157. Intravasation of tumour cells is promoted by binding to macrophages that cause transient permeability in 
the vasculature158; thus, targeting tumour- associated macrophages might reduce the number of circulating tumour cells 
(CTCs)159. Multiple factors intrinsic to tumour cells (including epithelial- to-mesenchymal transition, production of proteases 
and migratory capacity) improve intravasation, often via effects on cell types including fibroblasts, neutrophils and 
macrophages160. Most tumour cells that enter the vasculature die as a result of hydrodynamic physical damage or leukocyte 
attack160. However, platelets can bind to and protect CTCs and improve their ability to establish secondary sites161. Platelet–
CTC aggregates settled at distant sites can release cytokines that attract granulocytes162; targeting platelets or granulocyte 
recruitment can prevent metastasis162. Additionally , abrogation of platelet–CTC binding, leading to a reduction in the 
number of circulating and potentially metastatic cells163, might explain the suppression of metastasis by aspirin in breast 
and prostate cancer models164. Survival and proliferation of newly deposited cancer cells in a metastatic site are arguably 
the most important stages of the metastatic process. Cancers with a propensity to metastasize do not grow in all organs, 
indicating that a limited number of organs provide a suitable stromal environment for their colonization. Preferred 
colonization sites, termed pre- metastatic niches, can be prepared in advance of the arrival of disseminated tumour cells 
through the actions of myeloid- derived suppressor cells (MDSCs) and tumour cell- derived extracellular vesicles (EVs), such 
as exosomes17,165. Whether this process can provide novel therapeutic targets to limit the arrest and survival of metastatic 
cells remains unclear, with development of EV- specific drugs, for example, creating a challenge166. Evidence also supports 
roles for neutrophils167,168 and MDSCs169 in metastatic colonization. Evasion of the antitumour immune response is another 
critical factor in metastatic colonization. No single tumour type seems to exhibit all these mechanisms; therefore, targeting 
any one stage of the metastatic process requires a tumour- specific understanding of the mechanisms involved.
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porque gracias a ella una célula sana puede ir acumulando mutaciones por las cuales adquiere 
las ocho señas de identidad descritas anteriormente. Se conocen muchos genes cuyas 
mutaciones están implicadas en la transformación tumoral (p. ej. TP53, RAS, MYC, Bcl-2 o 
BRCA1/2) (4).  

En cuanto a la inflamación, la mayoría de los tumores están infiltrados por células del sistema 
inmune que median en la inflamación, y aunque la inflamación es una parte importante en el 
inicio de la respuesta inmune, si no se regula adecuadamente y se cronifica contribuye a la 
transformación tumoral (4). Una prueba de esto es que los pacientes con enfermedades 
inflamatorias intestinales tienen un mayor riesgo de cáncer colorrectal (7) La inflamación 
puede contribuir al desarrollo tumoral porque las células del sistema inmune secretan 
factores de crecimiento, estimulan la angiogénesis y liberan enzimas que modifican la matriz 
extracelular favoreciendo la angiogénesis, la invasión y la metástasis (8). Además, se liberan 
moléculas químicas, como especies reactivas del oxígeno y de nitrógeno que provocan daño 
en el DNA (9). Por otro lado, la inflamación puede tener propiedades inmunosupresoras, 
puesto que puede atraer a células Treg y MDSCs, ambas con funciones inhibitorias de la 
respuesta inmune. En el caso de los linfocitos T citotóxicos, la inflamación crónica junto con 
la exposición continua al antígeno reduce su capacidad citotóxica llegando a un estado de 
agotamiento o “exhaustion” (10). 

Microambiente tumoral (TME) 

Hasta ahora hemos discutido las características de las células tumorales que evidentemente 
son el componente fundamental del cáncer, sin embargo, los tumores no están formados 
únicamente por células cancerosas (Figura 3). El tumor atrae distintos tipos de células sanas 
del estroma y modifica su biología para establecer un microambiente que soporte el 
crecimiento tumoral. La reprogramación de estas células del estroma se debe a diversos 
factores secretados por las células tumorales y modificaciones epigenéticas, en lugar de 
mutaciones en su genoma (11). Aunque la composición del estroma tumoral varia de un 
tumor a otro hay varios tipos celulares que se encuentran habitualmente en el microambiente 
tumoral, abreviado como TME por sus siglas en inglés “tumor microenvironment”.  

 

Figura 3. Representación del microambiente tumoral en el que además de células cancerosas (gris) 
encontramos otros tipos de células como fibroblastos y células inmunes, y células endoteliales y 
pericitos que forman los vasos sanguíneos. Fuente: modificado de Hanahan et al. 2012 (11). 
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Cancer-Associated Fibroblasts

Fibroblasts are found in various proportions across the spectrum of 
carcinomas, in many cases constituting the preponderant cell pop-
ulation of the tumor stroma. The term cancer-associated !broblasts 
(CAFs) subsumes at least two distinct cell types: (1) cells with 
similarities to the !broblasts that create the structural foundation 
supporting most normal epithelial tissues, and (2) myo!broblasts, 
whose biologic roles and properties differ markedly from those of 
the widely distributed tissue-derived !broblasts. Myo!broblasts are 
identi!able by their expression of α-smooth muscle actin (αSMA). 
They are rare in most healthy epithelial tissues, although certain 
tissues, such as the liver and pancreas, contain appreciable num-
bers of αSMA-expressing cells. Myo!broblasts transiently increase 
in abundance in wounds and are also found in sites of chronic 
in"ammation. Although bene!cial to tissue repair, myo!broblasts 
are problematic in chronic in"ammation, in that they contribute 
to the pathologic !brosis observed in tissues such as the lung, 
 kidney, and liver.

Recruited myo!broblasts and variants of normal tissue-derived 
!broblastic cells have been demonstrated to enhance tumor phe-
notypes, notably cancer cell proliferation,  angiogenesis, invasion, 

of both the innate and adaptive arms of the immune system, 
thereby mirroring in"ammatory conditions arising in nonneo-
plastic tissues.211 With the advent of better markers for accu-
rately identifying the distinct cell types of the immune system, 
it is now clear that virtually every neoplastic lesion contains 
immune cells present at densities ranging from subtle in!ltra-
tions detectable only with cell type–speci!c antibodies to gross 
in"ammations that are apparent even by standard histochemi-
cal staining techniques.183 Historically, such immune responses 
were largely thought to re"ect an attempt by the immune system 
to eradicate tumors, and indeed, there is increasing evidence for 
antitumoral responses to many tumor types with an attendant 
pressure on the tumor to evade immune destruction,174,176,177,183 
as discussed earlier.

By 2000, however, there were also clues that tumor-associated 
in"ammatory responses can have the unanticipated  effect of 
 facilitating multiple steps of tumor progression, thereby help-
ing incipient neoplasias to acquire hallmark capabilities. In the 
 ensuing years, research on the intersections between in"am-
mation and cancer pathogenesis has blossomed, producing 
abundant and compelling demonstrations of the functionally 
important  tumor-promoting effects that immune cells—largely 
of the innate immune system—have on neoplastic progres-
sion.19,53,94,174,212,213 In"ammatory cells can contribute to mul-
tiple hallmark capabilities by supplying signaling molecules to 
the tumor microenvironment, including growth factors that sus-
tain proliferative signaling; survival factors that limit cell death; 
proangiogenic factors; extracellular matrix-modifying enzymes 
that facilitate angiogenesis, invasion, and metastasis; and induc-
tive signals that lead to activation of EMT and other hallmark- 
promoting programs.53,94,116,212,213

Importantly, localized in"ammation is often apparent at the 
earliest stages of neoplastic progression and is demonstrably 
capable of fostering the development of incipient neoplasias 
into full-blown cancers.94,214 Additionally, in"ammatory cells 
can release chemicals—notably, reactive oxygen species—that 
are actively mutagenic for nearby cancer cells, thus accelerat-
ing their genetic evolution toward states of heightened malig-
nancy.53 As such, in"ammation by selective cell types of the 
immune system is demonstrably an enabling characteristic for 
its contributions to the acquisition of hallmark capabilities. The 
cells responsible for this enabling characteristic are described in 
the following section.

THE CONSTITUENT CELL TYPES OF THE 
TUMOR MICROENVIRONMENT

Over the past 2 decades, tumors have increasingly been recog-
nized as tissues whose complexity approaches and may even 
exceed that of normal healthy tissues. This realization contrasts 
starkly with the earlier, reductionist view of a tumor as nothing 
more than a collection of relatively homogeneous cancer cells, 
whose entire biology could be understood by elucidating the 
cell-autonomous properties of these cells (Fig. 2.3A). Rather, 
assemblages of diverse cell types associated with malignant le-
sions are increasingly documented to be functionally important 
for the manifestation of symptomatic disease (Fig. 2.3B). When 
viewed from this perspective, the biology of a tumor can only be 
fully understood by studying the individual specialized cell types 
within it. We enumerate as follows a set of accessory cell types 
recruited directly or indirectly by neoplastic cells into tumors, 
where they contribute in important ways to the biology of many 
tumors, and we discuss the regulatory mechanisms that control 
their individual and collective functions. Most of these observa-
tions stem from the study of carcinomas, in which the neoplastic 
epithelial cells constitute a compartment (the parenchyma) that 
is clearly distinct from the mesenchymal cells forming the tumor-
associated stroma.
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Figure 2.3 Tumors as outlaw organs. Research aimed at understanding 
the biology of tumors has historically focused on the cancer cells, which 
constitute the drivers of neoplastic disease. This view of tumors as nothing 
more than masses of cancer cells (A) ignores an important reality, that 
cancer cells recruit and corrupt a variety of normal cell types that form the 
tumor-associated stroma. Once formed, the stroma acts reciprocally on 
the cancer cells, affecting almost all of the traits that de!ne the neoplastic 
behavior of the tumor as a whole (B). The assemblage of heterogeneous 
populations of cancer cells and stromal cells is often referred to as the 
tumor microenvironment (TME). (Adapted from Hanahan D, Weinberg R. 
The hallmarks of cancer. Cell 2000;100:57–70; Hanahan D, Weinberg RA. 
Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 2011;144:646–674.)
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Los fibroblastos asociados al cáncer (CAF, del inglés “cancer-associated fibroblasts”) son los 
fibroblastos que se encuentran en el interior o los alrededores del tumor. Los fibroblastos son 
células con fenotipos variables en función del tejido en el que se encuentren, aunque en 
general se encargan de sintetizar y mantener la matriz extracelular y de secretar sustancias 
como factores de crecimiento, interleucinas o quimiocinas que afectan a la regulación de 
otros tipos celulares. En el contexto del cáncer los fibroblastos remodelan la matriz 
extracelular y modifican su secretoma para soportar el crecimiento del tumor (12).  

Las células endoteliales son otro componente habitual del microambiente tumoral ya que 
forman parte de los vasos sanguíneos que se forman para sostener el crecimiento del tumor. 
El crecimiento del endotelio está sometido a un complejo proceso de regulación en el que 
intervienen los pericitos, otro componente habitual del TME. Los pericitos rodean el 
endotelio y secretan sustancias que mantienen la integridad y funcionalidad del vaso 
sanguíneo (11).  

Por último, en el microambiente tumoral también se encuentran células del sistema inmune 
tanto adaptativo como innato. El sistema inmune puede tener efectos tanto antitumorales 
como protumorales como se discutirá en el siguiente apartado. (9,13).  

Antígenos tumorales  

Las células tumorales siguen siendo células propias, por lo que la mayoría de sus antígenos 
están sometidos a los procesos de autotolerancia inmunológica que impiden el ataque 
autoinmune. Sin embargo, las células tumorales producen algunos antígenos nuevos o 
mutados, que pueden iniciar una respuesta inmunológica. En conjunto estos se denominan 
antígenos tumorales y pueden distinguirse dos grupos: antígenos tumorales específicos (TSA) 
y antígenos asociados a tumores (TSA) (14).  

Los antígenos tumorales específicos (TSA) pueden ser el resultado de mutaciones en el 
genoma de la célula tumoral, entonces se denominan neoantígenos, o de la expresión de 
genes virales relacionados con el tumor. En cualquier caso se producen proteínas diferentes 
a las propias que pueden inducir una respuesta inmunológica y por ello son el blanco natural 
para la acción del sistema inmune contra el cáncer (14).  

Los antígenos asociados a tumores (TAA) son proteínas normales que muestran patrones de 
expresión diferentes en el tumor, como la expresión de proteínas embrionarias en el adulto 
o la sobreexpresión de proteínas propias. Los TAA derivados de la expresión de genes 
embrionarios en el tumor, denominados antígenos oncofetales, pueden inducir una 
respuesta inmunológica puesto que estos antígenos solo se han expresado antes de que el 
sistema inmune fuera activo. Un ejemplo es el antígeno carcinoembrionario (CEA), una 
glucoproteína de membrana que en condiciones normales se expresa en las células 
gastrointestinales y hepáticas del feto, y que se puede expresar en algunos cánceres 
colorrectales (14).  
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El otro grupo de TAA lo forman proteínas propias que se sobreexpresan en el tumor, como 
pueden ser factores de crecimiento o sus receptores. Como estas proteínas se expresan de 
forma natural en el organismo están sujetas a los procesos de autotolerancia, por lo que no 
van a inducir una respuesta inmune. No obstante, debido a su expresión en las células 
tumorales es varios órdenes de magnitud superior respecto a la expresión en células sanas, 
estos antígenos se pueden utilizar como dianas en los tratamientos de inmunoterapia con 
anticuerpos (14).  

Respuesta inmune al cáncer 

Inmunovigilancia y teoría de la inmunoedición  

El sistema inmune es capaz de identificar y eliminar específicamente a las células tumorales 
en un proceso denominado inmunovigilancia del cáncer. La observación de que los modelos 
de ratón inmunodeficientes en células T y B (RAG2–/–) desarrollaron más tumores al ser 
tratados con MCA (metilcolantreno, un carcinógeno químico) respecto a ratones 
inmunocompetentes, permitió demostrar experimentalmente el papel del sistema inmune en 
la prevención del cáncer (15). Además, otros resultados obtenidos mediante la transferencia 
de tumores de ratones inmunodeficientes a ratones singénicos inmunocompetentes y 
viceversa, permitieron concluir que los tumores que crecen en ausencia de la presión del 
sistema inmune son más inmunogénicos, por lo que el sistema inmune no solo nos protege 
de la formación del tumor, sino que también influye en la inmunogenicidad del tumor en un 
proceso de selección natural. Las células tumorales menos inmunogénicas pueden evadir la 
inmunovigilancia y por tanto tienen una ventaja para sobrevivir, respecto a aquellas más 
inmunogénicas que son eliminadas por el sistema inmune (16). Estas observaciones llevaron 
a plantear la teoría de la inmunoedición del cáncer, un proceso dinámico en el que el sistema 
inmune tiene acciones antitumorales como protumorales. La acción del sistema inmune 
eliminando las células tumorales más inmunogénicas, ejerce una fuerte influencia sobre el 
desarrollo tumoral y acaba seleccionando a las células tumorales menos inmunogénicas y más 
capaces para evadir la respuesta inmune (10,17).  

El proceso de inmunoedición del cáncer se puede dividir en tres fases secuenciales: 
eliminación, equilibrio y escape (Figura 4). La fase de eliminación corresponde con el proceso 
de inmunovigilancia en el que el sistema inmune puede reconocer y eliminar las células 
tumorales (p. ej., a través de antígenos tumorales o ligandos NKG2D). En esta fase el tumor 
no se manifiesta clínicamente y el sistema inmune puede ser capaz de eliminar todas las 
células tumorales frenando así la aparición del cáncer. Sin embargo, en otros casos se 
establece un equilibrio entre la destrucción de células tumorales y la supervivencia de un 
pequeño número de ellas. En esta fase, denominada fase de equilibro, el tumor sigue sin 
manifestarse clínicamente y puede quedar en esta fase durante el resto de la vida del 
hospedador. De hecho, la presencia de pequeños tumores en estado de equilibrio puede ser 
más frecuente de lo que se apreciaba anteriormente (10).  
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Figura 4. Diagrama general de las tres fases del proceso de inmunoedición del cáncer: eliminación, 
equilibrio y escape. Modificado de Burg et al. 2016 (18). 

Ocasionalmente, durante la fase de equilibrio pueden aparecer cambios en las células 
tumorales que les permitan evadir la acción del sistema inmune, por lo que las células 
tumorales escapan de la fase de equilibrio y comienzan a proliferar descontroladamente. El 
mismo efecto puede ocurrir por una inmunodepresión del hospedador. En esta fase de 
escape se producen las manifestaciones clínicas del cáncer, y con el tiempo empiezan a 
dominar las respuestas inmunitarias inhibidoras de forma que el sistema inmune pasa de 
tener una actividad antitumoral a protumoral (10).  

Las células inmunes asociadas al tumor se dividen en dos grandes grupos dependiendo de si 
contribuyen al desarrollo tumoral o se oponen a éste. Los CTLs (linfocitos T CD8 activados), 
células NK, células dendríticas, los macrófagos M1 y neutrófilos N1 se oponen al desarrollo 
tumoral, mientras que las células Treg, las MDSCs (un conjunto de células derivadas de la línea 
mieloide) y los macrófagos M2 favorecen el desarrollo tumoral. En el caso de los linfocitos B 
se han descrito funciones en un sentido y en el contrario (9,13). Las funciones de todas estas 
células se discuten a continuación.  

Células dendríticas (DCs) 

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno (APCs) y exponen los 
antígenos, a través de sus moléculas de MHC, a los linfocitos T. Las células dendríticas migan 
por el cuerpo en un estado inactivo, pero son capaces de detectar señales de peligro como 
los PAMPs de los patógenos y los DAMPs endógenos a través de sus receptores de 
reconocimiento de patrones (PRRs) como los TLRs. Cuando esto ocurre las células dendríticas 
se activan, aumentan la expresión de MHC y expresan las proteínas de coestimulación 
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TEIPP antigens are presented by the residual MHC 
class I molecules of immune-edited cancers and originate 
from wild-type sequences of housekeeping genes60. Their 
strong immunogenicity is attributable to their absence on 
the surface of healthy cells with normal APM function61,62. 
Several of these self-peptides are presented by MHC 
class I when there are defects in the APM. TEIPP antigens 
are processed through alternative, non-classical process-
ing pathways, but they fail to be presented under physio-
logical conditions63–65. Hence, there is no central tolerance 
to these antigens. TEIPP antigens can be targeted in a 
very similar way to conventional tumour antigens, by 
vaccination and by adoptive transfer of cognate CD8+ 
T cells59,66. Although TEIPP-specific CD8+ T cells were 

originally identified in mice, they are now known to exist 
in humans67,68, and full exploitation of the human TEIPP 
repertoire could provide an approach for the treatment of 
immune-edited cancers with APM defects.

The immune-suppressive microenvironment
Multiple mechanisms have been reported by which 
tumour cells influence the tumour microenvironment. 
Several of these, such as the expression of ligands for 
inhibitory receptors on T cells, have been discussed 
already. Other mechanisms are intrinsically associ-
ated with characteristic biological processes found in 
cancer. For instance, induction of a tissue response to 
hypoxia impairs a cytolytic CD8+ T cell response in 

Figure 1 | Tumour escape gives rise to alternative peptide antigens. The three phases of cancer immuno-editing11 
describe the intricate relationship between a tumour and its infiltrating immune system, during which genetic instability 
and tumour heterogeneity increase and immune selection of tumour cell variants occurs. In the first phase (part a), the 
immune system is in control, which results in the elimination of tumour cells. In the second phase (part b), tumour cell 
variants arise that have increasing capacity to survive immune attack, such that in the third phase (part c), the tumour 
escapes immune control and additional tumour cell variants develop. The escape phase is characterized by a multitude 
of tumour-intrinsic mechanisms that enable the tumour to avoid immune recognition, as well as tumour-extrinsic 
mechanisms that result in active immune suppression in the microenvironment (see BOX 2). During the first phase, tumour 
cells generally express high cell-surface levels of major histocompatibility complex (MHC) class I, their antigen processing 
machinery (APM) is still intact and they are easily recognized by CD8+ T cells that are specific for conventional tumour 
antigens (part d). In the later phases, tumour cells show a decrease in the cell-surface levels of MHC class I that is often 
associated with less antigen presentation owing to APM defects; thus, there is reduced recognition and eradication of 
tumour cells by CD8+ T cells specific for conventional tumour antigens. However, a new set of tumour antigens arises; 
these are known as T cell epitopes associated with impaired peptide processing (TEIPP) and constitute alternative 
peptides that are uniquely presented by tumours in the escape phase. Vaccine-elicited CD8+ T cells specific for TEIPP 
antigens might effectively stimulate a tumour-rejection response in tumours with low MHC class I expression. 
ER, endoplasmic reticulum; NK, natural killer cell; NKT, natural killer T cell; TAP, transporter associated with antigen 
processing; TCR, T cell receptor. Parts a, b and c adapted from REF. 244, Nature Publishing Group.
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immune system is in control, which results in the elimination of tumour cells. In the second phase (part b), tumour cell 
variants arise that have increasing capacity to survive immune attack, such that in the third phase (part c), the tumour 
escapes immune control and additional tumour cell variants develop. The escape phase is characterized by a multitude 
of tumour-intrinsic mechanisms that enable the tumour to avoid immune recognition, as well as tumour-extrinsic 
mechanisms that result in active immune suppression in the microenvironment (see BOX 2). During the first phase, tumour 
cells generally express high cell-surface levels of major histocompatibility complex (MHC) class I, their antigen processing 
machinery (APM) is still intact and they are easily recognized by CD8+ T cells that are specific for conventional tumour 
antigens (part d). In the later phases, tumour cells show a decrease in the cell-surface levels of MHC class I that is often 
associated with less antigen presentation owing to APM defects; thus, there is reduced recognition and eradication of 
tumour cells by CD8+ T cells specific for conventional tumour antigens. However, a new set of tumour antigens arises; 
these are known as T cell epitopes associated with impaired peptide processing (TEIPP) and constitute alternative 
peptides that are uniquely presented by tumours in the escape phase. Vaccine-elicited CD8+ T cells specific for TEIPP 
antigens might effectively stimulate a tumour-rejection response in tumours with low MHC class I expression. 
ER, endoplasmic reticulum; NK, natural killer cell; NKT, natural killer T cell; TAP, transporter associated with antigen 
processing; TCR, T cell receptor. Parts a, b and c adapted from REF. 244, Nature Publishing Group.
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TEIPP antigens are presented by the residual MHC 
class I molecules of immune-edited cancers and originate 
from wild-type sequences of housekeeping genes60. Their 
strong immunogenicity is attributable to their absence on 
the surface of healthy cells with normal APM function61,62. 
Several of these self-peptides are presented by MHC 
class I when there are defects in the APM. TEIPP antigens 
are processed through alternative, non-classical process-
ing pathways, but they fail to be presented under physio-
logical conditions63–65. Hence, there is no central tolerance 
to these antigens. TEIPP antigens can be targeted in a 
very similar way to conventional tumour antigens, by 
vaccination and by adoptive transfer of cognate CD8+ 
T cells59,66. Although TEIPP-specific CD8+ T cells were 

originally identified in mice, they are now known to exist 
in humans67,68, and full exploitation of the human TEIPP 
repertoire could provide an approach for the treatment of 
immune-edited cancers with APM defects.

