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Resumen

El antigeno Tn es una forma alterada de la glicosilacién en proteinas de superficie
celular. Dicho antigeno se encuentra en diversos carcinomas humanos y raramente en
el tejido normal, y se correlaciona con un mayor grado de invasividad y agresividad. Una
forma de monitorear la eficacia de los tratamientos oncoldgicos, es a través de
imagenologia molecular utilizando anticuerpos o fragmentos de los mismos, ya que son
moléculas capaces de reconocer especificamente antigenos. Los fragmentos de
anticuerpos representan una herramienta interesante ya que los mismos retienen la
especificidad y afinidad del anticuerpo parental y llegan a tiempos de circulacién en
sangre menores al anticuerpo entero, y no presentan actividad inmunogénica. En este
trabajo, se disefié un minibody anti-Tn, y se evaluo su actividad in vitro e in vivo para su

aplicacion en imagenologia molecular (Inmuno-PET) para cancer de pulmon.

El disefio molecular del minibody-Tn parte de la secuencia del anticuerpo entero Chi-Tn,
generado previamente por nuestro grupo de investigacion. Se evaluaron sistemas de
expresion procariota y eucariota, donde la molécula fue expresada de manera soluble,
dimérica y funcional en las células S2 de Drosophila melanogaster. Las evaluaciones
funcionales in vitro fueron a través de ensayos de ELISA y resonancia plasmoénica de
superficie contra una mucina rica en antigeno Tn, y en sistemas celulares con células
Tn+ y Tn-. Para analizar su aplicabilidad en imagenologia molecular del cancer, se
realizaron ensayos in vivo, en ratones nude con tumores generados a partir de una linea
celular de cancer de pulmén humano (A549). Tanto el minibody-Tn como el Chi-Tn
fueron radio-marcados con el radio-isétopo 8°Zr como sonda molecular para PET. Se
obtuvieron imagenes a distintos tiempos y se analiz6 la bio-distribucion de la molécula,
siempre comparando con el anticuerpo entero Chi-Tn. Los resultados mostraron que el
minibody-Tn reconoce especificamente al antigeno y de manera comparable con el

anticuerpo entero.

En este proyecto se seleccioné el sistema de expresion mas eficiente, se llevé a cabo
la evaluacién funcional, donde el minibody-Tn mostré tener actividad especifica contra
el antigeno Tn, tanto en contextos celulares, tisulares, como también directamente en el
antigeno purificado. En este trabajo, se obtuvo de forma exitosa un fragmento de
anticuerpo minibody anti-Tn, funcional como una herramienta con aplicaciones tanto en

imagenologia molecular del cancer, asi como con fines de investigacion.



Introduccion

Cancer

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, se estima que el cancer provoca mas de
8.9 millones de muertes, y 17.2 millones de nuevos diagndsticos cada afio. El cancer es
una enfermedad que afecta casi todos los tipos de tejidos del organismo y es causado
por una variedad de factores (Souho, Lamboni, Xiao, & Yang, 2018). En el afio 2015, el
cancer era la primera o segunda causa de muerte antes de los 70 afios de edad en 91
de los 172 paises del mundo (fig. 1). Los tipos de cancer mas comunes a nivel mundial
son: cancer de pulmén, de mama y colorrectal, y los mismo explican 1/3 de la incidencia
y mortalidad a nivel mundial. La variacién de tipos de cancer en las distintas regiones
se debe a que la economia, sociedad y estilo de vida tienen un impacto diferencial en la
enfermedad. Se estima que entre 1/3 a 2/5 de los casos podrian ser prevenidos por la
eliminacién o reduccion de la exposicién de factores de riesgo y estilo de vida (Bray,

Ferlay, & Soerjomataram, 2018).

Ranking of cancer
Premature mortality (0-69)

1st{48)
2nd (43)
3rd - 4th (22)
5th - 10th (59)
I Nodata [ Not applicable
The boundaries and names shown and the designalions used on this map do not imply the expression of any opinion whalsoever Data source: GHO
oh the part of the World Health Organization coneeming the legal status of any country, territory, eity or area er of its authorities, Map production: CSU

or concaming the delimitation of its frontiers or boundaries. Dofted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization
for which there may not yet be full agreement. @ WHO 2016. All rights reserved

Figura 1. Mapa mundial con representacién de la mortalidad por cancer en cada pais. Figura adaptada de
GLOBOCAN, 2018.



En particular en Uruguay, se diagnostican 14.600 nuevos casos de cancer por afo, y se
mueren 8.600 pacientes por dicha enfermedad cada afio. El cancer representa en
nuestro pais la segunda causa de muerte (Registro Nacional de Cancer, 2018) (fig. 2).

MORTALIDAD EN URUGUAY - 2016
TOTAL DE MUERTES: 34.273

CANCER
24.4%

ENF. AP. CIRCULATORIO

27 3%
ENF. AP. RESPIRATORIO
11.1%
OTRAS CAUSAS i

30.3%

Figura 2. Gréfica con los porcentajes de las causas de muerte mas frecuentes en Uruguay. Figura

tomada de Registro Nacional de Céancer, 2018.

En hombres, el cancer de préstata es el que tiene mayor porcentaje de incidencia,
aunqgue el cancer de pulmén es el que representa la mayor mortalidad. En mujeres, el
cancer de mama es el de mayor incidencia y mortalidad (fig. 3) (Registro Nacional del
Cancer, 2018).
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Figura 3. Gréficas con los porcentajes de incidencia y mortalidad de los distintos tipos de cancer dividido
por género en Uruguay. Figura tomada de Registro Nacional de Céncer, 2018.

Biologia Tumoral

Los tejidos normales controlan la produccion y liberacion de sefiales de crecimiento

celular que dirigen las etapas del ciclo celular, asegurando asi un correcto numero

celular y arquitectura del tejido. Las células tumorales tienen desreguladas dichas

sefales, adquiriendo la capacidad de sostener las sefiales de proliferacion de formas
alternativas (Hanahan & Weinberg, 2011).
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El cancer se caracteriza por la acumulacién de alteraciones genéticas y la pérdida de la
regulacion de procesos celulares. Estos eventos conllevan a la expresion de neo-
antigenos, antigenos diferenciados, lo que puede llevar a la presentacién de péptidos
unidos al complejo de histocompatibilidad mayor de clase | (MHC-I) en la superficie de
células tumorales. Los complejos de MHCI-péptido pueden ser reconocidos por las
células T CD8+, aunque en general las respuestas generadas no provocan una
proteccion inmune (Chen& Mellman, 2013).

Hanahan y Weinberg definen los “hallmarks” del cancer como capacidades funcionales
adquiridas que permiten a las células tumorales sobrevivir, proliferar y diseminarse.
Estas capacidades son adquiridas en diferentes tipos de tumores y a través de
diferentes mecanismos y en distintos momentos del proceso de tumorogénesis (fig. 4).
Para que se den dichas capacidades, se necesitan dos caracteristicas principales
previas: la inestabilidad gendmica que genera mutaciones aleatorias y re-arreglos
cromosomicos; y el estado inflamatorio de las lesiones pre-malignas y malignas

promovida por células del sistema inmune (Hanahan & Weinberg, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 4. Esquema representativo de los seis “hallmarks” del cancer. Figura tomada de
Hanahan&Weinberg, 2011.
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La expresion de genes que codifican para moléculas de adhesion esta alterada en
algunos carcinomas con alta agresividad, favoreciendo la invasion y metastasis. Las
mismas son un proceso de varias etapas que involucra: pérdida de la arquitectura del
tejido y morfologia celular, expresién de enzimas que degradan la matriz extracelular,
aumento de la motilidad y de la resistencia a la apoptosis. Ademas, la capacidad de
invasion se ve favorecida por la interaccion entre las células tumorales y las células del

estroma neoplasico (Hanahan & Weinberg, 2011).

La biologia tumoral depende tanto de los tipos celulares malignos como del
microambiente tumoral que se construye durante el proceso de tumorogénesis (fig. 5).
Las células infiltradas del sistema inmune también son parte del tumor, las cuales
pueden iniciar y sostener la angiogénesis, asi como estimular la proliferacion, invasion

y metastasis (Hanahan & Weinberg, 2011).

Considerando que los tumores se originan de una célula transformada debido a la
inestabilidad genética, los mismos son heterogéneos genéticamente, exhibiendo
multiples fenotipos tanto morfol6gicamente como fisiol6gicamente. Esta heterogeneidad
también se observa en la expresion de las moléculas de la superficie celular. Asi, las
células del tumor expresan una serie de antigenos, tumor-especificos o tumor-
asociados y sitios de union a lectinas. La heterogeneidad de los tumores tiene una
implicancia en la eficacia del diagnéstico, tratamiento e identificacion de moléculas
blanco (Vinay et al., 2015).

Cancer Stem Cell (CSC)

(CAP) 78 SR\ @O & Cancer Cell (CC)
S " B

Immune
Inflammatory Cells

Pericyte (PC) (Co)
s

© Local & Bone marrow-
derived Stromal Stem

& Progenitor Cells ‘
© Invasive Cancer Cell

Figura 5. Esquema representativo de los componentes de un tumor. Figura tomada de Hanahan &
Weinberg, 2011.
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La glicobiologia y el cancer

Los glicanos son componentes basicos de las células y constituyen una cantidad
significativa de la masa y variacion de los sistemas bioldgicos. En general, estan unidos
a proteinas o lipidos, formando asi el glicoma, el cual se estima que esta formado por
cientos o hasta miles de estructuras de glicanos (Ohtsubo & Marth, 2006).

La glicosilacion es una modificacion postraduccional la cual consiste en la adicion
enzimética de uno o mas azlcares en la superficie proteica (Munkley & Elliott, 2016).
En general, la glicosilacion se da en el aparato de Golgi, aunque la iniciaciéon de algunos
tipos de glicosilacion (por ejemplo, la N-glicosilacién) se da en el reticulo endoplasmico.
Al menos 9 de los 20 aminoacidos pueden ser modificados por una variedad de

carbohidratos (Stowell, Ju, & Cummungs, 2015).

Los glicanos participan en numerosos procesos moleculares incluyendo, conformacion
proteica, adhesioén celular, trafico molecular, modulacion de la actividad de receptores,
entre otros. Juegan un rol esencial en funciones fundamentales de organismos
multicelulares, incluyendo funciones en el sistema inmune, en particular con respecto al
mantenimiento de la barrera de mucosas y comportamiento de células del sistema

inmune.

Con respecto a las proteinas, los glicanos participan en tres grandes funciones de las
mismas: 1- representan una parte integral de la proteina ayudando el correcto
plegamiento y estructura tridimensional; 2-modulacion de la funcionalidad; 3- formacion
de sitios de union independientes reconocidos por las lectinas de manera glicano-

especifica (Lauc, Pezer, Rudan, & Campbell, 2016).

La glicosilacién abarca N-glicanos, O-glicanos y glicosaminoglicanos. Los N-glicanos se
unen a residuos de Asparagina, en motivos Asn-X-Ser/Thr, mientras que los O-glicanos
se unen a subgrupos de Serinas y Treoninas. Los glicosaminoglicanos también se unen
a residuos de Serinas y Treoninas, aunque son lineales y generalmente muy sulfatados
(Ohtsubo & Marth, 2006).

Los tipos de glicosilacién asociadas a la transformacion celular son la O-glicosilacion y
la N-glicosilacion afectadas por la expresion, localizacion o actividad de las glicosil-
transferasas. La variacion estructural en los glicanos de la superficie proteica produce
numerosos bio-marcadores, los cuales algunos se correlacionan con diferenciaciéon

celular, activacion celular y enfermedades (Ohtsubo & Marth, 2006).
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La O-glicosilacion es la principal modificacion pos-traduccional que ocurre en las
mucinas (glicoproteinas de alto peso molecular), la cual es iniciada por la adicion de un
azucar N-acetil-galactosamina (GalNac) a una Serina o Treonina. Esto se da a través
de la super familia de enzimas GalNac-Ts. La cadena carbohidrata luego es elongada
por la accion de glicosil-transferasas especificas que van agregando monosacaridos y
formando asi a estructuras “core” o nucleo (fig. 6) (Chugh et al., 2015).
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Ser/Thr
- J Core 3
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Figura 6. Esquema representativo de la O-glicosilacién. Figura tomada de Stowell et al., 2015.

Las mucinas tienen como caracteristicas, una alta masa molecular, una composicién
bioquimica compleja, y una tendencia a formar estructuras altamente ordenadas
mediante polimerizacion. Existen dos tipos principales de mucinas, las secretadas y las
asociadas a superficies (fig. 7). Las mismas tienen un rol central en mantener la
homeostasis y promover la supervivencia celular en presencia de condiciones variables.
Su estructura general y composicion bioguimica le brinda proteccién a la superficie
celular y hasta regulacién del microambiente cercano. Las mucinas estan implicadas en
la patogénesis del cancer, principalmente en adenocarcinomas (Hollingsworth &
Swanson, 2004).

Estudios de inmuno-histoquimica han detectado varios antigenos asociados a tumor
(AAT). En la clinica se utilizan varios anticuerpos que reconocen los AAT como
herramientas de diagndstico para diferentes tipos de cancer (deteccion en suero). Tales
son los casos del anticuerpo monoclonal (mAb) CA19-9 para adenocarcinomas de

pancreas y colorrectal, el mAb OC125 que reconoce el antigeno CA125 en carcinomas
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de ovario, y el mAb B72.3 para diferentes tipos de adenocarcinomas (Hollingsworth &
Swanson, 2004).

e Hygroscopic
J9 ; b Secreted

mucins

gFactor | :

| sequestrationo ; b, (‘x.ﬁ& (2
P2 AT g

a Membrane- C%
associated Controlled

mucins environment

Signal transductionl
Cell

Figura 7. Esquema representativo de los diferentes tipos de mucinas (secretadas y de membrana) y sus
funciones celulares. Figura tomada de Hollingsworth & Swanson, 2004.

Existen otras glicoproteinas que se asocian a tumores y se utilizan como bio-marcadores
utilizando mAbs, como son el antigeno carcino-embriénico (CEA) en tejido intestinal, el
antigeno especifico de prostata (PSA), y la a-fetoproteina en hepatocarcinoma, HER2
en tejido mamario. Sin embargo, muchos de ellos son detectados con sensibilidades y
especificidades bajas, generando falsos negativos o hasta falsos positivos en el caso de

antigenos que se expresan en otros procesos biolégicos (Stowell et al., 2015).

Antigeno Tn

El antigeno Tn fue descripto por primera vez en el afio 1957 por Moreau et al., quienes
observaron un antigeno inusual en los eritrocitos de pacientes con una rara anemia

hemolitica asociada con la poli-aglutinacion de los eritrocitos en frio e independiente del
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grupo sanguineo ABO(H). Luego se demostro que el antigeno Tn es una forma truncada
de la O-glicosilacion con una estructura simple GalNaca1-O-Ser/Thr (fig. 8) (Ju, Otto, &
Cummings, 2011).
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Figura 8. Esquema representativo de las diferentes etapas de la O-glicosilacion. El primer paso es la adicion
de GalNac a un residuo de Serina o Treonina en una cadena peptidica, formandose asi el antigeno Tn.
Figura adaptada de Freire & Osinaga, 2003.

Los principales mecanismos de expresiéon del antigeno Tn son resultados de cambios
genéticos que llevan a, o bien la disminucion de la expresion o alteracion de la
funcionalidad de Cosmc, y/o de la T-sintasa. Cosmc es una chaperona especifica que
se requiere para la actividad de la enzima Core 1 33 galactosil-transferasa (T-sintasa).
Durante la biosintesis de la T-sintasa en el reticulo endoplasmico, Cosmc se une a la

misma para prevenir su agregacion y degradacién (Ju et al., 2011).

La unién a-terminal GalNac en células tumorales humanas fue descripta en 1969
basada en la observacion de que las células se unian a la lectina Helix pomatia (HPA).
En el trabajo de Springer et al. (Springer, 1984), reportaron la presencia del antigeno Tn

en altos niveles en aproximadamente el 90% de los carcinomas de mama. Sucesivos
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estudios demostraron que el 70-90% de los carcinomas de colon, pulmén, vejiga, ovario,
estdmago y prostata expresan el antigeno Tn. A su vez, se observa baja expresion de
dicho antigeno en los tejidos normales (Ju et al., 2011).

Para la deteccién del antigeno Tn se han utilizado tres estrategias: 1) quimica, mediante
B eliminacién, 2) utilizando lectinas, y 3) mediante anticuerpos anti-Tn. La estrategia
guimica es dificil de llevar adelante cuando se cuenta con pequefias cantidades del
antigeno en células o tejido. Con respecto a las lectinas, existen numerosas, tanto de
plantas como de animales, que se unen a la estructura GalNac, aunque se observa con
frecuencia reactividad cruzada con otros residuos GalNac a-, B- unidos, por lo que esta

forma de deteccién debe de realizarse con cautela.

Uno de los primeros abordajes inmunolégicos para la deteccién del antigeno Tn fue
basado en anti-suero anti-Tn generado naturalmente. En 1985 se generd el primer mAb
murino anti-Tn por el grupo de investigacién de Springer et al. El grupo de investigacion
de Hakomori también desarroll6 un mAb murino anti-Tn inmunizando ratones con la
linea celular Lu65 de carcinoma de pulmon. Sin embargo, los distintos mAb tienen
problemas con la especificidad ya que existe reactividad cruzada con otros residuos

GalNac de glicanos (como el antigeno A del grupo sanguineo) (Ju et al., 2011).

Las primeras evidencias de estructuras de carbohidratos alteradas en mucinas fueron
en estudios que demostraban un aumento en la expresion del antigeno Thomsen-
Friedenreich (T/TF) en mucinas de superficie de adenocarcinoma de colon en
comparacion con el colon normal. Las estructuras de glicanos alteradas durante la
progresion del cancer tienen un rol en la adhesién, motilidad, invasién, y en la interaccién
de las células tumorales con otras células como los linfocitos y células endoteliales
(Chugh et al., 2015).

Durante el proceso de carcinogénesis surgen estructuras neo-glicanas en glicoproteinas
incluyendo mucinas. Esas formas alteradas se deben a glicosilaciones incompletas
generando estructuras truncadas (Tn, Sialil-Tn, T, Sialil-T) o extensiones aberrantes de
las cadenas de glicanos. La expresion de los antigenos de carbohidratos truncados se
observa en tejidos embrionarios, por lo que son también conocidos como antigenos
oncofetales (Chugh et al., 2015; Fu et al., 2016).

El proceso de biosintesis de glicanos involucra a cientos de genes por lo que este
proceso es sensible a alteraciones en la fisiologia celular. Muchas alteraciones
genéticas que estan asociadas con la transformacién y malignidad vienen acompafiadas

con cambios en la glicosilacion proteica. Los glicanos juegan un rol en la proliferacion,
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invasion, angiogénesis y metastasis tumoral. Por ejemplo, se identifico que una variante
genética de la a-2,6-sialiltransferasa es un gen clave para la metastasis de cerebro en

cancer de mama (Lauc et al., 2016).

En carcinomas de mama y pulmén humanos, la presencia del antigeno Tn puede ser
hasta 10 veces mas elevada que en el tejido normal. Ademas, una alta cantidad del
antigeno Tn se correlaciona con un mayor grado de invasividad (Bard & Chia, 2016).

Las vacunas basadas en péptidos de mucinas podrian ofrecer una ventaja adicional ya
gue limitaria efectos adversos sobre los tejidos normales identificando patrones de
glicosilacién especificos del cancer. Estas estructuras, si bien son reconocidas por el
sistema inmune, tienen una baja inmunogenicidad. Un ejemplo es la vacuna sTn-KLH
usada en ensayos clinicos fase Il en pacientes con cancer de mama metastasico, que
tuvo una respuesta humoral e inmunogénica. Otro ejemplo es una vacuna multivalente
gue contiene el antigeno Tn polimerizado a nanoparticulas de oro demostrando

respuesta inmunogénica en ensayos in vivo en conejos (Chugh et al., 2015).

Inmunoterapia

La inmunoterapia surge en el afio 1908 cuando Paul Erlich hipotetizé que el sistema
inmune contaba con un rol crucial en la “vigilancia” de células transformadas en las
primeras etapas de la tumorogénesis, eliminandolas antes de que sean clinicamente

detectables. Este tipo de terapia se divide en dos grupos: inmunoterapia pasiva y activa.

La activa implica la estimulacion del sistema inmune del paciente para generar una
respuesta enddgena anti-células tumorales. La inmunoterapia pasiva inicia la respuesta
inmunolégica a través de componentes producidos externamente (anticuerpos,
citoguinas, etc.) que son inyectados al paciente. En general, en estos casos no se

genera memoria inmunolégica (Rusch, Bayry, Werner, Shevchenko, & Bazhin, 2018).

Mediante la inmunoterapia activa se puede: a) aumentar la captacion del antigeno, su
procesamiento y presentacion a las células T, como por ejemplo una vacuna con
antigeno/adyuvante y células dendriticas; b) aumentar la activacion y expansion de
células T “naive”, como son las vacunas con mAb CTLA4 y células dendriticas; c)
aumentar la fase efectora de la respuesta inmunolégica, como por ejemplo son las
terapias celulares con células T del tumor estimuladas y expandidas ex vivo e inyectadas

al mismo paciente (Sanmamed & Chen, 2018).
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La inmunoterapia pasiva incluye las terapias con mAb asi como sus derivados
(fragmentos de anticuerpos, mAb conjugados a drogas) y las células T generadas por
ingenieria genética (CAR-T). Algunos ejemplos relevantes son: el mAb Her2/neu para
cancer de mama, el mAb anti-EGFR cancer colorrectal y de cabeza y cuello, y el mAb
anti-CD20 para linfoma B, entre otros (Sanmamed & Chen, 2018).

La quimioterapia, radioterapia y cirugia son los procedimientos estandares para los
tratamientos del cancer. Algunas desventajas de las mismas es que pueden causar una
supresion transitoria del sistema inmune, lo cual genera un aumento en el riesgo de
infecciones en los pacientes ademas de disminuir la habilidad del sistema inmune de
inhibir el desarrollo del cancer (Vinay et al., 2015).

Entender la inmunobiologia del cancer puede permitir definir estrategias que logren
explotar mejor las respuestas inmunolégicas contra el cancer y asi lograr respuestas
durables en el tiempo y/o erradicar el tumor. Algunos datos de ensayos clinicos sugieren
gue las inmunoterapias logran una actividad durable que pocas terapias anti-cancer
pueden aproximarse. La respuesta inmunolégica puede ser rapida, durable y adaptable.
Dichas caracteristicas podrian evitar resistencias secundarias a las terapias (Chen &
Mellman, 2013).

En los dltimos afios se han aprobado algunas inmunoterapias, incluyendo vacunas
preventivas y terapéuticas (fig. 9) (Emens et al., 2017). La inmunoterapia se refiere a la
activacion del sistema inmune generando una respuesta inmunoldgica anti-tumoral
mediante la induccion del reconocimiento y eliminacién de las células tumorales y el

microambiente tumoral (Rusch et al., 2018).

Nivolumab aprobado para linfoma de Hodgkiny mHNSCCC
Ensayosclinicos fase | de Aprobacion de pembrolizumab  Atezolizumab aprobado para mUBCy mNSCLC
nivolumab (a-PD1) con y nivolumab paramelanomao  pembrolizumab aprobado para mHNSCC
Primerainmunoterapia  resultados positivos en inhibidor de BRAF Daratumumab + lenalimonida+ dexametasona para

especifica aprobada pacientes con melanoma mieloma multiple

por laFDA avanzado, cdncer de pulman
decélulasnopequefiasy
carcinoma renal

*
I
1

-
-
-

Avelumab aprobado

para carcinoma de
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o

Aprobacionde laFDA Terapiascon células CAR
delipilimumab para Tcon un 89% de

melanoma metastésico respuesta

Figura 9. Linea de tiempo con las aprobaciones relevantes para la inmunoterapia del cancer en Estados
Unidos desde el afio 2010. Figura tomada y adaptada de Emens et. al, 2017.
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Las vacunas anti-cancer estimulan o re-establecen el sistema inmune contra las células
tumorales. Las mismas son utilizadas tanto de forma preventiva como terapéutica. Un
ejemplo claro de una vacuna preventiva exitosa es la vacuna contra el virus del papiloma
y hepatitis B, que evitan infecciones de patdgenos carcinogénicos. Las vacunas
terapéuticas buscan enlentecer el crecimiento tumoral o disminuir el volumen tumoral
mediante la estimulacion de una respuesta inmune especifica. Para eso, los antigenos
emulsionados en el adyuvante son inyectados subcutaneamente, lo que provoca la
activacion de las células T y generacion de células T efectoras, con una posterior

memoria inmunoldgica (Rusch et al., 2018).

La eficacia de la inmunoterapia esta limitada a un pequefio grupo de pacientes que
responden con resultados favorables. Algunos de los factores que influencian la
inmunidad del cancer son: el historial genético del paciente, la evolucién mutacional del
tumor, y variables del ambiente que afecten la homeostasis inmunoldgica (Emens et al.,
2017). Ademas, existen efectos adversos relacionados a la inmunidad que se da en el
65-70% de los pacientes que reciben inmunoterapias que tienen como blanco moléculas
de checkpoint. Algunas estrategias que se vienen estudiando son, por ejemplo, mejorar
el sistema de entrega de las drogas inmunoterapéuticas, como pueden ser la
administracion local combinada con una administracion sistémica,

nanocarriers/nanoparticulas (Rusch et al., 2018).

Algunas estrategias que se buscan para mejorar la eficacia de esta terapia tratan de
encontrar moléculas blanco especificas del cancer, asi como desarrollar modelos pre-
clinicos mas “humanizados” para una mejor traslacion de las terapias. Sumado a esto,
nuevas tecnologias de imagenologia funcional y caracterizacion histopatolégica

tridimensional sumarian a la efectividad de las inmunoterapias (Emens et al., 2017).

Imagenologia molecular

Las modalidades de imagenologia para el diagnéstico en cancer utilizadas son:
tomografia computada (CT), imagenologia de resonancia magnética (MRI), y
ultrasonido (US). Todas ellas brindan informacion sobre el volumen tumoral y valores
morfoldgicos. Sin embargo, tienen una falta de precision, guia terapéutica especifica e
informacion prondstica. La imagenologia tumoral supera dichas limitaciones ya que
mide otros atributos del tumor como son aspectos metabdlicos, proliferacién y expresion

de receptores de superficie. La imagenologia tumoral incluye la imagenologia Optica,
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tomografia de emision de positrones (PET), y la tomografia computada de emision
monofotdénica (SPECT) (Y.-M. Li, Yang, & Li, 2017; Sheikhbahaei et al., 2017).

Las formas tradicionales de monitorear los tratamientos oncol6égicos a través de
imagenologia se basaban en cambios anatémicos en referencia a los cambios de
tamafio comparando antes y después de tratamiento, utilizando métodos
imagenolégicos como el CT y MRI. Los avances en la biologia molecular, terapias
dirigidas e imagenologia tumoral permitieron mejorar los diagndsticos tempranos y la
sobrevida de los pacientes oncoldgicos (Reddy & Robinson, 2010; Sheikhbahaei et al.,
2017).

