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RESUMEN
S

El cdncer representa uno de los problemas de salud mas importantes en el mundo, lo
cual ha motivado la busqueda de estrategias que permitan eliminar células tumorales sin
daiar tejidos normales. En este contexto, durante las ultimas décadas se ha puesto especial
énfasis en la inmunoterapia contra el cancer: la activacidn del sistema inmune del paciente
contra estructuras propias de las células tumorales para mediar asi su eliminacién. Uno de los
principales cambios que se producen en células tumorales es la O-glicosilaciéon truncada,
conduciendo a la expresion de antigenos asociados a tumor como el antigeno Tn (a-GalNAc-O-
Ser/Thr), una estructura asociada especificamente a cancer. Por lo tanto, el desarrollo de
vacunas hemi-sintéticas acoplando Tn a diversas mucinas empleadas como carriers constituye

una estrategia de interés en inmunoterapia anti-tumoral.

En el presente trabajo llevamos a cabo la adicién enzimatica del antigeno Tn a péptidos
sintéticos derivados de mucinas de origen parasitario, uno de Fasciola hepatica (Fhmuc) y dos
de Echinococcus granulosus (Egmuc y Egmuc2). Todos ellos poseen un alto contenido de
serinas y treoninas, los cuales constituyen sitios potenciales de O-glicosilacion. Para la
glicosilacién, utilizamos tres ppGalNAc-transferasas recombinantes (ppGalNAcT2, T3 y T6),

enzimas que catalizan la adicidn de GalNAc a proteinas.

Nuestros resultados muestran que de estos péptidos, sdlo Fhmuc y Egmuc2 pueden ser
glicosilados por las ppGalNAcT ensayadas, obteniéndose mayores niveles de glicosilacién con
la ppGalNACT2. Para dicha enzima, y utilizando Fhmuc como sustrato, ensayamos diferentes
condiciones en la glicosilacion como relacién enzima/sustrato, equivalentes de UDP-GalNAc,
tiempo de reaccidon y combinacidn con la enzima ppGalNAcT3. Se seleccionaron las mejores
condiciones para su utilizaciéon en glicosilaciones semi-preparativas de Fhmuc y Egmuc2, a
partir de las cuales se purificaron los glicopéptidos por cromatografia de afinidad. Esta
estrategia nos permitido obtener ambos glicopéptidos con un rendimiento del 79% para Tn-
Fhmuc y 30% para Tn-Egmuc2, cuya pureza se determind por SDS-PAGE. Estudios de
reconocimiento de Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2 por anticuerpos anti-Tn y anti-péptidos sugieren
que la presencia del antigeno Tn en los glicopéptidos altera significativamente la accesibilidad

a los epitopes peptidicos.

Dado que conseguimos un mayor rendimiento en la obtencion de Tn-Fhmuc, se

realizaron ensayos in vivo e in vitro, para determinar algunas de sus propiedades
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Produccion de Glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn para su aplicacion en
inmunoterapia anti tumoral - Ernesto Rodriguez

inmunoldgicas. En este sentido, se llevaron a cabo experimentos que sugieren que la adicion
del antigeno Tn al péptido potencia la respuesta inmune celular inducida por éste. Se obtuvo
un aumento en la inmunogenicidad en ratones C57BL/6, encontrando que el tipo de respuesta
celular que produce el glicopéptido promueve un perfil de respuesta Thl, caracterizado por
una alta producciéon de INFy en ausencia de IL-5 e IL-17. Por otro lado, el glicopéptido
presentando el antigeno Tn fue internalizado mas eficientemente por células dendriticas que

el péptido sin glicosilar.

Estos resultados ponen de manifiesto que la presencia del antigeno Tn modifica la
antigenicidad de los péptidos, potencia la inmunogenicidad celular y promueve una mejor
internalizacion por células dendriticas, lo que resulta muy prometedor para la utilizacidon de

glicopéptidos Tn en inmunoterapia anti-tumoral.
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INTRODUCCION
D

1. Cdncer

En la mayoria de los tejidos animales, existe un balance entre proliferacion y muerte
celular, gracias al cual las células envejecidas o danadas son renovadas y, en condiciones
normales, la cantidad de células de un mismo tipo suele permanecer constante (Baehrecke
2002). Sin embargo, ocasionalmente algunas células pierden la capacidad de responder a
mecanismos de control del crecimiento y pueden dar lugar a tumores o neoplasias (término

proveniente del latin, que significa “nuevo crecimiento”) (Kumar 2007).

Los tumores asi generados pueden ser tumores benignos, los cuales carecen de
capacidad invasiva o, por otro lado, malignos (cancer), los que adquieren caracteristicas
invasivas y son capaces de colonizar otros tejidos. Estos ultimos pueden, en este proceso,
llegar a la circulacion sanguinea y diseminarse en otros tejidos produciéndose, de esta forma,

metastasis (Figura 1) (Goldsby 2003).

-

a. Transformacion celular b. Tumor benigno \

Célula tumoral modificada inicialmente Masa

Figura 1. Representacion de las diferentes etapas que conducen a la formacion de
metdstasis. a. Una Unica célula desarrolla cambios que le permiten proliferar
indefinidamente. b. La célula transformada prolifera, formando un tumor benigno. c.
El tumor puede invadir la lamina basal subyacente, transformandose en maligno. d.
La formacion de metastasis ocurre mediante el desprendimiento y posterior
diseminacién por la sangre de células del tumor primario.

Extraido de Goldsbv et al. 2003.
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El cancer constituye uno de los principales problemas de salud en todo el mundo y es
una de las causas mds importantes de morbilidad y mortalidad (Franco 1997), siendo en
nuestro pais, la segunda causa de muerte luego de las patologias cardiovasculares (Figura 2)
(CHLCC 2010). La elevada incidencia del cancer en nuestro pais coincide con la de los paises del
primer mundo, donde el aumento en las expectativas de vida debido a una mejora en el
control de las enfermedades infecciosas ha llevado a la preponderancia de enfermedades

degenerativas tales como el cancer (DePinho 2000, Weinberg 2007).

4 )

m Enfermedades Aparato Circulatorio m Cancer m Enfermedades AparatoRespiratorio w Accidentes © Otras causas

J

Figura 2. Principales causas de muerte en la poblaciéon del Uruguay en el ano 2008.
Extraido de CHLCC2010.

1.1 Antigenos Asociados a Tumor

El proceso de transformacion maligna se asocia con cambios fenotipicos que influyen en
el comportamiento celular. De hecho, las células transformadas muestran diferencias notables
en algunos procesos bioldgicos, que les permiten proliferar, invadir tejidos y metastatizar
(Bogenrieder 2003). En el afio 2000, Hanahan y Weinberg postularon que las caracteristicas
distintivas del cancer eran: la evasion de la apoptosis, |la autosuficiencia de sefales de
crecimiento, la insensibilidad a sefiales que inhiben el crecimiento celular, la capacidad de
proliferar indefinidamente, la adquisicion de modificaciones que permitan la invasion de otros
tejidos y la vascularizacion del tumor. Todas ellas permiten tanto la supervivencia de las células
tumorales como su proliferacidn y contribuyen a su capacidad de generar metéstasis (Figura 3)

(Kumar 2007, Hanahan 2011).
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Automantenimiento
de sefiales de
crecimiento

Resistenciaala Insensibilidad a
muerte celular supresores del
crecimiento celular

Promocion de Invasion activade
Angiogénesis tejidos y metastsis

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 3. Caracteristicas distintivas que son adquiridas por las células cancerosas. Las células
cancerosas adquieren determinadas capacidades funcionales durante la carcinogénesis. En
particular, las células adquieren seis caracteristicas distintivas: angiogénesis sostenida,
autosuficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a sefiales supresoras del crecimiento,
evasion de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado e invasion de tejidos y metastasis. Las
mismas otorgan a las células cancerosas el fenotipo destructor.

Modificado de Hanahan et al, 2011.

Investigaciones recientes sugieren dos caracteristicas distintivas adicionales que son
desarrolladas durante la patogénesis de algunos, o quizas todos, los tipos de cancer. Una
involucra la capacidad de modificar o reprogramar el metabolismo celular, en pos de un
soporte mas efectivo de la proliferacién neopldsica. La segunda, permite a las células
cancerosas evadir la destruccion por el sistema inmune, en particular la mediada por linfocitos

Ty B, macréfagos y células natural killers (Hanahan 2011).

El mecanismo de cada uno de estos eventos es funcionalmente mantenido por una
combinacion de moléculas definidas involucradas en la transformacion y en los procesos de
metdastasis. Algunas de estas moléculas, expresadas en la superficie de las células cancerosas o
secretadas por éstas, pueden ser detectadas por el sistema inmune, por lo cual generalmente

se denominan Antigenos Asociados a Tumores (TAA, por su sigla en inglés Tumor Associated
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Antigens) (Freire 2006a). Ejemplos de estos antigenos incluyen el antigeno HER-2 y la mucina
MUC-1 en carcinoma de mama y el antigeno Wilm’s Tumor-1 (WT-1) en varios tipos de
transformaciones malignas como ser cancer de pulmén, de ovario, gastrico y hematoldgicos

incluyendo leucemias y linfomas (Peoples 1995, Linley 2011 ).

Los TAA han sido extensamente estudiados, profundizando en la naturaleza y origen de
los mismos. De esta forma, actualmente se pueden clasificar en distintos subgrupos: antigenos
sobre-expresados, antigenos especificos de linaje o diferenciacion, antigenos virales,
autoantigenos mutados 6 alterados y antigenos cancerosos y testiculares (Linley 2011). Algunos

de los antigenos pertenecientes a estos subgrupos se muestran en la Tabla I.

Tabla I. Clasificacion de los Antigenos Asociados a Tumor.

Tipo de Antigeno Antigeno Cdancer
HER-2 Mama
Sobre-expresados MUC-1 Mama, Ovario, Linfoma
WT-1 Leucemias
gp100 Melanoma
. ., Melan-A/MART-1 Melanoma
Especificos de Linaje Tirosinasa Melanoma
PAS Préstata
E6/E7 Cervical, Cabeza, Cuello
Virales EBNA Linfomas
Tax Leucemias de Células T
HCV core Hepatocelular
Mutados o Alterados PII?/ICLR ;%AABRL(x Leucemias
MAGE Melanoma
Testiculares Cancerosos HAGE Leucemias, Mieloma, Linfoma
PRAME Leucemias, Mieloma

Extraido de Linley 2011.

Es de destacar que los antigenos tumorales pueden clasificarse utilizando otros criterios,
como ser la naturaleza de las moléculas (lipidos, proteinas, etc). Un tipo muy estudiado de TAA
estd constituido por carbohidratos y se denominan Antigenos Carbohidratos Asociados a
Tumores (TACA, por su sigla en inglés Tumor Associated Carbohydrate Antigens). Son la
consecuencia de la desregulacion en las vias de glicosilacién de las células cancerosas, lo que
lleva a una acumulacién de glicanos diferentes a los encontrados en células normales, como ser
sialil-Le®, sialil-Le*, Tn, TF, sialil-Th, el Grupo sanguineo H y los gangliésidos GM2, GD2 y GD3
(Freire 2006a). Varios estudios han establecido la importancia funcional de la glicosilacion
aberrante en la progresion tumoral y en la metastasis (Ono 2004). En la Tabla Il se muestran

algunas de las caracteristicas de algunos de estos TACA.
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Tabla Il. Expresion y efecto biolégico de algunos Antigenos Carbohidratos Asociados a Tumor.

TACA Expresion en Mecanismo de expresion Prognosis y
Cdncer correlaciones clinicas
Tn
Ausencia de actividad de la enzima -
corelB3GalT en cancer de colon. n .
. . Decrece sobrevida de
Vejiga Expresion aberrante de sustratos aceptores . )
. . . , pacientes con cancer de
Gastrico polipeptidicos, como en linea celular MCF7, de colon
Colon cancer de mama o L
. Indicador de malignidad en
Tn Prostata TF cancer hepatico
TF Ovario Baja actividad de la enzima core3[33GalT en <Tn B ’
sTn Pulmon cancer de colon. .
Prognosis desfavorable en
Mama sTn acientes con cancer
Préstata Ausencia de actividad core133GalT en cancer p, .
. gastrico y de colon.
Pancreas de colon. ]
. Se correlaciona con el grado
Incremento de la actividad ST6GalNAc/ . . .
i de malignidad y metastasis.
core2P6GalNACT en la linea celular LMCR de
cancer de colon.
Gastrico
Grupo Pulmdn Asociado con el grado de
’3 Cervical Reduccion de la actividad A/B malignidad y metastasis.
Sanguineo o L .
H Epitelio Oral glicosiltransferasas. Decrese sobrevida de
Urotelial pacientes
Colon
Pulmén sLe®
Colon Incremento de la actividad a3Sial-T en cancer
sLe’ Estémago de colon. Asociado con progresion de
sLe® Pancreas Incremento de la actividad a4Fuc-T en cancer la enfermedad y pobre
Le¥ Mama de colon. prognosis.
Gastrico sLe*
Ovario Incremento de la sintesis de sialil-6-sulfo-sLe*
GD2
GD2 Sobreexpresion del gen GD2 sintasa en cancer
Melanoma de pulmén.
Gb3 Neuroblastoma GD3
GM2

Incremento de la expresion de a8Sial-T en
lineas celulares de melanoma.

2. O-glicosilacién y Cancer

Adaptado de Freire 2006a.

La glicosilacién es la modificacion post-traduccional covalente mas frecuente vy

compleja en proteinas presentes en células eucariotas, involucrando aproximadamente el 50%

de las mismas (Hang 2005; Wopereis 2006). Consiste en la adicion de uno o mas residuos

glucidicos a los aminodacidos que las conforman, en una compleja red de reacciones que

involucran a diversas enzimas (Varki 2009).

El papel de los carbohidratos presentes en glicoproteinas y sus derivados, es

particularmente importante en el desarrollo de organismos multicelulares, ya que su presencia
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es esencial para establecer interacciones entre las células y la matriz extracelular, la regulacion
de la actividad enzimatica, conferir estabilidad y solubilidad a las proteinas secretadas,

modificar la funcionalidad del sistema inmune, entre otros (Hang 2005; Tarp 2008; Varki 2009).

En las glicoproteinas uno o mds glicanos estdn unidos covalentemente al esqueleto
polipeptidico, en general a través enlaces N- u O- glicosidicos. De esta forma, existen dos tipos
principales de glicosilacién de proteinas: la N- y la O-glicosilacion, dependiendo de si el enlace
de unién entre el esqueleto peptidico y el glicido se produce a través de un residuo de

asparragina o una serina o treonina, respectivamente (Figura 4) (Freire 2002; Varki 2009).