The immune-suppressive microenvironment
Multiple mechanisms have been reported by which 
tumour cells influence the tumour microenvironment. 
Several of these, such as the expression of ligands for 
inhibitory receptors on T cells, have been discussed 
already. Other mechanisms are intrinsically associ-
ated with characteristic biological processes found in 
cancer. For instance, induction of a tissue response to 
hypoxia impairs a cytolytic CD8+ T cell response in 
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variants arise that have increasing capacity to survive immune attack, such that in the third phase (part c), the tumour 
escapes immune control and additional tumour cell variants develop. The escape phase is characterized by a multitude 
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CD80/86 o B7 necesarias para la activación de los linfocitos T, y secretan citoquinas que 
promueven y mantienen la activación del sistema inmune (19).De esta forma las células 
dendríticas ejercen funciones anti-tumorales al activar a otras células inmunes capaces de 
destruir al tumor, un ejemplo de su relevancia son las inmunoterapias basadas en la activación 
ex vivo de las células dendríticas del paciente con antígenos tumorales para que los presenten 
a los linfocitos T.  

Macrófagos  

Los macrófagos se diferencian en los tejidos a partir de los monocitos que circulan por la 
sangre y son una de las células inmunes más abundantes en el TME, pudiendo llegar hasta el 
50% de las células inmunes infiltradas en el tumor (13). En los estadios primarios del 
desarrollo tumoral los macrófagos residentes en el TME se polarizan hacia macrófagos M1       
(o clásicamente activados) que junto a los neutrófilos inician la respuesta inflamatoria y la 
activación del sistema inmune adaptativo. Además, secretan ROS que destruyen las células 
tumorales y citoquinas como el IFN-γ que estimulan la respuesta inmune antitumoral (20). 

Por el contrario, en los tumores establecidos los factores liberados por las células del TME 
polarizan los macrófagos hacia el fenotipo M2 que presentan funciones protumorales. Los 
macrófagos M2 (o alternativamente activados) tienen mayor capacidad fagocítica lo que les 
permite participar en los procesos de remodelación de la matriz extracelular, reparación 
tisular y angiogénesis que soportan el crecimiento del tumor. Además contribuyen a generar 
un ambiente inmunosupresor porque, entre otras cosas, reclutan células Treg, inducen la 
diferenciación de células mieloides a MDSCs, y secretan IL-10 y TGF-β que son fuertes 
inhibidores de los CTLs y células NK (20,21). 

Neutrófilos 

Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes en sangre, normalmente son los primeros 
leucocitos en llegar al tejido e inician la respuesta inflamatoria liberando citoquinas, 
quimiocinas y enzimas que degradan la matriz extracelular (22). Los neutrófilos son también 
bastante abundantes en el TME y se han observado tanto funciones antitumorales como 
protumorales de los neutrófilos. Aunque no están tan bien caracterizados como los 
macrófagos se denomina N1 a los neutrófilos con funciones antitumorales y N2 a los 
neutrófilos con funciones protumorales (23).  

Los neutrófilos pueden utilizar sus herramientas antimicrobianas para eliminar células 
tumorales, como son la liberación de gránulos con sustancias antimicrobianas y la fagocitosis. 
Además, los neutrófilos pueden reconocer las células tumorales opsonizadas por anticuerpos 
ya que expresan FcγRIIA (CD32A) y FcγRIIIB (CD16B), receptores para la fracción constante de 
las IgG, y destruirlas a través de la expresión de ligandos mortales o el proceso de trogocitosis, 
por el cual el neutrófilo endocita fragmentos de la membrana de la célula tumoral (23). 
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Por otro lado, la infiltración persistente de neutrófilos en un tejido es la seña característica de 
la inflamación crónica que contribuye a la patología tumoral y a la generación de un ambiente 
inmunosupresor. Por ejemplo, liberan CCL17, una quimiocina que atrae células Treg 
fuertemente inmunosupresoras, y las enzimas que liberan para degradar la matriz 
extracelular, con el objetivo de facilitar la extravasación de células inmunes, también 
favorecen el crecimiento del tumor. (24) Finalmente, es posible que los neutrófilos puedan 
dar lugar en el tumor a MDSCs, cuyo papel se discute a continuación (25). 

Células supresoras derivadas de precursores mieloides (MDSCs) 

El término células supresoras derivadas de precursores mieloides (MDSCs) hace referencia a 
un conjunto heterogéneo de células mieloides inmaduras con funciones inmunosupresoras 
que se encuentran en algunas situaciones patológicas como el cáncer. En el caso del cáncer 
se ha visto que la secreción de GM-CSF, IL-1β, VEGF y PGE2 estimula la expansión y 
acumulación de MDSCs en el tumor (10).  

Las MDSCs pueden inhibir las funciones de los linfocitos a través de diversos mecanismos:       
(a) producción de citoquinas inmunosupresoras como el TGF-β, (b) degradación de arginina y 
cisteína, dos aminoácidos necesarios para la función de los linfocitos T, (c) inhibición de la 
activación del linfocito T por nitrosilación de su TCR e (d) inducción de la diferenciación de 
células T reguladoras, cuyas funciones inmunosupresoras se comentarán más adelante (10).  

Células NK 

Las células NK (asesinas naturales o “natural killer”) son células del sistema inmune con 
capacidad citotóxica por lo que son muy útiles en la respuesta antitumoral. Aunque las células 
NK comparten los mismos mecanismos efectores que los linfocitos T CD8+, difieren en su 
activación, las células NK no tienen TCR y su activación no es específica de antígeno puesto 
que pertenecen a la inmunidad innata. Las células NK se dividen en dos subtipos dependiendo 
de la expresión de su marcador de membrana CD56. Por un lado las células CD56dim expresan 
menos CD56 pero expresan gran cantidad de CD16A (FcγRIIIa) por lo que producen respuestas 
citotóxicas potentes y son el subtipo de células NK más abundantes en sangre. Por un lado las 
células CD56bright expresan gran cantidad de CD56 pero tienen baja expresión de CD16A, por 
lo que presentan menor capacidad citotóxica, aunque producen gran cantidad de citoquinas 
como el IFN-γ (26).  

Las células NK, así como los CTLs de los que hablaremos a continuación, disponen de dos 
mecanismos citotóxicos, la exocitosis granular y la expresión de ligandos mortales. La 
exocitosis granular consiste en la liberación de gran cantidad de gránulos que contienen dos 
proteínas con capacidad citotóxica: perforina y granzimas (gzms). La perforina forma poros 
en la membrana de la célula diana a través de los cuales entran las granzimas, una familia de 
proteasas que cortan diferentes sustratos, incluidas las caspasas en el caso de la gzmB, 
activando el proceso de apoptosis en la célula diana. Por otro lado, la expresión de ligandos 
mortales consiste como su nombre indica en la expresión de ligandos en la membrana o su 
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secreción asociada a microvesículas, que cuando se unen a proteínas específicas en la 
membrana de la célula diana inducen la muerte por apoptosis de esta célula. Algunos 
ejemplos de estos ligandos son FasL y TRAIL que se unen respectivamente a Fas y DR4/DR5 
en la superficie de la célula diana. Además, tanto los CTLs como las NK secretan IFN-γ, una 
citoquina que potencia la actividad citotóxica de CTLs y NKs y que tiene otras importantes 
funciones antitumorales que comentaremos más adelante (27).  

La activación de las células NK depende del balance entre las señales activadoras e 
inhibidoras que reciba la célula a través de los diferentes receptores que expresan. Esta 
regulación debe permitir el ataque a lo perjudicial sin generar reacciones autoinmunes. 
Vamos a comentar las funciones de tres de ellos, no obstante, debemos tener en cuenta que 
las células NK expresan muchos más. En primer lugar los receptores KIR (“killer-cell 
immunoglobulin-like receptors”) interaccionan con las moléculas de MHC de clase I 
expresadas por todas las células nucleadas. La mayoría de los receptores KIR son inhibidores 
pero algunos activan a la célula. La expresión inicial de los KIR es aleatoria, pero conforme la 
célula madura se modifica la expresión de los KIR para asegurar la defensa manteniendo la 
autotolerancia. Las células tumorales o infectadas por virus tienden a reducir la expresión del 
MHC-I, por lo que la célula NK no recibe señales inhibidoras y elimina estas células, esta 
función se suele denominar “la detección del yo perdido” (28).  

Por otro lado expresan FcγRIIIA (CD16A) el receptor de baja afinidad de la Fc de los 
anticuerpos IgG. CD16A es un receptor activador que permite a las células NK reconocer y 
eliminar a las células opsonizadas por anticuerpos de clase IgG. Finalmente comentaremos 
otro receptor activador, NKG2D, que reconoce algunas moléculas que normalmente están 
poco presentes en la membrana de célula sanas pero cuya expresión aumenta en respuesta 
a una infección o transformación tumoral. Estas moléculas se conocen como moléculas de 
estrés celular y actúan como señales de peligro. Un ejemplo de estas moléculas es MICA y 
MICB, dos proteínas similares al MHC-I pero que no presentan antígenos (28).  

Finalmente, cabe destacar la existencia de las células NKT, un subtipo de linfocitos T, que 
expresan algunos de los receptores característicos de las células NK, algunas subpoblaciones 
de células NKT expresan CD16, y de los linfocitos T αβ. A diferencia de estos últimos el TCR de 
las células NKT presenta muy poca variabilidad y reconoce antígenos lipídicos presentados 
por CD1 (una molécula similar al MHC-I pero sin variabilidad). El tipo de células NKT más 
estudiadas con las iNKT (“invariant”) que expresan un TCR formado siempre por las mismas 
cadenas, por lo que siempre reconoce el mismo antígeno. Las células NKT pueden ejercer las 
funciones citotóxicas que comparten las células NK y los CTLs, y además también pueden 
ejercer las funciones regulatorias características de los linfocitos Th. Las células NKT parecen 
ser eficaces en la respuesta inmune antitumoral, no obstante, sus efectos en concreto se 
siguen investigando (29).  
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Linfocitos T citotóxicos (CD8+) 

Los linfocitos T CD8+ son células del sistema inmune adaptativo puesto que generan 
respuestas inmunes específicas de antígeno en función del TCR que exprese en su membrana. 
Los linfocitos T circulan por el organismo en un estado inactivo denominado linfocito T naïve, 
que se activan cuando reconocen a su antígeno diana y siempre que se hayan activado 
previamente las células dendríticas encargadas de proporcionar la señal de coestimulación 
por B7. Los linfocitos T CD8+ activados se denominan CTLs y son capaces de eliminar a las 
células que presenten su antígeno diana asociado al MHC de clase I en su membrana, para 
ello utilizan las herramientas de exocitosis granular y ligandos morales explicadas en el 
apartado anterior.  

Los linfocitos T CD8+ son muy eficaces en la respuesta inmune antitumoral ya que gracias a 
su capacidad citotóxica pueden eliminar a las células tumorales. De hecho, hay estudios en 
muchos tipos de cáncer diferentes en los que se observa que cuanto mayor es la infiltración 
de linfocitos T en el tumor, mejor es el pronóstico del paciente (30). Sin embargo, el ambiente 
inmunosupresor que se genera en el TME hace que la actividad de los CTLs se reduzca cuando 
estos llegan al tumor, de hecho la mayoría de los linfocitos T infiltrados en el tumor se 
encuentren en estados de anergia o exhaustos. Los linfocitos T entran en anergia cuando 
reconocen su antígeno diana a través del TCR pero no reciben la señal de coestimulación por 
B7, esto puede ocurrir porque, aunque el tumor genere antígenos tumorales específicos, 
normalmente no produce suficiente daño tisular como para activar correctamente a las 
células dendríticas. Los linfocitos T en anergia no son activos y si persiste esta falta de 
coestimulación acaban muriendo (31). Por otro lado, los linfocitos T exhaustos se generan en 
las infecciones crónicas y algunos tumores por la exposición prolongada al antígeno y señales 
inflamatorias. Los linfocitos T exhaustos van perdiendo progresivamente sus funciones 
citotóxicas pero no completamente y producen menos citoquinas, pero no se diferencian a 
células T de memoria (32).  

Debido al potencial de los linfocitos T CD8+ en la respuesta antitumoral muchas 
inmunoterapias se basan en mejorar la eficacia de estos, como por ejemplo la activación de 
células dendríticas ex vivo con antígenos tumorales para favorecer la presentación antigénica 
o la generación de células CAR-T que son linfocitos T CD8+ modificados genéticamente para 
que expresen un TCR sintético que reconozca algún antígeno tumoral (33).  

Linfocitos T colaboradores (CD4+) o Th 

Los linfocitos T CD4+ se activan de la misma forma que los linfocitos T CD8+ con la única 
diferencia de que reconocen el antígeno presentado por una molécula de MHC de clase II. La 
función de los linfocitos T CD4+ es soportar la respuesta inmune liberando citoquinas y otras 
señales necesarias para activar y mantener la función de las células inmunes, de ahí que se 
les denomine colaboradores o “helper” (Th). En este sentido se han descrito varios subtipos 
de linfocitos Th dependiendo de las funciones que realizan. Los linfocitos Th se activan en el 
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ganglio linfático, algunos ejercen su función ahí, mientras que otros se desplazan a los tejidos 
(34).  

La polarización hacia un subtipo en concreto de linfocito Th depende de las citoquinas 
presentes en el momento en el que se produce su activación, la presencia de determinadas 
citoquinas activa un factor de transcripción específico que estimula la síntesis de las 
citoquinas características de cada subtipo de linfocito Th. No obstante, la polarización hacia 
una respuesta no es definitiva, cambios en las citoquinas presentes pueden llevar a la 
repolarización hacia un subtipo diferente de linfocito Th (34).  

Tabla 1. Subtipos de respuestas Th 
 Th1 Th2 ThF T reg 
Citoquina 
polarizante 

IL-12 IL-4 IL-6 TGF-β 

Factor de 
transcripción 

T-Bet GATA3 Bcl.6 FoxP3 

Citoquinas 
efectoras 

IFN-γ IL-4, IL-5 IL-21 IL-10 

Respuesta 
principal 

Respuesta celular 
(CTLs, 
macrófagos, NKs) 

Defensa frente 
a parásitos (IgE) 

Respuesta 
humoral (IgG) 

Suprime la 
respuesta 
inmune 

    Fuente: Kaplan et al. 2015 (34). 

Los linfocitos Th1 producen como principal citoquina efectora el IFN-γ, un interferón de tipo 
II que estimula una respuesta inmune celular muy útil en la lucha contra infecciones virales y 
el cáncer (35).Aunque los linfocitos Th1 son los principales productores de IFN-γ también la 
secretan los CTLs, las células NK activadas y los macrófagos M1 (36). 

Por otro lado, los linfocitos Th2 producen citoquinas que estimulan el cambio de clase de los 
anticuerpos, llegando el linfocito B a producir IgE, y la actividad de eosinófilos y basófilos, por 
lo que son más útiles en la defensa contra parásitos. En cuanto a los linfocitos ThF expresan 
gran cantidad de IL-21 por lo que son muy útiles para regular la maduración de los linfocitos 
B en los centros germinales y la mejora de la afinidad de los anticuerpos (35).  

Por último, los linfocitos T reguladores (Treg) tienen una función fuertemente 
inmunosupresora a través de diversos mecanismos: (a) secretan gran cantidad de las 
citoquinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-β, (b) expresan altos niveles del receptor de IL-2 de 
alta afinidad por lo que compiten con los linfocitos T por la IL-2 que estimula su activación,  
(c) inhiben la activación de las células presentadoras de antígeno, (d) expresan los puntos de 
control inmunitarios CTLA-4 y PD-1 y (e) pueden matar directamente a los linfocitos T a través 
del mecanismo de exocitosis granular (37).  

Existen otros tipos de linfocitos Th (como Th17, Th9, …) que modulan la respuesta inmune, 
detectándose varios subtipos de linfocitos Th en el microambiente tumoral (35). Una 
predominancia de linfocitos Th1 se correlaciona un mejor pronóstico del paciente (38), sin 
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embargo, algunos tipos de tumores secretan citoquinas que polarizan la respuesta hacia Th2 
evitando así la diferenciación a Th1 (35,39) o producen TGF-β para inducir la diferenciación 
de células Treg que inhiben a los linfocitos que infiltran el tumor (37). 

Linfocitos T γδ 

Los linfocitos T γδ son un tipo de linfocitos T poco abundantes que expresan un TCR formado 
por las cadenas γδ, que no reconoce antígenos presentados por moléculas de MHC sino que 
generalmente reconocen pequeñas moléculas fosforiladas, como el isoprenil pirofosfato (PPI) 
que se acumula en las células tumorales por la desregulación de la ruta del mevalonato, o 
antígenos lipídicos asociados a CD1. Además, expresan receptores de activación como PRRs 
o NKG2D propios de la inmunidad innata. Una vez activados los linfocitos T γδ pueden ejercer 
las funciones tanto de los linfocitos Th como de los CTLs ejerciendo una función 
mayoritariamente antitumoral (40).  

Linfocitos B 

Los linfocitos B son células del sistema inmune adaptativo que una vez activados se encargan 
de producir anticuerpos específicos para un antígeno. La activación de un linfocito B requiere 
la colaboración de un linfocito Th previamente activado, ya que solo estos expresan CD40L 
que es necesario para proporcionar la señal de coestimulación (41).  

Los anticuerpos pueden ser útiles en la respuesta antitumoral porque pueden activar 
respuestas efectoras, como son la ADCC, la ADCP y la CDC; que pueden eliminar a las células 
tumorales. En el caso de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en 
inglés) una célula inmune reconoce a través de sus FcγRs a una célula tumoral opsonizada y 
la elimina. Las principales células efectoras de la ADCC son las células NK que liberan gránulos 
con granzima y perforina como se ha explicado anteriormente. No obstante, macrófagos y 
neutrófilos también pueden ejercer ADCC liberando distintas sustancias antimicrobianas y 
enzimas que producen ROS para eliminar a la célula tumoral (42). Por otro lado, los principales 
efectores de la fagocitosis dependiente de anticuerpos (ADCP, por sus siglas en inglés) son los 
macrófagos que reconocen a las células tumorales opsonizadas a través de sus FcγRs lo que 
induce la fagocitosis de la célula tumoral (43). Cabe destacar que las células inmunes son 
capaces de fagocitar de forma independiente a la presencia de anticuerpos, pero la ADCP 
aumenta la eficacia.  

Tanto para la ADCC como la ADCP es fundamental la presencia de receptores de la fracción 
constante de los anticuerpos (FcR) (44). Los anticuerpos más abundantes en la respuesta 
inmune son las IgG, los receptores que reconocen a estos anticuerpos pertenecen a la familia 
FcγR cuyos miembros se resumen en la Tabla 2 y la mayoría de ellos activan a la célula inmune 
que los expresa. Además de la familia FcγR existen receptores para el resto de isotipos de 
anticuerpos (FcαR, FcμR y FcεR) y un miembro especial, el FcR neonatal (FcRn), que participa 
en la transferencia de los anticuerpos maternos a la leche y en el reciclado de los anticuerpos 
para aumentar su vida media en sangre (45).  
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Tabla 2. Receptores de la fracción Fc de los IgG (FcγR) 
 FcγRI FcγRIIA FcγRIIB FcγRIIC FcγRIIIA FcγRIIIB 

CD CD64 CD32A CD32B CD32C CD16A CD16B 
Función Activar Activar Inhibir Activar Activar Señuelo 
Afinidad Alta Baja Baja Baja Baja Baja 
Células 
donde se 
expresa 

Macrófagos 
DC 

Macrófagos 
DC 
Neutrófilos 

DC 
Linfocitos B 
 

Macrófagos 
Neutrófilos 
Células NK 

Macrófagos 
Células NK 

Neutrófilos 

Fuente: Bruhns et al. 2015 (45). 