Uno de los avances mas relevantes fue la introduccion de *®F-fluorodeoxiglucosa (FDG)
PET combinado con CT para el diagnéstico de pacientes oncolégicos. El FDG-PET/CT
es capaz de monitorear la respuesta a terapias y la heterogeneidad del tumor, ademas
de la identificacion temprana de pacientes con probabilidad de no responder a
tratamientos dirigidos o estandares (Sheikhbahaei et al.,, 2017; Reddy & Robinson,
2010). El FDG es una molécula analoga de la glucosa que mide la captacién de glucosa
en células con actividad maligna, con una sensibilidad de 84% y especificidad de 88%
(Reddy & Robinson, 2010).

Las modalidades de la imagenologia molecular mas cominmente utilizadas son el PET
y SPECT, y utilizan radio-trazadores para realizar imagenes, mapear y mediar
actividades en el sitio blanco (ejemplo: angiogénesis, metabolismo, apoptosis,
proliferacién). Los radio-trazadores pueden brindar informacion temprana sobre la
eficacia del tratamiento, potencialmente luego de pocos dias del mismo (Y.-M. Li et al.,
2017). Las técnicas de imagenologia no invasivas permiten la visualizacién y
cuantificacién de todo el organismo. Esto es clave en enfermedades sistémicas o que

se diseminan como pueden ser las metastasis. (Freise & Wu, 2015).

Las imagenes por PET, ademas de utilizar FDG, utiliza diferentes is6topos que son mas
accesibles y costo-efectivos. Un ejemplo es el Galio-68 (®3Ga) que tiene un potencial
comercial significativo porque se puede producir en un generador de ®®Ga y es mas

conveniente que los is6topos basados en PET ciclotrones (Li et al., 2017).

El PET combina la fisica del decaimiento del positron con las propiedades bioquimicas
del compuesto trazador para mapear y cuantificar procesos bioquimicos especificos in
vivo. Tipicamente, los escaneres clinicos de PET tienen sensibilidades de

aproximadamente 10 veces mas que equipos de SPECT, permitiendo la deteccion del
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radio-trazador a niveles muy bajos (concentraciones de picomolar) (Reddy & Robinson,
2010).

Existen numerosos radio-isétopos que se pueden utilizar para radio marcar moléculas
pequefias para imagenologia. El mas utilizado es Fluor 18, utilizado en la forma *8F-
fluorodeoxiglucosa (FDG). ElI mismo es un radio-is6topo que es practicamente emisor
de positrén (97%, Emax=635 keV), con un rango de positrén de 0,6mm en agua que
permite imagenes de alta resolucion en escaneres pre-clinicos (Reddy & Robinson,
2010; Wu, 2014).

El ®®Ga es otro radio-is6topo de vida media corta (68 minutos) con alta emision de
positrones (89%) y una mayor energia de emisién de positrones (Emax= 1,9 keV). Las
imagenes obtenidas con ®8Ga son de calidad comparable con las imagenes obtenidas
con FDG. El lodo-124 (*?*1) y el cobre-64 (®*Cu) son dos radio-isétopos de vida media
larga y con una menor probabilidad de emision de positrones. Eso sumado a una alta
energia de emisién hace que la resolucién de las imagenes sea menor que el ®Gay
(Reddy & Robinson, 2010; Wu, 2014).

La imagenologia FDG-PET demostrd ser una herramienta con un alto desempefio en el
diagndéstico en pacientes oncoldgicos recurrentes durante y luego del tratamiento, en
especial en cancer de pulmoén, mama, cabeza y cuello y linfoma, debido a la habilidad
de distinguir tejido cicatrizante y fibrosis de tumores residuales viable (Sheikhbahaei et
al., 2017).

En el grupo de investigacion de Goshen et al., investigaron el desempefio de FDG-PET
en la evaluacion de pacientes con cancer colorrectal con metastasis en el higado, que
fueron tratados con bevacizumab e irinotecan. En el estudio se concluyé que FDG-PET
es un mejor indicador de cambios patoldgicos que la imagenologia por CT
(Sheikhbahaei et al., 2017).

Por otro lado, el FDG tiene como desventaja la poca especificidad y altos niveles de
captacion en lesiones inflamatorias o infecciosas, Yy captaciones variables
fisiol6gicamente en tejidos normales, lo que puede confundirse con lesiones malignas.
Ademas, la falta de captacién del FDG por parte de células malignas inactivas no

permite la visualizacion del tejido tumoral (Olafsen & Wu, 2010).

La imagenologia juega un rol crucial para definir la respuesta y progresion tumoral en
pacientes que fueron tratados con alguna inmunoterapia, y para detectar y monitorear

toxicidades inmuno-relacionadas (Nishino, Hatabu, & Hodi, 2018).
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El bloqueo de puntos de control inmunolégicos se ha convertido en uno de los
principales tratamientos para cancer avanzado en la oncologia clinica. El antigeno 4 del
linfocito T citotoxico (CTLA4) y la proteina 1 de la muerte celular programada (PD1) son
antigenos que se expresan durante la activacién de las células T, y actian como
reguladores negativos que ayudan a mantener el balance del sistema inmune, la
homeostasis y la tolerancia inmune (puntos de control inmunoldgicos). En cancer, los
antagonistas de dichos puntos de control han recibido mucha atencion, en especial la
via PD1 (Emens et al., 2017; Sharpe & Pauken, 2018) Los mecanismos que involucran
esta terapia implica nuevos patrones de respuestas y toxicidades tumorales que pueden

ser encontrados o monitoreados a través de la imagenologia (Nishino et al., 2018).

Se han explorado algunas técnicas de imagenologia tumoral que utilizan trazadores
radioactivos que se unen a moléculas de la via de puntos de control inmunolégicos.
Ademas, se ha logrado radio-marcar anticuerpos anti-moléculas claves como puede ser
PD1y PD-L1. Tal es el caso de Natarajan et al., que desarroll6 un anticuerpo anti-PD1
marcado con zirconio-89 y cobre-64, donde demostré in vivo la infiltracion de linfocitos

en el tumor y tejido linfoide en modelos de ratén.

Por otra parte, Heskamp et al., desarrollaron un anticuerpo anti-PD-L1 marcado con
Indio-111, y demostraron una captacion especifica en tumores PD-L1 positivos en
modelos xenogréaficos (Nishino et al., 2018). Para la imagenologia in vivo, los bio-
marcadores que mejor funcionan son los antigenos expresados en la superficie celular,
como ser los antigenos oncofetales, receptores de factor de crecimiento, moléculas de
adhesion, etc. También pueden ser componentes asociados al tumor como la matriz
extracelular, células del estroma, vasculatura o células infiltradas del sistema inmune
(Wu, 2014).
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Ingenieria de anticuerpos para imagenologia
Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos son macromoléculas complejas de aproximadamente 150 kDa, que
comprenden dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas unidas por puentes disulfuro.
Cada cadena pesada consiste en un dominio variable (VH) y tres dominios constantes
(CH). Lacadena liviana consiste en un dominio variable (VL) y un dominio constante. La
unioén al antigeno esta dada por tres regiones complementarias determinantes (CDR,
del inglés: Complementarity-determining regions) localizadas en los dominios VH y VL
(fig. 10) (Romer, Leonhardt, & Rothbauer, 2011).

CDRs
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Figura 10. Esquema de la estructura de un anticuerpo IgG (O’Kennedy, Fitzgerald, & Murphy, 2017).

En la década de los 90, varios anticuerpos y fragmentos de anticuerpos radio-marcados
fueron aprobados por la FDA para su uso en imagenologia del cancer en Estados
Unidos. Tal fue el caso de: satumomab-pendetida (anti-TAG72), capromab-pendetida
(anti-glicoproteina), arcitumab (anti-CEA), y norfetumab-merpentan (anti-glicoproteina).
Sin embargo, esta primera generacion de agentes imagenol6gicos fue poco exitosa
debido a sus origenes murinos, vida media en circulacion muy elevada, moléculas

blanco poco especificas y baja sensibilidad (Wu, 2014).
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Uno de los requisitos mas comunes para el uso clinico de anticuerpos es que tengan
baja inmunogeniciad. Esto se puede lograr a través de la humanizacion de los
anticuerpos murinos. También que sean moléculas inertes, ya que un efecto que genere
interaccion biolégica resultando en perturbaciones funcionales (tales como activacion
celular o induccion de apoptosis) puede generar efectos secundarios y problemas de
seguridad del procedimiento. Las interacciones con la regiébn Fc con el sistema de
complemento y con los receptores de Fc se pueden evitar al utilizar fragmentos de
anticuerpos que no contengan la region Fc o los dominios CH2 (Wu, 2014). Las dosis
de anticuerpos requeridas para imagenologia son menores a aquellas para usos
terapéuticos, por lo que la toxicidad se limita mas que nada a reacciones inmunoldgicas
(Warram et al., 2014).

Se ha demostrado que, para tumores solidos, los mAb logran penetrar al tumor solo de
manera lenta, de una forma no uniforme y alcanzando altos niveles en suero de una

manera que puede asociarse a niveles toxicos (Holliger & Hudson, 2005).

Algunas desventajas del uso de anticuerpos enteros en la clinica son un elevado peso
molecular y composicion compleja, que comprende cuatro cadenas polipeptidicas,
glicosilacién de la cadena pesada, y al menos un puente disulfuro por dominio Ig.
Ademds, para su produccidén se requieren sistemas de expresion eucariotas, que en
general implican la transfeccidon de células de mamifero generando clones estables, lo

gue requiere una puesta a punto laboriosa y costosa (Gebauer & Skerra, 2009).

La especificidad de unién al antigeno de los mAb esta dada por seis regiones o0 CDR
gue se encuentran en los dominios variables siendo tres en la cadena pesada y tres en
la cadena liviana (VH y VL). Los anticuerpos del tipo IgG son bivalentes, ya que tienen
2 sitios de unidn para el antigeno lo cual aumenta su funcionalidad y adquiere tiempos
de retencion elevados (avidez). EI dominio Fc recluta funciones efectoras citotdxicas a
través del sistema del complemento y/o con interacciones con receptores de Fc; ademas
puede adquirir mayor vida media en suero (mayor a diez dias) mediante la interaccion
con el receptor neonatal FCRn presente en células presentadoras de antigeno (Holliger
& Hudson, 2005).

Algunas técnicas de ingenieria molecular han logrado la construccién de moléculas
“single chain-Fv” (scFv) que comprende los dominios VH y VL de un mAb unidos por un
péptido corto (linker). Este tipo de moléculas tienen un peso molecular aproximado de
25 kDa y puede ser producido por una variedad de sistemas de expresion (Reddy &
Robinson, 2010).
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En el afio 2012, la facturaciéon del mercado biofarmacéutico fue de aproximadamente
100-120 billones de doélares americanos por afio. Esto se debi6 al marketing que en ese
momento estaban teniendo los mAb y fragmentos de anticuerpos, las tecnologias de
mayor crecimiento de productos biofarmacéuticos aprobados (Spadiut, Capone, Krainer,
Glieder, & Herwig, 2014). Al 2017, 74 anticuerpos innovadores y proteinas de fusion Fc
habian sido aprobadas para tratamientos de enfermedades en al menos uno de los
principales mercados (por ejemplo: Estados Unidos o Japon). De esos 74, 7 han sido
retirados del mercado por tener baja eficacia, baja toxicidad para su propdsito o por falta
de interés por parte del mercado. A su vez, de esas 74 moléculas, 5 tenian su secuencia
completa de origen murino, 9 eran anticuerpos quiméricos, 26 eran anticuerpos
humanizados, 23 eran anticuerpos humanos, y 11 eran proteinas de fusion Fc (Strohl,
2018).

En el afio 2016, las proteinas recombinantes comprendian a 7 de las 10 drogas mas
vendidas a nivel mundial. De esas 7, 5 eran mAb (Humira, Rituxan, Remicade, Avastin,
Herceptin). Esto evidencia que los mAb estan teniendo un impacto en la industria
farmacéutica para tratar enfermedades, satisfacer necesidades médicas, asi como

ayudar al crecimiento de dicha industria (Strohl, 2018).

Fragmentos de anticuerpos

La farmacocinética es clave para la imagenologia. Los anticuerpos nativos son muy
buenos para usos terapéuticos ya que tienen un tiempo en circulacién de entre una a
tres semanas, lo que asegura tiempos de exposicion a la droga reduciendo la frecuencia
de administracién de la misma. Para usos imagenoldgicos, se requieren tiempos mas
cortos de circulacion para lograr imagenes con mejor contraste, lo que se ha logrado a
través de los fragmentos de anticuerpos. Los mismos retienen la especificidad y afinidad
del anticuerpo parental y llegan a tiempos de circulacion de entre dias y hasta horas
(Wu, 2014).

Moléculas con un peso molecular inferior a los 60 kDa tienen una eliminacion renal,
mientras que moléculas con peso molecular superiores son eliminadas a través del

higado, controladas por la presencia o ausencia de la regiéon Fc (Wu, 2014).

Las técnicas de imagenologia no invasiva con anticuerpos permite tener un primer
abordaje del fenotipo de la superficie celular. Ademas, la deteccién y cuantificacion de
marcadores especificos de tumor pueden localizar y proveer informacion sobre la

naturaleza y extension de la enfermedad. La evaluacion imagenoldgica de todo el
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organismo de la expresion de una molécula blanco brinda mucha informacion debido a
la heterogeneidad de las metéstasis, tanto intra-lesion como entre lesiones (Freise &
Wu, 2015).

El uso de los anticuerpos monoclonales e inhibidores de moléculas blanco que se unen
a antigenos de membrana asociados a tumor, permiten el desarrollo del inmuno-PET
como método para la toma de decisiones terapéuticas. Esto es asi ya que logra
confirmar la expresioén de antigenos en lesiones sin necesidad de realizar biopsia, por
lo que se podria saber si un paciente tiene mayor probabilidad de respuesta a
determinada terapia. Ademas, el inmuno-PET es capaz de brindar informacién
dosimétrica util para la planificacion de un tratamiento de radio-inmuno-terapia
estimando la dosis de radiacion necesaria (Freise & Wu, 2015; Reddy & Robinson,
2010).

La eficacia de los anticuerpos con radio-trazadores para inmuno-PET depende de: a) el
antigeno blanco, que esté presente en abundancia en el tumor y no en células normales;
b) el anticuerpo, que debe de tener suficiente afinidad como para unirse de manera
estable en el tumor; ¢) que el anticuerpo no unido al antigeno debe de tener una rapida
cinética de eliminacion, y quedar en circulacion el menor tiempo posible. Las
caracteristicas fisicas de los anticuerpos como son el tamafio, afinidad y valencia,
afectan directamente la eliminacion y retencién en el tumor de los mismos (tabla 1)
(Reddy & Robinson, 2010).

Ademds, para las modalidades de SPECT y PET, la densidad de antigeno blanco
presente en las células es esencial. En el caso de un experimento de micro-PET
utilizando un fragmento de anticuerpo *?*l anti-CEA, no logré detectar células con baja
expresion del antigeno especifico (25.000 copias/células). Asimismo, otros estudios con
fragmentos de anticuerpos sugieren un minimo de 50.000-100.000 copias/célula del
antigeno para ser detectados (Wu, 2014). La habilidad de los anticuerpos de unirse al
antigeno blanco con afinidades a niveles de nanomolar o picomolar permite el desarrollo

de agentes imagenoldgicos de alta sensibilidad (Freise & Wu, 2015).

Otro aspecto importante al momento de desarrollar anticuerpos para imagenologia
molecular es si en la unién al antigeno blanco, el anticuerpo se internaliza o no. La
cinética de internalizacién o reciclado va a impactar en el grado de acumulacion del
anticuerpo y/o la molécula blanco. Ademas, va a ser importante para la selecciéon del
radionucleido y de la forma de conjugacion quimica al anticuerpo (Wu, 2014). Si la
molécula es internalizada, los metabolitos radioactivos quedaran atrapados en el interior

de las células, logrando una maxima acumulacion deseable en las células blanco. Sin
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embargo, los metabolitos podrian ser retenidos en otros érganos de eliminacion

generando ruido de fondo (Freise & Wu, 2015).

Tabla 1. Propiedades y caracteristicas que se buscan al momento de disefiar un anticuerpo o fragmento
del mismo para usos imagenolégicos. Figura tomada y adaptada de Wu, 2014.

VVVVVVYVYVYVYVY

Baja inmunogenicidad
Bivalente para una mejor retencion en el tumor

Inerte

Cinética rapida in vivo
Bajo peso molecular (para mejor penetracion al tejido)
Via de eliminacion preferentemente por rifion o higado
Conjugacion sitio-especifica

Preferentemente no-glicosilado
Produccion y purificacion eficientes bajo condiciones cGMP
Estable en suero

Propiedades deseadas de agentes imagenoldgicos basados en anticuerpos

Approx. Typical
Format Composition Valency MW  Serum Claamnts Suggested
Route Reference
(kDa) ti2
. 1-3 ; Ogasawara et al.,
Intact IgG Myt Vi) Bivalent 150-160 ——— Hepatic 2013
w F(ab’), (V4Cy1+V_ +C)), Bivalent 110 8-10h Hepatic Lutje et al., 2014
%ﬂ Minibody  (scFv + C,3), Bivalent 75 540h  Hepatic Ta"zrg&t ol
Fab VyCyl +V, +C,_ Monovalent 50-55 12-20h  Renal Chiskravarly et
al., 2014
5 : Tavaréetal.,
Qg Diabody (SCFV), Bivalent 50 3-5h Renal 2014b
@ scFv Vi + Vo Monovalent 28 2-4h Renal Kim etal., 2014
0 Nanobody ~ V.H (Camelid)  Monovalent 12-15 30-60m  Renal Ba”g%ﬁ jt 8k
Zdamein of Strand et al
@ Affibody protein A (S. Monovalent 7 30-60 m Renal 2014 =
aureus)

Figura 11. Propiedades de anticuerpos y fragmentos recombinantes y enziméticos de los mismos. Figurada
tomada de Freise & Wu, 2015.
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En la eleccién del radiomarcado se debe buscar coincidir, idealmente, la vida media del
radionucleido con la vida media del anticuerpo o fragmento del mismo. El fluor-18 tiene
un periodo de desintegracién de 109,8 minutos el cual coincide con la rapida eliminacién
de fragmentos de anticuerpos como los scFv, nanobodies y affibodies (fig. 11). Para
fragmentos méas grandes, como los anticuerpos enteros o minibodies, y que no
internalicen en las células, el 2 de vida media de 4,18 dias es un mejor radio marcado.
®4Cuy 8Zr son ideales para fragmentos de anticuerpos que se internalicen, con tamaios
medios, como pueden ser los scFv, minibodies y diabodies, asi como también
anticuerpos enteros (fig. 11). El %®Ga es cada vez mas utilizado en fragmentos de
anticuerpos pequefios como nanobodies y affibodies por su corta vida media de 68
minutos (Freise & Wu, 2015).

Casi cualquier sonda para imagenologia puede ser conjugada a un anticuerpo. La
conjugacion se da covalentemente al anticuerpo en relaciones molares muy bajas para
evitar interferencias con el sitio de unién al antigeno. El radio-marcado puede ser de
forma directa o indirecta. Esta Ultima puede ser a través de un linker o un agente

guelante (Warram et al., 2014).

Para obtener imagenes de alto contraste con anticuerpos enteros se debe de esperar
varios dias luego de la inyeccién. Los fragmentos de anticuerpo Fab (50 kDa) y F(ab)2
(100 kDa) son generados por digestion con la enzima papaina de los anticuerpos
enteros. La obtencion de imagenes utilizando los Fab comenzé hace casi 30 afios atras,
con el Fab, derivado de un mAb murino, IMMU-4 contra el antigeno carcino-embrionico
(CEA). El mismo fue conjugado a *°"Tc para obtencion de imagenes de cancer

colorrectal (Romer et al., 2011).

scFv y Diabodies

Los scFv son fragmentos de anticuerpo de ~25-30 kDa que comprenden la regién
variable de la cadena pesada y la cadena liviana unidas por un péptido flexible (linker)
gue puede ser de entre 12-25 residuos de extension (fig. 12). La proteina resultante
retiene la especificidad del anticuerpo parental. Si bien los dominios pueden ser
orientados VL-linker-VH o VH-linker-VL, la misma puede afectar la expresion,
estabilidad y afinidad al antigeno. Los péptidos linker mas utilizados son (Gly4-Ser)3
flexibles ya que son ricos en glicinas, o linkers provenientes de proteinas naturales
multidominios, aunque también se pueden incorporar aminoacidos con carga para
aumentar la solubilidad (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016; Klement et al., 2015; Moradi-
kalbolandi & Davani, 2016).
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El tamafio mas pequefio de los scFv (~28kDa) en comparacion con el anticuerpo entero
hace que sea mas facil su captacion y penetracion al tejido tumoral. Ademas, tienen una
eliminacion mas rapida disminuyendo el tiempo de exposicién y asi su toxicidad (Zarei
& Vaziri, 2014). La monovalencia de los mismos acelera su eliminacion, por lo que se
han construido bloques dimericos, trimericos y multimericos para adaptar el tiempo de
eliminacion a la aplicacion que se busque (Olafsen & Wu, 2011; Romer et al., 2011).

Para aumentar la vida media en circulacién de los scFv se utilizaron algunas estrategias
como: conjugar al scFv poli-etilen-glycol (PEG) o albumina de suero humana (HSA), la
multidimerizacion a través de la fusion de streptavidina-scFv y fusiones de cierres de
leucina o alfa hélices a la region C-terminal del scFc via una region bisagra (Olafsen &
Wu, 2011).

Los sistemas de expresion mas utilizados para los scFv son bacterianos, principalmente
E. coli, ademas de sistemas eucariotas como Pichia pastoris, células de insectos, de

plantas y de mamiferos (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016; Zarei & Vaziri, 2014).

Los dimeros de scFv forman los Diabodies, y se generan acortando el linker a menos
de 10 residuos entre los dominios variables. El linker mas corto hace que el scFv se
abra y se entrecruce un scFv con otro, formando una unién no covalente. Se logra asi
una molécula de mayor peso molecular que el scFv y bivalente (~50 kDa) (fig. 12), lo
cual mejora la captacion por parte del tumor. Si el linker es menor a 3 aminoacidos, se
pueden producir trimeros y tetrdmeros (Crivianu-Gaita & Thompson, 2016; Holliger &
Hudson, 2005).

VL
e Vi / w
scFv Diabody
~28kDa ~50kDa

Figura 12. Esquema representativo de los fragmentos de anticuerpo scFv y diabody.
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Minibodies

Para evitar la acumulacién en el rifién de los fragmentos de anticuerpos menores a 60
kDa, se comenzaron a disefiar otros fragmentos mayores a dicho peso molecular. Tal
es el caso de los minibodies, que esencialmente son un scFv con un CH3 de la IgG1
humana (fig. 13). El primer minibody disefiado fue el anti-CEA T84.66 mAb por Hu, et
al. Para la formacion del dimero utilizaron dos estrategias: mediante un linker de dos
aminoacidos formando una union no-covalente (LD minibody), o a través de una region
bisagra y un linker flexible con diez aminoacidos adicionales (Flex-minibody)

permitiendo una union covalente en la region bisagra (Hu et al., 1996).

El Z|-Flex-minibody obtuvo mejores resultados en imagenologia SPECT, con una
localizacion del tumor a las 4 horas post-inyeccion y con un ruido de fondo casi nulo a
las 19 horas post-inyeccion. Dado estos estudios iniciales, el formato Flex-minibody (con
un linker de por lo menos 10 aminoacidos y una region bisagra) fue el utilizado en todos
los estudios posteriores encontrados en la literatura con minibodies (Olafsen & Wu,
2010).

VH VH
VL
VL
LINKER
REGION BISAGRA
PUENTES
DISULFURO

Figura 13. Esquema de un minibody en su estado dimérico (Olafsen et al., 2004).

En estudios del grupo de investigacion de Kim et al., se logré expresar un minibody anti-
EGFR, derivado del anticuerpo monoclonal parental Cetuximab, en Escherichia coli
utilizando un linker de 18 aminoacidos, con una orientacion del scFv VH-VL, y un hinge-

CH3 proveniente de la secuencia de aminoacidos de la inmunoglobulina humana IgG1.
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La expresion fue en el periplasma celular, con la secuencia lider pelB en la cepa BL21
(DE3) (Chi, Kim, Yoo, Kim, & Hong, 2016; Y. P. Kim et al., 2014).

En un estudio imagenoldgico con un minibody anti-PSCA en comparacién con su
anticuerpo parental, se vio que las mejores imagenes obtenidas con el minibody fueron
a las 21 horas post-inyeccion, y las imagenes con el anticuerpo entero se obtuvieron
una semana post-inyeccion. Sin embargo, el minibody mostré una disminucion de nueve
veces en su afinidad cuando fue evaluado in vitro (Leyton et al., 2008). En un estudio
siguiente, por el mismo grupo de investigacion, la afinidad de los minibodies fue
modificada mediante evolucién dirigida utilizando error prone PCR. Tres minibodies
fueron seleccionados, donde uno de ellos mostré mejoras en la calidad de las imagenes
in vivo por inmuno-PET (Lepin et al., 2010).

En otro estudio con un minibody anti-CD20 y con un scFv anti-CD20, basados en el mAb
anti-CD20 rituximab, se obtuvieron imagenes en un modelo murino xenogréfico por PET

a las 21 horas post inyeccion con ambos fragmentos (Olafsen et al., 2009).

El primer ensayo clinico en humanos utilizando inmuno-PET fue entre los afios 2003-
2005 en el Centro Médico VU en Amsterdam utilizando %Zr-cmAb U36 para el
diagndstico de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. Se analizaron 20
pacientes donde se vio que el inmuno-PET tuvo mayor sensibilidad y especificidad que
el CT y la MR, identificando todos los tumores primarios y 18/25 metastasis en nodos
linfaticos (Warram et al., 2014).

Otros agentes imagenoldgicos

Si bien los mAb y sus fragmentos derivados han sido las moléculas de unién mas
ampliamente utilizadas, el desarrollo de nuevas tecnologias de diversificacién y
seleccién permitieron la generacion de nuevas proteinas de union artificiales con un
plegado diferente al de las Ig. Estas moléculas logran combinar la alta especificidad y
afinidad por sus antigenos con un pequefio tamafio, altos niveles de produccion en E.
coli y una alta estabilidad térmica y quimica. Algunos ejemplos de este tipo de proteinas
son los affibodies, monobodies y los DARPins (del inglés: desinged ankyrin repeat

proteins), entre otros (Gebauer & Skerra, 2009).

Un ejemplo de dichas proteinas que estdn siendo investigadas para usos en
imagenologia molecular es el trabajo de Xu et al., donde disefiaron un affibody anti

HER2 conjugado a ®®Ga para aplicaciones en PET. En este trabajo obtuvieron datos
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satisfactorios de la molecula en PET tanto en modeolos animales como en pacientes
humanos con tumores de mama (Xu et al., 2019).

