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Abreviaturas

2-1A — 2-lodoacetamida

ADCC - Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
ADN — Acido Desoxirribonucleico

ALK — Inhibidor de linfoma quinasa anaplasico

ARN - Acido Ribonucleico

Asn - Asparagina

B3GNT6 — B1-3 N-acetilglucosaminiltransferasa 6
BCA — Acido Bicinconinico

BSA — Albumina de Suero Bovino

cDNA — ADN copia

CHO - Células de cancer de ovario de hamster chino
CLR — Receptor de lectina tipo C

ConA — Lectina de Canavalia ensiformis, ConcavalinaA
CRISPR/Cas9—Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat/Caspasa
9

DAPI — 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DBA — Aglutinina de Dolichos biflorus

DC — Célula Dendritica

DC-SIGN — DC-specific ICAM-3-grabbing non-integrin
DectiN-1 — DC-associated C-type lectin-1

Dectin2 — DC-associated C-type lectin-1

DMSO - Dimetilsulfésido

Dol-P — Dolicol fosfato

DTT — Ditiotreitol

ECA — Aglutinina de Erythrina cristagali

EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

EGFR — Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EGTA — Acido egtazico

ER — Reticulo endoplasmico

FBS — Suero fetal bovino

Gal - Galactosa

GalNAc — N-acetil galactosamina

GALNT — pp-GalNAc transferasas

GIcNAc — N-acetil glucosamina

HBSS — Solucién balanceada de sales de Hank

HPA — Aglutinina de Helix pomatia

IFN — Interferon

JAC — Jacalina

LB — Medio Luria-Bertani

LL/2 — Células de carcinoma de Lewis pulmonar murina
Mal Il — Lectina de Maackia amurensis |

MBL — Lectina de unién a manosa

MeOH — Metanol

MGL — Macrophage galactose-type lectin

MHC — Complejo mayor de histocompatibilidad

MMP — Metaloproteasa
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MQ - Macrofago

MR — Receptor de manosa

NK — Natural Killer

NO — Oxido nitrico

NRP — Neuropilina

NSCLC — Cancer de pulmon de célula no pequena

ON - Ovemight

Ost — Oligosacaridotransferasa

PBS — Buffer fosfato salino

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa

PDGFp — Factor de crecimiento derivado de plaquetas 3
PFA — Paraformaldehido

PNA — Aglutinina de Arachis hypogaea

PNGasa-F — Peptido-N-glicosidasa F

ppGalNAc-Ts — ppGalNAc transferasa

gPCR — PCR cuantitativa

RIPA — Buffer de Ensayo de Radioinmunoprecipitacion
ROS - Especie reactiva de oxigeno

RPMI — Medio Roswell Park Memorial Institute

SBA — Aglutinina de Glycine max

SCLC — Cancer de pulmoén de célula pequefia

SDS — Sodio dodecil sulfato

Ser — Serina

SIGLECs - Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins
SNA — Aglutinina de Sambucus Nigra

SPA — Surfactante pulmonar A

SPD - Surfactante pulmonar D

ST6GalNAc-I - a2-6 sialiltransferasa |

sTn —sialil Tn

TACA — Antigenos carbohidratos asociados a tumor
TAM — Macroéfagos asociados a tumor

TBS — Buffer Tris-salino

Thr — Treonina

TIL — Linfocitos infiltrados al tumor

Tr1 — T regulador de tipo 1

Treg — T regulador

VEGF - Factor de crecimiento del endotelio vascular
VEGF-R — Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular
VVL - Isolectina de Vicia villosa

WGA — Aglutinina de Ariticum vulgaris
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Resumen

El antigeno Tn se define como una unidad de N-acetil-galactosamina (GalNAc)
unida a residuos de serina o treonina (GalNAc-O-Ser/Thr), que se expresa en mas
del 90% de los adenocarcinomas humanos. Este antigeno participa en fenédmenos
de adhesion, migracion y proliferacion de las células tumorales y su expresién se ha
relacionado con la agresividad de algunos tipos de cancer, constituyendo tanto una
herramienta de diagndstico como un potencial blanco de inmunoterapias. Estudios
previos han demostrado que la presencia de Tn esta asociada con la malignidad y el
potencial metastasico de la célula tumoral. Este antigeno se origina por un bloqueo
en la via de O-glicosilacién tipo mucina, que previene su elongacion hacia core 1y
otros O-glicanos. En particular, la enzima responsable de la sintesis de core 1 es la

core-1-sintasa, cuya actividad depende de una chaperona, Cosmc.

La informacion codificada por glicanos es interpretada a partir de proteinas
evolutivamente conservadas especificas de carbohidratos, conocidas como lectinas.
En particular, Tn es reconocido por un receptor lectina de tipo C (CLRs), denominado
MGL (por sus siglas en inglés, macrophage galactose-type lectin), que reconoce
glicoproteinas ricas en galactosa (Gal) o GalNAc. MGL se expresa en la superficie
de células dendriticas y macrofagos, y participa en el reconocimiento e internalizacion
de moléculas provenientes de patdégenos y antigenos tumorales. Esta lectina modula
la respuesta inmune controlando la funcionalidad de diferentes tipos celulares,
influyendo, por ejemplo, en la polarizacién de células T. Se ha propuesto que MGL
participa en la regulacién inducida por células tumorales a través del reconocimiento
del antigeno Tn. Mientras que en humanos hay una Unica isoforma de este receptor,
en ratones hay dos variantes, MGL1 y MGL2, siendo MGL2 la isoforma que mas se

asemeja al MGL humano por su especificidad de reconocimiento.

En este trabajo, desarrollamos lineas celulares de cancer de pulmdn con
glicosilacion aberrante para caracterizar el rol de Tn durante el crecimiento tumoral.
Para ello, generamos variantes de la linea celular LL/2 mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 dirigida a insertar mutaciones en el gen que codifica para la chaperona
Cosmc. La expresion de Tn en las variantes celulares generadas se confirmo
mediante glicofenotipo con lectinas vegetales, anticuerpos especificos anti-Tn, y
evaluando la actividad T-sintasa. Tambien se demostr6 el reconocimiento de estas

células Tn* por el receptor MGL2.
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Al inocular las células en ratones singénicos, se observé que las células Tn*
generan tumores mas agresivos, con un crecimiento acelerado y mayor grado de
vascularizacion. A su vez, los tumores Tn* se caracterizaron por un mayor infiltrado
de células CD11c* F4/80" que expresan mayores niveles de MGL2 que los tumores
Tn". También se observé un aumento en el infiltrado de linfocitos T CD4* y CD8",

caracterizado por una mayor expresion de 1L-10.

Finalmente, se evalud el crecimiento tumoral en un modelo de ratones MGL2-
DTR, en los cuales la inyeccion de toxina diftérica permite eliminar de forma selectiva
las células que expresan MGL2*. La deplecién de células MGL2* llevd a una
reduccion del tamafo de los tumores generados a partir de la variante celular Tn*,
pero no afecto el crecimiento tumoral de los tumores derivados de la linea parental
(Tn7). A su vez, la vascularizacion también se vio disminuida, asi como la expresion
de IL-10 en el infiltrado de linfocitos T CD4" y CD8".

En suma, estos resultados indican que tanto el antigeno Tn como el receptor que
lo reconoce MGL2 tienen un papel relevante en el crecimiento y en la angiogénesis
tumoral, y son responsables de procesos inmunomoduladores que disminuyen la

respuesta y potencian el desarrollo tumoral.
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Cancer de pulmén

Caracteristicas demograficas

En el ambito de la salud mundial, las enfermedades no transmisibles son
responsables de la mayor barrera para aumentar la expectativa de vida en el siglo
XXI'. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, las enfermedades neoplasicas se
encuentra en el primer o segundo lugar en las causas de muerte por debajo de los 70
afos en 91 de 172 paises, y en tercer o cuarto lugar en 22 paises'. Por otra parte,
segun GLOBOCAN, en 2018 se estimaban 18.1 millones de nuevos diagnosticos de

cancer, y 9,6 millones de muertes por estas enfermedades a nivel mundial’.

El cancer de pulmoén es el tipo de cancer mas comunmente diagnosticado, tanto
para hombres como para mujeres, representando el 11,6% (2,1 millones) de casos a
nivel mundial. Ademas, es la principal causa de muerte entre enfermedades
neoplasicas, responsable de 18,4% o 1,8 millones de los casos mundiales de muerte
por estas patologias'. Esta enfermedad presenta variabilidad en nimero de casos
segun la region geogréfica, principalmente causado por la madurez de la epidemia de
tabaco y diferencias en los patrones de exposicién histérica al tabaco, incluyendo la
intensidad y duracién del tabaquismo, el tipo de cigarro y tabaco disponible en la

region’.

En hombres, el cancer de pulmén es el mas frecuentemente diagnosticado, y la
principal causa de muerte por cancer a nivel mundial, seguido por cancer de préstata
y cancer colorrectal’. En cambio, el cancer de pulmoén es el tercer tipo de cancer mas
diagnosticado en mujeres, antecedido por el cancer de mama y el cancer colorrectal’.
En cuanto a la mortalidad, ocupa el segundo lugar en mujeres, antecedido por el

cancer de mama, y seguido por el cancer colorrectal’.

En Uruguay, a nivel poblacional, el cancer es la segunda causa de muerte,
antecedida por las enfermedades cardiovasculares?. Sin embargo, es la primera causa
de muerte en personas menores a 70 afios?. Durante el periodo 2012-2016 se
registraron 40288 muertes por cancer, lo cual representa un promedio de 8058
muertes cada afio?. Aproximadamente un tercio de tales muertes se deben a canceres
vinculados al consumo de tabaco (traquea y pulmoén, laringe, cavidad oral y faringe,
esdfago, vejiga, rifion, pancreas, cuello de Utero, entre otros)?. En hombres, el cancer
de pulmon es el segundo en incidencia, pero el primero en mortalidad?. En mujeres el

cancer de pulmén ocupa el cuarto lugar en incidencia y el tercero en mortalidad?. A
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pesar del descenso sostenido de la mortalidad por cancer de pulmén en hombres que
se observa desde hace mas de 25 afios, aun se mueren anualmente mas de 1300
uruguayos por esta causa (aproximadamente 1000 hombres y mas de 300 mujeres en
el periodo 2012-2016)2. Por otro lado, en mujeres, la tasa de mortalidad por cancer de

pulmon aumenta dramaticamente a un 3.5% por afo?.

Clasificacion, diagnostico y tratamiento

El cancer de pulmén se puede clasificar en cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés para non-small cell lung cancer) y cancer
de pulmon de célula pequefia (SCLC, por sus siglas en inglés para small cell lung
cancer). Alrededor del 80 al 85% de los casos de cancer de pulmén son clasificados
como NSCLC, dentro de los cuales podemos distinguir los adenocarcinomas,
carcinomas de células escamosas y carcinomas de células grandes®. Los
adenocarcinomas pulmonares se originan de células secretoras de mucus, y ocurre
principalmente en personas fumadoras, aunque también es el tipo de cancer con
mayor incidencia en personas no fumadoras y en personas jovenes®. En cuanto al
carcinoma de células escamosas, se originan de las células que tapizan el interior de
las vias respiratorias de los pulmones, y los casos estan generalmente relacionados
con antecedentes de tabaquismo?®. Por ultimo, el carcinoma de células grandes se
origina en cualquier region del pulmén y tiende a crecer y propagarse rapidamente?®.
Con respecto al SCLC, corresponde al 10-15% de los casos, y tiene una alta tasa de
propagacion a otros tejidos®. Debido a su alta tasa proliferativa, estos pacientes
responden bien a la quimioterapia y radioterapia, pero suelen tener una alta tasa de

recurrencia®.

Uno de los grandes problemas del cancer de pulmon, es que es diagnosticado, en
general, en estadios avanzados, ya que en etapas tempranas generalmente es
asintomatico®. A su vez, las metodologias de diagnéstico actuales tienen diversas
limitaciones y riesgos asociados®. Mas alla que el despistaje o screening por
tomografia computada de baja dosis reduce significativamente el riesgo de muerte por
cancer de pulmon, no es un método de diagnostico 100% efectivo®. Por otro lado,
presenta altas probabilidades de resultados falsos positivos, o que genera la
necesidad de examenes adicionales de imagenologia o biopsia, que incluso pueden
desencadenar, aunque en casos muy raros, en la hospitalizacion y muerte del
paciente®. Por estos motivos, no son técnicas incorporadas en los examenes de
chequeo médico rutinario en la poblacion general y son indicadas frente a la consulta

en pacientes con alto riesgo a desarrollar cancer de pulmén o por la presencia de
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sintomas®.

En cuanto al tratamiento, los pacientes con SCLC principalmente reciben
radioterapia, posiblemente combinada con quimioterapia. En caso de pacientes con
NSCLC en estadios tempranos, la mayoria reciben cirugia, a veces combinada con
quimioterapia o radioterapia. En el caso del NSCLC de estadios avanzados, los
pacientes son tratados con quimioterapia, radioterapia, o una combinacion de ambas.
En algunos casos, se incluye al tratamiento anticuerpos monoclonales, como
bevacizumab (que reconoce al factor de crecimiento del endotelio vascular, VEGF), o
cetuximab (que reconoce al receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR) e
inhibidores de enzimas especificas, como erlotinib (que inhibe al receptor del factor de
crecimiento epidérmico, EGFR) y crizotinib (inhibidor de linfoma quinasa anaplasico,
ALKy c-ros oncogén 1, ROS1)*.

En las ultimas décadas se ha puesto en evidencia los significativos progresos en
las estrategias terapéuticas contra el cancer, particularmente con la incorporacién de
tratamientos personalizados en funcion de las caracteristicas moleculares y biolégicas
de cada tumor®. Sin embargo, los pacientes son muchas veces resistentes al
tratamiento desde el comienzo, o se vuelven resistentes en el correr del mismo. Por
este motivo, la bisqueda de nuevos biomarcadores para diagnéstico y terapia son

imprescindibles para frenar este ascenso en mortalidad por cancer.

Mecanismos moleculares asociados al desarrollo neoplasico

El cancer consiste en un deterioro patolégico del proceso que controla la
proliferacion, diferenciacion y muerte celular.” Antiguamente, se creia que los tumores
eran masas de células cancerosas con alta tasa proliferativa. Sin embargo, hoy en dia
se entiende al tumor como un tejido complejo formado por mdltiples tipos celulares que
participan interaccionando entre si’. Entre ellas, podemos encontrar a las células
tumorales, pero también a las células estromales, que forman el tejido conectivo de
sostén asociado a tumor y participan activamente de la tumorigénesis, y las células
inmunes infiltrantes, que participan en la induccion de una respuesta inmunoldgica
anti-tumoral’. Por este motivo, la biologia de los tumores no debe ser entendida solo
desde los atributos de la célula tumoral, sino que debe comprender e integrar la
contribucioén de las células estromales y de las células inmunes a la tumorigénesis, que

junto con las células neoplasicas constituyen el microambiente tumoral 7.

Hanahan y Weinberg describieron las principales caracteristicas de las células

tumorales’® (Figura 1). Una de estas caracteristicas es la proliferaciéon celular
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crénica sostenida’. Los tejidos normales controlan la producciéon y secrecion de
factores de crecimiento que instruyen a la célula en la entrada y progresion del ciclo
celular, de esta forma asegurando la homeostasis del numero celular y manteniendo
la arquitectura de los tejidos’. Sin embargo, la célula tumoral puede desregular estas
sefales mediante diversos mecanismos. Por ejemplo, producen factores de
crecimiento que actian de forma autdcrina, estimulando la proliferacion, o pueden
alterar la estructura de los receptores o las moléculas de la via de activacion, para que

la sefial de los factores de crecimiento ocurra de forma ligando-independiente’®

Evasion de mecanismos

Proliferacion supresoresde
cronica sostenida crecimiento celular

Evasionde
mecanismos efectores
del sistemainmune

Desregulacion
metabdlica

Resistenciaa ;s
Inmortalidad

la muerte -
replicativa
celular
Inestabilidad Activacion
gendmica respuesta
inflamatoria
Capacidadde Capacidad
inducir invasivay

anglogenesis metastasica

Figura 1 — Principales caracteristicas de las células tumorales. Se indican las caracteristicas
distintivas de la transformacién maligna. Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011 7.

Otra caracteristica de las células tumorales es la de evadir los programas de
regulacion negativa del crecimiento celular, y de esta forma mantener su
proliferacion exacerbada’. Los genes supresores del crecimiento celular actian con
dos circuitos reguladores complementarios, por un lado gobernando la decision de la
célula de proliferar, o alternativamente activando programas de senescencia o
apoptosis’. En la célula tumoral, estos mecanismos se encuentran disminuidos o
inactivos, muchas veces debido a mutaciones o pérdida de funcion de las proteinas

supresoras®.

Por otro lado, las células tumorales son capaces de resistir a la apoptosis, que se

induciria bajo las sefales de estrés dadas por la alta expresion de oncogenes y el dafio
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en el ADN causado por la hiper-proliferacién’, asegurando su persistencia en el tiempo.

A su vez, las células tumorales tienen la capacidad de alcanzar la inmortalidad
replicativa. Las células normales logran replicarse un nimero limitado de veces, antes
de alcanzar la senescencia, un estado no proliferativo pero viable, o morir por
apoptosis’. Sin embargo, en algunas ocasiones, las células son capaces de evadir
estos mecanismos exhibiendo potencial replicativo ilimitado, mecanismo que se

conoce como inmortalizacion’.

Las células tumorales son capaces también de inducir angiogénesis’. Dada la
alta tasa proliferativa, los tumores requieren grandes cantidades de nutrientes y
oxigeno, asi como vias para eliminar los desechos celulares y el diéxido de carbono’.
La neovasculatura asociada al tumor, que se genera por el proceso de angiogénesis,
cumple con estas funciones'?. El proceso de formacién de vasos sanguineos, asi como
los mecanismos que regulan este fendbmeno, seran abordados mas adelante, ya que

representan un tema importante en esta tesis.

Por otro lado, las células tumorales tienen capacidad invasiva y metastasica’.
Esto se debe, principalmente, a que presentan alteraciones en su morfologia y en su
capacidad de adhesién a otras células y a la matriz extracelular''. El proceso de
invasion y metastasis consiste en multiples pasos, comenzando por la invasion local,
luego intravasacion a vasos sanguineos o linfaticos cercanos, el transito de las células
por el torrente sanguineo o linfatico, y luego la extravasaciéon de dichas células hacia
el parénquima de tejidos distantes’?. Esto lleva a la formacion de nodulos de células
tumorales, denominadas micrometastasis, que pueden crecer a tumores

macroscopicos, colonizando asi otros tejidos’.

Otra caracteristica de la célula tumoral es su inestabilidad genémica y su alta
tasa de mutagénesis’. De hecho, la adquisicion de las caracteristicas mencionadas
anteriormente se debe en gran parte a las alteraciones gendémicas de las células
neoplasicas™. Algunos genotipos mutantes le confieren ventajas selectivas a sub-
clones de las células tumorales, permitiendo su expansion clonal y eventual
dominancia en el tejido™. De esta forma, la progresion tumoral puede ser retratada
como una sucesién de expansiones clonales, cada una disparada por la adquisicién
de un genotipo mutante ventajoso, o incluso por cambios epigenéticos no

mutagénicos™.

Por otro lado, como se mencionaba anteriormente, el estudio de la biologia del
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tumor no se basa unicamente en las caracteristicas de la célula tumoral, sino que son
las propiedades emergentes del conjunto de las células tumorales, estromales, y las
células del sistema inmune, que componen el tumor. Las células infiltrantes del sistema
inmune innato y adaptativo promueven un determinado estado inflamatorio asociado
al tumor’. Las caracteristicas de la respuesta inmune anti-tumoral y los mecanismos

de evasioén de dicha respuesta seran abordados mas adelante’.

Por dltimo, una caracteristica de la célula tumoral es el cambio en su
metabolismo energético para poder mantener la alta tasa proliferativa’. Bajo
condiciones biologicas aerébicas normales, las células procesan glucosa a piruvato, y
luego a didxido de carbono en la mitocondria por respiracion oxidativa. Sin embargo,
en condiciones anaerdébicas, como las encontradas en el ambiente hipdxico del tumor,
la célula transforma el piruvato en lactato por fermentacion lactica'®. Una caracteristica
distintiva de la célula tumoral es el denominado efecto Warburg, en el cual y aun en
presencia de oxigeno, la célula tumoral reprograma su metabolismo aumentando la
obtencidon de energia via glicdlisis, lo cual la vuelve fuertemente dependiente de

carbohidratos y favorece el estado de alta tasa proliferativa’'®.

Todas estas caracteristicas le confieren ventajas a la célula tumoral al momento
de proliferar de forma descontrolada, invadir y colonizar otros tejidos. A su vez, se ha
visto que las propiedades biofisicas y bioquimicas de la matriz extracelular asociada
al tumor influye en cada una de estas caracteristicas distintivas descriptas por
Hahanah y Weinberg, por lo que la prevencion y terapia exitosa del cancer requiere un
entendimiento intimo de la retroalimentacion entre la matriz extracelular, las células
tumorales, las células estromales y las células inmunoldgicas'’. Por ello, la
comprension de los mecanismos implicados en favorecer las caracteristicas descritas
es fundamental en la busqueda de nuevos blancos de farmacos anti-tumorales, asi

como también en el desarrollo de herramientas de diagnéstico temprano.

Papel del infiltrado celular inmune en el desarrollo tumoral

El rol del sistema inmune en el desarrollo tumoral fue por primera vez planteado
en 1909, cuando Paul Ehrlich propuso que las defensas naturales de un organismo
podrian prevenir que células transformadas se desarrollen a tumores'8. Sin embargo,
se requirid un mayor entendimiento del sistema inmune para el surgimiento de las
primeras hipotesis de inmunovigilancia en enfermedades neoplasicas. Las mismas
aparecieron alrededor de 1950 y fueron postuladas por Lewis Thomas'® y Frank
Burnet?®. En estas hipotesis, se sugeria que el sistema inmune podria reconocer

neoantigenos en las células tumorales y posteriormente eliminarlas, manteniendo de
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esta forma la homeostasis tisular?'. Sin embargo, la falta de evidencias experimentales
en modelos animales que apoyaran esta teoria dio lugar al planteamiento de otras
hipétesis sobre el papel del sistema inmune en el cancer, como por ejemplo la teoria
de inmunoestimulacion, en la que el sistema immune promueve el crecimiento
tumoral®?. Hacia 1978, el concepto de inmunovigilancia habia caducado, y el campo
de la inmunologia tumoral continu6 su camino en el estudio de antigenos tumorales y
el desarrollo de inmunoterapias para tratar a los pacientes con estas patologias??.
Recién entre 1994 y 1998 surgieron las primeras evidencias moleculares detallando el
papel del interferon (IFN) y?4#2° y de la perforina en limitar o contener el crecimiento

tumoral?®.