Finalmente, la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) consiste en la activación del 
sistema del complemento por los anticuerpos cuando se encuentran unidos a la superficie de 
una célula. El sistema del complemento consiste un conjunto de proteínas que circulan por la 
sangre en forma inactiva pero cuando se activan generan poros en la membrana de la célula 
provocando la lisis celular. En este caso la activación no depende de FcR sino que es el 
componente C1 del complemento el que reconoce al anticuerpo y activa el sistema (44). 

No obstante, cabe destacar que el reconocimiento de los inmunocomplejos por parte de los 
macrófagos y neutrófilos a través de sus FcR puede activar otros mecanismos de estas células 
con funciones protumorales como ya se ha comentado. Pueden liberar citoquinas 
proinflamatorias y enzimas para remodelar la matriz extracelular favoreciendo la 
angiogénesis y metástasis. Además, la activación del complemento también va a generar 
señales proinflamatorias. También se ha observado la existencia de linfocitos B reguladores 
que producen anticuerpos IgA, gzmB y citoquinas inmunosupresoras, y se ha visto en modelos 
de ratón que inhiben la capacidad citotóxica de los linfocitos T. Por lo tanto, de nuevo los 
linfocitos B son células inmunes que pueden tener funciones pro y antitumorales (41) 

Estrategias del tumor para evadir al sistema inmune  

El sistema inmune como se ha comentado restringe la aparición de células tumorales a través 
del proceso de inmunovigilancia, no obstante, los tumores que evolucionan hasta la fase de 
escape y se manifiestan clínicamente deben haber evadido la respuesta del sistema inmune. 
Se han observado una gran variedad de mecanismos a través de los cuales el tumor puede 
evadir la respuesta inmune, pero normalmente pueden encuadrarse en uno de estos grupos: 
modificaciones de las células tumorales y generación de un ambiente inmunosupresor (46). 

Modificaciones de las células tumorales. Debido a la presión que ejerce el sistema inmune 
eliminando las células más inmunogénicas, en la fase de escape predominan las células que 
expresan menos antígenos tumorales. Además es habitual que las células tumorales dejen de 
expresar proteínas implicadas en los mecanismos de presentación antigénica (como por 
ejemplo TAP1, MHC-I o β2-microglobulina) (10), o los ligandos de los receptores activadores 
de las células NK (47). Esto puede ocurrir por mutaciones en sus genes o regulación 
epigenética. En el mismo sentido las células tumorales pueden volverse insensibles al IFN-γ 
porque dejen de expresar su receptor o los componentes de su cascada de transducción de 
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señal, lo cual interfiere con sus funciones como la estimulación de la síntesis del MHC o la 
inhibición de la proliferación celular (48).  

Los cambios descritos hasta ahora en las células tumorales van encaminados a ocultarse del 
sistema inmune, no obstante, una alternativa diferente es volverse resistente a las funciones 
efectoras. En este sentido las células tumorales pueden expresar formas inactivas de los 
receptores de ligandos morales (Fas y el receptor de TRAIL), aumentar la expresión de 
proteínas antiapotóticas como Bcl-2 o expresar los ligandos de los puntos de control 
inmunitarios (CTLA-4 y PD-1) para inactivar a los linfocitos T (10).  

Generación de un ambiente inmunosupresor. En el microambiente tumoral hay una alta 
concentración de citoquinas inmunosupresoras, quimiocinas que atraen a células inmunes 
con funciones inmunosupresoras y otras moléculas que inhiben al sistema inmune. Las 
principales citoquinas inmunosupresoras en el microambiente tumoral son el TGF-β y la IL-10 
(10). Las células tumorales también secretan metabolitos del esterol, estos inhiben la 
expresión del receptor de quimiocinas CCR7 en las células dendríticas, necesario para que 
cuando estas células se activen en el tumor puedan migrar a los ganglios linfáticos para 
presentar los antígenos tumorales a los linfocitos (49). Otra molécula secretada por las células 
tumorales es la enzima IDO que metaboliza el triptófano lo que resulta en la inhibición de las 
células T (50).  

Las condiciones del microambiente tumoral favorecen el reclutamiento y activación de células 
inmunes con funciones inmunosupresoras y protumorales. Por ejemplo, la presencia de altas 
concentraciones de TGF-β polariza a los linfocitos Th hacia el fenotipo Treg inmunosupresor 
(37). Los macrófagos se polarizan a macrófagos M2 que participan en la remodelación de la 
matriz extracelular, reparación tisular y angiogénesis lo que favorece el crecimiento del tumor 
y la metástasis. En cuanto a los neutrófilos predomina la polarización hacia N2 que también 
favorecen el crecimiento tumoral. Además, los macrófagos y neutrófilos pueden originar 
MDSCs que ejercen potentes funciones inmunosupresoras (10).  

Antígeno Tn 

Glicosilación 

La glicosilación es la modificación postraduccional más común de las proteínas. Dependiendo 
del aminoácido al cual se une el glicano se diferencia entre N-glicosilación, el azúcar se une al 
grupo amino de la cadena lateral de una asparagina, y O-glicosilación, el azúcar se une al 
grupo hidroxilo de la cadena lateral de una serina o una treonina (51). 

En las células sanas la O-glicosilación (Figura 5) se lleva a cabo en el aparato de Golgi por una 
diversidad de enzimas glicosiltransferasas. El primer paso siempre consiste en la transferencia 
de una N-acetilgalactosamina (GalNAc) desde la UDP-GalNAc al hidroxilo de una serina o 
treonina (51). Sobre este primer azúcar pueden actuar dos enzimas glicosiltransferasas. Por 
un lado está la enzima T sintasa que añade una molécula de galactosa (Gal) al glicano en 
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crecimiento para formar el denominado núcleo 1 o antígeno T. Por otro lado, podría actuar 
otra glicosiltransferasa que transfiere una molécula de glucosa sobre la GalNAc para formar 
el núcleo 3. A partir de este punto, sobre núcleo 1 y núcleo 3 pueden actuar diferentes 
glicosiltransferasas, las rutas de biosíntesis se ramifican y esto da lugar a la gran diversidad de 
O-glicanos que se pueden encontrar en la célula (52). 

 

Figura 5. Diagrama general del proceso de O-glicosilación de proteínas que se desarrolla en el aparato 
de Golgi de las células sanas. En las células cancerosas este proceso se detiene de forma prematura, lo 
que da lugar a la aparición de O-glicanos truncados que actúan como antígenos glucídicos asociados 
a tumores (TACAs), aparecen sombreados en marrón. Fuente Rømer et al (53). 

O-glicanos asociados al cáncer  

En las células cancerosas es común la presencia de O-glicanos truncados, como son los 
denominados antígenos T, Tn y sTn (Figura 5 y Tabla 3). Esto se debe a que el proceso de          
O-glicosilación se detiene antes de tiempo por la ausencia de enzimas glicosiltransferasas 
funcionales que puedan elongar los O-glicanos (52). La acumulación de estos antígenos en 
células cancerosas es consecuencia de la falta de las enzimas glicosiltransferasas que elongan 
el glicano, bien por mutaciones, cambios en su localización subcelular o modificaciones 
epigenéticas que repriman su expresión (como la hipermetilación de su promotor) (54). 

En algunos tipos de cáncer se ha observado que la expresión de O-glicanos truncados 
contribuye a la supervivencia del tumor. Por ejemplo, se ha observado in vitro que la 
expresión del antígeno Tn en células de cáncer de páncreas aumenta su capacidad de 

vaccine entering Phase III clinical trials [19]. The STn-based vaccine
was well tolerated in patients, but the Phase III clinical trial failed
to demonstrate improved median time to disease progression,
possibly due to the fact that patients had not been evaluated for
STn expression prior to enrolment [20–22]. In contrast, the T-
antigen, although expressed on many cancer cells, is not regarded
as a cancer-specific antigen due to its expression in healthy tissue,
e.g. hematopoietic stem cells and skin keratinocytes, and has
attracted less attention as a therapeutic target [6, 19, 23].
The relevance of truncated O-glycans as targets for treatment is

underscored by the fact that expression of truncated O-glycans
contribute to several hallmarks of cancer and correlates with
clinical outcome [6, 24, 25]. Expression of truncated O-glycans
directly induces oncogenic features such as a change in
differentiation, increased invasion and impaired adhesion in skin
organoids [23, 26, 27] and intestinal cancers in murine models
[28, 29]. In addition, elongation of the Tn-antigen confers
resistance to the immunological killing of tumour cells [30].
Furthermore, truncated O-glycans have been found in the early
stages of tumorigenesis, e.g. in polyps, pre-malignant lesions and
cancer-adjacent tissue [31, 32]. In a clinical setting, investigators
have found that the expression of truncated glycans correlates
with poor clinical outcomes amongst patients with urinary bladder
carcinomas and colorectal cancer [33, 34]. Similarly, Tn expression
has been found to correlate positively with higher pathological
tumour-node metastasis (pTNM) stages, shortened disease-free
intervals and positive lymph node status in breast cancer patients

[35, 36], while changes in O-glycosylation of mucins correlate with
the progression of pancreatic cancer and influence oncogenic
properties in pancreatic tumour cells [37, 38]. In addition, levels of
STn in carcinomas or sera of patients with gastric, colorectal, and
ovarian cancer correlates with poor prognosis while autoantibodies
against aberrantly glycosylated mucins have been found in
colorectal cancer patients [39–42]. Taken together, these findings
suggest that truncated O-glycans induce oncogenic features,
contribute to tumour severity, and affect tumour-immune interac-
tions—and thus, escaping potential treatments targeting truncated
O-glycans may come with a severe fitness cost for cancer cells.
Despite being identified as tumour markers almost half a

century ago, no FDA-approved drugs target truncated O-glycans.
Even so, the emergence of novel immunological therapies aiming
at the tumour glycome is predicted to change the status quo and
enable us to harness the therapeutic potential of cancer-
associated truncated O-glycans. However, this requires a revisited
and updated characterisation of the expression of truncated
O-glycans in human cancers. The literature on Tn, STn and cancer
is vast [6, 19]. Still, many studies do not directly address the
subcellular location of the Tn, STn or T-antigens on the cell surface
vis-à-vis solely as intracellular, biosynthetic intermediates in the
secretory pathway, or the heterogeneity of the antigen expression
within single tumours. Furthermore, mapping of truncated
O-glycans has been hampered by methodological challenges,
such as distinguishing between the blood type antigens (blood
type a; GalNAc-α) and the Tn epitope (i.e. GalNAc attached to a
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migración y la supervivencia (55). En cáncer de mama triple negativo, se ha demostrado que 
la expresión del antígeno Tn en células cancerosas produce tumores más grandes, con mayor 
potencial de metástasis en el pulmón y peor pronóstico (56). Finalmente, se ha visto que 
cuando los receptores de lectina tipo C (CLR) de las células dendríticas inmaduras reconocen 
al antígeno Tn en MUC1 inducen un fenotipo de inmunosupresión y tolerancia (57).  

Tabla 3. O-glicanos asociados al cáncer 

Nombre Azúcares que lo forman 

Antígeno Tn (Thomsen-nouveau)  GalNAc 
Antígeno T (Thomsen-Friedenreiches) GalNAc-Gal 
Antígeno sTn (sialyl-Tn) GalNAc-Neu5Ac 

En definitiva, la expresión de O-glicanos truncados se ha relacionado con un peor pronóstico 
y una mayor capacidad de metástasis en algunos tipos de cáncer; en otros tumores la 
presencia de estos antígenos no tiene por qué ser relevante para la supervivencia del tumor. 
Proporcione o no una ventaja para el tumor, se ha observado que la expresión de O-glicanos 
truncados es específica de células cancerosas, solo se ha encontrado en células tumorales y 
no en tejidos sanos, por lo que se puede usar como diana en tratamientos de inmunoterapia 
(53). Estos antígenos que están presentes principalmente en células tumorales se denominan 
antígenos asociados a tumores (TAAs) y en el caso de antígenos glucídicos se denominan 
TACAs por sus siglas en inglés (“tumor-associated carbohydrate antigens”).  

Tabla 4. TACAs en canceres humanos 
 Tn sTn T 

Cáncer de mama 57% 33% 32% 
Cáncer colorrectal  51% 80% 20% 
Cáncer de pulmón 16% 33% 10% 
Cáncer de piel 33% 24% 25% 
Cáncer de páncreas 53% 56% 16% 
Osteosarcoma  0% N/D 0% 
Médula ósea 0% 0% N/D 
Tumores del SNC 5% 1% 23% 
N/D: no determinado  
Fuente Rømer et al (53). 

Para plantear el uso de alguno de estos TACAs (Tn, sTn o T) como diana en inmunoterapia, es 
necesario comprobar que no se encuentra en células sanas, para evitar reacciones citotóxicas 
inespecíficas, y si se encuentra en la membrana de las células, ya que solo así serían accesibles 
a anticuerpos u otros tratamientos de inmunoterapia basados en estos (p. ej. células CAR-T). 
Rømer et al. en 2021 analizaron más de 700 tumores con los anticuerpos 5F4 (anti-Tn), 3F1 
(anti-sTn) y 3C9 (anti-T). Observaron la expresión de altos niveles de los antígenos Tn, T y sTn 
en la membrana cánceres humanos derivados de tejidos epiteliales, como en el cáncer de 
mama, colon, pulmón, páncreas y piel. En contraste con los tumores epiteliales, apenas se 
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ha detectado expresión de O-glicanos truncados en la superficie de células cancerosas 
derivadas del sistema nervioso central (Tabla 4) (53). 

Por otro lado, analizaron la expresión de estos antígenos en tejidos humanos sanos. No 
detectaron la expresión del antígeno Tn en ninguno de los 30 tejidos analizados, sin embargo, 
si detectaron expresión del antígeno sTn en el tracto gastrointestinal y del antígeno T en 
muestras de páncreas y piel. Por ello, debido a la importancia de dirigir específicamente la 
acción del sistema inmune sobre las células cancerosas y no al tejido sano, el antígeno Tn 
tiene un mayor potencial como diana en tratamientos de inmunoterapia (53). 

El antígeno Tn puede estar presente en muchas proteínas diferentes. Generalmente los 
carcinomas (como el cáncer de mama, colon, pulmón, páncreas y piel) expresan altos niveles 
de antígeno Tn asociado a las mucinas, mientras que en los tumores derivados del sistema 
nervioso central se encuentra una menor expresión del antígeno Tn y habitualmente se 
encuentra asociado a CD43 (sialoporina) (58). 

Los anticuerpos en inmunoterapia 

Inmunoterapia 

La inmunoterapia es una forma de tratamiento del cáncer basada en utilizar o impulsar la 
respuesta inmune del paciente contra el tumor que normalmente se ha inhibido durante el 
proceso de desarrollo tumoral. Es un campo actualmente en expansión, con multitud de 
ensayos clínicos en proceso y nuevas formas de inmunoterapia en fase de investigación (59).  

Respecto a los tratamientos convencionales del cáncer como la radioterapia y la 
quimioterapia, la inmunoterapia es más precisa, el sistema inmune se dirige contra las células 
tumorales y no contra las células sanas, por lo que previsiblemente la inmunoterapia genera 
menos efectos secundarios. No obstante, algunas formas de inmunoterapia siguen 
generando efectos secundarios que se relacionan con la sobreestimulación del sistema 
inmune, estos efectos secundarios pueden ir desde síntomas leves de inflamación hasta casos 
más graves similares a las enfermedades autoinmunes, aunque generalmente son 
controlables. Por otro lado, otra ventaja de la inmunoterapia es su capacidad para generar 
células de memoria inmunológica que dan lugar a remisiones duraderas (33,59).  

La inmunoterapia ha triunfado donde otros tratamientos no son efectivos, un ejemplo es el 
caso de Emily Whitehead una niña de 12 años con leucemia que no remitía tras 16 meses de 
tratamiento de quimioterapia, en 2012 recibió una inmunoterapia de células CAR-T que 
consiguió eliminar completamente el tumor. En la actualidad Emily sigue libre del cáncer y el 
tratamiento, denominado KymriahTM, fue aprobado por la FDA en 2017 (60).  

Aunque la inmunoterapia ha llegado a la clínica a principios de este siglo la idea fue planteada 
por William Coley a finales del siglo XIX. Este enfermero trató a pacientes con cáncer con 
extractos inactivados de S. pyogenes y S. marcescens consiguiendo la remisión de algunos 
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tipos de cáncer. No obstante, la falta de reproducibilidad y una explicación científica, y la 
llegada de la quimioterapia y la radioterapia impidió el desarrollo de este campo, que se 
retomó a finales del siglo XX gracias a un mayor conocimiento del sistema inmunológico (61). 

Anticuerpos 

Los anticuerpos monoclonales han demostrado ser eficaces para el tratamiento del cáncer, 
pueden unirse específicamente a las células tumorales y actuar de dos maneras. Por un lado, 
la unión del anticuerpo puede impedir la unión de otros factores necesarios para el 
crecimiento y la supervivencia del tumor. Este es el caso de Trastuzumab que bloquea HER2, 
el receptor de un factor de crecimiento, o Cetuximab que bloquea el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR). Por otro lado, la región Fc del anticuerpo es responsable de 
la activación de mecanismos efectores (ADCC, CDC y ADCP) como se ha explicado (62).  

 

Figura 6. Estructura del anticuerpo IgG1 y moléculas derivadas. Las regiones constantes se representan 
en gris y las regiones variables encargadas de reconocer al antígeno se representan en color azul o 
naranja. (a) Un anticuerpo natural puede unirse a dos antígenos iguales, (b) un scFv solo puede unirse 
a un antígeno, (c) un scFv biespecífico puede unirse a dos antígenos diferentes a la vez y (d) un scFv-Fc 
actúa funcionalmente como un anticuerpo natural pero tiene un tamaño menor. Fuente: elaboración 
propia. 

No obstante, la terapia con anticuerpos tiene que enfrentarse a algunos problemas. Por un 
lado está la baja tasa de penetración en tumores sólidos, solamente el 20% de la dosis 
administrada llega hasta la superficie del tumor (62). Una solución para incrementar la 
penetración en el tumor es su conversión en un scFv (“single-chain variable fragment”). Un 
scFv está formado únicamente por los dos dominios variables (VH y VL) de un anticuerpo 
unidos por una secuencia flexible (Figura 6 b), de esta forma el scFv mantiene la especificidad 
del anticuerpo pero es mucho más pequeño. La principal desventaja de un scFv es que al 
carecer de la región Fc no tiene las propiedades efectoras de los anticuerpos y su vida media 
en sangre es mucho menor porque no participa en el proceso de reciclado que depende de 
receptores FcRn (63). También, pueden expresarse scFv-Fc (Figura 6 d) que siguen siendo más 
pequeños que un anticuerpo completo y pueden activar las funciones efectoras. En este 
sentido se ha demostrado que solamente con incluir los dominios CH2 y CH3 de la región Fc 
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es suficiente para activar estas funciones efectoras, pero tienen que estar correctamente 
glicosilado y dimerizado, por lo que a diferencia de los scFv que pueden expresarse en 
bacterias o levaduras, los scFv-Fc deben expresarse en células de mamífero y resulta más 
costoso. Otra alternativa es conjugar los scFv con drogas de quimioterapia u otras toxinas 
para dirigirlas específicamente hacia el tumor y reducir sus efectos secundarios (62).  

Otro problema que puede disminuir la eficacia de los anticuerpos el ambiente 
inmunosupresor del microambiente tumoral, de esta forma la unión del anticuerpo a los FcR 
puede no ser suficiente para activar las funciones efectoras (62). Para combatir este problema 
muchos de los anticuerpos utilizados en inmunoterapia tienen su Fc modificada para 
aumentar su afinidad por el receptor y generar estímulos más potentes capaces de activar a 
las células inmunes en el contexto del microambiente tumoral. Por ejemplo, el anticuerpo 
Rituximab tiene cambios en algunos aminoácidos de su Fc que interaccionan con el receptor 
y en su patrón de glicosilación (64). Otra opción es generar anticuerpos biespecíficos         
(Figura 6 c) que por un lado se unen al tumor y por otro lado interaccionan con las células 
inmunes (p. ej. una célula NK) activándolas y acercándolas a la célula tumoral (62).  

scFv biespecíficos de unión a células NK (BiKE) 

Los scFv biespecíficos de unión a células NK, también denominados en inglés “bispecific killer 
cell engager” o BiKEs, están formados por dos scFv conectados por una secuencia flexible 
(Figura 6 c). Uno de los scFv se une a CD16A en la membrana de la célula NK y el otro reconoce 
un antígeno tumoral. Como se ha explicado previamente el receptor CD16A o FcγRIIIa es un 
receptor activador de las células NK que reconoce la fracción Fc de los anticuerpos IgG. De 
hecho cuando CD16A reconoce al anticuerpo media una potente activación de la célula NK 
sin necesidad de coestimulación por otros receptores, por lo que es muy buena diana para 
los BiKE. Los BiKE utilizan anticuerpos anti-CD16 que se unen a este receptor induciendo la 
activación de la célula NK sin necesidad de otros estímulos (65).  

