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Resumen

Introduccidén 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 antigeno
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 especificamente hacia el tumor. Se piensa que los BiKEs tendrian la
ventaja respecto a los anticuerpos monoclonales de penetrar mas facilmente en tumores
solidos y generar un estimulo mas fuerte en las células NK que seria capaz de activarlas incluso
en las condiciones inmunosupresoras del microambiente tumoral. El objetivo de este trabajo
es disefiar y expresar de forma recombinante dos BiKEs, ademas de otras tres proteinas,
utilizando el antigeno Tn como diana. Este antigeno es un patrén de glicosilacion aberrante
especifico de células tumorales y muy abundante en los tumores de origen epitelial.

Resultados. Las 5 proteinas se han expresado en células HEK 293 6F con un buen
rendimiento y grado de pureza. Hemos podido demostrar que estas proteinas estdn
correctamente plegadas, dimerizadas y glicosiladas. También se ha comprobado que los scFv
de los BiKEs reconocen el antigeno Tn como estaba descrito en la bibliografia. 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.



Introduccidén

Cancer
Definicién y origen

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, después de la sepsis, segin datos de la
Organizacidon Mundial de la Salud en 2020 fallecieron a causa del cancer casi 10 millones de
personas, esto es aproximadamente una de cada seis muertes registradas. Los tipos de cancer
mas comunes son, en cuanto al niumero de nuevos casos y teniendo en cuenta ambos sexos,
el cancer de mama, seguido del cancer de pulmodn, colorrectal y prdstata. Los tipos de cancer
gue causaron mas fallecimientos en 2020 fueron el cancer de pulmén, seguido del cancer
colorrectal, hepatico, gastrico y cancer de mama (1).

El término cancer 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 continda creciendo y se vuelve progresivamente mas invasivo se denomina
maligno. El término cancer se refiere especificamente a un tumor maligno (2).

lumen basal lamina
|
normal duct benign tumor malignant tumor I

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 Idmina basal y destruye el tejido circundante se denomina
maligno o cdncer (rojo). Fuente Alberts (3).

En la actualidad se considera que el cancer es en esencia una enfermedad genética, puesto
que la base del desarrollo del cancer es la acumulacidon de mutaciones en el genoma de las
células, aunque en la mayoria de los casos no es una enfermedad hereditaria (4). La
transformacién tumoral es un proceso progresivo en el que la célula va acumulando
mutaciones en su DNA, una Unica mutacidén 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 condicidn que permite la proliferacion celular
desregulada vy la transformacién tumoral (2).



El desarrollo del cdncer suele dividirse en cuatro fases denominadas iniciacién, promocion,
progresidon y metastasis. La iniciacidn implica cambios en el genoma de la célula que
aumentan su potencial de proliferacion pero que en si mismos no conducen a la
transformacién tumoral. En la fase de promocion estas células preneoplasicas comienzan a
acumularse formando pequefios tumores benignos que no destruyen el tejido sano
circundante. En esta fase los mecanismos de reparacién del DNA todavia pueden revertir la
célula a su estado original. Las fases de iniciacién y promocidn pueden durar bastante tiempo.
En la fase de progresion las células adquieren nuevas alteraciones genéticas que inducen la
proliferacién celular descontrolada y la capacidad para atravesar la lamina basal y destruir el
tejido sano circundante. En esta etapa el tumor se transforma en maligno y su tamafio suele
aumentar raidamente. Finalmente, en la fase de metastasis algunas células del tumor pierden
la adhesion con las células vecinas, lo que les permite extravasarse a la sangre o vasos
linfaticos y establecerse en otros tejidos generando tumores secundarios (2).

Las herramientas de secuenciacion 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 hiperproliferacion 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).

Caracteristicas comunes y habilitadoras del cdncer

Hanahan y Weinberg propusieron ocho caracteristicas comunes o “hallmarks” de las células
tumorales y dos caracteristicas habilitadoras o “enabling” que hacen posible la adquisicion
de las caracteristicas comunes durante el proceso de desarrollo tumoral: inestabilidad
gendmica e inflamacién (4). Las ocho caracteristicas comunes se resumen a continuacién.

La primera caracteristica consiste en [1] mantener senales de proliferacion 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 expresion de sus
receptores o a través de mutaciones en el gen TP53 que codifica la proteina p53 encargada
de inhibir la replicacion celular si hay dafio en el DNA. En relacidon con las dos primeras, la
tercera sefial 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 mas
relevante. La entrada en apoptosis depende del balance entre sefales activadoras e
inhibidoras por parte de la familia de proteinas Bcl-2, estas activarian 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 caracteristica implica la
[4] habilitacion para replicarse indefinidamente a través de la activacién de la enzima
telomerasa (4).
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Figura 2. Esquema general del proceso de metdstasis en el que una célula tumoral (azul) puede
diseminarse desde el tumor primario a través de un vaso sanguineo hasta otro tejido. En funcion de si
la célula tumoral consigue adaptarse al nuevo tejido puede morir, generar micrometdstasis latentes o
colonizar el tejido formando un tumor secundario. Fuente Anderson et al. 2018 (6).

Por otro lado, el tumor necesita nuevos vasos sanguineos para portar nutrientes y oxigeno, y
eliminar los desechos, para ello [5] estimulan la angiogénesis, por ejemplo, secretando el
factor de crecimiento vascular A (VEGF-A). Ademds, las células tumorales
[6] modifican el metabolismo celular, estas células degradan la glucosa mayoritariamente a
través de rutas anaerobias incluso en presencia de oxigeno, esta transicion se denomina
efecto Warburg. Aunque este efecto es desfavorable energéticamente, se piensa que
beneficia al tumor porque asi dispone de los intermediarios de la glucélisis para biosintetizar
los aminodcidos y lipidos necesarios para el crecimiento celular. La séptima caracteristica
consiste en [7] cambios que permiten la invasion y metastasis (Figura 2), estos procesos
implican una serie de cambios en la biologia celular, generalmente la célula deja de expresar
E-cadherina una proteina de adhesion célula-célula y en cambio sintetiza N-cadherina que
media en los procesos de migracidn. Esto permite a la célula intravasarse a un vaso linfatico
0 sanguineo cercano, y después extravasarse en otro tejido donde deben adaptarse al nuevo
microambiente para formar nuevos tumores macroscépicos. Finalmente, los tumores
detectables han tenido que [8] evitar la vigilancia continua del sistema inmune, como se
explicard mas adelante (4).

La adquisicién de estas ocho caracteristicas comunes de las células tumorales es posible
gracias a dos fendmenos denominados habilitadores: inestabilidad genética e inflamacion.
Posiblemente lo mas importante para la transformacion tumoral es la inestabilidad genética



porque gracias a ella una célula sana puede ir acumulando mutaciones por las cuales adquiere
las ocho senas de identidad descritas anteriormente. Se conocen muchos genes cuyas
mutaciones estan implicadas en la transformacién tumoral (p. ej. TP53, RAS, MYC, Bcl-2 o
BRCA1/2) (4).

En cuanto a la inflamacion, la mayoria de los tumores estan infiltrados por células del sistema
inmune que median en la inflamacion, y aunque la inflamacién es una parte importante en el
inicio de la respuesta inmune, si no se regula adecuadamente y se cronifica contribuye a la
transformaciéon tumoral (4). Una prueba de esto es que los pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales tienen un mayor riesgo de céncer colorrectal (7) La inflamacién
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 invasidon y la metastasis (8). Ademas, se liberan
moléculas quimicas, como especies reactivas del oxigeno y de nitrégeno que provocan dafio
en el DNA (9). Por otro lado, la inflamacién 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 citotéxicos, la inflamacién crénica junto con
la exposicidon continua al antigeno reduce su capacidad citotéxica llegando a un estado de
agotamiento o “exhaustion” (10).

Microambiente tumoral (TME)

Hasta ahora hemos discutido las caracteristicas de las células tumorales que evidentemente
son el componente fundamental del cdncer, sin embargo, los tumores no estan formados
Unicamente por células cancerosas (Figura 3). El tumor atrae distintos tipos de células sanas
del estroma y modifica su biologia para establecer un microambiente que soporte el
crecimiento tumoral. La reprogramacién 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 composicidon 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”.

Cancer-associated —7#, *__ Cancer cell (CC)
fibroblast (CAF)
Endothelial
cell (EC) Immune
Pericyte (PC) inflammatory
cells (IC)

L Invasive cancer cell

Figura 3. Representacion del microambiente tumoral en el que ademds de células cancerosas (gris)
encontramos otros tipos de células como fibroblastos y células inmunes, y células endoteliales y
pericitos que forman los vasos sanguineos. Fuente: modificado de Hanahan et al. 2012 (11).



Los fibroblastos asociados al cancer (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 funcion 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 regulacién de
otros tipos celulares. En el contexto del cdncer 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 sanguineos que se forman para sostener el crecimiento del tumor.
El crecimiento del endotelio estd sometido a un complejo proceso de regulacidn 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
sanguineo (11).

Por ultimo, 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 discutira en el siguiente apartado. (9,13).

Antigenos tumorales

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

Los antigenos tumorales especificos (TSA) pueden ser el resultado de mutaciones en el
genoma de la célula tumoral, entonces se denominan neoantigenos, o de la expresidén de
genes virales relacionados con el tumor. En cualquier caso se producen proteinas diferentes
a las propias que pueden inducir una respuesta inmunoldgica y por ello son el blanco natural
para la accion del sistema inmune contra el cancer (14).

Los antigenos asociados a tumores (TAA) son proteinas normales que muestran patrones de
expresion diferentes en el tumor, como la expresion de proteinas embrionarias en el adulto
o la sobreexpresion de proteinas propias. Los TAA derivados de la expresion de genes
embrionarios en el tumor, denominados antigenos oncofetales, pueden inducir una
respuesta inmunoldgica puesto que estos antigenos solo se han expresado antes de que el
sistema inmune fuera activo. Un ejemplo es el antigeno carcinoembrionario (CEA), una
glucoproteina de membrana que en condiciones normales se expresa en las células
gastrointestinales y hepaticas del feto, y que se puede expresar en algunos canceres
colorrectales (14).



El otro grupo de TAA lo forman proteinas propias que se sobreexpresan en el tumor, como
pueden ser factores de crecimiento o sus receptores. Como estas proteinas se expresan de
forma natural en el organismo estan sujetas a los procesos de autotolerancia, por lo que no
van a inducir una respuesta inmune. No obstante, debido a su expresidon en las células
tumorales es varios érdenes de magnitud superior respecto a la expresion en células sanas,
estos antigenos se pueden utilizar como dianas en los tratamientos de inmunoterapia con
anticuerpos (14).

Respuesta inmune al cancer
Inmunovigilancia y teoria de la inmunoedicion

El sistema inmune es capaz de identificar y eliminar especificamente a las células tumorales
en un proceso denominado inmunovigilancia del cancer. La observacion de que los modelos
de ratén inmunodeficientes en células T y B (RAG277) desarrollaron mas tumores al ser
tratados con MCA (metilcolantreno, un carcinégeno quimico) respecto a ratones
inmunocompetentes, permitido demostrar experimentalmente el papel del sistema inmune en
la prevencion del cancer (15). Ademas, otros resultados obtenidos mediante la transferencia
de tumores de ratones inmunodeficientes a ratones singénicos inmunocompetentes vy
viceversa, permitieron concluir que los tumores que crecen en ausencia de la presidon del
sistema inmune son mas inmunogénicos, por lo que el sistema inmune no solo nos protege
de la formacién del tumor, sino que también influye en la inmunogenicidad del tumor en un
proceso de seleccidn natural. Las células tumorales menos inmunogénicas pueden evadir la
inmunovigilancia y por tanto tienen una ventaja para sobrevivir, respecto a aquellas mas
inmunogénicas que son eliminadas por el sistema inmune (16). Estas observaciones llevaron
a plantear la teoria de lainmunoedicion del cancer, un proceso dindmico en el que el sistema
inmune tiene acciones antitumorales como protumorales. La accion del sistema inmune
eliminando las células tumorales mas inmunogénicas, ejerce una fuerte influencia sobre el
desarrollo tumoral y acaba seleccionando a las células tumorales menos inmunogénicas y mas
capaces para evadir la respuesta inmune (10,17).

El proceso de inmunoedicion del cancer se puede dividir en tres fases secuenciales:
eliminacidn, equilibrio y escape (Figura 4). La fase de eliminacién corresponde con el proceso
de inmunovigilancia en el que el sistema inmune puede reconocer y eliminar las células
tumorales (p. ej., a través de antigenos tumorales o ligandos NKG2D). En esta fase el tumor
no se manifiesta clinicamente y el sistema inmune puede ser capaz de eliminar todas las
células tumorales frenando asi la aparicion del cdncer. Sin embargo, en otros casos se
establece un equilibrio entre la destruccidén de células tumorales y la supervivencia de un
pequefio numero de ellas. En esta fase, denominada fase de equilibro, el tumor sigue sin
manifestarse clinicamente y puede quedar en esta fase durante el resto de la vida del
hospedador. De hecho, la presencia de pequefios tumores en estado de equilibrio puede ser
mas frecuente de lo que se apreciaba anteriormente (10).



Tejido sano

Transformacion
tumoral

Estroma Célula Variante de Célula Otra variante de

tumoral célula tumoral en célula tumoral
muerta tumoral desarrollo
ELIMINACION EQUILIBRIO ESCAPE

Inestabilidad genética
Heterogeneidad del tumor
Inmunoseleccion

Figura 4. Diagrama general de las tres fases del proceso de inmunoedicion del cdancer: eliminacion,
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 accidén 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 inmunodepresion del hospedador. En esta fase de
escape se producen las manifestaciones clinicas del cancer, 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 dendriticas, los macréfagos M1 y neutréfilos N1 se oponen al desarrollo
tumoral, mientras que las células Treg, las MDSCs (un conjunto de células derivadas de la linea
mieloide) y los macréfagos 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 continuacion.