Sistemas de expresion de fragmentos de anticuerpos recombinantes

El mercado bio-farmacéutico comienza en la década de los 70" con la introduccion de
técnicas de ADN recombinante. Los investigadores Stanley Cohen y Herbert Boyer
inventaron la clonacién de ADN, lo que permiti6 la transferencia de genes entre
diferentes especies. Esto llevdo al desarrollo de proteinas recombinantes con
aplicaciones terapéuticas, como fue el caso de la insulina y la hormona de crecimiento,
las cuales fueron clonadas y expresadas en E. coli en 1978 y 1979 respectivamente
(Nielsen et al., 2014).

En el mercado hay mas de 300 productos biofarmacéuticos incluyendo proteinas y
anticuerpos, donde los anticuerpos monoclonales han capturado la mayor cuota de
mercado, seguidos por las hormonas y factores de crecimiento. Estos biofarmacos son
producidos principalmente en células de mamiferos (56%), en segundo lugar, en E. coli
(24%), y en tercer lugar provienen de levaduras (13%) (fig. 14). La produccién de
anticuerpos recombinantes es uno de los sectores que mas crece en la industria
biofarmacéutica debido al desarrollo de nuevas técnicas de ingenieria genética que
permiten manipular genes de los anticuerpos. Esta manipulacion hace posible la
configuracion deseable de propiedades efectoras y de unién, incorporacion de tags y

proteinas de fusién (Ayyar, Arora, & Shankar, 2017).
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Sistemas de expresion

M Células de mamiferos ME.coli M Llevaduras M Células deinsectos M Células vegetales

Figura 14. Porcentaje de la produccion de biofarmacos en diferentes sistemas de expresion (Nielsen et al.,
2014).

Los anticuerpos son estructuras complejas que requieren de magquinaria celular
sofisticada para una adecuada expresion y conformacion. La expresion va a depender
del tamafio de la proteina, secuencia y formato, asi como también el nimero de puentes
disulfuro tanto intra- como inter-molécula, y modificaciones postraduccionales
necesarias para el funcionamiento del anticuerpo (Ayyar et al., 2017). Existen muchas
opciones de sistemas de expresién de anticuerpos recombinantes, entre ellas estan:
bacterias, lineas celulares de mamiferos, células de insectos, levaduras y hongos
filamentosos (Ma & O’Kennedy, 2017; Kaur, Kumar, & Kaur, 2018).

Expresion en Escherichia coli

Los sistemas procariotas son los mas ampliamente utilizados en la produccién de
moléculas recombinantes por su rapido crecimiento, bajo costo, la capacidad de
alcanzar altas densidades celulares, facilidad en su manipulacion genética, y por contar
con un sistema genético muy bien conocido. La bacteria gram negativa E. coli fue el
primer microorganismo a ser utilizado en la produccién de un biofarmaco recombinante,
y para el afio 2014 contaba con el 40% de la produccién de biofarmacos producidos en
el mercado (Spadiut et al., 2014).
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E. coli es utilizado como sistema de expresidn proteica debido a que es un organismo
muy bien caracterizado genéticamente, de facil manipulacion genética, condiciones
simples de fermentacion, simple de escalar, bajo costo y tiempos relativamente cortos
entre la transformacion y expresion de la proteina. Para la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli se deben de decidir una serie de variables que pueden afectar
la expresion proteica, principalmente la eleccion del vector y del hospedero (fig. 15).
Algunas desventajas de este sistema son la presencia de endotoxinas, falta de
magquinaria enzimatica sofisticada, y ausencia de glicosilacion (Ahmad et al., 2018; Baral
& Arbabi-Ghahroudi, 2012).

La expresion citoplasmética se asocia a un mayor rendimiento intracelular, también se
asocia a la formacién de cuerpos de inclusion debido a que los puentes disulfuro no se
forman correctamente en dicho compartimiento celular, y por la falta de elementos que
ayuden a la correcta conformacion proteica. Esto se puede solucionar a través de la co-
expresion de chaperonas o haciendo que la expresién proteica se de en el periplasma
fusionando a la proteina un péptido sefal en el N-terminal. Otro método que puede ser

utilizado es el “refolding” de los cuerpos de inclusién (Spadiut et al., 2014).

Algunas proteinas recombinantes requieren para su expresion funcional un ambiente
oxidante para una correcta formacion de puentes disulfuro. Los mismos son una unién
covalente entre dos residuos de cisteina y son esenciales, en los casos en que estan
presentes. El periplasma es un compartimento celular de las bacterias gram negativas
y dirigir la secrecion de la proteina recombinante a dicho compartimento se logra a
través de un péptido sefial, en la region N-terminal. Los mas utilizados son Lpp, LamB,
LTB, Malg, OmpA, OmpC, OmpF, OmpT, PelB, PhoA, PhoE y SpA. En particular, el
péptido sefial pelB permite la secrecién de la proteina en un estado desplegado hacia
el periplasma a través de la via Sec-dependiente. El péptido sefial es clivado y la
proteina recombinante se pliega en el periplasma con la ayuda de chaperonas e
isomerasas que favorecen la correcta formacién de puentes disulfuro. Una limitante que
tiene la expresién periplasmatica es la saturacion de la maquinaria de translocacion, lo
cual puede tener efectos tdxicos y por consiguiente bajar los rendimientos de la
produccion (Kaur et al., 2018).
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Figura 15. Factores a tener en cuenta para una optima expresion de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos.

Vector de expresion

La expresion de proteinas recombinantes en bacterias estd dada por plasmidos de
multicopia auto-replicantes que cuentan con un promotor fuerte, como puede ser el
promotor T7 de bacteridfago A, el operédn lac de E. coli, 0 el operdn sintético trp entre
otros (Agustin Correa & Oppezzo, 2011; Spadiut et al., 2014).

Normalmente los plasmidos de expresiéon contienen un origen de replicacién, un
promotor, un sitio de multiclonado, un tag de afinidad y un marcador de resistencia. Los
promotores mas utilizados son: el promotor lac, del operén lac (lactosa), el promotor T7
utilizado en vectores pET, y el sistema de promotor de arabinosa que contienen el
promotor del operén araBAD (arabinosa). En el caso del promotor T7, el gen de interés
es clonado bajo la regulacién de un promotor que es reconocido por la ARN polimerasa
del fago T7, la cual esta usualmente localizada en el genoma bacteriano bajo el control
transcripcional del promotor lacUV5. Esto permite la induccion por lactosa o su analogo

isopropil-B-D-1-tiogalacto-piranosida (IPTG).
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En los vectores pBAD, el gen araC inhibe la expresion del promotor araBAD en ausencia
de L-arabinosa o presencia de glucosa, y la activa en la ausencia de glucosa y presencia
de L-arabinosa. Este sistema permite modular la expresion en un rango de
concentraciones de L-arabinosa, y ademas tiene como ventaja el bajo costo de la L-
arabinosa en comparacion con el IPTG (Ahmad et al., 2018; Agustin Correa & Oppezzo,
2011; Kaur et al., 2018).

Adicionalmente, la expresién puede ser alterada por la presencia de codones poco
comunes en E. coli lo cual podria afectar el crecimiento celular o los rendimientos de la
expresion proteica. Para esto, se puede sustituir los codones pocos frecuentes mediante
la sintesis quimica del gen de interés, o utilizar una cepa de E. coli que esté
suplementada por ARNt que se encuentran en baja cantidad. Para este ultimo caso,
existen algunas cepas comerciales como son BL21 CodonPlus (Novagen), y Rosetta
(Invitrogen), ambas demostraron ser efectivas para la expresion soluble de varias

proteinas recombinantes (Agustin Correa & Oppezzo, 2015).

Cepas

Una correcta eleccion de la cepa de E. coli permite una mejor expresion y rendimiento
de la proteina. La cepa BL21 y sus derivadas son muy utilizadas para la expresion de
proteinas recombinantes ya que son deficientes para la adenosina trifosfato (ATP)
proteasa Lon-dependendiente, y en la proteasa OmpT. Esto permite una reduccién en
la degradacion de la proteina recombinante y aumentar asi su rendimiento. Para
vectores con promotores T7, la mejor cepa es BL21(DE3) ya que produce la ARN
polimerasa para dicho promotor. Los promotores lac y trc son reconocidos por la ARN
polimerasa de E. coliy puede ser expresado en cualquier cepa como, por ejemplo, BL21,
Top10 o DH5a.

La formacién de puentes disulfuro se da en el periplasma de E. coli a través de las
proteinas Dsb (DsbA, B, C, D y G). Las proteinas DsbC y G son isomerasas que se
encargan de corregir la formacion incorrecta de puentes disulfuro. Por otra parte, las
mutaciones en la reductasa glutation (gor), y la reductasa tiorredoxina (trx) aumentan la
formacion de puentes disulfuro ya que se favorece un ambiente mas oxidante. Tal es el
caso de la cepa Origami la cual es mutante para las dos reductasas previamente

nombradas.

Ademas, la cepa de E. coli Shuffle expresa en el citoplasma la proteina DsbC y contiene

también las mutaciones trxB-/gor-, lo que permite una mejor formacion de puentes
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disulfuro en el citoplasma. En el caso de los vectores pBAD, las cepas deben de ser
araBADC- y araEFGH+, que permiten el transporte de L-arabinosa, pero no la
metabolizan. Algunos ejemplos son, Topl0, o LMG194. Existen muchas cepas
modificadas para optimizar la expresion de proteinas recombinantes téxicas para E. coli
(Agustin Correa & Oppezzo, 2011; Kaur et al., 2018).

Proteinas de fusién

Las proteinas recombinantes que son expresadas en E. coli, pueden formar en algunos
casos agregados o cuerpos de inclusion debido a una incorrecta formaciéon de su
estructura terciaria. El uso de proteinas de fusidon es una estrategia para mejorar la
solubilidad y la formaciéon de una correcta estructura terciaria. Entre ellas, las mas
utilizadas y que estan disponibles comercialmente, son MBP, GST, Trx, DsbC, NusA,
Sumo (Agustin Correa et al., 2014; Hee, Dong, Nam, & Hwan, 2011; Kaur et al., 2018)

Las proteinas de fusion favorecen una correcta conformacion de la proteina
recombinante, ademas de protegerla de protedlisis intracelular y aumentar la solubilidad
de la misma. En general, estas proteinas de fusibn son removidas luego de la
purificacién con proteasas especificas a través de sitios de clivado entre la proteina de

fusion y la proteina de interés (Kaur et al., 2018).

Purificacion

La cromatografia de afinidad es un método de separacion basado en interacciones
altamente especificas, entre un antigeno y un anticuerpo, entre una enzimay un sustrato
o entre un ligando y un receptor. Los anticuerpos recombinantes pueden ser purificados
a través de cromatografias de afinidad, que separan los anticuerpos mediante
interacciones reversibles con targets inmovilizados o tags. El tag mas utilizado para
purificar proteinas recombinantes expresadas en E. coli es el His-tag, que consiste en
6-10 histidinas en tandem gue interactla reversiblemente con metales como el niquel o

cobre. Este tag tiene como ventaja su tamarfio pequefio (0,84kDa) y su naturaleza inerte.

El Strep-tag Il es otro tag de afinidad que consiste en ocho residuos (WSHPQFEK) que
es reconocido especificamente por una versién modificada de la streptavidina (strep-
Tactin). Ademas, existe la version Twin-Strep-tag, el cual tiene mayor estabilidad y

afinidad en la unién con la Strep-Tactin y consiste en dos strep-tag-ll conectados por un
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linker corto. EI mismo permite purificar con mayor eficiencia muestras diluidas (Agustin
Correa & Oppezzo, 2015; Han et al., 2017; Schmidt et al., 2013)

Expresion en sistemas eucariotas

Cuando la expresion de proteinas recombinantes requiere modificaciones post-
traduccionales, o la expresion en sistemas procariotas no resulta en una proteina soluble
y homogénea, se recurre a otros sistemas de expresibn como ser el de células
eucariotas, comunmente células de insectos y células de mamiferos. Dentro de estas
Ultimas, las mas utilizadas son las células CHO y las células HEK. Tanto las células de
insectos como las de mamiferos son cultivadas idealmente en suspension, ya que esto
permite alcanzar niveles de densidad celular més elevados, y asi un mayor nivel de
expresion proteica por litro de cultivo. Ademas, el uso de medios de cultivo libres de
suero facilita la purificacion de la proteina cuando esta es secretada (Mckenzie & Abbott,
2018).

La mayoria de los anticuerpos terapéuticos son producidos en células de mamiferos
debido a sus modificaciones post-traduccionales y generan menos modificaciones
inmunogénicas. Por ejemplo, la produccién industrial de proteinas del tipo IgG en células
CHO alcanzé los 12 g/L debido al resultado de nuevas tecnologias que mejoraron las
lineas celulares, optimizacién de los medios de cultivo y procesos de produccion (Jager
et al., 2013).

Células HEK 293

La expresion transitoria en células de mamiferos es cada vez mas utilizada para la
expresion de proteinas debido al desarrollo de protocolos de transfeccion eficientes, asi
como por la disponibilidad de lineas celulares que crecen en suspension en altas
densidades. Para la expresion transitoria, se utilizan principalmente las células HEK-293
y CHO-K1. Esta transfeccidon sencilla de realizar permite altos niveles de expresion para
proteinas glicosiladas, sin necesidad de generar lineas celulares estables. En las células
HEK-293 se utilizan vectores con el promotor de citomegalovirus humano (CMV) con
una fuerte actividad transcripcional (Vink, Oudshoorn-Dickmann, Roza, Reitsma, & de
Jong, 2014).
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Las células HEK 293 fueron generadas a partir de tejido embrionario que fue
transformado con ADN de adenovirus 5. De esta linea celular derivaron otras lineas
como la HEK 293T y HEK 293E que son capaces de mediar la propagacion episomal
de vectores que contengan origenes de replicacion de SV40 (HEK 293T), 6 EBV (HEK
293E). La transfeccion de ADN plasmidico en estas células se puede realizar con fosfato
de calcio, liposomas catiénicos y polimeros. El polimero catiénico polietilenamida (PEI)
logra combinar una alta eficiencia en la entrega del plasmido con una baja toxicidad y
facil manipulacion (Jager et al., 2013).

Asi como en la expresion en E. coli, en células de mamifero también se puede expresar
la proteina recombinante con proteinas de fusion, principalmente para brindarle a la
proteina de interés nuevas propiedades. Estos pueden ser, péptidos sefial 6 fragmentos
Fc derivados del gen de la inmunoglobulina y. Lo cual facilita la eficiencia de produccion
y secrecion. Ademas, la porcion Fc al estar altamente glicosilada y contar con un pH

neutro, ayuda a aumentar la solubilidad en proteinas hidrofébicas (Lo et al., 2002).

Células S2

Ademads de las células HEK, otro sistema de expresion eucariota utilizado son las células
Schneider 2 (S2) de Drosophila melanogaster. Dicho sistema implica generar clones
estables en células S2 seleccionadas a través de un plasmido que contenga el gen de
interés. Estas células S2 transfectadas y estables pueden ser cultivadas en altas
densidades celulares en suspensién, lo cual permite un escalado del cultivo y maximizar

la produccion de la proteina recombinante (Mckenzie & Abbott, 2018).

Las células S2 son derivadas de cultivos primarios de células embrionarias de estadios
tardios de Drosophila melanogaster. Estas células son relativamente sencillas de
cultivar, crecen de forma semi-adherentes, en ausencia de CO; a 28°C. Las proteinas
recombinantes expresadas en las células S2 pueden ser secretadas al medio de cultivo
facilitando la purificacion de la proteina de interés en comparacién con una expresion

intracelular.

Este sistema de expresion ha sido utilizado para la produccion de antigenos para
vacunas, asi como para diversas proteinas heterdlogas (Astray, Suarez-patifio, & Calil
Jorge, 2010; Kanthala, Mill, Riese, Jaiswal, & Jois, 2016) Las células S2 son muy
eficientes en la expresion de proteinas secretadas al medio en comparacion con otras
células de insectos convencionales (Vatandoost & Bos, 2016; Yamashita, A; Nango, E;
Ahikawa, 2017).
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Algunas proteinas recombinantes han sido expresadas en las células S2 como, por
ejemplo, la proteina recombinante truncada de la subunidad DEN2-80E de la capside
del vurus del Dengue, o la glicoproteina viral gp 120 del virus HIV, y la glicoproteina del
virus de la rabia (RVGP). Todas han sido expresadas en altos niveles y conservado la
actividad biol6gica (Moraes et al., 2012a).

El uso de clones estables tiene la ventaja de una alta reproducibilidad en términos
cualitativos y cuantitativos de la expresion del producto en comparacion con la expresion
transitoria. La desventaja es que se requiere de mas tiempo para la obtencién de clones
estables si lo comparamos con la expresion transitoria (Yamashita, A; Nango, E;
Ahikawa, 2017).

Los vectores para la expresion de proteinas en células S2 generalmente cuentan con:
un gen para un origen de replicacion bacterial (pUC ori), un promotor de metalotioneina
(pMt) para la expresién del gen de interés, un gen promotor copia de Drosophila
(pCopuro) usado para la seleccion de la expresién, un gen de ampicilina para la
seleccién en bacterias, la sefial poliadenilada SV40, y la secuencia sefal de secrecién
de la proteina de union de la cadena pesada de la inmunoglobulina de Drosophila (Bip)
(Moraes et al., 2012a).

Antecedentes del tema en nuestro grupo de investigacion

En nuestro grupo de investigacion, el estudio del antigeno tumoral Tn comienza con el
desarrollo y caracterizacion del anticuerpo monoclonal murino IgM 83D4. El mismo fue
producido a partir de la inmunizacién de ratones con suspensiones celulares obtenidas
de secciones de tejido de carcinoma de mama, fijados en formol e incluidos en bloques
de parafina con el fin de generar marcadores Gtiles en inmunopatologia (Pancino et al.,
1990). En ensayos in vitro, el anticuerpo 83D4 mostro6 reactividad con tejido mamario
tumoral pero no con el tejido no tumoral. Luego se identificé el epitope como una
glicoproteina de alto peso molecular (»400kDa) heterogénea, que corresponde al
antigeno Tn (GalNAca -O-Ser/Thr).

Mediante el estudio de reconocimiento de 83D4 con diferentes glicopéptidos por
BlAcore, se evidencié que el reconocimiento por el antigeno es diferencial, no
reconociendo glicopéptidos mono-Tn, mientras que es muy reactivo con glicopéptidos
en clusters de dos o tres antigenos Tn consecutivos (Osinaga et al, 2000).

Particularmente las constantes de asociacién de los motivos tri-Tn en conformacion
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Serina-Treonina-Treonina (S-T-T KD = 1,0x10°M) asi como tres Treoninas consecutivas
(T-T-T DK= 9,9 x10°M) o Tn en tres Serinas consecutivas (S-S-S KD= 2,0 x 10°M)
fueron determinadas (Mazal et al., 2013).

El anticuerpo 83D4 es un excelente marcador de malignidad en estudios
inmunocitoquimicos en liquido pleural y de ascitis, ya que identifica las células de
carcinoma sin ser reactivo con las mesoteliales (Beuzelin-Yvraut, Bourguignat, Phillips,
Roseto, & Osinaga, 1995; Osinaga et al., 1992). El antigeno Tn es una estructura
altamente especifica asociada al cancer, que se expresa en aproximadamente el 90%

de los carcinomas humanos (Springer, 1984).

Dada la especificidad que presenta el anticuerpo 83D4, el mismo se presenta como una
potencial herramienta para el diagnéstico y/o terapia del cancer. Sin embargo, su peso
molecular elevado impide que tenga una adecuada cinética y biodistribucion, por lo que

se construy6 un fragmento de anticuerpo scFv a partir de la region variable del 83D4.

Dicho fragmento de anticuerpo fue expresado en E. coli con la proteina de fusion MBP,
y capaz de retener la especificidad del 83D4 (Babino et al., 1997). Sin embargo, su bajo
peso molecular y su naturaleza monovalente derivé en una menor afinidad, ademas de
un bajo nivel de retencién y rapida eliminacion limita los niveles de exposicion del scFv

a las células tumorales.

Por esta razén, se realizé un clonado molecular y expresion de un anticuerpo quimérico
conteniendo la region variable VH y Vk del 83D4 vy la regién constante de una IgG1
humana. EI mismo fue expresado en la linea celular murina X-63, las cuales fueron
transfectadas con posterior obtencion de clones estables. Este anticuerpo quimérico
anti-Tn (Chi-Tn) retuvo la capacidad de unién al antigeno, asi como la habilidad de su
region Fc de activar el sistema del complemento humano (Pablo Oppezzo et al., 2000).
El anticuerpo Chi-Tn reconoce y media la muerte de células tumorales mamarias in vivo,
con 90% de respuestas curativas cuando se asocia con ciclofosfamida (Hubert et al.,
2011). En busqueda de mejorar el potencial anti-tumoral del anticuerpo Chi-Tn, se
desarrollé una inmunotoxina conjugando el anticuerpo a la auristatina F. Esta molécula
mostro fuerte actividad anti-tumoral en diferentes modelos celulares in vitro. asi como
en tumores de melanoma humano desarrollados in vivo en ratones nude (Sedlik et al.,
2016).

Posteriormente, se disefié un Diabody anti-Tn a partir de la secuencia de las regiones
variables del anticuerpo monoclonal 83D4, el cual se expresd de forma recombinante

en sistemas procariotas y eucariotas. Para este constructo se clonaron los dominios
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variables en una orientacion VH-VL, en E. coli utilizando diversas estrategias e
expresion y purificacion, asi como en células de Drosophila melanogaster S2. El
Diabody-Tn logré reconocer de forma especifica el antigeno en modelos in vitro. Sin
embargo, la expresion de la proteina recombinante fue en cuerpos de inclusién en los
sistemas procariotas, y aunque se probaron métodos de re-folding o expresiones a bajas
temperaturas, los rendimientos de la proteina soluble fueron bajos.

La expresion en sistemas eucariotas, mas especificamente en células S2 de Drosophila,
fue el método que presentd mejor rendimiento de proteina pura por litro de cultivo. A su
vez, el Diabody anti-Tn presentd una baja afinidad por el antigeno, donde varias
moléculas tendrian que interaccionar de forma cooperativa para poder retener la
molécula de aOSM vy asi generar una sefial detectable por ELISA indirecto. Mediante
BlAcore utilizando glicopéptidos sintéticos como fuente de antigeno Tn, se observo que
si bien hay reconocimiento especifico, la interaccion presentd una elevada constante de

disociacion en comparacién con el anticuerpo Chi-Tn (Schvartzman, 2015).
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Obijetivo

Disefiar, producir y caracterizar un minibody anti-Tn como herramienta biotecnologica

aplicable a imagenologia molecular del cancer.

Objetivos especificos

1. Disefio de minibodies anti-Tn recombinantes

2. Evaluacién de sistemas de expresion procariotas y eucariotas.

3. Caracterizacion proteica de los minibodies.

4. Determinacién de la funcionalidad in vitro del minibody seleccionado.

5. Evaluacién del minibody seleccionado en estudios imagenolégicos mediante

inmuno-PET en modelos de cancer de pulmén.
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Materiales y métodos

Antigeno Tn

Se utilizé como fuente de antigeno Tn la forma desialilada de la mucina submaxilar ovina
(OSM), que contiene predominantemente al antigeno Sialil-Tn expuesto. Fue preparada
por tratamiento con 0.01N de HCI a 80°C durante 1 hora luego de la cual se neutralizo
el pH con NaOH 1.0N vy la fraccién insoluble fue separada mediante centrifugacién 5
minutos a 14.000g.

Anticuerpo monoclonal Chi-Tn

El Chi-Tn es un anticuerpo quimérico ratén/humano del isotipo IgG1k, el cual consiste
en el fragmento genémico que codifica para las regiones variables VH and VL del
anticuerpo monoclonal murino IgMk -83D4 y las regiones constantes de un IgG1l
humano. El Chi-Tn fue producido en células de mieloma murino X-63 (Oppezzo, 2000).
Este anticuerpo reconoce especificamente al antigeno Tn en clusters y fue utilizado

como testigo positivo de los ensayos.

Lineas celulares

Las lineas celulares de origen humano MCF-7 (carcinoma mamario), A549
(adenocarcinoma pulmonar de pulmén de células no pequefias), HCT116 (carcinoma
colo-rectal), y H838 (adenocarcinoma de pulmén de células no pequefias) fueron
adquiridas en American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron cultivadas
en DMEM suplementados con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF), en estufa a 37°C en

presencia de 5% de CO..

Secuencia

El disefio del minibody anti-Tn se generd a partir de las secuencias del anticuerpo
monoclonal murino 83D4, y de la inmunoglobulina humana IgG1 (fig. 16). La secuencia
de los dominios variables de la cadena pesada VH (GenBank: AF201962.1) y de la
cadena liviana VL (GenBank: AF201961.1) corresponden al anticuerpo 83D4.

Se consider6 el ADN que codifica para la region bisagra-CH3 de la inmunoglobulina IgG-
1 humana. La secuencia del linker fue de 18 amino&cidos segun el trabajo previo de Kim
y colaboradores (GSTSGSGKPGSGEGSTKG) (Kim et al., 2014), y la secuencia de la
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regiéon bisagra (hinge) fue de 25 aminoacidos con una region flexible rica en glicinas
adaptado de los trabajos previos de Kim y Klement
(LEPKSCDKTHTCPPCGGGSSGGGSG) (Kimetal., 2014; Klement et al., 2015). EI ADN
fue generado en Genescipt en el vector comercial pUC57.

Mini_Tn VH LINKER VL HINGE CH3

GSTSGSGKPGSGEGSTKG LEPKSSDKTHTCPPCGGGSSGGGSG

Mlnlbody_cys VH LINKER VL HINGE CH3
GSTSGSGKPGSGEGSTKG LEPKSCDKTHTCPPCGGGSSGGGSG
Cierre de
Mini-leucinezipper| VM LUNKER VL |HINGH | oo

GSTSGSGKPGSGEGSTKG PKPSTPPGSS

Figura 16. Esquema representativo de los constructos.

Clonado del minibody en diferentes vectores de expresion

Para el clonado del minibody en diferentes vectores de expresiéon por Restriction-Free
cloning (RF), primero se gener6 un megaprimer, conteniendo al gen de interés y en
ambos extremos secuencias complementarias al sitio de inserciéon de los diferentes

vectores.

La estrategia de RF se basa en sustituir un gen por otro en una posicioén determinada
(Unger, Jacobovitch, Dantes, Bernheim, & Peleg, 2010). Esta metodologia comprende

dos rondas de amplificacion por PCR; una para la sintesis del megaprimer en la cual se
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amplifica el gen de interés flanqueado con secuencias pertenecientes al sitio de clonado
en el pldsmido de expresion. En la segunda ronda se emplea el megaprimer purificado
y como molde el plasmido de interés (tabla 2 y 3).

Para la amplificacion del fragmento de ADN, se sintetizaron dos oligonucleétidos, el
MiniFor, el cual tiene complementariedad con el sitio de clivado para la proteasa TEV y
con parte del dominio VH del minibody, y el MiniRev el cual tiene complementariedad
con parte del dominio CH3 del minibody, un codén stop y complementariedad con parte
de la secuencia strep-tagll.