Los BiKE (Figura 7 c) presentan la ventaja respecto a los anticuerpos convencionales            
(Figura 7 a) de que tienen mayor afinidad por CD16. El BiKE se une a CD16 a través de un scFv 
por lo que su afinidad es muy alta (Kd = 10–9), mientras que la afinidad del receptor CD16 por 
la Fc de un anticuerpo es baja (Kd > 10–6). Este aumento de la afinidad permite una mayor 
activación de las células NK por parte de los BiKE en comparación con los anticuerpos 
convencionales, lo que puede contrarrestar el ambiente inmunosupresor generado por el 
tumor. Además, la eficacia de los anticuerpos convencionales in vivo está atenuada por la 
presencia de otros anticuerpos en el plasma que saturan los receptores CD16 de las células 
NK, por lo que se establece una competencia entre los anticuerpos que no ocurre en el caso 
de la terapia con BiKEs, puesto que el anti-CD16 del BiKE se une a una región diferente del 
CD16A (65). Por ejemplo, el BiKE CD16xHER2 desarrollado a partir del anticuerpo 
Trastuzumab ha demostrado una mayor capacidad para inducir ADCC con respecto a 
Trastuzumab en ensayos in vitro (66). Otro ejemplo destacable es el BiKE CD16xCD33 que ha 
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demostrado in vitro ser capaz de activar las células NK obtenidas de pacientes con tumores 
cuyo microambiente tumoral está inhibido por la presencia de MDSCs (67). 

 

Figura 7. Funcionamiento de los anticuerpos convencionales, anticuerpos biespecíficos y BiKE en la 
activación de las células NK frente al tumor. El número de flechas desde CD16 al interior celular 
represente (no a escala) la intensidad de la activación de la célula NK. Fuente: elaboración propia.  

Otra ventaja de los BiKE es que al estar formados por dos scFv conectados tienen un tamaño 
bastante inferior al de un anticuerpo lo que facilita su penetración en tumores sólidos. No 
obstante, la desventaja es que se eliminan rápidamente por el riñón por lo que es necesario 
administrar dosis altas y frecuentes del fármaco. Aunque al tratase de un único polipéptido 
que no requiere la formación de puentes disulfuro ni glicosilaciones para su funcionalidad 
pueden expresarse en sistemas de bacterias o levaduras que resultan mucho más rápidos y 
económicos, al contrario que los anticuerpos que deben expresarse en cultivos de células de 
mamífero que son mucho más caros (65).  

Es cierto que existen anticuerpos biespecíficos (Figura 7 b), estos son anticuerpos completos 
pero modificados para que, en lugar de unirse a dos antígenos iguales, se unan por un lado al 
antígeno tumoral y por el otro a CD16. Al igual que los BiKE son más eficaces a la hora de 
activar a las células NK contra el tumor que un anticuerpo convencional. No obstante tienen 
dos desventajas principalmente. La primera consiste en que al mantener la fracción Fc pueden 
ser reconocidos por los FcR de otras células inmunes, como macrófagos y neutrófilos, que 
dependiendo de las condiciones del microambiente tumoral pueden polarizarse hacia 
fenotipos protumorales como se ha explicado anteriormente. Los BiKE al carecer de la 
fracción Fc no van a generar estos posibles efectos indeseados, aunque es cierto que el             
anti-CD16 puede unirse a CD16A en los macrófagos y activarlos, o al CD16B en los neutrófilos 
pero en este caso no generaría ningún efecto porque este receptor tiene una función de 
señuelo. La otra desventaja de los anticuerpos biespecíficos es que su producción es muy 
compleja puesto que están formados por cuatro cadenas polipeptídicas diferentes que deben 
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ensamblarse adecuadamente. La unión al azar de estas cadenas genera 16 combinaciones 
posibles, de las cuales solo 2 se corresponden con la configuración de un anticuerpo 
biespecífico funcional (62).  

Finalmente se han desarrollado moléculas similares a los BiKE para activar a los linfocitos T, 
las otras células del sistema inmune con capacidad citotóxica. Estas moléculas se denominan 
scFv biespecíficos de unión a células T, en inglés “bispecific T cell engager” o BiTE, y se unen 
por lado al antígeno tumoral y por el otro a CD3. La molécula CD3 es la encargada de la 
transducción de señal del TCR por lo que puede activar al linfocito T; no obstante, la activación 
del linfocito T naïve requiere además de la señal de coestimulación de CD28. En este sentido 
los BiTE se piensa que serían más eficaces para reactivar a los linfocitos T infiltrados en el 
tumor cuya actividad se ha reducido por el microambiente tumoral que para activar a los 
linfocitos T naïve. Por otro lado, también se han desarrollado scFv triespecíficos, 
denominados en inglés “trispecific killer engager” o TriKE, que pueden unirse a dos antígenos 
tumorales y a CD16A o CD3 para activar a la célula NK o al linfocito T respectivamente (65).  

Podemos comparar los BiKE, BiTE o TriKE con la terapia con células CAR-T, estas moléculas 
tienen el mismo objetivo que los sistemas CAR-T, activar células con capacidad citotóxica 
contra el tumor. En la terapia con CAR-T los linfocitos del paciente se modifican 
genéticamente para que reconozcan un antígeno tumoral y se activen, la logística de esta 
terapia es compleja y los efectos secundarios son frecuentes, no obstante, produce 
respuestas antitumorales robustas. En el caso de las moléculas biespecíficas o triespecíficas 
se unen a CD3 o CD16 en la membrana de los linfocitos T o células NK del paciente para 
activarlos, sin necesidad de modificarlos ex vivo por lo que su uso sería más sencillo y se 
espera que tengan una eficacia similar a la de las células CAR-T, no obstante, como la mayoría 
están todavía en fase de investigación por lo que no hay datos suficientes sobre su eficacia.  

Como se acaba de comentar, a pesar de su gran potencial para el tratamiento del cáncer 
ningún BiKE ha sido aprobado por las agencias regulatorias todavía. No obstante, AFM24 un 
BiKE para el tratamiento de tumores EGFR positivos inició los ensayos clínicos a finales de 
2021 (ClinicalTrials.gov: NCT05099549) (68). Al no haber ningún BiKE en fases avanzadas de 
los ensayos clínicos desconocemos sus posibles efectos secundarios. En el caso de los BiTE 
hay al menos una molécula aprobada, es el caso de Blinatumomab (Blincito) un BiTE 
CD3xCD19 en cuyos ensayos clínicos el 43% de los pacientes con leucemia linfocítica aguda 
(LLA) que no respondía a otros tratamientos mejoró, y en la mayoría de ellos el cáncer 
desapareció. No obstante, en algunos pacientes el Blinatumomab tuvo efectos secundarios 
relacionados con una excesiva activación de los linfocitos T (69).  
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Antecedentes y objetivos 

Antecedentes  

G2D11 

El anticuerpo G2D11 es específico para dos antígenos Tn consecutivos con una dependencia 
mínima del fondo proteico. Fue desarrollado por Persson et al. en 2017 a partir de uno de los 
anticuerpos producidos por un ratón inmunizado con una variedad de glicopéptidos. Para 
evaluar su especificidad analizaron la unión de G2D11 a microarrays con diferentes péptidos 
que contenían combinaciones del antígeno Tn, sTn y del antígeno del grupo sanguíneo A. 
Además determinaron su constante de disociación (Kd = 1.3 x 10-8 M) que concuerda con los 
valores de afinidad obtenidos habitualmente para los anticuerpos (58) 

2D9 

Las mucinas son una familia de proteínas altamente glicosiladas que se expresan en muchos 
epitelios, MUC1 es el miembro más estudiado de la familia de las mucinas, es una proteína 
transmembrana con una región extracelular formada por un número variable de repeticiones 
de una secuencia de 20 aminoácidos altamente conservados HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA) que 
consta de 5 sitios potenciales para la O-glicosilación. Se ha observado que gran parte de los 
carcinomas aumentan la expresión de MUC1 y esta presenta O-glicanos truncados como el 
antígeno Tn. El anticuerpo 2D9 se une al antígeno Tn o sTn en la proteína MUC1, más 
concretamente en la región GSTA de las repeticiones, a diferencia de la mayoría de los 
anticuerpos generados contra MUC1-Tn que se unen a la región PDTR. Este anticuerpo fue 
desarrollado por Tarp et al. en 2007 a partir de uno de los anticuerpos producidos por un 
ratón inmunizado con las repeticiones de MUC1 con O-glicanos truncados (70).  

LSIV21  

El anticuerpo LSIV21 desarrollado por Reusch et al. en 2014 es el primer anticuerpo capaz de 
unirse específicamente a CD16A expresado por las células NK y los macrófagos, pero no a 
CD16B en los neutrófilos. Los anticuerpos anti-CD16 desarrollados previamente eran capaces 
de unirse tanto a CD16A como a CD16B puesto que tienen un 96% identidad en su secuencia. 
La afinidad de LSIV21 para CD16A es muy elevada (Kd = 10–9 M) mientras que no se une a 
CD16B. Esto es importante para el desarrollo de un BiKE puesto que los neutrófilos 
representan hasta el 70% de los leucocitos mientras que las células NK solo suponen 
alrededor del 3%. De esta forma un anti-CD16 capaz de unirse a las formas A y B se uniría 
mayoritariamente a los neutrófilos. No obstante, cabe destacar que la unión a CD16B no 
activaría al neutrófilo puesto que este receptor tiene una función señuelo porque no tiene 
dominio intracelular (Tabla 2). De este modo no generaría efectos secundarios, pero quedaría 
poca cantidad de anticuerpo disponible para activar a las células NK y sería necesario 



 25 

administrar grandes dosis. Finalmente se ha visto que la unión de LSIV21 a CD16A es capaz de 
activar a la célula NK e inducir respuestas de ADCC contra células tumorales (71).  

Inmunoterapias anti-Tn 

Los experimentos in vitro han demostrado que los anticuerpos anti-Tn pueden reducir el 
crecimiento del tumor a través de varios mecanismos. Por un lado, los anticuerpos pueden 
activar las herramientas de ADCC y CDC que resultan en la eliminación de las células tumorales 
(72). Por otro lado, se ha visto que cuando el antígeno Tn se expresa en receptores esenciales 
para el crecimiento del tumor, como por ejemplo el receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGFR), la unión del anticuerpo bloquearía la señal a través de este receptor 
resultando en una reducción del crecimiento del tumor. El antígeno Tn se expresa solamente 
en células tumorales pero el EGFR se expresa también en células sanas, de esta forma un 
anticuerpo que reconozca Tn-EGFR permite dirigir la terapia específicamente a las células 
tumorales en comparación con un anticuerpo que reconozca solamente al EGFR (73). La unión 
del anticuerpo a Tn-EGFR iniciaría las dos respuestas: bloquearía su función como receptor 
del factor de crecimiento e iniciará la ADCC y CDC contra la célula tumoral.  

Entre los anticuerpos en fases preclínicas destaca 5E5 puesto que ha demostrado potentes 
respuestas de ADCC y CDC in vitro contra líneas celulares que expresan el antígeno Tn. El 
anticuerpo más avanzado en los ensayos clínicos es Gatipotuzumab (PankoMab-GEXTM) que 
reconoce el antígeno Tn en la secuencia PDTRP que se encuentra en la proteína MUC1. Este 
anticuerpo mostró una gran capacidad para inducir ADCC in vitro y el ensayo clínico de fase I 
con pacientes con tumores sólidos avanzados demostró que era seguro. No obstante, en la 
fase II, Gatipotuzumab no obtuvo mejores resultados que el placebo a la hora de mantener la 
respuesta tras el tratamiento de quimioterapia en pacientes con cáncer de ovario. Tras este 
fracaso en 2021 se realizó otro ensayo clínico de fase I en combinación con un anticuerpo 
anti-EGFR en el que se vio que era seguro y sí que se observó eficacia contra cáncer colorrectal 
(72).  

Hay muchos anticuerpos anti-Tn en fases de investigación preclínica (p. ej. CU-1, MLS128, 
SM3, KM3413, 5E5 o PankoMab) no obstante su eficacia antitumoral es bastante variable. 
Esto puede explicarse por el hecho de que el antígeno Tn es una estructura demasiado simple 
para conformar por sí mismo un epítopo, por lo que la mayoría de los anticuerpos anti-Tn 
reconocen el antígeno junto con la secuencia peptídica a la que están unidos o estructuras 
formadas por varios antígenos Tn consecutivos, lo que podría ser responsable de la 
variabilidad en la respuesta (72). En nuestro caso, el anticuerpo G2D11 reconoce dos 
antígenos Tn consecutivos con una dependencia mínima del fondo peptídico por lo que podría 
unirse al antígeno Tn en cualquier proteína (58). 2D9 se une al antígeno Tn en la proteína 
MUC1 que es muy abundante en los epitelios por lo que sería útil para el tratamiento de 
carcinomas (70). A pesar de la variedad de anticuerpos anti-Tn no hemos encontrado en la 
bibliografía ningún estudio de anticuerpos biespecíficos, BiKE, BiTE o TriKE que utilicen el 
antígeno Tn como diana, por lo que nuestras proteínas serían novedosas en el campo. No 
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obstante, como se ha explicado en la introducción, si hay ejemplos de BiKE dirigidos contra 
otros antígenos que han demostrado ser más eficaces que los anticuerpos convencionales 
correspondientes.  

También cabe destacar que se está desarrollando una vacuna para impulsar la respuesta 
inmune anti-Tn en pacientes susceptibles de padecer o reincidir en tumores que expresen el 
antígeno Tn. Esta vacuna está compuesta por el toxoide tetánico que porta el antígeno Tn 
junto con otros glicanos asociados al cáncer. En el ensayo clínico de fase I los 7 pacientes 
desarrollaron altos niveles de anticuerpos anti-Tn (72). Finalmente comentar también que 
hay un sistema de CAR-T, linfocitos T modificados genéticamente para reconocer un antígeno 
tumoral, basado en el anticuerpo 5E5 que ha demostrado ser efectivo en modelos tumorales 
de ratón y ahora se encuentra en la fase I de los ensayos clínicos (74).  

Hipótesis y objetivo  

En este trabajo se plantea la hipótesis de que se podrían generar fragmentos de anticuerpos 
frente al antígeno Tn que eliminen directamente el tumor o que activen otras células inmunes 
para eliminarlo.  

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar fragmentos de anticuerpos biespecíficos 
que activen células NK (BiKE) para eliminar células tumorales que expresen el antígeno Tn. 
Para ello se plantearon los siguientes objetivos específicos:  

§ Obtener los plásmidos que codifican las distintas proteínas: BiKE para el antígeno Tn 
(G2D11-antiCD16 y 2D9-antiCD16), los correspondientes scFv-Fc para utilizarlos como 
control (G2D11-Fc y 2D9-Fc), y una variante de G2D11 mutado que no es capaz de 
unirse al antígeno G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc.  

§ Expresar las diferentes proteínas en células HEK 293 6F y purificarlas por 
cromatografía.  

§ Analizar el perfil de expresión del antígeno Tn en líneas celulares de diferentes tipos 
de cáncer.  

§ Determinar por citometría de flujo la capacidad de los Fc y de los anti-CD16 que 
forman parte de los BiKE para unirse a células NK obtenidas de donantes sanos.  

§ Analizar el perfil de citotoxicidad de las proteínas producidas en cultivos in vitro.  
§ Analizar la funcionalidad de los scFv-Fc para inducir citotoxicidad mediada por el 

sistema del complemento (CDC) en cultivos in vitro de líneas tumorales.  
§ Analizar la funcionalidad de los scFv-Fc y de los BiKE producidos para inducir 

citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC) en co-cultivos in vitro de líneas 
tumorales y células NK obtenidas de donantes sanos.  
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Materiales y métodos  

Diseño de las secuencias y del vector 

El primer paso en el diseño de un scFv es identificar el dominio variable de la cadena pesada 
(VH) y el dominio variable de la cadena ligera (VL) en la secuencia de aminoácidos del 
anticuerpo original. En cuanto a la secuencia que une los dos dominios es fundamental tanto 
su composición como su longitud. Se utilizan secuencias de glicina y serina ya que son 
aminoácidos flexibles y no hidrofóbicos, y una longitud de al menos 12 aminoácidos para dejar 
el espacio suficiente para que los dos dominios se ensamblen correctamente. El diseño de un 
scFv biespecífico (Figura 6 c), como el BiKE, consiste en la unión de las secuencias de dos scFv 
por una secuencia flexible. Esta secuencia también está constituida por glicinas y serinas, pero 
su longitud tiene que ser inferior para que no haya ensamblaje entre los dominios variables 
de los dos scFv distintos, lo que alteraría su especificidad (62). El grupo de investigación 
disponía de las secuencias de los scFv G2D11 y 2D9, mientras que como secuencia del scFv 
anti-CD16A se utilizó el clon LSIV21 que se une a CD16A expresado por las células NK y 
macrófagos pero no a CD16B expresado en los neutrófilos (71). En el caso de los scFv-Fc 
después de la secuencia del scFv se añadió la secuencia de los dominios CH2 y CH3 de la Fc 
de las IgG1 (UniProt: P01857), estas igual que los anticuerpos deben dimerizar formando un 
puente disulfuro para generar una Fc funcional (Figura 6 d).  

El DNA que codifica las proteínas de interés se mandó sintetizar a GenScript en el vector          
pHL-sec (Figura 8). Este vector tiene un origen de replicación de bacterias y un marcador de 
resistencia a ampicilina para poder replicarlo en E. coli. Por otro lado tiene el promotor del 
gen de la β-actina de pollo, que es funcional en células de mamífero, la secuencia Kozak (para 
el inicio de la transcripción), una secuencia señal para secretar la proteína, 12 histidinas, la 
proteína GFP que actúa como proteína de fusión, el sitio de corte de la proteasa TEV, la 
secuencia de la proteína de interés, el codón de stop y la secuencia de poliadenilación de la 
β-globina de conejo (75). 
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En este TFM se expresaron las 5 proteínas cuya composición se detalla a continuación. La 
proteína de interés, es decir, la proteína obtenida tras todo el proceso de purificación se 
destaca en negrita.  

§ 12xHist – GFP – TEV corte – G2D11 – antiCD16 
§ 12xHist – GFP – TEV corte – 2D9 – Fc 
§ 12xHist – GFP – TEV corte – 2D9 – antiCD16 
§ 12xHist – GFP – TEV corte – antiCD16 – Fc 
§ 12xHist – GFP – TEV corte – G2D11(H32A-H35A-S52A) – Fc 

Se utilizará también en los experimentos la proteína G2D11-Fc que ya había sido producida y 
purificada previamente en el laboratorio del Dr. Ramón Hurtado siguiendo el mismo 
protocolo que se explica a continuación.  

Obtención del vector 

Transformación de E. coli DH5α 

GenScript nos proporcionó 4 ng de cada DNA plasmídico liofilizado que se disolvieron en 20 
µl de agua miliQ estéril obteniendo así una concentración de 200 µg/µl. Este DNA se replica 
transfectando células de E. coli DH5α para obtener la cantidad necesaria para transfectar 
células de mamífero.  

La transfección de estas bacterias consiste en añadir 200 µg del DNA plasmídico a una alícuota 
de 250 µl de E. coli DH5α competentes e incubarlas en hielo durante 30 minutos, a 
continuación se realiza un choque térmico que consiste en incubar las células a 42 ºC durante 
1 minuto y después 2 minutos en hielo. Finalmente se añaden 500 µl de medio LB                       
(Luria-Bertani) líquido y se incuba a 37 ºC 220 rpm entre 1 y 3 horas. Transcurrido ese tiempo 
el precultivo se transfiere a 100 ml de medio LB con ampicilina 100 µg/ml para seleccionar las 
células transformadas y se incuba durante toda la noche. Al día siguiente el cultivo se 
transfiere a 2 litros de medio LB fresco con ampicilina 100 µg/ml y se incuba durante otras 24 
horas.  

Purificación del plásmido (Gigaprep) 

Los 2 litros de cultivo de E. coli DH5α transformadas se centrifugaron 15 minutos a                 
10.000 x g y 4 ºC y el DNA plasmídico se purificó a partir del pellet de células según las 
instrucciones del kit de gigaprep (PureLinkTM Expi Endotoxin-Free Giga Plasmid Purification 
Kit, Invitrogen). En resumen el pellet se resuspende con RNasa, se añade una solución con 
NaOH y SDS para precipitar proteínas y ácidos nucleicos, después el pH se neutraliza 
bruscamente añadiendo ácido acético. El DNA plasmídico se vuelve a solubilizar pero 
moléculas más grandes como el DNA cromosómico no. La solución se filtra para eliminar el 
precipitado. A la solución que pasa a través del filtro se le añade un reactivo que elimina las 
endotoxinas y se vuelve a pasar por otro filtro que contine una resina cargada positivamente, 
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en la que quedan retenidas las moléculas de DNA debido a su carga negativa. El DNA se eluye 
con un tampón con alta concentración salina. Finalmente el DNA se precipita primero con 
isopropanol y luego con etanol para eliminar la sal, se centrifuga y el pellet se resuspende en 
4 ml de agua miliQ.  

Cuantificación y esterilización del DNA  

El DNA plasmídico se cuantificó utilizando el espectrofotómetro DeNovix DS-11 FX que mide 
la absorbancia en muestras de 1 µl de volumen. La concentración de DNA se puede calcular a 
partir de la absorbancia a 260 nm y el coeficiente de extinción molar del DNA de doble hebra 
mediante la ecuación de Beer-Lambert. La concentración de DNA plasmídico se ajusta para 
dejarla entre 1000 y 2000 µg/ml añadiendo agua miliQ, generalmente el DNA plasmídico se 
deja entre 8 y 10 ml de agua miliQ totales. El DNA plasmídico tras la precipitación con 
isopropanol y etanol suele ser estéril, puesto que el alcohol va a lisar a todas las bacterias. No 
obstante, para mayor seguridad se esterilizó calentándolo a 65 ºC durante 30 minutos.  