4 N

Enlace de tipo O Enlace de tipo N

CH :'j HOCH o (=0
i

0 |
HO 1y H Py H . NH—C—CHy-CH

NOH B/ l0—gH:CH ONDH LAY e

NH

H MNH H NH
Q= 5 C=0)
i . CH
GalNAc Ser GleNAc Asn
g . 5 @ Gle
> E 3 oo e § ® GlcNAc
Ejemplos de 1\1H|n
% Ga
cadenas O } N > ece = ee o NeubAe
> > % ece/ 81 ¥ Fuc
Laea e e ¥ GalNAc

- )

Figura 4. Clasificacion de glicoproteinas segtn el tipo de enlace entre el esqueleto
peptidico y los glucidos. Hay dos familias: N-glicoproteinas y O-glicoproteinas,
dependiendo del tipo de enlace entre el polipéptido y el carbohidrato. En las N-
glicoproteinas los carbohidratos se unen al grupo amino de la cadena lateral del
aminodacido asparragina. En O-glicoproteinas el punto de unidn es el grupo hidroxilo
de las cadenas laterales de los aminoacidos serina y treonina. Los carbohidratos que se
unen directamente a estos sitios son normalmente N-acetilglucosamina y O-
acetilgalactosamina, respectivamente.

Extraido de Freire et al, 2002.

Dentro de las alteraciones moleculares mas notorias de las células cancerosas, se
encuentra la expresidn de antigenos producidos por O-glicosilaciéon incompleta los cuales han

constituido la base de diferentes procedimientos de diagndstico oncoldgico y estan siendo
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evaluados en protocolos de inmunoterapia activa especifica del cancer (Brockhausen 1999,

Freire 2006a, Yu 2007).

Muchos de estos patrones de O-glicosilacion incompleta son marcadores tumorales
importantes. Entre ellos se encuentran algunos motivos tales como Tn, Tk y sialil-Tn (Figura 5),
gue constituyen importantes antigenos asociados a tumor (Yu 2007). La expresidn de algunas
de estas estructuras por los tumores estd correlacionada con un peor prondstico para el

paciente (Freire 2002, Brockhausen 2006, Yu 2007).

La presencia de este tipo de alteraciones en las pautas de modificacion post-
traduccional de las células tumorales, les confiere propiedades relacionadas con la invasividad,
la metastasis (Hakomori 2002), la adhesion tanto a otras células como a la matriz extracelular
(Mannori 1995, Tsuiji 2003) y la evasidon de las respuestas inmunes (Vollmers 2007, Van Kooyk

2008).

El primer paso en la sintesis de los O-glicanos se encuentra catalizado por una familia de
enzimas conocidas como UDP-N-acetilgalactosamina:polipéptido-N-
acetilgalactosaminiltransferasas (ppGalNAcTs), las cuales transfieren un residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) al grupo hidroxilo presentes en residuos de serina o treonina,
dando origen al antigeno Tn. Posteriormente, ocurre un proceso de elongacién de la cadena
donde se afiaden otros glucidos en reacciones catalizadas por otras glicosiltransferasas

especificas (Figura 5) (Wopereis 2006, Alberts 2008, Varki 2009).

Como se podria esperar, teniendo en cuenta las complejas estructuras de O-glicanos que
se encuentran en la naturaleza, existe una gran diversidad de glicosiltransferasas. Sin embargo,
comparten la capacidad de catalizar una reacciéon de transferencia, en la que el grupo
monosacarido de su sustrato dador, un azlcar nucleétido (como el CMP-Acido Sidlico o UDP-N-
Acetil-Galactosamina), se transfiere a un aceptor determinado que, en el caso de las O-
glicoproteinas, es el grupo hidroxilo presente en una serina o treonina (Varki 2009). Este tipo
de glicosilacidn se conoce como glicosilacién tipo mucina, debido a que determina la unién de
las numerosas cadenas oligosacaridicas presentes en las mucinas (glicoproteinas de muy alto

peso molecular que recubren la superficie de diferentes tipos celulares) (Hanisch 2001).
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GlcNAC[1-3 5
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Figura 5. Estructura y biosintesis del “core” de los O-glicanos. La primera etapa de la O-glicosilacion ocurre por la adicién de
GalNAc a un residuo de Thr o de Ser de la cadena polipeptidica. Esta reaccion es catalizada por una ppGalNAc-T (paso 1). Ocho
tipos diferentes de “core” de O-glicanos pueden luego formarse por la actividad de distintas glicosiltranferasas: “core 1” B3Gal-T
(paso 2), “core 2” B6GIcNAC-T (paso 3), “core 3” B3GIcNAC-T (paso 4), “core 4” B6GIcNAc-T (paso 5), “core 5” a3GalNAc-T (paso 6),
“core 6” B6GICNAC-T (paso 7), “core 7” ab6GalNAc-T (paso 8) y “core 8” a3Gal-T (paso 9). Las estructuras sialil-Tn y sialil-TF se
forman mediante sialilacion de los antigenos Tn y TF, en reacciones catalizadas por la a6-sialil-T (paso 10) o la a3sialil-T (paso 11),
respectivamente. En color azul se indican los antigenos carbohidratos asociados a tumor identificados hasta el presente.
T=Transferasa. Modificado de Freire 2002.

3. Inmunoterapia Anti-tumoral

Dada la importancia del cancer como enfermedad a nivel mundial, es permanente la
busqueda de estrategias terapéuticas que permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes.

La introduccién de terapias dirigidas contra mecanismos propios de las células tumorales, ha

10|Pagina



Produccion de Glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn para su aplicacion en
inmunoterapia anti tumoral - Ernesto Rodriguez

sido fruto de mds de tres décadas de notable progreso en la investigacién sobre los
mecanismos de la patogénesis del cancer (Hanahan 2011). Dentro de este contexto, una de las
estrategias mas estudiada en los ultimos afos es la inmunoterapia anti-tumoral: en la que se
busca estimular al sistema inmuno del paciente para que medie la eliminacién de las células

tumorales (Freire 2006a).

Paul Ehrlich, premio Nobel en Fisiologia y Medicina (1908), fue quien propuso por
primera vez la idea de que el sistema inmunitario podia protegernos frente al cancer. Al
observar algunas regresiones espontaneas de tumores propuso la existencia de antigenos
tumorales, es decir, de entidades moleculares especificas de tumor capaces de ser reconocidas
como extrafias por el organismo portador del mismo y generar una respuesta inmune contra

ellas (Strebhardt 2008).

Desde entonces, se han producido muchos avances en el estudio de la interaccidn de las
células tumorales con el sistema inmune. Actualmente, se sabe que el sistema inmunoldgico
establece lo que se denomina un didlogo dindmico con el tumor, que le permite a éste ultimo
modificar sus propiedades fenotipicas y funcionales. Esta nueva concepcién permitié que en el
afo 2002 Dunn et al re-definieran la teoria de la “Inmunovigilancia” en lo que hoy conocemos
como “Teoria de la inmuno-edicién tumoral” (Dunn 2002). El proceso de inmuno-edicién de
tumores transcurre en tres fases conocidas como: Eliminacién, Equilibrio y Escape tumoral

(denominadas las “tres E”, Figura 6) (Dunn 2002, Dunn 2006, Vesely 2011).

El hecho de que las células del sistema inmune sean capaces de reconocer a las células
tumorales mediante el reconocimiento de antigenos asociados a tumor, ha motivado el
desarrollo de la inmunoterapia anti-tumoral, en la que se busca potenciar dicha respuesta de
manera tal de evitar llegar a condiciones de equilibrio, y posterior escape tumoral (Strebhardt
2008). Para lograr esto, pueden utilizarse dos estrategias: inmunoterapia activa, donde se
estimula al propio sistema inmune del paciente a luchar contra el cancer; o inmunoterapia
pasiva, que utiliza componentes del sistema inmune (como los anticuerpos o citoquinas)

producidos en el laboratorio, los cuales desencadenan el ataque a las células tumorales.
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Figura 6. Las tres fases de la inmuno-edicion en cdncer. La inmuno-edicion en cancer es el resultado de
tres procesos que funcionan de manera independiente o secuencialmente, de manera de controlar y
moldear el cancer. Una vez que las células normales se transforman en tumor, por una combinacién de
oncogenes adquiridos y fallas intrinsecas de los mecanismos supresores de tumor, el sistema inmune
puede actuar como un factor de supresidon externo al tumor, eliminando células tumorales y evitando su
crecimiento. En la primer fase de la inmuno-edicidn, la eliminaciéon o inmuno-vigilancia, las células del
sistema inmune innato y adaptativo reconocen moléculas en células transformadas y las destruyen, lo que
genera un retorno a las condiciones normales fisiolégicas del tejido (A). Sin embargo, si la inmunidad anti-
tumoral no puede resolver completamente dicha eliminacidn, las variantes que sobrevivan pueden entrar
en la fase de equilibrio, en la cual las células de la inmunidad adaptativa evitan el crecimiento masivo (B).
Estas variantes pueden, eventualmente, adquirir un fenotipo mas invasivo por la acumulacién de
mutaciones (C). (Abreviaturas: CTLA-4, Proteina-4 asociada a linfocitos T; IDO, indoleamina 2,3-
desoxigenasa; IFN, interferdn; IL, interleuquina; Mo, macréfago; MDSC, células supresoras derivadas del
progenitor mieloide; NK, natural killer; NKG2D, NK grupo 2, miembro D; PD-L1, ligando de muerte celular
programada 1; TGF-B, Factor de crecimiento transformante-f; TRAIL, Ligando inductor de apoptosis
relacionado al factor de necrosis tumoral; Treg, linfocito T regulador; VEGF, Factor de crecimiento

endotelial).

El advenimiento de los anticuerpos monoclonales en la inmunoterapia pasiva sugirié una

posibilidad de dirigir la respuesta y destruir tumores utilizando anticuerpos especificos contra

antigenos asociados a tumor. Este enfoque depende, en parte, de encontrar antigenos
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asociados a tumor que se encuentren en la superficie de la célula tumoral. En particular, han
sido muy sorprendentes los resultados obtenidos en el tratamiento de cancer de mama,
utilizando un anticuerpo monoclonal humanizado llamado Trastuzumab (Herceptin) cuyo
blanco molecular es la molécula HER-2/Neu, sobre-expresada en un cuarto de pacientes de

cancer de mama (Slamon 1989, Hortobagyi 2005).

Otro tipo de estrategias terapéuticas utilizadas en cancer involucran el uso de vacunas.
Diferentes métodos han sido evaluado para el disefio de vacunas que pueden ser utilizadas
para tratar pacientes con cancer. En este sentido las vacunas ideales son aquellas basadas en
antigenos tumorales capaces de establecer una inmunidad anti-tumoral mediada por células T,

en particular un perfil Thl (Clemente 1996, Linley 2011).

Se han desarrollado diversas vacunas anti-tumorales basadas en diferentes TAAs, como
por ejemplo mucinas sobre-expresadas en diversos tipos de cancer. En particular, los ensayos
clinicos llevados a cabo para evaluar la capacidad terapéutica de las mucinas en pacientes con
cancer, se basan en la utilizaciéon de péptidos de la mucina MUC1, principalmente para cancer
de mama y colon (Byrd 2004, Vlad 2004). Por otro lado, también se han obtenido vacunas
contra el cancer basadas en TACAs, llegando algunas a ser evaluadas en ensayos clinicos. En
este sentido, han sido ampliamente estudiadas algunas vacunas que contienen TACAs de O-

glicosilacién simple (Tabla Ill).

Las vacunas basadas en TACAs generalmente involucran la obtencién de motivos
carbohidratos, ya sea de origen natural o sintetizadas quimicamente, conjugados a moléculas
que actian como carriers, como péptidos o proteinas. Una de las estrategias mas utilizadas en
la Ultima década ha sido el desarrollo de vacunas basadas en TAAs proteicos (en particular,
mucinas sobre-expresadas en diferentes tipos de cancer) portando dentro de su estructura
determinados TACAs, ya que cada vez mas trabajos demuestran la importancia de los
carbohidratos en la estructura de los marcadores tumorales en las mucinas, y que su presencia
puede ser esencial para obtener un inmundgeno eficaz. Por ejemplo, se ha reportado que
pacientes con cancer de mama son capaces de producir anticuerpos anti-MUC1 que reconocen
mejor péptidos derivados de MUC1 glicosilados que péptidos sin glicosilar (von Mensdorff-
Pouillym 2000). Por otra parte, determinados estudios estructurales han mostrado que el
antigeno Tn participa en el reconocimiento inmune del tumor ya que es reconocido por

anticuerpos anti-MUC1 obtenidos luego de inmunizacion con células de un tumor de ovario
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(Byrd 2004). Asimismo, cuando el antigeno Tn es presentado sobre un péptido MUC1
conjugado a la KLH (MUC1:Tn-KLH), induce la produccién de niveles mas elevados de
anticuerpos anti-Tn que cuando se encuentra directamente conjugado a la KLH (Tn-KLH)
(Kagan 2005). Ademas, el glicoconjugado MUC1:Tn-KLH es capaz de producir niveles mas
elevados de anticuerpos especificos contra el péptido MUC1 que el conjugado no glicosilado

MUC1-KLH (Freire 2006a).

Tabla lll. Vacunas conjugadas utilizando TACAs de O-glicosilacion simple.

Vacuna Tipo de Respuesta Inmune Provocada/ Referencia
Cdancer Efecto Terapéutico
IgM e IgG con poco reconocimiento por
células LSC. Slovin
Tn-KLH Proéstat S ., .
n rostata Disminucion de la progresion de cancer de 2003
prostata.
. Escasa producciéon de IgM que no reconocen Slovin
Tn-PAM Prostata células LSC. 2003
Ovario Produccion de IgM que reconocen células Maclean
sTn-KLH e tumorales humanas. 1996
Citotoxicidad dependiente de Complemento.
STn-KLH Colorectal Produccion de IgM + IgG que no reconocen Adluri
(metastasico) los TACA nativos. 1995
Produccion de I1gM que no reconocen células .
. Slovin
TF-KLH Prostata tumorales humanas.
. 2005a
Decrece progresion de PSA.
Ovario Producuon de 1gM e IgG que reconocen MacLean
TF-KLH (metastsico) células tumorales humanas. 1996
Citotoxicidad dependiente de Complemento
Alta produccion de anticuerpos que Kagan
MUC1:Tn-KLH reconocen el antigeno Tn y células tumorales. -
., . . 2005
Produccion de anticuerpos anti MUC1.
(MUC2-Tn)-KLH + Préstata Produccion de I1gM + 1gG Slovin
GloboH-KLH Citotoxicidad dependiente de Complemento 2005b

LSC: Células Lin'Sca-l+CD49fh 9h. pSA: Antigeno Especifico de Préstata; PAM: Tripalmitil-S-gliceril-cisteilserina; KLH:
Hemocianina del molusco “Lapa Californiana”.