MiniFor:
GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCCAGGTCCAACTGCAACAATCGGAT
GC

MiniRev:
CTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCCTTATTTACCCGGTGACAGGGACAGGC

Tabla 2. Protocolo del clonado del minibody mediante RF

Reactivos Volumen
ADN molde 80ng/ul 0,5 ul
Primer MiniFor 10mM 2
Primer MiniRev 10mM 2
Buffer HF 5X 10 ul
dNTP 1l
ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) 1l
Agua mQ 33,5 ul
Volumen total 50 pl
Temperatura Tiempo ciclos
98°C 307 1
98°C 10~
60°C 257 30
72°C 357
72°C 3 1
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Con el producto de PCR se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa 1,5%,
durante 30 minutos a 120 mA. La banda correspondiente al megaprimer, con un peso
molecular de 1100 pb, fue purificada del gel mediante el Kit Nucleospin Gel and PCR
Clean up. La muestra fue cuantificada por Nanodrop.

Sistemas de expresion procariota

Clonado del minibody en vectores pT7

Para la expresion del minibody en cepas de E. coli, se realiz6 el clonado en diferentes
vectores de expresion. Los vectores fueron cedidos por la Unidad de Proteinas
Recombinantes del Instituto Pasteur de Montevideo. Los mismos contaban con un
promotor T7, resistencia a la ampicilina, y diferentes proteinas de fusién segun el

esquema (fig. 17).

T7 MRGS | 6xHis| GssG Protel"n’a de GSGS Sitio Minibody Codon| Strep
Fusion TEV Stop | Tag
Amp*
MBP
Sin proteina

Figura 17. Esquema representativo del vector de expresion para E. coli. El vector cuenta con un promotor
T7, resistencia a la ampicilina, sitio de clivado para la proteasa TEV, secuencia de 6 histidinas (HisTag), y
las diferentes proteinas de fusion evaluadas en este trabajo (TRX, MBP) asi como el péptido sefial pelB.

Se clonaron 4 vectores: dos con proteinas de fusién, uno sin proteina de fusién y uno

con el péptido sefal pelB. Las proteinas de fusion fueron: MBP y TRX (fig. 17).
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Tabla 3. Protocolo del clonado del minibody en diferentes vectores de expresion

Reactivos Volumen
vector 40 ng
megaprimer 200 ng
Buffer GC 5X 10 ul
dNTP 1,5 pl
ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) 1l
Agua c.S.
Volumen total 50 pl
Temperatura Tiempo ciclos
98°C 1
98°C
60°C 35
72°C
72°C 1

Los productos de PCR fueron digeridos con la enzima Dpnl (New England BioLabs) con

el fin de digerir el ADN parental (aquellos vectores gque no hayan recibido el inserto)

(tabla 4).

Tabla 4. Protocolo de digestion del ADN con enzima DPN1

Reactivo Volumen
Producto de PCR 44 pl
10X NEBuffer 5l
DPN1 1l
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Temperatura Tiempo ciclos

37°C 15 1
80°C 207 1
6°C 5 1

Los productos de la digestion fueron purificados mediante el Kit Nucleospin Gel and
PCR clean-up (Macherey-Nagel), siguiendo indicaciones del fabricante. EI ADN
purificado fue eluido en 15 pl de agua mQ.

Seleccion de colonias

Los productos de la digestion con Dpnl fueron utilizados para la transformacion de
bacterias competentes que circularizan y amplifican el plasmido. Se transformaron
células de E. coli XL1 Blue en una cuba de electroporacion, donde se afadieron 50 pl
de células + 4 pl de ADN. La electroporacién fue a 500 mV, 1 pulso de 0,08 segundos.
Las células fueron crecidas durante 1 hora a 37°C con agitacién, y luego sembradas en
placas de LB/Amp y conservadas a 37°C durante 18 horas. Cada placa correspondia a
un vector con una proteina de fusién, o sin fusién. Las colonias fueron analizadas por

PCR para verificar la presencia del inserto (tabla 5).

Tabla 5. Protocolo de PCR de colonias para verificacion de inserto.

Reactivos Volumen
ADN molde colonia
Primer MiniFor 10mM 0,8 ul
Primer MiniRev 10mM 0,8 ul
Buffer GC 5X 4 pl
dNTP 0,5l
ADN polimerasa Phusion (Finnzymes) 0,5 ul
Agua mQ 13 ul
Volumen total 20 ul
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Temperatura Tiempo ciclos
98°C 407 1
98°C 107
69°C 307 26
72°C 307
72°C 4 1

Con los productos de PCR se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa 1,5%,
durante 30 minutos a 120 mA. Las colonias que fueron positivas para el inserto fueron
crecidas durante toda la noche en 3ml de medio LB/Amp. Luego, el ADN fue purificado
del cultivo mediante el Kit Nucleospin Plasmid clean-up (Macherey-Nagel), vy
cuantificado por Nanodrop. Los productos purificados fueron secuenciados para verificar

la secuencia del minibody en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur.

Generacion de mutaciones en la secuencia del minibody

Se realizaron dos cambios a la secuencia original del minibody, con la finalidad de
favorecer una conformacion adecuada de la molécula. La primera modificacion consistio
en sustituir la region CH3 del minibody por una secuencia de leucinas que adquieren la
conformacion de leucine zipper, dos alfa hélices anfipaticas paralelas, que interactdan
entre si. Ademas, se cambi6 el largo del hinge, haciéndolo mas corto (sin la region
flexible rica en glicinas). Esto favoreceria la dimerizacion proteica y generaria dimeros
estables (Klement, 2015; Busch, 2002). Esta molécula sera nombrada de ahora en mas

como minileucine-zipper (fig. 18).
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VH VH

VL L
LINKER
REGION BISAGRA
PUENTES SIN SECUENCIA
DISULFURO DE GLICINAS
CIERRE DE
LEUCINAS

Figura 18. Esquema de la estructura de la proteina recombinante minileucine-zipper.

La segunda madificacion consistié en una mutacion puntual, cambiando una Serina por
Cisteina en la region del hinge (Yan et al., 2011). Esto genera un puente disulfuro
adicional, quedando un total de 3 puentes disulfuro en el hinge, con el objetivo de

favorecer la dimerizacion. Esta molécula serd& nombrada de ahora en mas como

minibody-cys (fig. 19).

VH \V
VL VL

LINKER
PUENTE
PUENTES DISULFURO
DISULFURO ADICIONAL

Figura 19. Esquema de la estructura de la proteina recombinante minibody-cys.
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Generacion del minileucine-zipper

Para la modificacion de la regién hinge-CH3 se adquirié de forma comercial la secuencia
de hinge-leucine zipper segun Klement et. al. La secuencia del linker, y de los dominios
VH y VL no fueron modificados. La secuencia del hinge fue de 10 aminoé&cidos sin la
region flexible rica en glicinas (PKPSTPPGSS) (Klement et al., 2015). EI ADN fue
generado en Genescipt en el vector comercial pUC57. Se disefiaron dos oligos para

generar un nuevo megaprimer:

Primer For (minileucine-zipper):
CGTTTGGCGGTGGCACCAAACTGGAAATTAAACC
Primer Rev (strep):
GAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCCGGATCC

Una vez adquirido el ADN, el procedimiento de generar un megaprimer y el clonado de
los vectores fue realizado como fue citado previamente. El clonado fue realizado usando
como ADN molde, los vectores que ya contaban con la secuencia del minibody,
produciendo asi una sustitucién de una secuencia por otra. Los vectores clonados para
expresion en E. coli derivados del pET32a fueron los que contenian las proteinas de

fusion: TRX, MBP y el péptido sefial pelB.
Generacion del minibody-cys

Para la modificacion de una serina por cisteina en la regién del hinge, se disefié un
primer (cys rev) y se generé un megaprimer mediante PCR, utilizando como primer

forward el miniFor, segun protocolo previamente citado.

Primer cys rev:
GGCGGGCACGTGTGGGTTTTGTCGCaCGATTTCGGTTCCAGTTTAATTTC

MiniFor:
GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCCAGGTCCAACTGCAACAATCGGATGC

Este megaprimer fue clonado en el vector para expresion en E. coli pET32a con fusion

a MBP, siguiendo el procedimiento ya citado.
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Expresion del minibody en E. coli.

Las cepas de E. coli analizadas para la expresion del minibody fueron: Shuffle pMJS9,
BL21, y Rossetta.

Cepa Shuffle pMJS9

Esta cepa presenta mutaciones en tioredoxin reductasa (trxB) y glutation reductasa (gor)
y expresa la chaperona de enlaces disulfruo DsbC de forma constitutiva, siendo una
cepa optimizada para la expresion citoplasmatica de proteinas con enlaces disulfuro. El
vector pMJS9 presenta la resistencia al antibiético cloranfenicol y tiene clonados de
forma policistrénica las enzimas Erv1P y DsbC bajo control del promotor inducible por
arabinosa pBAD. Erv1P es una sulfhidril oxidasa de S. cerevisiae que se encarga de la
catalisis “de novo” de enlaces disulfuro, mientras que DsbC es una isomerasa de E. coli.
De esta forma, la pre-expresion de estas enzimas proporciona una herramienta para la

sintesis de proteinas con enlaces disulfuro en el citoplasma de la célula.

Las células fueron electro-transformadas, y crecidas durante 18 horas en 20 ml de medio
2YT/Amp a 37°C con agitacion. Se pasaron los 20 ml del cultivo a 800 ml de medio
2YT/Amp/Cloranfenicol, e incubadas a 37°C con agitacién hasta que el cultivo alcanzé
una DO ~ 0,6. El cultivo fue mantenido durante 30 minutos a 30°C con agitacion. Luego
se agregaron 20 ml de Arabinosa al 20% y se incubé el cultivo durante 30 minutos a
30°C con agitacion (pre-induccién). Se agregaron 160ul de Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) 1M, como agente inductor. La induccion fue durante 24
horas a 20°C con agitacion. Para esta cepa, se utilizaron los vectores con las proteinas

de fusion: TRX y MBP, ademas del vector sin proteina de fusién.

Cepa BL21(DE3)

La cepa BL21 (DE3) presenta la caracteristica de ser deficiente en las proteasas Lon y
OmpT, asi como presentar el gen de la ARN polimerasa T7 bajo control del promotor
lacUV5 integrado en el cromosoma. De esta forma, cuando se usa IPTG, se induce la
expresion de proteinas recombinantes clonadas en vectores downstream a promotores
de T7.

Las células fueron quimio-transformadas, y crecidas durante 18 horas en 20 ml de medio
2YT/Amp a 37°C con agitacion. Se transfirieron los 20 ml del cultivo a 1L de medio

M9/Amp suplementado con 5ug/ml de vitamina B1, 0,4% de casaminoacidos, 0,1% de
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MgCl; 1M, 0,01% de CaCl, 1M, y 10 ml de glucosa al 20%. Se incub6 a 25°C durante
30 horas. Luego se agregaron 100 ml de medio de induccion (Bacto-tryptone/ Bacto-
Yeast extract/glicerol) y 100 ul de IPTG 1M. Se incub6 durante 60 horas a 25°C (Baral
& Arbabi-Ghahroudi, 2012). En esta cepa se utilizé para expresar el vector con el péptido
sefial pelB para expresién periplasmatica.

Cepa Rossetta

Rossetta es una cepa derivada de BL21, disefiada para potenciar la expresion de
proteinas eucariotas que contienen codones poco frecuentes para E. coli. Las células
fueron quimio-transformadas, y crecidas durante 18 horas en 20 ml de medio 2YT/Amp
a 37°C con agitacion. Se pasaron los 20 ml del cultivo a 800 ml de medio 2YT/Amp, e
incubadas a 37°C con agitacion hasta que el cultivo alcanzé una DO ~ 0,8. Se agregaron
800 pl de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 1M, como agente inductor. La
induccion fue durante 18 horas a 20°C con agitacion. Para esta cepa, se utilizo el vector
con la proteina de fusién TRX, y el vector sin proteina de fusion para la expresion del

minibody.
Evaluacion de la expresion proteica citoplasmatica

La expresidn citoplasmatica del minibody fue evaluada en las cepas Rossetta y Shuffle
pMSJ9. Luego de la induccién, se recuperaron las bacterias por centrifugacion del medio
durante 20 minutos a 4000 g y a 4°C. El pellet fue resuspendido en buffer Tris-HCI 50
mM NacCl 500 mM, Imidazol 40 mM pH 8 conteniendo inhibidor de proteasas (Roche),
DNAasa1 (1ug/ml) (Sigma), y lisozima 1mg/ml, y se congel6 a -80°C durante 18 horas.
Luego, el pellet fue descongelado, sonicado con macrotip (4 pulsos de 20 segundos,
consistiendo cada pulso en 2 segundos a 45% de amplitud y 1 segundo de descanso en
hielo), y centrifugado a 15000 g, a 4°Cdurante 40 minutos de forma de separar la
fraccion soluble de la insoluble. La fraccion soluble (sobrenadante) fue filtrada por 0,22

um y fue purificada mediante cromatografia de afinidad IMAC (ver apartado imac).

Evaluacion de la expresion proteica periplasmatica

La cepa que se utilizo para evaluar la expresion periplasmatica fue BL21 (DE3) con el
plasmido de expresion que contenia el péptido sefial pelB. Luego de la induccion, se

recuperaron las bacterias por centrifugacion del medio durante 20 minutos a 4000 gy a
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4°C. El pellet fue resuspendido en 150 ml de buffer de lavado (Tris-HCI 10mM, NacCl
150mM, pH 8), y centrifugado a 14.000 g durante 10 minutos a 4°C. Al pellet se le realizo
un shock osmatico para la extraccion de la fraccidn periplasméatica, al ser resuspendido
en buffer sacarosa (TRIS-HCI 10mM, 25% de sacarosa, EDTA 1mM, pH 8) e incubado
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugo a 14.000 g
durante 25 minutos a 4°C. Se conservo el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
la solucion de shock fria (Buffer Tris-Hcl 10 mM pH 8, 0.5 mM MgCI2) y se incubo en
hielo durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugé durante 25 minutos a 14.000g y a
4°C y se conservo el sobrenadante conteniendo la fraccién periplasmética. La misma
fue dializada contra el Binding Buffer (Tris-HCI 50 mM NaCl 500 mM, Imidazol 40 mM
pH 8) durante toda la noche para luego ser purificada por cromatografia de afinidad
IMAC.

Sistemas de expresion eucariota

Clonado del minibody en el vector pCMV-GFP-Fc

El vector de expresion pCMV fue facilitado por el Laboratorio de Proteinas
Recombinantes del Institut Pasteur de Montevideo. El clonado del minibody en el vector
siguié el mismo protocolo citado previamente. El mismo cuenta con una fusion Fc
(dominio CH2 y CH3 de la cadena pesada de la IgG1lh), con el objetivo de obtener
mayores niveles de expresion de la proteina recombinante (Lo et al., 1998). Células E.
coli electro-competentes fueron transformadas con el vector purificado mediante Kit
Nucleospin y se realizé un cultivo de 50 ml de medio LB/Amp. Se realiz6 una segunda
purificacién utilizando el QlAgenPlasmid Purification Midi Kit para obtener mayores

cantidades de ADN. La purificacién se realizd segun indicaciones del fabricante.

Clonado del minibody en el vector pDroext

El vector de expresion pDroext fue facilitado por el Laboratorio de Proteinas
Recombinantes del Institut Pasteur de Montevideo. Este plasmido fue disefiado para la
expresion inducible de proteinas recombinantes en células S2 a partir del plasmido
derivado del pMT (Invitrogen). EI mismo estd compuesto por un promotor de
metalotioneina (pMT de Drosophila), el cual permite la induccion de la expresion proteica

con el agregado de metales divalentes, contiene ademas una sefial de exportacion BiP
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(péptido sefial perteneciente a D. melanogaster) para la traslocacion de la proteina

recombinante.

Finalmente, el plasmido pDroext contiene un doble strep-tag (twin-strept-ag) que permite
la purificacion dela proteina por cromatografia de afinidad seguido de un sitio de clivaje
para la proteasa TEV. El plasmido contiene las secuencias necesarias para su
amplificacién en bacterias, con resistencia a Ampicilina. EI mismo fue amplificado,
purificado y cuantificado para el posterior sub-clonado con las construcciones del
minibody de forma analoga a las descritas en los apartados anteriores. Como vector de
seleccién de clones transfectados se utilizo el vector pCoPuro (Invitrogen) que codifica
para la resistencia al antibiético Puromicina. El sub-clonado de la secuencia del
minibody en el plasmido pDroext se realizé por RF-cloning como fue descripto

anteriormente.

Expresion del minibody en células HEK293T

Las células HEK293T son fibroblastos de rifion embrionario humano. Las mismas fueron
cultivadas en medio DMEM, 8% de suero fetal bovino (SFB), 1% de antibi6tico Penstrep
(PS), a 37°C y 5% de CO.. Para la expresion del minibody en estas células se realizé
una transfeccion transitoria. Para ello, los cultivos fueron adaptados a un medio DMEM
con 5% de SFB (tipicamente dos cambios de medio). La transfeccion se realiz6 con
cultivos a un 80% de confluencia. Se preparé el mix de transfeccion ADN:Polietilenimina
(PEI) en la condicion 1:10, y 1:20. El mix de transfeccion se prepard en tubos de
polystyrol, diluyendo el PEI en Optimem. Se incubd el mix a temperatura ambiente
durante 30 minutos (formacion de complejos PEI-ADN). Posteriormente, se disperso el
mix sobre el cultivo celular. Se contaba también con un control sin transfectar. Se realizo
el primer cambio de medio a las 16 horas post-transfeccion, y se tomaron muestras del
sobrenadante cada dia durante 10 dias para test de ELISA. A su vez, se realizaron
cambios de medio cada dia, conservando el sobrenadante a -20°C con previa

centrifugacién a 2000 rpm.
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Expresién del minibody en células S2 de Drosophila melanogaster

Las células S2 son derivadas de un cultivo primario de embriones de Drosophila
melanogaster. Estas células crecen a 28°C sin CO, tanto en frascos formando una

mono-capa semi-adherente, como en matraces con agitacion creciendo en suspension.

Para la expresion del minibody, las células S2 fueron descongeladas en medio
Schneider conteniendo penicilina-estreptomicina y suplementado con Suero Fetal
Bovino inactivado al 10% (Gibco) y 1/5 de medio condocionado (medio recuperado del
cultivo luego de centrifugar el mismo). Las células se sub-cultivaron cada vez que la

densidad celular alcanzo 10-20x10° células/mL.

Generacion de una linea celular policlonal estable S2-minibody

Las células S2 fueron sembradas a una densidad de 6x10° células por botella T25. Se
prepararon dos condiciones, una para el minibody, y otra como un control sin transfectar
(como control del antibiético de seleccién). Las co-transfecciones se realizaron con 2 ug
de la construccion pT350-Minibody junto con el plasmido de seleccion pCoPuro en una
relacion 20:1 usando el kit comercial de transfeccion Effectene (Quiagen) segun

indicaciones del fabricante.

Luego de 24 hs de cultivo se removié completamente el medio de transfeccion y se
agregd medio de cultivo Schneider nuevo suplementado con SFB 10% y medio
condicionado de las S2 parentales. Luego de 72 hs de la transfeccion se inici6 el proceso
de seleccion mediante la adicion de Puromicina (concentracion final de 6 ug/mL) en las
células transfectadas y control. El cambio de medio se realiz6 cada 5 dias y dos
semanas luego de la transfeccion se inici6 la adaptacion de las células S2 a medio de
cultivo libre de proteina (Insect Xpress medium, Lonza). Para la propagacién celular se
comenzo con botellas T25, luego botellas T75, y finalmente botellas T150. En las T150
las células se mantuvieron hasta el inicio de los cultivos de alta densidad para la

posterior induccién y expresion proteica

Para la induccién, se realizdé una puesta a punto de la concentracion de inductor. Se
prepararon 3 placas con 3 ml de cultivo a una densidad de 5x10° células/ml. Se probaron
dos concentraciones de inductor (5 y 10 pM CdCl,) y un control sin inducir. Se fueron
retirando alicuotas del sobrenadante a los dias 3, 6 y 10 luego de la induccion para

estudios de actividad en test de ELISA y Western Blot.
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Una vez elegida la condicién de induccion, las células fueron propagadas con alta
densidad en medio Insect Xpress con puromicina (6 pg/mL) en frascos matraz de 250
mL a 28°C y 120 rpm. La induccion fue con CdCl; 5uM con una densidad celular de
7,5x108 células/mL, durante 6 dias a 28°C y 120 rpm.

Purificacion de los minibodies

Purificacidbn mediante cromatografia de afinidad IMAC

Las proteinas expresadas en E. Coli fueron purificadas mediante cromatografia de
afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Los sobrenadantes conteniendo las fracciones
solubles de las expresiones en citoplasma y periplasma fueron filtrados (0.22 pm) y
cargados en columnas HisTrap (GE Healthcare) de 5 ml previamente equilibradas en
Binding Buffer a un flujo de 1ml/min utilizando una bomba peristéltica P-1 (GE

Healthcare).

La columna se conect6 posteriormente a un equipo AKTA Purifier (GE Gealthcare) y se
lavd con Binding Buffer hasta que la absorbancia a 280 nm se estabilizara. La eluciéon
se efectué mediante un paso de 50% de buffer de Elucion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 500
mM, Imidazol 500 mM pH 8). Se colectaron alicuotas de la elucién detectada a 280 nm.
Luego de la purificacion por IMAC, se realizé un corte con la proteasa TEV para clivar
el minibody de la proteina de fusién y realizar cambio de buffer mediante dialisis, durante

toda la noche a 4°C.

Purificacion mediante columna de afinidad Proteina A HiTrap

El minibody expresado en las células de HEK 293T fue purificado mediante la columna
de afinidad Proteina A HiTrap. El sobrenadante total conservado a -20°C fue
descongelado el dia de la purificacion y centrifugado a 11.000 g durante 40 minutos a
4°C, y posteriormente filtrado con filtros Millipore 0,22um. EI mismo fue diluido al medio
con PBS 1X, previamente filtrado, para ser cargado a la columna. Este procedimiento

fue realizado durante toda la noche en cadmara fria con bomba peristaltica.
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Para la purificacion se utilizaron 3 buffers:

« PBS1X

« Buffer B: Citrato de sodio 100 mM pH 4,6- primera elucion.

« Buffer C: Citrato de sodio 100 mM pH 3- segunda elucion.

+ Fosfato dibasico 1M- 100 pl en la placa para neutralizar el pH.

La columna fue conectada a un equipo AKTA Purifier y se realiz6 un lavado con PBS
1X hasta que la DO se estabilizd. Luego, se realizé una primera elucion con el buffer B
pH 4,6 y una segunda elucion con el buffer C pH 3. Las fracciones correspondientes a

cada elucion fueron recolectadas y mantenidas a 4°C.

Purificacion mediante cromatografia de afinidad StrepTactin*T Superflow

El minibody expresado en las células S2 de Drosophila melanogaster fueron purificadas
por cromatografia de afinidad empleando columnas StrepTractinXT (Streptactin
Superflow, Iba Life Science) de 5mL. Para eso, el cultivo luego de los seis dias de
induccién fue centrifugado a 8.000 g durante 20 minutos y a 4°C. Se ajusté a pH 8 el
sobrenadante con Tris 1M pH 9, y se agregd un inhibidor de biotina (biotin blocking

solution) a 2,4 mL por litro de cultivo.

El sobrenadante fue mantenido a 4°C durante toda la noche. Luego, se centrifugo
nuevamente el sobrenadante a 11.000 g- 4°C durante 40 minutos. Se filtrd por filtro 0.22
Km y se volvié a ajustar el pH a 8. Se cargd en la columna previamente equilibrada en
Binding Buffer (Tris 100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1mM pH 8). y se lavd con Binding
Buffer hasta que la absorbancia a 280nm se estabilizara. La elucién se realizé con 5 ml
de Binding Buffer conteniendo 50 mM de biotina. Luego de la elucion, la columna se

regenero con 15 ml de NaOH 20mM y luego se equilibré y conservé con Binding Buffer.

Las fracciones correspondientes al sobrenadante, fraccion no unida, lavados y eluidos
se recuperaron y se separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% vy
tinciébn con Coomasie. En todas las purificaciones las condiciones fueron: flujo 1mL/min
y presion limite columna 0,3 MPa. Luego de la purificacién por StrepTactin, se realizd
un corte con la proteasa TEV para clivar el minibody del twin-strep-tag mediante dialisis,

durante toda la noche a 4°C.
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Caracterizacion de los Minibodies

Cromatografia de exclusion molecular

Para evaluar el estado oligomérico del minibody se realizaron cromatografias de
exclusién molecular a nivel analitico utilizando la columna Superdex 200 (10/300) (GE
Healthcare) conectada a equipos AKTA. Las columnas fueron equilibradas con buffer
Tris-HCI 20 mM NaCl 150 mM pH 8 un flujo de 0,5 ml/min y presion méxima de 1,50MPa
recomendadas por el fabricante. Se inyectaron 500ul de muestra y se hizo un
seguimiento del volumen de retencion mediante absorbancia a 280 nm. Los picos de
absorbancia fueron comparados con los volimenes de elucién de proteinas estandar

para estimar el tamafio molecular o el grado de oligomerizacion.

Espectrometria de masa

La verificacion de la presencia del minibody fue analizada por espectrometria de masa
en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica (UByPA) del Institut Pasteur de
Montevideo. La proteina fue extraida de geles de poliacrilamida, digeridos con tripsina,
purificados y analizados en un equipo MALDI/TOF/TOF. Los péptidos tripticos
identificados fueron comparados con digestiones tedricas de la secuencia peptidica de
las construcciones, asi como comparado con bases de datos publicas utilizando el
software MASCOT.

Transferencia y Western Blot

Las proteinas resueltas en los geles de poliacrilamida SDS-PAGE se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (BioRad) por transferencia electrénica durante 1 hora a 200
mA. Las membranas se bloquearon durante toda la noche a 4°C con una solucién de
BSA 3% en PBS 1X. Los lavados se realizaron con PBS 1X/Tween-20 0,1%, durante 5
minutos con agitacion (300 rpm). Luego del bloqueo se realizaron 3 lavados y se
incubaron los anticuerpos primarios diluidos en PBS 1X, Tween-200,1% durante 1 hora

a temperatura ambiente.