Técnicas de cultivo in vitro y criopreservación  

Células HEK 293 6F 

La línea HEK 293 6F, adaptada de la línea HEK 293, crece rápidamente en suspensión y es 
fácilmente transfectable por lo que tiene las características idóneas para su uso en la 
expresión de proteínas recombinantes (76). Las células HEK 293 6F se cultivaron, tanto para 
su mantenimiento como en la expresión de proteínas, en medio FreeStyle™ F17 Expression 
Medium (GibcoTM) con GlutaMAX 20 µl/ml de medio (2% volumen), Kolliphor P188 10 µl/ml 
de medio (1% volumen) y sin suero fetal bovino (SFB). Estas células se cultivan en matraces 
Erlenmeyer estériles con tapones con filtro para permitir el intercambio gaseoso, estos 
matraces no se llenan a más de 1/3 de su capacidad para que el cultivo se airee bien y se 
incuban en agitación a 135 rpm, 37 ºC y atmósfera enriquecida al 7.5% en CO2 y saturada en 
humedad.  

Se mantuvo un stock de 20 ml de células HEK 293 6F en cultivo a una densidad celular entre 
0.5 y 4 x106 células/ml, realizando pases o subcultivos cada 2-3 días y durante un máximo de 
30 pases. El subcultivo, al tratarse de células en suspensión, consiste en determinar la 
densidad celular y diluir el cultivo para ajustar la densidad celular a 0.5x106 células/ml y un 
volumen de 20 ml. Se conservan alícuotas de HEK 293 6F disueltas en SFB con 10% 
dimetilsulfóxido (DMSO) como criopreservante en criotubos en N2 líquido. Cuando el cultivo 
se acerca a los 30 pases se descongela una alícuota nueva añadiendo medio de cultivo 
atemperado a 37 ºC, una vez descongelado se centrifuga 5 minutos a 300 x g y el pellet de 
células se resuspende en medio de cultivo.  
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Otras líneas celulares  

El resto de las líneas celulares utilizadas en este trabajo se cultivaron, tanto para su 
mantenimiento como en los experimentos, en su medio apropiado según la base de datos de 
la ATCC y siempre con 10% SFB decomplementado y 1 % GlutaMAX. Estas células se cultivaron 
en frascos de 25 cm2 para cultivos de 5 ml o frascos de 75 cm2 para cultivos de 15 ml y se 
incubaron a 37 ºC y en atmósfera enriquecida al 5% de CO2 y saturada en humedad.  

Tabla 5. Líneas celulares utilizadas  

Línea celular Tipo de células Medio de cultivo  Tipo de crecimiento 

SK-BR-3 Cáncer de mama RPMI-1640 Adherente 
PC-3 Cáncer de próstata DMEM/F-12 Adherente 
LNCaP Cáncer de próstata RPMI-1640 Adherente 
Jurkat Leucemia T RPMI-1640 Suspensión 
Raji Linfoma B RPMI-1640 Suspensión 
R69 Linfoma B RPMI-1640 Suspensión 

Los stocks de estas líneas celulares se mantuvieron realizando subcultivos cada 2-3 días según 
las recomendaciones específicas de la ATCC para cada línea celular y durante un máximo de 
30 pases. Superado este número de pases se descongeló una nueva alícuota. Una vez por 
semana se analizaron muestras de todos los cultivos que se mantenían en el incubador para 
verificar la ausencia de micoplasmas. Estos análisis fueron realizados por el servicio de cultivos 
celulares del IISA.  

Las líneas celulares adherentes se subcultivan justo antes de alcanzar la confluencia, esto es 
aproximadamente cada 2-3 días, para ello se incuban 5 minutos con tripsina-EDTA a 37 ºC, se 
añade medio fresco, se centrifugan 5 minutos a 300 x g, el pellet se resuspende en el medio 
apropiado y se diluyen 1/2 (SK-BR-3) o entre 1/3 y 1/6 (LNCaP y PC-3) según las 
recomendaciones de la ATCC. En las líneas celulares en suspensión el subcultivo debe 
realizarse antes de alcanzar una densidad celular superior a 3x106 células/ml, esto es 
aproximadamente cada 2-3 días. En estas células el subcultivo consiste en determinar la 
densidad celular y diluir el cultivo para ajustar la densidad a 0.5x106 células/ml.  

Se conservan alícuotas con entre 5 y 8x106 células de cada línea celular en criotubos a –80 ºC 
en SFB con 10% DMSO como criopreservante. Estas alícuotas se prepararon a partir de 
cultivos con pocos pases para asegurar que mantienen las características de la línea celular. 
El proceso de congelación consiste en, despegar las células con tripsina-EDTA en caso de que 
sean adherentes, centrifugar 5 minutos a 300 x g, resuspender el pellet en 500 µl de SFM con 
10% DMSO y llevarlas rápidamente al ultracongelador a – 80 ºC.  

En caso de necesitar descongelar una alícuota, la descongelación se realiza añadiendo medio 
de cultivo atemperado a 37 ºC desde un tubo con 10 ml de medio al criotubo y devolviéndolo 
de nuevo al tubo, de esta forma se diluye el DMSO. Posteriormente el tubo se centrifuga 5 
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minutos a 300 x g y el pellet de células se resuspende en 5 ml el medio de cultivo apropiado. 
Estas células no se subcultivan hasta que observamos que han reanudado el crecimiento 
porque el medio cambia a color amarillo.  

Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

En términos generales la proteína de interés se expresa en células HEK 293 6F y se secreta al 
sobrenadante, a los 6 días de la transfección el cultivo se centrifuga y la proteína se purifica a 
partir del sobrenadante. Las proteínas de interés se expresaron fusionadas a la proteína GFP, 
lo que permitió seguir visualmente el proceso de purificación puesto que la proteína GFP es 
verde. El sobrenadante se pasa por una columna de níquel y la proteína queda retenida por 
la cola de histidinas, la proteína se eluye con un gradiente de imidazol y se pasa por una 
columna de desalinización para cambiar el tampón a PBS y eliminar el imidazol. A 
continuación se digiere con la proteasa TEV para separar la proteína de interés de la GFP y la 
cola de histidinas, tras esto se vuelve a pasar por una columna de níquel en la que queda 
retenida la GFP, porque mantiene la cola de histidinas, y la proteasa TEV, mientras que la 
proteína de interés atraviesa la columna. Finalmente la proteína se concentra utilizando 
sistemas Centricon, se cuantifica por espectrofotometría, se esteriliza y se congelan alícuotas 
en N2 líquido que se conservan a – 80 ºC.  

 

Figura 9. Representación esquemática del proceso de expresión y purificación de proteínas 
recombinantes mediante la transfección de células HEK 293 6F y cromatografía. En el proceso se 
guardan alícuotas de la proteína de interés fusionada a la GFP (representada en verde) y de la proteína 
de interés pura (representada en gris). Fuente elaboración propia (BioRender).  
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Transfección HEK 293 6F 

La transfección se realiza en la mitad del volumen final en el que se van a incubar las células 
durante los 6 días que durará la expresión de proteínas. Es decir, para una expresión en 800 
ml de medio, la transfección se realizará en 400 ml. El día de la transfección las células se 
centrifugan 5 minutos a 300 x g, se elimina el sobrenadante y el pellet de células se 
resuspende en medio de expresión FreeStyle™ F17 (GibcoTM) con 2% de GlutaMAX y 1% de 
Kolliphor P188 a una densidad entre 2 y 3 x106 células/ml. El DNA se añade gota a gota por 
toda la superficie del cultivo para obtener una concentración final de 3 µg DNA/ml de cultivo, 
y se incubó durante 5 minutos en agitación a 37 ºC. Transcurrido este tiempo se añadió al 
cultivo polietilenimina (PEI) a una concentración final de 9 µg PEI/ml cultivo. El DNA se unirá 
a la superficie de las células durante la incubación de 5 minutos y posteriormente el PEI, que 
es un polímero catiónico, se piensa que formará poros en la membrana por los que podrá 
penetrar el DNA.  

Tras 24 horas de incubación en agitación a 37 ºC se duplica el volumen del medio y se añade 
al cultivo ácido valproico (VPA) a una concentración final de 220 mM, una vez duplicado el 
medio. El VPA es un inhibidor de las histonas deacetilasas, estas enzimas promueven que el 
DNA se compacte dificultando su transcripción, de esta forma el VPA aumenta la transcripción 
del DNA (77). En estas condiciones las células se incuban durante 5 días más, es decir, 6 días 
en total desde la transfección.  

Finalizada la incubación la proteína se habrá expresado y secretado al medio. El cultivo se 
centrifuga 10 minutos a 300 x g y temperatura ambiente, el pellet de células se descarta y el 
sobrenadante se vuelve a centrifugar 15 minutos a 10.000 x g, de nuevo el pellet de células 
se descarta. Se añade TRIS al sobrenadante para obtener una concentración final de 100 mM 
TRIS pH 7.5, se pasa por filtros de 0.45 µm para eliminar fragmentos celulares que puedan 
taponar las columnas de cromatografía y se conserva a 4 ºC hasta la purificación.  

Purificación en sistema ÄKTA  

Para realizar las purificaciones por cromatografía se utilizó el equipo ÄKTA purifier                          
P-900/UPC-900 (Amersham Biosciences). En este sistema se acopla la columna que sea 
necesaria para cada etapa del proceso de purificación y consta de dos bombas que van a hacer 
pasar el tampón o sobrenadante a través de la columna a un flujo (ml/minuto) determinado. 
Además, como el equipo tiene dos bombas puede mezclar dos tampones los que permite 
generar gradientes de concentración, lo que es útil a la hora de eluir proteínas de la columna. 
A la salida de la columna el líquido pasa por un detector de absorbancia a 280 nm, los que 
permite identificar si están saliendo o no proteínas, y por un conductímetro, lo que es útil 
para identificar diferenciar que tampón está saliendo de la columna cuando utilizamos 
tampones con concentraciones salinas diferentes. Finalmente, la solución que sale de la 
columna es recogida automáticamente en fracciones de un volumen determinado.  
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En primer lugar se realizó una cromatografía de afinidad a níquel (IMAC) utilizando la columna 
HisTrapTM Excel (Cytiva) para separar la proteína de interés del sobrenadante del cultivo, esta 
columna tiene el níquel inmovilizado de forma más fuerte puesto que el medio de cultivo 
tiene agentes quelantes que serían capaces de secuestrar el níquel de una columna normal. 
Tras equilibrar la columna con tampón A (Anexo I) se dejó pasando el sobrenadante del cultivo 
lentamente durante toda la noche, para que la proteína de interés quedase retenida en la 
columna. Al día siguiente la columna se lavó con un gradiente de tampón B (Anexo I) para 
eluir la proteína de interés.  

A continuación se realizó una cromatografía de exclusión molecular utilizando la columna 
HiPrep™ 26/10 Desalting (Cytiva) para cambiar el tampón en el que se encuentra la proteína, 
que es una mezcla entre tampón A y B, por tampón PBS (Anexo I). El motivo de este cambio 
de tampón es que la concentración salina tan alta y la presencia de imidazol en la solución de 
la proteína no son las condiciones idóneas para conservar la proteína, para la actuación 
posterior de la proteasa TEV ni para el uso de esta proteína en ensayo con cultivos celulares 
in vitro.  

El siguiente paso consiste en cuantificar la cantidad de proteína mediante la técnica de 
Bradford. Este método utiliza un reactivo que reacciona con algunos residuos de la proteína 
pasando de tener color marrón a color azul después de la reacción. Se mezclan 100 µl del 
reactivo con 1 µl de la muestra y se mide la absorbancia a 595 nm (correspondiente al color 
azul). Se cuantifica también una muestra de BSA de concentración conocida, lo que permite 
calcular la concentración de la muestra por proporcionalidad. Una vez calculada la cantidad 
de proteína obtenida se añadió 1 mg de la proteasa TEV por cada 30 mg de proteína a digerir 
y se incubó durante toda la noche a 18 ºC. Esta digestión va a separar la GFP y la cola de 
histidinas de la proteína de interés. La eficacia de la digestión se analizó por electroforesis, si 
la proteasa ha cortado correctamente pasaremos de ver una banda antes de la digestión a 
ver una o dos bandas de menor peso molecular.  

Tras la digestión con TEV se volvió a realizar una cromatografía de afinidad a níquel (IMAC) 
utilizando en este caso la columna HisTrapTM HP (Cytiva), para separar la proteína de interés 
de la proteasa TEV y la proteína GFP. En este caso la proteína de interés no queda retenida 
en la columna y sale en el líquido que atraviesa la columna. La columna se eluye primero con 
un 10% de tampón B para recoger un 2º pico de proteína de interés que puede quedar 
retenida, si en el gel vemos que este pico no está contaminado con GFP lo mezclamos con el 
resto.  

Concentración de proteínas 

Después de la purificación las proteínas se concentraron utilizando sistemas Centricon con un 
tamaño de poro de 30 kDa (Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit, Merck Millipore). El 
Centricon se llena con la disolución de la proteína (15 ml) y se centrifuga entre 5 y 10 minutos 
a 2.000 x g. El tampón pasa a través del filtro del Centricon pero la proteína no cabe por los 
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poros del filtro y queda en la solución que hay sobre el filtro. Después de centrifugar el 
tampón que ha atravesado el filtro se descarta, la solución que queda sobre el filtro se 
homogeneiza con una pipeta, se mezcla con la solución de proteína original y se vuelve a 
cargar el Centricon. Este proceso se repite hasta que alcancemos el volumen de proteína 
deseado o hasta que empecemos a ver que la proteína precipita. Conforme la proteína se va 
concentrando el tampón pasa más lentamente a través del filtro, por lo que hay que ir 
aumentando el tiempo de centrifugación. Es importante eliminar la proteína precipitada 
centrifugando 2 minutos a 2.000 x g porque puede actuar como núcleos que estimulan la 
precipitación de más proteína.  

Cuantificación de proteínas, esterilización y conservación 

A continuación la proteína se esterilizó por filtración en campana de flujo laminar con filtros 
de 0.22 µm con baja afinidad por proteínas (Millex-GV Filter, Merck Millipore). La proteína 
filtrada se recoge en el mismo tubo para homogeneizar la concentración y después se reparte 
en alícuotas en tubos eppendorf estériles. La concentración de proteína se cuantificó 
utilizando el espectrofotómetro DeNovix DS-11 FX que mide la absorbancia en muestras de   
1 µl de volumen. La concentración de proteína en mg/ml se puede calcular a partir de la 
absorbancia a 280 nm, el coeficiente de extinción molar teórico obtenido a partir de su 
secuencia mediante ProtParam (78), el peso molecular y la ecuación de Beer-Lambert.  

Finalmente las alícuotas se congelan con N2 líquido, para que el proceso de congelado sea lo 
más rápido posible, y se conservaron a – 80 ºC.  

Electroforesis y western blot 

Electroforesis (PAGE)  

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se utilizó para analizar la 
presencia de determinadas proteínas en distintos momentos de la purificación. Se utilizaron 
geles de 0.75 mm de grosor y 10 pocillos con una región de running preparada al 12% de 
poliacrilamida y una región de stacking al 4% de poliacrilamida, ambas con un 20% de 
dodecilsulfato sódico (SDS) para generar condiciones desnaturalizantes.  

La preparación de las muestras a analizar se realizó mezclando 6 µl de tampón de carga 
(glicerol, azul de bromofenol, SDS y β-mercaptoetanol) y 18 µl de la muestra, y se calentaron 
a 100 ºC durante 5 minutos para desnaturalizar las proteínas. En el primer pocillo de todos 
los geles se cargó 3 µl del marcador de pesos moleculares (PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder, Thermo Fisher) y en el resto de pocillos se cargaron entre 10 y 15 µl de las respectivas 
muestras. Los geles se corrieron en cubetas de electroforesis vertical sumergidos en running 
tampón (25 mM TRIS, 200 mM glicina, 0.1% SDS) a 130 V durante aproximadamente 90 
minutos. Una vez finalizada la separación electroforética el gel se tiñó con 25 ml de Quick 
Coomassie (Neo Biotech) durante toda la noche en agitación. Al día siguiente el gel puede 
pasarse a agua destilada para conservarlo pero con este reactivo no es necesario desteñir.  
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Por otro lado se realizaron electroforesis en condiciones no desnaturalizantes para verificar 
la formación de dímeros en los scFv-Fc. Estas electroforesis se realizaron siguiendo el mismo 
protocolo pero sin añadir SDS, ya que es una agente desnaturalizante que rompe los puentes 
disulfuro, ni calentar las muestras a 100 ºC.  

Western blot  

La técnica de western blot permite determinar la presencia de una proteína específica en un 
gel de electroforesis utilizando anticuerpos específicos contra dicha proteína. Para realizar 
esta técnica las proteínas se transfieren desde el gel de electroforesis a una membrana de 
nitrocelulosa o PVDF (difluoruro de polivinilo) utilizando el sistema de transferencia              
Trans-Blot Turbo Transfer System (BIO-RAD). Una vez finalizada la transferencia la membrana 
se bloqueó con 0.05 mg/ml de albúmina de suero bovino (BSA) disuelta en PBS con Tween 
0.1% durante 1 hora en agitación a temperatura amiente. Este paso se realiza para evitar un 
marcaje inespecífico por el anticuerpo.  

A continuación se añadieron 0.4 µl del anticuerpo THE™ His Tag Antibody [HRP] (mAb, Mouse, 
GenScript) a los 5 ml de BSA y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente o a 4 ºC 
durante toda la noche. Este anticuerpo reconoce las colas de histidinas que presentan todas 
las construcciones diseñadas y está conjugado con una peroxidasa por lo que no es necesario 
utilizar un anticuerpo secundario. Después del marcaje la membrana se lavó 3 veces durante 
5 minutos con PBS con Tween 0.1%. Finalmente se utilizó el reactivo SuperSignalTM West Pico 
PLUS Chemiluminiscent Substrate (ThermoFisher) y se reveló en el visualizador ChemiDoc 
(BIO RAD) para detectar la quimioluminiscencia producida por la peroxidasa.  

Marcajes y análisis por citometría de flujo  

Se realizaron marcajes para detectar la presencia de diferentes proteínas o antígenos en la 
superficie de células utilizando para ello tanto anticuerpos comerciales como las alícuotas de 
las proteínas expresadas en este trabajo que se guardaron antes de eliminar la GFP. El 
protocolo utilizado fue en todos los casos el mismo únicamente cambia el anticuerpo 
utilizado. Para cada marcaje se aislaron aproximadamente 50.000 células en un tubo 
Eppendorf, estas se centrifugan 2 minutos a 800 x g y se resuspenden en 50 µl de una dilución 
de PBS con 5% SFB y la concentración deseada del anticuerpo o anticuerpos. Las células se 
incuban 20 minutos a 4 ºC, posteriormente se rellena el tubo Eppendorf con PBS 5% SFB, se 
centrifuga 2 minutos a 800 x g, se descarta el sobrenadante y se vuelve a lavar. Las células 
deben analizarse por citometría de inmediato para evitar la fagocitosis del anticuerpo.  

Experimentos de adhesión en placa  

Estos experimentos se basan en el mismo principio que los ensayos tipo ELISA en los que los 
anticuerpos se pegan directamente al plástico a través de sus fracciones Fc. Este experimentó 
se realizó para verificar que la Fc de los scFv-Fc expresados en este trabajo es funcional. Para 
ello se añadieron 50 µg del scFv-Fc a 3 pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo plano, 
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se rellenó con PBS hasta 50 µl, otros 3 pocillos se llenaron solo con PBS como control, y se 
incubó a 4 ºC durante toda la noche (79). Al día siguiente se añaden 5.000 células 
Jurkat/pocillo los 6 pocillos y se dejó incubar durante 24 horas a 37 ºC. Transcurrido este 
tiempo se utilizó el sistema de análisis de células en tiempo real Incucyte® SX5 (Sartorius) para 
tomar fotografías de los pocillos y contar el número de células. A continuación se retiró el 
medio por un lateral del pocillo y se lavó muy lentamente con PBS. Finalmente se repitieron 
las fotografías y se volvió a contar.  

Ensayos de citotoxicidad de las proteínas 

Se realizaron experimentos de citotoxicidad celular para determinar si los scFv-Fc y los BiKEs 
expresados en este trabajo tienen por si mismo algún efecto citotóxico sobre líneas de células 
tumorales in vitro. Para ello se sembraron 4.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos de 
fondo plano y se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Al día siguiente se añadieron 
diluciones seriadas desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteína, a otros tres pocillos se 
les añadió 500 µM de cisplatino como control positivo y se dejaron otros 3 pocillo sin nada 
como control. Tras esto las placas se incubaron durante 4 días a 37 ºC y se determinó el 
porcentaje de muerte celular por citometría.  