Células dendriticas (DCs)

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno (APCs) y exponen los
antigenos, a través de sus moléculas de MHC, a los linfocitos T. Las células dendriticas migan
por el cuerpo en un estado inactivo, pero son capaces de detectar sefiales de peligro como
los PAMPs de los patdgenos y los DAMPs enddgenos a través de sus receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) como los TLRs. Cuando esto ocurre las células dendriticas
se activan, aumentan la expresion de MHC y expresan las proteinas de coestimulacién



CD80/86 o B7 necesarias para la activacion de los linfocitos T, y secretan citoquinas que
promueven y mantienen la activacién del sistema inmune (19).De esta forma las células
dendriticas 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 activacion
ex vivo de las células dendriticas del paciente con antigenos tumorales para que los presenten
a los linfocitos T.

Macroéfagos

Los macréfagos se diferencian en los tejidos a partir de los monocitos que circulan por la
sangre y son una de las células inmunes mas 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 macroéfagos residentes en el TME se polarizan hacia macréfagos M1
(o clasicamente activados) que junto a los neutréfilos inician la respuesta inflamatoria y la
activacion del sistema inmune adaptativo. Ademas, secretan ROS que destruyen las células
tumorales y citoquinas como el IFN-y que estimulan la respuesta inmune antitumoral (20).

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

Neutrofilos

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

Los neutrodfilos pueden utilizar sus herramientas antimicrobianas para eliminar células
tumorales, como son la liberacion de granulos con sustancias antimicrobianas y la fagocitosis.
Ademads, los neutréfilos pueden reconocer las células tumorales opsonizadas por anticuerpos
ya que expresan FcyRIIA (CD32A) y FcyRIIIB (CD16B), receptores para la fraccion constante de
las IgG, y destruirlas a través de la expresion de ligandos mortales o el proceso de trogocitosis,
por el cual el neutréfilo endocita fragmentos de la membrana de la célula tumoral (23).



Por otro lado, la infiltracion persistente de neutrdfilos en un tejido es la sefia caracteristica de
la inflamacidn crénica que contribuye a la patologia tumoral y a la generacién 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 extravasacién de células inmunes, también
favorecen el crecimiento del tumor. (24) Finalmente, es posible que los neutréfilos puedan
dar lugar en el tumor a MDSCs, cuyo papel se discute a continuacidn (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
gue se encuentran en algunas situaciones patoldgicas como el cancer. En el caso del cancer
se ha visto que la secrecion de GM-CSF, IL-1B, VEGF y PGE2 estimula la expansion y
acumulacién de MDSCs en el tumor (10).

Las MDSCs pueden inhibir las funciones de los linfocitos a través de diversos mecanismos:
(a) produccién de citoquinas inmunosupresoras como el TGF-B, (b) degradacidn de arginina 'y
cisteina, dos aminodcidos necesarios para la funcion de los linfocitos T, (c) inhibicion de la
activacion del linfocito T por nitrosilacion de su TCR e (d) induccion de la diferenciacién de
células T reguladoras, cuyas funciones inmunosupresoras se comentaran mas adelante (10).

Células NK

Las células NK (asesinas naturales o “natural killer”) son células del sistema inmune con
capacidad citotdxica por lo que son muy utiles en la respuesta antitumoral. Aunque las células
NK comparten los mismos mecanismos efectores que los linfocitos T CD8*, difieren en su
activacion, las células NK no tienen TCR y su activacidén no es especifica de antigeno puesto
que pertenecen a lainmunidad innata. Las células NK se dividen en dos subtipos dependiendo
de la expresion de su marcador de membrana CD56. Por un lado las células CD569™ expresan
menos CD56 pero expresan gran cantidad de CD16A (FcyRllla) por lo que producen respuestas
citotdxicas potentes y son el subtipo de células NK mas abundantes en sangre. Por un lado las
células CD56"8" expresan gran cantidad de CD56 pero tienen baja expresion de CD16A, por
lo que presentan menor capacidad citotdxica, aunque producen gran cantidad de citoquinas
como el IFN-y (26).

Las células NK, asi como los CTLs de los que hablaremos a continuacién, disponen de dos
mecanismos citotdxicos, la exocitosis granular y la expresién de ligandos mortales. La
exocitosis granular consiste en la liberacién de gran cantidad de granulos que contienen dos
proteinas con capacidad citotdxica: 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 expresién de ligandos
mortales consiste como su nombre indica en la expresidn de ligandos en la membrana o su
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secrecidn asociada a microvesiculas, que cuando se unen a proteinas especificas 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. Ademas, tanto los CTLs como las NK secretan IFN-y, una
citoquina que potencia la actividad citotdxica de CTLs y NKs y que tiene otras importantes
funciones antitumorales que comentaremos mas adelante (27).

La activacién de las células NK depende del balance entre las sefales activadoras e
inhibidoras que reciba la célula a través de los diferentes receptores que expresan. Esta
regulacion 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 mas. En primer lugar los receptores KIR (“killer-cell
immunoglobulin-like receptors”) interaccionan con las moléculas de MHC de clase |
expresadas por todas las células nucleadas. La mayoria de los receptores KIR son inhibidores
pero algunos activan a la célula. La expresion inicial de los KIR es aleatoria, pero conforme la
célula madura se modifica la expresidon de los KIR para asegurar la defensa manteniendo la
autotolerancia. Las células tumorales o infectadas por virus tienden a reducir la expresion del
MHC-I, por lo que la célula NK no recibe sefales inhibidoras y elimina estas células, esta
funcion se suele denominar “la deteccién del yo perdido” (28).

Por otro lado expresan FcyRIIIA (CD16A) el receptor de baja afinidad de la Fc de los
anticuerpos 1gG. 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 estan
poco presentes en la membrana de célula sanas pero cuya expresidon aumenta en respuesta
a una infeccion o transformacion tumoral. Estas moléculas se conocen como moléculas de
estrés celular y actian como sefiales de peligro. Un ejemplo de estas moléculas es MICA y
MICB, dos proteinas similares al MHC-I pero que no presentan antigenos (28).

Finalmente, cabe destacar la existencia de las células NKT, un subtipo de linfocitos T, que
expresan algunos de los receptores caracteristicos de las células NK, algunas subpoblaciones
de células NKT expresan CD16, y de los linfocitos T af. A diferencia de estos ultimos el TCR de
las células NKT presenta muy poca variabilidad y reconoce antigenos lipidicos presentados
por CD1 (una molécula similar al MHC-I pero sin variabilidad). El tipo de células NKT mds
estudiadas con las iNKT (“invariant”) que expresan un TCR formado siempre por las mismas
cadenas, por lo que siempre reconoce el mismo antigeno. Las células NKT pueden ejercer las
funciones citotdxicas que comparten las células NK y los CTLs, y ademds también pueden
ejercer las funciones regulatorias caracteristicas 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 citotéxicos (CD8")

Los linfocitos T CD8* son células del sistema inmune adaptativo puesto que generan
respuestas inmunes especificas de antigeno en funcién del TCR que exprese en su membrana.
Los linfocitos T circulan por el organismo en un estado inactivo denominado linfocito T naive,
gue se activan cuando reconocen a su antigeno diana y siempre que se hayan activado
previamente las células dendriticas encargadas de proporcionar la sefial de coestimulacién
por B7. Los linfocitos T CD8" activados se denominan CTLs y son capaces de eliminar a las
células que presenten su antigeno diana asociado al MHC de clase | 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 citotdxica pueden eliminar a las células tumorales. De hecho, hay estudios en
muchos tipos de cancer diferentes en los que se observa que cuanto mayor es la infiltraciéon
de linfocitos T en el tumor, mejor es el prondstico 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 mayoria 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 antigeno diana a través del TCR pero no reciben la sefial de coestimulacién por
B7, esto puede ocurrir porque, aunque el tumor genere antigenos tumorales especificos,
normalmente no produce suficiente dafio tisular como para activar correctamente a las
células dendriticas. Los linfocitos T en anergia no son activos y si persiste esta falta de
coestimulacion acaban muriendo (31). Por otro lado, los linfocitos T exhaustos se generan en
las infecciones crénicas y algunos tumores por la exposicidn prolongada al antigeno y seiiales
inflamatorias. Los linfocitos T exhaustos van perdiendo progresivamente sus funciones
citotdxicas 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 activacion de
células dendriticas ex vivo con antigenos tumorales para favorecer la presentacidn antigénica
o la generacion de células CAR-T que son linfocitos T CD8* modificados genéticamente para
gue expresen un TCR sintético que reconozca algun antigeno 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 Unica
diferencia de que reconocen el antigeno presentado por una molécula de MHC de clase Il. La
funcidn de los linfocitos T CD4* es soportar la respuesta inmune liberando citoquinas y otras
sefiales necesarias para activar y mantener la funcidn de las células inmunes, de ahi 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 linfatico, algunos ejercen su funcion ahi, mientras que otros se desplazan a los tejidos
(34).

La polarizaciéon hacia un subtipo en concreto de linfocito Th depende de las citoquinas
presentes en el momento en el que se produce su activacion, la presencia de determinadas
citoquinas activa un factor de transcripcidn especifico que estimula la sintesis de las
citoquinas caracteristicas de cada subtipo de linfocito Th. No obstante, la polarizacién hacia
una respuesta no es definitiva, cambios en las citoquinas presentes pueden llevar a la
repolarizacion hacia un subtipo diferente de linfocito Th (34).

Tabla 1. Subtipos de respuestas Th

Citoquina IL-12 IL-4 IL-6 TGF-B
polarizante
Factor de T-Bet GATA3 Bcl.6 FoxP3
transcripcion
Citoquinas IFN-y IL-4, IL-5 IL-21 IL-10
efectoras
Respuesta celular Defensa frente Respuesta Suprime la
Respuesta .
L (CTLs, a parasitos (IgE) humoral (IgG) respuesta
principal g )
macroéfagos, NKs) inmune

Fuente: Kaplan et al. 2015 (34).

Los linfocitos Th1 producen como principal citoquina efectora el IFN-y, un interferdn de tipo
Il que estimula una respuesta inmune celular muy util en la lucha contra infecciones virales y
el cancer (35).Aunque los linfocitos Th1 son los principales productores de IFN-y también la
secretan los CTLs, las células NK activadas y los macréfagos 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 eosinéfilos y basdfilos, por
lo que son mas utiles en la defensa contra parasitos. En cuanto a los linfocitos ThF expresan
gran cantidad de IL-21 por lo que son muy utiles para regular la maduracién de los linfocitos
B en los centros germinales y la mejora de la afinidad de los anticuerpos (35).

Por ultimo, los linfocitos T reguladores (Treg) tienen una funcién fuertemente
inmunosupresora a través de diversos mecanismos: (a) secretan gran cantidad de las
citoquinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-B, (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 activacion,
(c) inhiben la activacién de las células presentadoras de antigeno, (d) expresan los puntos de
control inmunitarios CTLA-4 y PD-1y (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,
detectandose varios subtipos de linfocitos Th en el microambiente tumoral (35). Una
predominancia de linfocitos Thl se correlaciona un mejor prondstico del paciente (38), sin
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embargo, algunos tipos de tumores secretan citoquinas que polarizan la respuesta hacia Th2
evitando asi la diferenciacion a Th1 (35,39) o producen TGF-B para inducir la diferenciacion
de células Treg que inhiben a los linfocitos que infiltran el tumor (37).

Linfocitos T y6

Los linfocitos T y& son un tipo de linfocitos T poco abundantes que expresan un TCR formado
por las cadenas yd, que no reconoce antigenos presentados por moléculas de MHC sino que
generalmente reconocen pequefias moléculas fosforiladas, como el isoprenil pirofosfato (PPI)
gue se acumula en las células tumorales por la desregulacién de la ruta del mevalonato, o
antigenos lipidicos asociados a CD1. Ademas, expresan receptores de activaciéon como PRRs
0 NKG2D propios de la inmunidad innata. Una vez activados los linfocitos T y6 pueden ejercer
las funciones tanto de los linfocitos Th como de los CTLs ejerciendo una funcién
mayoritariamente antitumoral (40).

Linfocitos B

Los linfocitos B son células del sistema inmune adaptativo que una vez activados se encargan
de producir anticuerpos especificos para un antigeno. La activacion de un linfocito B requiere
la colaboracion de un linfocito Th previamente activado, ya que solo estos expresan CD40L
que es necesario para proporcionar la sefial de coestimulacion (41).

Los anticuerpos pueden ser utiles 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 FcyRs a una célula tumoral opsonizada y
la elimina. Las principales células efectoras de la ADCC son las células NK que liberan granulos
con granzima y perforina como se ha explicado anteriormente. No obstante, macréfagos y
neutrofilos 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
macroéfagos que reconocen a las células tumorales opsonizadas a través de sus FcyRs 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 fraccion
constante de los anticuerpos (FcR) (44). Los anticuerpos mas abundantes en la respuesta
inmune son las I1gG, los receptores que reconocen a estos anticuerpos pertenecen a la familia
FcyR cuyos miembros se resumen en la Tabla 2 y la mayoria de ellos activan a la célula inmune
gue los expresa. Ademads de la familia FcyR existen receptores para el resto de isotipos de
anticuerpos (FcaR, FcuR y FceR) 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 fraccion Fc de los IgG (FcyR)

FcyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRIIIA FcyRIIIB
cb CD64 CD32A CD32B CD32C CD16A CD16B
Funcion Activar Activar Inhibir Activar Activar Sefiuelo
Afinidad  Alta Baja Baja Baja Baja Baja
Células Macrofagos Macrofagos DC Macréfagos Macrofagos  Neutrofilos
dondese DC DC Linfocitos B Neutréfilos  Células NK
expresa Neutréfilos Células NK

Fuente: Bruhns et al. 2015 (45).

Finalmente, la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) consiste en la activacion 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 proteinas 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 activacién 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
macroéfagos y neutrdfilos 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 Ia
angiogénesis y metastasis. Ademas, la activacion del complemento también va a generar
sefiales proinflamatorias. También se ha observado la existencia de linfocitos B reguladores
gue producen anticuerpos IgA, gzmB y citoquinas inmunosupresoras, y se ha visto en modelos
de ratén que inhiben la capacidad citotdxica 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 aparicidén de células tumorales a través
del proceso de inmunovigilancia, no obstante, los tumores que evolucionan hasta la fase de
escape y se manifiestan clinicamente 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 generacién de un ambiente inmunosupresor (46).