Después de lavar las membranas con PBS 1x-0.1% Tween (5 lavados de 10 min) se
incubd con el anticuerpo secundario a- IgGh (Dako) conjugados con peroxidasa a una
dilucion de 1:4000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados y la
membrana fue expuesta a una solucion de revelado durante 1min con ECL, 1:1 solucién
Ay B (A: 2.5 mM de luminol (Sigma), 0.4 mM de acido pcumérico (Sigma), 100 mM de
Tris-HCI pH 8.5; B: 100 mM de Tris-HCI pH 8.5, 0.018 %de H.0-) y exposicion con

peliculas fotogréaficas X-Ray film (Agfa) en oscuridad.
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Estudios de funcionalidad in vitro

Para determinar la capacidad de reconocimiento del minibody-Tn al antigeno Tn, se
llevaron a cabo algunos ensayos de funcionalidad. Los estudios de SPR (Surface
Plasmon Resonance) y test de ELISA fueron realizados con el antigeno Tn proveniente
de la mucina submaxilar ovina (OSM) desialilada. Para observar la funcionalidad del
minibody en un contexto celular, se realizaron ensayos de IF-l y citometria de flujo en
las lineas celulares MCF-7, A549, H838, y HCT116. Los ensayos de
inmunohistoquimica se realizaron en cortes de tumores provenientes de tumores
generados en ratones nude inoculados con la linea de cancer de pumén humano A549,

para determinar la funcionalidad del minibody-Tn en un contexto tisular.

Ensayo de SPR

Los biosensores basados en resonancia plasmoénica de superficie (SPR por “surface
plasmon resonance”) se utilizan para detectar y cuantificar interacciones moleculares.
Uno de los interactores (ligando) es inmovilizado en la superficie carboximetilada de un
chip, el cual posee una delgada lamina de oro necesaria para que tenga lugar el
fendmeno éptico de resonancia plasmonica de superficie, cuando se hace incidir sobre
la misma un haz de luz polarizada a un angulo muy acotado. Por otra parte, el otro
interactor (analito) es inyectado a flujo constante sobre dicha superficie y la unién entre
ambos es evidenciada como un cambio en el angulo al cual ocurre dicho fenémeno, el

cual es proporcional a la cantidad de moléculas unidas y a su tamafio.

El ensayo fue realizado inmovilizando a través de unién por aminas el antigeno (asialo
OSM) (10 pg/ml) diluido en acetato de sodio 10 mM, pH 4, sobre un chip CM5 sensorchip
(GE Healthcare), siguiendo instrucciones del proveedor. El minibody-Tn fue inyectado
como analito a un flujo de 20 pl/min sobre la superficie con el ligando inmovilizado,

utilizando un rango de concentraciones desde 25-700 nM.

El ensayo de SPR fue realizado en la unidad de Biofisica de Proteinas (UBP) del Institut
Pasteur de Montevideo en un Biacore 3000 a 25°C en un buffer HEPES 0,01M pH 8,2,
NaCl 0,15M, EDTA 3 mM, Surfactante P20 0,005% v/v. El andlisis de los datos fue
realizado con el software BlAevaluation (GE Healthcare) y los datos obtenidos luego de
sustraer la sefal se una inyeccion de buffer y de una superficie control sin inmovilizar

(doble referencia) se ajustaron a un modelo de “Analito Bivalente”.
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Test de ELISA

La funcionalidad del minibody fue inicialmente evaluada mediante su capacidad de
reconocer al antigeno Tn en el test de ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas de 96
pocillos de fondo plano (Nunc) con 0.2 ug de asialoOSM por pocillo en buffer carbonato
(NaHCO3-Na,CO3 0,05M pH 9,6), durante toda la noche a temperatura ambiente. Los
sitios de uniénin especificos se blogquearon con BSA 0,5% en PBS por 1 hora a 37°C. A
continuacion, se adicionaron diluciones seriadas de las muestras a analizar en buffer

PBS, Tween-20 0,1%, BSA 0,5% y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente se incubd con anticuerpo anti-lgGh 1/1000 conjugado con peroxidasa
(Sigma) en una dilucion a temperatura ambiente durante 1 hora. En todos los casos
posteriores a cada incubacion se realizaron tres lavados con buffer PBS Tween 0,1%.
La actividad peroxidasa se evidencid6 con ABTS (2,2-azinobis (acido 3-etilbenzo-
tiazolino-6 sulfénico)) y H.O, 30% en Buffer Citrato Fosfato 0,1M pH 5,0. La reaccién
colorimétrica se desarrollé durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y
se midié la absorbancia a 450 nm en lector de placas. En todos los casos, se utilizd
como control positivo del ensayo el anticuerpo quimérico Chi-Tn, y como control

negativo se utilizaron pocillos sin anticuerpo primario (minibody y Chi-Tn).

Inmunofluorescencia indirecta (IF-1)

Se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IF-1) en células tumorales
humanas Tn positivas y Th negativas para el anticuerpo Chi-Tn. Se cultivaron las células
MCF-7, HCT116, A549, y H838 al 50% de confluencia en cubreobjetos de vidrio durante
toda la noche. Las células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% en PBS 1X a
4°C durante 20 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS y las células fueron
permeabilizadas con Triton X-100 0,3% en PBS a 4°C durante 20. Los cubres fueron

conservados a -20°C.

Todas las diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios se llevaronn a cabo en
PBS 3% de SFB. Las incubaciones con los anticuerpos primarios fueron de 1 hora con
agitacion suave, lavando posteriormente 5 veces con PBS; y las incubaciones del
anticuerpo secundario fueron de 30 min con agitacién suave, lavando después 5 veces
con PBS. Se incub6 durante 5 minutos con 0,5 pg/ml de DAPI, realizando luego 3
lavados con PBS. A continuacion, se procedié al montaje de las preparaciones con

medio de montaje Mowiol 4-88 (Sigma).
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Ensayo de Citometria de flujo

La actividad del minibody fue evaluada mediante citometria de flujo utilizando las lineas
celulares tumorales humanas, tanto Tn positivas como Tn negativas para el anticuerpo
Chi-Tn. Las células fueron fijadas con PFA 4% frio durante al menos 30 minutos, y
posteriormente lavadas con PBS. Las células fueron mantenidas durante toda la noche
a 4°C en PBS. Para permeabilizar las células se utiliz6 PBS-SFB 1%-Tween 0,1% con
el que se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en placas de 96 pocillos
con fondo cénico (ThermoFisher). Cada pocillo contaba con 2X10° células. Las células
fueron centrifugadas durante 10 minutos a 2500 rpm y se incubd con los anticuerpos
primarios diluidos en buffer PBS-SFB 1%-Tween 0,1%durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Las células fueron centrifugadas durante 8 minutos a 2500 rpm y se realizaron
3 lavados de 5 minutos con PBS. Luego, se incub6 con el anticuerpo secundario, diluido
en buffer PBS-SFB 1%-Tween 0,1%durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS, y se resuspendieron las células en 300 ul

de PBS para proceder al andlisis por citometria de flujo.

Ensayo de inmuno-histoquimica

Para los ensayos de inmuno-histoquimica se cont6 con cortes histoldgicos brindados
por la Dra. Cecilia Silva (Catedra de Anatomia Patoldgica de Facultad de Medicina). Los
mismos provenian de tumores generados con lineas celulares humanas en ratones
nude. Las laminas contaban con cortes en parafina, de manera que se procedié en
primer lugar con el deparafinado. Para ello, se realizaron tres lavados de 5 minutos con
el solvente xilol, luego tres lavados de 5 minutos con etanol 95%, un lavado de 5 minutos
con agua destilada, y por altimo un lavado de 5 minutos con tampén de lavado (TBST)
(0,05 mol/L Tris-HCI, 0,15mol/L NaCl, 0,05% Tween 20, a pH=7,5). Posterior al
deparafinado se realiz6 un blogueo con H;O: al 3% durante 20 minutos, luego de los
cuales se realizaron dos lavados con TBST durante 5 minutos. Se procedié con el
bloqueo de sitios especificos con suero de cabra 30% en solucién diluyente de
anticuerpos (Tris 50 mM, BSA 1%, pH= 7,5) durante 20 minutos.

Como consiguiente se incubaron los cortes con los anticuerpos primarios, diluidos en la
solucion diluyente de anticuerpos, durante 1 hora. Se probaron distintas diluciones de
minibody y del quimérico ChiTn. Luego se realizaron 3 lavados con TBST y los cortes
fueron incubados con el anticuerpo secundario en una dilucion de 1/150. Para el
revelado se utilizé un cromégeno-sustrato el cual fue incubado durante 5-10 minutos o
hasta que se observaran cambios en la tincion de los cortes. Se realiz6 1 lavado con

agua destilada y se incub6 con hematoxilina durante 5 minutos. Finalmente, se realiz
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un lavado con agua corriente durante 15 minutos, 10 inmersiones en amonio 37 mM, y
un ultimo lavado con agua destilada durante 5 minutos. Para el montado de las laminas
se procedi6 con 2 lavados de 5 minutoscon etanol 95%, 1 lavado de 5 minutos con xilol.
El montado se realiz6 con balsamo Mowiol. Todo el procedimiento fue realizado a

temperatura ambiente.

Estudios de funcionalidad in vivo

Animales

Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones nude, proporcionados por el bioterio
central de Medicina Nuclear de FMUSP (Facultad de Medicina, Universidad de San
Pablo) y mantenidos alli. Los protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de la
FMUSP (FMUSP 056/15).

Antes de realizar los procedimientos experimentales, los animales fueron aclimatados
por 27 dias, y mantenian acceso ilimitado a comida y agua. Cada caja contenia 5 6 6
animales, en un ambiente controlado a 22 + 2 oC, humedad de 55 + 5 %, y ciclos de

12 horas de oscuridad/luz.

Bio-conjugacién del Chi-Tn y Minibody DFO-Bn-NCS y 8Zr radio-marcado

La bio-conjugacion se realizd segun el protocolo descripto previamente (Vosjan et al.,
2010) con las siguientes modificaciones: se utilizaron 500 pl de solucién de anticuerpo
(2,2 mg/ml), y se llevé a un volumen de 900 pl utilizando PBS. Se ajust6 el pH a 8,9-9,1
con 0.1 M Na>COs. Se agregaron 20 ul de solucion fresca de DFO-Bn-NCS en DMSO a
una concentracion de 0,2 mg/ml a la solucion de anticuerpo. Se incub6 durante 2 horas

a 37°C en termo-agitador a 500 rpm.

Luego de la incubacion, la solucion fue filtrada en filtro Amicon 10 kDa, y lavada 2 veces
en PBS 0,1 M, y extraida en PBS 0,01 M. Para el minibody, se realiz6 el mismo
procedimiento, a excepcién de que se utiliz6 500 ul de minibody (4,63 mg/ml), y 20 ul
de Df-Bn-NCS (1 mg/ml).

A la solucion de 8Zr (100 pL ~ 18,5 MBq) se agregaron 100 pl de &cido oxalico 1 M, y
3x30 ul de solucién de Na,CO32 M, y se incubod a 22-25°C durante 3 minutos. Luego,
se agregaron 300 ul de HEPES 0,5 M a pH 7,2, seguido de 100ul de la solucién DFO-
ChiTn (250 pg) 6 DFO-minibody (100 ug), y finalmente 700 ul de HEPES 0,5 M.
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La solucion fue incubada durante 1 hora con agitacién y a 30°C. Las muestras fueron
luego concentradas utilizando filtros de 10 kDa. El rendimiento del radio-marcado fue
evaluado utilizando ITLS-SG con 50mM de DTPA (pH 7) como fase mévil, y ITLC-SG
pre-saturada con BSA y EtOH: NH4OH: H.O (2:1:5) como fase movil. Las secciones de

las bandas fueron contadas utilizando un contador gamma automético.

Captacion tumoral en imagenologia in vivo de ratones nude

Las células de cancer de pulmén humano A549, fueron cultivadas en medio de cultivo
Ham F12, con 10% de suero fetal bovino, a 37°C, 5% de CO., y 95% de humedad. Las
células fueron desprendidas al alcanzar el 80% de confluencia, y suspendidas en PBS

a una concentracion de 2.5x107 células/ml.

Se inocularon 100 pl de la suspension de células en el flanco inferior izquierdo de
ratones nude machos anestesiados, con un peso de entre 24-27 gr, y se esperaron entre
30-40 dias. Cuando los tumores alcanzaron los 0.4-0.6 mm3, se inyectaron 3,4-3,9 MBq
de #Zr-DFO-Chi-Tn en la vena de la cola, y luego se tomaron imagenes de los animales
a 24, 48, y 63 horas post-inyeccion, mientras que para 8Zr-DFO-minibody se inyectaron

1.4 MBq, y se tomaron imagenes a las 2, y 18 horas post-inyeccion.

Para la obtencién de imagenes, los animales fueron anestesiados con Isoflurane® al 3%
en oxigeno 100%, y fueron posicionados con la regidn del tumor en el centro del campo
de vision del scanner pequefo para animales PET (Triumph™ - Gamma Medica-ldeas,
Northridge, CA, U.S.A). Los sinogramas de emision fueron reconstruidos
interactivamente en un Gnico marco de tiempo de 30 minutos (OSEM 3D; 20
interacciones y 4 sub-sets), luego de ser corregidas en atenuacion, dispersion y

decaimiento radiactivo.

El analisis de las imagenes de PET fue realizado con PMOD 3.4 software (PMOD™
Technologies Ltd, Switzerland), donde se dibujaron volimenes de interés (VOI) sobre el
tumor y la regién muscular contralateral, utilizando las imagenes de CT como referencia.
Los valores promedio y maximos obtenidos en los VOI fueron usados para determinar

la proporcién de captacién no especifica del tumor.

Biodistribucién ex vivo en ratones nude

Luego de la ultima toma de imagenes, los animales fueron sacrificados bajo anestesia.
Los 6rganos (cerebro, tiroides, pulmones, corazoén, rifiones, estbmago, vejiga, higado,
intestino grueso, intestino delgado, y bazo), fluidos (sangre y orina) y tejidos (muscular,

0seo, y tumoral) fueron disecados, pesados, y se midio la radioactividad en un contador
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gamma. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de la dosis inyectada por
gramo de tejido (%ID/g).

Auto-radiografia

Los tumores de los animales sacrificados fueron extirpados, sumergidos en compuesto
OCT Tissue-Plus (Scigen, Gardena, CA), y conservados a -20°C. Se cortaron series de
30 um y fueron montaron en porta-objetos y expuestos a placas phosphor-imaging
(BASMS-2325; Fujifilm, Tokyo, Japan) durante 3 horas a 21-25°C. Luego, fueron leidos
en un lector de placas Typhoon 7000IP (GE Healthcare, Chicago, IL) a una resolucién

de 25 ym pixeles.
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Resultados

Expresion de los minibodies

El primer objetivo de este trabajo consistio en la obtencion de formas recombinantes del
fragmento de anticuerpo Minibody anti-Tn, a partir de la secuencia de la region variable
de la cadena pesada (VH) y la cadena liviana (VL) del anticuerpo monoclonal quimérico
Chi-Tn, generado previamente por nuestro grupo de investigacién (Oppezzo et al.,
2000). El disefio del minibody-Tn consistié en las regiones VH y VL unidas al dominio
CH3 de la inmunoglobulina IgG1 humana a través de una region bisagra (hinge), y a su
vez, se encuentran unidas entre si a través de un linker de 18 aminoéacidos
(GSTSGSGKPGSGEGSTKG). Para el clonado del gen que codifica para el minibody,
se generd un megaprimer el cual fue clonado en diversos vectores de expresion,
incluyendo vectores para expresion en E. coli, células de mamifero y células de

Drosophila melanogaster.

Con este fin, la expresion del minibody-Tn fue evaluada tanto en sistemas procariotas
como en sistemas y eucariotas. En el caso de los vectores de expresion para E. coli, la
construccion génica del Minibody anti-Tn incluia en su region amino-terminal un tag de
histidina (His6), para su posterior purificacion seguido por la secuencia para el sitio de
corte proteolitico TEV. En los vectores de expresion para sistemas eucariotas contaban
ademas con un dominio Fc, en el caso del vector pCMVEXFc para la expresion en
células HEK 293T, y un twin-strep-tag, en el caso del vector pDroExt para la expresion

en células S2.

Se expresaron en E. coli tres minibodies: minibody-Tn, minibody-cys, con una cisteina
adicional en la regién del hinge, y un minileucine-zipper, con una secuencia de leucinas
sustituyendo al dominio CH3 de la inmunoglobulina. En los sistemas de expresion
eucariota, se expreso solamente el minibody-Tn, ya que las otras dos variantes fueron
disefiadas para generar un mejor plegamiento y formacién de puentes disulfuro en E.

coli.
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Sistemas de expresion procariotas

Expresion del Minibody

La expresion del minibody en cepas de E. coli, fue llevada a cabo clonando la secuencia
del minibody en vectores de expresion pT7 derivados de pET32a (Agustin Correa et al.,
2014). Los mismos contaban con un promotor T7, resistencia a la ampicilina, y diferentes
proteinas de fusion segun el esquema (figura 17). Para obtener los vectores con el
inserto, se utilizé la estrategia de “Restriction Free Cloning” (RF), que permite la
insercién de un fragmento de ADN en el sitio deseado mediante PCR (Unger, et al.,
2010).

Se clonaron 4 vectores: dos con proteinas de fusion, uno sin proteina de fusiéon y uno
con el péptido sefial pelB (fig. 20) (Ortega, Prieto, Abreu, Oppezzo, & Correa, 2018). Las
proteinas de fusion seleccionadas fueron: TRX y MBP. Los plasmidos pT7-Minibody
fueron expresados en las cepas Rossetta, Shuffle pMJS9 y BL21 (DE3), segun la

proteina de fusion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 + - PM
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Figura 20. Productos de PCR en gel de agarosa 1,5%. Carriles 1-11 representan colonias amplificadas
con oligos complementarios a la secuencia del minibody. Carriles 12 y 13 son control positivo y negativo
respectivamente. Se utilizd6 como control positivo el megaprimer conteniendo la secuencia del minibody. En
este gel representativo de las PCR de colonias, las colonias correspondientes a los carriles 1,2,4, y 8 fueron
positivas para el inserto.
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Expresion citoplasmética

La expresion citoplasmética del minibody fue evaluada en la cepa Rosetta y Shuffle
pMJS9. Esta ultima, presenta el vector pMJS9 que tiene clonados de forma policistronica
las enzimas Erv1P (se encarga de la catalisis “de novo” de enlaces disulfuro) y DsbC
(isomerasa) bajo control del promotor inducible por arabinosa pBAD. De esta forma, la
pre-expresion de estas enzimas proporciona una herramienta para la sintesis de

proteinas con enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli.

Se probaron dos proteinas de fusion, TRX y MBP, y la expresion sin una proteina de
fusion la cual se evalué solamente en la cepa Rossetta. En el caso de la cepa Shuffle,
se realiz6 una pre-inducciéon con Arabinosa al 20%, y luego para ambas cepas una
induccion de la expresion con 1mM de IPTG a 20°C durante toda la noche. Los cultivos
fueron centrifugados para separar la fraccion soluble de la insoluble, y asi cargar la
columna de IMAC (del inglés “Immobilized metal ion affinity chromatography”) con los
sobrenadantes. Dicha columna presenta una matriz de metales inmovilizados que
permite la unién de las histidinas que contiene el constructo a la misma. Para eluir la
proteina de interés, se realiza un lavado con buffer B, el cual contiene una alta

concentracion del competidor imidazol (0,5M).

En los geles de SDS-PAGE tefidos con Azul de Coomassie se muestran las distintas
fracciones de la purificacion para cada condicion. En las fracciones de la IMAC para el
minibody sin fusion y minibody-TRX, no se observé una banda definida con un peso
molecular esperado (40kDa para el minibody y 54kDa para la fusion-TRX) (fig. 21). En
las fracciones antes de columna, es decir la fraccion soluble antes de ser cargada en la
columna de IMAC, y la fraccidn no unida (aquella que al ser cargada en la columna no

se unio), tampoco se observé una banda en el gel del peso esperado para el minibody.

Sin embargo, en el caso de la expresion del minibody sin proteina de fusion se observa
en la fraccién insoluble una banda intensa del tamafio esperado (fig. 21). La misma fue
analizada a través de espectrometria de masa identificandose la secuencia de
aminodcidos correspondiente al minibody. Este fenémeno no se vio en la expresion del

minibody con TRX.

Considerando lo anterior, podemos decir que no se observaron bandas evidentes del
peso esperado en las fracciones de elucion de cromatografia de afinidad IMAC, ni
diferencias en el patrén de expresion en la fraccion soluble entre las cepas para la fusién
con TRX. Debido a que en el primer paso de purificacion no se detectd presencia de la

proteina recombinante, no se procedio con los siguientes pasos de purificacion. No se
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log6 visualizar una expresion del minibody en cantidades aceptables con fusion a TRX
en ninguna de las fracciones de purificacion en las cepas Shuffle pMJS9 y Rossetta (fig.
21). La expresion del minibody se da de forma insoluble en E. coli sin proteina de fusion.
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Figura 21. SDS-PAGE de fracciones de expresién y purificaciéon del minibody en plasmido con fusiéon a TRX
en la cepa Shuffle pMJS9 (A) y sin proteina de fusién en la cepa Rosseta (B). 11-15: fracciones provenientes
de la purificacién por columna imac. NU: fraccién no unida a la columna. AC: fraccién antes de ser cargada
a la columna. I: extracto inducido. NI: extracto no inducido. In: fraccién insoluble PM: marcador de peso
molecular

La expresion del minibody con fusion a MBP fue llevada a cabo en la cepa Shuffle
pMJS9. La fusién Minibody-MBP cuenta con un peso molecular aproximado de 82kDa.
En los geles de SDS-PAGE tefiidos con Azul de Coomasie se muestran las distintas
fracciones de la purificacién (fig 22). En la fraccion de la IMAC se observo una banda
con un peso molecular cercano a 82kDa que podria indicar la presencia de la fusién
Minibody-MBP, ademas de otras bandas proteicas correspondientes distintas proteinas

de E coli.

Para continuar con el proceso de purificacion, se incub6 a dicha fraccion de purificacion
con la proteasa TEV, durante toda la noche a 4°C, en dialisis contra el buffer A de IMAC.
Luego, se realizé una segunda IMAC, donde el minibody ahora sin fusién, no se une a
la matriz de la columna, mientras que la proteina MBP vy la proteasa TEV, que cuentan
con el HIS-tag, si se unen a la matriz de la columna. De esta manera, se espera que en
la fraccion no unida se encuentre el minibody, y en la fraccidon unida se encuentren la
proteasa TEV y la proteina de fusion. En el carril C, correspondiente a la fraccion clivada,

se puede observar como la banda correspondiente a la fusién se vuelve menos intensa,
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y aparece una banda a la altura de los 40kDa que corresponderia a la proteina MBP y
al minibody (fig. 22).
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Figura 22. SDS-PAGE de fracciones de expresion y purificacion del minibody en plasmido con fusion a
MBP en cepa Shuffle pMJS9. NI: extracto no inducido. I: extracto inducido. I: extracto inducido. In: fraccion
insoluble. AC: fraccién antes de ser cargada a la columna. DC: fraccién después de ser cargada a la
columna. Im: fraccién proveniente de la purificacion por columna IMAC. C: muestra clivada con proteasa
TEV. NU2° fracciéon no unida de la 2° imac. U2°: fraccion unida de la 2° IMAC. Cromatograma de gel
filtracion S200 10/300. Inyeccion de 500pl de minibody (fraccion correspondiente a la proteina no unida de
la segunda IMAC). El eje Y corresponde a las unidades de absorbancia en mAU. El eje X corresponde al
volumen en ml. El pico de elucién se detect6 a los 7,43ml.

En el caso del carril correspondiente a la fraccion no unida de la segunda IMAC, se
observé una banda muy tenue que corresponderia al minibody (40kDa), indicando poca
cantidad de la proteina recombinante. Esto puede deberse a una degradacién de la
proteina o una union inespecifica del minibody a la matriz de la columna. En el caso de
la fraccion unida de la segunda IMAC, se vio la banda correspondiente a la proteina
MBP (40kDa) y la Proteasa TEV (25kDa).

La fraccion no unida (2° IMAC) fue inyectada en una columna Superadex 200 10/300
para determinar el estado oligomérico de la proteina. En el cromatograma se pudo
observar una elucion de la proteina correspondiente a la fraccion no unida de la segunda
IMAC con bajos rendimientos (fig. 22). Para dicha inyeccion la proteina fue concentrada
hasta un volumen de 500 pl. El volumen de elucion fue de 7,37ml, el cual segun la
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calibracion de la columna corresponde a un estado oligomérico agregado de tamafios
superiores a 700 kDa. La fraccién unida (2°IMAC) también fue inyectada en la columna
Superadex 200 10/300, y tuvo un volumen de elucién de 15 ml. Este volumen
corresponde a proteinas de pesos moleculares cercanos a los 40 kDa, lo cual es
concordante al peso molecular de la proteina MBP (datos no mostrados).

Por lo tanto, con este constructo se logro la expresion del minibody-Tn con la proteina
de fusién MBP en la cepa shuffle pMJS9, en la fraccion soluble, aunque con un estado
oligomérico agregado, lo cual no lo hace funcional para el fin de este trabajo. La
presencia del minibody fue confirmada por espectrometria de masa en la fraccién no

unida de la segunda IMAC.

Expresion periplasmatica

La expresion en el periplasma de E. coli del minibody con el péptido sefial pelB fue
llevada a cabo en la cepa BL21 (DE3). Dicho péptido permitiria la secrecién del minibody
en un estado desplegado hacia el periplasma a través de la via Sec-dependiente. Luego,
el péptido sefal es clivado y la proteina recombinante se pliega en el periplasma con la

ayuda de chaperonas e isomerasas.

Para esto, las células fueron crecidas a 37°C con agitacion de 220 rpm hasta alcanzar
una DO cercana a 1. La induccion fue llevada a cabo durante 60 horas a 25°C con una
agitacion de 130 rpm. Se indujo con medio de induccion 10X y con IPTG. El cultivo fue
centrifugado, y la fraccion celular fue sometida a un shock osmoético con una alta
concentracion de sacarosa para obtener la fraccion periplasmética. Dicha fraccion fue
sometida a didlisis contra el buffer A de IMAC, para posteriormente ser cargada en la
columna de IMAC. La fraccién con el minibody fue eluida con buffer B y luego clivada.
Esta ultima fraccion fue purificada en una columna de cromatografia S200 10/300 para

separar el minibody de la proteasa y verificar su estado oligomérico.
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Figura 23. SDS-PAGE de fracciones de expresion y purificacion del minibody en plasmido con péptido
sefial en cepa BL21. Im: fraccién proveniente de la purificacién por columna imac. P: fracciones de los picos
de elucién de la cromatografia de exclusiéon S200 10/300. PM: peso molecular. Cromatograma de gel
filtracién S200 10/300. Inyeccién de 500ul de minibody sin concentrar (fraccién correspondiente a la IMAC).
El eje Y corresponde a las unidades de absorbancia en mAU. El eje X corresponde al volumen de elucién
en ml. Tyro=tiroglobulina, Ald= aldosa, Cona= conalbimina, Ova= ovalbumina.

En el gel de poliacrilamida se puede ver en la fraccién correspondiente la purificacion
por IMAC, una banda correspondiente al peso molecular esperado para el minibody
(40kDa) (fig. 23). Esta fraccion fue inyectada en una columna de gel filtracion, donde se
vieron varios picos de absorbancia correspondientes a diferentes volimenes de elucién
(fig. 23). Cada fraccion correspondiente a los diferentes volimenes de elucién fue
analizada en un gel de poliacrilamida, donde se puede ver que la banda correspondiente

al minibody de la fraccion IMAC esta presente en la fraccion correspondiente a 9,8 ml.