Para determinar la muerte celular las células, en caso de que sean adherentes, se despegaron 
del pocillo con tripsina y cada pocillo se resuspendió en 20 µl de tampón ABB (“anexin V 
binding buffer”) con 1 µl de anexina V-FITC y 1 µl de 7-AAD. Se incubaron 10 minutos a 
temperatura ambiente en oscuridad y finalmente se añadieron 30 µl de tampón ABB y se 
analizó por citometría de flujo. La anexina V es una proteína que se une a la fosfatidilserina, 
un fosfolípido que se transloca de la cara interna de la membrana celular a la externa al 
iniciarse la apoptosis, por lo que permite detectar a las células apoptóticas. Por otro lado, el                                 
7-aminoactinomicina D (7-AAD) es una molécula que no puede atravesar las membranas 
celulares, por lo que solo puede entrar a la célula si hay poros en la membrana, una vez dentro 
de la célula se une al DNA y emite fluorescencia. Solamente se consideraron viables las células 
que fueron negativas para el marcaje tanto con anexina V como con 7-AAD.  

Ensayos de CDC in vitro 

Se realizaron experimentos de citotoxicidad inducida por el complemento (CDC) para 
determinar si los scFv-Fc expresados en este trabajo tenían una Fc funcional capaz de activar 
al sistema del complemento. Para ello se sembraron 10.000 células/pocillo en placas de 96 
pocillos y se incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Al día siguiente se añadieron diluciones 
seriadas desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteína y se incubaron durante 30 minutos 
a 37 ºC, a continuación se añadió suero humano sin decomplementar (obtenido de donantes 
sanos a través del Banco de Sangre y Tejidos de Aragón) a los pocillos para obtener una 
concentración final del 10% y se incubó durante 3.5 horas a 37 ºC. Finalmente las células se 
despegaron con tripsina, en caso de que fueran adherentes, y se determinó el porcentaje de 
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muerte celular por citometría con marcaje con anexina V y 7-AAD como se ha escrito en el 
apartado Ensayos de citotoxicidad de las proteínas.  

Como control se prepararon pocillos sólo con células, con células tratadas solo con el 
anticuerpo y con células tratadas solo con el suero. Además, como control positivo se utilizó 
el anticuerpo rituximab dirigido contra CD20 y las células Raji, que expresan CD20, como 
diana.  

Ensayos de ADCC in vitro  

Estos ensayos se realizaron para comparar la capacidad de los scFv-Fc y de los BiKE expresados 
en este trabajo para inducir citotoxicidad celular (ADCC). El planteamiento inicial consistía en 
utilizar células NK activadas in vitro como se explicará a continuación, no obstante, al no 
seguir correctamente el protocolo las células NK en cultivo acababan muriendo, y al no 
disponer de suficiente tiempo para repetir de nuevo el experimento se decidió no realizar la 
activación y purificar directamente las células NK a partir de los PBMCs recién aislados.  

Aislamiento de PBMCs  

Los PBMCs (“peripherial blood mononuclear cells”) son una mezcla de linfocitos, monocitos y 
células dendríticas que pueden aislarse a partir de un leukopak que es un producto obtenido 
a partir de muestras de sangre periférica. Para aislar los PBMCs se utilizaron leukopak 
proporcionados por el Banco de Sangre y Tejidos de Aragón, el protocolo consistió en diluir       
5 ml de leukopak hasta 20 ml totales con PBS estéril, que después se añadieron sobre 20 ml 
de Ficoll (un polisacárido altamente ramificado) en un tubo de 50 ml. A continuación el tubo 
se centrifugo 20 minutos a 400 x g sin freno, de esta forma los eritrocitos y granulocitos 
atraviesan el Ficoll, sobre el Ficoll queda un anillo formado por los PBMCs y sobre este queda 
el plasma sanguíneo. Finalmente se recoge el anillo de PBMCs, se lava dos veces con PBS 
estéril y resuspenden en medio RPMI-1640.  

Activación y expansión de células NK in vitro  

Las células NK pueden purificarse directamente a partir de los PBMCs y utilizarse en los 
ensayos de ADCC, no obstante, se ha descrito que las células NK activadas con las células R69 
tienen una mayor expresión de los receptores activadores y de gzmB (80). Las células R69 
provienen de una leucemia linfocítica crónica de linfocitos B (B-CLL) transformada con el virus 
de Epstein-Barr (EBV) por lo que expresa muchos estímulos activadores de las células NK.  

El protocolo utilizado para esta activación consistió en sembrar los PBMCs obtenidos en el 
apartado anterior a una densidad de 1x106 células/ml en medio RPMI-1640 suplementado 
con 1% glutamax, 10% SFB y sin antibióticos. Como estímulos para la activación de las células 
NK se añadieron 100 UI/ml de IL-2 (Miltenyi), 5 ng/ml de IL-15 (Miltenyi) y las células R69 se 
añaden en una proporción 1/10 con respecto a la cantidad de PBMCs e inactivadas con 
mitomicina C. A los 5 días, y a partir de entonces cada 3 días, se ajusta la concentración de 
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PBMCs a 1x106 células/ml añadiendo medio RPMI y la cantidad apropiada de interleucinas y 
células R69. Este protocolo se mantuvo hasta los 14 días desde la siembra. Para inactivar las 
células R69 se incuban 90 minutos a 37 ºC en medio RPMI-1640 sin SFB y con 25 µg/ml de 
mitomicina C, después se lavan con medio con SFB, se incuban durante 30 minutos a 37ºC y 
se vuelven a lavar.  

Purificación de células NK  

Las células NK se purificaron a partir de los PBMCs recién aislados o después del proceso de 
activación mediante el kit de separación inmunomagnética MACS® (Miltenyi Biotec) con 
anticuerpos anti-CD56 unidos a micropartículas magnéticas según el protocolo de la casa 
comercial. En resumen cada 107 células se resuspendieron en 80 μl de tampón MACS® y 20 μl 
del anticuerpo, se incubaron 15 minutos a 4 ºC, se lavaron con tampón MACS® y se separaron 
con una columna magnética. De esta forma los PBMCs se enriquecieron en células CD56+, que 
es el marcador característico de las células NK como se ha explicado en la introducción.  

La eficacia de la separación se verificó analizando por citometría de flujo la expresión de CD56, 
CD3 (el marcador de los linfocitos T) y CD16 (el receptor de Fc de las células NK), siguiendo el 
protocolo explicado en el apartado Marcajes y análisis por citometría de flujo. 

Experimento de ADCC in vitro  

Para estos experimentos se sembraron 10.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se 
incubaron durante toda la noche a 37 ºC. Al día siguiente se añadieron diluciones seriadas 
desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteína y se incubaron durante 30 minutos a 37 ºC, 
a continuación se añadieron 50.000 células NK/pocillo previamente marcadas con eFluorTM 
670 (Invitrogen) y se incubó durante 3.5 horas a 37 ºC. Finalmente las células se despegaron 
con tripsina, en caso de que fueran adherentes, y se determinó el porcentaje de muerte 
celular por citometría con marcaje con anexina V y 7-AAD como se ha escrito en el apartado 
Ensayos de citotoxicidad de las proteínas.  

Como control se prepararon pocillos sólo con células, con células tratadas solo con la proteína 
y con células tratadas solo con las células NK. Además, como control positivo se utilizó el 
anticuerpo Rituximab dirigido contra CD20 y las células Raji, que expresan CD20, como diana.  

Análisis estadístico 

Los gráficos se realizaron utilizando GraphPad Prism 9 y el análisis estadístico se realizó con 
Microsoft Excel. Los valores medios se expresan como la media más-menos la desviación 
estándar de la media. Se ha utilizado el test-t de Student para comparar la media entre 2 
grupos y el test ANOVA cuando se ha comparado la media de 3 o más grupos, con un nivel de 
significancia α = 0.01. Los valores estadísticos se presentan como “ns” cuando p > 0.01;                  
** p < 0.01; *** p < 0.001 y **** p < 0 .0001.  
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Resultados  

Pruebas de expresión  

De forma previa a la purificación de los vectores por gigaprep y la expresión recombinante de 
las proteínas a gran escala se realizaron pruebas de expresión para verificar que las proteínas 
se expresan correctamente. Para las pruebas de expresión los vectores se replicaron en 
cultivos de E. coli DH5α y se purificaron por miniprep, posteriormente se utilizaron para 
transfectar 10 ml de cultivo de células HEK 293 6F con 2-3x106 células/ml siguiendo el 
protocolo detallado en materiales y métodos. Transcurridos 6 días desde la transfección, se 
recogió el sobrenadante del cultivo y se analizó por Western Blot. Para ello las proteínas del 
sobrenadante se separaron por electroforesis SDS-PAGE, a continuación las bandas del gel se 
transfirieron a una membrana de PVDF y esta se reveló con el anticuerpo THE™ His Tag 
Antibody [HRP] (GenScript). Este anticuerpo está dirigido contra la cola de histidinas que 
tienen todas las proteínas expresadas en este trabajo y está conjugado con una enzima 
peroxidasa que produce quimioluminiscencia al añadir su sustrato.  

 

Figura 10. Western-blot de las pruebas de expresión llevadas a cabo para las proteínas expresadas en 
este trabajo. Como control se utilizó la proteína FUT8 que es una de las proteínas que mayor 
rendimiento ha generado de las expresadas previamente por el grupo. Se utilizó un anticuerpo dirigido 
contra las colas de histidinas y conjugado con una enzima peroxidasa para revelar la membrana.  

El resultado de las pruebas de expresión se muestra en la Figura 10 donde podemos observar 
que la expresión de nuestras proteínas es tan elevada como la expresión de FUT8, una 
proteína utilizada como control en las pruebas de expresión por ser una de las proteínas de 
las que se ha obtenido un mayor rendimiento en el grupo, por lo tanto la expresión de 
nuestras proteínas de interés es muy buena. Para la quinta proteína expresada en este 
trabajo, G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc, no se realizó prueba de expresión porque su vector 
llegó más tarde y asumimos que la expresión también sería buena. Cabe destacar que en el 
Western Blot de las dos proteínas que tienen Fc, se observa proteína agregada en los pocillos, 
según la experiencia del grupo es habitual que cuando la expresión es alta una pequeña parte 
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de la proteína agregue a través del Fc. Por otro lado, en los 4 carriles podemos observar una 
banda a la altura de 25 kDa, esta podría ser la proteína GFP, ya la traducción puede abortarse 
de forma prematura sintetizándose solo la cola de histidinas con la GFP, esto no es un 
problema porque se eliminará durante la purificación. El resto de las bandas serán otras 
proteínas minoritarias que sintetiza la célula y que tienen histidinas por lo que se marcan con 
este anticuerpo.  

Replicación de los vectores 

Los vectores con el gen que codifica las diferentes proteínas se mandaron sintetizar a 
GenScript, pero debido a que se necesita una gran cantidad de DNA para transfectar las 
células estos vectores se replicaron posteriormente en cultivos de 2 litros de E. coli DH5α de 
los que se purificó el vector mediante gigaprep (PureLinkTM Expi Endotoxin-Free Giga Plasmid 
Purification Kit, Invitrogen). La gigaprep nos permite obtener cantidades mucho mayores de 
DNA, y más concentradas y puras en comparación con la miniprep. Los resultados de la 
gigaprep y criterios de pureza se muestran en la Tabla 6. La relación entre la absorbancia a 
260/280 nm debe estar entre 1.8 y 2.0 para muestras puras de DNA, si la relación es inferior 
podría haber proteínas contaminando el DNA puesto que estas absorben a 280 nm, mientras 
que valores superiores a 2.1 se relacionan con la presencia de RNA. La relación 260/230 es 
más variable, dependiendo de factores como la concentración o el tampón, pero se considera 
que una muestra es pura cuando está entre 1-8 y 2.2, un valor inferior sugiere contaminación 
por compuestos fenólicos u otras moléculas químicas que absorben a 230 nm . En nuestro 
caso el criterio 260/280 siempre está en el rango óptimo, mientras que el criterio 260/230 es 
ligeramente superior aunque, como hemos comentado, este criterio es más variable.  

Tabla 6. Resultados de las Gigaprep  

Plásmido Concentración  Volumen Abs 260/230 Abs 260/280 

G2D11-antiCD16 2073 μg/ml 10 ml 2.25 1.98 
2D9-antiCD16 1395 μg/ml 10 ml 2.32 2.03 
2D9-Fc 1608 μg/ml 10 ml 2.33 2.01 
antiCD16-Fc 1308 μg/ml 8 ml 2.36 1.94 
G2D11(H32A-
H35A-S52A)-Fc 1731 μg/ml 10 ml 2.27 1.99 

Expresión de las proteínas en células HEK 293 6F 

Los vectores replicados según lo descrito en el apartado anterior se utilizaron para transfectar 
cultivos de células HEK 293 6F, se transfectaron volúmenes de 200 o 400 ml dependiendo de 
la proteína, con una concentración de entre 2 y 3x106 células/ml. Al día siguiente se duplica 
el medio, llegando a 400 u 800 ml de volumen final y se añade VPA para estimular la expresión 
génica, siguiendo el protocolo explicado en materiales y métodos. Transcurridos 6 días desde 
la transfección se recogió el sobrenadante del cultivo, la expresión de la proteína de interés 
puede verificarse a simple vista puesto que el medio de cultivo adquiere un ligero color verde 
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debido a la presencia de la GFP, que también puede confirmarse exponiéndolo a la luz UV. La 
proteína se purificó a partir del sobrenadante como se explica en materiales y métodos, en 
resumen, en primer lugar se pasa por una columna de níquel donde la proteína queda 
retenida por la cola de histidinas, a continuación se eluye con un gradiente de imidazol y se 
utiliza una columna de desalting para cambiar el tampón por PBS. El siguiente paso es la 
digestión con la proteasa TEV para separar la proteína de interés de la GFP, finalmente se 
vuelve a pasar por una columna de níquel, pero ahora la proteína de interés no queda 
retenida y atraviesa la columna. No obstante, parte de la proteína de interés puede quedar 
parcialmente retenida por la presencia de histidinas en su superficie, esto es especialmente 
relevante en las proteínas que se expresan con Fc, puesto que cada monómero del dímero Fc 
tiene 4 histidinas juntas en su superficie. Por ello, se eluye la columna en un primer momento 
con 10% de tampón B para recoger esta fracción de proteína de interés que puede haber 
quedado retenida, esto es el denominado segundo pico. Finalmente, la proteína se concentra 
utilizando sistemas Centricon, se cuantifica midiendo su absorbancia a 280 nm y se esteriliza 
como se explica en materiales y métodos.  

 

Figura 11. Ejemplo representativo de las electroforesis (SDS-PAGE) que se realizan durante el proceso 
de purificación de cada proteína, en este caso correspondientes a la purificación de la proteína               
2D9-antiCD16. El diagrama de la izquierda explica a qué parte del proceso corresponde cada carril.  

En la Figura 11 se muestran los geles de electroforesis (SDS-PAGE) que se realizan a lo largo 
de todo el proceso de purificación del BiKE 2D9-antiCD16 para ir verificando la eficacia de 
este. Los mismos geles se realizaron para la purificación del resto de proteínas, aunque solo 
se muestre uno como ejemplo. En carril del sobrenadante ① podemos ver la proteína de 
interés, en este caso es un BiKE que pesa 50 kDa y que junto con la GFP y secuencias 
conectoras aparece aproximadamente a 80 kDa. También podemos ver en este carril una 
proteína de algo menos de 70 kDa, esta es una proteína habitualmente expresada por las HEK 
293 6F sin transfectar como podemos ver en la Figura 12. No obstante, esta proteína no va a 
afectar porque se elimina en el líquido que atraviesa la columna ②, donde también podemos 
verificar que no se pierde nada de 2D9-antiCD16. En el eluido ③ podemos observar la banda 
correspondiente al 2D9-antiCD16 y otras más intensas que no aparecían antes. Esto se debe 
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a que ahora todas las proteínas se han concentrado al pasar de 800 o 400 ml de sobrenadante 
a aproximadamente 100 ml en el eluido. Por ejemplo, en el eluido podemos ver una banda a 
aproximadamente 30 kDa, que no veíamos en el sobrenadante, y que seguramente será la 
GFP sola. Después de la digestión con la proteasa TEV ④ siempre que hay que verificar por 
electroforesis que toda la proteína se ha digerido, como se puede observar la banda a 80 kDa 
ya no aparece, y en su lugar aparece una banda a 50 kDa correspondiente al 2D9-antiCD16 y 
otra a 30 kDa correspondiente a la GFP y la TEV. En este carril ya no vemos tantas bandas 
porque entre medias se ha realizado el desalting que aumenta el volumen. Finalmente, el 
líquido vuelve a pasarse por una columna de níquel, el 2D9-antiCD16 ya no queda retenido y 
sale en el líquido que atraviesa la columna ⑤, no obstante, como se ha explicado 
anteriormente parte sí que puede quedar retenida por lo que se recoge el segundo pico ⑥. 
En este caso podemos ver que el segundo pico tiene bastante 2D9-antiCD16 y todavía no 
aparece GFP, por lo que lo mezclamos con el líquido que ha atravesado la columna para 
aprovecharlo. En último lugar la GFP que ha quedado retenida en la columna se eluye ⑦.  

 

Figura 12. Electroforesis (SDS-PAGE) del medio FreeStyle™ F17 Expression Medium (GibcoTM) utilizado 
para cultivar las HEK 293 6F y del sobrenadante de un cultivo de estas células sin transfectar.  

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la producción de las 5 proteínas expresadas en 
este trabajo. En primer lugar podemos fijarnos en que la masa final de proteína obtenida es 
diferente, en este sentido cabe resaltar que el volumen de cultivo no ha sido siempre el 
mismo, de forma que si ajustamos la producción con respecto al volumen de cultivo, si que 
obtenemos un rendimiento similar para las cuatro primeras proteínas. Las dos primeras 
proteínas se expresaron en 800 ml de cultivo de células HEK 293 6F, pero como se obtuvo una 
cantidad de proteína mucho mayor a la necesaria para las posteriores pruebas en cultivos in 
vitro se decidió reducir el volumen en las siguientes expresiones. La proteína G2D11(H32A-
H35A-S52A)-Fc tiene un rendimiento notablemente inferior a las anteriores, no obstante, el 
rendimiento de las anteriores es muy elevado en comparación con otras proteínas expresadas 
previamente por el grupo con el mismo sistema. Como observamos en las pruebas de 
expresión estas proteínas se expresan tanto como el control FUT8 que es una de las proteínas 
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con mayor rendimiento. En el caso de G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc, al no haber realizado la 
prueba de expresión, no podemos afirmar que esta proteína de por sí se exprese con menor 
rendimiento o que algo haya afectado en algún punto del proceso disminuyendo el 
rendimiento. No obstante, este rendimiento está en la media del obtenido para la expresión 
de otras proteínas por el grupo.  

Tabla 7. Resultados de la producción de proteínas recombinantes 

Proteína Masa pre-TEV Masa final Conc. Vol. cultivo Rto. (μg prot/ml 
cultivo) 

G2D11-antiCD16 137.2 mg 1 23.4 mg 7.8 mg/ml 800 ml 29 μg/ml 
2D9-antiCD16 108.5 mg 1 27.6 mg 2.9 mg/ml 800 ml 34 μg/ml 
2D9-Fc 32 mg 15 mg 6.0 mg/ml 400 ml 40 μg/ml 
antiCD16-Fc 167 mg 1 15.8 mg 3.9 mg/ml 400 ml 38 μg/ml 
G2D11(H32A-
H35A-S52A)-Fc 18.4 mg 7.25 mg 2.9 mg/ml  400 ml 18 μg/ml 

1 Estos valores fueron calculados siguiendo el protocolo por Bradford, un método poco preciso, el resto se 
calcularon por espectrofotometría que es mucho más preciso.  

Pasamos a comentar ahora los valores de concentración obtenidos para las diferentes 
proteínas. Como se ha explicado las proteínas se concentran en sistemas Centricon hasta que 
comienza a observarse precipitado. El valor de concentración que puede alcanzarse depende 
de cada proteína, pero en nuestro caso las 5 proteínas tienen estructuras similares, por lo que 
resulta lógico que hayamos obtenido valores de concentración del mismo orden de magnitud 
para todas ellas. Finalmente, se determinó también la masa de proteína en un punto 
intermedio del proceso de purificación, esto es antes de la digestión con TEV. Según el 
protocolo esta cuantificación se realiza por Bradford, un método poco preciso, pero que no 
necesita el coeficiente de extinción molar. En este punto no necesitamos exactitud porque la 
determinación se realiza para calcular aproximadamente la cantidad de TEV necesaria, pero 
posteriormente esta determinación servirá para calcular la concentración de las alícuotas que 
conservamos de la proteína con GFP (sin digerir) para los marcajes por citometría. Por ello, al 
disponer de los coeficientes de extinción molar de las proteínas sin digerir, se decidió pasar a 
hacer estas cuantificaciones también por espectrofotometría.  

Pruebas de plegamiento del Fc  

Como se ha explicado previamente la Fc debe estar correctamente glicosilada y dimerizada 
para poder ser reconocida por sus recetores e impulsar sus funciones efectoras, por ello las 
proteínas con Fc deben ser expresadas en sistemas de células de mamífero que permitan la 
correcta glicosilación y formación de puentes disulfuro entre los monómeros. En cambio los 
BiKEs están formados por dos scFv conectados, no están glicosilados ni tienen puentes 
disulfuro por lo que podrían haberse expresado en otros sistemas, como bacterias o 
levaduras, que resultan más rápidos y económicos.  