En el 2002, Dunn y colaboradores fueron los primeros en proponer la teoria de la
inmunoedicion del cancer?®. Esta teoria plantea que el sistema inmune no solo
protege del desarrollo del tumor, sino que cumple otras funciones al esculpir los
tumores en desarrollo y modelar la enfermedad neoplasica (Figura 2)?. EI modelo se
basa en el resultado de tres procesos, denominados “Las tres E”: eliminacion,
equilibrio y evasién?. En la fase de eliminacion, ocurre la inmunovigilancia, en la cual
las células inmunes reconocen las células neoplasicas y las eliminan?®. Esto se debe
a que los tumores sélidos alcanzan un determinado tamafo en el cual comienzan a
invadir otros tejidos y requieren un suministro sanguineo mayor, para lo cual se forma
neovasculatura por el proceso angiogénico?®. El crecimiento invasivo causa dafio en
el tejido circundante, desencadenando sefiales inflamatorias que reclutan células del
sistema inmune innato al sitio de inflamacién, como macréfagos (MQ), células

dendriticas (DC) y células natural killer (NK)?. A su vez, se activa la respuesta inmune

Eliminacion Equilibrio

Ingstabilidad genética/heterogeneidad tumofal

Seleccion inmunoldgica

Figura 2 —Las tres fases en la inmunoedicion de cancer, eliminacién, equilibrio y escape. En la fase
de eliminacion, se eliminan las células tumorales (azules) por la inmunovigilancia. Durante el equilibrio el
sistema inmune promueve la seleccidon o generacion de células tumorales con capacidad de evadir el
ataque del mismo (rojo). En la fase de escape el tumor modificado por el sistema inmune se expande de
forma descontrolada. En gris re representa el estroma y las células no transformadas. Los circulos
naranjas representan las citoquinas liberadas por las células inmunes, y los flashes blancos la actividad
citotdxica dirigida sobre las células tumorales. Modificado de Dunn et al 2002 23,
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adaptativa, y las células T infiltrantes son estimuladas a producir IFNy23. Muchas
veces, este proceso es exitoso y lleva a la completa remocion de las células tumorales
del organismo. Sin embargo, en algunos casos, el sistema inmune no logra la remocién
completa de las células neoplasicas, y se ingresa a una fase de equilibrio dinamico?3.
En esta fase, los linfocitos generan una presién selectiva potente sobre las células
tumorales que es suficiente para contener su crecimiento, pero no para eliminarlas
completamente?. En este periodo ocurre una seleccion Darwiniana, ya que la mayoria
de las variantes de las células tumorales originales son destruidas, pero surgen nuevas
variantes con mutaciones que le otorgan una ventaja selectiva de resistencia al ataque
por parte del sistema inmune?. Es probable que la fase de equilibrio sea la mas larga
de este proceso, ya que puede durar hasta varios afios?®. Por ultimo, en la fase de
escape, las variantes celulares tumorales que han adquirido la capacidad de evadir la
deteccién por parte del sistema inmune debido a cambios genéticos o epigenéticos
comienzan a expandirse de forma descontrolada, lo que da lugar al desarrollo de la

enfermedad maligna?3.
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Alteraciones en la glicosilacion: el antigeno Tn

Glicosilacion: funciones y procesos

La superficie celular se encuentra compuesta por una variedad de
glicoconjugados, macromoléculas que contienen carbohidratos en sus estructuras. La
porcién glicosidica en las mismas puede variar ampliamente, tanto en su estructura
como en cuanto a su contribucion al tamario del glicoconjugado?’. La natural asimetria
de la membrana, exponiendo la porcion glicosidica mayoritariamente hacia el exterior
de la célula y generando de esa forma el glicocalix?’, remarca su importancia en
procesos de comunicacién célula-célula, en la interaccidén con la matriz extracelular y
diversos factores solubles?®. En este sentido, los glicoconjugados, tanto de membrana
celular como secretados, pueden modular o mediar una variedad de eventos criticos
para el desarrollo y funcion de un organismo?’. A su vez, también pueden mediar
interacciones entre diferentes organismos, como por ejemplo entre el huésped y un

parasito, patégeno u organismo simbionte?%°.

La glicosilacion es una de las modificaciones post-traduccionales mas frecuentes
en proteinas. Una proteina puede presentar modificaciones en el esqueleto
polipeptidico a través de enlaces N- u O-glicosidicos?’. Se define un N-glicano como
aquel oligosacarido unido covalentemente a un residuo de asparagina (Asn); en
eucariontes, se requiere una secuencia consenso para que este proceso se produzca,
donde la Asn esta seguida por cualquier aminoacido menos prolina, y a continuacion
por serina (Ser) o treonina (Thr) (Asn-X-Ser/Thr)?’. A su vez, los N-glicanos de
eucariontes comparten una region core pentasacaridica (ManszGIcNAc;) y, de acuerdo
a como este core esta decorado o elongado pueden ser subdivididos en tres clases:
N-glicanos de alta manosa, complejos o hibridos?’ (Figura 3). Por otro lado, los O-
glicanos pueden ser clasificados segun su estructura, mucho mas diversa que la de
los N-glicanos, pero los mas comunes (que se definen como O-glicanos tipo mucina,
debido a que fueron inicialmente descriptos en estas glicoproteinas) se inician por la
adicién de una N-acetilgalactosamina (GalNAc) a un residuo de Ser o Thr, pudiendo
extenderse y presentando, en base a esta extension, ocho tipos de estructuras core®'
(Figura 4). En este sentido, las mucinas son glicoproteinas altamente O-glicosiladas,
ya que hasta un 80% de su peso puede corresponder a carbohidratos y presentan una

gran cantidad de O-glicanos en clusters®?.

A diferencia de las proteinas, las estructuras de los glicanos no se biosintetizan

en base a un molde®. En cambio, la estructura de los mismos se define por la accion
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secuencial y muchas veces competitiva de glicosiltransferasas y glicosidasas, donde
algunas de ellas requieren chaperonas para ser activas?”-3. Ademas, y considerando
que este proceso postraduccional se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico y aparato
de Golgi, también se requieren transportadores para llevar azicares nucleétido
(formas activadas de los monosacaridos destinados a la biosintesis de
glicoconjugados) que se sintetizan en el citoplasma?’. Este complejo sistema tiene
como consecuencia una gran diversidad de estructuras glicosidicas producidas, que
no son completamente predecibles simplemente en base a los niveles de expresion
génica de las glicosiltransferasas relevantes en este proceso®*. Es importante tener en
cuenta ademas que el repertorio de enzimas involucradas en la biosintesis y
degradacién de glicoconjugados es célula- y organismo-dependiente, y que ademas,
el producto de la misma es influenciado, entre otros, por el ambiente y el estado
nutricional de la célula®®. Esto se traduce en un perfil de glicanos (o glicoma) celular
altamente variable y dinamico, que resulta en una herramienta poderosa para la
generacion de diversidad y complejidad bioldgica, aunque presenta un desafio notable

en su caracterizacion estructural y funcional®.

Comenzando con los N-glicanos y focalizando en células eucariotas, los mismos
comparten un core comun (Mana1-3(Mana1-6)Manp1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-), y
como se mencionaba anteriormente, se pueden clasificar en tres tipos: 1- alta manosa,
en los cuales el core es extendido Unicamente con residuos de manosa, 2- Complejos,
en los cuales el core se ramifica en antenas iniciadas por la adicion de N-
acetilglucosamina (GIcNAc),
y las mismas pueden ser

posteriormente
galactosiladas (y sialiladas), y
finalmente, 3- hibridos-, en
los cuales el brazo a1-6 del
core se decora con manosa,
mientras el el brazo a1-3
puede hacerlo con una o dos
GlIcNAc (Figura 3)7.

Asn Asn

Alta manosa Complejos Hibridos
La biosintesis de los N-
Oaal [l GlcNAc @ Man ‘ NeusAc A\ Fuc

glicanos ocurre en dos fases

Figura 3 — Principales tipos de N-glicanos. Se presentan Y €n dos compartimientos
ejemplos representativos para cada tipo de N-glicano: alta manosa ,
(izquierda) complejos (centro) e hibridos (derecha). Modificado de  Celulares, el reticulo
Varki 2015 27,
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endoplasmico (ER) y el aparato de Golgi®®. En la primer fase, un oligosacarido
ensamblado sobre el carrier lipidico dolicol fosfato (Dol-P) es transferido a una Asn, en
una secuencia Asn-X-Ser/Thr sobre proteinas secretorias o membranarias por el
complejo oligosacaridotransferasa (Ost)?’. En la segunda fase, el oligosacarido es
procesado por una serie de glicosidasas y posteriormente glicosiltransferasas en el

lumen del ER y en el aparato de Golgi*®.

Por otro lado, los O-glicanos de tipo mucina (O-GalNAc), se sintetizan en el
aparato de Golgi®'. La disposicién en el aparato de Golgi es similar a una linea de
ensamblaje, ya que las reacciones tempranas ocurren en el cis-Golgi y las tardias en
el trans-Golgi®’. La localizacion subcelular, la actividad y la especificidad de sustrato,
asi como de las glicosiltransferases, son criticas en la determinacion del rango de O-

glicanos sintetizados por la célula®'.

El primer paso en la biosintesis de los glicanos O-GalNAc es la adicion de GalNAc
en un enlace tipo a a una serina o treonina por la accion de las polipéptido-GalNAc
transferasas (ppGalNAc-Ts o GALNTSs), formando asi el antigeno Tn (GalNAc-O-
Ser/Thr) (Figura 4)>"%. Este residuo de GalNAc sin elongar es una estructura que no
se encuentra normalmente en glicoproteinas secretadas o de membrana, siendo
considerado una forma inmadura de O-glicosilacion, y por ello, antigénica®’. En
humanos existen 20 genes codificantes para GALNTSs, lo que provee redundancia y
complementacion en especificidad de sustrato®'. A su vez, la actividad o expresion
diferencial de GALNTs han sido asociadas con la progresién tumoral®'. Por ejemplo
GALNT2 ha sido identificada como una importante reguladora en el carcinoma

hepatocelular® y oral®. Por otro lado, la expresion aberrante de GALNT3 contribuye a

= Ser/Thr,
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Ser/Thy) —— Serffi{v SerfThr—EP—o Ser/The) ——— (Ser/Thy) —_—— Scrn’hy—[
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Sialyl-Lewis(a)/(x) Lewis(a)/(x)

GalNAC 1

Galactosa -
GlcNAc G —o— Gert) @@{ﬁoﬂ
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Figura 4 — Sintesis de O-glicanos tipo mucina (O-GalNAc). Se muestran los principales core y las
enzimas vinculadas a los primeros pasos de la via. GALNTs- polipéptido-GalNAc transferasas;
ST6GalNAc-I - a(2-6)N-acetil-galactosaminil-sialiltransferasa l; C1GALT1- Core 1
B3Galactosiltransferasa; B3GnT6- 1-3 N-acetilglucosaminiltransferasa 6. En azul se marcan aquellas
estructuras que han sido caracterizadas en células tumorales. Modificado de Chia et al 2016 40,
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la progresion del cancer de pulmon®® y GALNTG tiene un rol critico en la progresion de

cancer de mama*', ovario*? y gastrico®.

A partir del antigeno Tn, los O-glicanos se pueden elongar hacia diversos core,
incluyendo el core 1 (GalB1-3GalNAc-O-Ser/Thr), obtenido por la accion de la enzima
T-sintasa o C1GALT1. Esta enzima requiere, para encontrarse en su forma activa, la
accion de la chaperona Cosmc, o C1GALT1C1, durante su sintesis en el ER*. Como
se observa en la Figura 5, esta chaperona es esencial para la actividad de la enzima
T-sintasa, ya que se une a la misma en el reticulo endoplasmico durante su sintesis y
participa en su correcto plegamiento 4. En la ausencia de la chaperona funcional, la
T-sintasa es plegada de forma incorrecta y traslocada al citoplasma, donde se
ubiquitina y es degradada por el proteosoma 26S**. Si el core 1 es apropiadamente
sintetizado, puede sialilarse, elongarse o ramificarse hacia estructuras tipo core 2

(Figura 4).*” La GalNAc también puede alternativamente extenderse hacia core 3 por

Células COSMC wt Células COSMC K.O. / Mutaciones

O-glicanos normales Sialil-Tn
2.3 Antigeno Tn

Membrana
plasmatica

B R Bttt e} LLLLLLL LR O ALV AL FAREEC LS CTRR Sl e e eIt PREY
LRIy 1 | 141 I

i A, AT AL N | | 1 | i Ay 14
L L R R R e R SO SAMAAAANNAAIAAINAANANN

Aparato
de Golgi

Degradacion

T-sintasa
:l;ibosome . activa

Proteosoma 26S

Reticulo
endopldsmico

T-sintasa
inactiva

cosmc

Figura 5 — Papel de Cosmc en la actividad de la enzima T-sintasa. En las células WT, Cosmc participa
en el plegamiento de la enzima T-sintasa durante su sintesis, para obtener una enzima funcional y
continuar con la sintesis de O-glicanos. Frente a mutaciones o deleciones de la chaperona Cosmc, la
enzima T-sintasa no se pliega de manera adecuada y es degradada. Esto tiene como consecuencia la
aparicion del antigeno Tn o silail-Tn en la superficie celular. Modificado de Ju et al 201144,
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la acciéon de la enzima B1-3 N-acetilglucosaminiltransferasa 6 (BSGNT6), y luego a
core 4 por accién de las C2GnTs ?’. Estas ultimas estructuras se encuentran
normalmente restringidas al epitelio mucoso del tracto gastrointestinal y respiratorio, y
a las glandulas salivales?’, siendo los core 1 y 2 los mas abundantes en proteinas

séricas y en otros tejidos.

Si la sintesis de O-glicanos se trunca, el antigeno Tn también puede sialilarse, por
la accion de enzimas denominadas a(2-6)N-acetil-galactosaminil-sialiltransferasas
(ST6GalNAcs), las que en humanos conforman una familia de seis proteinas, cuya
expresion varia segun el tejido en estudio®’. El resultado de su accion es el antigeno

sialil-Tn%.

Las células tumorales presentan una gran variedad de alteraciones en su
glicosilacién comparadas con el tejido normal. Dos mecanismos principales que
conllevan a la alteracion en la estructura de los carbohidratos son la sintesis incompleta
y la neosintesis*. La sintesis incompleta, que ocurre con mayor frecuencia en etapas
tempranas del desarrollo neoplasico, es consecuencia de deficiencias en el proceso
de glicosilacion de la célula normal, y desencadena la formaciéon de estructuras
truncadas, como Tn o sTn, que se describieron anteriormente*®. En cambio, la
neosintesis, que ocurre predominantemente en estadios avanzados, esta asociada a
la induccion de ciertos genes involucrados en la sintesis de carbohidratos, generando

la expresion de novo de antigenos como sialil Lewis-a o sialil-Lewis-x*®.

Los glicanos participan en varios procesos biolégicos que pueden tener
implicancias en el desarrollo neoplasico. Por ejemplo, pueden estabilizar la
expresion de receptores en la superficie celular, y de esta forma modular la interaccion
receptor-ligando y sefializacion*®#¢. También participan en la adhesion celular, tanto
célula-célula, como célula-matriz extracelular***’. A su vez, permiten la re-
organizacién de la superficie celular para exponer proteinas esenciales para la
adhesidn celular*4648, Mas aun, pueden modular la transicion epitelio-mesenquimal y
pueden activar respuestas inmunolégicas supresoras, tanto por activacion de DC

tolerogénicas o modular la muerte celular inducida por células efectoras546:48,

Muchos de estos efectos de los glicanos estan mediados por su reconocimiento
por proteinas, denominadas lectinas. Las lectinas se identificaron por primera vez en
plantas, cuando se observé que el extracto de una semilla podia aglutinar glébulos
rojos de animales, y por este motivo recibieron el nombre de aglutininas?’. Las lectinas

se encuentran muy comunmente en las semillas de plantas leguminosas y se utilizan
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con frecuencia como herramientas de reconocimiento de estructuras de glicanos?’.
Posteriormente, se identificaron lectinas en microorganismos asi como en organismos
vertebrados?’. En esto ultimos, se han identificado tanto lectinas intracelulares, como
lectinas extracelulares o secretadas. Focalizando en aquellas con relevancia en el
sistema inmune, podemos encontrar las lectinas tipo C (CLR, del inglés C-type lectin
receptors), y siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins)*®, ambas de
superficie celular, y las galectinas (solubles), las que participan en la adhesién celular,
en la interaccién huésped-patdgeno, en la movilidad y en la activacién de respuestas

inmunes*%50,

Papel del antigeno Tn en el cancer

Debido a la complejidad del proceso de glicosilacion, y a la gran variedad de
enzimas, transportadores y chaperonas que participan en el mismo, alteraciones en
alguno de estos componentes resultaran en modificaciones en el glicoma de la célula

que pueden asociarse con diversos eventos patoldgicos®'%2.

Numerosos biomarcadores utilizados en el diagndstico de enfermedades
neoplasicas corresponden a mucinas aberrantemente O-glicosiladas. En ese sentido,
el antigeno Tn, es definido como de los antigenos carbohidratos asociados a tumor (o
TACA, del inglés tumor-associated carbohydrate antigen) mas frecuente,
expresandose en mas del 90% de los adenocarcinomas humanos**. Asimismo, Tn
participa en fendmenos de adhesion, migracion y proliferacion de las células tumorales
y su expresidbn se ha relacionado con la malignidad de algunos tipos de
adenocarcinomas®®, constituyendo un elemento de utilidad para establecer el
pronodstico de la enfermedad 44°3. Como ya mencionamos, el antigeno Tn también
puede ser sialilado, formando otro TACA vinculado al proceso neoplasico y asociado

a la malignidad, el antigeno sialil-Tn (o sTn)*.

La expresion del antigeno Tn, o de su variante sialilada, sTn, en células
tumorales es consecuencia de diversas alteraciones en el proceso de O-glicosilacion

que truncan su elongacion. Algunos de estos procesos se describiran a continuacion.

1. Uno de los principales mecanismos asociados a la expresion de Tn son
mutaciones en la enzima T-sintasa o en la chaperona Cosmc, truncando el
proceso de biosintesis de core 1y core 2 O-glicanos (Figura 6 A)%3-57,

2. La sobreexpresion de ST6GalNAc-I lleva a la produccién de sTn, como resultado
de la competencia con la T-sintasa, lo cual se observa frecuentemente en cancer

de colon y de mama (Figura 6 C)%8.
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3. Por otro lado, en el tracto gastrointestinal, se ha descripto que una disminucién en

la expresion de B3GNTG6, que sintetiza estructuras tipo core 3 puede llevar a un

aumento en la expresién del antigeno Tn o sTn, lo cual se ha asociado al

desarrollo de cancer de colon (Figura 6 B)*®.

4. Finalmente, el desarrollo y estudio de variantes de células de ovario de hamster
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Figura 6 — Alteraciones en el proceso de O-glicosilacion
por cambios en la expresion de glicosiltransferasas. A-
La disminucion de la expresion de C1GalT1 o su chaperona
asociada cosmc llevan a la disminucion de core 1 y aumento
de Tn. B- En tejidos del epitelio mucoso, disminucion de la
expresion de B3GNT6 disminuye la expresion de core 3y
aumenta Tn, C- El aumento en la expresionST6GalNAc-I
desencadena el aumento de sialil-Tn como resultado de la
competencia con la C1GALT1 por el sustrato Tn. Modificado
de Chia et al. 2016 40,

chino (CHO) deficientes en el
transportador UDP-Gal (Lec8),
permitié demostrar que las mismas
también son incapaces de elongar
Tn hacia core 1%.

5. La relocalizacion de las
GALNT del aparato del Golgi al RE,
proceso conocido como GALA
(Figura 7)%'. En este proceso, se
sintetiza el antigeno Tn en el RE,
pero no se elonga debido a que las
enzimas responsables de este
proceso se encuentran en el
aparato de Golgi®'. Esto promueve
la formacion de clusters de Tn, ya
que las GALNT presentan afinidad
por Tn, y su unién promueve la
glicosilacion  O-GalNAc en el

mismo polipéptido®’.

Debido a que Tn es la
estructura mas simple de la O-
glicosilaciéon y es el precursor de los
O-glicanos complejos, su aparicion
indica ausencia de estos O-
glicanos extendidos en una gran
diversidad de glicoproteinas
membranarias o secretadas. Esto
podria llevar a cambios en la
senalizacion celular, en el
metabolismo o en la funcién de

diversos receptores**. Por ejemplo,
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“GALA off” “GALA on”

E{” o9 &

-O GALNTs
Otras enzimas del Golgi
O-glicoporteinas secretadas
Proteinas residentes del reticulo

Figura 7 — Relocalizacion de las GALNT del aparato de Golgi al RE por GALA (Activacion de
GALNT). Bajo condiciones normales (GALA off) la iniciacion de la glicosilacion del tipo O-GalNAc de las
proteinas membranarias o secretadas comienza en el aparato de Golgi. Los residuos de GalNAc son
rapidamente modificados por la adicion de galactosa por la C1GALT1, previniendo la unién por el dominio
lectina y adicion secundaria de otro GalNAc por la misma u otra GALNT. Tras la activacion de GALA
(GALA on), las GALNT son transportadas al RE y pueden glicosilar proteinas en este sitio. Esto facilita
la adicion de GalNAc en sitios secundarios por el mecanismo dependiente de la interaccion del dominio
lectina de GALNT, incluso en regiones no expuestas que se encuentran normalmente plegadas cuando
llegan al Golgi. Algunos GalNAc agregados en este proceso no se elongan a core 1 cuando llegan al
Golgi y permanecen como Tn en la superficie celular. Modificado de Chia et al 2016 0.

se ha visto que la expresidon de Tn conduce a alteraciones en la expresién de CD44 en
cancer de colon, ya que la O-glicosilacién incompleta de dicho receptor lleva a que el
mismo se libere en exosomas en lugar de permanecer en la superficie de la célula y
participar en sus funciones bioldgicas®. Aunque en este trabajo no se elucidaron las
implicancias de la expresion de CD44 en los exosomas, en trabajos anteriores se
habia observado que los exosomas cargados con CD44 podrian promover la invasion
y motilidad de células tumorales®*%4. Otro ejemplo que demuestra la relevancia de la
traslocacion de las GALNT al RE, y por lo tanto la importancia del aumento en la
expresion de Tn en cancer, son los efectos observados en la actividad de la
metaloproteasa 14 (MMP14)%. En un modelo de cancer hepatico murino, se observé
que la traslocacién de GALNT1 al ER genera un crecimiento tumoral acelerado, con
un fenotipo mas agresivo, caracterizado por una capacidad invasiva y metastasica

aumentada®. Se concluyo en este trabajo que esto se debe a que la relocalizaciéon de
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GALNT1 lleva a un aumento de la expresion de Tn sobre la MMP1455. Esto tiene como
consecuencia una actividad aumentada de esta enzima que degrada la matriz

extracelular, lo que explica el incremento en la capacidad metastasica e invasiva®®.

Por otro lado, es importante resaltar que en células tumorales el antigeno Tn se
presenta preferencialmente bajo forma de clusteres. De hecho, diferentes anticuerpos
monoclonales desarrollados contra células tumorales, y que no reaccionan con células
normales, reconocen estructuras de al menos dos Tn consecutivos®. Ademas, la alta
expresion de Tn trimérico inducida por la sobreexpresion de la ppGalNAcT13 en
células de carcinoma de pulmén de Lewis lleva a un aumento en la capacidad invasiva
y metastasica de dichas células, a través de la accién de Syndecan 1, la integrina a5p1

y la metaloproteasa MMP9®".

Otros mecanismos que explican las caracteristicas pro-tumorales del antigeno Tn,
incluyen su participacion en la transicién epitelio-mesenquimal, a través de la
sobreregulacion de la expresion de H-Ras®. La transicion epitelio-mesenquimal en el
cancer es un proceso complejo, en el cual ocurre una reprogramacion celular que
involucra cambios metabdlicos, epigenéticos y de diferenciacion celular®. Para poder
invadir otros tejidos y generar metastasis, las células neoplasicas epiteliales
diferenciadas retornan a un estado no diferenciado, expresando marcadores vy
adquiriendo funciones de tipo célula madre®®. En este proceso, pierden sus
capacidades de adhesion célula-célula, asi como su polaridad, y adquieren

caracteristicas que favorecen su movilidad e invasividad®®.

Finalmente, también hay evidencia experimental que el antigeno Tn es capaz de
interaccionar con otra molécula de Tn, y esto podria tener un rol en el contexto
neoplasico, en el cual dos células Tn* podrian dar lugar a la iniciacién de vias de
sefalizacién oncogénicas, o incluso en una misma célula, por la agregacioén y

subsecuente activacion de receptores altamente O-glicosilados™.
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Reconocimiento de Tn por parte del Sistema Inmune

Leucocitos presentes en el microambiente tumoral

Las DC son las células presentadoras de antigenos profesionales mas eficientes’
y estan especializadas en la identificacion de moléculas patdégenas o derivadas de
células tumorales o alteradas, asi como en la captura de antigenos’. Son las
responsables de dirigir la respuesta inmune y de determinar el tipo de respuesta
adaptativa inducida contra un antigeno’’. A su vez, son las Unicas células capaces de
activar y diferenciar linfocitos T naive o virgenes, por lo que se les ha atribuido el papel
de "puente" entre la inmunidad innata y la adaptativa’’. Luego del contacto con el
antigeno, las DC se activan durante el curso de una reaccién inflamatoria local y migran
por el sistema linfatico o sanguineo a los 6rganos linfoides secundarios en donde
completan su maduracién. Este proceso es acompafiado por la pérdida de la
capacidad de capturar antigenos, la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, el
aumento de la expresion de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86) asi
como del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y la adquisicion de la
capacidad de activacion de los linfocitos T73. Alli, las DC inducen el desarrollo de
diferentes fenotipos de células T dependiendo de la naturaleza de la DC, que incluye
el tipo de citoquinas que secreta, asi como las moléculas de membrana y/o co-
receptores que presente, conduciendo a la diferenciacion principalmente de linfocitos
T cooperadores a tipo -Th1, -Th2, -Th17 o reguladores (Treg). De esta forma, cada
tipo de respuesta inmune adaptativa inducida se asocia a un perfil de citoquinas
determinado, que inducira la produccién y activacién de una serie de componentes
celulares y/o moleculares™. Ademas, en ciertos contextos, como en el microambiente
tumoral, las DC pueden inducir anergia de linfocitos T7'.Por lo tanto, las DC constituyen
un linaje celular plastico, capaz de procesar e integrar sefales del microambiente

celular.