La obtencidn de glicoproteinas o glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn a partir de
tejidos naturales es una tarea muy compleja y econdmicamente poco rentable a gran escala
dada la baja concentracion de las estructuras de interés en la compleja mezcla presente en
dichas muestras. La sintesis quimica ha sido una solucién ampliamente utilizada para este fin.
Sin embargo, requiere numerosos pasos de proteccién y de desproteccion, debido a la
presencia de multiples hidroxilos de similar reactividad, lo que hace que los rendimientos

obtenidos generalmente sean muy bajos y dificulta la produccion a gran escala. Ademas, la
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obtencién de compuestos esteroespecificos suele ser dificultosa. Dentro de este contexto, una
alternativa interesante a la sintesis quimica es la utilizacidn de enzimas que participan in vivo
en el metabolismo de dicho carbohidrato, como las ppGalNACT (Freire 2006a). Dichas enzimas
han sido ampliamente utilizadas para el desarrollo de diferentes glicopéptidos conteniendo el
antigeno Tn, algunas de las cuales han sido utilizadas en ensayos clinicos (Freire 2006a, Freire

2006b, Freire 2011).

4. Antecedentes inmediatos de este trabajo

Como se dijo anteriormente, la obtencién de apomucinas glicosiladas constituye un
interés particular en el desarrollo de vacunas contra el cancer. Sin embargo, la tolerancia por
parte de las células T a los antigenos propios, como las mucinas humanas, puede limitar su

eficiencia en este tipo de estrategia.

Como una forma de intentar evitar dichas reacciones de tolerancia, resulta de gran
interés el estudio de dos péptidos derivados de apomucinas de origen parasitario disponibles
en nuestro laboratorio. En el presente trabajo realizamos la sintesis de dos glicopéptidos hemi-
sintéticos conteniendo el antigeno Tn, conjugando mediante transferencia enzimatica un

grupo GalNAc a dichos péptidos.

Uno de ellos es derivado de Fasciola hepdtica (denominado Fhmuc), el cual ha sido
recientemente identificado mediante andlisis del transcriptoma del estadio invasivo juvenil del
pardsito como el cDNA mds redundante dentro de un grupo de transcriptos que
probablemente se expresen durante la etapa de infeccidn en el hospedero mamifero. Ademas,
dicha secuencia posee un péptido seial, sugiriendo que esta glicoproteina es secretada por el
pardsito y puede interaccionar con las moléculas del hospedero (Cancela, resultados no
publicados). Dicho péptido, cuenta con un alto contenido de residuos hidroxilados, 29 en total
(15 serinas y 14 treoninas), de las cuales 25 constituyen sitios potenciales de O-glicosilacion,

segln el algoritmo NetOGlyc (Julenius 2005).

El segundo de ellos, al que denominamos Egmuc, es una apomucina derivada de
Echinococcus granulosus. El mismo fue identificado y clonado durante la caracterizacién del
transcriptoma del estadio larvario del pardsito (Fernandez 2002) y se compone de 58
aminodcidos que se organizan en tres regiones diferentes: i) un extremo N-terminal con un
péptido sefal, seguido de una regidn rica en aminodcidos acidos, ii) una regidn central con alto

numero de sitios potenciales de O-glicosilacion vy iii) un extremo hidrofébico C-terminal. En
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general, cuenta con 23 residuos hidroxilados (9 serinas y 14 treoninas), de las cuales 16 son
sitios potenciales de O-glicosilacion de acuerdo con el algoritmo NetOGlyc (Julenius 2005). La
secuencia de aminodacidos de Egmuc presenta una muy baja similitud en comparacién con las
mucinas humanas, como demuestran analisis de homologia de secuencia con proteinas

existentes en bases de datos.

Tabla IV. Secuencias primarias de las apomucinas de las que derivaron los péptidos utilizados en este
trabajo.

Péptido Secuencia

MGTLQIFILLLLTAHTFAYSHEYYGEEDLTTSTTTTSTTWTTVAKATSQMSLLSP

Egmuc STPLHLFTSLLLFITSYAL
thmue | MVRTLSVLLLVVVCLRGVINTQNNESNASQSSSPTASSTASVNTSSDASTTSSTMITESSTSTATVSSESAPSSTV

En rojo se marca el péptido sefial y en azul las serinas o treoninas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
G

1. Hipdtesis

Teniendo en cuenta que las vacunas portando el antigeno Tn evaluadas en ensayos
clinicos no han tenido los efectos terapéuticos buscados, probablemente por el desarrollo de
tolerancia inmunoldgica, al utilizar mucinas humanas como carriers de dichos carbohidratos,
nos formulamos como hipétesis que glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn derivados de
mucinas de origen parasitario, podrian potenciar una respuesta inmune contra dicho
antigeno presente en células tumorales, sin que se presenten problemas de tolerancia

inmunoloégica ya que el péptido portador del antigeno Tn no es propio del hospedero.
2. Objetivos

2.1. Objetivo General
El objetivo general de este trabajo final de carrera fue obtener glicopéptidos
conteniendo el antigeno Tn mediante la transferencia enzimatica de grupos GalNAc a
péptidos derivados de apomucinas de origen parasitario, y realizar una caracterizacion

primaria de su inmunogenicidad.
2.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos fueron los siguientes:

e Optimizar un ensayo para medir la actividad ppGalNAcT.

e Optimizar la sintesis de glicopéptidos Tn y purificar los mismos.

e Evaluar la antigenicidad de los glicopéptidos producidos.

e Estudiar la capacidad de los glicopéptidos producidos de estimular linfocitos T.

® Analizar la internalizacién de los glicopéptidos Tn por células dendriticas.
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MATERIALES Y METODOS
G

1. Ratones

Se utilizaron ratones hembras C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones fueron
adquiridos en la Division de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca. Estos fueron mantenidos en la Unidad de Reactivos para Biomodelos de
Experimentacién (URBE - Facultad de Medicina), en un ambiente controlado, con temperatura
entre 19 y 212 C y ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los animales fueron
alojados en jaulas con filtro y recibieron agua y racién estéril, administradas en condiciones ad
libitum. Los diferentes protocolos de experimentacién con animales utilizados en este trabajo
fueron aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) de la

Universidad de la Republica.

2. Péptidos sintéticos

Los péptidos sintéticos fueron obtenidos de SBS Bio Beijing SBS Genetech Co. Ltd (China)

6 Peptide 2.0 Inc . (USA). La secuencia de los mismos se detalla en la tabla V.

Tabla V. Secuencias aminoacidicas de los péptidos utilizados.

Nombre

Egmuc
Egmuc2

Fhmuc

Secuencia N°AA*  Hidroxi
AA*
YSHEYYGEEDDLTTSTTTTSTTLTTVAKATSQMSLLSPSTPLHAITSLLLFITSYALL 58 23
GEEDDLTTSTTTTSTTLTTVAKATSQMSLLSPSTPLHAIT 40 19
VSSDASTTSTTMTARSSSASATASSETRAPSSTMTTQNASTTSGSVRLPIQTTRCILLFIFGVAFF 66 29

Sitios*
O-glic.
16

19

25

*Abreviaciones: AA, Aminodcidos; Hidroxi AA, Aminodcidos hidroxilados (Serinas y Treoninas); Sitios O-glic, Sitios potenciales
de O-glicosilacion segun el algoritmo NetOGlyc (Julenius 2005).

3. Obtencion de OSM, aOSM y dOSM

Como estandar de antigeno Tn se utilizé la mucina submaxilar ovina desialilada (aOSM).
La misma se obtuvo mediante el proceso de desialilacién quimica de la OSM, la cual fue aislada
de la glandula submaxilar de oveja segun el proceso descrito en Horowitz et al, 1964. La
eliminacion del 4cido sidlico presente en dicha mucina hace que se exponga un alto contenido
de antigeno Tn. Para ello, se incubd la misma con acido clorhidrico 0,01 N durante 1 hora a 80

oC. Luego, se enfrié en bafio de agua hasta temperatura ambiente, se neutralizd utilizando
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hidréxido de sodio 1 N y posteriormente, se dializé durante 24 horas contra solucion de Buffer
Fosfato Salino (PBS) o Buffer Acetato de Sodio 50 mM pH 4.5, de acuerdo a su posterior
utilizacion como estdndar de contenido Tn o para la posterior deglicosilacién quimica,

respectivamente.

La variante deglicosilada (dOSM) se utilizd como sustrato aceptor modelo en la
optimizacion de un ensayo de actividad ppGalNAcT. Para su obtencién se efectué una
deglicosilacidon quimica total de la aOSM dializada contra Buffer Acetato de Sodio 50 mM pH
4.5, por incubacién con Periodato de Sodio 10 mM durante 1 hora a Temperatura Ambiente,

seguido de dialisis durante 24 horas contra PBS.

4. Enzimas ppGalNAcTs

Se utilizaron las enzimas ppGalNAcT2, T3 y T6 humanas. Las mismas habian sido

producidas en un sistema de expresién de baculovirus, como se describe en Freire et al, 2011.
5. Cuantificacion de Proteinas

La determinacién de la concentracién de proteinas fue realizada mediante el método del
acido bicinconinico (BCA) (Smith 1985), el que basa en que dicho compuesto es capaz de
formar un complejo de color purpura intenso con iones Cu” en medio alcalino. Este complejo
absorbe la luz visible. El reactivo permite monitorear el ién cuproso (Cu’) producido en una
reaccion entre las proteinas y el ién cuprico (Cu®). El método del acido bicinconinico, posee la
ventaja de presentar escasas interferencias con compuestos presentes en el buffer o que se
encuentren en las muestras. La reaccion se realizd agregandole a 10 pL de diferentes
diluciones de la muestra en PBS y 200 uL de reactivo, preparado con una soluciéon de BCA
(Sigma, EE.UU) y sulfato de cobre, en una relacion de partes 50:1. Posteriormente se incubd 1

hora a 37°C, para luego medir a 570 nm la formacién del complejo.

6. Ensayos de Glicosilacion in vitro

Las glicosilaciones in vitro fueron realizadas mediante la incubaciéon a 372 C de los
péptidos (Fhmuc, Egmuc o Egmuc2) o dOSM con las diferentes ppGalNAcTs (T2, T3, T6), en
presencia de UDP-GalNAc (Uridina-5-difosfo-N-acetilgalactosamina, Fluka). La reaccion se
realizd en Buffer Imidazol 50 mM pH 7.2, conteniendo MnCl, 15 mM y Triton X-100 0,1%.

Asimismo, se utilizd un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) para evitar la degradacién
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del sustrato peptidico. Se ensayaron diferentes condiciones de tiempo de reaccidn (entre 6
horas y 48 horas), relacion enzima/sustrato y equivalentes de UDP-GalNAc por equivalentes de
Serina y Treonina en el sustrato aceptor. Los ensayos analiticos se realizaron en un volumen
final de 50 UL (25 pg de péptido), mientras que los semi-preparativos en 500 pL (250 ug de
péptido).

7. ELISA para la deteccion del antigeno Tn o de los péptidos

La deteccién del antigeno Tn y los péptidos fue realizada mediante la técnica de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para ello se sensibilizaron placas de 96 pocillos (NUNC,
Dinamarca) durante toda la noche a temperatura ambiente con diluciones de las mezclas de
reaccion de glicosilacion (1-2 ug de péptido por pocillo). Asimismo, se sensibilizaron por
duplicado con al menos 5 concentraciones diferentes de aOSM comprendidas entre 10 ng/mL
y 1 pug/mL. Posteriormente, se efectuaron 3 lavados con PBS con Tween 0.1% (PBS-T), y se
bloqued con gelatina 1% en PBS durante una hora a 372C. Luego de 3 lavados, se incubd con el
anticuerpo primario en PBS conteniendo 0.05% de gelatina y 0.05% de Tween (PTG) por una
hora a 372C. A continuacién se lavé 3 veces con PBS-T, para luego incubar durante 1 hora a
372C con el anticuerpo secundario en PTG. Luego, se llevaron a cabo nuevamente 3 lavados
con PBS-T para posteriormente incubar con la solucién de revelado. El revelado consistio en o-
Fenilendiamina 0,5 mg/mL (OPD) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y peréxido de hidrégeno
0,12% en buffer citrato-fosfato 0.1 M pH5, y el desarrollo de color fue cuantificado con un

lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS) midiendo absorbancia a 492 nm.

Para la deteccion del antigeno Tn se utilizd el anticuerpo monoclonal 83D4, capaz de
reconocer el antigeno Tn formando clusters de al menos dos residuos de GalNAc (Osinaga
2000). El anticuerpo secundario utilizado en este ensayo el anti-lgM de ratdén conjugado a

peroxidasa (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

Para la determinacién de los péptidos se utilizaron sueros anti Egmuc o Fhmuc,
producidos previamente en el laboratorio en ratén o conejo, respectivamente. Asimismo, se
utilizaron anticuerpos anti-inmunoglobulinas totales de ratén o de conejo conjugados a

peroxidasa, segun el caso.
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8. Digestion de péptidos

Dada la baja solubilidad que presentaban los péptidos Egmuc y Fhmuc, se realizé un
analisis de hidrofobicidad de los mismos utilizando el software disponible on line ProtScale que
utiliza el algoritmo de Kyte-Doolittle (http://web.expasy.org/protscale). A partir de este
analisis se disefiaron estrategias para eliminar zonas altamente hidrofébicas de los mismos.
Para ello se utilizaron dos protocolos de clivaje: quimico, utilizando el acido 2-nitro 5-
tiocianobenzoico (NTCB, por su sigla en inglés Nitro-ThioCyanoBenzoic Acid); o enzimatico,

utilizando la proteasa tripsina.

El clivaje de Fhmuc se realizd utilizando como agente de corte el NTCB, el cual puede
clivar un polipéptido en el extremo carboxilo de una cisteina. Se utilizé un protocolo
previamente reportado (Jacobson 1973), con modificaciones. Brevemente, 35 ug de péptido se
incubd a 372C durante 30 minutos junto a NTCB 5 mM en PBS, en presencia o ausencia de
Urea 0,5 M o Ditiotreitol (DTT) 1 mM. Luego de este tiempo, se ajustd el pH a 9 utilizando
NaOH 1 N, y se incubd nuevamente durante una hora a 502C, lapso después del cual se realizé

una dialisis de 24 horas contra PBS.