 



 44 

Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes  

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizó según lo explicado en el 
apartado de materiales y métodos para verificar la formación del dímero en el caso de los 
scFv-Fc. Como podemos observar en la Figura 13 las dos proteínas con Fc que utilizaremos 
posteriormente en los experimentos in vitro, G2D11-Fc y 2D9-Fc, dimerizan correctamente. 
Es cierto que en el gel en condiciones no desnaturalizantes se observan las bandas duplicadas, 
es decir, dos bandas a alturas muy similares. Esto puede ser porque en la electroforesis 
desnaturalizante el SDS dota a la proteína de carga, de forma que las proteínas se desplazan 
en función de su masa. En las condiciones no desnaturalizantes, al no haber SDS, la proteína 
se desplaza en función de su carga superficial, pero otros aspectos como su forma también 
pueden afectar. Es posible que tengamos dos subpoblaciones de la proteína que migran de 
forma ligeramente diferente. Los posteriores experimentos con cultivos celulares in vitro 
servirán para determinar si este hecho afecta o no a su funcionalidad, aunque si podemos 
afirmar que las proteínas con Fc forman correctamente el dímero.  

 

Figura 13. Electroforesis de las proteínas utilizadas en este trabajo en condiciones desnaturalizantes 
(añadiendo SDS y calentando las muestras hasta 100 ºC) y no desnaturalizantes.  

Experimento de adhesión  

Una característica de los anticuerpos es que pueden adherirse a superficies plásticas, como el 
fondo de las placas de pocillos, a través de su Fc cuando esta está correctamente plegada, 
una propiedad en la que nos basamos para preparar los ensayos tipo ELISA. Utilizamos esta 
característica para verificar el plegamiento de nuestros scFv-Fc. Para ello incubamos 3 pocillos 
de una placa de 96 con 50 µg de scFv-Fc a 4 ºC durante toda la noche, después añadimos 
5.000 células Jurkat (no adherentes)/pocillo, incubamos 24 horas a 37ºC y lavamos con 
cuidado. Tomamos fotos y contamos el número de células antes y después de lavar. Como 
podemos observar en la Figura 14 los scFv-Fc han conseguido adherir las células Jurkat al 
fondo del pocillo. Por lo que podemos deducir que su Fc se ha pegado al pocillo y, por lo tanto 
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está bien plegada y además que los scFv son funcionales dado que se unen a su antígeno en 
la membrana de las células Jurkat.  

 

Figura 14. Fotografías tomadas a pocillos de una placa de 96 pre-incubados con los scFv-Fc a los que 
después se añadieron 5.000 Jurkat/pocillo. Las fotografías se tomaron antes y después de retirar el 
medio y lavar muy lentamente con PBS para retirar las células que no habían sido retenidas por los 
scFv-Fc. Se muestra también el número de células en cada pocillo contadas con el sistema de análisis 
de células en tiempo real Incucyte® SX5 (Sartorius). Los datos corresponden a la media de un 
experimento realizado por triplicado.  

Fenotipado de líneas celulares 

Se analizó la expresión de los diferentes epítopos de antígeno Tn reconocidos por G2D11 y 
2D9 en las líneas celulares utilizadas en este trabajo y utilizando tanto las versiones scFv-Fc 
como los BiKEs de los dos anticuerpos. Los marcajes se realizaron a una concentración de          
4 µM que está dentro del intervalo de 0.7 a 70 µM recomendado por las casas comerciales de 
anticuerpos para citometría (81). Como control se utilizaron muestras de las células marcadas 
con la misma concentración de GFP, puesto que esta proteína podría fijarse a la superficie de 
las células por interacciones inespecíficas.  

El marcaje se calcula como la diferencia entre la mediana de la intensidad de fluorescencia en 
la muestra control marcada con GFP y la mediana de la muestra marcada con el anticuerpo 
correspondiente. Los resultados de los marcajes se muestran en la Tabla 8 y un ejemplo de 
los histogramas obtenidos al analizar los marcajes por citometría de flujo se muestra en la 
Figura 15. Es importante destacar que G2D11 reconoce dos antígenos Tn consecutivos, 
mientras que 2D9 reconoce un antígeno Tn o sTn en la secuencia GSTA que se encuentra 
altamente repetida en la proteína MUC1, por lo que los resultados de los marcajes con G2D11 
y 2D9 pueden ser diferentes para una misma línea celular. En principio G2D11 podría ser más 
promiscuo ya que no depende de la secuencia peptídica a la que está unido el antígeno Tn y, 
por tanto, generar marcajes más intensos respecto a 2D9 como ocurre en el caso de las células 
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Jurkat. No obstante, G2D11 necesita reconocer dos antígenos Tn consecutivos en la proteína, 
y 2D9 solo necesita uno (aunque este debe estar en MUC1), lo que puede hacer que en 
algunos casos 2D9 encuentre más fácilmente su epítopo, como ocurre en el caso de las células 
SK-BR-3, PC-3 y LNCaP. Posiblemente esto se debe a que las tres son células epiteliales, por lo 
que expresan gran cantidad de mucinas, entre ellas MUC1.  

 Jurkat  
Expresan Tn según bibliografía (82) 

SK-BR-3 
Expresan Tn según bibliografía (83) 

 ΔMIF Estadística ΔMIF Estadística 
G2D11-Fc 123.90 ± 17.0 **** 1.12 ± 2.13 ns 
G2D11-antiCD16 109.32 ± 11.0 **** 0  
2D9-Fc 63.84 ± 4.54 **** 11.08 ± 2.85 **** 
2D9-antiCD16 6.07 ± 0.98 **** 0 ns 

 

 PC-3 
Expresan Tn según bibliografía (84) 

LNCaP 
No sintetiza Tn según bibliografía (85) 

 ΔMIF Estadística ΔMIF Estadística 
G2D11-Fc 2.82 ± 1.18 * 1.77 ± 1.4 ns 
G2D11-antiCD16 0.44 ± 1.12 ns 0  
2D9-Fc 21.25 ± 5.08 ** 6.12 ± 3.5 ** 
2D9-antiCD16 1.09 ± 1.04 ns 0  

Tabla 8. Desplazamiento de la mediana de la intensidad de fluorescencia (ΔMIF) en distintas líneas 
celulares. El desplazamiento de la MIF se calculó como la diferencia entre la MIF del control marcado 
con GFP 4 µM y la muestra marcada con el correspondiente anticuerpo a 4 µM. Se presenta la media 
± desviación estándar de tres experimentos independientes Se ha calculado si la diferencia entre el 
control marcado con GFP y la muestra marcada con el anticuerpo es significativa utilizando el test-t de 
Student (“ns” p > 0.01; ** p < 0.01; *** p < 0.001 y **** p < 0 .0001). 

Si comparamos ahora los marcajes con los scFv-Fc y su correspondiente BiKE podemos 
observar que los BIKE, excepto en el caso de las células Jurkat, no producen marcaje en líneas 
celulares donde si marca el scFv-Fc. En caso de que los BiKE no fuesen capaces de unirse a su 
antígeno correspondiente no serían funcionales, no obstante, esto no parece lógico puesto 
que el scFv debería poder reconocer a su antígeno independientemente de que el scFv esté 
unido a un Fc o a otro scFv anti-CD16 como en el caso de los BiKE. Podría ser que los scFv-Fc 
se estén uniendo a las células a través de sus Fc, aunque esto queda descartado si observamos 
que en el marcaje de las LNCaP el 2D9-Fc si está marcando pero el G2D11-Fc no, lo que indica 
que se está uniendo a las células por su región específica de antígeno y no por el Fc. Otra 
posible explicación puede estar relacionada con la concentración, aunque hemos usado una 
concentración que está dentro del rango recomendado por las casas comerciales, está en la 
parte baja del rango, y los anticuerpos comerciales seguramente tendrán mejor afinidad por 
el antígeno respecto a nuestros anticuerpos. Además, como se ha comentado anteriormente 
la concentración de las alícuotas de proteína unida a GFP utilizada para los marcajes se 
determinó por Bradford, que es un método poco preciso. De forma que la concentración real 
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que estamos utilizando podría ser aún menor. En este sentido será necesario repetir los 
marcajes utilizando un gradiente de diferentes concentraciones del anticuerpo. 

 

Figura 15. Histogramas de fluorescencia obtenidos al analizar los marcajes de distintas líneas celulares 
con los anticuerpos unidos a GFP a una concentración de 4 µM mediante citometría de flujo. Como 
control se analizaron muestras de células sin marcar y marcadas con GFP 4 µM. Se muestra un 
histograma representativo de cada muestra. Los resultados del análisis de 3 experimentos 
independientes se muestran Tabla 8.  

Finalmente, si comparamos el resultado de nuestros marcajes con lo descrito en la 
bibliografía, podemos concluir que las células Jurkat expresan gran cantidad del antígeno, lo 
que concuerda con lo descrito en la bibliografía, aunque no se especifica que epítopos en 
concreto del antígeno Tn se han encontrado en estas células. En nuestro caso el marcaje es 
más intenso con G2D11 respecto a 2D9. Para las células SK-BR-3 la bibliografía indica que 
expresan el antígeno Tn, aunque nosotros solo lo hemos detectado con el anticuerpo 2D9. El 
marcaje de las células PC-3 también coincide con lo reportado en la bibliografía, aunque en 
nuestro caso el marcaje con el anticuerpo G2D11 es muy leve. Finalmente, las células LNCaP 
se han identificado como negativas en la bibliografía y en nuestros experimentos hemos 
detectado un marcaje leve con 2D9. Tal vez todas estas discrepancias se deban nuevamente 
a la concentración, es posible que si repitiésemos los marcajes utilizando concentraciones 
más altas, las líneas SK-BR-3 y PC-3 generasen marcajes más intensos, mientras que las LNCaP 
mantuviesen solamente este leve marcaje.  

Pruebas de citotoxicidad inducida por los scFv-Fc y los BiKEs 

La unión de los scFv-Fc y los BiKEs a la superficie de la célula podría bloquear algún receptor 
cuya función sea esencial para la viabilidad celular, por lo que las proteínas por sí mismas 
podrían tener un efecto citotóxico sin necesidad de activar los mecanismos inmunológicos, 
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como el CDC o la ADCC. Para verificarlo se incubaron las 4 líneas celulares fenotipadas en el 
experimento anterior durante 4 días con diferentes concentraciones de las 4 proteínas cuya 
capacidad citotóxica se va a evaluar en los siguientes experimentos: G2D11-Fc,                      
G2D11-antiCD16, 2D9-Fc y 2D9-antiCD16. En la Figura 16 se presentan los resultados de estos 
experimentos donde podemos observar que las proteínas por si solas no son capaces de 
inducir un efecto citotóxico, al menos en las 4 líneas celulares ensayadas. Todas las 
concentraciones ensayadas mantienen una viabilidad superior al 80% y similar a la del control, 
el análisis estadístico no encuentra diferencias significativas entre las muestras. Para verificar 
estos resultados se utilizó un control positivo que consistió en tratar las células con cisplatino 
500 µM, una concentración muy elevada para asegurarnos de que habría muerte celular.  

 

Figura 16. Experimentos de citotoxicidad de los scFv-Fc y los BiKEs incubados a diferentes 
concentraciones durante 4 días en placas de 96 pocillos con 4.000 células/pocillo. Como control 
negativo se utilizaron muestras de células si tratar y como control positivo se utilizaron células tratadas 
con cisplatino 500 µM. Se representa el porcentaje de viabilidad, determinado por citometría de flujo 
tras el marcaje con anexina y 7-ADD, como la media ± desviación estándar de 2 experimentos 
independientes realizados por duplicado. Se ha realizado un test ANOVA para comparar el % de 
viabilidad de las diferentes concentraciones y el control sin tratar entre sí, y un test-t de Student para 
comparar el control sin tratar con el control positivo (“ns” p > 0.01; **** p < 0 .0001). 
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Pruebas de CDC inducida por los scFv-Fc  

Una de las funciones efectoras de los anticuerpos es su capacidad de activar el sistema del 
complemento para destruir células (CDC). Esta capacidad depende de la fracción Fc por lo que 
la capacidad de inducir CDC solo fue determinada para las proteínas G2D11-Fc y 2D9-Fc. La Fc 
de estas proteínas procede de IgG1 y por tanto es capaz de activar el complemento (44). Para 
realizar este experimento las células se incubaron con diferentes concentraciones de los        
scFv-Fc durante 4 horas en presencia y ausencia de 10% de suero humano procedente de 
donantes sanos como fuente de complemento, según se explica en materiales y métodos.  

 

Figura 17. (b, c, d, e) Experimentos de CDC inducida por G2D11-Fc y 2D9-Fc incubados a diferentes 
concentraciones durante 4 horas en cultivos in vitro en presencia y ausencia de 10% de suero de 
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donantes sanos. (a) Como control positivo se ha utilizado Rituximab y la línea celular Raji que expresa 
CD20, el antígeno de Rituximab. Se representa el porcentaje de viabilidad, determinado por citometría 
de flujo tras el marcaje con anexina y 7-ADD, de un experimento excepto en el caso de las células             
SK-BR-3 (b) que se representa la media ± desviación estándar de 2 experimentos independientes. Se ha 
realizado un test ANOVA para comparar el porcentaje de viabilidad de las diferentes concentraciones 
y el control sin anticuerpo entre sí (“ns” p > 0.01). 

En la Figura 17 presenta los resultados obtenidos en este experimento donde podemos 
observar que en las células SK-BR-3, LNCaP y PC-3 la viabilidad se mantiene alta en todas las 
muestras, por lo que podríamos concluir que los scFv-Fc no han sido capaces de inducir CDC. 
Por otro lado, el caso de las células Jurkat (Figura 17 e) necesita un análisis más detallado. En 
primer lugar se observa que en las muestras con 2D9-Fc (verde claro) la viabilidad se mantiene 
más o menos constante y similar al control, aunque la viabilidad del control no es demasiado 
alta (aproximadamente 70%). Sin embargo, al añadir el suero (verde oscuro), la viabilidad en 
las tres muestras con el 2D9-Fc más concentrado disminuye, lo que podría indicar que ha 
activado el complemento. En el caso de G2D11-Fc (naranja claro), llama la atención que salvo 
en el pocillo menos concentrado, en el resto la viabilidad va disminuyendo conforme aumenta 
la concentración. Esto podría significar que G2D11 podría tener un efecto citotóxico a tiempos 
cortos, en este caso la incubación fue de 4 horas, en la línea celular Jurkat como se discutirá 
más adelante. Un efecto similar se observa en los resultados de las pruebas de inducción de 
ADCC (Figura 21 c) que se presentan más adelante. Finalmente, al añadir suero (naranja 
oscuro) la viabilidad no disminuye respecto a la muestra sin suero y misma concentración de 
G2D11-Fc. 

En este experimento se utilizó un control positivo que consistió en incubar las células Raji con 
Rituximab (Figura 17 a), cuyo antígeno es CD20 expresado por estas células, donde se observó 
un claro efecto CDC al añadir el suero confirmando que el sistema utilizado es adecuado para 
analizar CDC. A pesar de que el control positivo fuese capaz de inducir CDC, esto no valida 
completamente el experimento. Por un lado, Rituximab es un anticuerpo comercial cuya Fc 
ha sido modificada para activar más eficazmente tanto la ADCC como la CDC, y por otro lado 
las células Raji proceden de un tumor hematológicos, mientras que las células SK-BR-3, LNCaP 
y PC-3 proceden de tumores sólidos que pueden ser más resistentes tanto a la ADCC como a 
la CDC. De hecho, las células Jurkat en las que al menos parece que 2D9-Fc ha inducido algo 
de CDC también proceden de un tumor hematológico. Por ello, planteamos un segundo 
control positivo incubando las cuatro líneas celulares con diferentes concentraciones de otros 
dos anticuerpos: Trastuzumab (anti-HER2) y Cetuximab (anti-EGFR) que se usan en el 
tratamiento de tumores sólidos. Estos anticuerpos son del isotipo IgG1, igual que Rituximab, 
y que nuestra región Fc, pero no están modificados, aun así deberían de ser capaces de activar 
tanto ADCC como CDC. No obstante, este control positivo no funcionó para ninguna de las 
líneas celulares, incluso en las células LNCaP que expresan gran cantidad de EGFR (86)        
(Figura 18). Esto significa que no podemos extraer ninguna conclusión en cuanto a si         
G2D11-Fc y 2D9-Fc son capaces o no de inducir CDC, porque puede que si lo sean pero el 
experimento no esté bien diseñado y por eso no lo observamos o bien las células de tumores 
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sólidos presentan más resistencia a la CDC. Por ello este experimento debe ser repetido 
modificando la concentración de los anticuerpos, la concentración de suero y el tiempo de 
incubación. 

 

Figura 18. Experimentos de CDC inducida por Cetuximab y Trastuzumab incubados a diferentes 
concentraciones durante 4 horas en cultivo in vitro de células LNCaP. Se representa el porcentaje de 
viabilidad, determinado por citometría de flujo tras el marcaje con anexina y 7-ADD, de un 
experimento. 

Pruebas de unión de los scFv-Fc y BiKEs a células NK 

El objetivo de este experimento fue determinar la capacidad de la Fc y de los antiCD16 
producidos en este trabajo para unirse a las células NK humanas. En primer lugar se aislaron 
PBMCs a partir de un leukopak de donante sano y después se separaron las células CD56+ 
utilizando el sistema MACS® (Miltenyi Biotec) de separación inmunomagnética como se 
explica en materiales y métodos. A continuación las células NK se fenotiparon por citometría 
de flujo con anticuerpos anti-CD3, anti-CD56 y anti-CD16, para identificar el porcentaje de 
células NK (CD3– CD56+) tras la separación y la expresión de CD16, ya que es el receptor de la 
Fc y la diana del antiCD16 del BiKE. Como puede observarse en la Figura 19 aproximadamente 
el 81% de las células CD3– CD56+ expresan además CD16.  

 

Figura 19. (a) Diagrama de puntos obtenido por citometría de flujo al representar la intensidad de 
fluorescencia correspondiente al marcaje con anticuerpo anti-CD56 en función de la intensidad 
correspondiente al anticuerpo anti-CD3 de una muestra de células NKs recién purificadas a partir de 

10
00
nM

10
0 n
M

10
nM 1 n

M

0.1
nM

0.0
1 n
M

Co
nt
ro
l

0

20

40

60

80

100

%
V
ia
bi
lid
ad

Cetuximab

Cetuximab + Suero

10% Suero

10
00
nM

10
0 n
M

10
nM 1 n

M

0.1
nM

0.0
1 n
M

Co
nt
ro
l

0

20

40

60

80

100

%
V
ia
bi
lid
ad

10% Suero

Trastuzumab

Trastuzumab + Suero

LNCaP

Control
Control 10% Suero

Cetuximab
Cetuximab 10% Suero

Trastuzumab
Trastuzumab 10% Suero

��������	�
�������

�
��
����
����������������
��������	�
�������

�
��
����
������������������ ��������

������

�� �����! �����"�#�	����"

�����"
� $�� %�� ��� ��� ����

	�
���

"

�

$��

%��

���

���

����

&

�&! 	������"�#�	�%���"

	������"
��� ��� ��$ ��

	�
%�
��
"

���

���

��$

��

���� ������
�'' ���(��
"�� (�
"�) *�(*+
")� %(��
")) $�(+�

�"�)! 	�����"�#������"

��
���

"

�

$��

%��

���

���

����

	�����"
��� ��� ��$ ��

��) �))

���� ������
�'' ���(��
��) $*(+$
�)) *$(��

��������	�
�������

�
��
����
����������������
��������	�
�������

�
��
����
������������������ ��������

������

�� �����! �����"�#�	����"

�����"
� $�� %�� ��� ��� ����

	�
���

"

�

$��

%��

���

���

����

&

�&! 	������"�#�	�%���"

	������"
��� ��� ��$ ��

	�
%�
��
"

���

���

��$

��

���� ������
�'' ���(��
"�� (�
"�) *�(*+
")� %(��
")) $�(+�

�"�)! 	�����"�#������"

��
���

"

�

$��

%��

���

���

����

	�����"
��� ��� ��$ ��

��) �))

���� ������
�'' ���(��
��) $*(+$
�)) *$(��

C
D
56

CD3

SS
C

CD16

CD56+
CD3–

(a) (b)

81.32 ± 0.94 %  

NK NKT



 52 

PBMCs de un donante sano. (b) Diagrama de puntos obtenido por citometría de flujo al representar el 
conjunto de células CD56+CD3– de la población anterior en función de la intensidad de fluorescencia 
correspondiente al marcaje con un anticuerpo anti-CD16 y la luz dispersada por la célula (SSC: side 
scatter). Se representan los diagramas de puntos de una muestra representativa y el porcentaje de 
células NK CD16+ se presenta como la media ± desviación estándar de realizar el marcaje de la misma 
muestra por triplicado. 

Por otro lado, las células NK se marcaron con las cuatro proteínas unidas a GFP a una 
concentración de 4 µM y posteriormente se analizaron por citometría de flujo obteniéndose 
los resultados que se presentan en la Figura 20. En todos los casos el marcaje es significativo, 
por lo que podemos concluir que nuestras proteínas se unen correctamente a su receptor en 
la superficie de las células NK. No obstante, esto no demuestra que sean eficaces a la hora de 
activar el mecanismo de ADCC contra el tumor.  