Los MQ, al igual que las DC, también participan en el reconocimiento de
patégenos o de células alteradas. Sin embargo, estas células estan especializadas en
la eliminacién de patégenos a través de la fagocitosis y la produccion de moléculas
citotdxicas’®, aunque también son capaces de expandir linfocitos previamente
activados por las DC’®. Dependiendo del tipo de estimulo que reciban, los MQ se
pueden diferenciar en dos grandes tipos: activados clasicamente o alternativamente.
Los primeros, también conocidos como MQ M1, se ven favorecidos por las respuestas
de tipo Th1, con alta produccion de IFNy. Producen 6xido nitrico (NO) y especies

reactivas del oxigeno (ROS) y presentan alta capacidad presentadora de antigenos, el
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incremento en el estallido respiratorio y la produccion de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-6, IL-1B y TNFa’®. Por otro lado, los MQ de activacion alternativa se producen
en un entorno Th2 o regulador y se los conoce como M2. Estos MQ no producen NO
a partir de arginina sino que cambian el metabolismo de la L-arginina hacia la
produccién de poliaminas, lo que disminuye la produccién de moléculas pro-
inflamatorias. Por otra parte, secretan citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF3

y participan activamente en el remodelamiento tisular, y reparacién tisular’®.

Ademas, los MQ que infiltran al tumor (TAM, fumor associated macrophages)
favorecen la angiogénesis, la cual sera discutida en profundidad mas adelante’®. De
hecho, éstos constituyen una de las células no neoplasicas mas abundantes en el
microambiente tumoral”’. Sin embargo, dichos MQ poseen actividad pro-tumoral en
lugar de ser tumoricidas, tanto en los sitios primarios como metastasicos’’, ya que
favorecen la supresion de las respuestas celulares T’®7°, la angiogénesis, la invasion
y motilidad tumoral, asi como la extravasacion de las células tumorales, y la sobrevida

y el crecimiento tumoral”®,

Las células NK pertenecen al sistema inmune innato y son particularmente
relevantes en la inmunovigilancia del cancer. Al contrario de los linfocitos T CD4" y
CD8", las células NK poseen de manera intrinseca una serie de receptores activadores
e inhibidores codificados en la linea germinal, y no requieren activacion antigeno
especifica®!. Como consecuencia del proceso de presion selectiva que ocurre durante
la fase de equilibrio en el desarrollo tumoral, hay una tendencia a la aparicion de
variantes de células tumorales con baja expresiéon de MHC de clase |, para evadir el
reconocimiento por las células T®'. Las células NK poseen la habilidad de reconocer
células malignas que han perdido la expresion del MHC | y son capaces de matar a
dichas células mediante degranulacion y liberacion de perforina y granzima®283, A su
vez, secretan grandes cantidades de IFNy, que promueve el desarrollo de la respuesta
Th1, aumenta la expresion de MHC | y tiene un efecto anti-proliferativo en las células
malignas®®3. Ademas, las células NK pueden eliminar las células tumorales por un
mecanismo denominado citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).
Este mecanismo requiere la presencia de anticuerpos que se unan a la superficie de
la célula tumoral, que son reconocidos por las células NK, y mediante su
entrecruzamiento se activa el proceso de desgranulacién de la célula NK que puede
conducir a la destruccion de la célula neoplasica®. Este mecanismo se considera el
principal mecanismo efector en el tratamiento de linfoma con el anticuerpo monoclonal

rituximab y el cancer de mama con el anticuerpo monoclonal trastuzumab8. En
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estudios poblacionales, se ha visto una correlacion positiva entre una reduccion de
riesgo de cancer con la actividad citotoxica de las células NK en circulacion®. A su
vez, en cancer colorrectal se ha visto que actividad reducida de las células NK esta

relacionada con un peor prondéstico para el paciente®.

Por ultimo, el microambiente tumoral también se caracteriza por poseer linfocitos
T infiltrantes, también denominados TIL por sus siglas en inglés (tumor-infiltrating
lymphocytes). Debido a la formacién de neo-antigenos durante la transformacion
maligna, los linfocitos T que reconocen dichos antigenos se activan, se expanden de
forma clonal y se transportan al tumor®’. Sin embargo, el microambiente tumoral es
hostil para la funcionalidad de la respuesta T, debido a la expresion de enzimas que
depletan el triptéfano y la arginina, la alta concentracién de lactato secretado por las
células tumorales, asi como la presencia de células inmunes supresoras, tanto de la
inmunidad innata, como DC reguladoras o MQ de tipo M2, o de la adaptativa, como

linfocitos Treg®’.

En este contexto, resulta interesante destacar que en estadios tempranos de
cancer colorrectal, la presencia de linfocitos T CD8%, tanto en el microambiente tumoral
como en el estroma peri-tumoral, tiene una correlacién positiva con el prondéstico para
el paciente®. A su vez, un alto indice de células T CD8" sobre células T reguladoras
Foxp3* en cancer de ovario, ha sido asociado a un prondstico clinico favorable®. Sin
embargo, se ha visto que la sobre-expresion de moléculas inmunoreguladoras, asi
como la acumulacion de células Treg es dependiente de las células T CD8* 8, lo que
estaria indicando que gran parte de los mecanismos inmunosupresores que se
observan en el microambiente tumoral son dirigidos por el propio sistema inmune, e
implican que inmunoterapias que tienen como blanco puntos de control (checkpoints)
inmunoldgicos podrian ser mas beneficiosas en pacientes con un microambiente

tumoral inflamatorio con TIL®®.

Receptores de lectina tipo C

Los CLR son una gran familia de receptores caracterizada por la presencia de uno
o mas dominios de lectina tipo C, el cual le permite interactuar con motivos de
carbohidratos especificos de forma Ca?*-dependiente®. A pesar de la presencia de un
dominio altamente conservado, los CLR son funcionalmente diversos y participan en
diferentes procesos biolégicos, como por ejemplo en la adhesién celular, regulacion

de la funcién o activacién celular, activaciéon del complemento, remodelacion tisular,
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Figura 8 — Estructuras de glicanos alteradas en cancer reconocidos por el sistema inmune.
Durante la transformacion maligna, la célula tumoral puede presentar estructuras de glicanos ausentes
en tejidos normales. Estos glicanos pueden ser reconocidos por receptores de tipo lectinas presentes
en las células del sistema inmune, como MQ, DC, monocitos y NK. Esto puede desencadenar el aumento
en la produccion de citoquinas anti-inflamatorias, disminucion en la actividad de NK, o la induccién de
respuestas Th2 o Treg. Modificado de Rodriguez et al 2018 95,

activacion plaquetaria, endocitosis o fagocitosis®'~%. Las DC y los MQ expresan una
variedad de CLR, capaces de reconocer glicanos derivados de patégenos o de células
tumorales®. Entre los CLR existen lectinas solubles, como la lectina de unién a
manosa (MBL) o las proteinas del surfactante pulmonar Ay D (SP-Ay SP-D), y lectinas
ancladas a membrana que se subdividen en dos grupos en funcién de la localizacion
del extremo N-terminal. Las lectinas de tipo | presentan el extremo N-terminal en el
exterior celular y pueden tener varios dominios de lectina, como el receptor de manosa

(MR o CD206). Las lectinas de tipo Il presentan el extremo N-terminal en el interior
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celular®®. Muchos de estos receptores como el MR, Dectin-1 (DC-associated C-type
lectiN-1), Dectin-2, DC-SIGN (DC-specific ICAM-3-grabbing non-integrin) y las
colectinas estan implicados en la inmunidad anti-bacteriana y anti-fungica: median la
unién, captacion y eliminacion del patégeno, ademas de contribuir al inicio y/o
modulacion de la respuesta inmune adaptativa®. La gran diversidad estructural de los
CLR se relaciona también con su capacidad variada de sefnalizacién, la cual puede
desencadenar senales activadoras o inhibidoras, dependiendo de sus motivos de

sefializacion citoplasmaticos®.

Durante la transformacion maligna, la célula tumoral puede presentar diversas
estructuras glicosidicas que estan ausentes en el tejido normal. En la Figura 8, se
observan diversas estructuras de glicanos que se pueden encontrar unidas a
glicoproteinas o glicolipidos en la célula tumoral, como el antigeno sTn, core 1 sialilado,
o el antigeno de Lewis sialilado, el antigeno Tn y los antigenos fucosilados Lewis-x y
Lewis-y. Estas estructuras pueden ser reconocidas por CLR como SIGLECs
(especifico de antigenos sialilados), MGL (reconoce el antigeno Tn), o DC-SIGN
(reconoce estructuras Lewis-x y Lewis-y) presentes en MQ o DC. En algunos casos,
su interaccion, puede dar lugar a la produccion de citoquinas anti-inflamatorias,
disminucion de citoquinas pro-inflamatorias, y la induccién de células T reguladoras o
Th2%,

MGL

MGL reconoce motivos con Gal o GalNAc terminal, como el antigeno Tn y su
variante silailada, sTn. Aunque en humanos existe una unica variante de MGL (hMGL),
en ratones existen dos isoformas: mMGL1y mMGL2, las cuales poseen diferencias en
su especificidad de ligando. La isoforma mMGL1 reconoce estructuras complejas
como Lewis-x y Lewis-a, mientras que mMGL2 reconoce GalNAc en estructuras mas
simples, como por ejemplo el antigeno Tn%. Es esta ultima la que posee una
especificidad similar a la MGL humana®, y que se plantea, podria tener una funcion

en el reconocimiento de células tumorales.

Hasta el momento se ha visto que MGL se expresa exclusivamente en DC y MQ,
cumpliendo un papel inmunomodulador, a través de la expresion de moléculas
especificas y citoquinas, e influyendo en la polarizacion de células T%4%. Ello se
relaciona también con el hecho de que la expresion de MGL aumenta en DC
tolerogénicas inducidas tanto en condiciones experimentales in vitro como patolégicas
en pacientes®. Se ha propuesto que MGL puede participar en la regulacion inducida

por células tumorales a través del reconocimiento del antigeno-Tn%, aunque
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unicamente se han realizado ensayos in vitro. Por otro lado, MGL puede reconocer
sialil-Tn sobre mucinas producidas por células tumorales®-2*-'%", De forma interesante,
la expresion de los ligandos de hMGL se asocia con la expresion de Her2/Neu en
tumores de cancer de mama'%?, o con mutaciones BRAF en cancer colorectal'®, lo que

podria indicar que hMGL podria estar reconociendo tumores mas agresivos.

Los reportes sobre la inmunomodulacién desencadenada por MGL son
variados, y abarcan efectos estimuladores, que involucran la potenciacion de la
activacion de linfocitos T CD4* o CD8*, asi como también modulacién de la maduracién
de DC favoreciendo la produccion de citoquinas inmunoreguladoras?’. A su vez, la
senalizacion a través de MGL altera el metabolismo de las DC, ya que reduce su
capacidad glicolitica lo que podria estar involucrado con su actividad tolerogénica'®.
Por otro lado, la interaccion MGL-Tn en CD45 en células T efectoras conduce a una
disminucién de su actividad fosfatasa, reduciendo la proliferacion de linfocitos T y la
produccion de citoquinas inflamatorias, lo que eventualmente conduce a la apoptosis
de las células T%'% Ademas, se ha reportado que MGL podria estar involucrado en
la retencion de DC inmaduras, ya que la migracion de DC es sustancialmente
favorecida al bloquear MGL con un anticuerpo especifico®. Por otro lado, también se
ha comprobado que la estimulacion de MGL mediante anticuerpos agonistas, o de
ligandos conteniendo el antigeno-Tn, induce un aumento en la expresién de I1L-10 por
parte de DC que expresan MGL'%, adoptando un perfil tolerogénico que dirige la
diferenciacion de células T a linfocitos T reguladores de tipo 1 (Tr1) supresores de
forma MGL-dependiente'”’. Esto también se correlaciona con el hecho de que MGL
reconoce patrones de patdgenos, quienes utilizan este mecanismo como estrategia de
evasion inmunitaria, ya que la interacciéon de Campilobacter jejuni con MGL inhibe la
maduracion de DC vy limita la produccion de la citoquina pro-inflamatoria IL-6'%. Por
ultimo, mMMGL2 se ha visto implicada en la induccion de respuestas celulares Th2, ya

sea en un contexto de infeccion helmintica, como en patologias alérgicas'%1°,

En un contexto tumoral, una inmunomodulacién como la descripta anteriormente
resulta altamente relevante ya que, como ya se menciond, las respuestas de tipo Th1
favorecen la activacion y diferenciacion de linfocitos T citotoxicos capaces de
reconocer y eliminar células transformadas, mientras que el IFNy promueve la
activacion clasica de MQ vy la diferenciacion de linfocitos T CD8" citotoxicos'!". Este
tipo de respuesta también se asocia a una alta actividad por parte de las células NK,
que como se menciond anteriormente, son capaces de, al igual que los linfocitos T

citotoxicos, eliminar células tumorales. Por ello, las respuestas T reguladoras o Th2
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podrian entonces favorecer el crecimiento tumoral a través de la supresion de la

respuesta inmunoldgica anti-tumoral.
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Angiogénesis

Como se menciond anteriormente, los tumores requieren del suministro de
nutrientes y oxigeno, asi como una via de evacuacion de los desechos celulares y
didxido de carbono. Mediante el proceso de angiogénesis se logran atender estas
necesidades, debido a la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura existente’. El proceso angiogénico esta gobernado por la accion de
factores que pueden inducir o inhibir la formacion de vasos sanguineos. Algunos de
estos factores son proteinas senalizadoras que se unen a receptores sobre las células

endoteliales, como por ejemplo VEGF-A o PDGF.

La familia génica de VEGF contiene al menos 7 miembros, mientras que la familia
de receptores para VEGF (VEGFR) tiene 3 a 4 miembros, dependiendo de la
especie'?. VEGF-A y sus receptores, VEGFR-1 y VEGFR-2, y su co-receptor,
Neuropilina-1 (NRP-1), cumplen roles fundamentales en la angiogénesis fisioldgica y
patologica, incluyendo la angiogénesis tumoral, mientras que VEGF-C/D y su receptor,
VEGFR-3 puede regular la angiogénesis en la embriogénesis temprana, pero actua
principalmente como regulador de la linfoangiogénesis (formacion de vasos linfaticos)
(Figura 10)"'2"13 VEGF-A promueve la sobrevida y proliferacion de la célula endotelial,
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Figura 9 — Funciones de las diferentes isoformas de VEGF en la

interaccion con sus receptores. VEGF-A y VEGF-B activan VEGFR-1 para el tratamiento de
para inducir la vasculogénesis embironaria. VEGF-A interactia con B

VEGFR-2 para inducir la angiogénesis en situaciones fisioldgicas y Cancer colorrectal,
patolégicas. VEGF-C y D interactian con VEGFR-3 para promover la
linfoangiogénesis. Los receptores neuropilin (NRP) actian como co-
receptores para intensificar la sefial de VEGF-R. Modificado de Alsohaimi
2019 18,
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NSCLC, cancer renal y glioblastoma, aunque con una baja eficacia y diversos efectos

secundarios''?.

El PDGF, o factor de crecimiento derivado de plaquetas 3, es una glicoproteina
dimérica que participa en la regulacion del crecimiento y la division celular, jugando un
rol significativo en la angiogénesis. Participa en el reclutamiento y expansion de los
pericitos en los vasos sanguineos en formacion, y su ausencia lleva a la generacion
de vasos sanguineos sin pericitos asociados (Figura 10)'"®. Los pericitos contribuyen
al desarrollo y mantenimiento de la vasculatura, ya que participan en la regulacion del
flujo sanguineo, permeabilidad vascular, y estabilizacion de la pared de los vasos
sanguineos, por lo que en un contexto tumoral, pueden modificar la progresiéon tumoral,
afectando la capacidad metastasica y la resistencia a terapias''®. En la mayoria de los
tumores, los pericitos se encuentran débilmente asociados a la célula endotelial,
presentan morfologia anormal y expresan marcadores de células mas inmaduras y

poco contractiles'"”, como se muestra en la Figura 11.
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Figura 10 — Rol de VEGF y PDGF en la formacién de vasos sanguineos. VEGF participa induciendo
la proliferacion de las células endoteliales en el frente de avance, a través de la sefializacion de VEGFR-
2. El PDGF recluta los pericitos a los vasos sanguineos en formacion para estabilizarlos. Modificado de
Cao 2013 118,

La co-existencia de diversos factores angiogénicos, citoquinas y receptores de
senalizacion frecuentemente resulta en el crosstalk (o dialogo cruzado) entre varias
vias de sefializacion''®. Durante el proceso de angiogénesis, varios factores y
citoquinas no solo sefializan de forma vertical, sino que interactuan de forma horizontal
entre ellas''®. Esto puede tener un rol sinérgico, en el cual la interaccion de los factores
aumenta la sefal, o antagénico, en el cual uno de los factores inhiba la senalizacion
del otro™'8. Uno de estos mecanismos involucra a VEGF, que tiene un rol inhibitorio en
la vascularizacién inducida por PDGF, ya que evita la cobertura de pericitos en los
vasos sanguineos en formacién, llevando a la desestabilizacion de éstos y generando

vasos sanguineos inmaduros ™.
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Figura 11 — Vasos sanguineos anormales en el ambiente tumoral. A- En el tejido sano, se forman
vasos sanguineos regulares y funcionales, con una pared normal tapizada por pericitos. B- En los tumores,
el endotelio y las paredes de los vasos sanguineos exhiben anormalidades estructurales y funcionales.
Presentan flujo sanguineo irregular, filtraciones y baja cobertura de pericitos. Modificado de Carmeliet et
al 2011 117,

En el microambiente tumoral, los vasos sanguineos que se forman son en
general aberrantes debido a la mezcla de senales pro-angiogénicas desbalanceadas,
generando vasculatura caracterizada por capilares con brotacién precoz,
ramificaciones de los vasos retorcidos y excesivos, vasos distorsionados y
agrandados, flujo sanguineo erratico, microhermorragia, filtraciones y niveles
anormales de proliferacién endotelial y apoptosis''”'?°, Estas caracteristicas a su vez,
posibilitan la entrada (intravasacién) y salida (extravasacién) de las células tumorales
al flujo sanguineo mediante la migracion trans-endotelial, lo que facilita el proceso de

colonizacion y metastasis (Figura 11)'?1,

Por otro lado, algunas células infiltrantes del sistema inmune, como TAM y
otras células inmunosupresoras promueven la angiogénesis'®?. Los TAM se
encuentran frecuentemente en la periferia de los vasos sanguineos de los tumores
sélidos, y su numero se asocia positivamente a la densidad de vasos sanguineos'?3. A
su vez, se ha visto que su deplecion resulta en una disminucion de la angiogénesis en
el tumor, mientras que su enriquecimiento tiene el efecto contrario'?®. Esto se debe al

ambiente hipdxico en el microambiente tumoral, que estimula la adaptacién metabdlica
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de los TAMYy la expresién de factores inducibles por hipoxia, entre los que se encuentra
VEGF-A'2, Los neutrofilos infiltrantes de los tumores también pueden inducir la
angiogénesis, por un lado por la expresion de MMP-9, que degrada la matriz
extracelular y libera factores angiogénicos de la misma, o a través de la expresion de
VEGF estimulada por TNFa'?3,

La glicosilaciéon aberrante tiene implicancias en la activacion de las vias pro-
angiogénicas'® y esta implicada en la resistencia adquirida a las terapias anti-
angiogénicas'?>1?%, Por ejemplo, la lectina galectina-1 es capaz de reconocer los N-
glicanos de VEGFR-2, y activar la sefalizacion de dicho receptor, incluso en ausencia
o frente al bloqueo de VEGF'?. Esto tiene implicancias en la capacidad respondedora
de los pacientes al tratamiento con anti-VEGF, ya que los tumores sensibles al
tratamiento exhiben altas concentraciones de acido sialico a2-6 en VEGFR2, que
previene la union por Galectina-1. Sin embargo, los tumores resistentes al tratamiento
secretan cantidades aumentadas de galectina-1 y como el receptor VEGFR2 presenta
patrones de glicosilacion que facilitan su interaccién con galectina-1, ésta media la
sefializacion de dicho receptor, incluso frente a la terapia anti-VEGF'?’. A su vez, datos
recientes demuestran que los cambios en la glicosilacién también promueven la

actividad angiogénica, incluso de forma independiente de galectinas'2%128,
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Hipotesis

Teniendo en cuenta los mecanismos inmunoreguladores descritos para MGL, en
particular consecuencia de su interaccion con el antigeno Tn'04106128 v que la
expresion del antigeno-Tn asi como de ligandos de MGL se ha asociado con mal
prondstico de pacientes con cancer*®57.130 |a HIPOTESIS de este trabajo es que la
expresion de Tn en las células tumorales potencia las propiedades malignas del tumor,
acelerando el crecimiento tumoral y el desarrollo de angiogénesis, asi como activando
una respuesta inmune reguladora mediada por células que expresan el receptor
MGL2.

Objetivo general

Considerando la hipétesis previamente expuesta, el objetivo general de esta tesis
doctoral fue evaluar las propiedades inmunomoduladoras y angiogénicas del
antigeno Tn durante el crecimiento tumoral en un modelo murino in vivo y el
papel de las células MGL2 en dichos procesos.

Objetivos especificos

El objetivo general mencionado, se divide en los siguientes objetivos especificos:

1. Generacion de células tumorales murinas que expresen el antigeno Tn.

2. Caracterizacion glicofenotipica de las lineas celulares generadas y analisis
estructural de sus N- y O-glicanos por metodologias cromatograficas.

3. Analisis de la replicacioén e invasion celular in vitro de crecimiento celular de la
linea tumoral Tn".

4. Evaluacion del crecimiento tumoral de las lineas Tn*™y Tnen un modelo tumoral
pre-clinico.
Analisis inmunoldgico a nivel local y sistémico de ratones con tumores Tn™.
Estudio de la capacidad de los factores solubles producidos por las células Tn*.
en inmunomodular la funcién de DC.
Estudio de la interaccién del antigeno Tn con el receptor MGL2 in vitro.
Evaluacién del papel de las células MGL2+ en el crecimiento tumoral y la
induccién de la respuesta inmune de animales con tumores Tn™.

9. Evaluacién del papel de MGL2 y el antigeno Tn en la angiogénesis tumoral.

10. Analisis de la relevancia de los resultados encontrados en el modelo murino en

cohortes de pacientes con adenocarcinomas.
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A continuacion, se describen los materiales y metodologia utilizada durante el
transcurso de esta tesis doctoral. Para facilitar su comprension, los mismos han sido

agrupados segun los diferentes objetivos especificos planteados.

Obtencion de células tumorales Tn*

Linea celular

La linea celular de carcinoma de Lewis pulmonar (LL/2) murina, con fondo
C57BL/6, se obtuvo de ATCC (LL/2 ATCC CRL-1642™). Estas células estan
reportadas por ser altamente tumorigénicas, pero con débil capacidad metastasica en
ratones™’. Presentan caracteristicas mixtas en cultivo, ya que crecen tanto adherentes
como y en suspension, y generalmente se encuentran débilmente adheridas™’. Las
razones por las cuales se seleccioné esta linea celular para el presente trabajo se
basan en que: i) el cancer de pulmon es la primer causa de muerte por cancer'?, i) la
linea celular LL/2 es ampliamente estudiada para inducir tumores subcutaneos en
ratones'3 y iii) el grupo de trabajo posee vasta experiencia en su manejo experimental,
lo que ha permitido desarrollar y caracterizar el crecimiento de tumores subcutaneos
en ratones y la evaluacion de la respuesta inmunolégica. Las células LL/2 se cultivaron
en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640 Thermo Fisher o Gibco)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (FBS, Capricorn) y antibiético-
antimicético (Thermo Fisher) a una concentracién final de 100 unidades/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL anfotericina B. A este medio le
denominados “medio completo”. Durante el cultivo, las células se mantuvieron a 37°C
en una camara humidificada con 5% CO.. Para cosechar las células se utilizé buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4 con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 2 mM. Para el
proceso de congelamiento, aproximadamente 3 x 10° células se guardaron en FBS
conteniendo 10 % dimetilsulféxido (DMSO) a -80°C.