Modificaciones de las células tumorales. Debido a la presidn que ejerce el sistema inmune
eliminando las células mas inmunogénicas, en la fase de escape predominan las células que
expresan menos antigenos tumorales. Ademas es habitual que las células tumorales dejen de
expresar proteinas implicadas en los mecanismos de presentacidon antigénica (como por
ejemplo TAP1, MHC-I o B2-microglobulina) (10), o los ligandos de los receptores activadores
de las células NK (47). Esto puede ocurrir por mutaciones en sus genes o regulacion
epigenética. En el mismo sentido las células tumorales pueden volverse insensibles al IFN-y
porgue dejen de expresar su receptor o los componentes de su cascada de transduccién de
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senal, lo cual interfiere con sus funciones como la estimulacién de la sintesis del MHC o la
inhibicién de la proliferacién 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 expresion de
proteinas antiapotdticas 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).

Generacion de un ambiente inmunosupresor. En el microambiente tumoral hay una alta
concentracion 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-B y la IL-10
(10). Las células tumorales también secretan metabolitos del esterol, estos inhiben la
expresion del receptor de quimiocinas CCR7 en las células dendriticas, necesario para que
cuando estas células se activen en el tumor puedan migrar a los ganglios linfaticos para
presentar los antigenos tumorales a los linfocitos (49). Otra molécula secretada por las células
tumorales es la enzima IDO que metaboliza el triptéfano lo que resulta en la inhibicidn de las
células T (50).

Las condiciones del microambiente tumoral favorecen el reclutamiento y activacion de células
inmunes con funciones inmunosupresoras y protumorales. Por ejemplo, la presencia de altas
concentraciones de TGF-B polariza a los linfocitos Th hacia el fenotipo Treg inmunosupresor
(37). Los macréfagos se polarizan a macréfagos M2 que participan en la remodelacion de la
matriz extracelular, reparacion tisular y angiogénesis lo que favorece el crecimiento del tumor
y la metdstasis. En cuanto a los neutréfilos predomina la polarizacidon hacia N2 que también
favorecen el crecimiento tumoral. Ademads, los macréfagos y neutrdfilos pueden originar
MDSCs que ejercen potentes funciones inmunosupresoras (10).

Antigeno Tn
Glicosilacion

La glicosilacion es la modificacion postraduccional mas comun de las proteinas. Dependiendo
del aminodcido al cual se une el glicano se diferencia entre N-glicosilacidn, el azicar se une al
grupo amino de la cadena lateral de una asparagina, y O-glicosilacién, el azicar se une al
grupo hidroxilo de la cadena lateral de una serina o una treonina (51).

En las células sanas la O-glicosilacion (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 azlcar pueden actuar dos enzimas glicosiltransferasas. Por
un lado esta la enzima T sintasa que afiade una molécula de galactosa (Gal) al glicano en
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crecimiento para formar el denominado nucleo 1 o antigeno T. Por otro lado, podria actuar
otra glicosiltransferasa que transfiere una molécula de glucosa sobre la GalNAc para formar
el nucleo 3. A partir de este punto, sobre nucleo 1 y nucleo 3 pueden actuar diferentes
glicosiltransferasas, las rutas de biosintesis se ramifican y esto da lugar a la gran diversidad de
O-glicanos que se pueden encontrar en la célula (52).
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Figura 5. Diagrama general del proceso de O-glicosilacion de proteinas 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 aparicion de O-glicanos truncados que actuan como antigenos glucidicos asociados
a tumores (TACAs), aparecen sombreados en marron. Fuente Rgmer et al (53).

O-glicanos asociados al cancer

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

En algunos tipos de cancer se ha observado que la expresién de O-glicanos truncados
contribuye a la supervivencia del tumor. Por ejemplo, se ha observado in vitro que la
expresion del antigeno Tn en células de cancer de pancreas aumenta su capacidad de
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migracion y la supervivencia (55). En cdncer de mama triple negativo, se ha demostrado que
la expresion del antigeno Tn en células cancerosas produce tumores mads grandes, con mayor
potencial de metastasis en el pulmon y peor pronéstico (56). Finalmente, se ha visto que
cuando los receptores de lectina tipo C (CLR) de las células dendriticas inmaduras reconocen
al antigeno Tn en MUCL1 inducen un fenotipo de inmunosupresién y tolerancia (57).

Tabla 3. O-glicanos asociados al cdncer

Nombre Azucares que lo forman

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

En definitiva, la expresidon de O-glicanos truncados se ha relacionado con un peor prondstico
y una mayor capacidad de metdstasis en algunos tipos de cdncer; en otros tumores la
presencia de estos antigenos no tiene por qué ser relevante para la supervivencia del tumor.
Proporcione o no una ventaja para el tumor, se ha observado que la expresién de O-glicanos
truncados es especifica 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 antigenos que estan presentes principalmente en células tumorales se denominan
antigenos asociados a tumores (TAAs) y en el caso de antigenos glucidicos se denominan
TACAs por sus siglas en inglés (“tumor-associated carbohydrate antigens”).

Tabla 4. TACAs en canceres humanos

Tn sTn T

Cancer de mama 57% 33% 32%
Cancer colorrectal 51% 80% 20%
Cancer de pulmon 16% 33% 10%
Cancer de piel 33% 24% 25%
Cancer de pancreas 53% 56% 16%
Osteosarcoma 0% N/D 0%

Médula ésea 0% 0% N/D
Tumores del SNC 5% 1% 23%

N/D: no determinado
Fuente Rgmer 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 citotoxicas
inespecificas, y si se encuentra en la membrana de las células, ya que solo asi serian accesibles
a anticuerpos u otros tratamientos de inmunoterapia basados en estos (p. ej. células CAR-T).
Rgmer et al. en 2021 analizaron mds de 700 tumores con los anticuerpos 5F4 (anti-Tn), 3F1
(anti-sTn) y 3C9 (anti-T). Observaron la expresion de altos niveles de los antigenos Tn, Ty sTn
en la membrana canceres humanos derivados de tejidos epiteliales, como en el cancer de
mama, colon, pulmdn, pancreas y piel. En contraste con los tumores epiteliales, apenas se
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ha detectado expresiéon de O-glicanos truncados en la superficie de células cancerosas
derivadas del sistema nervioso central (Tabla 4) (53).

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

El antigeno Tn puede estar presente en muchas proteinas diferentes. Generalmente los
carcinomas (como el cancer de mama, colon, pulmédn, pancreas y piel) expresan altos niveles
de antigeno Tn asociado a las mucinas, mientras que en los tumores derivados del sistema
nervioso central se encuentra una menor expresion del antigeno Tn y habitualmente se
encuentra asociado a CD43 (sialoporina) (58).

Los anticuerpos en inmunoterapia

Inmunoterapia

La inmunoterapia es una forma de tratamiento del cancer 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 expansién, con multitud de
ensayos clinicos en proceso y nuevas formas de inmunoterapia en fase de investigacion (59).

Respecto a los tratamientos convencionales del cancer como la radioterapia y la
quimioterapia, la inmunoterapia es mas 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 sobreestimulacidén del sistema
inmune, estos efectos secundarios pueden ir desde sintomas leves de inflamacién hasta casos
mas 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 inmunoldgica 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 nifia de 12 afios con leucemia que no remitia tras 16 meses de
tratamiento de quimioterapia, en 2012 recibié una inmunoterapia de células CAR-T que
consiguié eliminar completamente el tumor. En la actualidad Emily sigue libre del cancery el
tratamiento, denominado Kymriah™, fue aprobado por la FDA en 2017 (60).

Aunque la inmunoterapia ha llegado a la clinica a principios de este siglo la idea fue planteada
por William Coley a finales del siglo XIX. Este enfermero tratd a pacientes con cancer con
extractos inactivados de S. pyogenes y S. marcescens consiguiendo la remisidon de algunos
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tipos de cancer. No obstante, la falta de reproducibilidad y una explicacion cientifica, y la
llegada de la quimioterapia y la radioterapia impidié el desarrollo de este campo, que se
retomo a finales del siglo XX gracias a un mayor conocimiento del sistema inmunolégico (61).

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales han demostrado ser eficaces para el tratamiento del cancer,
pueden unirse especificamente a las células tumorales y actuar de dos maneras. Por un lado,
la unién del anticuerpo puede impedir la unidn 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 regién Fc del anticuerpo es responsable de
la activacion de mecanismos efectores (ADCC, CDC y ADCP) como se ha explicado (62).

(c) scFv
biespecifico

150 kDa 25 kDa 50 kDa 100 kDa

(a) IgG1 (b) scFv (d) scFv-Fc

Figura 6. Estructura del anticuerpo IgG1y moléculas derivadas. Las regiones constantes se representan
en gris y las regiones variables encargadas de reconocer al antigeno se representan en color azul o
naranja. (a) Un anticuerpo natural puede unirse a dos antigenos iguales, (b) un scFv solo puede unirse
a un antigeno, (c) un scFv biespecifico puede unirse a dos antigenos diferentes a la vez y (d) un scFv-Fc
actua funcionalmente como un anticuerpo natural pero tiene un tamafio menor. Fuente: elaboracion
propia.

No obstante, la terapia con anticuerpos tiene que enfrentarse a algunos problemas. Por un
lado estd la baja tasa de penetracidn en tumores sélidos, solamente el 20% de la dosis
administrada llega hasta la superficie del tumor (62). Una solucion para incrementar la
penetracidn en el tumor es su conversidn en un scFv (“single-chain variable fragment”). Un
scFv esta formado Unicamente 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 mas pequeiio. La principal desventaja de un scFv es que al
carecer de la regién 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 mas
pequeios 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 region 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 mamifero y resulta mas
costoso. Otra alternativa es conjugar los scFv con drogas de quimioterapia u otras toxinas
para dirigirlas especificamente 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 unién 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 estimulos mas potentes capaces de activar a
las células inmunes en el contexto del microambiente tumoral. Por ejemplo, el anticuerpo
Rituximab tiene cambios en algunos aminodcidos de su Fc que interaccionan con el receptor
y en su patron de glicosilacion (64). Otra opcidon es generar anticuerpos biespecificos
(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) activandolas y acercandolas a la célula tumoral (62).

scFv biespecificos de union a células NK (BIKE)

Los scFv biespecificos de union a células NK, también denominados en inglés “bispecific killer
cell engager” o BiKEs, estan 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 antigeno tumoral. Como se ha explicado previamente el receptor CD16A o FcyRllla es un
receptor activador de las células NK que reconoce la fraccidn Fc de los anticuerpos IgG. De
hecho cuando CD16A reconoce al anticuerpo media una potente activacion de la célula NK
sin necesidad de coestimulacion 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
activacion de la célula NK sin necesidad de otros estimulos (65).

Los BIiKE (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 = 107°), mientras que la afinidad del receptor CD16 por
la Fc de un anticuerpo es baja (Kd > 107®). Este aumento de la afinidad permite una mayor
activacion de las células NK por parte de los BiKE en comparacion con los anticuerpos
convencionales, lo que puede contrarrestar el ambiente inmunosupresor generado por el
tumor. Ademas, la eficacia de los anticuerpos convencionales in vivo esta 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 regién 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 estd inhibido por la presencia de MDSCs (67).

(a) Anticuerpo (b) Anticuerpo () BIKE
convencional biespecifico
Célula

tumoral

1 )
Antigeno ‘ ‘ s
tumoral % %@Q ‘

255

CD16A T i

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

Otra ventaja de los BiKE es que al estar formados por dos scFv conectados tienen un tamafo
bastante inferior al de un anticuerpo lo que facilita su penetracion en tumores sélidos. No
obstante, la desventaja es que se eliminan rapidamente por el rifidn por lo que es necesario
administrar dosis altas y frecuentes del farmaco. Aunque al tratase de un Unico polipéptido
gue no requiere la formacion de puentes disulfuro ni glicosilaciones para su funcionalidad
pueden expresarse en sistemas de bacterias o levaduras que resultan mucho mas rapidos y
economicos, al contrario que los anticuerpos que deben expresarse en cultivos de células de
mamifero que son mucho mas caros (65).

Es cierto que existen anticuerpos biespecificos (Figura 7 b), estos son anticuerpos completos
pero modificados para que, en lugar de unirse a dos antigenos iguales, se unan por un lado al
antigeno tumoral y por el otro a CD16. Al igual que los BiKE son mas 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 fraccidon Fc pueden
ser reconocidos por los FcR de otras células inmunes, como macréfagos y neutrofilos, que
dependiendo de las condiciones del microambiente tumoral pueden polarizarse hacia
fenotipos protumorales como se ha explicado anteriormente. Los BiKE al carecer de la
fraccion Fc no van a generar estos posibles efectos indeseados, aunque es cierto que el
anti-CD16 puede unirse a CD16A en los macréfagos y activarlos, o al CD16B en los neutréfilos
pero en este caso no generaria ningun efecto porque este receptor tiene una funcién de
sefiuelo. La otra desventaja de los anticuerpos biespecificos es que su produccién es muy
compleja puesto que estan formados por cuatro cadenas polipeptidicas diferentes que deben
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ensamblarse adecuadamente. La unién al azar de estas cadenas genera 16 combinaciones
posibles, de las cuales solo 2 se corresponden con la configuracién de un anticuerpo
biespecifico 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 citotoxica. Estas moléculas se denominan
scFv biespecificos de unidn a células T, en inglés “bispecific T cell engager” o BiTE, y se unen
por lado al antigeno tumoral y por el otro a CD3. La molécula CD3 es la encargada de la
transduccion de sefial del TCR por lo que puede activar al linfocito T; no obstante, la activacion
del linfocito T naive requiere ademas de la sefial de coestimulacidon de CD28. En este sentido
los BiTE se piensa que serian mas 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 naive. Por otro lado, también se han desarrollado scFv triespecificos,
denominados en inglés “trispecific killer engager” o TriKE, que pueden unirse a dos antigenos
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 citotéxica
contra el tumor. En la terapia con CAR-T los linfocitos del paciente se modifican
genéticamente para que reconozcan un antigeno tumoral y se activen, la logistica de esta
terapia es compleja y los efectos secundarios son frecuentes, no obstante, produce
respuestas antitumorales robustas. En el caso de las moléculas biespecificas o triespecificas
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 seria mas sencillo y se
espera que tengan una eficacia similar a la de las células CAR-T, no obstante, como la mayoria
estan todavia en fase de investigacion 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 cancer
ningun BiKE ha sido aprobado por las agencias regulatorias todavia. No obstante, AFM24 un
BiKE para el tratamiento de tumores EGFR positivos inicid los ensayos clinicos a finales de
2021 (ClinicalTrials.gov: NCT05099549) (68). Al no haber ninglin BiKE en fases avanzadas de
los ensayos clinicos 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 clinicos el 43% de los pacientes con leucemia linfocitica aguda
(LLA) que no respondia a otros tratamientos mejord, y en la mayoria de ellos el cancer
desaparecio. No obstante, en algunos pacientes el Blinatumomab tuvo efectos secundarios
relacionados con una excesiva activacion de los linfocitos T (69).
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Antecedentes y objetivos