Teniendo en cuenta la calibraciébn de la columna, dicho volumen corresponde a
proteinas de 660 kDa, indicando que el minibody adquiere una conformacion agregada.
Por lo tanto, la expresion del minibody en el periplasma de E. coli fue en forma soluble,
aunque su estado oligomérico corresponde a conformaciones de peso molecular
superiores a 600kDa (fig. 23).

El minibody fue expresado en dos compartimentos de E. coli, en el periplasma y
citoplasma. En este ultimo, se probo la expresion con dos proteinas de fusion (TRX y
MBP), y una expresion sin proteina de fusion. En el caso de la expresion periplasmatica,
se obtuvo el minibody en la fraccion soluble, aunque en bajos rendimientos y con pesos
moleculares superiores a los 600 kDa demostrando un estado agregado. Por otro lado,

la expresion en el citoplasma fue en la fraccion soluble solamente cuando se contaba
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con la proteina de fusion MBP asociada al minibody. Aunque, asi como sucedio con la
expresion en periplasma, el minibody adquiri6 conformaciones tridimensionales que
superaban los 500 kDa. Por lo tanto, la expresion del minibody no fue eficiente en los
sitemas de E. coli, por lo que se procedio a la expresion de otro constructo utilizando los

mismos sistemas de expresion.

Expresién del Minileucine-zipper

Si bien se logro la expresion soluble del minibody-Tn en E. coli, su estado oligomérico
no fue el esperado, ya que las fracciones analizadas por cromatografia de exclusion
fueron correspondientes a estados agregados. Con el fin de optimizar la expresion del
minibody en sistemas procariotas y lograr alcanzar un estado dimérico, se sustituyo la
region CH3 del minibody por una secuencia de leucinas que adquieren la conformacién
de leucine zipper, donde dos alfa hélices anfipaticas paralelas interactian entre si.
Ademas, se cambio el largo del Hinge, haciéndolo mas corto (sin la region flexible rica
en glicinas). Estos cambios favorecerian la dimerizacién proteica y generaria dimeros

estables segun trabajos anteriores (Klement, 2015; Busch, 2002).

La expresion del minileucine-zipper también fue en cepas de E. coli, y fue llevada a cabo
clonando la secuencia del minileucine-zipper en vectores de expresion derivados del
pET32a con diferentes proteinas de fusion segun el esquema indicado previamente.
Para obtener los vectores con el inserto, se utilizé la estrategia de Restriction Free
Cloning (RF) citada previamente. Se clonaron 3 vectores: 2 con proteinas de fusion, y
uno con el péptido sefial pelB. Las proteinas de fusién fueron: TRX y MBP. Debido a los
resultados anteriores, no se clond en un vector sin proteina de fusién, ya que las mismas

también ayudan a la expresion soluble de la proteina recombinante.

Los plasmidos pT7-Minileucine-zipper fueron expresados en las cepas Rosetta, Shuffle
pMJS9 y BL21 (DE3). Para los pasos de purificacion, se decidié no realizar la segunda
IMAC debido a que se observaron interacciones inespecificas del minileucine-zipper con
la matriz de la columna (datos no mostrados). Luego de la IMAC y del clivado con la
proteasa TEV, se realiz6 la cromatografia de exclusién como método de separacién de

la proteina recombinante y la proteina de fusion.
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Expresion citoplasmética

La expresion del minileucine-zipper en el citoplasma de E. coli fue probada con las
proteinas de fusion TRX y MBP en la cepa Shuffle pMJS9. La expresion y purificacion
para ambos casos fue segun detallada previamente. Como primer paso de purificacion,
se realiz6 una IMAC para obtener la fraccion del minileucine-zipper con la proteina de
fusion. Luego, se realizo el clivado con la proteasa TEV y se procedié a separar ambas
proteinas mediante una cromatografia gel filtracion S200 10/300. En los geles de SDS-
PAGE tefidos con Azul de Coomassie se muestran las distintas fracciones de la

purificacién donde el minileucine-zipper tiene un peso molecular estimado de 32kDa.

Para el caso de la expresion con la proteina de fusion MBP, se puede observar en el gel
de poliacrilamida una banda del peso esperado de la fusion (~72kDa) en la fraccién de
purificacion IMAC (fig. 24). Dicha banda sufre una dismunicu6n en su intensidad luego
del clivado con la proteasa TEV, lo cual se observa en el carril de la fraccion clivada, a
la vez de que surge una nueva banda a la altura del peso molecular cercano a los 30kDa
(fig. 24). Esta banda podria corresponder tanto al minileucine-zipper o bien a la proteasa
TEV.

Para deliberar si la hueva banda que se observa en la fracciéon clivada corresponde al
fragmento de anticuerpo o la proteasa TEV (0 ambas), se analizaron las muestras
correspondientes a todos los volimenes de elucion de la cromatografia de exclusién
molecular. En los carriles correspondientes a los volimenes de 12, 13y 15 ml se puede
observar dicha banda. Esto podria indicar diferentes estados oligoméricos del
minileucine-zipper, ademas de la presencia de la proteasa (fig. 24). A su vez, se puede
ver una banda a los 10 ml, que podria corresponer a la fusion minileucine-zipper-MBP,

gue no fue clivada, mostranto también un estado conformacional agregado (fig. 24).

Segun la calibracién de la columna, el volumen de exclusién esperado para la columna
S200 10/300 es cercano a 14,5ml, que correspondiente a proteinas de peso molecular
de 60kDa aproximadamente. Dicho volumen corresponderia a una conformacion
dimérica del minileucine-zipper (64kDa). En ese volumen de elucién se puede ver una

banda correspondiente al peso molecular esperado, aunque en cantidades muy bajas.

Esta construccion fue expresada con la prteina de fusién TRX en la cepa Shuffle pMJS9,
ademds en la cepa de E. coli Rossetta con ambas proteinas de fusiéon, mostrando

resultados similares (datos no mostrados).
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Figura 24. Cromatograma de gel filtracion S200 10/300 y SDS-PAGE de fracciones de expresion y
purificacién del minileucine-zippercon fusion a MBP en cepa Shuffle. Im: fracciones provenientes de la
purificacién por columna IMAC. C: fraccion clivada con proteasa TEV. En los demas carriles se indican las
fracciones correspondientes a los volimenes de exclusién de la cromatografia en columna S200 10/300.

Expresion periplasmatica

La expresion del minileucine-zipper con el péptido sefal pelB fue llevada a cabo en la
cepa BL21 (DE3) segun el procedimiento previamente descripto. Se ve en la fraccidén
clivada una banda del peso molecular esperado de 32kDa (fig. 25). Dicha fracciéon fue
evaluada en una cromatografia S200 10/300, donde la banda en el gel de poliacrilamida
de 32kDa esta presente en los volimenes de exclusién de 12 y 13 ml. Segun los
estandares de calibracion de la columna, las proteinas que eluyen a dichos volumenes
cuentan con pesos moleculares superiores a los 75 kDa e inferior a 158 kDa. Se espera
gue el minileucine-zipper adopte una conformacién dimérica (64 kDa), dicho volumen

corresponderia a conformaciones triméricas o tetraméricas (fig. 25).
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Figura 25. Cromatograma de gel filtracion S200 10/300 y SDS-PAGE de fracciones de expresion y
purificacién del minileucine-zipper péptido sefial pelB cepa BL21. Im: fraccién proveniente de la purificacion
por columna IMAC. C: clivado con proteasa TEV. En los demas carriles se indican las fracciones
correspondientes a los volimenes de exclusiéon de la gel filtracion S200 10/300

Para el formato minileucine-zipper, la expresion en E. coli fue evaluada en el citoplasma
con proteinas de fusion (TRX y MBP), y en el periplasma. Bandas con el peso molecular
esperado fueron obtenidas en la fraccion soluble en todos los casos, aunque la
conformacion tridimensional que adopté la proteina fue de pesos moleculares
superiores al esperado para una conformacion dimérica. De esta manera, la expresion

del minileucine-zipper no fue eficiente en sistemas procariotas.

Expresion del Minibody-cys

Una segunda modificacién fue realizada en la secuencia original del minibody, donde
fue introducida una mutaciéon puntual, cambiando una serina por una cisteina en la
region del hinge (Yan et al., 2011). Esto genera un puente disulfuro adicional, quedando
en total 3 puentes disulfuro en la regién del hinge, con el objetivo de favorecer la
dimerizacion. La expresién del minibody-cys fue citoplasmatica, llevada a cabo con
fusion a MBP en la cepa Shuffle pMJS9, teniendo en cuenta que los mejores resultados
de la expresién del minibody-Tn fueron con la proteina de fusién MBP. Ademas, la cepa

Shuffle pMJIS9 favorece la formacion de puentes disulfuro en el citoplasma de E. coli.
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Las fracciones de purificacion se pueden observar en los geles de SDS-PAGE tefiidos
con Azul de Coomasie.

En este caso, se llevo a cabo una purificacion por columna IMAC como primer paso de
purificacién, donde en el gel de poliacrilamida se puede observar una banda de peso
molecular cercano a los 80 kDa, que es el peso esperado de la fusion Minibodycys-MBP.
Cuando la fraccién de la IMAC fue clivada con la proteasa TEV, se ve en el gel que
aparece una banda a la altura de los 40 kDa, correspondiente tanto al minibody-cys
como a la proteina MBP (fig. 26).

Una segunda IMAC fue llevada a cabo, donde se espera que el minibody eluya en la
fraccion no unida a la matriz. En el gel se detecta una banda a la altura de 40 kDa
correspondiente a dicha fraccion, correspondiente al minibody-cys. La fracciéon no unida
a la matriz fue analizada por espectrometria de masa, confirmando la presencia del
minibody-cys, y ademas fue analizada por cromatografia de gel filtracion para conocer
su estado conformacional. En el cromatograma se vio que la proteina tiene un volumen
de exclusion de 7,56 ml, eluyendo en el volumen de exclusién. La proteina adquirié una
conformacion con tamafios que no llegan a entrar a la matriz de la columna (fig. 26). Por
lo tanto, el minibody-cys se expresoé en E. coli de forma soluble en un estado oligomérico

agregado.
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Figura 26. Cromatograma de gel filtracion S200 10/300 y SDS-PAGE de fracciones de expresion y
purificacién del minibody-cys con fusién a MBP en la cepa Shuffle pMJS9. Im: fraccién proveniente de la
purificacién por columna IMAC C: clivado con proteasa TEV. NU2°Im corresponde a la fraccién no unida a
la matriz de la columna. U2°Im corresponde a la fraccién unida a la matriz de la columna de IMAC.

En suma, la expresiéon de los tres minibodies en sistemas procariotas fue en formas
agregadas en la fraccion soluble cuando contaban con proteina de fusion o expresion
periplasmética. Se evaluaron distintas proteinas de fusién, cepas y métodos de
expresion y purificacion, pero en ninguno de los casos se logr6 obtener una

conformacion dimérica de la molécula.
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Minibodies en E. coli

Para el disefio del minibody, se utiliz6 como base la secuencia del anticuerpo quimérico
Chi-Tn y la secuencia del dominio CH3 del anticuerpo IgG1 humano. A partir de alli, se
realizaron ademas cambios en la secuencia para mejorar la expresién de la molécula
en sistemas procariotas. Dichos cambios fueron una mutaciéon puntual en la region del
hinge para favorecer la dimerizacion (minibody-cys), y un cambio en la secuencia del
CH3, sustituyéndolo por un cierre de leucinas (minizip). Por lo tanto, se expresaron en
E. coli tres variantes del minibody. Las expresiones que fueron solubles y que lograron
ser purificadas se evaluaron en test de ELISA, para determinar la capacidad de unién

por su antigeno.

La expresion soluble de los minibody-Tn en E. coli se obtuvo con la proteina de fusién
MBP en la cepa Shuffle pMJS9; la expresion del mini-leucinezipper fue soluble con las
proteinas de fusion TRX y MBP; y el minibody-cys fue expresado de forma soluble en la
cepa Shuffle pMJS9 con la proteina de fusion MBP. En todos los casos, si bien los
minibodies se obtuvieron en la fraccion soluble, contaban con una conformacion
oligomérica agregada. Se probd la funcionalidad de las distintas fracciones de

purificacién (fig. 27), y en todos los casos, las fracciones fueron testeadas sin diluir.

En el caso del minibody-Tn, se vio que aumentaba su actividad en el test de ELISA al
clivar la proteina de fusién (minibody clivado). La fraccidén correspondiente a la elucién
a los 7 ml de la cromatografia de exclusién, también demostr6 actividad contra el
antigeno Tn. Para el caso del mini-leucinezipper y para el minibody-cys, no se vio una
actividad significativa en el test de ELISA, ya que los valores de absorbancia para todas

las fracciones de purificacién fueron muy bajos en ralcaion al control positivo.

Por lo tanto, si bien el minibody-Tn expresado con la proteina de fusion MBP fue el que
obtuvo mejores resultados en el test de ELISA, su estado conformacional no fue el
esperado. Se probaron técnicas de re-folding, aunque los resultados no fueron positivos
por lo que se decidié expresar el minibody en sistemas eucariotas. Por otro lado, los
cambios en la secuencia nucleotidica del minibody no fueron eficientes para obtener
una conformacion dimérica, por lo que no se continué con estos disefios en los

siguientes experimentos.
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Figura 27. Test de ELISA. Se sensibilizo la placa con la mucina OSM desialilada y se evalué la presencia
del minibody en las diferentes fracciones de purificacion. Fracciones correspondientes a la expresion del
minibody en la cepa Shuffle pMJS9 con fusion a MBP. Minibody s/clivar corresponde a la fraccion de IMAC
y la fraccion de GF 7ml correspondiente a la fraccion de gel filtracion en estado agregado. Se utiliz6 como
control positivo el anticuerpo quimérico Chi-Tn 1/1000. Todos los valores cuentan con el blanco restado
(BSA).
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Sistemas de expresion eucariotas

Debido a que los sistemas procariotas no fueron efectivos para la expresion de los
minibodies en su conformacion dimérica, se procedié a evaluar sistemas de expresion
eucariotas. En particular, se utilizaron las células de mamifero HEK 293T y las células
S2 de Drosophila melanogaster. Para estos sistemas solo se evalué la expresion del
minibody-Tn, y no sus variantes minibody-cys y minileucine-zipper comentadas

anteriormente.

Expresion del Minibody-Tn
Células HEK 293T

El clonado del minibody-Tn en el vector de expresion pCMVExtFc fue siguiendo el
mismo protocolo citado previamente en la secciébn materiales y métodos. El mismo
cuenta con una fusion Fc (dominio CH2 y CH3 de la cadena pesada de la IgG1 humana),
con el objetivo de obtener mayores niveles de expresion de la proteina recombinante
tomando como referencia los resultados de trabajos anteriores (Lo et al., 1998) y aporta
un método de purificacién eficiente adicional, mediante el uso de resinas conteniendo la
proteina A inmovilizada. Dicha porcion Fc esta separada del constructo por un sitio de
reconocimiento para la proteasa 3C para permitir la remociéon del Fc luego de su

purificacién.

Para la expresion del minibody-Tn se transfectaron de forma transitoria las células HEK
293T. Se probaron dos condiciones de relaciéon ADN: PEI (1:10 y 1:20), y control sin
transfeccion. Se tomaron alicuotas de los sobrenadantes cada dia durante 10 dias para

test de ELISA, y los mismos fueron conservados a -20°C hasta el dia de la purificacion.

En el test de ELISA no se detectd actividad especifica contra el antigeno Tn de la asialo-
OSM en ninguno de los sobrenadantes colectados (fig. 28). Se continu6 con el proceso
de purificacién ya que la falta de actividad en el test de ELISA podria deberse a bajas

concentraciones del minibody-Tn en los sobrenadantes.

La purificacion del minibody-Tn fue en columna de afinidad Proteina A HiTrap, el
sobrenadante fue cargado a dicha columna, donde la region Fc se une especificamente
a la proteina A de una manera pH-dependiente. La proteina A tiene una capacidad de
union éptima a un pH de 8-9 y permite la purificacién en un Gnico paso del anticuerpo y

logrando altos grados de pureza y homogeneidad (Bio-Rad, 2016).
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Para la elucion de la fraccion unida se realizaron dos pasos de pH, donde una primera
elucion se dio con el buffer B pH 4,6 (donde se espera que eluyan proteinas del suero
presentes en el medio de cultivo) y una segunda elucién con el buffer C pH 3 (donde se
espera que eluya el minibody-Tn). La fusion minibody-Fc tiene un peso molecular
esperado de ~70kDa. En el paso a pH 3 hubo una pequefia elucién con una mAU
inferiores a 50 observada en el cromatograma, siendo una cantidad poco significativa.

Ambas fracciones de elucion fueron colectadas y analizadas en un gel de poliacrilamida,
en el cual, no se detecté ninguna banda del peso esperado en la fraccién de elucion a
pH 3 (fig. 29). Como no se detectd actividad especifica en los test de ELISA con los
sobrenadantes, y no se logré una fraccion de purificacién con la proteina de interés,
consideramos que las células HEK 293T no fueron un sistema de expresion eficiente

para el minibody-Tn en las condiciones evaluadas.
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Figura 28. Test de ELISA. Se sensibiliz6 la placa con asialo-OSM y se teste6 la presencia del minibody en
los sobrenadantes de los cultivos de células HEK 293T mediante actividad. Se utiliz6 como control positivo
el anticuerpo quimérico Chi-Tn. A) Transfeccion del plasmido que contiene el minibody-Fc en la condicion
ADN:PEI 1:10. B) Transfeccion del plasmido que contiene el minibody-Fc en la condicion ADN:PEI 1:20.
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Figura 29. SDS-PAGE de fracciones de expresion y purificacion del minibody-Fc en las células HEK 293T.
Antes col: sobrenadante antes de ser cargado ala columna. Dsp col: sobrenadante no unido a la columna.
pH4,5: fraccién eluida con un step de pH 4,5. pH3: fraccion eluida con un step de pH 3.

Expresion del minibody en células S2 de Drosophila

Para la expresion del minibody en las células S2 se utilizé el vector de expresion pDroext
inducible con el agregado de metales divalentes. El mismo contiene una sefial de
exportacion BiP (péptido sefalperteneciente a D. melanogaster) para la translocacion
de la proteina recombinante hacia el RE e ingreso en la via secretoria. El plasmido
contiene las secuencias necesarias para su amplificaciéon en bacterias, con resistencia
a Ampicilina, por lo que fue amplificado, purificado como ya descripto en materiales y
métodos. Como vector de seleccién de clones transfectados se utilizé el vector pCoPuro
(Invitrogen) que codifica para la resistencia al antibiético Puromicina por lo que las

células fueron co-transfectadas con ambos plasmidos.

Para la induccién, se realizé una puesta a punto de la concentracién de CdCl; (inductor).
Se prepararon 3 placas con 3 ml de cultivo a una densidad de 5x10° células/ml y se
probaron dos concentraciones de inductor (5 y 10 uM CdCl,) y un control sin inducir. Se
fueron retirando alicuotas del sobrenadante a los dias 3, 6 y 10 luego de la induccién

para estudios de actividad en test de ELISA y Western Blot (fig. 30).
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Figura 30. SDS-Page y western blot de fracciones de expresion del minibody-Tn en sobrenadante de
células S2. SX: sobrenadante del dia X post-induccion; PX: fraccion insoluble (pellet) del dia X post-
induccidn. Se indican dos concentraciones del inductor (CdCI2) utilizadas en uM.

En los diferentes sobrenadantes analizados, se observé una banda en los geles de
poliacrilamida y Western blot del peso molecular esperado al minibody-Tn (indicado con
una flecha en la figura 30), y que no estaba presente en el control sin inductor. Se
analizaron 3 tiempos de induccién (3, 6 y 10 dias) para determinar cual de ellos
demostraba una mayor expresion del minibody-Tn. Mediante la técnica de Western blot,
se observd una banda mas intensa a los 6 y 10 dias en comparacion con la banda

observada a los 3 dias de induccién.

Si observamos los geles de poliacrilamida, la banda de mayor intensidad fue observada
a los 6 dias post-induccion, en comparacion con los otros dos tiempos analizados. Si
comparamos estos resultados con los test de ELISAs realizados con los sobrenadantes
colectados, se detect6 actividad a los 3 y 6 dias post-induccion, mientras que a los 10
dias la actividad fue menor (fig. 31). Debido a que se vio una pérdida de actividad en el
sobrenadante correspondiente al dia 10, se eligié el tiempo 6 dias post-induccion para

los siguientes experimentos.
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En cuanto al inductor, las concentraciones analizadas fueron de 5y 10 pM de CdCls.
Las mismas no mostraron diferencias en cantidad aparente de proteina en los geles de
poliacrilamida y Western blot, ni diferencias en la actividad en test de ELISA, por lo que

se eligio la concentracion de 5 uM para los siguientes experimentos.
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Figura 31. Test de ELISA. Se sensibilizé la placa con la mucina OSM desialilada y se tested la presencia
del minibody en los sobrenadantes de los dias 3, 6 y 10 post-induccién analizando dos concentraciones de
inductor (5 y 10 uM). Los sobrenadantes fueron evaluados en diluciones al 1/2 y al 1/4. Se utiliz6 como
control positivo el anticuerpo quimérico Chi-Tn. Los valores presentados tienen restados el valor de
absorbancia del blanco.
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Purificacion del Minibody expresado en células S2

La expresion del minibody-Tn fue en 100 ml de cultivo de células S2 inducidas con 5 pM
de CdCl, durante 6 dias. Para la purificacion se utilizd la columna Streptactin XT
equilibrada en buffer W. El sobrenadante fue cargado en la columna, donde el twin-
strep-tag que esta en la secuencia del minibody-Tn se une a la matriz de la columna. La
elucion de la fraccion unida fue con una inyeccién de 50 mM de biotina. Para verificar la
presencia del minibody en la fraccion unida de la columna, se realiz6 un gel de
poliacrilamida y un Western blot revelado con un anticuerpo secundario anti-lgG1h. En
los mismos, se pudo ver una banda especifica del peso esperado del minibody y
reconocida por el anticuerpo secundario (fig. 32).

Strep Dsp col A. col Strep Dsp col A. col

Minibody
= ~10kDa)

Figura 32. Gel de poliacrilamida y Western blot de las fracciones de purificacion. A. col: sobrenadante antes
de ser cargado a la columna; Dsp.col: sobrenadante que no se unié a la columna al ser cargada; Strep:
fraccion purificada mediante columna streptactin.

La fraccion obtenida de la elucién de la columna strepatctin fue clivada durante toda la
noche con la proteasa TEV contra el buffer A de IMAC para clivar el twin-strep-tag. Para
separar la fraccion del minibody de la fraccién que contenia la proteasa y minibody sin
clivar, se realiz6 una cromatografia por afinidad IMAC, ya que la proteasa utilizada
contaba con un His-tag (el cual se une a la matriz de la columna). La fraccién no unida,
luego de la inyeccion a la columna, correspondia al minibody clivado. Con un step de
50% de buffer B se eluyé la fraccion unida. El minibody ahora sin el twin-strep-tag fue

analizado por una cromatografia de exclusion para determinar su estado oligomérico.
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Figura 33. Cromatograma de gel filtracién S200 10/300. Inyeccién de 500 pl de minibody expresado en
células S2 (fraccion clivada correspondiente ala IMAC). El eje Y corresponde a las unidades de absorbancia
en mAU. El eje X corresponde al volumen de elucién en ml. En el gel de poliacrilamida se cuenta con: carril
1: peso molecular, carril 2: minibody-Tn con agente reductor (DTT), carril 3: minibody-Tn sin agente
reductor.

En el cromatograma, se observé un Unico pico de elucién a un volumen de 13,15ml (fig.
33). El mismo se aproxima a una elucion de un estado dimérico en comparacion con los
estandares de elucién, ya que se espera que el dimero cuente con un peso molecular

de poco mas de 80 kDa.

Adicionalmente, se analiz6 la formacién de puentes disulfuro a través de un gel de
poliacrilamida en condiciones reductoras y no reductoras. En el carril correspondiente a
la condicién reductora (carril 2), se vio una banda proteica de ~40kDa, y en el carril
correspondiente a la condicién no reductora, se vio una banda superior a 80kDa. Esto
indica que la molécula presenta formacion de puentes disulfuro que favorecen su

dimerizacion.

La fraccion proveniente de gel filtracion fue cuantificada mediante espectrofotometria
teniendo en cuenta el coeficiente de extincion para el minibody. El rendimiento de este
sistema de expresion fue de 0,5mg en 100ml de cultivo. Lo que nos lleva a un

rendimiento de 5 mg/L de cultivo.
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Caracterizacion funcional de los minibodies

Test de ELISA

El reconocimiento del Minibody al antigeno Tn se evalué mediante ELISA utilizando la
mucina aOSM como fuente de dicho antigeno. Para ello, se inmovilizé la mucina aOSM
en placas de 96 pocillos, luego del bloqueo de los sitios inespecificos, se evalué el
reconocimiento de distintas diluciones del Minibody y/o de distintas fracciones de
purificacién. La deteccion de la unién antigeno-minibody se realiz6 con anticuerpo de
conejo anti-lgG humano conjugado a peroxidasa. Como control positivo se utilizé el

anticuerpo monoclonal quimérico Chi-Tn.

La expresion del minibody en las células S2 de Drosophila fue evidenciada en los
sobrenadantes a dos concentraciones de inductor. La purificacion consistié en un primer
paso en columna streptactin, seguido del clivado del twin-strep-tag. Un segundo paso a
través de la columna de afinidad imac para separar el minibody de la proteasa, con una

posterior cromatografia de gel filtracion para verificar el estado oligomérico del minibody.

El minibody-Tn purificado fue evaluado contra el antigeno Tn en distintas
concentraciones. Su actividad demostré ser concentracién dependiente (fig. 34),
obteniéndose los mayores valores de absorbancia a la concentracion de 0,4 pg/ml. Si
bien, las absorbancias alcanzadas fueron menores en comparacion las obtenidas con
el anticuerpo Chi-Tn, esto se puede deber a que el anticuerpo secundario posee una
mayor probabilidad de unién en el anticuerpo entero que en el minibody. Esto generaria

una diferencia en la sefial colorimétrica que se obtiene en la técnica.

A partir de los resultados obtenidos, se continud caracterizando el minibody-Tn obtenido
en el sistema de expresion eucariota de células S2. Este minibody presenté un estado

dimérico verificado por la cromatografia de exclusién molecular.
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Figura 34. Test de ELISA. Se sensibilizé la placa con la mucina OSM desialilada y se tested la presencia
del minibody proveniente de la purificacion por columna de afinidad Strep-tactin. Se utiliz6 como control
positivo el anticuerpo quimérico ChiTn anti-Tn 1/1000

Ensayo de SPR

Para continuar con la caracterizacion de la actividad funcional del minibody, se llevaron
a cabo experimentos de resonancia plasménica de superficie, donde se utilizaron
concentraciones crecientes del minibody-Tn (en un rango fue de 25 a 700 nM)
inyectadas sobre el minibody-Tn. La figura 35 muestra el perfil de asociacion y
disociacién obtenido con las distintas concentraciones de minibody-Tn, presentando una
disociacién completa a los pocos minutos. Se incluye también el ajuste global de los
sensogramas obtenidos, a un modelo de interaccion “analito bivalente” y los parametros

obtenidos del mismo se presentan en la tabla 6.