Generacion de células Tn*

Las variantes celulares fueron generadas utilizando la tecnologia de Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat/Caspase 9 (CRISPR/Cas9). Se utilizd
el plasmido pBS-U6sg proveniente de Tacgene con la secuencia guia para el exén 2
de la chaperona molecular especifica de la enzima core 1 $3-galactosiltransferasa, o
T-sintasa, (Cosmc), (exén 2 690s GCGGTCTGCCTGAAATACGC) y el vector hCas 9
(#41815) de Addgene. Para amplificar los vectores se transformaron bacterias
Esecherichia coli DH5a mediante electroporacion (200 Q, 25 uF 2,6 ms). Las bacterias

se crecieron a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) frente a la presion selectiva de 50
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pug/ml de ampicilina, para seleccionar las bacterias que incorporaron los plasmidos.
Los plasmidos se purificaron utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), se
cuantificaron por nanodrop midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 nm y se utilizaron
para transfectar las células LL/2 por electroporacion. 500.000 células LL/2 fueron
incubadas con 2 ug de cada uno de los plasmidos. Se electroporaron a 220 V, 50 uF
en 100 pl de PBS frio, y fueron dejadas en hielo durante 10 minutos antes de

regresarlas a cultivo.

Seleccién de variantes celulares Tn*

La seleccion de las variantes expresando el antigeno Tn se realizé mediante
clasificaciéon celular utilizando el citometro BD FACSAria Fusion (BD Biosciences).
Para evaluar la expresién del antigeno Tn se utilizé el anticuerpo monoclonal IgM,
especifico de Tn, 83D4, desarrollado y gentilmente cedido por el Prof. Dr. Eduardo
Osinaga®®. Este anticuerpo es especifico contra el antigeno Tn expresado en células
tumorales, debido a su especificidad contra clisteres consecutivo diméricos (Tn?) y
triméricos de Tn (Tn®), aunque no reconoce residuos de Tn individuales (Tn'), o
residuos diméricos o triméricos de Tn no consecutivos, intersectados por un

aminoacidos no glicosilados, como prolina (Tn?p) o treonina (Tn?t) (Tabla 1) .

Tabla 1. Especificidad del anticuerpo monoclonal 83D4 y la lectina vegetal Vicia villosa (VVL-B4)
contra Tn monomérico (Tn'), dimérico consecutivo (Tn2), y trimérico consecutivo (Tn3), o clusteres de
Tn no consecutivos separados por un aminoacido no glicosilado como prolina (Tn2p) o treonina (Tn2t).

Modificado de (Osinaga et al, 2000).

Tn' Tn? n® Tn?p Tn?t
83D4 - + + - -
VVL-B4 + + + + +

También se utilizaron los anticuerpos murinos monoclonales IgG3 6E11, 1gG1
15G9 e IgG2a 9A7"34. Mientras que los anticuerpos 6E11 y 9A7 reconocen clusters de
Tn en secuencias de Ser™-Thr™-Thr™, el 15G9 reconoce clusters de Tn en secuencias
de Ser™-Ser™-Ser™ situados en el péptido de poliovirus KLFAVWKITYKDT34,

Para analizar la expresién de Tn con los anticuerpos 83D4 (IgM), 6E11 (IgG3),
15G9 (IgG1) y 9A7 (IgG2a) se dispensaron 200.000 células por pocillo de placa de 96
pocillos (p96) de fondo coénico. Las células fueron incubadas con el sobrenadante de
cultivo del hibridoma 83D4, o las ascitis de 6E11, 15G9 o 9A7 conteniendo los

respectivos anticuerpos, y posteriormente lavadas y marcadas con un anticuerpo
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secundario o-IgM o o-IlgG murino conjugado a FITC. Todas las incubaciones se
realizaron en buffer FACS (PBS conteniendo 2% FBS y 0,02% azida de sodio) y se
analizaron por citometria de flujo. Las muestras fueron analizadas por citometria de
flujo, en un citdémetro BD Accuri C6 (BD Biosciences) o CyAn ADP (Beckman Coulter),
adquiriendo 10.000 células singuletes, y los analisis se realizaron utilizando el software
BD CSampler Plus Software (BD Biosciences, version 1.0.23.1) o FlowJo (Version
X.0.7).

Para sortear las células, se preparé una suspension de 8x10° células/ml y se
marcaron con el anticuerpo 83D4 como se describié anteriormente. Las células Tn* se
obtuvieron al seleccionar 1 célula/pocillo (single cell deposition) o enriqueciendo a
través de la obtencion de 100 células Tn*/pocillo con alta pureza. En ambos casos, se
seleccionaron las células Tn* altamente reconocidas por el anticuerpo 83D4 en
citometria de flujo y se denominaron LL/2 H12. A partir de estas células se realiz6é una
nuevo sorting, a partir del cual se obtuvo la linea celular clonal LL/2 F9. Las
clasificaciones celulares se realizaron en el equipo BD FACSAria Fusion (BD

Biosciences).

Ensayo de actividad de la enzima T-sintasa

Para este ensayo se utilizaron lisados celulares, que se obtuvieron a partir de 2
millones de células, lisadas por sonicacion (5 x 3 segundos) en Buffer Tris salino (TBS)
(50 mM Tris-Cl pH 7,6 150 mM NaCl) con inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor
EDTA-free cocktail de Roche). Finalmente se agrego Tritdn-X100 a una concentracion
final de 0,5%, se agité mecanicamente (con un vortex) y centrifugd a 1000 g por 5
minutos. Las proteinas fueron cuantificadas mediante el método de acido bicinconinico
(BCA) utilizando el kit Pierce BCA Protein Assay de Thermo Scientific, siguiendo las
instrucciones del proveedor. El ensayo de actividad de T-sintasa se realizé siguiendo
el protocolo descrito previamente'3. Brevemente, 5 ul de extracto celular se incubaron
con 1000 uM GalNAc-a-4-(MU), 500 uM UDP-Gal, 20 mM MnCl, 0.2 % Triton X-100,
800 unidades de O-glicosidasa en Buffer de acido 2-etanosulfénico-NaOH 50 mM pH
6.8, a 37°C por 60 minutos en placas de 96 pocillos negras apropiadas para ensayos
de medicion de fluorescencia. El control negativo se realizé remplazando el UDP-Gal
con HxO. La reaccion control (blanco) se realizé con la misma mezcla de reaccion,
pero sin la enzima O-glicosidasa. Al finalizar el tiempo de incubacion, se agregaron
100 uL de Glicina-NaOH 1,0 M pH 10 para parar la reaccion. La intensidad de

fluorescencia se midié en un fluorimetro FLUOstar Galaxy (BMG, excitacion 360-12,
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emision 460). Para calcular la actividad de la enzima se utilizé una curva de calibracion

con 4-MU, y la actividad se expresé como nM de 4-MU por ug de proteina total.

Caracterizacion glicobiolégica las lineas LL/2 Tn* in vitro

Determinacion de la expresion de glicosiltransferasas involucradas en la O-

glicosilacion por gRT-PCR

Para evaluar la expresion génica de diferentes glicosiltransferasas, primeramente,
se extrajo el ARN de las células LL/2 WT, F9y H12 con Tri-Reagent (Sigma), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. La extraccion se realizé con cloroformo, y el ARN
fue precipitado con isopropanol. El ARN total fue cuantificado utilizando un Nanodrop
y posteriormente se sintetizé cDNA utilizando el kit sensiFAST cDNA synthesis
(Bioline). Las reacciones de gPCR para los diferentes genes se realizaron utilizando el
SensiFAST SYBR No-ROX kit (Bioline) siguiendo las recomendaciones del proveedor.
Los primers utilizados se extrajeron de Nairn et al 2008% y se detallan en el Anexo 1.
El programa para realizar las amplificaciones fue 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 58°C, 1 minuto a 60°C, y la curva de
melting se realizé mediante un incremento de 0,5°C desde 65°C a 95°C en el

termociclador CFX96 de Biorad, y analizado en el software Bio-Rad CFX Manager.

Caracterizacion del glicofenotipo por citometria de flujo

Para la determinacién del glicoma de superficie celular, realizamos un ensayo de
reconocimiento de las variantes celulares generadas y de la linea parental (WT) por
parte de lectinas vegetales mediante citometria de flujo. En primer lugar, se incubaron
las lectinas biotiniladas con estreptavidina conjugada a un fluréforo por 30 min a 4°C.
Posteriormente, las células en cultivo se despegaron con EDTA 2 mM y se incubaron
200.000 células con la solucion de lectinas-estreptavidina en placas de 96 pocillos de
fondo cénico por 30 min a 4°C en PBS conteniendo 2% albumina de suero bovino
(BSA) y 0,02% azida de sodio.

Las lectinas (Vector Labs) utilizadas fueron: Aglutinina de Helix pomatia (HPA, 0.1
pg/ml), Isolectina de Vicia villosa (VVL 40 ug/ml), Aglutinina de Arachis hypogaea
(PNA, 1 ug/ml), Aglutinina de Erythrina cristagali (ECA, 1 ug/ml), Aglutinina de
Sambucus Nigra (SNA, 5 ug/ml), Lectina de Maackia amurensis |l (Mal Il, 10 pg/ml),
Aglutinina de Ariticum vulgaris (WGA, 1 pg/ml), Lectina de Canavalia ensiformis (ConA,
1 pg/ml), Aglutinina de Glycine max (SBA, 10 pg/ml), Aglutinina de Dolichos biflorus
(DBA, 40 pg/ml), Jacalina (Jac, Artocarpus integrifolia, 20 ug/ml). La especificidad de
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Tabla 2 - Especificidad primaria y secundaria de las lectinas utilizadas.

Lectina Abreviatura Especificidad Especificidad Referencia
primaria secundaria
Aglutinina de HPA o-y B-GalNAc (=2
Helix pomatia
Isolectina B4 VVL Tn,a-GalNAc B-GaINAc 137
de Vicia
villosa
Aglutinina de SBA a-y B-GalNAc, Tn Gal Lt
Glycine max
Aglutinina de DBA a-GalNAc, grupo 139
Dolichos sanguineo A
biflorus
Aglutinina de PNA Galp(1-3)GalNAc GalB(1-3)GIcNAc Bl
Arachis GalB(1-4)GIcNAc
hypogaea
Aglutinina de ECA GalB(1-4)GIcNAc Lac >GalNAc > 141
Erythrina Gal
cristagali
Aglutinina de SNA NeuAca(2-6)Gal NeuAca(2- ez
Sambucus 6)GalNAc, Lac
Nigra
Lectina de Mal I NeuAca(2-3)Gal 143
Maackia
amurensis ||
Aglutinina de WGA GlcNacB(1,4) internal GlcNAc in s
Ariticum GlcNacp(1,4) GIcNAc polylactosamine
vulgaris > GlcNacf(1,4) repeats
GIcNAc > GlcNac > (Sialic acid
(Neu5Ac)
Lectina de ConA oMan>aGlc 146
Canavalia
ensiformis
Jacalina Jac GalB(1-3)GalNAc, Core 3, sialilT (]

a-GalNAc

estas lectinas se muestra en la Tabla 2. También se utilizé el anticuerpo monoclonal
anti-Tn 83D4 (sobrenadante de cultivo del hibridoma) y una proteina quimérica
formada por el dominio de reconocimiento de MGL2 o MGL1 con la porcién Fc de un
anticuerpo humano, mMGL2-Fc o mMGL1-Fc (10 ug/ml). Estas proteinas quiméricas
fueron producidas y gentilmente cedidas por la Dra. Sandra van Vliet®. Tanto el
anticuerpo como MGL1-Fc y MGL2-Fc se incubaron por 30 min a 4°C con 200.000
células en placas de 96 pocillos de fondo cénico por 30 min a 4°C en solucion
balanceada de sales de Hanks (HBSS) conteniendo 0,05 % BSA. Para la inhibicion de
la union de MGL2-Fc por su dominio de reconocimiento, se utilizé acido egtazico
(EGTA) 10 mM como quelante de calcio. Las células se lavaron dos veces con los

buffers correspondientes, y en el caso de la marcacion con 83D4, se las incubd con un
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anticuerpo anti-IgM de raton conjugado a FITC, y para MGL1-Fc o MGL2-Fc, o un
anticuerpo anti-Fc humano conjugado a APC por 30 minutos a 4°C. Se volvieron a
lavar dos veces y se fijaron con paraformaldehido (PFA) 1% en PBS. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo, en un citdémetro BD Accuri C6 (BD
Biosciences) o CyAn ADP (Beckman Coulter), adquiriendo 10.000 células singuletes,
y los analisis se realizaron utilizando el software BD CSampler Plus Software (BD

Biosciences, version 1.0.23.1) o FlowJo (Version X.0.7).

Ensayo de inhibicion del reconocimiento de 83D4 por MGL2-Fc

Para determinar si la lectina MGL2 interacciona con células LL/2 Tn* por
reconocimiento de ligandos glicosilados similares a los epitopes blanco del anticuerpo
83D4 (Tn? y Tnd%), se evalud si la pre-incubacion de MGL2 lograba inhibir el
reconocimiento por el anticuerpo. 200.000 células fueron pre-incubadas con mMGL2-
Fc (25 pg/ml) por 30 minutos a 4°C previo a la marcaciéon con 83D4, tomando la
precaucion de no lavar las células al final de la incubacion. Posteriormente, las células
se marcaron con el anticuerpo 83D4 como se describié anteriormente. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo, en un citometro CyAn ADP (Beckman
Coulter), adquiriendo 10.000 células singuletes, y los analisis se realizaron utilizando

el software FlowJo (Version X.0.7).

Evaluacion de la naturaleza carbohidrato-dependiente de la interaccion con

lectinas biotiniladas mediante de-N-glicosilacion

Para evaluar el reconocimiento de lectinas en células de-N-glicosiladas, las células
LL/2 fueron pre-incubadas con Peptido-N-glicosidasa F (PNGasa-F, NEB) a 100 U/ml,
ON en agitacion leve a 37°C en medio sin FBS. Posteriormente, las células se lavaron,

y se incubaron con las lectinas VVL, ConA, ECA y PNA como se describid previamente.

SDS-PAGE y Western Blot

Se recolectaron células de cultivo y los pellets celulares se resuspendieron en
Buffer de Ensayo de Radioinmunoprecipitacion (Buffer RIPA, 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 1 % NP-40, 0,5% deoxicolato de sodio, 0,1 % de sodio dodecil
sulfato (SDS)) con Cocktail Inhibidor de Proteasa libre de EDTA (Roche). La
concentracion proteica se midio con el kit Pierce BCA Protein Assay de Thermo
Scientific, siguiendo las instrucciones del proveedor. Se prepararon geles de
acrilacrilamida/bis-acrilamida 8% y se corrieron 10 ug de proteina total por carril en
buffer de muestra (buffer Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, 2.5 % SDS, 0.002 % azul de
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bromofenol, 0.7135 M (5%) B-mercaptoetanol, 10 % glicerol). Las muestras se
corrieron a 100 V en buffer tris 25 mM, 200 mM glicina 0.1% SDS. Posteriormente se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham) a 300 mA por 2 horas en el
sistema humedo de BioRad en buffer Tris 25 mM, 200 mM glicina, 20 % metanol
(MeOH). Las membranas se bloquearon ON a 4°C utilizado Roti-Block 1/10 (Carl
Roth). Posteriormente, se lavaron y se incubaron con 10 pg/ml de mMGL2-Fc o 1 pg/ml
HPA, 1 ug/ml de VVL, 1 uyg/ml de WGA, 1 ug/ml de ConA en buffer TSM (20 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM CaCl,, pH 7.4). por 1 hora a temperatura
ambiente. En el caso del experimento del bloqueo de la membrana con VVL, se incubd
previamente la membrana con 2 ug/ml de VVL y posteriormente con 10 ug/ml de
mMGL2-Fc sin lavados intermedios. Después de la incubacion, se lavé con TSM 0.1
% Tween-20, se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo anti-
Fc humano conjugado a peroxidasa (en el caso de mMGL2-Fc) o con streptavidina
conjugada a peroxidasa (en el caso de las lectinas vegetales). Las membranas se

revelaron utilizando el kit ECL Western Blot Substrate (Pierce).

Reconocimiento de las lineas Tn* por células CHO-MGLZ2*

Para evaluar si la lectina MGL2 expresada en la superficie de células es capaz de
reconocer las lineas tumorales Tn+, se utilizaron células de cancer de ovario de
hamster chino (CHO) genéticamente modificadas para expresar MGL2 murino,
generadas y gentilmente cedidas por la Dra. Sandra van Vliet®. Esta interaccion se
evalud tanto por citometria de flujo en células en suspensién como por un ensayo en
fase sdlida. Para ambos experimentos, las células CHO-MGL2 se resuspendieron a 4
x 108 células/ml y se las marco con Calcein-AM a una concentracion final de 1 ug/ml.
Se las incubé por 30 minutos a 37°C en la oscuridad y posteriormente se lavaron con
PBS.

Para la evaluacion por citometria de flujo, las células LL/2 se resuspendieron a
1x10° células /ml y se marcaron con 2,5 yM Vybrant DiD cell-labeling solution (DiD,
ThermoFisher) por 20 minutos a 37°C en oscuridad. Luego se lavaron en PBS 2 %
albumina de suero bovino (BSA). En placas de 96 pocillos, se agregaron 100.000
células LL/2 (marcadas con DiD) y 100.000 células CHO-MGL2 (marcadas con la
sonda fluorescente Calcein-AM) en solucion balanceada de HBSS 0.05% BSA, en
presencia o ausencia de 10 mM de EGTA y se realizé una rapida centrifugacion de las
placas para asegurar la interaccion celular. A tiempo 0 minutos y 3 minutos posterior a
la centrifugacion, se fijaron las células con PFA a una concentracion final de 1% y se

analizaron 10.000 células por citometria de flujo en el citometro CyAn ADP (Beckman
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Coulter), evaluando el porcentaje de eventos doble positivos, con la precaucién de no

excluir dupletes del analisis. El analisis se realiz6 con el software FlowJo (X.0.7)

Para el ensayo de interaccion en placa, se plaguearon 20000 células de las
diferentes variantes de LL/2 sin marcar en placas de 96 pocillos y se dejaron en cultivo
por 2 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se agregaron a cada pocillo 20000 células
CHO-MGL2 (marcadas con Calcein-AM) en ausencia o presencia de 10 mM EGTA y
se centrifugd por 1 minuto a 250 rpm. A tiempo 1 minuto y 5 minutos, se retird el medio
y se lavaron las células no adheridas con PBS y se lisaron las células adheridas con
100 ul de buffer de lisis 50 mM Tris 0,1% SDS. Finalmente se midié la fluorescencia
es un fluorimetro FLUOstar Galaxy (BMG, excitacién 480 nm, emision 530 nm). Se
calculo el porcentaje de unién como la relacién entre la condicion sin EGTA y la

condicion con EGTA, en la cual se impide la interaccion MGL2-ligando.

Analisis estructural de O-glicanos por HILIC-UPLC-FLR

A partir de 5x108 células se realizaron lisados celulares por sonicacion en buffer
Tris-Acetato 0,1 M pH 7,4 con 20% SDS. Las muestras fueron incubadas con DNAsa
durante 30 min a 37°C, reducidas con 10% ditiotreitol (DTT) por 10 min a 70°C y
alquiladas con 100 mM de 2-iodoacetamida (2-IA) por 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, las proteinas fueron precipitadas con acetona ON y digeridas con tripsina
0,25% en buffer Tris-HCI 0.1 M pH 8,1 a 37°C ON. Al dia siguiente, las proteinas se
desnaturalizaron por 3 minutos a 100°C con 0.5% SDS en Buffer NaHCO320 mM pH
8.1. Cuando se enfriaron hasta temperatura ambiente, los O-glicanos se liberaron tanto
mediante la incubacion con O-glicosidasa o mediante B-eliminacion. Para la digestion
con O-glicosidasa, las muestras se incubaron con 80.000 unidades de O-glicosidasa
(NEB) junto con 4 ul NP-40 10%, 4 uL Glycobuffer 2 (50 mM Sodium Phosphate pH
7.5,NEB) y 100 unidades de a2-3,6,8 Neuramidasa en 20 yl de H2O ON a 37°C segun
instrucciones del proveedor. Para la B-eliminacién, las muestras se incubaron con 1
mL de solucién saturada de carbonato de amonio en amoniaco 29,2% ON a 60°C, y

posteriormente se neutralizaron, segun lo descripto por Naughton et al 201348,

Los O-glicanos liberados por cualquiera de las dos estrategias fueron separados
por filtracion con filtros Nanosep 10K (Omega, Pall Life Sciences) y marcados con 2-
aminobenzamida (2-AB) mediante una reaccién de adicion nucleofilica y posterior
reduccion, consiguiéndose una marcacion estable. La reaccion se llevé a cabo durante
150 min a 65°C y el excedente del 2-AB se elimind mediante cromatografia en papel

con acetonitrilo como solvente.
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Las muestras se analizaron por HILIC-UPLC-FLR (A®*=330 nm, A°*™=420 nm)
usando una columna para glicanos BEH (150 x 2.1 mm, con particulas hibridas de
etilsioxano/silica de 1,7 ym, Waters) en un equipo Acquity H-Class (Waters). Se utilizé
como estandar externo una solucidon de dextran parcialmente hidrolizado para
estandarizar los tiempos de retencién en unidades de glucosa (GU). El solvente A fue
acido formico 50 mM a ajustado a pH 4.4 con solucién de amonio y el solvente B
acetonitrilo. La temperatura de la columna fue de 40°C. El método de 45 minutos se
realizé en un gradiente 88-53 % de solvente A, a un flujo de 0,56 ml/min por 37.5
minutos, seguido por un 53-30 % de solvente A, para finalmente revertir a 88% de
solvente A para completar la corrida. Las muestras se prepararon en 88% (v/v) de
acetonitrilo y se mantuvieron a 5°C hasta el momento de la inyeccion (10 pl). Los
resultados se procesaron usando el software Waters Empower 3 chromatography

workstation.

Para evaluar especificamente monosacaridos (niveles de GalNAc), se utilizé el kit
LudgerTagTM 2-AA (2-aminobenzoic acid) Monosaccharide Release and Labeling Kit
y las condiciones cromatograficas sugeridas por el proveedor. Los glicanos liberados
mediante B-eliminacién se incubaron con 50 pL de LT-NaOAc-01 y se homogeneizaron
con un vortex por 15 segundos. Posteriormente, se incubaron con 50 yL de la solucion
de 2-AA (LT-2AA-02) y 50 pl de la solucién de cianoborohidrido de sodio (LT-CYANOB-
03) a 80°C por 45 minutos. Subsiguientemente, las muestras fueron diluidas en BPT
(0,2% butilamina, 0,5% acido fosférico, 1% tetrahidrofluorano). Las muestras se
analizaron por HPLC-FLR con separacién por matriz de fase reversa (A*=360 nm,
A*M=425 nm) usando una columna LudgerSep™ uR2 en un equipo Acquity H-Class
(Waters). El solvente A fue BPT y el solvente B 50 % BPT: 50% acetonitrilo. La
temperatura de la columna fue de 30°C y el flujo durante la corrida de 0.8 ml/min. El
método de 45 minutos se realiz6 a flujo 7% de solvente B por 7 minutos, seguido por
un gradiente 7-17% de solvente B por 18 minutos, continuando por un gradiente 17-
100% de solvente B por un minuto, flujo de solvente B 100% por 10 minutos, para
finalmente revertir a 7% de solvente B en 1 minuto y continuar con flujo 7% de solvente
B hasta completar la corrida. Las muestras se prepararon en BPT y se mantuvieron a
5 °C hasta el momento de la inyeccion (10 pl). Los resultados se procesaron usando

el software Waters Empower 3 chromatography workstation.