La proteasa Tripsina, que hidroliza especificamente los enlaces peptidicos de los
extremos carboxilicos de los aminoacidos Arginina o una Lisina, fue utilizada para el clivaje
enzimatico de Egmuc. Para ello 10 g de péptido se incubaron en Buffer Tris-HCI 88 mM pH 8
junto a Tripsina en una relacién masa:masa de 1:50 y 1:20 en presencia o en ausencia de Urea
0,7 M durante 24 horas a 379C, para lo que se utilizd un termociclador T Gradient

Thermocycler, Biometria.

El andlisis de las digestiones se siguié mediante SDS-PAGE, Western Blot o por

Isoelectroenfoque, segln se indica oportunamente.
9. Purificacion de glicopéptidos

La purificaciéon de los glicopéptidos se realizé por cromatografia de afinidad, una técnica
basada en una interaccién reversible entre una molécula de interés y un ligando unido a un
soporte sdélido, como por ejemplo la Agarosa. En el presente trabajo se utilizé la lectina de
Helix Pomatia, que reconoce residuos de GalNAc terminales, unida covalentemente un gel de

agarosa (Sigma Aldrich, Estados Unidos).
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Para ello, en primer lugar se equilibré en Buffer PBS mediante un lavado de al menos 5
volimenes de columna, y luego, la adsorcién de los glicopéptidos se realizé incubando, junto al
gel, en batch 500 pL de las mezclas obtenidas luego de las reacciones de glicosilacion.
Posteriormente se lavdé con 5 a 10 volimenes de matriz de PBS. Subsiguientemente, se
empaquetd el gel en forma de columna en un soporte de 10 mm de didmetro interno,
obteniendo una altura de 10 mm. Luego, se procedié a eluir el glicopéptido por competencia
con dos voliumenes de GalNAc 50 mM en PBS y luego por cambio de pH mediante la circulacion
de 2 volimenes de matriz de Glicina 0.1 M con NaCl 0,15 M pH 2.4. Las fracciones de elucion
se colectaron en volumenes de aproximadamente 0,5 mL. Las correspondientes a la elucién

acida fueron neutralizadas con Buffer Tris 1 M pH 9.
10. SDS-PAGE e Isoelectroenfoque

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) y reductoras se utilizaron geles homogéneos de 20% de acrilamida (PhastGel
Homogeneous — 20, GE Healthcare, Estados Unidos). Las corridas se realizaron en equipo
PhastSystem (Pharmacia, Uppsala, Suecia) segun las especificaciones del fabricante. Las
muestras a analizar fueron pre-tratadas de la siguiente forma: 25 pL de la muestra se
mezclaron con 25 plL de buffer de muestra (Buffer Tris/HCl 10 mM pH 8,0, suplementado con
EDTA 1 mM, SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 10 mM y azul de bromofenol 0,05%). La
mezcla se calenté durante 5 minutos en bafio de agua a ebullicion. Se dejé enfriar y se utilizd
para el analisis. En la corrida electroforética se incluyeron estandares de peso molecular (14,4
— 97,0 KDa, Pharmacia, Suecia). Los geles se revelaron mediante tincién con plata, siguiendo

una secuencia de pasos indicados por el fabricante.

El Isoelectroenfoque también se realizé utilizando el equipo PhastSystem, pero en este
caso con geles con gradiente de pH (PhastGel IEF — 3-9, GE Healthcare, EstadosUnidos). Las
muestras se dializaron contra agua antes de la realizacién del ensayo. El revelado se realizd

también por tincién con plata.
11. Western Blot, Lectin Blot y Dot Blot

Para la realizacion del Lectin Blot se sembré un volumen de los productos de las
reacciones de glicosilacién o los controles correspondiente a 15 pg de (glico)péptido en un gel
de poliacrilamida al 15%. La corrida electroforética se realizé a 200 V y fue seguida de

electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa. Alternativamente, se realizaron analisis
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por Dot Blot, en los que 2,5 ug de las muestras fueron sembrados sobre una membrana de
nitrocelulosa, utilizando protocolos convencionales. Asimismo, se realiz6 Western Blot de las
digestiones del péptido Egmuc con tripsina, para lo cual 10 pg del péptido o de los productos

de digestidn se corrieron en un gel de poliacrilamida al 20% y se transfirieron a nitrocelulosa.

Las membranas se bloquearon durante toda la noche a 42C con seroalbimina bovina
BSA 3% en PBS. Luego se hicieron 3 lavados con Buffer PBS con Tween 0.1% (PBS-T) durante 10
minutos. Para determinar la presencia del antigeno Tn, se incubd con la lectina de Vicia Villosa,
gue reconoce especificamente grupos de GalNAc, la cual tiene conjugada Biotina (Sigma,
Estados Unidos), en BSA 1% en PBS. Posteriormente, se realizaron nuevamente tres lavados
con PBS-T y luego se incubd con estreptavidina conjugada a peroxidasa. Para detectar la
presencia de los péptidos Egmuc y Fhmuc se incubd con sueros policlonales especificos para
los mismos de ratén o conejo, respectivamente, en BSA 1% en PBS. Luego de los
correspondientes lavados, se realizd una incubacidn con anticuerpos anti-ratén o anti-conejo

conjugados a peroxidasa, segln correspondiera.

En ambos casos, el revelado se realiz{o por detecci{on de quimioluminisencia luego de
incubar durante un minuto con el reactivo ELC Western Blotting Syste (Amersham, Estados

Unidos) y se reveld sobre una placa fotografica.
12. Evaluacion de la Respuesta Inmunolégica Celular

Grupos de 3 ratones C57BL/6 fueron inmunizados de forma sub-cutdnea en la base de la
cola con Fhmuc o Tn-Fhmuc (15 pg) en Adyuvante Completo de Freund (CFA). Transcurridos 8
dias se extrajeron los ganglios drenantes, los cuales fueron disgregados. Las células obtenidas
fueron re-estimuladas con distintas concentraciones de los antigenos (entre 1 ug/mL y 30
ug/mL) por 3 dias a 372 C en medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI), conteniendo
L-glutamina (2.05 mM), y suplementado con suero fetal bovino (SBF) 10%, penicilina 100
U/mL, estreptomicina 0,1 mg/mL y B-mercaptoetanol 0,05 mM (RPMI completo). Los
sobrenadantes fueron colectados para la determinacién de citoquinas (IL5, IL17 e INFy) por
ELISA. Para ello, placas Nunc de 96 pocillos fueron sensibilizadas con anticuerpos primarios
especificos de cada citoquina (BD Bioscience) toda la noche a 42 C. Se bloqued con BSA 1% en
PBS-T por 1 hora a 372 C. Diferentes diluciones de los sobrenadantes, asi como los estandares
de cada citoquina utilizados para las curvas de calibracion, se incubaron por 1 hora a 372 C.

Luego se incubd con los anticuerpos secundarios conjugados a biotina utilizados se incubaron
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durante 45 minutos a 372C y posteriormente con estreptavidina-peroxidasa durante 30
minutos a 372C. El sistema de revelado consistié en OPD 0,5 mg/mL y perdxido de hidrogeno

0,12 % en Buffer citrato-fosfato pH 5, como indicado anteriormente.
13. Generacion de BMDCs

Se generaron células dendriticas derivadas de médula dsea (BMDC, por su sigla en inglés
Bone Marrow Derived Dendritic Cells) a partir de precursores de la médula dsea de femures y
tibias de ratones C57BL/6. Se cortaron las extremidades de los huesos y haciendo uso de una
jeringa de 1 mL se extrajeron las células progenitoras en medio RPMI completo. Las mismas se
contaron y se llevaron a una dilucién de 2,0 x 10° células/mL en medio RPMI completo
suplementado con 0,5% del Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Monocitos (GM-
CSF, por su sigla en inglés Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor). Una vez
llevadas a la concentracién deseada, las células precursoras de células dendriticas se
depositaron en placas de petri a razéon de 10 mL por placa. Al tercer dia se observaron las
células y en caso de presentar islotes se adicionaron 5 mL de medio RPMI completo con 0,5%
GM-SCF. Del dia 7 a 9 las células en suspension se colectaron y se contaron para llevarlas a la

concentracién requerida para cada experimento.
14. Internalizacion de antigenos por BMDC

La internalizacién de antigenos por BMDC se evalud por citometria de flujo y por
microscopia confocal. Para ello, primeramente se marcaron los antigenos con una sonda
fluorescente ATTO-647 (Fluka, Estados Unidos). Fhmuc y Tn-Fhmuc fueron incubados con
ATTO-647 (10 pg/ul) en Buffer Bicarbonato 0,3 M pH 9,5 por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, los péptidos fueron dializados utilizando una membrana de didlisis (Peso
molecular de corte 1500 Da; Pierce) por 24 hrs a 42 C. Para la evaluaciéon de la internalizaciéon
por citometria de flujo, se incubaron BMDC (2x10° celulas/pocillo) con los péptidos-ATTO-647
(2,5 uM) por 1 hora a 372 C 6 a 42 C (control). Transcurrida la incubacién se efectuaron dos
lavados en PBS conteniendo azida de sodio 0,1% y SBF 2%, en adelante Buffer FACS. A
continuaciéon las BMDC fueron incubadas con un anticuerpo anti-CD11c conjugado a
Ficoeritrina (PE, por sus sigla en inglés PhycoErythrin) lo que permitio evaluar la intensidad de
fluorescencia correspondiente a la internalizacion de los péptidos-ATTO-647 por células células
CD11c’ por citometria de flujo. Alternativamente, las BMDCs previamente incubadas con los

antigenos marcados, fueron depositadas en ldminas de vidrio previamente lavadas y tratadas
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con alcohol 95%. Una vez secas, las células fueron incubadas por 30 minutos a 4 2C con el
anticuerpo especifico anti-CD11c conjugado a PE y posteriormente fijadas con formaldhehido
al 0,37% en buffer FACS. Los preparados fueron montados con glicerol 80% estéril y analizados

en un microscopio confocal (Nikon).

15. Andlisis Estadistico

Las variables cuantitativas se analizaron mediante el test de la t de Student. Valores de p
menores a 0,05 o 0,01 (sefializados en las gréficas con un *) se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
G

1. Optimizacion de un ensayo de actividad ppGalNAcT

En el presente trabajo, para la obtencion glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn, se
disponia de diversos lotes de las enzimas recombinantes ppGalNAcT2, T3 y T6 de origen
humano, obtenidas como el sobrenadante del cultivo de células de insecto infectadas
mediante el sistema de baculovirus (Freire 2011). En primera instancia nos propusimos ajustar
las condiciones dptimas de transferencia de GalNAc a nuestros péptidos en escala analitica,
para luego llevarlas a escalas semi-preparativas o preparativas. Para ello fue necesario poder

determinar la actividad ppGalNACT de las diferentes enzimas y de sus diversos lotes.

Por esto, se procedid a la optimizaciédn de un ensayo capaz de determinar la
transferencia de GalNAc por parte de las ppGalNACcT, a través de la deteccion y cuantificacién
del antigeno Tn, utilizando como base un ensayo tipo ELISA. Para ello, se utilizé un anticuerpo
monoclonal murino, denominado 83D4, especifico para el antigeno Tn (Osinaga 2000).
Asimismo, se utilizd6 como sustrato aceptor modelo la mucina submaxilar ovina deglicosilada
guimicamente con meta-periodato de sodio (dOSM). El contenido de antigeno Tn se expresd
en Unidades Arbitrarias que se denominaron Unidades de Antigeno (UA) comparando la
reactividad en ELISA de las muestras con una curva de diferentes concentraciones de asialo-
OSM (a0SM), que se utilizé como estandar de Tn. Una UA se definid como la reactividad anti-

Tn, correspondiente al valor de absorbancia a 492 nm, de una solucién de 10 ng/mL de aOSM.

Se realizaron varios controles de la reaccién de glicosilacién de dOSM. Por un lado, se
incubd una mezcla de reaccidn en las mismas condiciones pero en ausencia UDP-GalNAc, en la
que no se dara la transglicosilacion por ausencia del dador de GalNAc, razén por la que se
utilizé6 como blanco para el calculo de las UA. No se utilizé un control sin ppGalNACT dado que
el sobrenadante de cultivo en el que se encontraban las enzimas presentaba cierta reactividad
en el ensayo de ELISA (Resultados no mostrados). Sin embargo, con el primer control descrito,
se estd controlando la reactividad de los sobrenadantes. Por otro lado, se llevd a cabo el
ensayo sin del sustrato aceptor de GalNAc, en este caso dOSM, por lo que la reactividad con el
anticuerpo anti-Tn de esta mezcla podria corresponder a la glicosilacidon propia de la enzima o
de otros componentes proteicos presentes en el medio de cultivo en el que se encuentra la

misma.
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En una primera instancia se evalué la transferencia de GalNAc variando la concentracion
de los sustratos dadores y aceptores de la enzima (UDP-GalNAc y dOSM). Para ello, diferentes
concentraciones de cada uno se incubaron a 37°C con el mayor volumen de enzima posible (30
uL) durante 24 horas y en presencia de concentraciones fijas del otro sustrato, en un volumen

final de 50 L.
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Figura 7. Estudio de la influencia de la concentracion de dOSM (a) y de UDP-GalNAc
(b) en la transferencia de GalNAc a la dOSM. Para realizar dichos estudios, se incubd
ppGalNACT2 con dOSM (20, 100 y 200 ug/mL) y UDP-GalNAc (1,0 — 4,0 mg/mL) en
buffer de reaccién durante 24 horas a 37°C. En a) se utilizé una concentracion fija de
UDP-GalNAc de 4 mg/mL, mientras que en b) la concentracién de dOSM fue de 100 pg.
*Diferencia significativa (p < 0,05) entre las condiciones indicadas. n=3.
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En la Figura 7 se muestra que a partir de los 100 pug/mL de dOSM o de 3 mg/mL de UDP-
GalNAc, no se obtiene diferencias significativas en el grado de transferencia de GalNAc con
respecto a las concentraciones mayores, por lo que podemos afirmar que a partir de esas
concentraciones nos encontramos en condiciones de saturacién. Por lo tanto, estas
condiciones fueron las que se eligieron para realizar a continuacién un estudio cinético, donde
se midio la transferencia de GalNAc a diferentes tiempos. Los resultados de este estudio se
muestran en la Figura 8, donde se puede ver que existe una relacién lineal entre las Unidades

de Antigeno y el tiempo entre las 6 y las 24 horas.
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Figura 8. Estudio cinético para la determinacion del tiempo déptimo del
ensayo de actividad. 30 pL de ppGalNACT2 se incubaron con dOSM (100
ug/mL) y UDP-GalNAc (3,0 mg/mL) en buffer de reaccién a 37°C durante 6
a 32 horas. Se obtuvo linealidad entre el tiempo y las Unidades de
antigeno entre las 6 y las 24 horas de reaccién, con un R? = 0,9953.