La descripcibn matematica del sistema con un modelo de analito bivalente resulta
compleja, ya que describe dos pares de constantes cinéticas diferentes para un
anticuerpo con dos sitios de union idénticos, donde la “konzapp” del segundo sitio es una
constante aparente que depende del fendmeno de unién a través del primer sitio (con

sus respectivas constantes cinéticas koni Y Koff1).

La afinidad obtenida a partir del primer grupo de constantes cinéticas fue Kq= 230uM.
En este sentido, el evento de unidn del segundo sitio de unién del minibody-Tn (descrito

por el segundo grupo de constantes cinéticas) depende del primero y de la disponibilidad
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de antigeno Tn de la mucina asialo-OSM inmovilizada por lo que no describiria al
minibody propiamente dicho. El andlisis realizado tiene caracter cualitativo y no
cuantitativo.

En este sentido, el minibody-Tn interacciona con el antigeno Tn de la mucina asialo-

OSM, con una rapida disociacion (disociacion en pocos minutos), y una baja afinidad.
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Figura 35. Sensograma. Se muestran los perfiles de asociacion y disociacion del minibody Tn en distintas
concentraciones. Se grafican unidades relativas en funcion del tiempo (minutos) de las muestras analizadas.

Tabla 6. Pardametros obtenidos en los ensayos de SPR.

kon1 (1/|V|S) koff1 (1/5) Konzapp (1/RUS) koffz (1/5) RMAX Chi2

312 0,072 3,15x 10° 3,69 x 107 4.77 x 103 0,934
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Inmunofluorescencia Indirecta

Para evaluar la interaccion del minibody-Tn en un contexto celular, se realizaron
ensayos de Inmunofluorescencia indirecta (IF-I) utilizando diferentes lineas celulares,
tanto Tn+ como Tn- para el anticuerpo Chi-Tn. Los resultados del minibody fueron
comparados con el anticuerpo quimérico Chi-Tn el cual reconoce especificamente el
antigeno Tn en cluster. Las lineas celulares MCF-7 (adenocarcinoma mamario
humano), A549 (carcinoma pulmonar humano), HCT116 (carcinoma colo-rectal

humano), y H838 (adenocarcinoma pulmonar humano) fueron evaluadas por IF-I.

La linea celular MCF-7 fue previamente estudiada en IF-I con el anticuerpo Chi-Tn,
donde los resultados demostraron positividad para dicho anticuerpo (Pablo Oppezzo et
al., 2000; Schvartzman, 2015). Se analizaron dos concentraciones, tanto de Chi-Tn
como de minibody-Tn, las cuales fueron elegidas en funcién a una puesta a punto
utilizando la linea celular MCF-7, donde se evaluaron las concentraciones de 1; 2,5; 5;
10; 20 y 40 pg/ml. Las sefiales con marcado fluorescente mas significativo fueron
detectadas en las concentraciones de 20 y 40 ug/ml, tanto para el minibody como para
el Chi-Tn, por lo que se procedié a utilizar 20 pg/ml en los siguientes experimentos de
IF-1.

En el caso de la linea celular MCF-7, se observo sefial de fluorescencia para el minibody,
con un marcado en algunas de las células del preparado de forma clara y con un patrén
puntiforme. De la misma manera, se vio para las células marcadas con el anticuerpo
Chi-Tn, donde el patron del marcado también fue puntiforme y en algunas células. No
se vio marca de fluorescencia en aquellas células que fueron tratadas so6lo con el

anticuerpo secundario (fig. 36).

La linea celular A549, al ser incubada con el Chi-Tn, demostré ser positiva para Tn. En
las imagenes obtenidas, el marcado tanto con el minibody como con el Chi-Tn fue mas
intenso y difuso en comparacion con las células MCF-7, aunque también se observa un
marcado puntiforme. El marcado fue evidente en algunas de las células del preparado,
donde también se pueden ver células negativas para los anticuerpos Chi-Tn y Minibody-
Tn.

Por otro lado, las lineas celulares HCT116 y H838 al ser incubadas con el anticuerpo
Chi-Tn mostraron ser negativas para dicho anticuerpo, por lo que se consideraron
células control. Para el minibody-Tn, no mostraron marca fluorescente en ninguna de

las concentraciones evaluadas (fig. 37).
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Tomando en consideracién los datos de IF-I, se puede decir que el minibody-Tn tuvo un
comportamiento comparable al del anticuerpo Chi-Tn, ya que, tanto las células Tn+
como las Tn-, también lo fueron para el minibody-Tn, demostrando una similitud en la
especificidad de los anticuerpos.

MCEF-7 A549

Figura 36. Inmunofluorescencia indirecta en células MCF-7 y A549. A) células MCF-7 tratadas con 20pg/ml
ChiTn C) células MCF-7 tratadas con 20ug/ml Minibody E) células MCF-7 tratadas solo con anticuerpo
secundario B) células A549 tratadas con 20ug/ml de ChiTn. D) células A549 tratadas con 20pg/ml minibody.
y F) corresponden a células A549 tratadas solo con el anticuerpo secundario. La concentracion de
anticuerpo secundario fue de 1/150. Todas las imagenes se encuentran en un aumento de 40X. La barra
de referencia indica un tamafio de 20pm.
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Figura 37. Inmunofluorescencia indirecta en células HCT 116 y H838. A) células HCT 116 tratadas con
20pg/ml ChiTn C) células HCT 116 tratadas con 20pug/ml Minibody E) células HCT 116 tratadas solo con
anticuerpo secundario B) células H838 tratadas con 20ug/ml de ChiTn. D) células H838 tratadas con
20pg/ml minibody. y F) corresponden a células H838 tratadas solo con el anticuerpo secundario. La
concentracion de anticuerpo secundario fue de 1/150. Todas las imagenes se encuentran en un aumento
de 40X. La barra de referencia indica un tamafio de 20um.



Ensayo de Citometria de flujo

Las cuatro lineas celulares analizadas por IF-1 fueron también analizadas por citometria
de flujo con el anticuerpo Chi-Tn y el minibody-Tn. En concordancia con los datos
obtenidos previamente en IF-l, las lineas celulares MCF-7 y A549 mostraron tener
células marcadas con ambos anticuerpos, en comparacion con el control (células sin

anticuerpo primario) (fig. 38).

En este sentido, las células A549 fueron las que mostraron tener mayor intensidad de
fluorescencia en comparacién con la linea celular MCF-7. Esto tiene correlacion con lo
observado en las imagenes de IF-I, donde se observaba una mayor cantidad de células
con fluorescencia en las células A549 en comparacién con las células MCF-7. Ademas,
en las células A594, el anticuerpo Chi-Tn mostré6 mayor intensidad de fluorescencia en
comparacion con el minibody-Tn. Esto también se puede observar en los histogramas
para A549, donde existe una poblacion de células con mayor intensidad de fluorescencia

(fig. 39), en comparacion con el minibody-Tn.

En la linea celular MCF-7, se puede ver una intensidad de fluorescencia similar en las
células marcadas con el Chi-Tn y con el minibody-Tn. De la misma manera, en el
histograma los picos de fluorescencia de ambos anticuerpos son casi superpuestos,

mostrando una intensidad de fluorescencia similar (fig. 38 y 39).

Para el caso de las lineas celulares HCT116 y H838, se observd una intensidad de
fluorescencia menor a las detectadas en las lineas celulares MCF-7 y A549, y en el caso
de las células HCT116 sin diferencias significativas con respecto al control. En ambos
casos se vio un comportamiento comparable entre el Chi-Tn y minibody-Tn, donde
ambos anticuerpos mostraron baja intensidad de fluorescencia. Si bien en IF-l no se
detectd fluorescencia en estas dos lineas celulares, por citometria de flujo la intensidad
de fluorescencia fue baja, y esta diferencia se puede deber a la sensibilidad de la técnica
(fig. 38 y 39).

A partir de estos resultados podemos concluir que el minibody-Tn tuvo un
comportamiento de marcado similar al del anticuerpo Chi-Tn en todas las lineas

celulares analizadas por citometria de flujo.
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Figura 38. Gréficas representativas de la citometria de flujo para cada linea celular. Todas las lineas
celulares fueron tratadas con 5 pg Chi-Tn, 5 pg de minibody-Tn, y un control sin tratar. El promedio
geomeétrico representa un parametro de intensidad de fluorescencia.
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Figura 39. Histogramas de citometria de flujo para las cuatro lineas celulares representando en el eje x la
intensidad de fluorescencia y en el eje Y células contadas.
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Inmunohistoquimica

Para el andlisis funcional en un contexto tisular del minibody-Tn, se realizaron ensayos
de inmunohistoquimicas (IHQ). Los mismos fueron sobre cortes de tejidos provenientes
de tumores generados con la linea celular A549, en ratones nude.

En el corte tisular tratado con el minibody-Tn se pueden observar células marcadas en
el citoplasma, y algunas células no marcadas (negativas) (fig.40). Esto concuerda con
los ensayos anteriores en la linea celular A549, tanto en I-FI como citometria de flujo,

donde una poblacion de células fue Tn positiva para el minibody-Tn (fig. 36 y 38).

Por otro lado, el corte tisular analizado con el Chi-Tn muetra una marca mas abundante,
tanto en cantidad de células y como en intensidad (fig.40). En los ensayos de citometria
también se observé sobre esta linea celular una mayor intensidad de fluorescencia con
respecto al minibody-Tn (60% vs 40%) (fig. 38). Ademas, la marca observada en las
células muestra ser a nivel nuclear y no tanto a nivel citoplasmatico ni de membrana (fig.
40).

Si bien, entre los ensayos in vitro a nivel celular y tisular muestran resultados
complementarios, en todos los casos se demostrd una actividad antigeno especifica por

parte del minibody-Tn y del Chi-Tn en lineas celulares de tumores humanos.
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Figura 40. Inmuno-histoquimica en tejido tumoral proveniente de la linea celular A549. A) corte tisular
tratado con 30pg/ml Chi-Tn. B) Corte tisular tratado con 40pug/ml de Minibody-Tn C) Corte tisular
correspondiente al control negativo (tratado solo con el anticuerpo secundario). La concentracion de
anticuerpo secundario fue de 1/150. Todas las imagenes se encuentran en un aumento de 40X. La barra
de referencia indica un tamafio de 20pm.
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Funcionalidad in vivo

Para evaluar la funcionalidad in vivo, tanto del Chi-Tn como del Minibody-Tn, es que se
realizaron ensayos de inmuno-PET en modelos de ratones nude, a los cuales se les
generaron tumores a partir de la linea celular A549 de cancer de pulmén humano. Esta
linea celular fue analizada previamente in vitro, en IF-1 y citometria de flujo, mostrando

ser positiva para ambos anticuerpos.

En este sentido, se buscé validar la aplicabilidad del minibody-Tn para usos
imagenoldgicos por inmuno-PET, y en un modelo de cancer de pulmén que no ha sido

reportado previamente teniendo como molécula blanco al antigeno Tn.

Captacién tumoral in vivo de 8Zr-DFO-Chi-Tn y 8Zr-DFO-minibody

Los anticuerpos 8Zr-DFO-Chi-Tn y 8Zr-DFO-minibody-Tn fueron preparados con una
pureza radioquimica de 90% y 62%, respectivamente. Las imagenes PET mostraron
una acumulacién y retencion de biomoléculas 8°Zr en los tumores de A549 en ratones
luego de 63 horas port-inyeccion para el 8Zr-DFO-Chi-Tn, y luego de 18 horas post-
inyeccion para el #Zr-DFO-minibody-Tn (fig. 41).
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Figura 41. Imagenes de la tomografia CT, PET e imagenes fusionadas de 89Zr-DFO-Chi-Tn a las 63 horas
post-inyeccion, y de 89Zr-DFO-minibody a las 18 horas post-inyeccion. La flecha blanca indica la localizacion

tumoral.

La captacién fue basada en una proporcién entre recuentos en las regiones del masculo
y el tumor, considerando el recuento medio y maximo de los VOIs (del inglés: volume of
interest), y fueron presentados individualmente (fig. 42). El promedio de los recuentos
medios del VOI de la proporcién tumor/misculo para 8Zr-DFO-Chi-Tn a 23, 50 y 65
horas fueron de 2.86 £ 0.63, 2.91 £ 0.29 y 2.91 + 0.29, respectivamente, mientras que
el recuento maximo de VOI fueron de 3.61 + 0.59, 3.65 + 1.07 y 3.54 + 0.61. No se vio
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) en test de ANova, al comparar el

mismo grupo.
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Figura 42. Representacion de la captacion del 8Zr-DFO-Chi-Tn mAb y del 8Zr-DFO-Mini-Tn en una
relacién tumor/musculo, basado en el nimero obtenido por los VOIs, en diferentes tiempos de toma de
imagenes.

Se demostrdé una proporcion tumor/musculo de 2,86 + 0.63, 2.91 + 0.29 y 2.92 + 0.22
para el anticuerpo -89Zr-DFO-Chi-Tn, en el andlisis semi-cuantitativo de las imagenes
PET en las regiones de interés. Para el 8Zr-DFO-minibody-Tn, los valores fueron de
3.39+1.44y 1.88 £ 0.92, para recuentos promedios, y 4.28 £ 2.01y 2.23 + 1.17, para
recuentos maximos, a las 2 y 18 horas Pl respectivamente. Los valores no presentaron

diferencias estadisticas (p< 0.05) por el test de Student.

Biodistribucion ex vivo de 8Zr-DFO-Chi-Tn y 8Zr-DFO-minibody

La biodistribucién y cuantificacién ex vivo demostré valor de 13.51 + 2.26 a las 63 horas
para el 8Zr-DFO-Chi-Tn y de 3.02 + 0.56 a las 18 horas para el 8Zr-DFO-minibody,
como promedio del porcentaje inyectado por gramo (%ID/g) (tabla 6). A los mismos
tiempos y respectivamente, los valores de tumor/musculo mostraron un contraste
favorable sefal/sefial de fondo de 5.33 £ 0.16 y 3.99 + 1.45, y 3.99 + 1.45. Para el
minibody, las proporciones de tumor/sangre mostraron un valor de 3.71 £ 0.69, mientras

gue para el Chi-Tn los valores no fueron tan buenos, 0.83 £ 0.16.
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Tabla 6. Biodistribucion de 8Zr-DFO-Chi-Tn y 8Zr-DFO-minibody-Tn en tumores de pulmén derivados de
células A549 en ratones nude, a las 65 horas y 18 horas post-inyeccion (PI) (n = 3 para cada grupo)
respectivamente. Los valores estan expresados en porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido
(%ID/g) y presentado como promedio +/- SD.

89Zr-DFO-Chi-Tn 89Zr-DFO-

minibody
Sangre 16.27 £ 1.40 0.81 £ 0.02
Corazon 6.67 £ 0.43 3.18 £ 0.71
Pulmones 10.64 £ 1.29 3.04 + 0.61
Bazo 7.99 + 1.33 19.29 + 5.38
Regiodn tiroidea 6.06 + 1.89 1.79 £ 0.23
Cerebro 0.47 + 0.03 0.04 £ 0
Higado 4.67 +0.08 12.95+1.94
Estomago 2.84 £0.45 1.39 £ 0.23
Intestino grueso 3.44 £0.23 1.79 £ 0.52
Intestino delgado 3.54 £0.41 2.01+£0.33
Rinon 6.49 £0.76 68.59 + 4.98
Vejiga 13.96 + 2.50 515+ 1.65
Musculo 2.55+0.49 0.80 £ 0.19
Hueso 7.6 +3.29 9.26 + 4.90
Tumor 13.51 +2.26 3.02 + 0.56
Tumor/sangre 0.83+0.16 3.71 +0.69
Tumor/musculo 5.33+0.16 3.99 +1.45

Imagenes de auto-radiografia

Las imagenes de auto-radiografia de las secciones de 30 um del tumor mostraron una
distribucion heterogénea a lo largo del tumor. El #Zr-DFO-Chi-Tn mostr6 una alta
captacion en el centro del tumor, mientras que para el 8Zr-DFO-minibody, se localiz6

principalmente en la regién periférica (fig. 43).
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Figura 43. Auto-radiografia de las secciones tumorales luego de la administracién de 8°Zr-DFO-
minibody (18 horas) y 8Zr-DFO-Chi-Tn (63 horas).
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Discusion
Disefio de un fragmento de anticuerpo

Los anticuerpos monoclonales han sido considerados herramientas de diagnéstico y
terapia potentes que, gracias a los desarrollos en biologia molecular, han logrado ser
candidatos “estrella” para el mercado inmuno-terapéutico. Debido a su capacidad de
union especifica a un antigeno determinado, sus aplicaciones se extienden a
herramientas de investigacion en inmuno-ensayos (Western blot, o citometria de flujo,
por ejemplo), aplicaciones en métodos diagndsticos, en terapia, y purificacion de
proteinas (Gao, Huang, Zhu, & Lv, 2018).

El creciente interés en este tipo de moléculas se debe a que cada vez es mayor el
entendimiento que se tiene de las enfermedades a un nivel molecular. Los anticuerpos
monoclonales son en general la ruta mas rapida para una prueba de concepto cuando
se tiene un nuevo blanco molecular para inhibir, activar o bloquear el mismo (Ecker et
al., 2015).

Dado el crecimiento sostenido del mercado asociado a anticuerpos con aplicaciones
biomédicas, es que se presenta una oportunidad para generar nuevos meétodos,
tecnologias, o disefios que permitan reducir el costo de produccion y generar nuevos
sistemas mas eficientes para penetrar nuevos mercados. En este sentido, se han
explorado diversos sistemas de expresion, disefios innovadores de fragmentos de

anticuerpos, asi como nuevos métodos de produccion y purificacion.

La miniaturizaciéon de los anticuerpos a través de disefios de fragmentos de los mismos
permite contar con ventajas bioldgicas. La principal diferencia es el tamafio, donde los
fragmentos pueden llegar a tamafios que logren una mejor difusion y penetracién en los
tejidos tumorales. Ademas, fragmentos que no cuenten con glicosilacién podrian ser
expresados en sistemas procariotas los cuales son mas eficientes en términos de tiempo
y costos en la produccion de la proteina de interés. Por otro lado, tamafios menores a
los 60kDa y sin una regién Fc permiten una rapida eliminacion a través de las vias
renales sin una activacion inmune. Este tipo de fragmentos se adaptan bien para

aplicaciones de diagndstico (Goulet & Atkins, 2019).

La importancia de estas moléculas y sus fragmentos en el &rea biomédica, se evidencia
del hecho que, en el afio 2017, existian 575 moléculas basadas en anticuerpos

candidatas en ensayos clinicos en fase | y Il. De esas, 493 eran IgGs, y 13 eran
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fragmentos de anticuerpos. A su vez, el 62% de las proteinas y candidatos
recombinantes que se producen son contra antigenos oncolégicos (Strohl, 2018).

Para el disefio de fragmentos de anticuerpos se debe de tener en cuenta diversos
factores: sistemas de expresion, vectores de expresion, y métodos de purificacion.
Cuando la proteina recombinante a expresar no contiene modificaciones post-
traduccionales, el sistema de expresion mas utilizado es E. coli, por ser de bajo costo,
rapido crecimiento, la capacidad de alcanzar altas densidades celulares, facilidad en su
manipulacién genética, y por contar con un sistema genético muy bien conocido (Spadiut
et al., 2014).

En particular, los minibodies son formatos que se cuentan con los dominios VH y VL del
anticuerpo entero unidos a través de una region bisagra al CH3. La presencia del
dominio constante de la inmunoglobulina (CH3) permite la dimerizacion de la molécula
aumentando asi su avidez. Esto genera fragmentos de anticuerpos de tamafios
intermedios, que podrian tener aplicaciones tanto para diagnéstico como terapéuticos
(Olafsen et al.,, 2004). En trabajos anteriores, se expresaron minibodies con
especificidad a moléculas blanco asociadas al cancer, demostrando buenos niveles de
captacion tumoral, y tiempos de eliminacion menores que el anticuerpo entero pero
mayores que fragmentos como los scFv (Hu et al., 1996; Knowles et al., 2014; Leyton
et al., 2008; Olafsen et al., 2009; Tavaré et al., 2014).

Previamente, en nuestro grupo de investigacion, se generaron anticuerpos y fragmentos
de los mismos anti-Tn a partir del anticuerpo IgM 83D4. El primer fragmento del 83D4
generado fue un scFv anti-Tn el cual fue expresado en E. coli con la proteina de fusion
MBP. El mismo consistia en las regiones variables pesada y liviana (VH-VL) unidos por
un linker estandar (Gly4Ser3)2 (Babino et al., 1997). El scFv-Tn tuvo que ser expresado
con una proteina de fusion (MBP) para obtenerlo de manera soluble. Esto demuestra
gue las regiones VH y VL de éste anticuerpo presenta cierto grado de hidrofobicidad
gue pudo ser sobrellevada con la co-expresion de la proteina MBP. Por otro lado, dicho

fragmento de anticuerpo present6 una baja avidez por su naturaleza monomérica.

Luego, se realiz6 un clonado molecular y expresién de un anticuerpo quimérico
conteniendo la region variable VH y Vk del 83D4 y la regién constante de una IgG1
humana. El mismo fue expresado en sistemas eucariotas, en la linea celular murina X-
63, las cuales fueron transfectadas con posterior obtencion de clones estables (Pablo

Oppezzo et al., 2000). El Chi-Tn cuenta con una alta avidez, reconocimiento del
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antigeno en contextos tanto in vitro como in vivo, por lo que demostré ser una

herramienta de gran interés en aplicaciones terapéuticas.

Sin embargo, su peso molecular (~150kDa) no permite que sea el mejor candidato para
aplicaciones imagenoldgicas. En este sentido se disefi6 un diabody-Tn a partir de la
secuencia de las regiones variables del anticuerpo monoclonal 83D4, el cual es un
fragmento de anticuerpo que consiste en dos scFv dimerizados. El mismo fue expresado
de forma recombinante en sistemas procariotas y eucariotas. En E. coli, la expresion fue
llevada a cabo con proteinas de fusion, y en distintas cepas, asi mismo, la expresion fue
en la fraccion insoluble. Se realizaron técnicas de re-solubilizacion aunque sin éxito. Se
logro purificar el diabody-Tn de forma soluble en las células de Drosophila melanogaster
S2. Sin embargo, se obtuvieron dos poblaciones del Diabody Tn, una monomeérica y otra
dimérica, y las mismas presentaron una baja afinidad por el antigeno, donde varias
moléculas tendrian que interaccionar de forma cooperativa para poder retener la
molécula de aOSM. (Schvartzman, 2015).

Dado el interés por el antigeno Tn en cancer y la trayectoria del grupo en el disefio de
anticuerpos y fragmentos de los mismos, es que se presenta la oportunidad de generar
un minibody-Tn. Este tipo de fragmento de anticuerpo cuenta con un tamario intermedio,
con potencial aplicacion tanto en imagenologia como en terapia. Ademas, su capacidad
de dimerizar permite una mayor avidez por el antigeno, en comparacion con otros
fragmentos de anticuerpos. La falta de las regiones CH1 y CH2 hace que la molécula
Nno genere una respuesta inmunoldgica, lo que lo hace apto para aplicaciones en

imagenologia.

En este trabajo, se disefaron tres minibodies (fig. 44) y se expresaron de forma
recombinante en tres sistemas de expresion diferentes, con el fin de analizar su
aplicabilidad en imagenologia molecular por inmuno-PET. La secuencia de los
fragmentos de anticuerpo anti-Tn, se diseflaron a partir de la secuencia de la region
variable de la cadena pesada (VH) y la cadena liviana (VL) del anticuerpo monoclonal
guimérico Chi-Tn, generado en un trabajo previo en nuestro grupo de trabajo (Oppezzo
et al., 2000).
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Minibody-Tn Minibody-cys Minileucine-zipper

Vi VH Vy L VH \‘V VH VH
VL VL VL v

LINKER LINKER
REGION PUENTE

PUENTES BISAGRA PUENTES DISULFURO REGION BISAGRA

PUENTES SIN SECUENCIA
ADICIONAL
DISULFURO DISULFURO DISULFURO DE GLICINAS

LINKER

CIERRE DE
LEUCINAS

Figura 44. Esquema representativo de la estructura de los tres minibodies.

En el minibody-Tn, las regiones VH y VL estan unidas al dominio CH3 de la
inmunoglobulina IgG1 humana a través de una region bisagra, y a su vez, unidas entre
si a través de un linker de 18 aminoéacidos (GSTSGSGKPGSGEGSTKG). Dicho linker
mostré conferir mayor estabilidad y solubilidad al fragmento de anticuerpo frente a la
clasica secuencia de linker de G4S3 (GGGGSGGGGSGGGGS) en el trabajo previo de
Kim y colaboradores (Kim et al.,, 2014). Si bien en trabajos anteriores donde se
expresaron fragmentos de anticuerpo del tipo minibody, los linkers fueron el G4S3,
elegimos la secuencia de 18 aminoacidos porque fue el elegido para el disefio un
minibody derivado del anticuerpo entero Cetuximab que logré ser expresado en

sistemas procariotas conservando su funcionalidad.

Por otro lado, la secuencia de la region bisagra también fue adaptada de los trabajos de
Kim y Klement, teniendo en cuenta resultados previos donde se demuestran el impacto
gue puede tener la secuencia y el largo de la regidn bisagra. Es una zona que le brinda
libertad de rotacion a fragmentos de anticuerpos bivalentes y cuanto mas flexible (rica
en glicinas) y larga, mayor probabilidad de unién al antigeno (Klement et al., 2015). Se
eligi6 incorporar a la secuencia del minibody la regidbn bisagra
LEPKSCDKTHTCPPCGGGSSGGGSG de 25 aminoacidos, donde se cuenta con una
extension flexible rica en glicinas a la secuencia de una regién bisagra de la
inmunoglobulina humana IgG1l para alcanzar una mayor probabilidad de union al

antigeno.

Las proteinas de fusién actian como potenciadores de solubilidad, y la proteina de
interés es clonada en la regién C-terminal de la misma. La expresiéon se da de forma
conjunta, y luego de la purificacion, la proteina de fusion es extraida a través de un sitio
de corte proteolitico incluido en la region N-terminal del minibody. De esta manera, se
puede expresar de forma soluble y correctamente plegada la proteina recombinante de

interés (Agustin Correa et al., 2014).
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Este primer disefio del minibody (minibody-Tn) fue clonado en vectores de expresion
para sistemas procariotas con el fin de evaluar la efectividad de su expresion. Para eso,
se probaron los dos compartimentos celulares como sitio de expresion (citoplasma y
periplasma) y diferentes proteinas de fusion.