Analisis estructural del N-glicoma celular por HILIC-UPLC-FLR

A partir de las lineas celulares recolectadas del cultivo, se purificaron las proteinas

membranarias usando el kit de extraccion de proteinas de membrana Mem-PER Plus

57



Materiales y Métodos

(ThermoFisher) y se cuantificaron con BCA. Las muestras fueron reducidas con 100
mM DTT por 10 minutos a 70°C y posteriormente se alquilaron con 100 mM de 2-
iodoacetamida (2-l1A), por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente, las proteinas se incubaron ON con Tripsina 0,25% en buffer Tris-HCI
0.1 M pH 8,1 a 37°C. Al dia siguiente, las muestras se desnaturalizaron por 3 minutos
a 100°C con 0.5% SDS en Buffer NaHCO3 20 mM pH 8.1. Cuando se enfriaron hasta
temperatura ambiente, se les agreg6é 100 U/ml de PNGasa-F, junto con 25mM EDTA,
2.5% NP-40, 1 % DTT y se hidroliz6 ON a 37°C. Los N-glicanos liberados fueron
separados por filtraciéon con filtros Nanosep 10K (Omega, Pall Life Sciences) y
marcados con 2-AB durante 180 min a 65°C y el excedente del 2-AB se elimind
mediante cromatografia en papel con acetonitrilo como solvente'®'%, Las muestras
se analizaron por HILIC-UPLC-FLR (A**=330 nm, A*"=420 nm) usando una columna
para glicanos BEH (150 x 2.1 mm, con particulas hibridas de etilsioxano/silica de 1,7
pum, Waters) en un equipo Acquity H-Class (Waters). Se utilizé como estandar externo
una solucion de dextran parcialmente hidrolizado para estandarizar los tiempos de
retencién en unidades de glucosa (GU). El solvente A fue acido formico 50 mM a
ajustado a pH 4.4 con soluciéon de amonio y el solvente B acetonitrilo. La temperatura
de la columna fue de 40°C. El método de 30 minutos se realizdé en un gradiente 30-
47% de solvente A, a un flujo de 0,56 ml/min por 23 minutos, seguido por un 47-70%
de solvente A, para finalmente revertir a 30% de solvente A para completar la
corrida™®", Las muestras se prepararon en 70% (v/v) de acetonitrilo y se mantuvieron
a 5 °C hasta el momento de la inyeccion (10 ul). Los resultados se procesaron usando
el software Waters Empower 3 chromatography workstation. La identificacion de los N-
glicanos fue asistida por la digestion con exoglicosidasas'?, incluyendo: a(2-3,6,8,9)
neuraminidasa A (clonada de Arthrobacter ureafaciens y expresada en E. coli); a(2-3)
neuraminidasa (clonada de from Strepfococcus pneumoniae y expresada en E. coli) y
B(1-3,4)-galactosidasa (clonada de testiculo bovino). Las digestiones enzimaticas se
realizaron sobre los N-glicanos marcados con 2-AB en los buffers recomendados por
el fabricante por 16 horas a 37°C. Posterior a la digestién, los N-glicanos se separaron
de las exoglicosidasas previo al analisis cromatografico por centrifugacion con en filtros
de microcentrifuga Nanosep 10K Omega (Pall Life Sciences). Todas las

exoglicosidasas se adquirieron en New England Biolabs.
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Caracterizacion de las propiedades celulares in vitro

Ensayo de viabilidad celular con Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)

Se recolectaron las células LL/2 WT, H12 y F9, se contaron y se plaquearon en
placas de 96 pocillos partiendo de una concentracion de 125000 células por pocillo en
200 ul de medio de cultivo en la primera fila, y realizando diluciones seriadas al medio
en la columna correspondiente. Después de 24 horas en cultivo, se retiraron 100 ul de
medio y se agrego a las células MTT (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 2,5
mg/ml y se incubaron por 4 horas a 37°C. Finalmente, se agregaron 100 pl de 0.1 M
HCI en alcohol isopropilico para disolver los cristales de MTT y se midi6 la absorbancia
a 570 nm.

Ensayo de formacion de colonias

Se plaquearon 500 células LL/2 en placas de 100 mm y se incubaron a 37°C
durante 10 dias en medio completo. Posteriormente, se retird el medio de cultivo y las
células se tifieron con una solucion de cristal violeta 0.05%, conteniendo formaldehido
1%, Metanol 1% en PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Las unidades

formadoras de colonias se contaron manualmente.

Ensayo de migracion celular in vitro por cierre de herida

Se despegaron las células LL/2 y se plaquearon 1x10° células por pocillo en placas
de 6 pocillos, y se las incubd hasta que alcanzaran confluencia. Posteriormente, se
realizé una herida en la monocapa con un tip de micropipeta de 200 ul. Las células se
lavaron 2 veces con PBS para eliminar los restos celulares (debris) y se cultivaron en
medio de cultivo con 2% de FBS. Se sacaron fotos a 0, 24, 48 y 72 horas en un
microscopio de epifluorescencia Leica TCS SP5 Il y el area de la herida se midi6é con

el software Image J.

Ensayo de invasion celular in vitro

Para evaluar la invasion celular, se utilizaron insertos de cultivo celular Nunc de
Polycarbonato con poros de 8 micras en placas de 24 pocillos (Thermo Fisher). A los
insertos se les agregd 100 ul de una solucidon de 1 mg/ml de colageno en buffer Hepes
20 mM, 26 mM NaHCO3;, 5 mM NaOH y se lo dejé gelificar a 37°C por 4 h.
Posteriormente, se agregaron 500 pl de medio de cultivo completo a la parte inferior
del pocillo. Las células LL/2 se plaquearon en la parte superior del inserto a una

concentracion de 1x10° células por pocillo, en medio libre se FBS, y se incubaron a
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37°C por 48 h. A continuacion, los insertos se lavaron con PBS y se utilizé un cotonete
para eliminar las células pegadas a la parte superior del inserto. Las células en el lado
inferior del inserto se tifieron con una solucién de cristal violeta 0.05%, 1%
formaldehido, 1% Metanol en PBS por 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, los insertos se lavaron con agua, y las fotografias se tomaron con un
microscopio de epifluorescencia Leica TCS SP5 Il y se analizaron con el software

Image J. Se analizé el nUmero de células capaces de atravesar la capa de colageno.

Produccion de medio condicionado celular

Las células se despegaron y se lavaron con PBS 2 veces. Se plaquearon en flasks o
placas de 100 mm segun las siguientes concentraciones: (2.5 x 108 en flask T75, 0 5.0
x 108 en placas de 100 mm). Se dejaron por 18 horas en medio libre de FBS a 37°C.
Posteriormente, se retird el medio y se lo centrifugd por 10 minutos a 1500 rpm para
eliminar el debris celular, y se agregé inhibidor de preoteasas (Protease Inhibitor

EDTA-free cocktail de Roche), segun la recomendacion del fabricante.

Caracterizacion del crecimiento tumoral in vivo

Ratones

Se utilizaron ratones C57BL/6 adquiridos del DILAVE (Uruguay) y ratones MGL2-
DTR con un fondo genético C57BL/6 adquiridos del Laboratorio Jackson, mantenidos
en la unidad de animales transgénicos y de experimentacion (UATE) del Institut
Pasteur de Montevideo. Los ratones MGL2DTR contienen un cDNA codificante para
la proteina quimérica del receptor de toxina diftérica humano (DTR)-EGFP en el exén
2 de MGL2'%, La inyeccion de toxina diftérica (DT) depleta especificamente las células
MGL2'"%°, Los ratones que reciben multiples inyecciones de DT son viables y la

deplecion dura hasta 6 dias posterior a una Unica inyeccion.

Para los experimentos se utilizaron hembras de 6 a 8 semanas de edad. Los
ratones fueron alojados en el bioterio de Facultad de Medicina, UdelaR durante los
experimentos, siguiendo las normas de la Comision Nacional de Experimentacion
Animal (CNEA, Uruguay). Todos los procedimientos involucrando animales fueron
aprobados por el Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA, Protocolos
N° 070153-000543-16 y 070153-000811-19).
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Modelo de crecimiento tumoral

Realizamos un modelo de crecimiento tumorales a través de la inoculacion
subcutanea de las células LL/2 Tn* y parental WT en el flanco izquierdo de ratones
C57BL/6 0 MGL2-DTR.

Para la inoculacion de las células LL/2, las mismas se recolectaron en una
confluencia aproximada del 60-70%, se contaron y se prepararon a una concentracion
de 2x10° células/ml. Los animales C57BL/6 fueron anestesiados con una solucion de
ketamina 10 mg/ml y xilacina 0.1% en PBS, y se inocularon 200.000 células en 100 pl
de PBS utilizando agujas 21 gauge subcutaneamente en el flanco izquierdo del raton.
Se monitoreo la aparicion de tumores y a partir de la presencia de los mismos se midio
el tamano tumoral cada 2-3 dias, y el volumen se calculé como V=3/4.11.(r1 r,?), siendo
r1 el radio mayor y r» el radio menor. Los animales fueron sacrificados cuando el ratén
con mayor tamafo tumoral alcanzé los 12.5 mm de radio. Se extrajeron los tumores,
se pesaron y se procesaron para microscopia, PCR o citometria de flujo. En caso de
disgregacion, también se colectd el medio de disgregacion mecanica para su posterior

analisis por ELISA. También se extrajeron los bazos y los ganglios drenantes al tumor.

Para evaluar el papel de MGL2 en el crecimiento tumoral se utilizaron animales
MGL2-DTR, a los cuales se les depleta las células MGL2+ al inocularlos con la téxima
diftérica. Los animales fueron inyectados intraperitonealmente cada 3-4 dias desde el
dia -1 de inoculacioén de las células, con 0.5 pg de toxina diftérica (Tha Native Antigen
company) en PBS o solo PBS en el caso de los controles. El procedimiento de

inoculacion y seguimiento fue el mismo al descrito para los animales C57BL/6.

Analisis del microambiente tumoral por citometria de flujo

En el caso de los analisis de las células provenientes de tumores, los mismos se
disgregaron mecanicamente y luego se incubaron con 100 U/ml de Colagenasa tipo IV
por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se filtraron los tumores con filtros de 40 um y se
lisaron los glébulos rojos con buffer de amonio-cloruro-potasio (ACK, 150 mM NH4CI,
10 mM KHCOs;, 0.1 mM NazEDTA). Luego, se dispensaron entre 50.000 y 200.000
células por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo cénico. Para la marcacién con
83D4, se pre-incubaron las células con buffer de stripping (100 mM Glicina 4 g/l NaCl)
por 30 minutos a 37°C, para eliminar anticuerpos murinos que podrian estar adheridos
a las mismas y evitar reacciones inespecificas con el anticuerpo secundario anti-lgM
murino. Para la identificacién de globulos blancos (identificados por ser CD45%), se

incubaron las células con los anticuerpos diluidos en PBS conteniendo 2% FBS, 0.02%
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NaNs; por 30 min a 4°C. Pasado este tiempo, las células se lavaron dos veces por
centrifugacién con buffer FACS a 2000 rpm por 2 minutos. Los anticuerpos utilizados
fueron anti-CD45 (104), -F4/80 (BM8), -CD11c (N418), -MGL2 (URA-1), -CD4 (GK1.5),
-CD84a (53.6-7), -CD3 (17A2), a-CD49b (DX5), a-NK1.1 (PK136). Las concentraciones

de uso se detallan en el Anexo 2.

Para la marcacion intracelular, se utilizaron los buffers de fijacion y
permeabilizacion de BioLegend, segun su recomendacion. Posterior a la marcacion
extracelular, se fijaron las células con el buffer de fijacién por 20 min a temperatura
ambiente. Luego se lavaron con el buffer de permeabilizacion diluido en agua destilada
y se incubaron las células con los anticuerpos intracelulares diluidos en buffer de
permeabilizacién por 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos utilizados fueron
a-IL-10 (JES5-16E3), a-TGFB (21C11), a-IFNy (XMG1.2), a-IL-4 (11B11), a-Foxp3
(FJK-16s). La concentracion de uso se detalla en el Anexo 2. Las muestras fueron
analizadas por citometria de flujo, en un citdmetro BD Accuri C6 (BD Biosciences)
adquiriendo 20.000 células y los analisis se realizaron utilizando el software FlowJo
(Version X.0.7).

Expresion de CD31, CD11c, MGL2 en tumores por microscopia

Los tumores extraidos fueron congelados en PolyFreeze Tissue Freezing Medium
(Sigma) y cortados en criéstato y montados sobre laminas silanizadas. Las secciones
se fijaron con acetona a -20°C o con 100 % Metanol 0,1% Triton X-100 (para el caso
de la marcacion con el anticuerpo a-CD31). Se bloquearon con 5% FBS y se incubaron
con los anticuerpos a-CD11c PECy7, a-MGL2-PE, o a-CD31 ON a 4°C en oscuridad.
Las concentraciones de uso se detallan en el Anexo 2. Para la marcacién con a-CD31
se utilizé a-rlgG-FITC como anticuerpo secundario, el cual fue incubado por 3 horas a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se realizé6 una contra-tincion de los
nucleos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 40 ng/ml por 5 minutos a temperatura
ambiente. Entre cada paso se realizaron 3 lavados en PBS 0,1% Tween-20 por 10
minutos cada uno a temperatura ambiente. Las imagenes fueron tomadas con un
microscopio confocal espectral Leica modelo TCS SP5 I, disponible en la Unidad de
Microscopia de Facultad de Medicina, UdelaR y analizadas con el software ImageJ.

Para el analisis fractario se utilizé el plugin FracLac'.

Cuantificacion de citoquinas por real time RT-PCR

El ARN total de los tumores se aislo utilizando TRI-reagent (Sigma-Aldrich), siguiendo

las recomendaciones del fabricante. La extraccion se realizé con cloroformo, y el ARN
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fue precipitado con isopropanol. EI ARN total fue cuantificado utilizando un Nanodrop
y posteriormente se sintetizO cDNA utilizando el kit sensiFAST cDNA synthesis
(Bioline). El cDNA se sintetizé utilizando el kit SensiFast cDNA synthesis kit (Bioline)
siguiendo las recomendaciones del proveedor. Para las real time PCR, las muestras
se analizaron en un Eco real-time PCR (lllumina) utilizando el Fast SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems). Los primers utilizados se detallan en el Anexo 1. El
programa para realizar las amplificaciones fue 20 segundos a 95°C, 40 ciclos de 15
segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, y la curva de melting se realiz6 mediante un
incremento de 1,3% desde 60°C a 95°C en el termociclador StepOne Plus System

Applied Biosystems.

En el caso de la cuantificacion de VEGF y PDGF, las reacciones de PCR se realizaron
utiizando el QuantiTect Primer Assay (Qiagen) de VEGF o PDGF murino
(Mm_Vegfa_1_SG Qiagen QT00160769, Mm_Pdgfb_1_SG Qiagen QT00266910)

segun las recomendaciones del proveedor.

Determinacion de la concentracion de VEGF y PDGF por ELISA

Para dosificar el VEGF y PDGF secretados del tumor, se colecté el medio de
disgregacion fisica previo al tratamiento con colagenasa y se cuantificé con BCA. Para
determinar VEGF y PDGF secretado por las células en cultivo, se plaquearon 1x10°
células en placas de 6 pocillos. A las 24 horas, se retird el medio de cultivo, las células
se lavaron 3 veces con PBS y se les agregé medio de cultivo libre de FBS (medio
condicionado). A las 18 horas se colectaron los medios y se midio la concentracion
proteica mediante BCA. El ELISA de VEGF y PDGF se realizé utilizando el kit
SimpleStep ELISA de VEGF o PDGF (Abcam) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Brevemente, se incubaron 50 ul de la muestra con 50 ul del cocktail de
anticuerpos por 1 hora a temperatura ambiente en agitacion en los pocillos de la placa
suministrada. Pasado el tiempo de incubacion se lavaron 3 veces con buffer de lavado
y se le agrego 100 pl de la solucion de revelado de TMB por 10 minutos. Luego se

frend la reaccion con la solucién de stop y se midi6 la absorbancia a 450 nm

Evaluacion de actividad metaloproteasa

Para evaluar la actividad de metaloproteasas, se utilizé el kit MMP Activity Assay
Kit (Fluorometric - Red) (abcam) siguiendo las recomendaciones del fabricante. En
primer instancia, se activaron las metaloproteasas de 25 ul de medio de disgregacion
de tumores con 25 pyl de 2 mM de 4-aminophenilmercurico acetato (APMA,

concentracion final 1 mM) por 2 horas a 37°C. Posteriormente se le agrego 50 pl del
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sustrato de la reaccion (MMP red solution) diluido 1/100 en el buffer de ensayo
suministrado, y se midié la fluorescencia (exitacion 540 / emision 590nm) por 60
minutos en intervalos de 5 minutos en un Varioskan Flash de Thermo. La actividad de
metaloproteasas se representé como unidades de fluorescencia relativa por mg de

proteina total.

Evaluacion de la respuesta inmune celular

Para el estudio de la polarizacion de linfocitos T de animales con tumor, se
obtuvieron suspensiones celulares de bazo (esplenocitos). 1x10¢ células fueron
cultivadas en RPMI completo en presencia de estimulos policlonales (Concanavalina
A, ConA; 5 ug/mL o CD3/CD28 (1ug/ml/ 1ug/ml)) por 72 horas a 37°C y 5% CO.. Luego
de ese tiempo, se determiné la concentracion de las citoquinas IFNy e IL-10 en los

sobrenadantes de cultivo por ELISA.

Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo fueron cuantificados
mediante ensayos de ELISA sandwich especificos (BD Biosience, para citoquinas
murinas. Para ello, placas Nunc de 96 pocillos fueron sensibilizadas con anticuerpos
primarios especificos de cada citoquina (BD Bioscience) en buffer fosfato 100 mM pH
9 (o buffer fosfato 200 mM pH 6 en el caso de IL-10) toda la noche a 4° C. Se bloqued
con gelatina 1% en PBS por 1 hora a 37° C. Las muestras y los estandares de cada
citoquina para las curvas de calibracién se incubaron por 1 hora a 37° C, u ON en el
caso de la deteccion de IL-10. Los anticuerpos secundarios conjugados a biotina
utilizados se incubaron durante 1 hora a 37°C. La estreptavidina-peroxidasa fue
incubada por 30 minutos a 37°C. El sistema de revelado consistié en OPD 0,5 mg/mL
y 0,12% H20: en Buffer citrato-fosfato 0,1 M pH 5 y la reaccion se detuvo con HCI 3

M. Luego se midi6 la absorbancia a 492 nm.

Determinacion de citoquinas y anticuerpos en el suero de animales con tumor

Previo al sacrificio de los animales, se recolecté sangre y se centrifugd 15 min a
5000 rpm para obtener el suero. A partir del mismo, se detectaron citoquinas por

ELISA, siguiendo el protocolo detallado anteriormente.

A su vez, se evaluo el titulo de anticuerpos en suero de los animales con tumor.
Para ello, placas Nunc de 96 pocillos fueron sensibilizadas con los sueros de los
animales en diluciones seriadas, en buffer carbonato 50 mM pH 9 ON a 4° C. Se
bloqued con gelatina 1% en PBS por 1 hora a 37° C. Los anticuerpos secundarios a-

IgM murina e a-IgG murina conjugados a biotina se incubaron durante 1 hora a 37°C.
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La estreptavidina-peroxidasa fue incubada por 30 minutos a 37°C. El sistema de
revelado consistio en OPD 0,5 mg/mL y 0,12% H202 en Buffer citrato-fosfato 0,1 M
pH 5y la reaccion se paré con HCI 3 M. Luego se midié la absorbancia a 492 nmy se

calcularon los titulos de los anticuerpos.

Estimulacion de BMDC con medios condicionados o medios de

disgregacion de los tumores

Generacion de BMDC

Para la generacién de BMDC, se extrajeron los precursores de médula ésea de
tibia y fémur de ratones C57/BL6. Los mismos fueron cultivados en placas a una
concentracion final de 8 x 108 células por placa, en 8 ml de medio RPMI completo con
GM-CSF a 20 ng/ml (Peprotech) por 7 dias. Al dia 4, se realizé un refuerzo del medio
con GM-CSF (20 ng/ml) agregando 4 ml por placa. Al séptimo dia, se colectaron las
células para su uso, incubando las placas con EDTA 1 mM por 10 min a 37°C, para
obtener las células sueltas y las débilmente adherentes. El medio de cultivo junto con
la solucion de EDTA se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm, y se contaron las

células para su posterior uso en experimentos de estimulacion.

Estimulacion de BMDC

Se incubaron 4.7x10° BMDC en tres placas de cultivo de 96 pocillos con los medios
condicionados de las células tumorales o el sobrenadante de disgregacion de los
tumores ON a 37°C con 5% CO: en volumenes iguales. Posteriormente, se recogio el
sobrenadante del cultivo y se midi6é IL-10, TNFa e IL-12 por ELISA, siguiendo el

protocolo detallado anteriormente.

En dos de las tres placas de cultivo, las células se recogieron, se lavaron y se
marcaron con anticuerpos especificos para analizar por citometria de flujo. Se
incubaron las células con los anticuerpos diluidos en PBS conteniendo 2% FBS, 0.02%
NaNs; por 30 min a 4°C. Pasado este tiempo, las células se lavaron dos veces por
centrifugacién con buffer FACS a 2000 rpm por 2 minutos. Los anticuerpos utilizados
fueron a-CD11c (N418), -MGL2 (URA-1), -MHC-II (M5/11415.2), -CD80 (16-10A1) y -
CD86 (GL1). Las concentraciones de uso se detallan en el Anexo 2. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo, en un citdmetro BD Accuri C6 (BD
Biosciences) adquiriendo 20.000 células y los andlisis se realizaron utilizando el

software FlowdJo (Version X.0.7).
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Ensayo de estimulacion de linfocitos alogénicos

A partir de un ratéon BALB/c, se extrajo el bazo, se disgregd y los glébulos rojos
fueron lisados con buffer ACK, segun lo descripto anteriormente. Los esplenocitos se
contaron, y se dispensaron en la tercera placa del ensayo de estimulacion, 5.87 x 10°
por pocillo junto con las BMDC estimuladas. Se incubo en cultivo por 5 dias a 37°C
con 5% CO.. Posteriormente, se recogi6 el sobrenadante del cultivo y se midieron IFNy

e IL-10 por ELISA, siguiendo el protocolo detallado anteriormente.

Analisis Bioinformatico

Los analisis de correlacién se realizaron utilizando el programa GEPIA2
(gepia2.cancer-pku.cn) con una base de datos humana de carcinoma de pulmén de
células no pequefias (NSCLC, LUAD) con 483 muestras de tumor de The Cancer
Genome Atlas (TCGA). También se realizaron analisis incluyendo muestras de 1896
pacientes con adenocarcinoma de colon (COAD), recto (READ), pancreas (PAAD),
prostata (PRAD) y estomago (STAD). Los genes analizados fueron clec10a
(codificando para MGL), cd4, cd8a, il10, subunidad alfa del receptor de IL-10 (i/10ra),
subunidad alfa de la integrina X (ifgax, codificante para CD11c) y la molécula de

adhesion plaquetaria y endothelial 1) (pecam1, codificante para CD31).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Prism (Graph-Pad Prism
6.01). Se utilizd el t-test de Student no apareado o el ANOVA de una via, para
determinar la significancia de las diferencias entre grupos. Se considero
estadisticamente significativo un p valor de p<0.05. Los datos son representativos de
al menos dos experimentos individuales. Los asteriscos se correlacionan con la
significancia del resultado, siendo *P < 0.05; ** P <0.01y *** P < 0.001.
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Objetivo 1 - Generacidén de células tumorales murinas que expresen el antigeno
Tn

Para inducir la expresion del antigeno Tn se seleccioné la linea tumoral murina
LL/2 o LLC1, derivada de carcinoma de pulmén de tipo Lewis con fondo genético
C57BL/6. La generacién de las variantes Tn* y Tn" a partir de la linea tumoral parental
LL/2 se realizd la tecnologia Crispr/Cas9. Las células fueron transformadas por
electroporacion con dos plasmidos: uno conteniendo la secuencia codificante para
Cas9 y otro codificando para un ARN guia (small guide RNA) especifico para la dirigir
la actividad nucleasa de Cas9 contra el gen Cosmc. Utilizando el anticuerpo
monoclonal (mAb) especifico 83D4, se analizé por citometria de flujo el nivel de
expresion de Tn. La eficiencia de transfeccion, definida como el porcentaje de células
positivas para la marcacion con el anticuerpo 83D4, fue del 5,1% (Figura 12). Las
células positivas fueron clasificadas utilizando un Sorter Celular y posteriormente
enriquecidas mediante la tecnologia de Single Cell Deposition utilizando el mismo
equipo, depositando entre 1 y 100 células por pocillo. Las variantes fueron analizadas
por citometria de flujo y se seleccionaron en base a su union al anticuerpo 83D4 (LL/2-
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Figura 12 - Citometria de flujo de las células LL/2 post-transfecciéon con el anticuerpo a -Tn 83D4.
Las células se transfectaron con los plasmidos codificantes para la secuencia guia de CRISPR/Cas9
para la chaperona Cosmc, generando células Tn+. Posteriormente, las células se incubaron con el
anticuerpo a-Tn, 83D4, y su reactividad fue analizada por citometria de flujo. A- Sorting de las células
LL/2-H12, las células seleccionadas para sortear se encuentran en el gate P3. B- Sorting de las células
LL/2-F9, las células seleccionadas para sortear se encuentran en el gate P2.
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Figura 13 Citometria de flujo con el anticuerpo a-Tn 83D4. A -
Histograma de intensidad de fluorescencia de las células LL/2-WT, LL/2-
4 i H12 y LL/2-F9. En punteado se observa el control sin anticuerpo. B -
célula depositada Mediana de la intensidad de fluorescencia de la marcacion de 83D4
(Figura 12). De esta relativizada al control negativo (linea punteadas gris en A). Los asteriscos
indican cuando hay diferencia significativa, siendo *p<0.05, segun el test

forma, resulta estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la

. mediana (SEM).
importante  destacar

pocillo con una unica

que las células denominadas LL/2-F9 derivan de una unica célula sorteada, mientras
que las células LL/2-H12 derivan de un enriquecimiento de células Tn* que provienen
de un pocillo donde se depositaron 100 células. De hecho, esto se pone en evidencia
al evaluar la expresién del antigeno Tn en ambas lineas celulares obtenidas. Como se
puede observar en la grafica de citometria de la marcacién con el anticuerpo 83D4
(Figura 13 A), la expresién de Tn en las células LL/2-F9 fue uniforme, viéndose la
poblacién como un pico unico con alta intensidad de fluorescencia, mientras que el
perfil de distribuciéon poblacional de las células LL/2-H12 fue mas heterogéneo (Figura
13 A). Sin embargo, cabe destacar que la totalidad de la poblacién de células LL/2-
H12 fue positiva para la presencia de Tn, aunque con diferentes niveles de expresion,
lo cual resulta en una reactividad del anticuerpo 83D4 similar entre ambas (Figura
13B).