 

Figura 20. Histogramas obtenidos por citometría de flujo al representar el número de células en 
función de la intensidad de fluorescencia en el marcaje de células NK con las proteínas unidas a GFP a 
una concentración de 4 µM. Como control se han utilizado muestras de las mismas células sin marcar 
y marcadas solamente con GFP 4 µM. Los histogramas presentan un ejemplo representativo de cada 
proteína. El desplazamiento de la mediana de intensidad de fluorescencia (ΔMIF) se representa como 
la media ± desviación estándar de realizar el marcaje de la misma muestra por triplicado. Se ha 
realizado un test-t de Student para comparar la MIF entre las muestras marcadas con el anticuerpo y 
el control con GFP (“ns” p > 0.01; ** p < 0.01; *** p < 0.001 y **** p < 0 .0001).  

La unión de las cuatro proteínas no es igual de significativa ni genera el mismo desplazamiento 
de la MIF. Como se explicó en la introducción, cabía esperar diferencias entre la unión del          
scFv-Fc y del BiKE a la célula NK. Los BiKE deberían marcar con más intensidad puesto que se 
unen a la NK a través de un anticuerpo antiCD16 y los anticuerpos tienen alta afinidad, 
mientras que el Fc de los scFv-Fc es reconocido por CD16 que es un receptor de baja afinidad 
por la Fc (65). Además, estas NK se utilizaron recién aisladas de sangre periférica por lo que 
tendrán sus receptores de Fc ocupados por otros anticuerpos de la sangre del donante, lo que 
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dificultaría la unión del scFv-Fc. No obstante, lo que observamos es que en el caso de          
G2D11-Fc el marcaje es más intenso respecto a los BiKEs, y en el caso de 2D9-Fc es más leve. 
Esto puede ser consecuencia de nuevo de la concentración, como se ha explicado 
previamente las alícuotas de proteínas-GFP utilizadas en los marcajes se cuantificaron por 
Bradford, por lo que la concentración real puede ser bastante diferente del 4 µM 
teóricamente utilizado, y los diferentes marcajes no pueden ser comparados entre sí.  

Otro aspecto destacable de los histogramas de la Figura 20 es la presencia de dos poblaciones 
de células NK en el marcaje (dos picos en el histograma azul), esto se ve especialmente claro 
en el marcaje con G2D11-antiCD16 (Figura 20 b). Esto se debe a que no todas las células 
marcadas y analizadas son células NK que expresan CD16, como vemos en el análisis de la 
Figura 19 hay una cantidad de relevante de células NKT y otras poblaciones. Algunas 
subpoblaciones de células NKT no expresan CD16, por lo que no se van a marcar generando 
este segundo pico en el histograma a la altura del control.  

Pruebas de ADCC inducida por los scFv-Fc y BiKEs 

En el experimento anterior hemos demostrado que las proteínas son capaces de unirse a las 
células NK, lo que indica un plegamiento adecuado y que no hay impedimentos estéricos. 
Para comprobar si esta unión es suficiente para activar a las células NK contra el tumor             
co-incubamos in vitro líneas tumorales con diferentes concentraciones de las proteínas y en 
presencia o ausencia de células NK. Las células NK se utilizaron en una proporción de 5 NK por 
cada célula tumoral. Como se explicó en materiales y métodos, el protocolo original implica 
un proceso de expansión a activación de los PBMCs que dura 15 días. No obstante, debido a 
que no seguimos bien el protocolo esta expansión no funcionó adecuadamente, y al no 
disponer de tiempo suficiente para repetirla se decidió realizar el experimento con células NK 
purificadas directamente a partir de los PBMCs de un donante sano.  

Las células NK se analizaron para determinar la expresión de CD16 igual que en el 
experimento anterior, en este caso el 71,79% de las células tras la separación 
inmunomagnética son CD3– CD56+ y de ellas el 89,46% son CD16+, por lo que podrían ser 
activadas por las proteínas. Además, en este caso las células NK se marcaron con una sonda 
fluorescente para poder diferenciarlas de las células tumorales posteriormente en el análisis 
por citometría.  

Al no haber realizado la expansión y activación de las células NK supusimos que estas serían 
menos activas y decidimos incubar el experimento durante 12 horas, en lugar de las 4 horas 
habituales. Obtuvimos los resultados presentados en la Figura 21 donde se puede observar 
que para las tres líneas celulares la viabilidad del control sin anticuerpos pero con células NK 
es muy baja. En estos experimentos es esperable que la viabilidad de este control disminuya 
debido a que, como se explicó en la introducción, las células NK disponen de otros receptores 
que no dependen de anticuerpos para identificar y atacar a las células tumorales. No 
obstante, las células NK recién purificadas resultaron ser muy activas y la viabilidad de este 
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control es demasiado baja. A pesar de ello, podemos extraer algunas conclusiones de estos 
resultados.  

 

Figura 21. (b, c) Experimentos de ADCC inducida por los scFv-Fc y BiKE incubados a dos concentraciones 
diferentes (1000 y 100 nM) durante 12 horas en presencia o ausencia de células NK recién purificadas 
a partir de PBMCs de donante sano. Se utilizó un ratio NK:diana de 5:1. Como control negativo se 
incubaron las células sin anticuerpos. (a) Como control positivo se ha utilizado Rituximab y la línea 
celular Raji que expresa CD20, el antígeno de Rituximab. Se representa el porcentaje de viabilidad, 
determinado por citometría de flujo tras el marcaje con anexina y 7-ADD, como la media ± desviación 
estándar de un experimento realizado por duplicado. Se ha utilizado el test-t de Student para comparar 
algunos puntos con su control negativo correspondiente (“ns” p > 0.01; ** p < 0.01; *** p < 0.001 y 
**** p < 0 .0001).  

En primer lugar, en el control positivo de las células Raji y Rituximab (Figura 21 a) la viabilidad 
de su control con NK (gris oscuro) no ha llegado al 0%, y podemos ver como al añadir el 
anticuerpo Rituximab (rojo oscuro) la viabilidad todavía disminuye más, siendo este cambio 
significativo como se indica en el gráfico. No obstante, este control positivo solo valida en 
parte el experimento, puesto que tiene algunas limitaciones como se ha comentado 
previamente en las pruebas de inducción de CDC. En el caso de las células PC-3 (Figura 21 c), 
la viabilidad del control con NK (gris oscuro) es igual a la viabilidad de las muestras con los 
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scFv-Fc y BiKE (colores oscuros), no obstante, en ausencia de un control positivo válido para 
las células de tumores sólidos, no podemos afirmar que estas proteínas son incapaces de 
inducir ADCC.  

Finalmente, en el caso de las células Jurkat (Figura 21 b) el porcentaje de viabilidad del control 
con NK (gris oscuro) es muy bajo, queda cerca del 0%, por lo que no queda margen para que 
las proteínas reduzcan todavía más la viabilidad y no podemos sacar ninguna conclusión sobre 
su funcionalidad. No obstante, hay otra observación interesante en este gráfico. Como ocurría 
en las pruebas de inducción de CDC (Figura 17 e), al incubar G2D11 solo (naranja y morado 
claro) junto con las células Jurkat durante tiempos cortos, 12 horas en este caso, se produce 
una reducción de la viabilidad muy significativa. Aunque tanto para las pruebas de CDC como 
de ADCC solo se realizó un experimento sin réplicas, tomando los datos en conjunto tenemos 
dos experimentos independientes en los que la incubación de células Jurkat con G2D11 a 
tiempos cortos tiene un efecto citotóxico. Está claro que son necesarios más experimentos 
para verificar esta observación, ya que puede deberse a cualquier otro error experimental 
que no hemos conseguido identificar. En caso de que se verifique se debería averiguar porque 
la citotoxicidad observada en estos dos experimentos a corto plazo (4 y 12 horas) no se 
observa en los experimentos a largo plazo (4 días, Figura 16 a).  
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Discusión 

En este trabajo se han producido cinco proteínas, dos de las cuales, antiCD16-Fc y 
G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc, se produjeron como controles pero no se llegaron a utilizar. Las 
tres restantes, G2D11-antiCD16, 2D9-Fc y 2D9-antiCD16, se han utilizado posteriormente 
junto con G2D11-Fc, previamente sintetizado en el grupo, en pruebas in vitro para verificar 
su funcionalidad. Cabe destacar que conseguimos expresar las cinco proteínas con un 
rendimiento muy bueno y con un grado de pureza adecuado para su uso en ensayos in vitro. 
Tras la purificación no se observan otras bandas significativas contaminantes en los geles de 
electroforesis. A pesar de que la producción de proteínas recombinantes fue la parte que más 
tiempo de laboratorio supuso, no genera datos susceptibles de discusión.  

El siguiente paso consistió en verificar el correcto plegamiento de las proteínas, puesto que 
es necesario para el desarrollo de su función. En este sentido realizamos una electroforesis 
en condiciones no desnaturalizantes para demostrar que los scFv-Fc dimerizan, debido a la 
presencia de la región Fc de IgG1 humana, y que los BiKEs no lo hacen como cabía esperar. A 
pesar de que las bandas en el gel no desnaturalizante están a la altura correcta, aparecen 
duplicadas y esto nos hace sospechar que puede haber dos subpoblaciones de la proteína que 
migran de forma diferente. Podría ser bien por que adoptan configuraciones tridimensionales 
ligeramente diferentes o porque hay una población glicosilada y otra no, lo que no es muy 
probable dado que se ha usado en sistema de expresión en células de mamífero. En caso de 
que la razón fuese esta última tendríamos un problema para la funcionalidad de la proteína, 
puesto que para que el Fc sea reconocido por su receptor debe estar correctamente 
glicosilado y dimerizado. esperar. Por otro lado, el experimento de adhesión nos permitió 
demostrar que la región Fc de las proteínas está correctamente plegada y los marcajes de las 
células NK, a falta de un control positivo, sugieren que el Fc está glicosilado puesto que es 
reconocido por su receptor.  

Se marcaron células NK aisladas de donantes sanos para verificar si los Fc y los antiCD16 
expresados en este trabajo son capaces de unirse a estas células, lo que resulta esencial para 
su funcionamiento. Las células NK se marcaron con las cuatro proteínas lo cual demuestra 
que son capaces de unirse, pero la intensidad del marcaje no fue la esperada. En teoría los 
antiCD16 deberían marcar más las NK puesto que los anticuerpos tienen alta afinidad y CD16 
es un receptor de baja afinidad por la Fc (28,65,71). Estas discrepancias podrían achacarse de 
nuevo a que el método utilizado para calcular la concentración de las proteínas con GFP no 
es preciso y por tanto la concentración real utilizada en los marcajes no es adecuada. En 
cualquier caso estos experimentos demuestran que el Fc de las proteínas que hemos 
expresado está glicosilado puesto que ha sido reconocido por los receptores de las células NK 
(87), no obstante, hubiéramos necesitado como control positivo un anticuerpo que 
superamos que se une conjugado con GFP, pero no disponíamos de él.  
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Por otro lado, se han utilizado alícuotas de las proteínas recogidas antes de eliminar la GFP 
en el proceso de purificación para marcar las líneas celulares con dos objetivos. El primer 
objetivo es verificar que los anticuerpos reconocen al antígeno Tn puesto que el marcaje 
observado en nuestros experimentos coincide con la bibliografía. En el caso de las células 
Jurkat observamos un marcaje intenso de acuerdo con lo que indica la bibliografía (82), para 
las células SK-BR-3 y PC-3 podemos considerar que el marcaje es positivo aunque tenue 
cuando la bibliografía indica que si expresan el antígeno (83,84), y para las células LNCaP se 
observa también un marcaje tenue pero la bibliografía indica que no sintetizan antígeno Tn 
(85). Probablemente los resultados hubieran sido más precisos si hubiéramos utilizado una 
concentración de anticuerpo más alta para el marcaje. Aunque la concentración está dentro 
del rango recomendado por las casas comerciales, al no tratase de un anticuerpo comercial 
que habitualmente tienen más afinidad, y haber cuantificado la concentración con un método 
poco preciso, es posible que la concentración real utilizada para el marcaje sea demasiado 
baja. Esperamos que al titrar concentraciones crecientes de los ScFv obtengamos una donde 
el marcaje de las células SK-BR-3 y PC-3 sea más intenso, y el de las células LNCaP se mantenga 
tenue como indica la bibliografía (83–85). No obstante, es importante destacar que los 
anticuerpos 2D9 y G2D11 han sido probados por otros investigadores y su especificidad está 
demostrada en la bibliografía (58,70).  

El segundo objetivo puede entenderse como el primero leído a la inversa. Estos marcajes nos 
sirven para fenotipar las líneas celulares que utilizaremos en los experimentos y poder discutir 
así los resultados de estos. Los anticuerpos G2D11 y 2D9 reconocen distintos epítopos del 
antígeno Tn. En primer lugar G2D11 reconoce dos antígenos Tn consecutivos sin importar a 
que proteína estén unidos(58), esta promiscuidad se piensa que podría solucionar los 
problemas del antígeno Tn como diana de inmunoterapia. En realidad el antígeno Tn es una 
estructura demasiado sencilla para ser reconocida por un anticuerpo o un TCR, por lo que 
estos al final acaban reconociendo algo más que su estructura, como por ejemplo la proteína 
a la que se unen (72). Esto hace que aunque el antígeno Tn esté presente en el tumor, solo 
un porcentaje de este pueda ser reconocido por el anticuerpo. G2D11 al no depender de la 
secuencia peptídica a la que está unido el antígeno Tn podría verse menos afectado. Por otro 
lado el anticuerpo 2D9 reconoce al antígeno Tn unido a la secuencia GSTA que se encuentra 
altamente repetida en MUC1 (70), como MUC1 es una de las glicoproteínas más abundantes 
en el tejido epitelial, se piensa que 2D9 podría ser muy eficaz para el tratamiento de los 
carcinomas (53).  

El objetivo del trabajo era comprobar si las scFv-Fc y los BiKEs producidos son capaces de 
activar a las células NK contra el tumor, pero podría ser que la propia proteína por sí misma 
resultase tóxica para el tumor. Para evaluar este efecto se realizaron ensayos de citotoxicidad 
incubando distintas concentraciones de las proteínas junto con las células durante 4 días. 
Estos ensayos demostraron que las proteínas per se no tienen capacidad citotóxica, al menos 
a largo plazo, porque posteriormente en los controles de otros experimentos hemos 
observado que al incubar G2D11, ya sea G2D11-Fc o G2D11-antiCD16, durante tiempos cortos 
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(4 o 12 horas) la viabilidad se reduce drásticamente, hasta alrededor del 10-20% de viabilidad. 
Esta observación podría deberse a algún error durante el desarrollo del experimento que no 
hayamos sido capaces de identificar, por lo que en este sentido son necesarias más pruebas 
para validar esta observación.  

Finalmente realizamos experimentos funcionales con las proteínas. En primer lugar se 
realizaron pruebas para verificar si G2D11-Fc y 2D9-Fc son capaces de activar el sistema del 
complemento (CDC) contra células tumorales, una función que los anticuerpos normales de 
isotipo IgM o IgG pueden hacer a través de su Fc (44). En nuestro caso no observamos esta 
activación del complemento por parte de G2D11-Fc y 2D9-Fc, no obstante, esto no nos 
permite afirmar que sus Fc no son funcionales. Aunque utilizamos las células Raji y el 
anticuerpo monoclonal Rituximab como control positivo, estas células son de tumor 
hematológico que es más sensible y el anticuerpo Rituximab tiene su Fc modificada para 
ejercer más eficazmente las funciones efectoras, por lo que este control no valida 
completamente que el diseño de nuestro experimento fuera correcto. Por ello, preparamos 
un segundo control positivo utilizando (entre otros) las células LNCaP y el anticuerpo 
Cetuximab, al igual G2D11-Fc y 2D9-Fc, este control positivo no consiguió inducir CDC a pesar 
de que las células LNCaP expresan el antígeno de Cetuximab (86). Esto sugiere que quizá las 
células de tumor sólido son más resistentes a CDC como se ha indicado previamente en 
trabajos donde se demuestra que algunos tumores desarrollan estrategias de evasión del 
complemento. De hecho se ha descrito resistencia a CDC mediada por Trastuzumab y 
Cetuximab en determinadas líneas de tumores sólidos, incluyendo cáncer de próstata (88,89). 
No obstante, habrá que repetir los experimentos modificando varios factores como 
concentraciones de scFv-Fc y suero y tiempos de incubación antes de poder concluir nada 
más a este respecto. 

Finalmente, solo pudimos realizar una prueba de inducción de ADCC y además sin seguir el 
protocolo original. El tiempo de incubación fue demasiado largo por lo que la viabilidad de los 
controles ya era de partida demasiado baja, tratar de identificar a partir de estos datos si al 
añadir el scFv-Fc o el BiKE la viabilidad se ve afectada es poco riguroso. A pesar de ello en el 
control positivo, con células Raji y Rituximab, al añadir el anticuerpo la viabilidad disminuye 
respecto al control con células NK, no obstante ya se ha discutido que este no es un control 
totalmente válido. En el caso de las Jurkat y las PC-3, las otras células con las que realizamos 
este experimento, no observamos diferencias entre el control con NK y las muestras tratadas 
con los scFv-Fc ni con los BiKE. Sin embargo, nuevamente, habrá que optimizar factores como 
el ratio de NK o los tiempos antes de poder concluir algo más, dada la gran actividad 
antitumoral presentada por las células NK en ausencia de scFv-Fc o BiKEs en nuestro 
experimento. 

En general, para demostrar la funcionalidad de los BiKE producidos en este trabajo y comparar 
su actividad con la de los anticuerpos convencionales o en su caso sus scFv-Fc, lo cual era el 
objetivo de este trabajo, necesitamos disponer de los controles adecuados y repetir los 
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marcajes con las concentraciones precisas. Posteriormente podríamos utilizar modelos de 
microambiente tumoral in vitro o en animales de experimentación para verificar la hipótesis 
de que los BiKE serían capaces de contrarrestar el ambiente inmunosupresor del 
microambiente tumoral y activar a las células NK contra el tumor, lo cual se ha observado que 
no es posible con anticuerpos convencionales en la mayoría de los tumores sólidos.  

En cualquier caso hemos conseguido expresar las proteínas y hemos demostrado que los.  
scFv-Fc están correctamente plegados, dimerizados y (a falta del control positivo) glicosilados 
por lo que podrían ser funcionales. Los BiKE no tienen estos requerimientos y podemos 
asumir que están correctamente plegados, puesto que están formados por dos scFv que son 
proteínas pequeñas que se expresan habitualmente en muchos laboratorios sin obtener 
problemas de plegamiento, por lo que también deberían funcionar. 
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Conclusiones 

§ Las cinco proteínas se han expresado en células HEK 293 6F con rendimientos muy 
buenos y un grado de pureza adecuado para su uso en experimentos in vitro.  
The five proteins have been expressed in HEK 293 6F cells with very good yields and a 
degree of purity suitable for use in in vitro experiments. 

§ Los datos de la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, los experimentos de 
adhesión y el marcaje de células NK, este último a falta de un control positivo, permiten 
afirmar que los scFv-Fc producidos están correctamente plegados, dimerizados y 
glicosilados, lo que resulta esencial para su funcionalidad.  
The data from the electrophoresis under non-denaturing conditions, the adhesion 
experiment and the labeling of NK cells, this in absence of a positive control, allow us to 
affirm that the scFv-Fc produced are correctly folded, dimerized and glycosylated, which 
is necessary for its function. 

§ Los resultados del marcaje de células NK con las proteínas han demostrado que los BiKEs 
producidos se unen correctamente a CD16 en la membrana de la célula NK, lo que es 
necesario para su funcionamiento.  
The results of labeling NK cells with the proteins have shown that the BiKEs produced can 
bind to CD16 on the NK cell membrane, which is necessary for its function. 

§ El marcaje de líneas celulares con 2D9 y G2D11 de las distintas proteínas expresadas, a 
pesar de ser tenue, coincide con el fenotipo de la bibliografía por lo que reconocen el 
antígeno Tn como era de esperar.  
The labeling of cell lines with 2D9 and G2D11 of the different expressed proteins, despite 
being tenuous, coincides with the phenotype of the bibliography, so they recognize Tn 
antigen as expected. 

§ Las proteínas expresadas por si solas no son capaces de inducir citotoxicidad sobre 
cultivos in vitro de células tumorales a largo plazo. No obstante, son necesarios más 
experimentos para verificar la citotoxicidad de G2D11 sobre células Jurkat a corto plazo.  
The expressed proteins by themselves are not capable of inducing cytotoxicity on in vitro 
cultures of tumor cells in long term. However, more experiments are needed to verify the 
cytotoxicity of G2D11 on Jurkat cells in short term. 

§ La funcionalidad de los scFv-Fc y BiKEs producidos para activar el sistema del 
complemento (CDC) y a las células NK (ADCC) contra el tumor en cultivos in vitro no ha 
podido ser demostrada ente la falta de los controles positivos adecuados para validar el 
procedimiento experimental.  
The capacity of the scFv-Fc and BiKEs produced to activate the complement system (CDC) 
and NK cells (ADCC) against the tumor in in vitro cultures couldn’t be demonstrated due 
to the lack of an appropriate positive control to validate the experimental procedure. 



 i 

Anexo I. Composición de los tampones.  

 

Tampón A 

25 mM TRIS pH 7.5  
500 mM NaCl 
10 mM Imidazol 

 

Tampón B 

25 mM TRIS pH 7.5  
500 mM NaCl 
400 mM Imidazol 

 

PBS 

137 mM NaCl  
2.7 mM KCl 
10 mM Na2HPO4  

1.8 mM KH2PO4   
pH 7.4 
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