La expresion en citoplasma del minibody-Tn fue evaluada tanto sin proteina de fusion,
como con 2 proteinas de fusion, probando ademas 2 cepas de E. coli, Rossetta y Shuffle
pMJS9. Las proteinas de fusion fueron MBP, TRX y la expresion en citoplasma sin
proteina de fusion mostré ser en la fraccién insolubles (en la cepa Rossetta), mientras
gue con las proteinas MBP y TRX se obtuvo al minibody-Tn de forma soluble (en ambas
cepas). Esto confirma que expresar la proteina recombinante acompafiada de una

proteina logré6 aumentar su solubilidad.

Sin embargo, el minibody-Tn no tuvo un correcto plegamiento, afectando asi su estado
conformacional. Si bien se utilizé la cepa de E. coli Shuffle pMJS9, la cual favorece la
formacion de puentes disulfuro en el citoplasma, no fue suficiente para que el minibody-
Tn adquiriera un estado dimérico. Esto también puede deberse a que el mismo fue

expresado con una proteina asociada, la cual podria afectar el plegamiento.

Dado esto, se intentaron técnicas de estabilizacion a través del agregado de aditivos
como ser arginina entre otros y posterior evaluacidon por cromatografia de exclusién
molecular luego del clivado de la proteina de fusidén. Los resultados mostraron una
conformacion agregada del minibody-Tn por lo que no se logré expresar el mismo en el
citoplasma de E. coli en su estado dimérico, ni estabilizarlo posteriormente mediante el

uso de aditivos.

Debido a que en trabajos anteriores la expresion de fragmentos de anticuerpo se da en
el periplasma de E. coli (Akbari, Mir Mohammad Sadeghi, Jafrian-Dehkordi, Abedi, &
Chou, 2014; Chi et al., 2016; Schlegel et al., 2013), se expreso el minibody-Tn en dicho
compartimento de la cepa BL21 utilizando la secuencia sefal pelB. La misma dirige la
proteina recombinante al periplasma de la bacteria, donde luego el péptido sefial es

clivado por la proteasa TEV.

La expresion en periplasma fue de 72 horas, un tiempo mayor al de la expresién en
citoplasma, ya que se indujo la expresidn proteica a una temperatura menor, y con
menor cantidad de inductor. Esto debido a que, a menor temperatura, mas bajo es el
metabolismo de la bacteria, asi como la utilizacién de una concentracion del inductor
menor, de modo de lograr una expresion lenta y evitar saturar la maquinaria de

translocacion. Estos cambios podrian mejorar el plegamiento de la proteina
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recombinante, ya que fue lo que no se logré en la expresion citoplasmatica. El
inconveniente de la expresién en periplasma es el espacio reducido del compartimento,

lo que impacta en la cantidad de proteina que se pueda extraer.

Para la purificacion se realizé un shock osmotico para extraer la fraccion periplasmética,
y luego el protocolo consistio en la misma estrategia seguida previamente mediante el
tag de histidinas en columnas de imac. El minibody-Tn se expres6 de forma soluble,
aunque no se logré un correcto plegamiento de la proteina, ya que al analizar la fraccién
de purificacion de IMAC por cromatografia de exclusibn molecular, el estado

conformacional mostré ser agregado.

Por lo tanto, no se logré obtener el minibody-Tn con un correcto plegamiento en los
sistemas de expresion procariota. Se eligio inicialmente este sistema ya que, al ser el
minibody un fragmento de anticuerpo, no cuenta con glicosilaciones pos-traduccionales.
El estado dimérico se ve favorecido por la formacion de puentes disulfuro, por lo que se
utilizé la cepa Shuffle pMJS9 y también la expresién en periplasma, el cual es un
ambiente oxidante. El plegamiento incorrecto puede deberse a que las isomerasas de

E. coli no fueron eficientes en generar una conformacién adecuada de la proteina.

Para sobrepasar los inconvenientes de plegamiento, se generaron dos variantes del
minibody-Tn, el minileucine-zipper y el minibody-cys. El primero consistié en sustituir el
dominio CH3 por un cierre de leucinas, y el segundo consistié en generar una mutacién
puntual para adquirir un puente disulfuro extra en la regién bisagra. Ambos fueron
evaluados en las mismas cepas y con las mismas proteinas de fusion que el minibody-
Tn.

El minileucine-zipper tiene un cierre de leucinas que favorece la dimerizacion entre las
uniones covalentes de las alfa hélices de las leucinas. Trabajos anteriores expresaron
scFv-leucinezipper en sistemas procariotas de forma efectiva (Klement et al., 2015; Z.
Li et al., 2015). Para este constructo también se modific6 la secuencia de la region
bisagra siguiendo la estrategia de Klement y colaboradores. Dicha region consistié en
10 aminoécidos, ahora sin la region flexible (PKPSTPPGSS) (Klement et al., 2015). Si
se observan las distintas fracciones de la cromatografia de exclusion, se pudo detectar
la presencia de la proteina en distintos volimenes de elucién para las cepas y proteinas

de fusion evaluadas. Se observé lo mismo para el caso de la expresiéon en periplasma.

Si bien en trabajos anteriores este disefio con cierre de leucinas favorecio la estabilidad
del dimero, para el minibody no se obtuvo el mismo resultado. El estado conformacional

pudo verse afectado mas que favorecido por la nueva region incorporada. Ademas, la
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funcionalidad de las distintas fracciones evaluadas fue menor que el minibody-Tn en los
test de ELISA. En todos los casos la molécula adquiri6 estados conformacionales con
pesos moleculares superiores al peso esperado en su conformacién dimérica. Cabe
considerar que cada proteina tiene un comportamiento diferente, y quizas los dominios

VH y VL del minibody no se adaptan al disefio con el cierre de leucinas.

Para el constructo minileucine-zipper, los rendimientos fueron bajos y la diversidad
oligomérica mostraria que no estaria muy bien plegada, por eso no se continud
utilizando dicho formato. Si bien la parte hidrofilica del cierre de leucinas queda expuesto
al solvente, los dominios VH y VL de este fragmento son hidrofébicos, ya que en sus
disefios previos (scFv y diabody), se debi6 de superar la insolubilidad en sus estrategias

de expresion y purificacion.

Como una segunda estrategia de conferir una mayor estabilidad a la molécula y lograr
una expresion en sistemas procariotas, es que se agrego una cisteina para favorecer la
formacion de un puente disulfuro adicional en la region bisagra. Para este constructo
s6lo se probo su expresion en la cepa Shuffle pMJS9 de E. coli con la proteina de fusion

MBP, ya que fue la condicién que mostré mejores resultados para el minibody-Tn.

Los resultados fueron que el minibody-cys siguié expresandose de forma soluble,
aunqgue con un estado conformacional agregado. La adicion de un puente disulfuro no
fue suficiente para una formacién correcta del dimero, quizas por lo mencionado
previamente. El sistema de plegamiento de proteinas de E. coli no se adapta a las

necesidades del minibody-Tn y sus variantes.

El primer método de expresion de proteinas recombinantes suele ser E. coli dado su
bajo costo, tiempos cortos y simplicidad del sistema. Sin embargo, cuando la expresién
en dicho sistema genera proteinas insolubles, mal plegadas o disfuncionales, se
consideran los sistemas de expresion eucariotas. Los mismos pueden ser células de
insectos o de mamiferos, y tienen como ventaja sistemas de plegamiento, secrecién y

modificaciones pos-traduccional de proteinas avanzados (Jager et al., 2013).

Las células de mamifero HEK 293T han sido utilizadas para la produccion de
anticuerpos tanto en laboratorios de investigacion como con fines clinicos. Son células
gue crecen en suspension y son capaces de ser transfectadas de manera transitoria,
alcanzando altos niveles de expresion proteica. Los vectores con promotor CMV
(citomegalo virus human) son los més utilizados con una fuerte actividad transcripcional
(Vink et al., 2014).
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En este sentido, el minibody-Tn también fue expresado en sistemas eucariotas, en las
células de mamifero HEK 293T y en las células de insecto S2 de Drosophila
melanogaster. Estos sistemas tienen como ventaja la capacidad de contar con
modificaciones pos-traduccionales adecuadas para la expresion de proteinas de origen
eucariota. En el caso de las células HEK 293T, se llevo a cabo una expresion transitoria,
donde no se generan clones estables con el vector de interés, lo que permite acortar los
tiempos de produccion proteica.

La expresiéon en HEK 293T fue evaluada en distintos tiempos y en dos relaciones
diferentes de ADN (vector de expresion con la secuencia del minibody-Tn): PEI, ya que
el PEI (polietilenimina) permite la adhesion del ADN a la superficie de las células al
cargar positivamente al mismo. Ademas, permiten una eficiencia de transfeccion del
70% aproximadamente en células HEK 293T, asi como un mayor rendimiento de
proteina recombinante en comparacién con otros reactivos comerciales (Jager et al.,
2013). Asi, los complejos ADN: PEI son endocitados por las células, y el ADN es liberado

en el citoplasma (Longo, Kavran, Kim, & Leahy, 2014).

Las relaciones ADN: PEl que se testearon fueron 1:20 y 1:10 considerando
experimentos anteriores del grupo de investigacién. El vector de expresion pCMV
contaba con una fusién Fc (dominios CH2 y CH3), lo cual, segun trabajos anteriores,
ayuda a obtener mayores niveles de la proteina expresada y permite la purificacion por
proteina A (Lo et al., 2002). La proteina recombinante es secretada al medio de cultivo,
por lo que se analizaron los sobrenadantes en diferentes tiempos de expresion mediante
test de ELISA y para las dos condiciones probadas. No se obtuvo sefial que demostrara
la actividad del minibody-Tn en los sobrenadantes, ni se logré purificar proteina

recombinante mediante columna con proteina A.

La verificacion de la secuencia del minibody-Tn clonada en el vector de expresion fue
seleccionando colonias positivas para el inserto y verificada por secuenciacion. La no
deteccién del minibody-Tn en este sistema de expresidon podria deberse a que la
transfeccion transitoria no haya sido exitosa, es decir, que el vector no haya ingresado
a las células, o, en otro escenario, que el vector haya ingresado correctamente a las
células, y que el minibody luego de ser expresado se haya degradado. Este ltimo caso
podria ocurrir ya que el minibody-Tn es expresado y secretado al medio de cultivo y eso

lo expone a temperaturas (37°C) que podrian afectar la integridad de la molécula.
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Por otro lado, al faltarle varios dominios tipo inmunoglobulina (CH1, CH2 y CL) puede
ser menos estable que su contraparte quimérica, correctamente expresada y secretada
en células de mamifero.

Las células de insectos también son muy utilizadas en la expresion de proteinas
recombinantes que requieran modificaciones pos-traduccionales complejas. Las células
S2 de Drosophila melanogaster son derivadas de un estadio embriol6gico tardio, y se
pueden generar una linea policlonal estable que luego tienen un proceso de escalado
sencillo. Pueden ser transfectadas con vectores con promotores inducibles lo que

permite bio-procesos de alto rendimiento (Moraes et al., 2012).

Las células S2 han demostrado ser un sistema de expresion efectivo para proteinas
recombinantes, entre ellas anticuerpos, ya que se pueden cultivar a menores
temperaturas que las células de mamifero, por ejemplo (26-28°C), sin CO; y son cultivos
faciles de escalar. Debido a que crecen en suspensién, alcanzan altas densidades
celulares, lo que a su vez permite un mayor rendimiento de produccién proteica, en
comparacion con otros sistemas de expresion eucariota (lwaki & Castellino, 2008;
Moraes et al., 2012).

Algunas proteinas con aplicaciones clinicas ya fueron producidas en las células S2,
como son las subunidades truncadas de la proteina de capside viral DEN2-80E, un
fragmento de anticuerpo-Fc anti GA733-2 (antigeno de cancer colo-rectal humano), la
glicoproteina 90K (K. R. Kim, Kim, Cheong, Kim, & Cha, 2013; Moraes et al., 2012; Seok
et al., 2010). Las células S2 se presentan como una plataforma de expresién para
proteinas con aplicacion terapéutica con un alto nivel de produccién y menor costo en
comparacion con otros sistemas de expresion eucariotas, con la ventaja de contar con

una maquinaria pos-traduccional compleja (Park et al., 2008; Vatandoost & Bos, 2016).

El minibody-Tn fue clonado en el vector de expresion pDroExt para ser expresado en
las células S2 de Drosophila melanogaster. Para estas células se gener6 un conjunto
de células poli-clonal con el vector de interés. El vector pDroExt contiene una sefial de
exportacion BiP (sefial perteneciente a D. melanogaster) para la secrecion de la proteina
recombinante, por lo que el minibody-Tn fue secretado al medio de cultivo. Ademas,
contiene el promotor de la metalo-tioneina (pMT de Drosophila), el cual permite la
induccién de la expresion proteica con el agregado de metales divalentes. La expresién
fue inducida con cloruro de cadmio, y el minibody-Tn fue detectado a los 3 dias de

induccion, y hasta el dia 10. A éste Ultimo tiempo pos-induccién se detect6 menor
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cantidad de proteina en los sobrenadantes. En las células S2 se logré expresar el
minibody-Tn de forma soluble y homogénea.

El minibody-Tn fue expresado en las células S2 con una conformacién dimérica y un
estado funcional. Esto fue verificado mediante test de ELISA y cromatografia de
exclusién molecular, donde la molécula eluyé en un volumen que coincide con el de
proteinas con pesos moleculares cercanos a los 85 kDa. Ademas, se observl un pico
Unico de elucion, asi como una banda Unica en el gel de poliacrilamida. Esto indica un
método de purificacion limpio, donde se extraen las proteinas que no son de interés, y
gue la molécula adquiere un Unico estado conformacional. Por otro lado, se confirmé
gue la formacion de puentes disulfuro estabilizan la formacién del dimero al realizar un
gel de poliacrilamida con agente reductor y sin agente reductor. Viendo que la banda
correspondiente al minibody cambiaba de peso molecular al afiadirle un agente reductor,

se demuestra la formacion de puentes disulfuro.

El primer paso de purificacibn es mediante la columna Streptactin XT ya que el
constructo cuenta con un Twin-strep-tag en el amino-terminal del minibody-Tn, y se une
con una alta afinidad a la matriz de la columna. En el caso del minibody-Tn, se utilizé un
twin-strep-tag, el cual aumenta la eficiencia de purificacion con respecto al strepTag Il,
ya que tiene mayor afinidad en la unién a la matriz de la columna (lvanov, Basi¢,
Varjosalo, & Méakinen, 2014).

Si bien el minibody-Tn cuando es expresado en las células S2 es secretado al medio de
cultivo, el mismo estd a 28°C, la cual es menor a la temperatura del medio de cultivo de
las células HEK 293T. El tiempo pos-induccion que se mantiene el cultivo de S2 hasta
la purificacion es de 6 dias, el cual fue puesto a punto. Hasta ese tiempo, la funcionalidad
de la proteina no se vio afectada. Sin embargo, al dia 10 pos-induccion, se observé una

pérdida de funcionalidad en test de ELISA.

Caracterizacion funcional in vitro

La funcionalidad del minibody-Tn fue evaluada primeramente sobre el antigeno
purificado. El mismo se obtuvo de la desialilacion de una mucina rica en sialil-Tn,
exponiendo asi al antigeno Tn. Este antigeno fue utilizado para los test de ELISA y para

ensayos de resonancia plasmonica de superficie (SPR).

En los test de ELISA, se pudo observar una actividad del minibody-Tn concentracion

dependiente. Se evalu6 un amplio rango de concentraciones, y solo se vio sefal
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colorimétrica, la cual indica actividad, en las concentraciones mas elevadas. De hecho,
las unidades de absorbancia no superaron los 0,5 AU (unidades de absorbancia),
mientras que, para el anticuerpo entero, se llegé a valores cercanos a 1 AU. Los
métodos de revelado son a través de un anticuerpo secundario, anti IgG1 humano poli-
clonal. Dicho anticuerpo se une a los dominios constantes de la IgG.

En este sentido, si consideramos el disefio del minibody, el mismo cuenta solamente
con el dominio CH3, mientras que el anticuerpo entero, el Chi-Tn, cuenta con la cadena
completa (CH1-CH2-CH3). Esta hace que para el minibody-Tn haya menos sitios de
unién disponible para el anticuerpo secundario, el cual a su vez esta conjugado a la
peroxidasa, y asi exhibe menor sefial que el anticuerpo entero. Esto no significa
directamente que la actividad sea menor. Por lo tanto, realizamos los test de ELISA de
forma cualitativa, para evaluar positividad en el reconocimiento del antigeno, sin

intenciones de realizar comparaciones cuantitativas con el Chi-Tn.

Con respecto al ensayo SPR, se evaluaron distintas concentraciones del minibody-Tn
para observar su comportamiento en la unién con el antigeno. Se comprobd que la
disociacién completa del minibody se alcanz6 en pocos minutos. Tanto el ligando como
el analito son multivalentes por lo que resulta muy dificil encontrar un modelo

matematico que describa el sistema de forma precisa.

La utilizacion de un modelo “analito bivalente” es una aproximacion util, aunque no
precisa para describir el sistema ya que asume dos sitios de unién por molécula de
analito donde el segundo sitio (en nuestro caso idéntico al primero por tratarse de un
anticuerpo) interactiia con una afinidad dependiente del primer evento de unidn, la
flexibilidad de la molécula y de la disponibilidad de ligando. La constante de afinidad
obtenida a partir del cociente de las constantes cinéticas del primer sitio (Ko1/Kon1) arroja
un valor de Kq= 230 uM, no obstante, el efecto de avidez del minibody interactuando

con la asialo-OSM podria contribuir a favorecer la interaccion del mismo con el antigeno.

Una segunda etapa fue la caracterizacion funcional en un contexto celular. Para ello, se
realizaron ensayos de caracterizacion con el anticuerpo Chi-Tn para determinar la
positividad de las células para el antigeno. Se seleccionaron 4 lineas celulares, de las
cuales dos fueron positivas para el antigeno con el anticuerpo Chi-Tn (MCF-7 y A549),
y dos fueron negativas (HCT116 y H838).

Los ensayos en células fueron inmuno fluorescencia indirecta (IF-1 y citometria de flujo.
Para ambos casos se utilizé el Chi-Tn como control positivo. En la I-FI, el marcado de

las células MCF-7 y A549 con el minibody-Tn y el Chi-Tn fueron similares en intensidad
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de fluorescencia y patrén de marcado. Las células HCT116 y H838 fueron negativas
para ambos anticuerpos.

En el caso de la citometria de flujo, los resultados fueron concordantes con los
resultados de I-FI, indicando una unién especifica y un comportamiento comparable
entre ambos anticuerpos. Si bien se detecté una baja marcacion en las células H838 y
HCT116 por parte de los dos anticuerpos (Chi-Tn y Minibody-Tn), esto se puede deber

por la diferencia de sensibilidad entre las técnicas.

El minibody-Tn mostro actividad especifica, tanto con el antigeno purificado como en un
contexto celular. A su vez, el patron de marcado se asemeja al del anticuerpo entero
Chi-Tn, lo que indica que la miniaturizacién del mismo no afect6 su capacidad de

reconocimiento por el antigeno especifico.

Si consideramos un contexto tisular, tanto el minibody-Tn como el Chi-Tn mostraron
actividad en tejidos tumorales provenientes de tumores generados con la linea celular
A549. Estos resultados son concordantes con los ensayos celulares de I-Fl y citometria
de flujo llevados a cabo con la misma linea celular. Si bien las células son las mismas,
es relevante analizar la actividad de los anticuerpos en contextos que se aproximen a la

conformaciéon de un tumor.

En los ensayos de IHQ, se observé una marcacion diferencial entre el minibody-Tn y el
Chi-Tn. Este ultimo presenté una localizacién mayoritariamente nuclear, mientras que el
minibody-Tn presentd una localizacion citoplasmatica. Estos resultados llamaron la
atencion, aungue en ensayos previos en nuestro grupo de investigacién ya se habian
encontrado indicios de presencia del antigeno Tn en nudcleos de células tumorales. En
este sentido, se abre una oportunidad para continuar explorando la localizacién del

antigeno y su implicancia en procesos tumorogeénicos.

Si bien ambos anticuerpos reconocen el mismo antigeno, el formato y/o conformacién
tridimensional podrian estar jugando un rol en la identificacibn de grupos de Tn
diferenciales. Esto también ya se observé en ensayos previos del grupo de laboratorio
de citometria de flujo, donde el 83D4 (IgM) present6 una marca diferencial en ensayos
de citometria de flujo para células Tn+. En dicho caso se detectaban células con una
altisima intensidad de fluorescencia, que no fueron detectadas con los anticuerpos

derivados Chi-Tn y minibody-Tn.

En este sentido, si bien se habia confirmado la positividad de la linea celular A549 para

el antigeno Tn, reconocido por el anticuerpo Chi-Tn y Minibody-Tn, fue la primera vez
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gue se realiz6 este ensayo en nuestro grupo de investigacion. Los resultados en
definitiva confirman la actividad de los anticuerpos para el antigeno Tn, a partir de una
bateria de ensayos in vitro, desde el antigeno purificado, pasando por contextos
celulares e histoldgicos.

Caracterizacion funcional in vivo

Una vez confirmada la reactividad del Minibody-Tn en ensayos in vitro, se procedi6 a
experimentos in vivo. La imagenologia molecular se presenta como una forma de
deteccion no invasiva de blancos moleculares, donde los trazadores usados son
moléculas radio-marcadas, que son detectadas utilizando camaras o scanners. El PET
surge como una técnica de alta sensibilidad y resolucién, ademas de que puede ser
utiizada en la modalidad inmuno-PET, donde la molécula radio-marcada es un
anticuerpo o derivado del mismo (Wu, 2014). Las tomografias por PET pueden alcanzar
una sensibilidad de 10 veces mas que en SPECT, por lo que es una técnica que cada
vez toma mas protagonismo, incluyedo el inmuno-PET (Boswell, C. & Brechbiel, 2007;
Warram et al., 2014; Li, et al., 2017).

Para realizar inmuno-PET, el radio marcado debe de coincidir con el periodo de
desintegracién del anticuerpo que se pretende marcar. Es decir, para radio marcar un
anticuerpo entero IgG, %Cu (vida media de 12 horas), o 8Zr (vida media de 78,4 horas)
son las opciones mas razonables. Para el caso de fragmento de anticuerpos, como el
minibody, se pueden considerar los mismos radio-marcadores u otros con menor vida
media, considerando que los minibodies cuentan con un peso molecular de
aproximadamente la mitad del anticuerpo entero. Algunos radio-marcadores podrian ser
el ®*"Tc (vida media de 6 horas), o el Y (vida media de 14,7 horas) (Boswell, C. &

Brechbiel, 2007).

Para analizar la funcionalidad in vivo del minibody-Tn y su potencial aplicacion en
imagenologia molecular es que se realizaron ensayos de inmuno-PET en modelos nude
de cancer de pulmén. Los tumores fueron generados con la linea celular A549,
previamente analizada en los ensayos in vitro. El radio marcador elegido fue el 8Zr, el
cual fue utilizado para marcar tanto el minibody-Tn como el Chi-Tn. Trabajos anteriores
mostraron buenos resultados en imagenologia por inmuno-PET con fragmentos de
anticuerpos (minibody y diabody) marcados con 8Zr (K. Li et al., 2014; Pandit-Taskar et
al., 2016).
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Los resultados obtenidos del inmuno-PET indican que el Chi-Tn present6 una alta
captacion por parte del tumor lograndose iméagenes de alto contraste a las 63 horas. En
el caso del minibody-Tn, las imagenes fueron de bajo contraste, con menor captacion
por parte del tumor, en comparacion con el Chi-Tn. Ademas, se observé una alta
captacion del minibody-Tn los riflones a los tiempos analizados (18 horas post-

inyeccion).

Dado que el equipo que se utiliz6 para la toma de imagenes no cuenta con la
configuracion de correccién de decaimiento para el 8Zr, no se puede determinar los
valores de captacion estandares, por lo que, para compensar, se determind la relacion
tumor/ musculo. Determinado esto, se vio que para ambos anticuerpos la relaciéon tumor/
musculo fue de mas de dos veces para los tiempos analizados, lo que implica una buena
relacion entre la captacion por parte del tumor y del tejido muscular circundante. Sin
embargo, no se observé un aumento de dicha relacién durante el tiempo analizado,

como fue reportado en trabajos anteriores (Bailly et al., 2019).

La determinacién cuantitativa fue llevada a cabo mediante la escision de érganos en el
tiempo final del experimento (65 horas) para el #Zr-DFO-Chi-Tn. Los resultados
mostraron que la relacion tumor/ musculo fue mayor que cinco veces, indicando un buen
contraste. Ademas, la relacion tumor/ sangre fue menor que 1 (Tabla 6), aunque dicho
resultado no afecto la calidad de las imagenes, manteniendo un alto contraste y alta
captacién por el tumor en comparacién con tejidos adyacentes. La alta captacion por
parte de los riflones e higado a las 18 horas para el 8Zr-DFO-Minibody-Tn alteraron la

calidad de las imagenes.

Si bien la vida media tet6rica de un minibody en circulacién es de entre 6-11 horas
(Olafsen & Wu, 2010), trabajos previos muestran que se obtienen imagenes con mejor
contraste a las 21-24 horas post-inyeccion (Lepin et al., 2010; Pandit-Taskar et al., 2016;
Rochefort et al., 2014).

Por ultimo, los analisis de auto-radiografia mostraron una captacion central al tumor por
parte del 8Zr-DFO-Chi-Tn, mientras que para el 8Zr-DFO-Minibody-Tn la captacion fue
principalmente periférica al tumor. Dado que el Minibody-Tn es un fragmento de
anticuerpo con un peso molecular de ~85kda, se esperaria que la captacion por parte
del tumor sea mayor para el Minibody-Tn en comparacion con el anticuerpo entero Chi-
Tn.

En conclusién, los estudios imagenolégicos demostraron que el 8Zr-DFO-Minibody-Tn

reconoce las lesiones tumorales en el modelo estudiado. Sin embargo, se podria pensar
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en modificar los tiempos de toma de imagenes para lograr un mejor contraste y mayor
nivel de captacion por parte del tumor, ademéas de considerar otros radio-marcadores,
como por ejemplo el %Cu, el cual se adapta mejor a los tiempos de circulacion del
minibody (Wu et al., 2000).
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Conclusiones finales

En este trabajo se logro el disefio del primer minibody anti-Tn con aplicaciones en
imagenologia molecular del cancer. Dicha molécula fue funcional tanto in vitro como in

vivo, mostrando especificidad por el antigeno Tn en todos los contextos analizados.

En este sentido surgen varios caminos donde el minibody-Tn puede tomar
protagonismo: como herramienta de investigacion para continuar estudiando y buscar
comprender el rol del antigeno Tn en procesos tumorogénicos; como una molécula para
imagenologia molecular del cancer por inmuno-PET, en carcinomas Tn+; y para
aplicaciones inmuno-terapéuticas donde el minibody-Tn podria adquirir un rol de

direccionar drogas o nanocarriers a tumores Tn+.

En este proyecto se gener6 una herramienta biotecnolégica que podra ser explotada en
diversos horizontes, y aportar a la biologia tumoral y biomedicina tanto en diagnostico

como en la terapia.
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