Para profundizar en el analisis de la presencia de Tn, se marcaron las células LL/2-
WT y LL/2-H12 con anticuerpos monoclonales especificos contra el antigeno Tn, pero
cuya especificidad difiere en funcion a los aminoacidos O-glicosilados, como se
muestra en la Figura 14 A (extraida de '**): mientras los anticuerpos 6E11 y 9A7
reconocen preferencialmente un cluster de 3 Tn consecutivos en estructuras STT, SSS
o TTT, el anticuerpo 15G9 reconoce Tn en estructuras SSS, peronoen STTo TTT™
(Figura 14 A). El analisis del reconocimiento de las moléculas Tn* de superficie se

realizdé por citometria de flujo, mostrando que los tres anticuerpos presentaron un
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Figura 14 - Citometria de flujo con anticuerpos a —Tn. A- Figura modificada de Mazal et al 2012, donde
se muestra la especificidad de unién de diferentes anticuerpos monoclonales especificos contra Tn a
péptidos sintéticos formados por secuencias diferentes de treonina o serina, pero conteniendo Tn
triméricos. B- Histograma de intensidad de fluorescencia de las células LL/2-WT y LL/2-H12 marcadas
con los anticuerpos 6E11 (reconocimiento predominante, antigeno Tn en péptidos STT); 15G9 (antigeno
Tn en péptidos SSS) y 9A7 (antigeno Tn en péptidos STT). En punteado se observa el control sin
anticuerpo. C- Media de intensidad de fluorescencia de las células LL/2-H12 relativo a las células LL/2-
WT del reconocimiento de los anticuerpos 6E11, 159G, 9A7 y 83D4.

mayor reconocimiento por las células LL/2-H12 que las células LL/2-WT, pero este
reconocimiento fue mayor con el anticuerpo 15G9 (Figura 14 B). Al comparar la
intensidad de la marcacion de cada uno de estos anticuerpos en las células LL/2-H12,
relativo a la intensidad en la linea parental (LL/-WT), se observé que el anticuerpo
15G9 y el 83D4 son los que presentan una unién mayor a las células LL/2-H12 en

comparacion con la LL/2-WT (Figura 14 C).

Con el objeto de validar que la expresion del antigeno Tn observada en las lineas
LL/2 H12 y F9 correlaciona con la disminucién de la actividad enzimatica de la T-
sintasa (C1GalT1) (Figura 15 A), se realizé un ensayo para evaluar su actividad. Este
ensayo utiliza GalNAc-a-(4-metilumbeliferona) (GalNAc-a-(4-MU)) como sustrato, y
UDP-Gal como donador para formar GalB1-3GalNAc-a-(4-MU)™*°, con lisados
celulares como fuente de la enzima T-sintasa (Figura 15 B). Posteriormente, la enzima
O-glicosidasa (NEB) corta la union glicosidica con la aglicona fluorescente 4-MU, por
lo que se puede medir la actividad de la enzima T-sintasa en funcién a la concentracion
de 4-MU en el medio™® (Figura 15 B). Este ensayo fue realizado utilizando las células
LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se observé que, efectivamente, la actividad de la
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enzima T-sintasa se encuentra significativamente disminuida en un 83% en las células
LL/2-H12, y en un 91% en las células LL/2-F9 (Figura 15 B).

En conclusion, se obtuvieron dos variantes celulares de las células LL/2 que
expresan el antigeno Tn, una de ellas de naturaleza clonal (LL/2-F9), y otra no
clonal (LL/2-H12). A su vez, presentaron un 17% y 9% de la actividad de la enzima
T-sintasa con respecto a las células LL/2-WT, lo que sugiere que la sintesis de
core 1 O-glicanos se encuentra bloqueada, y que la estrategia utilizada fue
exitosa. En este punto es importante destacar que tanto las células LL/2-H12 como el
clon LL/2-F9 fueron obtenidos en momentos diferentes. Esto, junto con las
caracteristicas de los tumores que estas células inducen (resultados que se detallaran
mas adelante), nos condujo a realizar algunos experimentos de forma exclusiva con
las LL/2-H12. En consecuencia, algunos de los resultados que mostraremos en las

proximas secciones no se obtuvieron para el clon LL/2-F9.

A N-
!emc - LW

term 3 LL2-H12
uDP{ | E LL2-F9
GALNTs
C "
16, ——
[] Antigeno Tn
N- Caged 8
term\@\_c © s
term EE, 10 -
UDP< ( =
: , C1GALT1 ’; =
Cosmc L ;
SE ¥ '|'
N Core 1 <
N- LJ
terr—n\@¥ 0- [ |
C-
term
B T-synthase O-Glycosidase
GalNAC-a-(4-MU) — % Galp1-3GalNAC-a-(4-MU)— 3 4-MU
(Non-Fhorescent) ;.0 Gal 309 (en e Galm-*zGaINAc b b

Figura 15 — Actividad de la enzima T-sintasa (C1GALT1). A —-Esquema representativo de los primeros
pasos en el proceso de O-glicosilacion, comenzando por la sintesis del antigeno Tn por las GALNTs, y la
elongacion hacia core 1, mediado por la enzima C1GALT1 cuya actividad es dependiente de la chaperona
Cosmc. B- Esquema representativo del ensayo de actividad de la enzima T-sintasa. El extracto celular
(conteniendo la enzima T-sintasa) se incuba con el sustrato GalNAc-a-4-(MU) junto con el donador UDP-
Gal, para catabolizar la formaciéon de GalB1-3GalNAc a-4-(MU). La O-glicosidasa agregada al ensayo
libera el fluoréforo 4-MU, cuya fluorescencia es directamente proporcional a la actividad de la enzima T-
sintasa de la muestra. C- Actividad de la enzima T-sintasa en las diferentes variantes celulares. Para
calcularla, se utilizé una curva de calibracién con 4-MU, y la actividad se expresé como nM de 4-MU por
ug de proteina total. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa, siendo *p<0.05 segun el
test estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana (SEM).
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Objetivo 2 - Caracterizacion glicofenotipica de las lineas celulares generadas y

analisis estructural de sus N-y O-glicanos por metodologias cromatograficas

Caracterizacion glicofenotipica de las lineas celulares generadas

Debido a la natural complejidad del proceso biosintético de glicoconjugados, y a la
relevancia que poseen para la funcionalidad y desarrollo celular, se ha descripto el
fendmeno de complementacion, en el que la desregulacion de una enzima particular
de estas rutas puede provocar alteraciones en vias laterales, las que modulan el
glicoma de la célula segln las necesidades de la misma'™“. En este sentido, y como

primera aproximacién, evaluamos por PCR cuantitativa la expresion génica de
’a6
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Figura 16 - Expresion de glicosiltransferasas y chaperona Cosmc asociadas al proceso de O-
glicosilaciéon. A — Esquema representativo de los primeros pasos en el proceso de O-glicosilacién, con
las principales enzimas que participan en dicho proceso. B — Expresion relativa de dichas enzimas en las
células LL/2-WT y LL/2-H12. Los niveles de ARNm se relativizaron al gen de expresién constitutiva
GAPDH. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa, siendo *p<0.05 segun el test
estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana (SEM).
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diferentes glicosiltranferasas y chaperona vinculadas con el proceso de O-glicosilacion
(Figura 16 A) en las células LL/2-WT y LL/2-H12, las que podrian alterarse en su
expresion por la mutacion de Cosmc. En este ensayo no se abordd el analisis de la
linea LL/2-F9 ya que en dicho momento no estaba disponible. En particular, se observé
una disminucién en las células LL/2-H12 de la expresién génica de la enzima
sialiltransferasa ST6GalNAc-VI y de la polipeptidil-N-Acetilgalactosaminiltransferasa 1
(Galnt1), un miembro de la familia de las ppGalNAc transferasas responsables de la
formacion de Tn (Figura 16 B). Con respecto a las restantes enzimas estudiadas, como
ST6GalNAc-I, I, Ill, IV, V, core 3 sintasa (B3Gnt6), core 4 sintasa (Gent2 y Gent3) y la
chaperona Cosmc, no se encontraron diferencias significativas en su expresion génica

entre las células estudiadas (Figura 16 B).

En segundo lugar, evaluamos la presencia de estructuras de glicanos en la
superficie celular. Se realizaron marcaciones con lectinas vegetales biotiniladas, que
reconocen glicoepitopes especificos (Tabla 2) presentes en O- y N-glicanos,
ejemplificados en la Figura 17. Al comparar las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9,

O-glicanos

GalNAc  Gal GlcNAc Man NeuSAc

] O . . ’ Bainltaly - N-glicanos

Figura 17 - Esquema representativa de las principales estructuras glicosidicas de O-y N-glicanos
reconocidas por las lectinas vegetales utilizadas en el trabajo. Se utilizé la nomenclatura propuesta
por Varki et al. (2015) para la representacion de los glicanos (leyenda en el extremo inferior). Las
abreviaciones son las siguientes: HPA: Aglutinina de Helix pomatia, VVL: Isolectina B4 de Vicia villosa,
PNA: Aglutinina de Arachis hypogaea, ECA: Aglutinina de Erythrina cristagali, SNA: Aglutinina de
Sacumbus Nigra, Mal ll: Lectina de Maackia amurensis |l, WGA: Aglutinina de Ariticum vulgaris, ConA:
Lectina de Canavalia ensiformis, SBA: Aglutinina de Glycine max, DBA: Aglutinina de Dolichos biflorus,
Jac: Jacalina. En el caso de la union por PNA y Jac a core 1, la unién de Jac se da independiente de la
sialilacién del mismo, mientras que PNA se une solo a la variante desialilada. En naranja se muestra el
sitio de corte de la enzima PNGasa-F.
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Figura 18 - Glicofenotipo de célula LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 por citometria de flujo con
lectinas vegetales. Se incubaron las células con diferentes lectinas biotiniladas, previamente
incubadas con estreptavidina conjugada a un fluoréforo, y se analizaron por citometria de flujo. En la
figura se observa la estrategia de gating, asi como los histogramas de la intensidad de fluorescencia
para cada una de las lectinas estudiadas. Se utilizaron lectinas de reconocimiento de A- GalNAc, B-
Residuos sialilados, C- Galactosa terminal, D- O-glicanos, E- N-glicanos.
se observo una reactividad diferencial de las variantes celulares LL/2-H12 y LL/2-F9
en comparacion con la de las LL/2-WT, lo que sugiere que su glicoma se encuentra
alterado (Figura 18 y 19). Focalizando en la expresion de Tn y complementando los
estudios con anticuerpos especificos, para la deteccion de residuos GalNAc terminales
se usaron cuatro lectinas biotiniladas de diferente especificidad (Tabla 2). Tanto HPA
como VVL reconocen estructuras con a- y f-GalNAc terminal, aunque en el caso de
VVL, tiene una afinidad mayor por a-GalNAc que por B-GalNAc. En cuanto a SBA,
puede reconocer GalNAc en enlaces tanto a como B, y también puede unir Gal

terminales. Por ultimo, DBA Unicamente reconoce a-GalNAc.
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Figura 19 - Glicofenotipo de células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 con lectinas biotiniladas por
citometria de flujo. Se incubaron las células con diferentes lectinas biotiniladas, previamente incubadas
con estreptavidina conjugada a un fluoréforo, Y se analizaron por citometria de flujo. Se graficé la mediana
de la intensidad de fluorescencia para cada una de las lectinas estudiadas. Se utilizaron lectinas de
reconocimiento de A- GalNAc, B- Residuos sialilados, C- Galactosa terminal, D- O-glicanos, E- N-
glicanos. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 segun
el test estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana (SEM).

Particularmente, se observé un aumento en residuos GalNAc terminales
(incluyendo al antigeno Tn), basado en la reactividad de las lectinas VVL y HPA (Figura
18 y 19). Sin embargo, la diferencia en el reconocimiento por la lectina VVL con las
células LL/2-WT fue considerablemente mayor para las células LL/2-H12 que para las
células LL/2-F9 (Figura 18 y 19). En este punto es importante destacar que para la
lectina SBA, se observé una disminucién en el reconocimiento de las células LL/2-H12
en comparacion con las LL/2-WT y las LL/2-F9 (Figura 18 y 19). Finalmente, con la

lectina DBA no se observaron diferencias significativas en su reconocimiento a las
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células LL/2-H12, pero si una disminucion en las células LL/2-F9 en comparacién con
las LL/2-WT (Figura 18 y 19).

A su vez, se observo un aumento en la reactividad con Jacalina (JAC) en las células
LL/2-H12, pero no en las LL/2-F9 (Figura 18 y 19). Esta lectina tiene afinidad por O-
glicanos en general, incluyendo core 1, Tny core 3, pero no es capaz de unir sTn, core
2 o core 6 (Figura 17 y Tabla 2).

Mas alla de los residuos GalNAc terminales, y focalizando en la sialilacion de
glicanos, no se vieron diferencias significativas en sialilacién 2,3 mediante la lectina
MAL Il (Figura 18 y 19) entre ninguna de las lineas celulares. Sin embargo, se observo
una disminucién en sialico a2-6 en las células LL/2-H12 (SNA, Figura 17) con respecto
a la linea parental, sin diferencias significativas entre las células LL/2-F9 y LL/2-WT
(Figura 18 y 19).

Por otro lado, tanto en las células LL/2-H12 como LL/2-F9, se observé un aumento
en la abundancia de (-D-galactosil-(1,3)-N-acetil-D-galactosamina (Gal-B-(1-
3)GalNAc), también conocido como core 1 y B- (1,3)/ B-(1,4)N-acetil lactosamina
(LacNAc) mediante la lectina PNA (Figura 18 y 19 y Tabla 2). Este resultado fue
comparable con el obtenido especificamente para el disacarido (-(1,4)LacNAc,
reconocido de manera especifica por la lectina ECA (Figura 17 y Tabla 2), donde
ambas LL/2-H12 y LL/2-F9 presentan un aumento en su reconocimiento en

comparacion con las LL/2-WT (Figura 18 y 19).

Finalmente, se evalud la presencia de N-glicanos de alta manosa mediante la
lectina ConA (Figura 17 y Tabla 2), detectandose un mayor reconocimiento por las
células Tn* LL/2-H12 y LL/2-F9 (Figura 18 y 19). Por otro lado, no se observaron
diferencias para el reconocimiento por la lectina WGA, que reconoce residuos de
GIcNAc en N-glicanos complejos (Figura 17 y Tabla 2), en las células LL/2-H12
comparadas con las LL/2-WT, pero si un aumento en la union a las células LL/2-F9
(Figura 18 y 19).

A modo de resumen, las células LL/2-H12, en la primera seleccién no clonal,
presentaron un aumento en los residuos de GalNAc presentes en core O-glicanos
(HPA 'y VVL), confirmando el aumento de antigeno Tn por eliminacion de Cosmc. Sin
embargo, este cambio en la O-glicosilacion también afectaria el proceso de «(2,6)
sialilacion (disminuyéndolo), y la biosintesis de N-glicanos, con un aumento de

aquellos de alta manosa (ConA) acompafiado de un aumento de Lactosaminas
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terminales en N-glicanos complejos, evidenciado por el aumento de ECA y de manera
inespecifica, por PNA. Por otro lado, la seleccién clonal de las LL/2-F9 mantiene todos
los cambios descriptos en el glicofenotipo de las células H12, pero evidencia
adicionalmente un aumento de N-glicanos por WGA sin modificar la sialilacion en

ninguna de sus formas.

El aumento en el reconocimiento por PNA, y considerando que su especificidad
primera es por estructuras tipo core 1, nos llevo a realizar estudios adicionales para
verificar que lo que incrementaba el reconocimiento de esta lectina era la interacciéon
inespecifica con a 3(1,4)LacNAc, como evidenciaba ECA, y descartar una posible
presencia de core 1 O-glicanos. Para ello, y considerando que los N-glicanos podrian
ser responsables de este cambio, se utilizé una estrategia de de-N-glicosilacion para
las células H12 mediante tratamiento con PNGasa F (Figura 17), procediendo luego a

glicofenctipificar las células. Para verificar que la de N-glicosilacion fue exitosa, y
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Figura 20 - Reactividad de lectinas con células LL/2-H12 y LL/2-WT luego de la de-N-glicosilacion
por PNGAsa-F. Las células fueron previamente tratadas con PNGasa-F ON a 37°C en agitacion.
Posteriormente las células se lavaron y se incubaron con diferentes lectinas biotiniladas, previamente
incubadas con estreptavidina conjugada a un fluoréforo, y se analizaron por citometria de flujo. Se grafico
la mediana de la intensidad de fluorescencia para cada una de las lectinas estudiadas. A- Histogramas
para cada una de las lectinas estudiadas. En linea punteada se observa el control sin PNGasa para cada
una de las lineas, mientras que el histograma relleno corresponde a las células de-N-glicosiladas. B-
ConA, C- ECA, D- PNA, E- VVL. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001 segun el test estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar
de la mediana (SEM).
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teniendo en cuenta que esta enzima corta tanto N-glicanos de alta manosa como
complejos, utilizamos la lectina ConA (alta manosa) y ECA (LacNAc terminales en N-
glicanos complejos), con las que se observo una disminucion significativa en las
células LL/2-H12, (Figura 20). En efecto, la union de la lectina PNA disminuyo
significativamente al de N-glicosilar las células LL/2-H12 (Figura 20), pero no se
modificé al eliminar los N-glicanos en las células LL/2-WT, indicando que el incremento
en PNA en las células LL/2-H12 esta relacionado al reconocimiento inespecifico de los

residuos LacNac de los N-glicanos.

Notablemente, y como fue observado en otros tipos celulares'®, la eliminacion
de N-glicanos con PNGAsa en las células LL/2-H12 aumenta la exposicion de los
residuos GalNAc presentes en estas células, reflejado por un aumento de intensidad

de sefial con la lectina VVL (Figura 20).

Para complementar el glicofenotipo celular por citometria de flujo, se realizaron
lectin blots con extractos proteicos totales como una primera aproximacién para
identificar aquellas glicoproteinas portadoras de antigeno Tn, utilizando lectinas VVL,
HPA, y SBA). Como se observa en la Figura 21, algunas bandas de los lisados

proteicos de LL/2-H12 y LL/2-F9 fueron predominantemente reconocidas por VVL en
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Figura 21 - Lectin blot de proteinas totales celulares con VVL. Se corrieron 10 pg de proteina en geles
de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
incubaron con la lectina VVL biotinilada. A- Fotografia del blot de VVL. En rojo se observa el marcador de
peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga de actina. B- Graficos de
densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria normalizado a la densitometria
de actina.
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Figura 22 - Lectin blot de proteinas totales celulares con HPA. Se corrieron 10 ug de proteina en
geles de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron con la lectina HPA biotinilada. A- Fotografia del blot de HPA. En rojo se observa el marcador
de peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga de actina. B- Graficos de
densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria normalizado a la densitometria
de actina.
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Figura 23 - Lectin blot de proteinas totales celulares con SBA. Se corrieron 10 ug de proteina en
geles de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron con la lectina SBA biotinilada. A- Fotografia del blot de SPA. En rojo se observa el marcador
de peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga de actina. B- Graficos de
densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria normalizado a la densitometria
de actina.
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Figura 24 - Lectin blot de proteinas totales celulares con WGA. Se corrieron 10 ug de proteina en
geles de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron con la lectina WGA biotinilada. A- Fotografia del blot de WGA. En rojo se observa el
marcador de peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga de actina. B- Graficos
de densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria normalizado a la

densitometria de actina.
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Figura 25 -. Lectin blot de proteinas totales celulares con ConA. Se corrieron 10 ug de proteina en
geles de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas
se incubaron con la lectina ConA biotinilada. A- Fotografia del blot de ConA. En rojo se observa el
marcador de peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga de actina. B- Graficos
de densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria normalizado a la

densitometria de actina.
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comparacion con las proteinas LL/2-WT particularmente entre 75y 100 kDa, alrededor
de 150 kDa y mayores a 250 kDa, este ultimo en las células LL/2-F9 (Figura 21 Ay B).
Para tener una aproximacion cuantitativa de la reactividad de las lectinas, analizamos
las membranas por densitometria, confirmando la mayor reactividad de la lectina VVL
por las células LL/2-H12 y LL/2-F9 (Figura 21 C). Utilizando la lectina HPA, algunas
bandas de los lisados proteicos de LL/2-H12 y LL/2-F9 fueron reconocidas por la
misma en comparacion con las proteinas LL/2-WT, como los de peso molecular
relativo de alrededor 75 y, 150 kDa para la linea LL/2-F9 (Figura 22) verificando la
presencia de Tn en las mismas. A su vez, se pudo observar, tanto en el carril de LL/2-
H12 como de LL/2-F9 (aunque con mayor intensidad en este ultimo) bandas superiores
a 250 kDa reconocidas por HPA, que no se observaron en las células LL/2-WT (Figura
22). En cuanto a la reactividad de las lectinas SBA y WGA sobre los componentes
glicoproteicos de las células estudiadas, no se observaron grandes diferencias (Figura
23 y 24), a exceptuar por el reconocimiento de SBA por LL/2-F9 donde se detecto
levemente una reactividad por componentes mayores a 150 kDa (Figura 23 A 'y B). Sin
embargo, al realizar la curva de densitometria, se detectd un leve aumento de la
reactividad en las lineas Tn* (Figura 23 y 24) Por ultimo, y apuntando al aumento de
N-glicanos de alta manosa observado, se verifico6 un leve aumento en el
reconocimiento de las proteinas de las células LL/2-H12 con ConA, particularmente en
la zona superior a 250 kDa, aunque no hubo componentes glicosilados reconocidos

de forma diferencial entre las lineas Tn* y la LL/2-WT Tn" (Figura 25).