Luego de estos ensayos se seleccionaron como condiciones o&ptimas para la

determinacion de la actividad ppGalNACT:

e [dOSM] =100 pg/mL.

e [UDP-GalNAc] =3 mg/mL.

e Tiempo de incubacion: 24 horas.

e Se definié la Unidad de Enzima como la cantidad de enzima necesaria para
obtener un cambio de 1 UA en 24 horas, en las condiciones del ensayo.
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Si bien este método utiliza tiempos prolongados comparando con los utilizados en
ensayos clasicos de actividad ppGalNACT (Freire 2004), nos permitié contar en el laboratorio
con un ensayo para estimar la actividad de los diversos lotes de las diferentes enzimas

ppGalNACT para luego poder optimizar la sintesis de glicopéptidos.

En la Tabla VI se muestra un ejemplo de determinacidn de la actividad ppGalNACcT, de
diferentes lotes de enzimas disponibles en el laboratorio. La curva de calibracidn utilizada para
calcular las unidades de antigeno de dicha determinacion de actividad se muestra en la Figura
9. Como se observa en la Tabla VI los diversos lotes contenian diferente actividad ppGalNAcT y
que, gracias a la puesta a punto del ensayo de actividad enzimdtica, fue posible tratarlos

homogéneamente.

Tabla VI. Determinacion de la actividad ppGalNAcT de diferentes lotes de enzima.

ppGalNACcT2 Lote |

ppGalNACcT2 Lote Il

Aprom Al A2 Aprom Al A2
Glicosilacion 0,574 0,598 0,550 0,395 0,402 0,388
Control sin
UDP GalNAc 0,187 0,205 0,168 0,122 0,149 0,095
Actividad 1141,3 UE/mL Actividad 754,2 UE/mL
ppGaIlNACT3 Lote | ppGaINACT3 Lote I
Aprom Al A2 Aprom Al A2
Glicosilacion 0,370 0,384 0,356 0,408 0,48 0,336
Control sin
UDP GalNAc 0,145 0,122 0,168 0,139 0,102 0,176
Actividad 592,0 UE/mL Actividad 740,7 UE/mL
ppGalNACT6 Lote | ppGalNACT6 Lote Il
Aprom Al A2 Aprom Al A2
Glicosilacion 0,328 0,337 0,319 0,334 0,369 0,298
Control sin
UDP GalNAc 0,134 0,140 0,127 0,144 0,106 0,181
Actividad 488,9 UE/mL Actividad 473,7 UE/mL

30 pL de cada enzima se incubaron durante 24 horas a 37°C con dOSM (100 pg/mL) y UDP-GalNAc (3
mg/mL) en Buffer de reaccion, en un volumen final de 50 pL. Se muestran los datos de las enzimas sin

diluir. Resultados similares de actividad se obtuvieron con diluciones de las mismas.
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Figura 9. Curva de calibracion para la determinacion de la cantidad
de Unidades de Antigeno. Placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas
durante toda la noche con 1 g de dOSM a temperatura ambiente. La
deteccion del antigeno Tn se realizé utilizando el anticuerpo
monoclonal 83D4 especifico anti-Tn, como se detalla en Materiales y
Métodos. Se observd linealidad entre Absorbancia a 492 nm vy las
Unidades de antigeno hasta al menos 100 UA.

2. Sintesis de Glicopéptidos
2.1 Utilizando los péptidos Fhmuc y Egmuc

Para la produccion de glicopéptidos se utilizaron como sustratos aceptores de GalNAc
dos péptidos sintéticos derivados de proteinas tipo mucina de origen parasitario: Fhmuc (F.
hepatica) y Egmuc (E. granulosus), los que contienen 25 y 16 sitios potenciales de O-
glicosilacidn, respectivamente, de acuerdo al algoritmo NetOGlyc (Julenius 2005). En ambos
casos, se trabajo con suspensiones de ambos péptidos, dada su baja solubilidad en solucién

acuosa. De todas formas, se pudo observar que Fhmuc era mas soluble que Egmuc.

En una primera instancia, se realizaron pruebas preliminares para verificar que dichos
péptidos utilizados podian ser glicosilados por las enzimas ppGalNAcT que disponiamos en el
laboratorio. Para ello, realizamos ensayos de glicosilacién en condiciones analiticas, para
posteriormente verificar la presencia del antigeno Tn mediante la técnica de ELISA, descrita

previamente, observandose los resultados que se muestran en la Figura 10y 13.
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Figura 10. Glicosilacion de Fhmuc por diversas ppGalNAcT. Para la glicosilacién, 25 pg de Fhmuc se
incubaron durante 24 horas a 372C con 30 pL de enzima (ppGalNAcT2, T3 o T6) y un equivalente de
UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina en Buffer de reaccidn, con un volumen total de 50 pL. La
deteccion del antigeno Tn se realiz6 por ELISA en placas sensibilizadas con 1 g del (glico)péptido
por pocillo e incubadas posteriormente con el anticuerpo monoclonal 83D4, como se describe en
Materiales y Métodos.

* Diferencia significativa (p < 0,05) respecto a los dos controles correspondientes; n=3.

Se puede observar que el péptido Fhmuc fue glicosilado por las tres enzimas evaluadas.
Dicha glicosilacion se confirmé mediante ensayos utilizando distintas concentraciones de

péptido (Figura 11) y Lectin Blot (Figura 12).

Se ve en la Figura 11 que cuando medimos la reactividad con el anticuerpo anti-Tn, ésta
aumenta con cantidades crecientes de Fhmuc por pocillo en la reaccién de glicosilacion
mientras que la reactividad de ambos controles (tanto sin péptido como sin donor de GalNAc)
se mantienen constante, confirmando que se obtuvo transferencia de GalNAc. Asimismo,
vemos que al determinar la presencia de Fhmuc, utilizando un suero policlonal especifico
contra el mismo, no se obtienen diferencias entre el péptido glicosilado y el control sin UDP-

GalNAc, confirmando que en ambos se tiene la misma cantidad de péptido.
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Figura 11. Determinacion del antigeno Tn en glicopéptidos Tn-Fhmuc obtenidos a partir de ensayos de

glicosilacion como los mostrados en la Figura 10 utilizando diferentes cantidades de péptido. Se realizé la
determinacién de antigeno Tn (graficos a, ¢ y €) o Fhmuc (b y d) sensibilizando la placa de ELISA con
cantidades crecientes de (glico)péptido. Se muestran los resultados obtenidos para las glicosilaciones con
las diferentes enzimas (ppGalNAcT2, a y b; ppGalNAcT3, c y d; ppGalNACT®6, e). ® Glicosilacién; B Control
sin Fhmuc; A Control sin UDP-GalNAc.

|II

En el lectin blot se puede ver el “smear” caracteristico de proteinas glicosiladas, dado la
existencia de diferentes especies conteniendo el antigeno Tn. Resultados similares se

obtuvieron para las restantes enzimas.

33| Pagina



Produccion de Glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn para su aplicacion en
inmunoterapia anti tumoral - Ernesto Rodriguez

Glico. Control Control
Fhmuc s/Fhmuc s/UGNAc

36 kDa
29 kDa

24 kDa
20,1 kDa

14,2 kDa
6.5kDa

- J

Figura 12. Deteccion del antigeno Tn por Lectin Blot en
glicopéptidos de Fhmuc utilizando la ppGalNAcT2. 10 ng de Fhmuc
en la mezcla de reaccion de las glicosilaciones mostradas e la Figura
10, fueron sembrados en un gel de acrilamida de 20%. Luego de la
electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa, el revelado
se realizé utilizando la lectina proveniente de Vicia Villosa, que
reconoce especificamente el residuo GalNAc, como se describe en
Materiales y Métodos.

En lo que respecta a la glicosilacién del péptido Egmuc (Figura 13), podemos observar
gue el mismo no pudo ser glicosilado en las condiciones ensayadas, observandose que los
niveles de glicosilacion fueron similares a los obtenidos con los controles para las tres
ppGalNACcTs utilizadas (Figura 13). Esto podria deberse por un lado a la baja solubilidad del
péptido en soluciones acuosa o, por otra parte, a que las enzimas no reconozcan como

sustratos los sitios donde se encuentran los aminodcidos O-glicosilables (Serinas o Treoninas).

Como se observa en la Figura 14, ambos péptidos presentan una cola altamente
hidrofdbica en un extremo. Esto nos hace pensar que la disposicién espacial de los péptidos en
solucion favorecera la unidn de dichas zonas hidrofdbicas, dejando libre el resto del péptido
hacia el exterior. Casualmente, seria esa parte del péptido que se expone a la solucién donde
se encontrarian los residuos O-glicosilables, por lo que, si la enzima es capaz de reconocerlos,

en éstos se podra agregar el antigeno Tn.
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Figura 13. Glicosilacion de Egmuc por diversas ppGalNAcT. Para la glicosilacion 25 ug de Egmuc se
incubaron durante 24 horas a 372C con 30uL de enzima (ppGalNAcT2, T3 o T6) y un equivalente de
UDP-GalNAc cada Serina+Treonina en Buffer de reaccién, con un volumen total de 50 L. La
deteccion del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas sensibilizadas con 1ug del (glico) péptido
por pocillo e incubadas posteriormente con el anticuerpo monoclonal 83D4, como se describe en

Materiales y Métodos. n=3.

2.2 Utilizando fragmentos de los péptidos Fhmuc y Egmuc.

Tanto Egmuc como Fhmuc presentan regiones hidrofébicas que pueden afectar los
niveles de glicosilacion, en parte debido a la dificultad en el acceso de las ppGalNACcTs a los
sitios de O-glicosilacidn, que estarian ocultos en el caso de que la proteina precipite en
solucion, como es el caso de ambos péptidos. Egmuc presenta muy baja solubilidad en
solucién acuosa, incluso a bajas concentraciones del mismo. Fhmuc, sin embargo, es
parcialmente soluble en las condiciones de trabajo, lo que puede explicar que este péptido

puede ser glicosilado.

Resulta interesante entonces buscar condiciones que mejoren la solubilidad de ambos
péptidos (como utilizacién de sistemas bifasicos con solventes organicos), con lo que mejoraria
la accesibilidad de las ppGalNACTs a los sitios potenciales de glicosilacién y, de esta manera, se
lograria glicosilar al péptido Egmuc y/o mejorar los niveles de glicosilacion de Fhmuc. Para ello

se intentd solubilizar ambos en diferentes solventes organicos como Cloroformo, Acetonitrilo o
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Etanol, sin tener éxito. Teniendo en cuenta estos resultados, se procedio a realizar un andlisis
de la hidrofobicidad de ambos péptidos para poder disefiar estrategias que permitieran
aumentar la solubilidad de los mismos. Esto nos permitié confirmar la presencia de zonas
altamente hidrofébicas en el extremo C-terminal de ambos péptidos (Figura 14). Dichas zonas

se intentaron clivar de los péptidos respectivos mediante diferentes técnicas.

a) Fhmuc
4
3
.
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Figura 14. Andlisis de la hidrofobicidad de Fhmuc y Egmuc. El mismo se realizé utilizando el
software disponible on line ProtScale que utiliza el algoritmo de Kyte-Doolittle
(http://web.expasy.org/protscale). En a) se muestra el correspondiente a Fhmuc, mientras que
en b) el de Egmuc. Los circulos sefialan zonas altamente hidrofébicas.

Para el caso del péptido Fhmuc, la zona altamente hidrofébica comienza con un residuo
de cisteina, por lo que se selecciond el método del Acido 2-nitro-5-tiocianobenzoico (NTCB)
gue permite clivar péptidos en dicho aminoacido utilizando el mecanismo que se muestra en la

Figura 15.
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e A
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. o \o ) Jacobson 1973.

Dicha digestidn produciria los siguientes productos:

Fhmuc
VSSDASTTSTTMTARSSSASATASSETRAPSSTMTTQNASTTSGSVRLPIQTTRCILLFIFGVAFF
N° Aminoacidos: 66
Peso Molecular: 6786.5
pl tedrico: 10.20

Después del clivaje con NTCB

Cadena no modificada
VSSDASTTSTTMTARSSSASATASSETRAPSSTMTTQNASTTSGSVRLPIQTTR
N° Aminoacidos: 54
Peso Molecular: 5430.7 Da
pl tedrico: 11.52

Cadena modificada
CILLFIFGVAFF
N° Aminoacidos: 12
Peso Molecular: 1415.7 Da
pl tedrico: 5.52

(del péptido sin la modificacidn)

Asi, se ensayaron diferentes condiciones para intentar escindir de Fhmuc la zona
altamente hidrofdbica, combinando el NTCB con Urea y/o Ditiotreitol. Se intenté confirmar
que habia ocurrido la reaccién mediante espectrometria de masa e isoelectroenfoque, sin que
haya sido posible identificar los péptidos producidos por la digestiéon. Por MALDI-TOF, nos fue
muy dificultoso poder identificar el péptido Fhmuc sin digerir, por lo que tampoco se pudo
sacar conclusiones de los espectros de las diferentes digestiones. Por esto, intentamos recurrir
a otra técnica aprovechando las diferencias de pl entre Fhmuc y sus productos de digestion, en

particular la zona hidrofdbica, ya que el otro péptido generado presenta un pl cercano al de
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Fhmuc. Sin embargo, sélo se observd una banda a pl similar al de Fhmuc (Resultados no
mostrados), lo que podria deberse al pequefio tamafio del péptido correspondiente a la zona
hidrofébica de Fhmuc, que podria dificultar la deteccién mediante tincién con plata, o a que la

modificacién que se agrega a dicho fragmento haya modificado su movilidad electroforética.