Antecedentes
G2Dl11

El anticuerpo G2D11 es especifico para dos antigenos Tn consecutivos con una dependencia
minima del fondo proteico. Fue desarrollado por Persson et al. en 2017 a partir de uno de los
anticuerpos producidos por un ratdén inmunizado con una variedad de glicopéptidos. Para
evaluar su especificidad analizaron la unién de G2D11 a microarrays con diferentes péptidos
qgue contenian combinaciones del antigeno Tn, sTn y del antigeno del grupo sanguineo A.
Ademds determinaron su constante de disociacion (Kd = 1.3 x 10 M) que concuerda con los
valores de afinidad obtenidos habitualmente para los anticuerpos (58)

2D9

Las mucinas son una familia de proteinas altamente glicosiladas que se expresan en muchos
epitelios, MUC1 es el miembro mas estudiado de la familia de las mucinas, es una proteina
transmembrana con una region extracelular formada por un nimero variable de repeticiones
de una secuencia de 20 aminodcidos altamente conservados HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA) que
consta de 5 sitios potenciales para la O-glicosilacidn. Se ha observado que gran parte de los
carcinomas aumentan la expresiéon de MUC1 y esta presenta O-glicanos truncados como el
antigeno Tn. El anticuerpo 2D9 se une al antigeno Tn o sTn en la proteina MUC1, mas
concretamente en la region GSTA de las repeticiones, a diferencia de la mayoria de los
anticuerpos generados contra MUC1-Tn que se unen a la regidon PDTR. Este anticuerpo fue
desarrollado por Tarp et al. en 2007 a partir de uno de los anticuerpos producidos por un
ratén 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 especificamente a CD16A expresado por las células NK y los macréfagos, pero no a
CD16B en los neutréfilos. 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° M) mientras que no se une a
CD16B. Esto es importante para el desarrollo de un BIiKE puesto que los neutréfilos
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 uniria
mayoritariamente a los neutréfilos. No obstante, cabe destacar que la unién a CD16B no
activaria al neutroéfilo puesto que este receptor tiene una funcion sefiuelo porque no tiene
dominio intracelular (Tabla 2). De este modo no generaria efectos secundarios, pero quedaria
poca cantidad de anticuerpo disponible para activar a las células NK y seria necesario
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administrar grandes dosis. Finalmente se ha visto que la unién 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 ADCCy CDC que resultan en la eliminacion de las células tumorales
(72). Por otro lado, se ha visto que cuando el antigeno Tn se expresa en receptores esenciales
para el crecimiento del tumor, como por ejemplo el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), la unidn del anticuerpo bloquearia la sefial a través de este receptor
resultando en una reduccidn del crecimiento del tumor. El antigeno 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 especificamente a las células
tumorales en comparacién con un anticuerpo que reconozca solamente al EGFR (73). La unidn
del anticuerpo a Tn-EGFR iniciaria las dos respuestas: bloquearia su funcién como receptor
del factor de crecimiento e iniciara la ADCC y CDC contra la célula tumoral.

Entre los anticuerpos en fases preclinicas destaca 5E5 puesto que ha demostrado potentes
respuestas de ADCC y CDC in vitro contra lineas celulares que expresan el antigeno Tn. El
anticuerpo mds avanzado en los ensayos clinicos es Gatipotuzumab (PankoMab-GEX™) que
reconoce el antigeno Tn en la secuencia PDTRP que se encuentra en la proteina MUC1. Este
anticuerpo mostré una gran capacidad para inducir ADCC in vitro y el ensayo clinico de fase |
con pacientes con tumores solidos avanzados demostré que era seguro. No obstante, en la
fase I, Gatipotuzumab no obtuvo mejores resultados que el placebo a la hora de mantener la
respuesta tras el tratamiento de quimioterapia en pacientes con cancer de ovario. Tras este
fracaso en 2021 se realizé otro ensayo clinico de fase | en combinacidn con un anticuerpo
anti-EGFR en el que se vio que era seguro y si que se observé eficacia contra cancer colorrectal
(72).

Hay muchos anticuerpos anti-Tn en fases de investigacion preclinica (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 antigeno Tn es una estructura demasiado simple
para conformar por si mismo un epitopo, por lo que la mayoria de los anticuerpos anti-Tn
reconocen el antigeno junto con la secuencia peptidica a la que estan unidos o estructuras
formadas por varios antigenos Tn consecutivos, lo que podria ser responsable de la
variabilidad en la respuesta (72). En nuestro caso, el anticuerpo G2D11 reconoce dos
antigenos Tn consecutivos con una dependencia minima del fondo peptidico por lo que podria
unirse al antigeno Tn en cualquier proteina (58). 2D9 se une al antigeno Tn en la proteina
MUC1 que es muy abundante en los epitelios por lo que seria util para el tratamiento de
carcinomas (70). A pesar de la variedad de anticuerpos anti-Tn no hemos encontrado en la
bibliografia ningun estudio de anticuerpos biespecificos, BiKE, BiTE o TriKE que utilicen el
antigeno Tn como diana, por lo que nuestras proteinas serian novedosas en el campo. No
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obstante, como se ha explicado en la introduccidn, si hay ejemplos de BiKE dirigidos contra
otros antigenos que han demostrado ser mas eficaces que los anticuerpos convencionales
correspondientes.

También cabe destacar que se estd desarrollando una vacuna para impulsar la respuesta
inmune anti-Tn en pacientes susceptibles de padecer o reincidir en tumores que expresen el
antigeno Tn. Esta vacuna estd compuesta por el toxoide tetanico que porta el antigeno Tn
junto con otros glicanos asociados al cancer. En el ensayo clinico de fase | 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 antigeno
tumoral, basado en el anticuerpo 5E5 que ha demostrado ser efectivo en modelos tumorales
de ratén y ahora se encuentra en la fase | de los ensayos clinicos (74).

Hipdtesis y objetivo

En este trabajo se plantea la hipétesis de que se podrian generar fragmentos de anticuerpos
frente al antigeno 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 biespecificos
que activen células NK (BiKE) para eliminar células tumorales que expresen el antigeno Tn.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

= Obtener los plasmidos que codifican las distintas proteinas: BiKE para el antigeno 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 antigeno G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc.

= Expresar las diferentes proteinas en células HEK 293 6F vy purificarlas por
cromatografia.

= Analizar el perfil de expresidon del antigeno Tn en lineas celulares de diferentes tipos
de cancer.

= Determinar por citometria 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 proteinas 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 lineas 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 lineas
tumorales y células NK obtenidas de donantes sanos.
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Materiales y métodos

Disefio de las secuencias y del vector

El primer paso en el disefio 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 aminoacidos del
anticuerpo original. En cuanto a la secuencia que une los dos dominios es fundamental tanto
su composicion como su longitud. Se utilizan secuencias de glicina y serina ya que son
aminoacidos flexibles y no hidrofébicos, y una longitud de al menos 12 aminoacidos para dejar
el espacio suficiente para que los dos dominios se ensamblen correctamente. El disefio de un
scFv biespecifico (Figura 6 c), como el BiKE, consiste en la unidn de las secuencias de dos scFv
por una secuencia flexible. Esta secuencia también estd 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 alteraria su especificidad (62). El grupo de investigacion
disponia de las secuencias de los scFv G2D11 y 2D9, mientras que como secuencia del scFv
anti-CD16A se utilizo el clon LSIV21 que se une a CD16A expresado por las células NK y
macroéfagos pero no a CD16B expresado en los neutréfilos (71). En el caso de los scFv-Fc
después de la secuencia del scFv se afadid 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 proteinas de interés se mandé sintetizar a GenScript en el vector
pHL-sec (Figura 8). Este vector tiene un origen de replicacién 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 B-actina de pollo, que es funcional en células de mamifero, la secuencia Kozak (para
el inicio de la transcripcidn), una secuencia sefial para secretar la proteina, 12 histidinas, la
proteina GFP que actla como proteina de fusién, el sitio de corte de la proteasa TEV, la
secuencia de la proteina de interés, el codon de stop y la secuencia de poliadenilacion de la
B-globina de conejo (75).
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pBR322
origen de
replicacion

Promotor

B-actina pollo Senal poli-A

B-globina conejo

stop Figura 8. Representacion
esquemadtica del vector pHL-sec y
de la proteina obtenida tras su
expresion en células de mamifero.

SecuenciaX1 2xHisX GFP TEV Proteina ) o, .
secrecion X corte X interés Fuente elaboracion propia.
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En este TFM se expresaron las 5 proteinas cuya composicion se detalla a continuacién. La
proteina de interés, es decir, la proteina obtenida tras todo el proceso de purificacion 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 utilizara también en los experimentos la proteina G2D11-Fc que ya habia sido producida y
purificada previamente en el laboratorio del Dr. Ramén Hurtado siguiendo el mismo
protocolo que se explica a continuacion.

Obtencidén del vector

Transformacién de E. coli DH5«a

GenScript nos proporciond 4 ng de cada DNA plasmidico liofilizado que se disolvieron en 20
ul de agua miliQ estéril obteniendo asi una concentracién de 200 pg/ul. Este DNA se replica
transfectando células de E. coli DH5a para obtener la cantidad necesaria para transfectar
células de mamifero.

La transfeccion de estas bacterias consiste en afadir 200 pg del DNA plasmidico a una alicuota
de 250 pl de E. coli DH5a competentes e incubarlas en hielo durante 30 minutos, a
continuacion se realiza un choque térmico que consiste en incubar las células a 42 °C durante
1 minuto y después 2 minutos en hielo. Finalmente se afiaden 500 pl de medio LB
(Luria-Bertani) liquido y se incuba a 37 2C 220 rpm entre 1y 3 horas. Transcurrido ese tiempo
el precultivo se transfiere a 100 ml de medio LB con ampicilina 100 pug/ml para seleccionar las
células transformadas y se incuba durante toda la noche. Al dia siguiente el cultivo se
transfiere a 2 litros de medio LB fresco con ampicilina 100 pg/ml y se incuba durante otras 24
horas.

Purificacién del plasmido (Gigaprep)

Los 2 litros de cultivo de E. coli DH5a transformadas se centrifugaron 15 minutos a
10.000 x g y 4 °C y el DNA plasmidico se purificé a partir del pellet de células segun las
instrucciones del kit de gigaprep (PureLink™ Expi Endotoxin-Free Giga Plasmid Purification
Kit, Invitrogen). En resumen el pellet se resuspende con RNasa, se aflade una solucién con
NaOH y SDS para precipitar proteinas y dacidos nucleicos, después el pH se neutraliza
bruscamente afadiendo acido acético. El DNA plasmidico se vuelve a solubilizar pero
moléculas mas grandes como el DNA cromosdmico no. La solucién se filtra para eliminar el
precipitado. A la solucion que pasa a través del filtro se le anade 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 tampdn con alta concentracidn 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.

Cuantificacion y esterilizacion del DNA

El DNA plasmidico se cuantificé utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 FX que mide
la absorbancia en muestras de 1 ul de volumen. La concentracion de DNA se puede calcular a
partir de la absorbancia a 260 nm y el coeficiente de extincion molar del DNA de doble hebra
mediante la ecuacion de Beer-Lambert. La concentracion de DNA plasmidico se ajusta para
dejarla entre 1000 y 2000 pg/ml afiadiendo agua miliQ, generalmente el DNA plasmidico se
deja entre 8 y 10 ml de agua miliQ totales. EIl DNA plasmidico tras la precipitacién con
isopropanol y etanol suele ser estéril, puesto que el alcohol va a lisar a todas las bacterias. No
obstante, para mayor seguridad se esterilizd calentandolo a 65 2C durante 30 minutos.

Técnicas de cultivo in vitro y criopreservacién

Células HEK 293 6F

La linea HEK 293 6F, adaptada de la linea HEK 293, crece rapidamente en suspensién y es
facilmente transfectable por lo que tiene las caracteristicas idoneas para su uso en la
expresion de proteinas recombinantes (76). Las células HEK 293 6F se cultivaron, tanto para
su mantenimiento como en la expresidon de proteinas, en medio FreeStyle™ F17 Expression
Medium (Gibco™) con GlutaMAX 20 pl/ml de medio (2% volumen), Kolliphor P188 10 pl/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 mas de 1/3 de su capacidad para que el cultivo se airee bien y se
incuban en agitacion a 135 rpm, 37 2C y atmdsfera enriquecida al 7.5% en CO; y saturada en
humedad.

Se mantuvo un stock de 20 ml de células HEK 293 6F en cultivo a una densidad celular entre
0.5y 4 x10° células/ml, realizando pases o subcultivos cada 2-3 dias y durante un maximo de
30 pases. El subcultivo, al tratarse de células en suspension, consiste en determinar la
densidad celular y diluir el cultivo para ajustar la densidad celular a 0.5x10° células/ml y un
volumen de 20 ml. Se conservan alicuotas de HEK 293 6F disueltas en SFB con 10%
dimetilsulféxido (DMSO) como criopreservante en criotubos en N; liquido. Cuando el cultivo
se acerca a los 30 pases se descongela una alicuota nueva afiadiendo medio de cultivo
atemperado a 37 2C, 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 lineas celulares

El resto de las lineas celulares utilizadas en este trabajo se cultivaron, tanto para su
mantenimiento como en los experimentos, en su medio apropiado segun la base de datos de
la ATCCy siempre con 10% SFB decomplementado y 1 % GlutaMAX. Estas células se cultivaron
en frascos de 25 cm? para cultivos de 5 ml o frascos de 75 cm? para cultivos de 15 ml y se
incubaron a 37 2C y en atmdsfera enriquecida al 5% de CO; y saturada en humedad.