Andlisis estructural de N- y O-glicanos presentes en las lineas celulares generadas

Dadas las diferencias encontradas en el glicofenotipo, que indicaban que la
eliminacién de Cosmc podria estar alterando el N-glicoma ademas del O-glicoma, se
realizaron estudios analiticos para comparar las dos variantes celulares generadas con
las parentales. La estrategia experimental para dichos andlisis se detalla en la Figura
26. Se parti6 de lisados proteicos totales, o preparados enriquecidos en
(glico)proteinas membranarias (Figura 26 A). Para analizar los O-glicanos, se
realizaron dos estrategias de liberacion: a) enzimatica, con la enzima comercial O-
glicanasa (que libera residuos de core 1 y core 3 no sialilados, (Figura 26 C) y b)
quimica, mediante B-eliminacién (Figura 26 D). En el caso de los N-glicanos, los
mismos fueron liberados con la enzima PNGasa F (Figura 26 E). Los N- y O-glicanos
liberados se marcaron con el fluoréforo 2-aminobenzamida (2-AB) (Figura 26 F) y las

muestras se analizaron en un sistema cromatografico liquido de ultra eficacia (UPLC).
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Figura 26 - Esquema de flujo de trabajo para el estudio analitico de glicanos en las variantes celulares
generadas. Se partié de lisados totales o proteinas membranarias purificadas (A). Las mismas fueron
tratadas con DNAsa, reducidas y alquiladas, para posteriormente digerir las proteinas con tripsina (B). Los
glicanos fueron digeridos con sialidasa y O-glicosidasa, para liberar glicanos Core 3y Core 1 (C), expuestos
un medio alcalino fuerte para su B-eliminacion, para liberar O-glicanos totales (D), o digeridos con PNGasa-
F, para liberar N-glicanos totales (E). En cualquiera de los casos, los glicanos fueron marcados con 2-AB (F)
y analizados por HILIC-UPLC-FLR y/o WAX-UPLC-FLR (G). Para la identificacion y analisis de los glicanos
eluidos (H), se recurrié al uso de un estandar de unidades de glucosa (GU), para identificar los glicanos en
bases de datos (www.glycostore.org) y al uso de estandares externos de glicanos conocidos, como N-
glicanos liberados de RNAsa B como estandar externo de alta manosa, Lactosa o GalNAc para O-glicanos
y monosacaridos respectivamente. Finalmente, para confirmar los picos se utilizaron exoglicosidasas
especificas y se volvid a analizar los cromatogramas de las muestras digeridas (l). Para analizar los
monosacaridos, los O-glicanos liberados por B-eliminacion se marcaron con 2-AA (J) y se evaluaron por
HPLC de fase reversa-FLR (K), utilizando estandares externos de monosacaridos para su identificacion.
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utilizando columnas que separan los glicanos segun su carga (WAX) o columna que
los separa segun interacciones hidrofilicas, incluyendo no sélo su carga sino también
su forma y tamario (HILIC)"®? (Figura 26 G). La identificacion de los glicanos se realizé
por relativizacion a un estandar externo (dextran parcialmente hidrolizado), generando
unidades de glucosa (GU), lo que permite independizarse de las variabilidades propias
de la cromatografia y posteriormente, comparar estos valores de GU con aquellas
estructuras depositadas en bases de datos (Glycostore, www.glycostore.org)'%6:1%7
(Figura 26 H). Cuando fue posible, las estructuras fueron confirmadas por digestion
con exoglicosidasas especificas, y los perfiles de digestion también verificados segun
base de datos (Figura 26 H). Finalmente, y para analizar en particular GalNAc, se
utilizé un sistema de identificacién cromatografico de monosacaridos por marcacion
con 2-acido aminobenzoico (Figura 26 J) y se analizé comparando con un estandar
externo de GalNAc (Figura 26 K).

En una primera instancia, se abordé este estudio centrandonos en los O-glicanos
de las células LL/2-WT y LL/2-H12. Si bien la metodologias estructural ideal para la
determinacion de este tipo de modificacion es la espectrometria de masa'®?, la
imposibilidad de enviar las muestras a la Universidad de Davis (California) por las
medidas de aislamiento social, preventivo y obligatorio nos llevé a utilizar dos
aproximaciones metodoldgicas alternativas y diferentes. La primera, centrada en
cuantificar core 1, y considerando que la regulacion del gradiente de elucién en HILIC
permite ver O-glicanos'#®'%", se aplico esta técnica con un gradiente mas suave que el

utilizado para N-glicanos y se utilizaron estandares externos, como core 1 O-glicanos
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Figura 27 - Anadlisis por HILIC-UPLC-FLR de glicanos liberados con O-glicosidasa. A-Perfil
cromatografico de LL/2-WT y LL/2-H12. Se utilizaron O-glicanos de Fetuina desialilada como estandar de
Core 1y Dextrano como estandar de la corrida para delimitar los GU (Unidades de Glucosa). En amarillo
se sefialo el pico correspondiente a Core 1y en verde Core 3. B- Proporcion de abundancia de core 3
sobre la abundancia de core 1, calculadas como el area debajo del cromatograma.
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obtenidos de Fetuina Bovina por tratamiento con O-glicanasa y neuraminidasas. La
segunda, centrada en cuantificar Tn, es necesaria considerando que en HILIC el bajo
tiempo de retencidon del monosacarido GalNAc lo hace dificil de identificar por su
coelucion con el excedente de 2-AB. La identificacién de Tn se aborddé mediante una
cromatografia especifica para monosacaridos, por marcacién con 2-aminobenzoico
(2AA).

Los perfiles de O-glicanos obtenidos por liberacién con O-glicanasa no mostraron
diferencias entre las células LL/2-WT y LL/2-H12 (Figura 27). Sin embargo, se pudo
observar que los niveles de core 1 en la linea parental son bajos, encontrandose una
predominancia de core 3 en dicha linea (Figura 27). En tanto, las LL/2-H12 no
presentan un aumento significativo de estas estructuras (Figura 27). Las células LL/2-
F9 no fueron incluidas en este ensayo. Lamentablemente, los O-glicanos liberados por
reaccion de B-eliminacién fueron muy pocos, probablemente por efecto de la reaccién

de descomposicion de los mismos en medio basico'®? (Figura 28).

En cuanto a la determinacion de la presencia de GalNAc en la metodologia de
analisis para monosacaridos, la misma no fue concluyente, dado que en las muestras
se encontrdé una alta concentracion de Glc y las areas correspondientes al pico de

GalNAc eran minoritarias (Figura 30).

Por ultimo, se caracterizé el N-glicoma de las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9

por tratamiento de los lisados celulares con PNGasa F. Mediante este analisis, se
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Figura 28 - Analisis por HILIC-UPLC de glicanos liberados por B-eliminacién. Perfil cromatografico
de LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/-F9. Se utilizé Fetuina y GaINAc como estandares externos y Dextran como
estandar de la corrida para delimitar los GU (Unidades de Glucosa).
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Figura 30 - Andlisis por HPLC de fase reversa de monosacaridos liberados por B-eliminacion. Perfil
cromatografico de LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/-F9. Se utilizé GalNAc como estandar externo. Se muestra el
porcentaje de abundancia relativa de GalNAc debajo del cromatograma correspondiente.

LL/2-H12

LL/2-F9

500 600 7,00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 17,00 1800 19,00 20,00 21,00 22,00 pyin
T T I I
© ~ © @ =] = N L) i GU

Figura 29 - Identificaciéon por HILIC-UPLC de N-glicanos de proteinas membranarias liberados con
PNGasa F. Perfil cromatografico de LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/-F9 por HILIC-UPLC-FLR. Se utilizé6 Dextran
como estandar de la corrida para delimitar los GU (Unidades de Glucosa). Las estructuras fueron
identificadas mediante comparacion de GU con bases de datos y digestion con exoglicosidas especificas.
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confirmé que, efectivamente, las células
LL/2-H12 presentan un N-glicoma diferente
al de las células LL/2-WT, encontrando un
aumento en glicanos de alta manosa que
correlaciona con los cambios observados en
el glicofenotipo (reactividad con ConA), asi
como una disminucién en la proporcién de
N-glicanos sialilados, lo que podria
relacionarse tanto con la disminucién en
SNA como con los aumentos en el pegado
de ECAy PNA (Figura 29Figura 31y 31). En
cuanto a las células LL/2-F9, no se
observaron diferencias significativas en la
proporcion de alta manosa o residuos
sialilados en comparacién con la linea
parental LL/2-WT (Figura 29y 31), validando

nuevamente los resultados del glicofenotipo.

En conclusion, el analisis estructural
permitié confirmar las diferencias en N-
glicanos evidenciadas por el
glicofenotipo, poniendo de manifiesto la
relevancia de los posibles mecanismos

compensatorios.
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Figura 31 - Porcentaje de residuos de N-
glicanos de Alta manosa (A) y de residuos
sialilados (B). Los porcentajes fueron
calculados por el porcentaje del area debajo
de los cromatogramas analizados por HILIC-
UPC-FLR de los N-glicanos de membrana
liberados con PNGasa-F y tratados con
neuraminidasa. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05,
**p<0.01 segun el test estadistico one-way
ANOVA. Las barras representan el error
estandar de la mediana (SEM).
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Objetivo 3 - Analisis de la replicacion e invasion celular in vitro de
crecimiento celular de la linea tumoral Tn*

Para determinar si las alteraciones generadas en las células LL/2 obtenidas

resultan en cambios en el crecimiento celular o en las capacidades migratorias de las

células, se realizaron ensayos para medir la replicacion y la invasion celular in vitro.
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Figura 32 - Morfologia de las variantes celulares generadas. Imagenes tomadas de microscopia a

campo claro para visualizar la morfologia celular de las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. La barra

negra representa 50 nm.

En primera instancia, se analizé la morfologia de las células, no encontrando

grandes diferencias entre las mismas, aunque pareceria que las células LL/2-H12

presentaron una forma un poco mas alargada que la parental y la LL/2-F9 (Figura 32).
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Figura 33 - Ensayo de proliferacion celular con MTT. Se
plaquearon concentraciones seriadas de células LL/2 y se
las dejé incubando ON en la estufa de cultivo. Se agrego
MTT y se las incubd por 4 horas a 37°C. En la grafica se
observa la absorbancia del producto reducido del MTT a
570 nm en funciéon al numero de células plaqueadas
inicialmente. Los asteriscos indican cuando hay diferencia
significativa: *p<0.05. Los asteriscos verdes representan
diferencia entre LL/2-WT y LL/2-H12, violetas entre LL/2-
WT y LL/2-F9 y naranjas entre LL/2-H12 y LL/2-F9 segun el
test estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el
error estandar de la mediana (SEM).

Posteriormente, se realizaron
ensayos de proliferacion a través
de la viabilidad

celular utilizando el ensayo por

la medicion de

metabolismo de MTT. Se cultivaron
diferentes dosis de células por 48
horas y posteriormente se evalué la
viabilidad celular. Como se ve en la
Figura 33, tanto las células LL/2-F9
LL/2-H12

presentaron una leve disminucion

como las células
en su tasa de crecimiento celular en
comparacion con las células LL/2-
WT. Sin
comportamiento de
LL/2-H12 fue diferente al de las
LL/2-F9, ya que las células LL/2-
H12

significativas con las LL/2-WT a

embargo, el

las células
diferencias

presentaron
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bajas concentraciones
celulares, mientras que
las LL/2-F9 presentaron
menor proliferacion o

tasa de crecimiento

celular a altas
concentraciones
celulares en

comparacion con las
células LL/2-WT (Figura
33).

En segundo lugar,
se evalud la capacidad
de las células de formar
colonias en un medio
con baja concentracion
celular, y por lo tanto

baja concentracion de
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Figura 34 - Ensayo de formaciéon de colonias. Se plaquearon 500
células LL/2 en placas de 100 mm y se incubaron a 37°C en la estufa de
cultivo durante 10 dias en medio completo. Posteriormente, se retird el
medio de cultivo y las células se tifieron con una solucién de cristal violeta
por 20 minutos a temperatura ambiente. Las unidades formadoras de
colonias se contaron manualmente. A- Imagenes representativas de las
placas tefiidas con cristal violeta. B- NUmero de unidades formadoras de
colonias en las diferentes variantes celulares. Se realiz6 el test estadistico
one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana
(SEM).

factores secretados. Este tipo de experimentos se puede asociar a la capacidad

metastasica de las células tumorales'®®. 500 células fueron incubadas durante 10 dias

y posteriormente se detectaron los islotes celulares por tincion con Violeta de cristal.
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Figura 35 - Ensayo de curacion de herida (wound healing). Se plaquearon 1x108 células por pocillo en

placas de 6 pocillos, y se las

incubd hasta que alcanzaron confluencia. Posteriormente, se realizé una

herida en la monocapa con una punta de micropipeta de 200 ul y se cultivaron en medio de cultivo con
2% de FBS. Se sacaron fotos a 0, 24, 48 y 72 horas en un microscopio de epifluorescencia y se determin6
la superficie libre de células utilizando el software Image J. A- Imagenes representativas d tomadas a las
0 y 48 horas. B- Porcentaje del area de la herida de la monocapa a 0, 24, 48 y 72. Se realizo el test
estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana (SEM).
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Como se observa en la Figura 34, no se encontraron diferencias significativas entre

las lineas celulares obtenidas y la parental (WT).

Por otro lado, se pasd a evaluar las capacidades migratorias de las células
tumorales. Para esto, en primera instancia, se realizé un ensayo de curacion de herida
(wound healing), en el cual se le realiza una herida a la monocapa celular con una
punta de pipeta, y se analiza cada 24 horas el porcentaje del area cerrada en
comparacion con la hora 0. Como se aprecia en la Figura 35, no se encontraron
diferencias significativas en la capacidad migratoria de las células Tn* obtenidas en

relacion con la parental al realizar este ensayo.

Por ultimo, se evalud la

e 15+ . , .
* capacidad invasiva de las

LL2 WT

'l' células in vitro, utilizando

10- transwells (o insertos) con
una membrana con poros
de 8 um, recubiertos con
una capa de colageno. Las

células se sembraron sobre

Células invasoras/campo

LL2 H12

esta capa de colageno y se

S . LL2-WT enfrentaron a un gradiente
; = LL2-H12

en la concentracion de FBS.
Figura 36 - Ensayo de Invasién celular. Se utilizaron insertos .
(transwells) de cultivo celular con poros de 8 micras en placas de 24 Posteriormente, se contaron
pocillos cubiertos con 100 pl de 1 mg/ml de colageno. Se agregaron . .
500 pl de medio de cultivo completo a la parte inferior del pocillo. Las el nuamero de células que
células LL/2 se plaquearon en la parte superior del inserto a una atravesaron la capa de
concentracion de 1x105 células por pocillo, en medio libre se FBS,
generando de esta forma un gradiente de la concentracién del colageno, marcadas en la
mismo, y se incubaron a 37°C por 48 h. Posteriormente, las células
en el lado inferior del inserto se tifieron con cristal violeta por 20 Figura 36 de  forma
minutos a temperatura ambiente. A — Imagenes representativas .
tomadas por microscopia de campo claro a las células invasoras. Las  representativa con flechas
flechas rojas indican ejemplos de las células que se contabilizaron.
B - Numero de células invasoras por campo analizado en las células
LL/2-WT y LL/2-H12. Los asteriscos representan diferencia
significativa, siendo *p<0,05 segun el test estadistico one-way
ANOVA. Las barras representan el error estandar de la mediana en este ensayo se
(SEM).

rojas. Debido a la baja

disponibilidad de transwells,

evaluaron Unicamente las
células LL/2-WT y LL/2-H12. Se encontré una mayor capacidad invasiva para las

células LL/2-H12 en relacion con las células parentales LL/2-WT (Figura 36).

En conclusion, las variantes celulares Tn* generadas presentaron
unicamente diferencias con las células parentales en la tasa de proliferacion

celular (menor a la LL/2-WT) y en la invasion celular (mayor a la LL/2-WT).
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Objetivo 4 - Evaluacion del crecimiento tumoral de las lineas Tn*y Tn-en
un modelo tumoral pre-clinico

Posteriormente, pasamos a realizar una caracterizacién de las lineas celulares Tn*
obtenidas in vivo, con énfasis en el estudio de su capacidad de generar tumores de
implantacién subcutanea y la caracterizacion inmunolégica del microambiente tumoral.
Para evaluar el crecimiento tumoral y la respuesta inmunoldgica, se inocularon
200.000 células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 en el flanco izquierdo de ratones

singénicos. El crecimiento tumoral se evalué midiendo los tumores cada 2 o 3 dias

. ’ 3
durante el ensayo y calculando el volumen de los mismos con la formula v = ZETH

(Ta * r,,z), siendo r, el radio mayor y r, el radio menor. Como se observa en la Figura
37, las células LL/2-H12 generaron tumores de mayor tamafo que los generados por
la linea parental, durante el periodo de tiempo analizado, observandose diferencias
significativas a partir del dia 21 post-inoculacion de las células tumorales. Las células

LL/2-F9 también presentaron un mayor crecimiento tumoral que las LL/2-WT,
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Figura 37 - Crecimiento tumoral en ratones inoculados con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-
F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. El tamafio tumoral se registré midiendo el
didmetro mayor y menor de los tumores cada 2-3 dias. El volumen tumoral se calculé como V=(4/3)m(R.r2).
Ay B- Volumen tumoral en funcion a los dias post inyeccion de los diferentes ratones de cada uno de los
grupos. C- Promedio del volumen tumoral en funcién a los dias post inyeccién. D- Masa de los tumores
post diseccion. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001,
**** n<0.0001. En C, los asteriscos verdes representan diferencia entre LL/2-WT y LL/2-H12, violetas entre
LL/2-WT y LL/2-F9 y naranjas entre LL/2-H12 y LL/2-F9 segun el test estadistico one-way ANOVA. Las
barras representan el error estandar de la mediana (SEM).

90



Resultados

40000 - .
g ™
% 30000 -
H e
E ®
—
3 20000+ o 3%
2 %
T « T
(TN
10000 —o- &)
= oy ®o¢
0
. LL2-WT 3 LL2-H12 / LL2-F9

Figura 38 - Expresion del antigeno Tn en tumores
de ratones inoculados con las células LL/2-WT,
LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células
s.c. en ratones singénicos. Post sacrificio del animal,
los tumores fueron disgregados para formar una
suspension celular. La misma se incubé con buffer de
stripping para eliminar los anticuerpos murinos
adheridos a las células tumorales. Las células se
marcaron con anticuerpo anti-Tn (83D4) y anti-CD45.
Se analiz6 la media de la intensidad de fluorescencia
del 83D4 en las células CD45-. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01

obteniendo diferencias significativas a
partir del dia 25, aunque el tamafio
tumoral fue intermedio al de la linea
parental (WT) y las células LL/2-H12
(Figura 37 A, By C).

También evaluamos la masa de los
tumores al momento de su extirpacion,
encontrando un aumento significativo de
la masa de los tumores provenientes de
las células LL/2-H12 en comparacion
con aquellos generados por las células
LL/2-WT. Sin embargo, no se vieron
diferencias significativas en la masa de
los tumores generados por las células

LL/2-F9 a pesar de visualizarse una

segun el test estadistico one-way ANOVA.

clara tendencia a un mayor tamano
(Figura 37 D).

Por otro lado, para confirmar si la expresion del antigeno Tn se mantenia in vivo,

se evalué su expresion en las
células provenientes de los tumores
disgregados. Para ésto, las mismas
fueron marcadas con el anticuerpo
a-CD45 y a-Tn (83D4), y se analiz6
la media de la intensidad de

fluorescencia del anticuerpo 83D4
en las células CD45 . Se encontro

que en los tumores LL/2-H12, las
células CD45 tienen una mayor

expresion de Tn que las células de
los tumores LL/2-WT, pero no se
encontraron diferencias

significativas con las células

provenientes de los tumores LL/2-F9

o
1

*k

- VT PBS
-~ H12PES

[=;]
1

MMP activity (RFU/mg prot total)
[ ] F N

(=]

[=]
[~
[=]
F-9
[=]
[=1]
[=]

tiempo

Figura 39 - Actividad de metaloproteasas (MMP) en
tumores de ratones inoculados con las células LL/2-
WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en
ratones singénicos. Post sacrificio del animal, los tumores
fueron disgregados y el medio de disgregacion se utilizé
para medir la actividad de metaloproteasas en un ensayo
de FRET, y se calcul6 su actividad como las unidades de
fluorescencia relativa por mg de proteina total. En ensayo
se realizd a un tiempo final de 1 hora, realizando
mediciones cada 5 minutos. Los asteriscos indican cuando
hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01 segun el test
estadistico one-way ANOVA. Las barras representan el
error estandar de la mediana (SEM).
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(aunque hay una tendencia a una mayor expresion de Tn) (Figura 38).

Por otro lado, debido a las diferencias encontradas en los ensayos de invasion in
vitro, se evalud la actividad de metaloproteasas (MMP) provenientes del medio de
disgregacién del tumor. Sin embargo, no se observé una correlacion positiva entre la
capacidad invasiva de las células LL/2-H12 y la actividad de MMP del microambiente
tumoral, e incluso se observé una disminucién significativa de dicha actividad en LL/2-

H12 a tiempo final del ensayo en comparacién con las células LL/2-WT (Figura 39).

En conclusion, las células LL/2-H12 generaron tumores de mayor tamaino que
las células LL/2-WT, con una mayor expresion de Tn post-diseccion de los
mismos. Por otro lado, las células LL/2-F9 generaron tumores de tamaio
intermedio entre la linea parental (WT) y la LL/2-H12 con una tendencia no

significativa de mayor expresién de Tn.
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Objetivo 5 - Analisis inmunolégico a nivel local y sistémico de ratones
con tumores Tn*

Para evaluar la respuesta inmunoldgica en el microambiente tumoral y en los
organos linfoides drenantes asociados al tumor, se realizaron analisis por citometria
de flujo de las células provenientes de los tumores, bazo y los ganglios drenantes al
tumor en los animales inoculados con las células tumorales con el fin de identificar

diferentes poblaciones de leucocitos.

Analisis inmunoldgico en el microambiente tumoral

Comenzando con el analisis de las células inmunes infiltradas en el microambiente
tumoral, se observé una disminucion del porcentaje de células CD45" infiltrantes en
los tumores provenientes de la inoculacion de las células LL/2-H12 y en el numero de

dichas células relativo al numero de células tumorales, en comparaciéon con los
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Figura 40 - Analisis de las células CD45* en microambiente tumoral de ratones inoculados con las
células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células marcadas con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos, A- Estrategia de gating B- Porcentaje de células CD45* y nimero
de células CD45* en funcién al nimero de células tumorales. C- Porcentaje de células MGL2*/CD45* y
numero de células MGL2*/CD45* en funcion al nimero de células tumorales D- Expresion de IL-10 en
células MGL2*/CD45* E- Expresion de TGFB en células MGL2*/CD45* . Los asteriscos indican cuando
hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. segun el test estadistico one-
way ANOVA.
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tumores LL/2-WT y LL/2-F9 (Figura 40 B). A su vez, se observo un aumento en el
porcentaje de células CD45* que expresan el receptor MGL2 en los tumores LL/2-H12
en comparacion con los LL/2-WT y LL/2-F9 (Figura 40 C). Por otro lado, se analizé la
expresion de IL-10 y TGF en las células CD45* MGL2", encontrando un aumento en
la expresion de IL-10 de dichas células en los tumores de LL/2-H12, en comparacion
con los LL/2-WT y LL/2-F9 (Figura 40 D). Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas en la expresion de TGF[3 en ninguno de los grupos (Figura 40 E).

A continuacién, se evalué el infiltrado de células mieloides presentadoras de
antigeno profesionales, macrofagos y células dendriticas. Para ello utilizamos
anticuerpos especificos de CD11c y F4/80. En esta instancia, resulta pertinente aclarar
que en el microambiente tumoral no se observaron poblaciones simple positivas
CD11c* F4/80 o CD11c F4/80%; en su lugar se observé una Unica poblacion positiva
para ambas moléculas (Figura 41 A). Se encontré un aumento en el porcentaje de
células CD45/CD11c* F4/80" en el microambiente tumoral de los tumores de LL/2-
H12 en comparacion con los LL/2-WT y LL/2-F9 (Figura 41 B), aunque una disminucion
en su numero relativo al numero de células tumorales en comparacion con las LL/2-
WT. Por otro lado, estas células presentaron una mayor expresiéon del receptor MGL2
que las células de los tumores LL/2-WT (Figura 41 C). Sin embargo, la expresién de
MGL2 en las células CD11c* F4/80" de los tumores LL/2-F9 fue heterogénea, no

observandose diferencias significativas con ninguno de los demas grupos (Figura 41
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Figura 41 - Analisis de las células presentadoras de antigeno mieloides en microambiente tumoral
de ratones inoculados con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células
s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células
marcadas con anticuerpos especificos conjugados a fluoréforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje
de células CD11c+ F4/80+/CD45+.y numero de células CD11c+ F4/80+/CD45+ relativo al numero de
células tumorales. C- Expresion de MGL2 en células CD11c+ F4/80+/CD45+ Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 y ****p<0,0001 segun el test estadistico
one-way ANOVA.
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LL2 WT

LL2 H12

CD11c MGL2 CD11c MGL2 Composite

Figura 42 - Imagenes de cortes histolégicos de tumores de LL/2-WT y LL/2-H12 marcados con a-
CD11c y a-MGL2. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del
animal, los tumores fueron extirpados y congelados. A partir de cortes histoloégicos de los mismos, se
marcaron con anticuerpos especificos para CD11c (rojo) y MGL2 (verde) y se realizd la contra tincion de
los nucleos con DAPI. Las imagenes fueron tomadas a 20x por microscopia confocal. Las barras
corresponden a 50 nm.

Para confirmar la presencia de estas células, analizamos por microscopia confocal
las células CD11c* y MGL2" en cortes histologicos tomados de tumores provenientes
de animales inoculados con las células LL/2-H112 y LL/2-WT. Como se muestra en
imagenes representativas en la Figura 42, se encontré6 un mayor infiltrado CD11c* y
MGL2" en los tumores provenientes de LL2-H12. Ademas, se observé una co-
localizacion de las células CD11c* y MGL2* (Figura 42), indicando un mayor
reclutamiento de células CD11c* que expresan MGL2 en los tumores Tn* provenientes

de la inoculaciéon de LL/2-H12 en relacién con los de LL2-WT.