A pesar de no haber podido confirmar el clivaje de Fhmuc, se procedié a realizar
glicosilaciones con los productos de los diferentes ensayos dializados contra PBS, y se las
analiz6 mediante Dot Blot (Figura 16) y ELISA (Figura 17). En el Dot Blot se puede ver que
Unicamente aparece reactividad con el suero anti-Fhmuc en las reacciones que tienen Fhmuc
no tratado con NTCB. Esto podria deberse a que la liberacién de la zona hidrofdbica del
péptido haya eliminado epitopes altamente inmunogénicos y que en el suero hayan pocos
anticuerpos que reconozcan otras zonas de Fhmuc. Asimismo, en el Dot plot anti-Tn, utilizando
el anticuerpo monoclonal 83D4, vemos que Unicamente aparece un spot en la glicosilacidon de

Fhmuc pero no en ninguna de las otras condiciones ensayadas.

4 )
-
. ® 4
g A B C c PR B c
=
e =
Lo E F D E F
\- J

Figura 16. Andlisis mediante Dot Blot de la transferencia de GalNAc sobre los productos del
tratamiento de Fhmuc con NTCB. Luego de realizada la digestién con NTCB y posterior didlisis,
segln lo descrito en Materiales y Métodos, los productos de la reaccidn se trataron con
ppGalNAcT2 y UDP-GalNAc. Para ello, diluciones equivalentes para cada una de las condiciones se
incubaron con 30 uL de ppGalNACT2 y un equivalente de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina
durante 24 horas a 37°C en buffer de glicosilacién. Para el Dot Blot, 5 UL de los productos de
reaccion se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa. La deteccion de Fhmuc se realizd
utilizando un suero policlonal anti-Fhmuc, mientras que la presencia del antigeno Tn se analizo
utilizando el anticuerpo monoclonal 83D4. Se muestran Dot Blots de las glicosilaciones de Fhmuc
(A), junto con el control sin Fhmuc (B) y el control sin UDP-GalNAc (C), al igual que las
correspondientes a los productos de tratamientos con NTCB (D), NTCB + Urea (E) y NTCB + Urea +
DTT (F).

Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos mediante ELISA (Figura 17), donde se
observd que la glicosilacion de Fhmuc es la que da mayores unidades de antigeno Tn, mientras
que glicosilaciones con los productos de reaccién con NTCB dan un contenido de Tn mucho
menor. En conclusion no obtenemos una mejoria en la glicosilacién con el tratamiento con

NTCB.
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Figura 17. ELISA para la deteccion del antigeno Tn en la reaccion de glicosilacion realizada con
Fhmuc tratado con NTCB. Se muestran los resultados obtenidos a partir de los ensayos de
glicosilacion mostrados en la Figura 16. La deteccion del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas
sensibilizadas con 1ug del (glico)péptido por pocillo e incubadas posteriormente con el anticuerpo
monoclonal 83D4, como se describe en Materiales y Métodos. La presencia del antigeno se expresa
en Unidades de Antigeno, comparando la Abs. a 492 nm de las muestras con una curva con

diferentes concentraciones de aOSM, como la de a la Figura 9.

Por otro lado, para Egmuc se procedid a realizar el clivaje utilizando una proteasa
especifica: la tripsina, la cual hidroliza especificamente los enlaces peptidicos de los extremos
carboxilicos de los aminodacidos Arginina y Lisina. Dado que Egmuc posee Unicamente un
residuo de Lisina y ninguno de Arginina, se obtendrian dos productos de digestion que serian
los siguientes:

Egmuc
YSHEYYGEEDDLTTSTTTTSTTLTTVAKATSQMSLLSPSTPLHAITSLLLFITSYALL
N° Aminoacidos: 58
Peso Molecular: 6289.0
pl tedrico: 4.49

Luego de la digestion con Tripsina

YSHEYYGEEDDLTTSTTTTSTTLTTVAK
N° Aminoacidos: 28
Peso Molecular: 3116.2
pl tedrico: 4.17

ATSQMSLLSPSTPLHAITSLLLFITSYALL
N° Aminoacidos: 30
Peso Molecular: 3190.7
pl tedrico: 6.78

39| Pagina



Produccion de Glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn para su aplicacion en
inmunoterapia anti tumoral - Ernesto Rodriguez

En la Figura 18 se muestran los resultados del analisis por Western Blot y SDS-PAGE para
las diferentes condiciones de digestidn utilizadas. Se puede ver una disminucién de la banda
correspondiente al péptido Egmuc, lo que nos sugiere que se estaria produciendo el clivaje. Sin
embargo, no se observd una aparicion de bandas correspondiente a los productos de
digestion, de aproximadamente 3 kDa. Probablemente esto se deba a que los mismos son de
muy poco tamano, lo que produzca que el anticuerpo utilizado en el Western Blot no sea capaz
de reconocer dichos productos y que la tincion por plata del SDS-PAGE no sea lo
suficientemente sensible como para detectar fragmentos tan cortos a la concentracién

utilizada.

1 2 3 4 5§ 6 Figura 18. Andlisis de digestiones de Egmuc con

: . _‘ 65 kDa tripsina por Western Blot (A) y SDS-PAGE (B).
A “" ! 1) Egmuc; 2) Egmuc + Tripsina 30 mg/mL; 3)
Egmuc + Tripsina 120 mg/mL; 4) Egmuc + Urea
<« 14,4kDa 0,7 M; 5) Egmuc + Tripsina 30 mg/mL + Urea0,7
M; 6) Egmuc + Tripsina 120 mg/mL + Urea 0,7 M.

Al igual que para Fhmuc, y a pesar de los resultados obtenidos, se realizaron
glicosilaciones con los diversos productos de las digestiones pero en ninguno de los casos se
detectd glicosilacién (resultados no mostrados). Debido a que no se logré glicosilar dicho
péptido en ninguna de las condiciones evaluadas, se disefid un péptido sintético de 40
aminodcidos, derivado de Egmuc pero sin la zona altamente hidrofébica (representadas con un

circulo en la Figura 13). El mismo, denominado Egmuc2, posee la siguiente secuencia:

Egmuc2
GEEDDLTTSTTTTSTTLTTVAKATSQMSLLSPSTPLHAIT
N° Aminoacidos: 40
Peso Molecular: 4110.5 Da
pl tedrico: 4.31
Este péptido resultd ser soluble en el rango de concentraciones que se utilizaron
durante este trabajo (de 0,5 pug/uL a 25 pg/uL), por lo que esperdbamos obtener mejores
resultados en la glicosilacion si es que la solubilidad era el problema que impedia Ia
glicosilacién de Egmuc. Por esto, se realizaron ensayos de glicosilacién con las diferentes

enzimas en las condiciones utilizadas previamente con Egmuc, obteniéndose los resultados

mostrados en la Figura 18.
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Figura 19. Glicosilacion de Egmuc2 por las diversas ppGalNAcT. Para la glicosilacion, 25 ug de
Egmuc2 se incubaron durante 24 horas a 372C con 30 uL de enzima (ppGalNAcT2, T3 0 T6) y
un equivalente de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina en Buffer de reaccién, con un
volumen total de 50 pL. La deteccion del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas
sensibilizadas con 1 ug del (glico)péptido por pocillo e incubadas posteriormente con el
anticuerpo monoclonal 83D4, como se describe en Materiales y Métodos.

* Diferencia significativa (p < 0,05) respecto a los controles; n=2.

Se obtuvieron mayores niveles de glicosilacion que para el caso de Egmuc,
encontrandose diferencias significativas con los controles respectivos (Figura 19). Esto nos
pone de manifiesto que la baja solubilidad de Egmuc en solucién acuosa, producto de la region

altamente hidrofébica, la responsable de impedir que la reaccidn de transglicosilacién ocurra.

2.3 Caracterizacion de la glicosilacion de Fhmuc y Egmuc2.

Una vez comprobado que tanto Egmuc2 como Fhmuc pueden ser glicosilados por las
tres enzimas utilizadas, se procedid a realizar una glicosilacién calculando la cantidad de
Unidades de Antigeno obtenidos utilizando 15 Unidades de Enzima totales en cada uno de los

ensayos, determinadas con el método optimizado anteriormente (Figura 20).
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Figura 20. Determinacion de la transferencia de GalNAc a los péptidos Egmuc2 y Fhmuc utilizando 15 UE
Totales. Para la glicosilacion, 25 g de Egmuc? (a) o Fhmuc (b) se incubaron durante 24 horas a 372C con 15
UE de enzima (segun el ensayo optimizado en el punto 1 de Resultados) y un equivalente de UDP-GalNAc
por cada Serina+Treonina en Buffer de reaccion. La deteccidn del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas
sensibilizadas con 1 ug del (glico)péptido por pocillo e incubadas posteriormente con el anticuerpo
monoclonal 83D4, como se describe en Materiales y Métodos. La cantidad de antigeno Tn se expresa en
Unidades de Antigeno, comparando la Abs. a 492 nm de las muestras con una curva de calibracién con
diferentes concentraciones de aOSM, utilizando como blanco el control sin péptido. @®Glicosilacién
® Control sin péptido.
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Si tenemos en cuenta los datos correspondientes a la sensibilizacion de las placas de
ELISA con 4 ug de Egmuc2 por pocillo (como se muestra en la Figura 20 con una flecha),
podemos ver que las enzimas que transfirieron mayores equivalentes de GalNAc, detectados
con el anticuerpo monoclonal 83D4, fueron la ppGalNAcT2 y la ppGalNAcT3, no encontrandose
diferencias significativas en el contenido del antigeno Tn en ambas reacciones de glicosilacion,
aunque ambas dieron mejores niveles que la ppGalNAcT6 (Figura 21a). En cambio, para
Fhmuc, la ppGalNAcT2 fue la que produjo mayores niveles de glicosilacién del péptido,
encontrandose diferencias significativas al comparar con las glicosilaciones con las otras

enzimas (Figura 21b).

B Glicosilacion ~ ® Controlsin péptido ‘

Unidades de Antigeno
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Figura 21. Unidades de antigeno Tn de las glicosilaciones obtenidas utilizando 15 UE totales de las diferentes
enzimas. Se toman los datos en el punto de 4 pug de Egmuc2 (a) o Fhmuc (b) por pocillo, de las glicosilaciones
mostradas en la Figura 20. * Diferencia significativa respecto a las glicosilaciones de las otras enzimas (p < 0,05); n
=3.

Ademas, en la Figura 21 se puede observar que se obtuvo niveles similares de Unidades
de antigeno en las glicosilaciones de ambos péptidos. Este hecho que resulta curioso si
tenemos en cuenta que Egmuc2 es de menor tamafio que Fhmuc y que se sensibilizaron los
pocillos con el volumen correspondiente a la misma masa de ambos péptidos (4 ug), por lo que
habria presente mayor cantidad de moléculas de Egmuc2. A pesar de su menor cantidad de
sitios O-glicosilables que Fhmuc, de existir el mismo reconocimiento de ambos péptidos por las
ppGalNACT y por lo tanto la misma proporcién de sitios glicosilados respecto al total, se estaria

presentando mayor cantidad de antigeno Tn en el glicopéptido Tn-Egmuc2, respecto al de Tn-
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Fhmuc. Sin embargo, ésto no se ve reflejado en nuestros resultados, lo que podria deberse a
una adsorcion diferencial de ambos péptidos a la placa de ELISA o a mejores niveles de
glicosilacién de Fhmuc, ya sea por poseer presencia mayor cantidad de sitios potenciales de O-
glicosilacién (25 para Fhmuc y 19 para Egmuc2) y/o por un mayor reconocimiento por parte de

las ppGalNACT.

3. Optimizacion de la sintesis de Tn-Fhmuc

Dado que la ppGalNAcT2 fue la enzima mas eficiente en glicosilar Fhmuc, y que ademas
los lotes de esta enzima eran los que mayor actividad presentaban, se procedié a buscar las
condiciones dptimas para la sintesis de Tn-Fhmuc utilizando dicha enzima. En una primera
instancia se estudio la influencia de la relacién enzima/sustrato en la glicosilacién. Para ello,
diferente cantidad de Unidades de Enzima ppGalNAcT2 se incubaron con la misma cantidad de
péptido durante 24 horas, segun las condiciones descritas en Materiales y Métodos, y se

procedid a determinar el contenido del antigeno Tn.

M Glicosilacidn

45,0 - * M Controlsin Fhmuc

40,0

35,0

30,0

25,0

Unidades de Antiteno

20,0

15,0

10,0

5,0

0,0

0,3 UE/pg 0,6 UE/ug 1,0 UE/ng 1,4 UE/ug

Figura 22. Estudio de la influencia de la relacion enzima/sustrato en la sintesis de Tn-Fhmuc.
Para la glicosilacion, 25 pg de Fhmuc se incubaron durante 24 horas a 372C con diferentes
cantidades de enzima y un equivalente de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina en Buffer de
reaccion. La deteccidn del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas sensibilizadas con 2 ug del
(glico)péptido por pocillo y utilizando el anticuerpo monoclonal 83D4. La presencia del antigeno
Tn se expresa en Unidades de Antigeno, segin se describié anteriormente. * Diferencia
significativa entre las dos relaciones enzima/sustrato sefialadas (p < 0,05); n=2.
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Los resultados se muestran en la Figura 22, donde se puede observar que, dentro de las
condiciones ensayadas, no se obtienen diferencias significativas en los niveles de glicosilacion a
una relacién enzima/sustrato mayor a 0,6 UE/lg. Sin embargo, se puede apreciar un aumento
significativo en las Unidades de Antigeno del control sin Fhmuc, lo que puede deberse a un
aumento de la glicosilacion de la propia enzima o de proteinas presentes en el sobrenadante
de donde se obtuvo la misma. Dado que este punto puede dificultar la posterior purificacion,
se optd por seguir trabajando con una cantidad de enzima de 0,6 UE/ug. Teniendo en cuenta
que la utilizacién de mayor cantidad de enzima puede interferir en la capacidad de adsorcién
del péptido a la placa de ELISA por la presencia de una mayor concentracién de otras proteinas
en las mezclas de reaccién, se midi6 mediante la misma técnica la presencia de Fhmuc en las
diferentes fracciones (Figura 23). Como se puede observar, no existen diferencias significativas
en la deteccidén del péptido para dos relaciones enzima/sustrato, por lo que no existirian
cambios en los niveles de adsorcion del (glico)péptido a la placa entre una relacion
enzima/sustrato de 0,6 y 1,4 UE/ug de péptido. En consecuencia, los resultados de la Figura 22
podrian deberse a la saturacidén de la transferencia de GalNAc a Fhmuc y no una adsorcion

diferencial del (glico)péptido.
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Figura 23. Evaluacion de la reactividad del
anticuerpo anti-Fhmuc en los productos de las
glicosilaciones utilizando 0,3 y 1,4 UE/ug de
péptido. La detecciéon de Fhmuc se realizd por
ELISA en placas sensibilizadas con 1 ug del
(glico)péptido por pocillo y utilizando un suero
policlonal anti-Fhmuc. *Diferencias significativas (p
< 0,05) respecto a las otras condiciones.
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Se pasé luego a determinar el nimero éptimo de equivalentes de UDP-GalNAc por
numero de Serinas y Treoninas utilizando una relacién enzima/sustrato de 0,6 UE/ug de Fhmuc
(Figura 24). Se puede ver que la curva sugiere que a partir de 2 equivalentes de UDP-GalNAc se
comienza a estabilizar la cantidad de Unidades de Antigeno obtenidas, por lo que dicha
condiciéon fue seleccionada como Odptima para el ensayo de glicosilacion a escala semi-
preparativa. Para confirmar este resultado, podriamos repetir el ensayo utilizando mayores

concentraciones de UDP-GalNAc.