Tabla 5. Lineas celulares utilizadas

Linea celular Tipo de células Medio de cultivo Tipo de crecimiento
SK-BR-3 Cancer de mama RPMI-1640 Adherente
PC-3 Cancer de prostata DMEM/F-12 Adherente
LNCaP Cancer de préstata RPMI-1640 Adherente
Jurkat Leucemia T RPMI-1640 Suspension
Raji Linfoma B RPMI-1640 Suspension
R69 Linfoma B RPMI-1640 Suspension

Los stocks de estas lineas celulares se mantuvieron realizando subcultivos cada 2-3 dias segln
las recomendaciones especificas de la ATCC para cada linea celular y durante un maximo de
30 pases. Superado este numero de pases se descongeld una nueva alicuota. Una vez por
semana se analizaron muestras de todos los cultivos que se mantenian en el incubador para
verificar la ausencia de micoplasmas. Estos analisis fueron realizados por el servicio de cultivos
celulares del IISA.

Las lineas celulares adherentes se subcultivan justo antes de alcanzar la confluencia, esto es
aproximadamente cada 2-3 dias, para ello se incuban 5 minutos con tripsina-EDTA a 37 9C, se
anade 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) segun las
recomendaciones de la ATCC. En las lineas celulares en suspension el subcultivo debe
realizarse antes de alcanzar una densidad celular superior a 3x10° células/ml, esto es
aproximadamente cada 2-3 dias. En estas células el subcultivo consiste en determinar la
densidad celular y diluir el cultivo para ajustar la densidad a 0.5x10° células/ml.

Se conservan alicuotas con entre 5y 8x10° células de cada linea celular en criotubos a —80 2C
en SFB con 10% DMSO como criopreservante. Estas alicuotas se prepararon a partir de
cultivos con pocos pases para asegurar que mantienen las caracteristicas de la linea celular.
El proceso de congelacion 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 pl de SFM con
10% DMSO y llevarlas rapidamente al ultracongelador a — 80 2C.

En caso de necesitar descongelar una alicuota, la descongelacién se realiza anadiendo medio
de cultivo atemperado a 37 2C 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
porgue el medio cambia a color amarillo.

Expresién y purificacion de proteinas recombinantes

En términos generales la proteina de interés se expresa en células HEK 293 6F y se secreta al
sobrenadante, a los 6 dias de la transfeccidn el cultivo se centrifuga y la proteina se purifica a
partir del sobrenadante. Las proteinas de interés se expresaron fusionadas a la proteina GFP,
lo que permitid seguir visualmente el proceso de purificacion puesto que la proteina GFP es
verde. El sobrenadante se pasa por una columna de niquel y la proteina queda retenida por
la cola de histidinas, la proteina se eluye con un gradiente de imidazol y se pasa por una
columna de desalinizacién para cambiar el tampdn a PBS y eliminar el imidazol. A
continuacion se digiere con la proteasa TEV para separar la proteina de interés de la GFP y la
cola de histidinas, tras esto se vuelve a pasar por una columna de niquel en la que queda
retenida la GFP, porque mantiene la cola de histidinas, y la proteasa TEV, mientras que la
proteina de interés atraviesa la columna. Finalmente la proteina se concentra utilizando
sistemas Centricon, se cuantifica por espectrofotometria, se esteriliza y se congelan alicuotas
en Nz liquido que se conservan a — 80 2C.

— d
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Figura 9. Representacion esquemdtica del proceso de expresion y purificacion de proteinas
recombinantes mediante la transfeccion de células HEK 293 6F y cromatografia. En el proceso se
guardan alicuotas de la proteina de interés fusionada a la GFP (representada en verde) y de la proteina
de interés pura (representada en gris). Fuente elaboracion propia (BioRender).
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Transfeccion HEK 293 6F

La transfeccidn se realiza en la mitad del volumen final en el que se van a incubar las células
durante los 6 dias que durara la expresién de proteinas. Es decir, para una expresion en 800
ml de medio, la transfeccién se realizard en 400 ml. El dia de la transfeccion las células se
centrifugan 5 minutos a 300 x g, se elimina el sobrenadante y el pellet de células se
resuspende en medio de expresion FreeStyle™ F17 (Gibco™) con 2% de GlutaMAX y 1% de
Kolliphor P188 a una densidad entre 2 y 3 x10° células/ml. El DNA se afiade gota a gota por
toda la superficie del cultivo para obtener una concentracién final de 3 ug DNA/ml de cultivo,
y se incubd durante 5 minutos en agitacion a 37 2C. Transcurrido este tiempo se afiadié al
cultivo polietilenimina (PEI) a una concentracion final de 9 ug PEI/ml cultivo. EI DNA se unird
a la superficie de las células durante la incubacién de 5 minutos y posteriormente el PEl, que
es un polimero catidnico, se piensa que formara poros en la membrana por los que podra
penetrar el DNA.

Tras 24 horas de incubacidn en agitacién a 37 2C se duplica el volumen del medio y se afiade
al cultivo acido valproico (VPA) a una concentracién 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 transcripciodn, de esta forma el VPA aumenta la transcripcién
del DNA (77). En estas condiciones las células se incuban durante 5 dias mas, es decir, 6 dias
en total desde la transfeccion.

Finalizada la incubacidén la proteina se habra 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 afiade TRIS al sobrenadante para obtener una concentracion final de 100 mM
TRIS pH 7.5, se pasa por filtros de 0.45 um para eliminar fragmentos celulares que puedan
taponar las columnas de cromatografia y se conserva a 4 2C hasta la purificacion.

Purificacién en sistema AKTA

Para realizar las purificaciones por cromatografia se utilizd el equipo AKTA purifier
P-900/UPC-900 (Amersham Biosciences). En este sistema se acopla la columna que sea
necesaria para cada etapa del proceso de purificacién y consta de dos bombas que van a hacer
pasar el tampdn o sobrenadante a través de la columna a un flujo (ml/minuto) determinado.
Ademas, como el equipo tiene dos bombas puede mezclar dos tampones los que permite
generar gradientes de concentracién, lo que es Gtil a la hora de eluir proteinas de la columna.
A la salida de la columna el liquido pasa por un detector de absorbancia a 280 nm, los que
permite identificar si estan saliendo o no proteinas, y por un conductimetro, lo que es util
para identificar diferenciar que tampon esta saliendo de la columna cuando utilizamos
tampones con concentraciones salinas diferentes. Finalmente, la solucidon que sale de la
columna es recogida automaticamente en fracciones de un volumen determinado.
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En primer lugar se realizé una cromatografia de afinidad a niquel (IMAC) utilizando la columna
HisTrap™ Excel (Cytiva) para separar la proteina de interés del sobrenadante del cultivo, esta
columna tiene el niquel inmovilizado de forma mas fuerte puesto que el medio de cultivo
tiene agentes quelantes que serian capaces de secuestrar el niquel de una columna normal.
Tras equilibrar la columna con tampdn A (Anexo 1) se dejé pasando el sobrenadante del cultivo
lentamente durante toda la noche, para que la proteina de interés quedase retenida en la
columna. Al dia siguiente la columna se lavd con un gradiente de tampdn B (Anexo |) para
eluir la proteina de interés.

A continuacion se realizd una cromatografia de exclusién molecular utilizando la columna
HiPrep™ 26/10 Desalting (Cytiva) para cambiar el tampdn en el que se encuentra la proteina,
gue es una mezcla entre tampdn Ay B, por tampdn PBS (Anexo 1). El motivo de este cambio
de tampon es que la concentracion salina tan alta y la presencia de imidazol en la solucién de
la proteina no son las condiciones idoneas para conservar la proteina, para la actuacién
posterior de la proteasa TEV ni para el uso de esta proteina en ensayo con cultivos celulares
in vitro.

El siguiente paso consiste en cuantificar la cantidad de proteina mediante la técnica de
Bradford. Este método utiliza un reactivo que reacciona con algunos residuos de la proteina
pasando de tener color marrén a color azul después de la reaccion. Se mezclan 100 pl del
reactivo con 1 pl de la muestra y se mide la absorbancia a 595 nm (correspondiente al color
azul). Se cuantifica también una muestra de BSA de concentracion conocida, lo que permite
calcular la concentracién de la muestra por proporcionalidad. Una vez calculada la cantidad
de proteina obtenida se afiadié 1 mg de la proteasa TEV por cada 30 mg de proteina a digerir
y se incubo durante toda la noche a 18 °C. Esta digestion va a separar la GFP y la cola de
histidinas de la proteina de interés. La eficacia de la digestidn se analizé por electroforesis, si
la proteasa ha cortado correctamente pasaremos de ver una banda antes de la digestién a
ver una o dos bandas de menor peso molecular.

Tras la digestion con TEV se volvio a realizar una cromatografia de afinidad a niquel (IMAC)
utilizando en este caso la columna HisTrap™ HP (Cytiva), para separar la proteina de interés
de la proteasa TEV y la proteina GFP. En este caso la proteina de interés no queda retenida
en la columna y sale en el liquido que atraviesa la columna. La columna se eluye primero con
un 10% de tampdn B para recoger un 22 pico de proteina de interés que puede quedar
retenida, si en el gel vemos que este pico no esta contaminado con GFP lo mezclamos con el
resto.

Concentracion de proteinas

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

Cuantificacion de proteinas, esterilizacion y conservacion

A continuacidn la proteina se esterilizo por filtracion en campana de flujo laminar con filtros
de 0.22 um con baja afinidad por proteinas (Millex-GV Filter, Merck Millipore). La proteina
filtrada se recoge en el mismo tubo para homogeneizar la concentracidén y después se reparte
en alicuotas en tubos eppendorf estériles. La concentracion de proteina se cuantificd
utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 FX que mide la absorbancia en muestras de
1 ul de volumen. La concentracidn de proteina en mg/ml se puede calcular a partir de la
absorbancia a 280 nm, el coeficiente de extincién molar tedrico obtenido a partir de su
secuencia mediante ProtParam (78), el peso molecular y la ecuacion de Beer-Lambert.

Finalmente las alicuotas se congelan con N; liquido, para que el proceso de congelado sea lo
mas rapido posible, y se conservaron a —80 °C.

Electroforesis y western blot
Electroforesis (PAGE)

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

La preparacidon de las muestras a analizar se realizd mezclando 6 pul de tampdn de carga
(glicerol, azul de bromofenol, SDS y B-mercaptoetanol) y 18 pl de la muestra, y se calentaron
a 100 9C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas. En el primer pocillo de todos
los geles se cargd 3 pl del marcador de pesos moleculares (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo Fisher) y en el resto de pocillos se cargaron entre 10 y 15 ul de las respectivas
muestras. Los geles se corrieron en cubetas de electroforesis vertical sumergidos en running
tampdn (25 mM TRIS, 200 mM glicina, 0.1% SDS) a 130 V durante aproximadamente 90
minutos. Una vez finalizada la separacidon electroforética el gel se tifié con 25 ml de Quick
Coomassie (Neo Biotech) durante toda la noche en agitacidn. Al dia siguiente el gel puede
pasarse a agua destilada para conservarlo pero con este reactivo no es necesario destefiir.
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Por otro lado se realizaron electroforesis en condiciones no desnaturalizantes para verificar
la formacidén de dimeros en los scFv-Fc. Estas electroforesis se realizaron siguiendo el mismo
protocolo pero sin afiadir SDS, ya que es una agente desnaturalizante que rompe los puentes
disulfuro, ni calentar las muestras a 100 ©C.

Western blot

La técnica de western blot permite determinar la presencia de una proteina especifica en un
gel de electroforesis utilizando anticuerpos especificos contra dicha proteina. Para realizar
esta técnica las proteinas 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 bloqued con 0.05 mg/ml de albimina de suero bovino (BSA) disuelta en PBS con Tween
0.1% durante 1 hora en agitacion a temperatura amiente. Este paso se realiza para evitar un
marcaje inespecifico por el anticuerpo.

A continuacioén se afiadieron 0.4 ul del anticuerpo THE™ His Tag Antibody [HRP] (mAb, Mouse,
GenScript) a los 5 ml de BSA y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente o a 4 2C
durante toda la noche. Este anticuerpo reconoce las colas de histidinas que presentan todas
las construcciones disefiadas y esta conjugado con una peroxidasa por lo que no es necesario
utilizar un anticuerpo secundario. Después del marcaje la membrana se lavé 3 veces durante
5 minutos con PBS con Tween 0.1%. Finalmente se utilizé el reactivo SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminiscent Substrate (ThermoFisher) y se revelé en el visualizador ChemiDoc
(BIO RAD) para detectar la quimioluminiscencia producida por la peroxidasa.

Marcajes y analisis por citometria de flujo

Se realizaron marcajes para detectar la presencia de diferentes proteinas o antigenos en la
superficie de células utilizando para ello tanto anticuerpos comerciales como las alicuotas de
las proteinas expresadas en este trabajo que se guardaron antes de eliminar la GFP. El
protocolo utilizado fue en todos los casos el mismo Unicamente 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 ul de una dilucién
de PBS con 5% SFB y la concentracién deseada del anticuerpo o anticuerpos. Las células se
incuban 20 minutos a 4 9C, 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 citometria de inmediato para evitar la fagocitosis del anticuerpo.

Experimentos de adhesién en placa

Estos experimentos se basan en el mismo principio que los ensayos tipo ELISA en los que los
anticuerpos se pegan directamente al plastico a través de sus fracciones Fc. Este experimentd
se realizé para verificar que la Fc de los scFv-Fc expresados en este trabajo es funcional. Para
ello se anadieron 50 pg del scFv-Fc a 3 pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo plano,
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se rellend con PBS hasta 50 pl, otros 3 pocillos se llenaron solo con PBS como control, y se
incubé a 4 °C durante toda la noche (79). Al dia siguiente se afaden 5.000 células
Jurkat/pocillo los 6 pocillos y se dejo incubar durante 24 horas a 37 2C. Transcurrido este
tiempo se utilizo el sistema de analisis de células en tiempo real Incucyte® SX5 (Sartorius) para
tomar fotografias de los pocillos y contar el numero de células. A continuacién se retird el
medio por un lateral del pocillo y se lavdo muy lentamente con PBS. Finalmente se repitieron
las fotografias y se volvio a contar.

Ensayos de citotoxicidad de las proteinas

Se realizaron experimentos de citotoxicidad celular para determinar si los scFv-Fc y los BiKEs
expresados en este trabajo tienen por si mismo algun efecto citotoxico sobre lineas 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 2C. Al dia siguiente se afadieron
diluciones seriadas desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteina, a otros tres pocillos se
les afiadié 500 uM de cisplatino como control positivo y se dejaron otros 3 pocillo sin nada
como control. Tras esto las placas se incubaron durante 4 dias a 37 2C y se determind el
porcentaje de muerte celular por citometria.

Para determinar la muerte celular las células, en caso de que sean adherentes, se despegaron
del pocillo con tripsina y cada pocillo se resuspendié en 20 ul de tampoén ABB (“anexin V
binding buffer”) con 1 pl de anexina V-FITC y 1 pl de 7-AAD. Se incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad y finalmente se afiadieron 30 ul de tampdn ABB vy se
analizé por citometria de flujo. La anexina V es una proteina que se une a la fosfatidilserina,
un fosfolipido 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 apoptdticas. 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
gue 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 tenian 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 2C. Al dia siguiente se afiadieron diluciones
seriadas desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteina y se incubaron durante 30 minutos
a 37 °C, a continuacién se afiadio suero humano sin decomplementar (obtenido de donantes
sanos a través del Banco de Sangre y Tejidos de Aragdn) a los pocillos para obtener una
concentracion final del 10% y se incubd durante 3.5 horas a 37 2C. Finalmente las células se
despegaron con tripsina, en caso de que fueran adherentes, y se determind el porcentaje de
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muerte celular por citometria con marcaje con anexina V y 7-AAD como se ha escrito en el
apartado Ensayos de citotoxicidad de las proteinas.

Como control se prepararon pocillos sélo con células, con células tratadas solo con el
anticuerpo y con células tratadas solo con el suero. Ademas, como control positivo se utilizo
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 consistia en
utilizar células NK activadas in vitro como se explicara a continuacién, 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 decidid no realizar la
activacion 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 dendriticas 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 Aragdn, el protocolo consistié en diluir
5 ml de leukopak hasta 20 ml totales con PBS estéril, que después se afiadieron sobre 20 ml
de Ficoll (un polisacdrido altamente ramificado) en un tubo de 50 ml. A continuacion 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 sanguineo. Finalmente se recoge el anillo de PBMCs, se lava dos veces con PBS
estéril y resuspenden en medio RPMI-1640.

Activacion y expansion 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 expresién de los receptores activadores y de gzmB (80). Las células R69
provienen de una leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (B-CLL) transformada con el virus
de Epstein-Barr (EBV) por lo que expresa muchos estimulos activadores de las células NK.

El protocolo utilizado para esta activacidn consistié en sembrar los PBMCs obtenidos en el
apartado anterior a una densidad de 1x10° células/ml en medio RPMI-1640 suplementado
con 1% glutamax, 10% SFB y sin antibioticos. Como estimulos para la activacion de las células
NK se afiadieron 100 Ul/ml de IL-2 (Miltenyi), 5 ng/ml de IL-15 (Miltenyi) y las células R69 se
afiaden en una proporcién 1/10 con respecto a la cantidad de PBMCs e inactivadas con
mitomicina C. A los 5 dias, y a partir de entonces cada 3 dias, se ajusta la concentracién de
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PBMCs a 1x10° células/ml afiadiendo medio RPMI y la cantidad apropiada de interleucinas y
células R69. Este protocolo se mantuvo hasta los 14 dias desde la siembra. Para inactivar las
células R69 se incuban 90 minutos a 37 2C en medio RPMI-1640 sin SFB y con 25 pg/ml de
mitomicina C, después se lavan con medio con SFB, se incuban durante 30 minutos a 372Cy
se vuelven a lavar.

Purificacion de células NK

Las células NK se purificaron a partir de los PBMCs recién aislados o después del proceso de
activaciéon mediante el kit de separacién inmunomagnética MACS® (Miltenyi Biotec) con
anticuerpos anti-CD56 unidos a microparticulas magnéticas segun el protocolo de la casa
comercial. En resumen cada 107 células se resuspendieron en 80 pul de tampén MACS® y 20 pl
del anticuerpo, se incubaron 15 minutos a 4 2C, se lavaron con tampdn MACS® y se separaron
con una columna magnética. De esta forma los PBMCs se enriquecieron en células CD56%, que
es el marcador caracteristico de las células NK como se ha explicado en la introduccién.

La eficacia de la separacidn se verificod analizando por citometria de flujo la expresién 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 analisis por citometria 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 2C. Al dia siguiente se afiadieron diluciones seriadas
desde 1.000 nM hasta 0.01 nM de cada proteina y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C,
a continuacién se afiadieron 50.000 células NK/pocillo previamente marcadas con eFluor™
670 (Invitrogen) y se incubd durante 3.5 horas a 37 2C. Finalmente las células se despegaron
con tripsina, en caso de que fueran adherentes, y se determind el porcentaje de muerte
celular por citometria con marcaje con anexina Vy 7-AAD como se ha escrito en el apartado
Ensayos de citotoxicidad de las proteinas.

Como control se prepararon pocillos sélo con células, con células tratadas solo con la proteina
y con células tratadas solo con las células NK. Ademas, como control positivo se utilizo el
anticuerpo Rituximab dirigido contra CD20 y las células Raji, que expresan CD20, como diana.

Analisis estadistico

Los graficos se realizaron utilizando GraphPad Prism 9 y el analisis estadistico se realizé con
Microsoft Excel. Los valores medios se expresan como la media mds-menos la desviacién
estandar 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 0 mas grupos, con un nivel de
significancia a = 0.01. Los valores estadisticos se presentan como “ns” cuando p > 0.01;
**p<0.01; *** p<0.001y **** p<0.0001.
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Resultados

Pruebas de expresion

De forma previa a la purificacién de los vectores por gigaprep y la expresiéon recombinante de
las proteinas a gran escala se realizaron pruebas de expresidn para verificar que las proteinas
se expresan correctamente. Para las pruebas de expresion los vectores se replicaron en
cultivos de E. coli DH5a y se purificaron por miniprep, posteriormente se utilizaron para
transfectar 10 ml de cultivo de células HEK 293 6F con 2-3x10° células/ml siguiendo el
protocolo detallado en materiales y métodos. Transcurridos 6 dias desde la transfeccidn, se
recogio el sobrenadante del cultivo y se analizé por Western Blot. Para ello las proteinas del
sobrenadante se separaron por electroforesis SDS-PAGE, a continuacidn las bandas del gel se
transfirieron a una membrana de PVDF y esta se reveld con el anticuerpo THE™ His Tag
Antibody [HRP] (GenScript). Este anticuerpo estd dirigido contra la cola de histidinas que
tienen todas las proteinas expresadas en este trabajo y estd conjugado con una enzima
peroxidasa que produce quimioluminiscencia al afiadir su sustrato.
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Figura 10. Western-blot de las pruebas de expresion llevadas a cabo para las proteinas expresadas en
este trabajo. Como control se utilizo la proteina FUT8 que es una de las proteinas que mayor
rendimiento ha generado de las expresadas previamente por el grupo. Se utilizé un anticuerpo dirigido
contra las colas de histidinas y conjugado con una enzima peroxidasa para revelar la membrana.

El resultado de las pruebas de expresidn se muestra en la Figura 10 donde podemos observar
gue la expresion de nuestras proteinas es tan elevada como la expresion de FUTS8, una
proteina utilizada como control en las pruebas de expresién por ser una de las proteinas de
las que se ha obtenido un mayor rendimiento en el grupo, por lo tanto la expresion de
nuestras proteinas de interés es muy buena. Para la quinta proteina expresada en este
trabajo, G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc, no se realizd prueba de expresidén porque su vector
llegd mas tarde y asumimos que la expresidon también seria buena. Cabe destacar que en el
Western Blot de las dos proteinas que tienen Fc, se observa proteina agregada en los pocillos,
segun la experiencia del grupo es habitual que cuando la expresién es alta una pequena parte
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de la proteina agregue a través del Fc. Por otro lado, en los 4 carriles podemos observar una
banda a la altura de 25 kDa, esta podria ser la proteina GFP, ya la traduccién puede abortarse
de forma prematura sintetizdndose solo la cola de histidinas con la GFP, esto no es un
problema porque se eliminard durante la purificacién. El resto de las bandas seran otras
proteinas minoritarias que sintetiza la célula y que tienen histidinas por lo que se marcan con
este anticuerpo.

Replicacién de los vectores

Los vectores con el gen que codifica las diferentes proteinas 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 DH5a de
los que se purificd el vector mediante gigaprep (PureLink™ Expi Endotoxin-Free Giga Plasmid
Purification Kit, Invitrogen). La gigaprep nos permite obtener cantidades mucho mayores de
DNA, y mas concentradas y puras en comparacion con la miniprep. Los resultados de la
gigaprep y criterios de pureza se muestran en la Tabla 6. La relacion entre la absorbancia a
260/280 nm debe estar entre 1.8 y 2.0 para muestras puras de DNA, si la relacion es inferior
podria haber proteinas 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 relacién 260/230 es
mas variable, dependiendo de factores como la concentraciéon o el tampdn, pero se considera
gue una muestra es pura cuando esta entre 1-8 y 2.2, un valor inferior sugiere contaminacién
por compuestos fendlicos u otras moléculas quimicas que absorben a 230 nm . En nuestro
caso el criterio 260/280 siempre estd en el rango dptimo, mientras que el criterio 260/230 es
ligeramente superior aunque, como hemos comentado, este criterio es mas variable.

Tabla 6. Resultados de las Gigaprep

Plasmido Concentracion  Volumen Abs 260/230 Abs 260/280
G2D11-antiCD16 2073 pg/ml 10 ml 2.25 1.98
2D9-antiCD16 1395 pg/ml 10 ml 2.32 2.03
2D9-Fc 1608 pg/mi 10 ml 2.33 2.01
antiCD16-Fc 1308 pg/ml 8 ml 2.36 1.94
G2D11{H32A- 1731 pg/ml 10 ml 2.27 1.99

H35A-S52A)-Fc

Expresion de las proteinas en células HEK 293 6F

Los vectores replicados segun lo descrito en el apartado anterior se utilizaron para transfectar
cultivos de células HEK 293 6F, se transfectaron volimenes de 200 o 400 ml dependiendo de
la proteina, con una concentracién de entre 2 y 3x10° células/ml. Al dia siguiente se duplica
el medio, llegando a 400 u 800 ml de volumen final y se aflade VPA para estimular la expresion
génica, siguiendo el protocolo explicado en materiales y métodos. Transcurridos 6 dias desde
la transfeccidn se recogio el sobrenadante del cultivo, la expresion de la proteina de interés
puede verificarse a simple vista puesto que el medio de cultivo adquiere un ligero color verde

40



debido a la presencia de la GFP, que también puede confirmarse exponiéndolo a la luz UV. La
proteina se purificd a partir del sobrenadante como se explica en materiales y métodos, en
resumen, en primer lugar se pasa por una columna de niquel donde la proteina queda
retenida por la cola de histidinas, a continuacion se eluye con un gradiente de imidazol y se
utiliza una columna de desalting para cambiar el tampdn por PBS. El siguiente paso es la
digestion con la proteasa TEV para separar la proteina de interés de la GFP, finalmente se
vuelve a pasar por una columna de niquel, pero ahora la proteina de interés no queda
retenida y atraviesa la columna. No obstante, parte de la proteina de interés puede quedar
parcialmente retenida por la presencia de histidinas en su superficie, esto es especialmente
relevante en las proteinas que se expresan con Fc, puesto que cada monédmero del dimero Fc
tiene 4 histidinas juntas en su superficie. Por ello, se eluye la columna en un primer momento
con 10% de tampdn B para recoger esta fraccion de proteina de interés que puede haber
guedado retenida, esto es el denominado segundo pico. Finalmente, la proteina se concentra
utilizando sistemas Centricon, se cuantifica midiendo su absorbancia a 280 nm vy se esteriliza
como se explica en materiales y métodos.

a B
e
@
® kDa
180 —
130 [ .
100 : Sy ——
< ‘ 70 ‘
‘ - 55 .-
(©) 40 | -
35 .
25 [

10 Al A —

Figura 11. Ejemplo representativo de las electroforesis (SDS-PAGE) que se realizan durante el proceso
de purificacion de cada proteina, en este caso correspondientes a la purificacion de la proteina
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 purificacion del BiKE 2D9-antiCD16 para ir verificando la eficacia de
este. Los mismos geles se realizaron para la purificacién del resto de proteinas, aunque solo
se muestre uno como ejemplo. En carril del sobrenadante (O podemos ver la proteina 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
proteina de algo menos de 70 kDa, esta es una proteina habitualmente expresada por las HEK
293 6F sin transfectar como podemos ver en la Figura 12. No obstante, esta proteina nova a
afectar porque se elimina en el liquido que atraviesa la columna @), 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 mas intensas que no aparecian antes. Esto se debe
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a que ahora todas las proteinas se han concentrado al pasar de 800 0 400 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 veiamos en el sobrenadante, y que seguramente sera la
GFP sola. Después de la digestion con la proteasa TEV @ siempre que hay que verificar por
electroforesis que toda la proteina 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
liguido vuelve a pasarse por una columna de niquel, el 2D9-antiCD16 ya no queda retenido y
sale en el liquido que atraviesa la columna &), no obstante, como se ha explicado
anteriormente parte si que puede quedar retenida por lo que se recoge el segundo pico ®.
En este caso podemos ver que el segundo pico tiene bastante 2D9-antiCD16 y todavia no
aparece GFP, por lo que lo mezclamos con el liquido que ha atravesado la columna para
aprovecharlo. En dltimo lugar la GFP que ha quedado retenida en la columna se eluye (.
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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 produccién de las 5 proteinas expresadas en
este trabajo. En primer lugar podemos fijarnos en que la masa final de proteina 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 produccidn con respecto al volumen de cultivo, si que
obtenemos un rendimiento similar para las cuatro primeras proteinas. Las dos primeras
proteinas se expresaron en 800 ml de cultivo de células HEK 293 6F, pero como se obtuvo una
cantidad de proteina mucho mayor a la necesaria para las posteriores pruebas en cultivos in
vitro se decidid reducir el volumen en las siguientes expresiones. La proteina G2D11(H32A-
H35A-S52A)-Fc tiene un rendimiento notablemente inferior a las anteriores, no obstante, el
rendimiento de las anteriores es muy elevado en comparacién con otras proteinas expresadas
previamente por el grupo con el mismo sistema. Como observamos en las pruebas de
expresion estas proteinas se expresan tanto como el control FUT8 que es una de las proteinas
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con mayor rendimiento. En el caso de G2D11(H32A-H35A-S52A)-Fc, al no haber realizado la
prueba de expresion, no podemos afirmar que esta proteina de por si se exprese con menor
rendimiento o que algo haya afectado en algun punto del proceso disminuyendo el
rendimiento. No obstante, este rendimiento esta en la media del obtenido para la expresion
de otras proteinas por el grupo.