40,0

25,0

15,0

Unidades de Antigeno

10,0

0,0 . . . )
0 0,5 1 1,5 2

Equivalentes de UDP-GalNAc

Figura 24. Estudio de la sintesis de Tn-Fhmuc a diferentes equivalentes de UDP-
GalNAc por Serina+Treonina. Para la glicosilacién, 25 pug de Fhmuc se incubaron
durante 24 horas a 372C con 0,6 UE/ug de péptido (15 UE totales) y diferentes
equivalentes de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina (entre 0y 2 eq.) en Buffer
de reaccion. La deteccion del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas
sensibilizadas con 2 g del (glico)péptido por pocillo y utilizando el anticuerpo
monoclonal 83D4. La presencia del antigeno Tn se expresa en Unidades de
Antigeno, segun se describié anteriormente.

Por ultimo, se realizaron glicosilaciones a dos tiempos diferentes (24 y 48 horas), al igual
que se realizaron ensayos combinando 0,6 UE/ug tanto de ppGalNAcT2 como de ppGalNAcT3.
En ninguno de los dos casos se obtuvieron mejorias apreciables respecto a las condiciones

ensayadas anteriormente (Figura 25).
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Figura 25. Glicosilaciones de Fhmuc combinando enzimas (ppGalNAcT2 y T3) o
ensayando diferentes tiempos de incubacion (24 o 48 horas). a) Ensayo de glicosilacién
de Fhmuc (25 pg) utilizando 2eq. de UDP-GalNAc po cada Serina+Treonina y 30 UE
Totales, ya sea la ppGalNACT2 sola o en combinacion con ppGalNAcT3 (15 UE de cada
enzima), durante 24 horas a 379C. b) En las mismas condiciones, pero utilizando
Unicamente ppGalNAcT2, la reaccion de glicosilacion se incubd durante 24 o 48 horas. La
deteccion del antigeno Tn se realizé por ELISA en placas sensibilizadas con 2 ug del
(glico)péptido por pocillo v utilizando el anticuerpo monoclonal 83DA4.

Estos ensayos nos permitieron seleccionar las mejores condiciones dentro de las
ensayadas, para la realizacion de glicosilaciones semi-preparativas, que se realizaron utilizando
2 equivalentes de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina, una relacion enzima/sustrato de 0,6

UE/ug de ppGalNACT2 e incubacion durante 24 horas a 37 C.

4. Produccion semi-preparativa y purificacion de glicopéptidos

Una vez seleccionadas las mejores condiciones dentro de las evaluadas, se procedid a
realizar una sintesis semi-preparativa de Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2, a partir de la cual se
purificaron dichos glicopéptidos. Para ello se realizé una cromatografia de afinidad utilizando
la lectina de Helix Pomatia (HPA), que reconoce especificamente residuos de GalNAc terminal,
inmovilizada en soportes de agarosa. La elucidn se realizé tanto por competencia con GalNAc
como por cambio de pH, y se siguid mediante ensayo de ELISA, de la misma forma que los

ensayos de glicosilacion.
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En la Figura 26 se muestran los diagramas de elucién correspondientes a la purificacion
de Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2, donde se observa en ambos casos la apariciéon de escencialmente
dos picos, uno durante elucidn por competencia y otro durante la elucidn dacida. Esto
seguramente se deba a la existencia de glicopéptidos con diferente grado de glicosilacion y
que, por lo tanto, aquellas con mayor contenido de antigeno Tn se unen con una avidez mayor

a la columna de HPA-Agarosa, necesitando condiciones mds drdsticas para su elucién.
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Figura 26. Diagrama de elucion de las purificaciones de Tn-Fhmuc (a) y
Tn-Egmuc2 (b). Se incubd durante 24 horas a 37°C 250 pg de Fhmuc o
Egmuc2 con ppGalNAcT2 (0,6 UE/ug de péptido) en presencia de dos
equivalentes de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina. Para la
purificacion, se utilizé como adsorbente de afinidad una columna de HPA-
Agarosa, y se eluyd con competencia, con 50 mM de GalNAc, seguida de
cambio de pH a 2,5.
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Dada la poca solubilidad de Fhmuc en solucién acuosa, se obtuvo un precipitado en la
glicosilacién, por lo que para proceder con la purificacién se centrifugd para sedimentar al
(glico)péptido precipitado y se purificd a partir del sobrenadante. El pellet que se obtuvo, se
disolvié nuevamente en PBS para realizar la purificacidn a partir de él, ya que se observd que
tanto el sobrenadante como el pellet contenian similar cantidad de contenido Tn, medido por

ELISA.

Se hizo un pool con aquellos eluidos en los que se encontrd contenido de Tn, se dializd
contra agua destilada para quitar de la solucién la GalNAc o las sales del eluyente acido, y se
liofilizd. Se determind la cantidad de proteina en el liofilizado y se calculé el rendimiento de la
reaccion de glicosilacién, el cual fue del 79% para Tn-Fhmuc y del 30% para Tn-Egmuc2. Es
interesante notar que si bien aqui se calcula el rendimiento a través de la proteina presente, la
mejor forma de hacerlo seria a través de la cantidad de antigeno Tn determinada por
espectrometria de masa (equivalentes de GalNAc/equivalentes de péptido). En nuestro caso, si
bien podriamos determinar las UA en el producto de la glicosilacion y en el glicopéptido puro,
esto no nos serviria para el calculo del rendimiento, ya que la adsorcidn del glicopéptido a la

placa de ELISA se podria ver afectada por la presencia de la enzima.

Las diferencias de rendimiento en la obtencion de Tn-Fhmuc y de Tn-Egmuc2 resultan
curiosas, dado que en un planteo inicial considerdabamos la baja de solubilidad de Fhmuc como
un problema para la obtenciéon de Tn-Fhmuc, por lo que esperdbamos obtener mejores
resultados con Egmuc2 (soluble en el rango de concentraciones utilizadas, de 0,5 a 25 mg/mL).
Estas diferencias pueden deberse o bien a la sintesis de los glicopéptidos o bien a la
purificacién de los mismos. Ya se discutié anteriormente los datos de la Figura 20, que nos
sugieren que la glicosilacion de Fhmuc es mayor que la de Egmuc2, siendo ésta una razén que

nos explicaria el mayor rendimiento de obtencidn de dicho glicopéptido.

La estrategia utilizada nos permitié obtener ambos glicopéptidos, cuya pureza se verificd
mediante SDS-PAGE con tincidon de plata (Figura 27). La caracterizacion tanto de Tn-Fhmuc
como de Tn-Egmuc2 se encuentra en proceso y se realizard mediante espectrometria de masa,
lo cual nos permitird determinar la cantidad de residuos de GalNAc presentes en cada uno de

ellos.
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Figura 27. SDS-PAGE de los productos de las reacciones de glicosilacion y de los glicopéptidos purificados. La
glicosilacién semi-preparativa consistié en la incubacién durante 24 horas a 37°C de 250 pug de Fhmuc (a) o
Egmuc2 (b) con ppGalNAcT2 (0,6 UE/ug de péptido) en presencia de dos equivalentes de UDP-GalNAc por
numero de Serina+Treonina. La purificacion de los glicopéptidos se realizd6 por cromatografia de afinidad
utilizando la lectina de Helix Pomatia inmovilizada en geles de agarosa. Los eluidos que eran reconocidos por el
anticuerpo monoclonal 83D4 se juntaron, se dializaron contra agua destilada y se liofilizaron. La corrida
electroforética se realizé en un equipo PhastSystem, utilizando geles homogéneos del 20% y posteriormente se
revel6 mediante tincién con plata.

5. Antigenicidad de Tn-Fhmucy Tn-Egmuc2

La antigenicidad de ambos glicopéptidos fue analizada por ELISA usando el anticuerpo
monoclonal 83D4 para la deteccidn del antigeno Tn y sueros policlonales especificos de los
péptidos Fhmuc y Egmuc. En la Figura 28 se puede observar que los péptidos no glicosilados
fueron mejor reconocidos por sueros policlonales anti-Fhmuc y anti-Egmuc que los

correspondientes glicopéptidos cuando se utilizan sueros anti-péptido.
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Figura 28. Reconocimiento de Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2 por anticuerpos anti-Tn y anti-péptidos. Se realiz6 un ensayo
tipo ELISA en el que los pocillos se sensibilizaron con 2 g de glicopéptidos purificados o con 2 ug de los péptidos sin
glicosilar. En la deteccidn de los péptidos se utilizé un suero de conejo anti-Fhmuc (a) y un suero policlonal de ratén
anti-Egmuc (c). Para la deteccion del contenido de antigeno Tn se utilizé el anticuerpo monoclonal 83D4 (b) para
Fhmuc/Tn-Fhmuc; (d) para Egmuc2/Tn-Egmuc2).

Probablemente, este efecto sea producto de una disminucion de la accesibilidad al
esqueleto peptidico producido por la presencia de los residuos de GalNAc. Este efecto es
especialmente importante para el caso de Egmuc2 y Tn-Egmuc2, donde parece perderse casi
totalmente el reconocimiento de este ultimo por los anticuerpos anti-péptido. Esto resulta
razonable considerando por un lado la diferencia de tamafio entre Egmuc2 y Fhmuc, que
podrian permitir al glicopéptido de este Ultimo exponer mejor epitopes peptidicos. Por otro

lado, si bien ambos presentan la misma proporcidn de sitios O-glicosilables, en Egmuc2 éstos
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se encuentran distribuidos por todo el péptido, mientras que Fhmuc presenta zonas donde no
se encuentran presentes ni serinas y ni treoninas. El hecho de que en glicoproteinas disminuya
el enmascaramiento de los epitopes propios del esqueleto polipeptidico conforme aumente el
tamafio de éste, se pone de manifiesto si tenemos en cuenta datos reportados recientemente
que muestran que existen Unicamente leves diferencias entre la reactividad por ELISA
encontrada para MUC6, una proteina del doble de tamafio que Fhmuc, y para su glicoproteina
conteniendo el antigeno Tn (MUC6:Tn), cuando se utiliza un suero policlonal anti-MUC6 (Freire
2011). Nuestros resultados muestran que ambos glicopéptidos presentan el antigeno Tn
alterando significativamente la accesibilidad a los epitopes propios de ambos péptidos, tanto

para Tn-Egmuc2 como para Tn-Fhmuc.

La presencia del antigeno Tn fue confirmada utilizando el mismo procedimiento
anterior, pero utilizando el anticuerpo monoclonal 83D4. Se puede ver en ambos casos que los
péptidos sin glicosilar presentan absorbancias que no varian significativamente con la dilucién

de anticuerpo utilizada, mientras que si se producen cambios para los glicopéptidos.

6. Evaluacion de la respuesta inmunoldgica celular inducida por Tn-Fhmuc

Si bien fue posible obtener y purificar ambos glicopéptidos, Unicamente los
rendimientos correspondientes a Tn-Fhmuc nos permitieron obtener cantidades suficientes
para la realizacion de estudios celulares. Por ello, se utilizé dicho glicopéptido para analizar la

respuesta celular que induce en ratones C57BL/6.

Para ello, ratones fueron inmunizados en la base de la cola por via sub-cutanea con Tn-
Fhmuc o Fhmuc en Adyuvante Completo de Freund (CFA). De esta forma, de existir un
reconocimiento por parte del sistema inmune, se activarian clones de células T en los ganglios
linfaticos drenantes especificas de epitopes de dichos antigenos, las que al ser reestimuladas
con los mismos, proliferarian y secretarian citoquinas propias del tipo de respuesta que se
desencadene. Por ello, los ganglios drenantes se extrajeron, fueron disgregados vy
reestimulados tanto con Fhmuc como con Tn-Fhmuc, y luego de tres dias, se evalud la

presencia de citoquinas en el sobrenadante de cultivo.
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Figura 29. Produccion de INFy por células de los ganglios drenantes de ratones
inmunizados con Fhmuc o con Tn-Fhmuc. Las células de ganglios drenantes de
ratones C57BL/6 inmunizados con Fhmuc o Tn-Fhmuc (15 pg) fueron reestimuladas
con 30, 10 y 3,3 ug/mL de Fhmuc y 10, 3,3 y 1,1 ug/mL de Tn-Fhmuc. El INFy fue
cuantificado en el sobrenadante de cultivo por ELISA sandwich, utilizando
anticuerpos especificos para dicha citoquina. Aqui se muestran los datos restando
los valores obtenidos para el grupo inmunizado con PBS, los que se tomaron como
valores basales. El control positivo correspondio a la reestimulacion con ConA (12,5
ug/mL), mientras que el control negativo con medio. El asterisco (*) indica
diferencias significativas (p <0,05) respecto a las otras condiciones ensayadas.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la adicion del antigeno Tn potencia
altamente la inmunogenicidad celular de Fhmuc, lo cual se evidencia por una alta produccion
de INFy. En la Figura 29 se puede observar que las células de los ganglios drenantes de ratones
inmunizados con Tn-Fhmuc produjeron altos niveles de interferén y (INFy) cuando fueron

estimuladas con el propio glicopéptido, sin presentar reactividad cruzada con el péptido sin
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glicosilar; mientas que, por otro lado, ratones inmunizados con Fhmuc produjeron bajos
niveles de INFy, sin tampoco encontrar reactividad con el glicopéptido. Estos datos nos
mostrarian que la presencia de los residuos de GalNAc en Tn-Fhmuc enmascaran los epitopes T
de Fhmuc. En este sentido, se ha reportado previamente que los azucares unidos a péptidos
enmascaran epitopes T, e incluso se ha observado que determinadas modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacidn, glicosilaciéon y metilacion, conducen a la generacién de
neo-epitopes (Quinn 2001; Freire 2006). Esta seria la situacién para el caso del glicopéptido Tn-
Fhmuc donde la respuesta inmune que es inducida por el mismo parece deberse a la

generacion de estos nuevos epitopes ausentes en el péptido sin glicosilar.