Tabla 7. Resultados de la produccion de proteinas recombinantes

Rto. (ug prot/ml

Proteina Masa pre-TEV ~ Masa final Vol. cultivo

cultivo)
G2D11-antiCD16  137.2mg! 23.4mg 7.8 mg/ml 800 ml 29 pg/ml
2D9-antiCD16 108.5 mg? 27.6 mg 2.9 mg/ml 800 ml 34 pg/ml
2D9-Fc 32 mg 15 mg 6.0 mg/ml 400 ml 40 pg/ml
antiCD16-Fc 167 mg? 15.8 mg 3.9mg/ml 400 ml 38 pg/ml
ZADR (RS 18.4 mg 7.25 mg 2.9 mg/ml 400 ml 18 pg/ml

H35A-S52A)-Fc

! Estos valores fueron calculados siguiendo el protocolo por Bradford, un método poco preciso, el resto se

calcularon por espectrofotometria que es mucho mas preciso.

Pasamos a comentar ahora los valores de concentracion obtenidos para las diferentes
proteinas. Como se ha explicado las proteinas se concentran en sistemas Centricon hasta que
comienza a observarse precipitado. El valor de concentracién que puede alcanzarse depende
de cada proteina, pero en nuestro caso las 5 proteinas tienen estructuras similares, por lo que
resulta légico que hayamos obtenido valores de concentracién del mismo orden de magnitud
para todas ellas. Finalmente, se determind también la masa de proteina en un punto
intermedio del proceso de purificacion, esto es antes de la digestién con TEV. Segun el
protocolo esta cuantificacion se realiza por Bradford, un método poco preciso, pero que no
necesita el coeficiente de extincidon molar. En este punto no necesitamos exactitud porque la
determinacion se realiza para calcular aproximadamente la cantidad de TEV necesaria, pero
posteriormente esta determinacion servira para calcular la concentracidn de las alicuotas que
conservamos de la proteina con GFP (sin digerir) para los marcajes por citometria. Por ello, al
disponer de los coeficientes de extincién molar de las proteinas sin digerir, se decidié pasar a
hacer estas cuantificaciones también por espectrofotometria.

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
proteinas con Fc deben ser expresadas en sistemas de células de mamifero que permitan la
correcta glicosilacién y formacion de puentes disulfuro entre los mondémeros. En cambio los
BiKEs estan formados por dos scFv conectados, no estdn glicosilados ni tienen puentes
disulfuro por lo que podrian haberse expresado en otros sistemas, como bacterias o
levaduras, que resultan mas rapidos y econédmicos.
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Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes

La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizd segun lo explicado en el
apartado de materiales y métodos para verificar la formacién del dimero en el caso de los
scFv-Fc. Como podemos observar en la Figura 13 las dos proteinas 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 proteina de carga, de forma que las proteinas se desplazan
en funcién de su masa. En las condiciones no desnaturalizantes, al no haber SDS, la proteina
se desplaza en funcién de su carga superficial, pero otros aspectos como su forma también
pueden afectar. Es posible que tengamos dos subpoblaciones de la proteina que migran de
forma ligeramente diferente. Los posteriores experimentos con cultivos celulares in vitro
serviran para determinar si este hecho afecta o no a su funcionalidad, aunque si podemos
afirmar que las proteinas con Fc forman correctamente el dimero.
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Figura 13. Electroforesis de las proteinas utilizadas en este trabajo en condiciones desnaturalizantes
(afiadiendo SDS y calentando las muestras hasta 100 °C) y no desnaturalizantes.

Experimento de adhesion

Una caracteristica de los anticuerpos es que pueden adherirse a superficies plasticas, como el
fondo de las placas de pocillos, a través de su Fc cuando esta esta correctamente plegada,
una propiedad en la que nos basamos para preparar los ensayos tipo ELISA. Utilizamos esta
caracteristica para verificar el plegamiento de nuestros scFv-Fc. Para ello incubamos 3 pocillos
de una placa de 96 con 50 ug de scFv-Fc a 4 9C durante toda la noche, después anadimos
5.000 células Jurkat (no adherentes)/pocillo, incubamos 24 horas a 372C y lavamos con
cuidado. Tomamos fotos y contamos el nimero 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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estd bien plegada y ademas que los scFv son funcionales dado que se unen a su antigeno en
la membrana de las células Jurkat.

CONTROL G2D11-Fc 2D9-Fc

Antes de
lavar

N° células = 4247 N° células = 4832 N° células = 4671

Después de
lavar

N° células = 48 N° células = 1314 N° células = 2817

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

Fenotipado de lineas celulares

Se analizé la expresion de los diferentes epitopos de antigeno Tn reconocidos por G2D11 y
2D9 en las lineas 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 concentracién de
4 uM que estd dentro del intervalo de 0.7 a 70 uM recomendado por las casas comerciales de
anticuerpos para citometria (81). Como control se utilizaron muestras de las células marcadas
con la misma concentracion de GFP, puesto que esta proteina podria fijarse a la superficie de
las células por interacciones inespecificas.

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 citometria de flujo se muestra en la
Figura 15. Es importante destacar que G2D11 reconoce dos antigenos Tn consecutivos,
mientras que 2D9 reconoce un antigeno Tn o sTn en la secuencia GSTA que se encuentra
altamente repetida en la proteina MUC1, por lo que los resultados de los marcajes con G2D11
y 2D9 pueden ser diferentes para una misma linea celular. En principio G2D11 podria ser mas
promiscuo ya que no depende de la secuencia peptidica a la que estd unido el antigeno Tn y,
por tanto, generar marcajes mas intensos respecto a 2D9 como ocurre en el caso de las células

45



Jurkat. No obstante, G2D11 necesita reconocer dos antigenos Tn consecutivos en la proteina,
y 2D9 solo necesita uno (aunque este debe estar en MUC1), lo que puede hacer que en
algunos casos 2D9 encuentre mas facilmente su epitopo, 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
gue expresan gran cantidad de mucinas, entre ellas MUCL1.

Jurkat SK-BR-3
Expresan Tn segln bibliografia (82) | Expresan Tn segun bibliografia (83)

AMIF Estadistica AMIF Estadistica
G2D11-Fc 12390+ 17.0 R 1.12+2.13 ns
G2D11-antiCD16 109.32 +11.0 R 0
2D9-Fc 63.84 £4.54 R 11.08 + 2.85 e
2D9-antiCD16 6.07 £ 0.98 GAAL 0 ns
Expresan Tn segln bibliografia (84) | No sintetiza Tn segun bibliografia (85)
AMIF Estadistica AMIF Estadistica
G2D11-Fc 2.82+1.18 ki 177114 ns
G2D11-antiCD16 0.44+£1.12 ns 0
2D9-Fc 21.25+5.08 Rt 6.12+3.5 e
2D9-antiCD16 1.09+1.04 ns 0

Tabla 8. Desplazamiento de la mediana de la intensidad de fluorescencia (AMIF) en distintas lineas
celulares. El desplazamiento de la MIF se calculé como la diferencia entre la MIF del control marcado
con GFP 4 uM y la muestra marcada con el correspondiente anticuerpo a 4 uM. Se presenta la media
+ desviacion estdndar 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<0.001y **** 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 lineas
celulares donde si marca el scFv-Fc. En caso de que los BiKE no fuesen capaces de unirse a su
antigeno correspondiente no serian funcionales, no obstante, esto no parece légico puesto
gue el scFv deberia poder reconocer a su antigeno independientemente de que el scFv esté
unido a un Fc o0 a otro scFv anti-CD16 como en el caso de los BiKE. Podria ser que los scFv-Fc
se estén uniendo a las células a través de sus Fc, aunque esto queda descartado si observamos
gue en el marcaje de las LNCaP el 2D9-Fc si estd marcando pero el G2D11-Fc no, lo que indica
gue se estd uniendo a las células por su regidn especifica de antigeno y no por el Fc. Otra
posible explicacidon puede estar relacionada con la concentracion, aunque hemos usado una
concentracion que esta dentro del rango recomendado por las casas comerciales, estd en la
parte baja del rango, y los anticuerpos comerciales seguramente tendran mejor afinidad por
el antigeno respecto a nuestros anticuerpos. Ademds, como se ha comentado anteriormente
la concentracién de las alicuotas de proteina unida a GFP utilizada para los marcajes se
determiné por Bradford, que es un método poco preciso. De forma que la concentracién real
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gue estamos utilizando podria ser aun menor. En este sentido serd necesario repetir los
marcajes utilizando un gradiente de diferentes concentraciones del anticuerpo.

(a) Jurkat (b) SK-BR-3

Fekk

N° de células
N° de células

I Sul
0 100 10 10 100 5 10 o' 10 10°
Intensidad fluorescencia Intensidad fluorescencia
(c) PC-3 (d) LNCaP

. Control
] cFp

A

% % [E G2p11-anticD16

N° de células
N° de células

] 2p9-Fc
[] 2p9-anticD16

T T T T + . - .
0 10° 10' 10? 10° 0 100 10 102 10°

Intensidad fluorescencia Intensidad fluorescencia

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

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

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

La unién de los scFv-Fc y los BiKEs a la superficie de la célula podria bloquear algln receptor
cuya funcién sea esencial para la viabilidad celular, por lo que las proteinas por si mismas
podrian tener un efecto citotdxico sin necesidad de activar los mecanismos inmunoldgicos,
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como el CDC o la ADCC. Para verificarlo se incubaron las 4 lineas celulares fenotipadas en el
experimento anterior durante 4 dias con diferentes concentraciones de las 4 proteinas cuya
capacidad citotoxica se va a evaluar en los siguientes experimentos: G2D11-F,
G2D11-antiCD16, 2D9-Fcy 2D9-antiCD16. En la Figura 16 se presentan los resultados de estos
experimentos donde podemos observar que las proteinas por si solas no son capaces de
inducir un efecto citotéxico, al menos en las 4 lineas celulares ensayadas. Todas las
concentraciones ensayadas mantienen una viabilidad superior al 80% y similar a la del control,
el andlisis estadistico no encuentra diferencias significativas entre las muestras. Para verificar
estos resultados se utilizd un control positivo que consistio en tratar las células con cisplatino
500 pM, una concentracién muy elevada para asegurarnos de que habria muerte celular.
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Figura 16. Experimentos de citotoxicidad de los scFv-Fc y los BiKEs incubados a diferentes
concentraciones durante 4 dias 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 uM. Se representa el porcentaje de viabilidad, determinado por citometria de flujo
tras el marcaje con anexina y 7-ADD, como la media * desviacion estdndar 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 si, 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 fraccidn Fc por lo que
la capacidad de inducir CDC solo fue determinada para las proteinas G2D11-Fcy 2D9-Fc. La Fc
de estas proteinas 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, segln se explica en materiales y métodos.
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Figura 17. (b, ¢, 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 linea celular Raji que expresa
CD20, el antigeno de Rituximab. Se representa el porcentaje de viabilidad, determinado por citometria
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 + desviacion estdndar 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 si (“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 podriamos 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 analisis mds detallado. En
primer lugar se observa que en las muestras con 2D9-Fc (verde claro) la viabilidad se mantiene
mas 0 menos constante y similar al control, aunque la viabilidad del control no es demasiado
alta (aproximadamente 70%). Sin embargo, al afiadir el suero (verde oscuro), la viabilidad en
las tres muestras con el 2D9-Fc mas concentrado disminuye, lo que podria indicar que ha
activado el complemento. En el caso de G2D11-Fc (naranja claro), llama la atencidn que salvo
en el pocillo menos concentrado, en el resto la viabilidad va disminuyendo conforme aumenta
la concentracidn. Esto podria significar que G2D11 podria tener un efecto citotdxico a tiempos
cortos, en este caso la incubacién fue de 4 horas, en la linea celular Jurkat como se discutira
mas adelante. Un efecto similar se observa en los resultados de las pruebas de induccién de
ADCC (Figura 21 c) que se presentan mas adelante. Finalmente, al afiadir suero (naranja
oscuro) la viabilidad no disminuye respecto a la muestra sin suero y misma concentracion de
G2D11-Fc.

En este experimento se utilizd un control positivo que consistié en incubar las células Raji con
Rituximab (Figura 17 a), cuyo antigeno es CD20 expresado por estas células, donde se observé
un claro efecto CDC al afadir 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 mas eficazmente tanto la ADCC como la CDC, y por otro lado
las células Raji proceden de un tumor hematoldgicos, mientras que las células SK-BR-3, LNCaP
y PC-3 proceden de tumores sdélidos que pueden ser mas 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 hematoldgico. Por ello, planteamos un segundo
control positivo incubando las cuatro lineas celulares con diferentes concentraciones de otros
dos anticuerpos: Trastuzumab (anti-HER2) y Cetuximab (anti-EGFR) que se usan en el
tratamiento de tumores sélidos. Estos anticuerpos son del isotipo IgG1, igual que Rituximab,
y que nuestra region Fc, pero no estan modificados, aun asi deberian de ser capaces de activar
tanto ADCC como CDC. No obstante, este control positivo no funciond para ninguna de las
lineas celulares, incluso en las células LNCaP que expresan gran cantidad de EGFR (86)
(Figura 18). Esto significa que no podemos extraer ninguna conclusién 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 disefiado y por eso no lo observamos o bien las células de tumores
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solidos presentan mas resistencia a la CDC. Por ello este experimento debe ser repetido

modificando la concentracion de los anticuerpos, la concentracién de suero y el tiempo de
incubacién.
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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 citometria de flujo tras el marcaje con anexina y 7-ADD, de un
experimento.

Pruebas de unién 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 separacion inmunomagnética como se
explica en materiales y métodos. A continuacion las células NK se fenotiparon por citometria
de flujo con anticuerpos anti-CD3, anti-CD56 y anti-CD16, para identificar el porcentaje de
células NK (CD3~ CD56*) tras la separacion y la expresién de CD16, ya que es el receptor de la
Fcy la diana del antiCD16 del BiKE. Como puede observarse en la Figura 19 aproximadamente
el 81% de las células CD3~ CD56* expresan ademas CD16.

(@) NKT (b)

CD56*
CD3-

CD56
SSC

81.32 £0.94 %

CD3 CD16

Figura 19. (a) Diagrama de puntos obtenido por citometria de flujo al representar la intensidad de
fluorescencia correspondiente al marcaje con anticuerpo anti-CD56 en funcion de la intensidad
correspondiente al anticuerpo anti-CD3 de una muestra de células NKs recién purificadas a partir de
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PBMCs de un donante sano. (b) Diagrama de puntos obtenido por citometria de flujo al representar el
conjunto de células CD56*CD3" de la poblacion anterior en funcion 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 * desviacion estdndar de realizar el marcaje de la misma
muestra por triplicado.

Por otro lado, las células NK se marcaron con las cuatro proteinas unidas a GFP a una
concentracion de 4 uM y posteriormente se analizaron por citometria 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 proteinas 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.
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Figura 20. Histogramas obtenidos por citometria de flujo al representar el numero de células en
funcion de la intensidad de fluorescencia en el marcaje de células NK con las proteinas unidas a GFP a
una concentracion de 4 uM. Como control se han utilizado muestras de las mismas células sin marcar
y marcadas solamente con GFP 4 uM. Los histogramas presentan un ejemplo representativo de cada
proteina. El desplazamiento de la mediana de intensidad de fluorescencia (AMIF) se representa como
la media + desviacion estdandar 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 unién de las cuatro proteinas no es igual de significativa ni genera el mismo desplazamiento
de la MIF. Como se explicd en la introduccidn, cabia esperar diferencias entre la union del
scFv-Fc y del BiKE a la célula NK. Los BiKE deberian marcar con mas 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). Ademads, estas NK se utilizaron recién aisladas de sangre periférica por lo que
tendrdan sus receptores de Fc ocupados por otros anticuerpos de la sangre del donante, lo que
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dificultaria la union del scFv-Fc. No obstante, lo que observamos es que en el caso de
G2D11-Fc el marcaje es mas intenso respecto a los BiKEs, y en el caso de 2D9-Fc es mas leve.
Esto puede ser consecuencia de nuevo de la concentracion, como se ha explicado
previamente las alicuotas de proteinas-GFP utilizadas en los marcajes se cuantificaron por
Bradford, por lo que la concentracion real puede ser bastante diferente del 4 uM
tedricamente utilizado, y los diferentes marcajes no pueden ser comparados entre si.

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 analisis 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 proteinas son capaces de unirse a las
células NK, lo que indica un plegamiento adecuado y que no hay impedimentos estéricos.
Para comprobar si esta union es suficiente para activar a las células NK contra el tumor
co-incubamos in vitro lineas tumorales con diferentes concentraciones de las proteinas y en
presencia o ausencia de células NK. Las células NK se utilizaron en una proporcion de 5 NK por
cada célula tumoral. Como se explicd en materiales y métodos, el protocolo original implica
un proceso de expansion a activacion de los PBMCs que dura 15 dias. No obstante, debido a
gue no seguimos bien el protocolo esta expansidon no funcioné adecuadamente, y al no
disponer de tiempo suficiente para repetirla se decidié 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 expresion de CD16 igual que en el
experimento anterior, en este caso el 71,79% de las células tras la separacién
inmunomagnética son CD3~ CD56" y de ellas el 89,46% son CD16*, por lo que podrian ser
activadas por las proteinas. Ademas, en este caso las células NK se marcaron con una sonda
fluorescente para poder diferenciarlas de las células tumorales posteriormente en el analisis
por citometria.

Al no haber realizado la expansidn y activacion de las células NK supusimos que estas serian
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 lineas 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 explicd en la introduccidn, las células NK disponen de otros receptores
gue 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.
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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 utilizé 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 linea
celular Raji que expresa CD20, el antigeno de Rituximab. Se representa el porcentaje de viabilidad,
determinado por citometria de flujo tras el marcaje con anexina 'y 7-ADD, como la media + desviacién
estdndar 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 afiadir el
anticuerpo Rituximab (rojo oscuro) la viabilidad todavia disminuye mas, siendo este cambio
significativo como se indica en el grafico. 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 inducciéon 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 BIiKE (colores oscuros), no obstante, en ausencia de un control positivo valido para
las células de tumores sélidos, no podemos afirmar que estas proteinas 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 proteinas reduzcan todavia mas la viabilidad y no podemos sacar ninguna conclusion sobre
su funcionalidad. No obstante, hay otra observacion interesante en este grafico. Como ocurria
en las pruebas de induccién 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 reduccion de la viabilidad muy significativa. Aunque tanto para las pruebas de CDC como
de ADCC solo se realizé un experimento sin réplicas, tomando los datos en conjunto tenemos
dos experimentos independientes en los que la incubacidn de células Jurkat con G2D11 a
tiempos cortos tiene un efecto citotdxico. Esta claro que son necesarios mas experimentos
para verificar esta observacion, ya que puede deberse a cualquier otro error experimental
gue no hemos conseguido identificar. En caso de que se verifique se deberia 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 dias, Figura 16 a).

55



Discusion

En este trabajo se han producido cinco proteinas, dos de las cuales, antiCD16-Fc vy
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 proteinas con un
rendimiento muy bueno y con un grado de pureza adecuado para su uso en ensayos in vitro.
Tras la purificacidon no se observan otras bandas significativas contaminantes en los geles de
electroforesis. A pesar de que la produccién de proteinas recombinantes fue la parte que mas
tiempo de laboratorio supuso, no genera datos susceptibles de discusion.

El siguiente paso consistid en verificar el correcto plegamiento de las proteinas, puesto que
es necesario para el desarrollo de su funcion. En este sentido realizamos una electroforesis
en condiciones no desnaturalizantes para demostrar que los scFv-Fc dimerizan, debido a la
presencia de la regidn Fc de IgG1 humana, y que los BiKEs no lo hacen como cabia esperar. A
pesar de que las bandas en el gel no desnaturalizante estdn a la altura correcta, aparecen
duplicadas y esto nos hace sospechar que puede haber dos subpoblaciones de la proteina que
migran de forma diferente. Podria ser bien por que adoptan configuraciones tridimensionales
ligeramente diferentes o porque hay una poblacion glicosilada y otra no, lo que no es muy
probable dado que se ha usado en sistema de expresién en células de mamifero. En caso de
que la razon fuese esta ultima tendriamos un problema para la funcionalidad de la proteina,
puesto que para que el Fc sea reconocido por su receptor debe estar correctamente
glicosilado y dimerizado. esperar. Por otro lado, el experimento de adhesidn nos permitid
demostrar que la region Fc de las proteinas esta correctamente plegada y los marcajes de las
células NK, a falta de un control positivo, sugieren que el Fc esta 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 proteinas lo cual demuestra
gue son capaces de unirse, pero la intensidad del marcaje no fue la esperada. En teoria los
antiCD16 deberian marcar mas 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 podrian achacarse de
nuevo a que el método utilizado para calcular la concentracion de las proteinas con GFP no
es preciso y por tanto la concentracion real utilizada en los marcajes no es adecuada. En
cualquier caso estos experimentos demuestran que el Fc de las proteinas que hemos
expresado estd 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 disponiamos de él.
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Por otro lado, se han utilizado alicuotas de las proteinas recogidas antes de eliminar la GFP
en el proceso de purificacién para marcar las lineas celulares con dos objetivos. El primer
objetivo es verificar que los anticuerpos reconocen al antigeno Tn puesto que el marcaje
observado en nuestros experimentos coincide con la bibliografia. En el caso de las células
Jurkat observamos un marcaje intenso de acuerdo con lo que indica la bibliografia (82), para
las células SK-BR-3 y PC-3 podemos considerar que el marcaje es positivo aunque tenue
cuando la bibliografia indica que si expresan el antigeno (83,84), y para las células LNCaP se
observa también un marcaje tenue pero la bibliografia indica que no sintetizan antigeno Tn
(85). Probablemente los resultados hubieran sido mds precisos si hubiéramos utilizado una
concentracion de anticuerpo mas alta para el marcaje. Aunque la concentracién esta dentro
del rango recomendado por las casas comerciales, al no tratase de un anticuerpo comercial
que habitualmente tienen mas afinidad, y haber cuantificado la concentracién con un método
poco preciso, es posible que la concentracidn 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 mas intenso, y el de las células LNCaP se mantenga
tenue como indica la bibliografia (83—-85). No obstante, es importante destacar que los
anticuerpos 2D9 y G2D11 han sido probados por otros investigadores y su especificidad esta
demostrada en la bibliografia (58,70).

El segundo objetivo puede entenderse como el primero leido a la inversa. Estos marcajes nos
sirven para fenotipar las lineas celulares que utilizaremos en los experimentos y poder discutir
asi los resultados de estos. Los anticuerpos G2D11 y 2D9 reconocen distintos epitopos del
antigeno Tn. En primer lugar G2D11 reconoce dos antigenos Tn consecutivos sin importar a
gue proteina estén unidos(58), esta promiscuidad se piensa que podria solucionar los
problemas del antigeno Tn como diana de inmunoterapia. En realidad el antigeno Tn es una
estructura demasiado sencilla para ser reconocida por un anticuerpo o un TCR, por lo que
estos al final acaban reconociendo algo mas que su estructura, como por ejemplo la proteina
a la que se unen (72). Esto hace que aunque el antigeno Tn esté presente en el tumor, solo
un porcentaje de este pueda ser reconocido por el anticuerpo. G2D11 al no depender de la
secuencia peptidica a la que esta unido el antigeno Tn podria verse menos afectado. Por otro
lado el anticuerpo 2D9 reconoce al antigeno Tn unido a la secuencia GSTA que se encuentra
altamente repetida en MUC1 (70), como MUC1 es una de las glicoproteinas mas abundantes
en el tejido epitelial, se piensa que 2D9 podria 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 podria ser que la propia proteina por si misma
resultase toxica para el tumor. Para evaluar este efecto se realizaron ensayos de citotoxicidad
incubando distintas concentraciones de las proteinas junto con las células durante 4 dias.
Estos ensayos demostraron que las proteinas per se no tienen capacidad citotodxica, al menos
a largo plazo, porque posteriormente en los controles de otros experimentos hemos
observado que alincubar G2D11, ya sea G2D11-Fc 0 G2D11-antiCD16, durante tiempos cortos
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(4 0 12 horas) la viabilidad se reduce drasticamente, hasta alrededor del 10-20% de viabilidad.
Esta observacion podria deberse a algun error durante el desarrollo del experimento que no
hayamos sido capaces de identificar, por lo que en este sentido son necesarias mas pruebas
para validar esta observacion.

Finalmente realizamos experimentos funcionales con las proteinas. 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 funcién que los anticuerpos normales de
isotipo 1IgM o 1gG pueden hacer a través de su Fc (44). En nuestro caso no observamos esta
activacion 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
hematoldgico que es mas sensible y el anticuerpo Rituximab tiene su Fc modificada para
ejercer mas eficazmente las funciones efectoras, por lo que este control no valida
completamente que el disefio 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 consiguid inducir CDC a pesar
de que las células LNCaP expresan el antigeno de Cetuximab (86). Esto sugiere que quiza las
células de tumor sélido son mas resistentes a CDC como se ha indicado previamente en
trabajos donde se demuestra que algunos tumores desarrollan estrategias de evasion del
complemento. De hecho se ha descrito resistencia a CDC mediada por Trastuzumab vy
Cetuximab en determinadas lineas de tumores sélidos, incluyendo cancer de préstata (88,89).
No obstante, habrda que repetir los experimentos modificando varios factores como
concentraciones de scFv-Fc y suero y tiempos de incubacién antes de poder concluir nada
mas a este respecto.

Finalmente, solo pudimos realizar una prueba de induccion de ADCC y ademas sin seguir el
protocolo original. El tiempo de incubacién 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
anadir 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 afiadir el anticuerpo la viabilidad disminuye
respecto al control con células NK, no obstante ya se ha discutido que este no es un control
totalmente valido. 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, habra que optimizar factores como
el ratio de NK o los tiempos antes de poder concluir algo mas, 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

58



marcajes con las concentraciones precisas. Posteriormente podriamos utilizar modelos de
microambiente tumoral in vitro o en animales de experimentacién para verificar la hipdtesis
de que los BIiKE serian 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 mayoria de los tumores solidos.

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

= las cinco proteinas 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
adhesidn y el marcaje de células NK, este ultimo a falta de un control positivo, permiten
afirmar que los scFv-Fc producidos estan correctamente plegados, dimerizados vy
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 proteinas 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 lineas celulares con 2D9 y G2D11 de las distintas proteinas expresadas, a
pesar de ser tenue, coincide con el fenotipo de la bibliografia por lo que reconocen el
antigeno 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 proteinas expresadas por si solas no son capaces de inducir citotoxicidad sobre
cultivos in vitro de células tumorales a largo plazo. No obstante, son necesarios mas
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.
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Anexo I. Composicién de los tampones.

Tampoén A

25 mM TRIS pH 7.5
500 mM NacCl
10 mM Imidazol

Tampoén B

25 mM TRIS pH 7.5
500 mM NacCl
400 mM Imidazol

137 mM NaCl
2.7 mM KClI

10 mM Na;HPO4
1.8 mM KH,PO4
pH 7.4
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