Dados estos resultados, se procedid a seguir caracterizando la produccién de citoquinas
por parte de células de ganglios drenantes de los ratones inmunizados con Tn-Fhmuc y Fhmuc,
para lo que se procedid a evaluar de la produccion de IL-17 (Figura 30) e IL-5 (resultados no

mostrados), caracteristicas de respuestas Th17 y Th2, respectivamente.

En la Figura 30 se puede observar los resultados obtenidos para la determinaciéon de IL-
17, uUnicamente en las células de ganglios de ratones inmunizados con Tn-Fhmuc vy
reestimulados con el mismo antigeno a 10 ug/mL, produjeron niveles de la citoquina con
diferencias significativas respecto al resto de las condiciones ensayadas, aunque en cantidades
igualmente bajas. Para el caso de IL-5, ninguna de las condiciones ensayadas presentd

diferencias significativas con el grupo control.

La alta produccién de INFy en ausencia de niveles significativos de IL-5 e IL-17, evidencia
gue la respuesta producida por Tn-Fhmuc en presencia de CFA presenta un perfil Thl, las que
se caracteriza por estimular la inmunidad celular dado que maximiza la eficacia destructora de
los macréfagos y la proliferacién de linfocitos T citotdxicos CD8'. El desencadenamiento de
este tipo de respuesta es especialmente importante en inmunoterapia anti-tumoral, ya que se
ha reportado que una respuesta de tipo celular es mas eficiente en eliminar las células

tumorales que una humoral (Clemente 1996).
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Figura 30. Produccion de IL-17 por esplenocitos de ratones inmunizados con Fhmuc o

Tn-Fhmuc. Las células de ganglios drenantes de ratones C57BL/6 inmunizados con

Fhmuc o Tn-Fhmuc (15 pg) fueron reestimulados con 30 y 10 ug/mL de Fhmucy 10y

3,3 ug/mL de Tn-Fhmuc. La IL-17 fue cuantificada en el sobrenadante de cultivo por

ELISA sandwich, utilizando anticuerpos especificos para dicha citoquina. Aqui se

muestran los datos restando los valores obtenidos para el grupo inmunizado con PBS,

los que se tomaron como valores basales. El control positivo correspondid a la

reestimulacion con ConA (12,5 pug/mL), mientras que el control negativo con medio. *

Diferencia significativa (p < 0,05) respecto a las otras condiciones ensayadas.

Resulta interesante destacar que nuestros resultados se diferencian de los publicados

recientemente, donde se demuestra que la glicosilacion de un péptido tipo mucina MUC6 con

el antigeno Tn (MUC6:Tn) afecta de manera importante la inmunogenicidad del mismo, y

suprime la respuesta Th1 generada por MUC6 y promueve una respuesta de tipo Th17 (Freire

2011).

Este aumento en la inmunogenicidad producto de la presencia del antigeno Tn, en

ausencia de reactividad cruzada con el péptido sin glicosilar, pone de manifiesto la importancia

del grupo GalNAc en este proceso. Este podria deberse a su participacién en el proceso de

presentacién antigénica por parte de las células presentadoras de antigeno (APC, por su sigla

en inglés Antigen Presenting Cells) y en su reconocimiento por parte de linfocitos T especificos.
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Hasta principios de los afios 90, la gran mayoria de los trabajo con antigenos capaces de
estimular linfocitos T habian sido llevados a cabo utilizando proteinas o péptidos, tanto solos
como teniendo conjugado un hapteno. Asimismo, se habia visto que los carbohidratos puros
son incapaces de unirse al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por su sigla en inglés
Major histocompatibility complex) y estimular linfocitos T (Harding 1991, Ishioka 1992). Estas
evidencias llevaron a pensar que los receptores de los linfocitos T (TCR, por sus sigla en inglés T
Cell Receptor) Unicamente podrian reconocer epitopes peptidicos. Sin embargo, en las ultimas
décadas, se ha comprobado que tanto linfocitos T CD4+ como CD8+ pueden reconocer
glicopéptidos portadores de monosacaridos y disacaridos en el contexto de una molécula de

MHC (Werdelin 2002).

En este sentido, ya ha sido publicado anteriormente que las APC son capaces de
procesar glicopéptidos y presentarlos en asociacién con el MHC tanto de clase | (Haurum 1994)
como de clase Il (Corthay 1998). Asimismo, se ha observado que la presencia de carbohidratos
unidos a péptidos también puede modificar la unidn de éstos a las moléculas MHC y afectar su
reconocimiento por linfocitos (Werdelin 2002, Stepensky 2006, Freire 2011). De hecho,
estudios recientes han demostrado que el procesamiento de antigeno y presentaciéon de
glicopéptidos es altamente dependiente del tamafio, la complejidad y la orientacidn de las
cadenas glicosidicas, al igual que su sitio de unién al esqueleto peptidico (Stepensky 2006,
Ninkovic 2007). Por ejemplo, cuando el grupo carbohidrato no se encuentra en la region
central de unién al MHC del péptido, el mismo no sera reconocido especificamente por
linfocitos T, pero puede influir indirectamente en la conformacion global del epitope
reconocido. Por otro lado, cuando se encuentra en la regidon de unién al MHC, el carbohidrato
puede afectar de diferentes maneras la presentacién del antigeno y el reconocimiento por el
linfocito T. De encontrarse en aminoacidos que intervienen en el anclaje al MHC, el
glicopéptido se vera imposibilitado de unirse y por lo tanto no serd inmunogénico. Sin
embargo, si el glicano esta unido a un aminodcido lejano al sitio de unién al MHC, dicha
interaccion no se ve afectada y, de encontrarse en la regién central del glicopéptido, el
carbohidrato se vuelve la estructura dominante del epitope, el cual puede ser reconocido con

gran especificidad por linfocitos T (Werdelin 2002).

Nuestros resultados sugieren que las APC son capaces de procesar el glicopéptido Tn-
Fhmuc y presentarlo en el contexto de una molécula de MHC, de tal forma que expone el

antigeno Tn para ser reconocido por linfocitos T especificos.
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7. Internalizacion de Tn-Fhmuc por células dendriticas

Dada la alta inmunogenicidad de Tn-Fhmuc, el glicopéptido que obtuvimos en mayor
cantidad, surgid el interés de estudiar la capacidad de un tipo especial de APC, las células
dendriticas, de internalizar el mismo y en particular, si la presencia del antigeno Tn tiene algin

efecto en este proceso.

Experiencia previa de nuestro grupo de trabajo en ensayos de internalizacidon de
glicoproteinas conteniendo el antigeno Tn por parte de células dendriticas, sugiere que dicho
glucido facilita el proceso de internalizacidn. En particular, se ha visto que la adicién de GalNAc
a la proteina tipo mucina MUC6 potencia su internalizacién por células dendriticas, en un

proceso dependiente de Ca®* (Freire 2011).

Para realizar dichos ensayos, se generaron células dendriticas derivadas de médula ésea
(BMDC), las cuales fueron incubadas con los péptidos Fhmuc y Tn-Fhmuc, ambos conjugados al
fluorocromo ATTO-647, a 4°C para evaluar la unién a BMDC y a 37°C para evaluar la
internalizacién. Posteriormente, las células se marcaron con un anticuerpo anti-CD11c
conjugado a PE, y se detectdé por citometria de flujo la intensidad de fluorescencia

correspondiente a los péptidos-ATTO-647 en células CD11c" (Figura 31a).

Se puede observar que tanto Fhmuc como Tn-Fhmuc son internalizados por células
dendriticas, encontrandose un notorio aumento con la presencia del antigeno Tn. Esto nos
estaria indicando que en la internalizacidon de Tn-Fhmuc participan receptores especificos para
la porcion carbohidrata. Un potencial candidato es la lectina tipo galactosa de macréfagos
(MGL, por su sigla en inglés Macrophage Galactose-Type Lectin), receptor dependiente de Ca**
que reconoce residuos GalNAc terminales, en particular el antigeno Tn, y es expresada por las
células dendriticas (Singh 2009, Singh 2011). Ya ha sido reportado con anterioridad que la
modificacién de antigenos con la adicion de un grupo GalNAc promueve su interaccion con el
receptor MGL presente en células dendriticas, estimulando asi la internalizacion de antigenos y
su presentacién a células T CD4 °, llevando su diferenciacién a células productoras de INFy
(Singh 2011). Estos datos son consistentes con nuestros resultados, siendo interesante
estudiar al mecanismo involucrado en la internalizacién por parte de células dendriticas de Tn-
Fhmuc. Para ello, podriamos repetir el ensayo incubando con un anticuerpo especifico para

MGL, lo que bloquearia dicho receptor, o también en presencia de EDTA, un quelante de

57| Pdgina



Produccion de Glicopéptidos conteniendo el antigeno Tn para su aplicacion en
inmunoterapia anti tumoral - Ernesto Rodriguez

cationes divalentes, lo que nos permitiria determinar si cationes como el Ca%*, estan

involucrados en este proceso.

e A
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Figura 31. Fhmuc y Tn-Fhmuc son internalizados por las células dendriticas. (a) BMDC obtenidas de
ratones C57BL/6 se trataron por una hora a 372C o una hora a 42C (control) con Fhmuc o Tn-Fhmuc
conjugados a ATTO-647, fluorocromo que se une a los grupos aminos libres del péptido o glicopéptido.
Posteriormente las células fueron tefiidas con un anticuerpo anti-CD11c conjugado a PE y fijadas con
formaldehido 1 %. La internalizacién fue evaluada por Citometria de Flujo. *Diferencias significativas (p
< 0,01) entre las condiciones indicadas. (b) Asimismo, para el caso de Fhmuc también se estudié por
Microscopia Confocal, para lo que se utilizé Fhmuc conjugado a ATTO (Azul) y las células fueron tefidas
con un anticuerpo anti-CD11c conjugado a FITC (Verde).

\

Complementariamente, se estudid la internalizacion de Fhmuc por parte de células
dendriticas mediante microscopia confocal, con el objetivo de confirmar que efectivamente el
péptido se encontraba en el interior celular (Figura 31b). Se puede observar que efectivamente
Fhmuc conjugado a ATTO (Azul) es internalizado. Este estudio podia haberse complementado
utilizando anticuerpos conjugados a otros fluorocromos especificos contra proteinas

marcadoras de compartimientos intracelulares, como LAMP-1 (por sus siglas en inglés
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Lysosomal — Associated Membrane Protein), marcador de endosomas tardios. Esto nos

permitiria localizar nuestro péptido a nivel intracelular, una vez internalizado.
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CONCLUSIONES
G

En este trabajo fuimos capaces de sintetizar dos glicopéptidos (Tn-Egmuc2 y Tn-Fhmuc),
y de realizar una caracterizacién inmunoldgica parcial de los mismos, obteniendo las siguientes

conclusiones:

® Se logrd optimizar un ensayo de determinacién de la actividad ppGalNAcT en base a la

deteccién del antigeno Tn por ELISA.

® Los péptidos tipo mucina Fhmuc y Egmuc2, que presentan sitios potenciales de O-
glicosilacién, son sustratos de las tres enzimas utilizadas: ppGalNAcT2, T3 y T6. Para
ambos péptidos se detectaron mayores niveles de antigeno Tn cuando se utilizé la
ppGalNACT2, aunque para Egmuc2 se obtuvieron niveles similares al utilizar Ia
ppGalNACT3. En cambio, el péptido Egmuc no pudo de ser glicosilado en ninguna de las

condiciones ensayadas.

® Pudimos determinar las condiciones dptimas de sintesis de Tn-Fhmuc utilizando Ia
ppGalNACT2, siendo éstas:
o 2 equivalentes de UDP-GalNAc por cada Serina+Treonina.
o Unarelacidn enzima/sustrato de 0,6 UE/ug .

o Incubacion durante 24 horas a 37°C.

® Se logré purificar Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2 mediante cromatografia de afinidad utilizando
la Lectina de Helix Pomatia, que reconoce especificamente grupos GalNAc, inmovilizada
sobre geles de agarosa. La pureza de ambos glicopéptidos se verific6 mediante SDS-

PAGE.

® Se observé que la presencia de grupos GalNAc en Fhmuc y Egmuc2 conduce a una
menor deteccidn de los mismos por anticuerpos que reconocen el esqueleto peptidico,

sugiriendo un enmascaramiento de epitopes propios de dichos péptidos.

® |a adicion del antigeno Tn a Fhmuc provoca un aumento de su capacidad de estimular
linfocitos T, respecto al péptido sin glicosilar, induciendo una alta produccién de INFy, en
ausencia de IL-5 e IL-17, sugiriendo un tipo de respuesta Thl. Por otro lado, el
glicopéptido presentando el antigeno Tn fue internalizado mas eficientemente por

células dendriticas que el péptido sin glicosilar.
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PERSPECTIVAS
G

A partir de este trabajo se desprenden algunas lineas de trabajo para seguir

profundizando sobre los resultados obtenidos hasta el momento. Entre ellas se destacan:

e Caracterizacion estructural de los glicopéptidos obtenidos, fundamentalmente Ia
determinacién de la cantidad de antigeno Tn que presenta cada uno de ellos. Este punto
estd actualmente en realizacion por espectrometria de masa gracias a una colaboracion

con el Intituto Pasteur de Paris.

® La gran limitante para la realizacidon de ensayos in vitro e in vivo es la cantidad que se
obtiene de Tn-Fhmuc y Tn-Egmuc2, por lo que nos proponemos la sintesis y purificacion

en escala preparativa para la obtencién de mayores cantidades de los mismos.

e Caracterizar el efecto de Tn-Fhmuc en células dendriticas, determinando la produccion
de citoquinas y la expresion de moléculas co-estimuladoras por células dendriticas

incubadas en presencia de glicopéptido.

e Analizar si la internalizacidon del glicopéptido por células dendriticas es mediada por

receptor, y en particular por MGL.

e Estudiar la reactividad de esplenocitos de ratones inmunizados con los glicopéptidos
contra extractos de células tumorales, en particular lineas celulares que presenten alto
contenido del antigeno Tn, como las células TA3-Ha (un adenocarcinoma murino

mamario).

® Analizar la capacidad de estimular la produccién de anticuerpos en animales

inmunizados con los glicopéptidos.

® En caso de que el estudio anterior muestre un reconocimiento de dichas lineas celulares
tumorales, pretendemos estudiar si los glicopéptidos pueden mediar proteccion anti-

tumoral mediante ensayos terapéuticos y/o profilacticos.
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