Por otro lado, se evalué el porcentaje de células NK infiltrantes en los tumores,
definidas como células CD49*/CD45*. Como se observa en la Figura 43, en los
tumores provenientes de células LL/2-H12 se determind una disminucion significativa
del porcentaje de células CD49*/CD45" infiltrantes en relacion con los tumores
provenientes de las células parentales LL/2-WT (Figura 43 B), aunque no se
observaron diferencias significativas en su numero relativo al numero de células
tumorales (Figura 43 B). En el caso de los tumores LL/2-F9, no se observaron
diferencias significativas ni con los tumores LL/2-WT ni LL/2-H12 (Figura 43 B), A su
vez, se evalud la expresion de IFNy en las células CD49%/CD45", no encontrando

diferencias entre los grupos (Figura 43 C).
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Figura 43 - Analisis de las células NK en microambiente tumoral de ratones inoculados con las
células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células marcadas con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos. A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD49b*/CD45"y
numero de células CD49b*/CD45 * relativas a las células tumorales C- Expresion de IFNy en células
CD49b*/CD45*. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05 segun el test
estadistico one-way ANOVA.
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Figura 44 - Analisis de las células T CD3* CD4* en microambiente tumoral de ratones inoculados
con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células marcadas con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos. A- Estrategia de gating B-Porcentaje de células CD4* /CD3* y
numero de células CD4*/CD3* relativas a las células tumorales. C- Expresién de IL-10 en células CD4*
/CD3* D- Expresion de IL-4 en células CD4*/CD3* E- Expresion de FoxP3 en células CD4*/CD3*. Los
asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01 segun el test estadistico one-way
ANOVA.
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Posteriormente, se analizo el infiltrado linfocitario en el microambiente tumoral.
Comenzando con los linfocitos T CD4+ (CD4+/CD3+) se observo un aumento en el
porcentaje de dichas células en el microambiente tumoral de los tumores LL/2-H12 y
en comparacion con los tumores LL/2-WT (Figura 44 B) aunque una disminucién en
su numero relativo al nUmero de células tumorales (Figura 44 B). También se observo
un aumento en la expresion de IL-10 en las células T CD4+ de los tumores LL/2-H12
en comparacion con los tumores LL/2-WT y LL/2-F9 (Figura 44 C). En cuanto a los
tumores LL/2-F9, no se observaron cambios significativos en el porcentaje de células
T CD4+ infiltrantes al compararlo con los tumores LL/2-WT, ni en la expresion de IL-
10 de dichas células (Figura 44 B y C). Por otro lado, se evalué la expresion de IL-4
(Figura 44 D) y FoxP3 (Figura 44 E) en las células T CD4*, no observandose
diferencias significativas entre los grupos.

A su vez, se analizé el infitrado T CD8"* (definido como CD8/CD3*) en el

microambiente tumoral. En los tumores LL/2-H12 se observé un aumento en el
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Figura 45 - Andlisis de las células T CD3* CD8* en microambiente tumoral de ratones inoculados
con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células marcadas con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos. A- Estrategia de gating B-Porcentaje de células CD8* /CD3*y
numero de células CD8*/CD3" relativas a las células tumorales. C- Expresion de IL-10 en células CD8*
/CD3* D- Expresion de IL-4 en células CD8*/CD3* E- Expresién de FoxP3 en células CD8*/CD3*. F-
Expresion de IFNy en células CD8* /CD3*. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun el test estadistico one-way ANOVA.
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porcentaje de células T CD8" infiltradas en comparacion con los tumores LL/2-WT y
LL/2-F9 (Figura 45 B) aunque no se observaron cambios en su numero en relacion al
numero de células tumorales (Figura 45 B). En cuanto a la expresion de IL-10 de dichas
células, se encontré un aumento en las células provenientes de los tumores LL/2-H12
en comparacion con las LL/2-WT y LL/2-F9, y una disminucion en la expresion de IL-
10 de las células T CD8 de los tumores LL/2-F9 al comparar tanto con las LL/2-H12
como las LL/2-WT (Figura 45 C). Por otro lado, no se encontraron diferencias
significativas en la expresién de IL-4 (Figura 45 D), FoxP3 (Figura 45 E) e IFNy (Figura
45 F).

Por ultimo, se evaluaron las células NKT, definidas como la poblacién CD3*
NK1.1*. En este caso, se encontré6 un aumento en el porcentaje de dichas células
infiltradas e los tumores LL/2-H12 al comparar con los tumores LL/2-WT (Figura 46 B)
aunqgue no se observaron diferencias en su nimero relativizado al numero de células
tumorales. Mas alla de la tendencia al aumento en el numero de células infiltrantes
CD3* NK1.1* en los tumores LL/2-F9 comparadas con los tumores LL/2-WT, esta

diferencia no fue significativa (Figura 46 B).

1258

o
: CD3*NK1.1*
| L¥
T g 3
Q g < 3 ‘
| £ g4 G on g '
° P (] «~§=
e O "3
o 1 T T T - T T T ‘:5-umlnmmumluulllnnnmmlml
%9504 £.000.000 10.000.000 16.777.21 0 5000000 10.000000  15.978.301 D ot a2 a3 el B B e
FSC-A FSC-A NK1.1-PE
B
25-
* $ 1500
+ 204 ® L] S
- ° . - g ) - LL2-WT
X 150 o = oo T 2% . 0 LL2-H12
% - o o Zo * L. e E LL2-F9
104 ° ° + 8
8 —ea o Q 2 sof{_* - L
‘@
2 5] % ©o °® ¢
) . °
oL 0@ g ol o 00

Figura 46 - Analisis de las células NKT en microambiente tumoral de ratones inoculados con las
células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados y las células marcadas con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos, A- Estrategia de gating B-Porcentaje de células CD3* NK1.1*y
nuamero de células CD3* NK1.1* relativas a las células tumorales. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa: *p<0.05. segun el test estadistico one-way ANOVA.
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Para complementar los estudios de poblaciones inmunolégicas por citometria de
flujo, se analiz6 la expresion de diversas citoquinas o moléculas asociadas a la
respuesta inmune por gRT-PCR a partir de ARNm total aislado de tumores de LL/2-
WT y LL/2-H12. Aunque no se observaron diferencias significativas en los niveles de

ARNm de las moléculas analizadas, es importante destacar que se detecté una
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Figura 47 - Analisis de expresion génica de citoquinas y moléculas asociadas a la respuesta
inmune en el microambiente tumoral de ratones inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12.
Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del animal, se extrajo el
ARN total de los tumores. EI ARN se retro-transcribié a ADNc y este fue utilizado como molde para realizar
las gqRT-PCR. Se evaluaron diversos genes de citoquinas, receptores y moléculas asociadas a la
respuesta inmunoldgica, En las graficas se muestra la abundancia de el gen correspondiente, relativizada
al gen housekeeping GAPDH. Se realizaron analisis estadistico utilizando el test one-way ANOVA. Con
asteriscos se indican los genes que dan una tendencia a aumentar en las muestras correspondientes a
LL/2-H12.
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tendencia al aumento de la expresiéon génica de TGFB, PD-L1, MGL1, MGL2, FoxP3

e ICOS (sefialados con asteriscos en la Figura 47), asi como una disminucion de IFNy

en las muestras provenientes de tumores LL/2-H12 con respecto a los LL/2-WT (Figura

47).

Analisis inmunoldgico en ganglios drenantes

Para el estudio de los ganglios drenantes al tumor, se realizaron pools de los
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Figura 48 - Andlisis de las células presentadoras de antigeno en
ganglios drenantes de tumores de ratones inoculados con las
células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 y ratones naive. Se inocularon
200.000 células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del
animal, los ganglios fueron disgregados y se realizé6 un pool de los
las células con anticuerpos especificos
conjugados a fluoréforos, A- Estrategia de gating B- Porcentaje de
células MGL2*/CD45*. C- Porcentaje de células F4/80*CD11c*/CD45*.
D- Porcentaje de células MGL2*/F4/80*CD11c*CD45*. E- Expresion de
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**p<0.01,

mismos para marcar

hay diferencia significativa:

e | w
ot a
' ~ B
-
O
=
j i Pl T 1 :‘_‘07 = V'J i e
F4/80-APC F4/80-APC
C
o 60
< 33
(=] T E—
—
L .
o 40{_9¢
-
a .
(]
+_ 20- 250
S -
hd
3 0
E
£~ 4000+ .
w0 [ ——
3
~ © ¢
-l +. 3000
[C) 8 .
E - ° Y
Lo
= g 2000 _ .
© d ®
= oY o
W 1000

*p<0.05,

5371208

CD45-FITC

TTTE T T T T T YT T
w3 WA S BB

CD11c-PECy7

**%0<0,001

****n<0,0001 segun el test estadistico one-way ANOVA.

ganglios debido al bajo
numero celular obtenido
en cada uno de ellos por
separado. A su vez, se
incorpor6 al  estudio
ratones naive (sin tumor)
En

se

como controles.

primera  instancia
evaluo el porcentaje de
MGL2*/CD45".

se

células
Sorpresivamente,
observé que los ratones
LL/2-WT

presentaron un aumento

con tumores
en el porcentaje de las
células CD45* MGL2" en
comparacion con los
restantes grupos (Figura

48 B). Por otro lado, se

evaluaron las células
presentadoras de
antigeno F4/80* CD11c",
encontrandose un
aumento en esta

poblacion celular en los
ratones inoculados con
LL/2-WT (Figura 48 C). A
se evaluo el

de

dentro de

su vez,
porcentaje células

MGL2* las

100



Resultados

células presentadoras de antigeno (Figura 48 D) y la expresion de este receptor en
dichas células (Figura 48 E), encontrandose diferencias significativas en la media de
fluorescencia de MGL2 en las células F4/80" CD11c* en los ratones inoculados con
las células LL/2-F9 comparado con los ganglios de los ratones inoculados por las
células LL/2-WT (Figura 48 E).

También se evaluaron las poblaciones linfocitarias CD4* y CD8" en los ganglios
drenantes del tumor, no observandose diferencias en el porcentaje de células CD3"*
CD4* o0 CD8" en los ganglios, ni en la expresion de IL-10, IL-4 o FoxP3 en los linfocitos
T CD4* o CD8" de los diferentes grupos (Figura 49 y 50).

Analisis inmunolégico en bazo

Por dltimo, se analizaron las poblaciones de células inmunes en los bazos de
animales con tumores. Este analisis se realizé en animales inoculados con las células
LL/2-WT y LL/2-H12, dado a que corresponden a un experimento previo al mostrado

en las figuras anteriores, donde no se inocularon las células LL/2-F9. En primer lugar,
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Figura 49 - Analisis de las células T CD4 de antigeno en ganglios drenantes de tumores de ratones
inoculados con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 y ratones naive. Se inocularon 200.000
células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del animal, los ganglios fueron disgregados y se
realizé un pool de los mismos para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados a
fluoréforos. A- Estrategia de gating B- Porcentaje de células CD4*/CD3*. C- Expresion de IL-10 en células
CD4+*/CD3*. D- Expresion de IL-4 en células CD4*/CD3*. E- Expresion de Foxp3 en células CD4*/CD3*.
Se realizo el test estadistico one-way ANOVA.

101



Resultados

SsC

Wrem smmm wwomo waesm

FSC-A

B
30+

254

204

% CD8"/CD3*

15+

-
o

T
2000000 4£00.000

FSC-A

o
@
(=]
=]
=1

1

40004

30004

MFI IL-4
(CD8* /CD3%)

2000

-

L]
L
L] [ ]

 } '!5
T
g I || B
< % w3
L f o
8 4 = a 1
O 1y O 1
THii: T T T TR T T RN e AT
NK1.1-PE CD4-PECY?
C 5000+
-~ 4000 ®
+
< .
3 o 3000+ e
iy e
LEL g 00—,
. —_
= 1000
. LL2-WT
0 = LL2-H12
E  s00. = LL2-Fo
[ Naive
oy 20001 oo
o 2 *
x O 1500] ®* — —
o Q _—
(i _ .
— oo 1000
L A Y
= e ¢ °

o

=]

Q
1

- 0

Figura 50 - Analisis de las células T CD8 de antigeno en ganglios drenantes de tumores de ratones
inoculados con las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 y ratones naive. Se inocularon 200.000
células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio del animal, los ganglios fueron disgregados y se
realizé un pool de los mismos para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados a
fluoréforos. A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD8*/CD3*. C- Expresion de IL-10 en células
CD8*/CD3*. D- Expresién de IL-4 en células CD8*/CD3*. E- Expresion de Foxp3 en células CD8*/CD3*.
Se realiz6 el test estadistico one-way ANOVA.
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Figura 51 - Analisis de las células mieloides presentadoras de antigeno en bazos de ratones
inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones
singénicos. Posterior al sacrificio del animal, los bazos fueron disgregados para marcar las células con
anticuerpos especificos conjugados a fluordforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células
MGL2+/CD45*. C- Porcentaje de células CD11c*/CD45* D- Expresion de MGL2 en células CD11c*/CD45*
E- Porcentaje de células F4/80*/CD45* F- Expresién de MGL2 en células F4/80*/CD45*. Los asteriscos
indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01 segun el test estadistico one-way ANOVA.
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+

se analizaron las células presentadoras de antigeno de tipo mieloide (CD11c
F4/80" o CD11c F4/80%). No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de células CD45* MGL2" entre los ratones inoculados con células LL/2-WT y LL/2-H12
(Figura 51 B). En cuanto a las células CD11c*, se observé una disminucion en el
porcentaje de células CD45* CD11c" en los bazos de ratones inoculados con células
LL/2-H12 comparadas con las LL/2-WT (Figura 51 C), asi como un aumento en la
expresion de MGL2 en estas células (Figura 51 D). Por otro lado, no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de células CD45" F4/80* (Figura 51 E), ni en
la expresion de MGL2 (Figura 51 F).

En segundo lugar, se analiz6 el porcentaje de células T CD4" en bazo (Figura 52
B), asi como la expresion de IL-10 (Figura 52 C), IL-4 (Figura 52 D), TGF( (Figura 52
E) y FoxP3 (Figura 52 F), no observandose diferencias significativas en ninguno de

estos parametros analizados.

Analisis inmunoldgico en suero
Al analizar los niveles de citoquinas en suero por ELISA, observamos que los
ratones con tumores LL/2-H12 presentan un aumento en la relacién de los niveles de

IL-10 en funcion a IFNy en comparacion con los WT (Figura 53).
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Figura 52 - Analisis de las células T CD4* en bazos de ratones inoculados con las células LL/2-WT
y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Posterior sacrificio del animal, los
bazos fueron disgregados para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados a fluoréforos.
A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD4*. C- Expresion de IL-10 en células CD4* D-
Expresion de IL-4 en células CD4*. E- Expresion de TGFf en células CD4*. F- Expresion de FoxP3 en
célulasCD4*. Se realiz6 el test estadistico one-way ANOVA.
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Figura 53 - Relacion IL-10/IFNy en
suero de ratones inoculados con
las células LL/2-WT y LL/2-H12 por
ELISA. Se inocularon 200.000 células
s.c. en ratones singénicos. Justo
previo al sacrificio del animal, realizd
una la extraccion de sangre, y se
centrifugd para obtener el suerpo.
Mediante kits ELISA de deteccion de
IL-10 e IFNy se calculd la relacion IL-
10/ IFNy. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa:
****n<0.0001 segun el test estadistico
one-way ANOVA,

Por ultimo, se analizé el titulo de anticuerpos
totales IgM e IgG en los sueros de los animales
inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12, no
encontrandose diferencias significativas entre los

grupos (Figura 54).

En LL/2-H12
generaron tumores con un menor infiltrado
CD45*. No obstante, este infiltrado CD45* en los
tumores LL/2-H12 se encuentra caracterizado por
un aumento de células MGL2*, CD11c* F4/80* con

mayor expresion de MGL2 e IL-10, asi como

conclusion, las células

también una mayor predominancia de linfocitos T
CD4"y CD8* productores de IL-10, indicando un

mayor estado inmunoregulador en los tumores

donde la expresién del antigeno Tn se mantiene in vivo.

Con respecto a las células LL/2-F9, estas generaron tumores con infiltrados

leucocitario similar al encontrado en los tumores provenientes de las células

parentales LL/2-WT (Tn’).
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Figura 54 - Titulos de anticuerpos totales IgM e IgG en suero de ratones inoculados con las células
LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Justo previo al sacrificio
del animal, realizé una la extraccion de sangre, y se centrifugdé para obtener el suerpo. Se realizaron
ELISA de deteccion de 1gG e IgM murinos. A- Logaritmo del titulo de IgM en suero. B- Logaritmo del titulo
de IgG en suero. Se realizaron analisis estadistico utilizando el test one-way ANOVA.
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Objetivo 6 - Estudio de la capacidad de los factores solubles producidos
por las células Tn* en inmunomodular la funciéon de DC

Considerando el reclutamiento de células CD11c* F4/80" que expresan mayores
niveles de MGL2 en los tumores Tn*, asi como la presencia de linfocitos T CD4*
productores de IL-10, y para evaluar si las moléculas secretadas por las células o
tumores Tn*, eran capaces de condicionar la funciéon de DC en inducir una respuesta
T reguladora, se realizé un ensayo de condicionamiento de BMDC. Las mismas se
produjeron a partir de precursores de médula ésea de ratones singénicos estimulados
con GM-CSF, y se incubaron con el medio condicionado de cultivo de las células
tumorales (Figura 55), o el sobrenadante de la disgregacion de los tumores (Figura 56)
por 24 horas. El sobrenadante de cultivo se guardé para la deteccién de citoquinas por
ELISA, y primeramente la expresion de MGL2, MHC-Il y moléculas de co-estimulacion
(CD80 y CD86) fue por BMDC fue analizada por citometria de flujo. En segundo lugar,
las BMDC condicionadas con los factores solubles de las células (Figura 55) o tumores
(Figura 56) se incubaron con esplenocitos alogénicos por 5 dias. Pasados estos 5 dias,

se recogio el sobrenadante del cultivo para medir citoquinas por ELISA.

En la Figura 55 se observan los resultados de este ensayo con medio condicionado
de las células tumorales en cultivo. Las BMDC no presentaron cambios significativos
en los marcadores de activaciéon MHC-Il y CD80 en las condiciones evaluadas. Sin
embargo, se observé una disminucion en la expresion de MGL2 al incubar las BMDC
con los medios condicionados de las células Tn* (Figura 55 A) y un aumento en la
expresion de CD86 en las BMDC incubadas con el medio condicionado de las LL/2-F9
(Figura 55 A). Por otro lado, las BMDC condicionadas con los factores solubles
derivados de las células Tn* LL/2-H12 produjeron mayores niveles de IL-10 ((Figura
55 B), resultando en una menor produccion del cociente IL-12/IL-10 en comparacion
con el condicionamiento con los factores derivados de LL/2-WT (Figura 55 C). Por el
contrario, esta diferencia no fue obtenida al incubar las BMDC con los factores solubles
derivados de las células Tn* LL/2-F9 (Figura 55 B y C). Con relacién a TNF-qa, se
observé una diminucion de su produccion por parte de BMDC incubadas con el medio
condicionado de LL/2-H12 en comparacion con las de LL/2-WT, LL/2-F9 y la condicién
medio control (Figura 55 B).

En una segunda instancia, analizamos las citoquinas producidas en el ensayo de
estimulacion alogénica de esplenocitos, en el cual no se observaron diferencias
significativas en los niveles de IL-10, pero si un aumento significativo en la produccion
de IFNy por BMDC incubadas con medio condicionado de LL/2-WT en comparacion al

resto de las condiciones ((Figura 55 Dy E). Estos resultados, aunque variados, indican
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una cierta inmunomodulacién en las citoquinas secretadas por las BMDC por parte de

los factores solubles producidos por las células Tn* LL/2-H12.

Para complementar estos resultados, analizamos el efecto del condicionamiento
de BMDC con el sobrenadante de la disgregacion de los tumores, el cual, al contrario
del medio condicionado celular, contiene todos los factores solubles secretados por el
tumor, incluyendo el de células no tumorales. Las BMDC incubadas con los factores
solubles producidos por los tumores derivados de LL/2-H12 presentaron un aumento
en la expresion de MGL2 y una disminucién significativa de MHC-Il y CD86 en relacion
con los provenientes de LL/2-WT (Figura 56 A). Por otra parte, las BMDC incubadas
con los factores solubles producidos por los tumores Tn* LL/2-H12 produjeron menores
niveles de IL-12, pero no de IL-10 o TNFa, en relacion con aquellos derivados de los

tumores LL/2-WT (Figura 56 B y C). Para finalizar, analizamos las citoquinas
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Figura 55 - Ensayos de estimulacion de BMDC con medios condicionados de las células LL/2-WT,
LL/2-H12 y LL/2-F9. Se cultivaron las células a igual concentracion por 18 horas en medio libre de FBS.
Posteriormente, se recogio el sobrenadante de cultivo (medio condicionado) y se incub6é con BMDC de
ratones singénicos por 24 horas. A- Expresion de moléculas de activacion MHC-II, MGL2, CD80 y CD86
en las células CD11c* . B- Concentraciéon de IL-10, IL-12 y TNFa por ELISA en los sobrenadantes de
cultivo C- Expresién de IL-12 en funcidn a la expresién de IL-10 en el sobrenadante de cultivo por ELISA.
D- Pasadas las 24 horas, se lavaron las BMDC y se incubaron con esplenocitos de ratones alogénicos.
A los 5 dias, se midieron IL-10 e IFNy en el sobrenadante de cultivo por ELISA. E- Expresion de IFNy en
funcion a la expresion de IL-10 en el sobrenadante de cultivo por ELISA. Los asteriscos indican cuando
hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun el test estadistico one-way ANOVA. Las
barras representan el error estandar de la media (SEM).
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producidas en el ensayo de estimulacion alogénica de esplenocitos, en el cual
observamos una disminucion del cociente IFNy/IL-10 por parte de las BMDC incubadas
con los factores solubles producidos por los tumores LL/2-H12 con respecto al control,

el cual no fue observado con aquellos provenientes de LL/2-WT (Figura56 D y E).

En conclusion, los factores solubles provenientes de células o tumores Tn+
condicionan la expresion de moléculas de superficie o de citoquinas en laDC, lo

que podria eventualmente impactar en su funcion estimuladora.
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Figura 56 - Ensayos de estimulacion de BMDC con medios de disgregacion de tumores de
ratones inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en
ratones singénicos. Los tumores fueron disgregados hasta obtener una suspension celular y el
sobrenadante del medio de disgregacion se incubé con BMDC de ratones singénicos por 24 horas. A-
Expresion de moléculas de activacion MHC-II, MGL2, CD80 y CD86 en las células CD11c*. B-
Concentracion de IL-10, IL-12 y TNFa por ELISA en los sobrenadantes de cultivo. C- Expresion de IL-
12 en funcién a la expresion de IL-10 en el sobrenadante de cultivo por ELISA. D- Pasadas las 24 horas,
se lavaron las BMDC y se incubaron con esplenocitos de ratones alogénicos. A los 5 dias, se midieron
IL-10 e IFNy en el sobrenadante de cultivo por ELISA. E- Expresién de IFNy en funcién a la expresién
de IL-10 en el sobrenadante de cultivo por ELISA. Los asteriscos indican cuando hay diferencia
significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun el test estadistico one-way ANOVA. Las barras
representan el error estandar de la media (SEM).
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Objetivo 7 - Estudio de la interaccion del antigeno Tn con el receptor
MGL2 in vitro

Debido al aumento observado de células MGL2" en el infiltrado inmune en los

tumores Tn* provenientes de la inoculacion de las células LL/2-H12, y los antecedentes
en la bibliografia del reconocimiento de dicho receptor por residuos GalNAc terminales
(incluido el antigeno Tn)%, estudiamos si las variantes celulares Tn* generadas eran
reconocidas por MGL2 o por células MGL2* in vitro. Para ésto, se utilizaron proteinas
quiméricas formadas por la porcién de reconocimiento del receptor MGL1 y MGL2 con
la porcién Fc de in anticuerpo IgG humano®. Como control de estos ensayos, se utilizo
EGTA, que es un agente quelante con una alta capacidad de secuestrar el calcio del
medio. Debido a que el receptor MGL2 es una lectina de tipo C, necesita calcio para
unirse a sus ligandos por su dominio de reconocimiento a carbohidratos™’. Por ello,

en presencia de EGTA la

A
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se previene.
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600
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Figura 57 - Reconocimiento por la proteina quimérica MGL1-Fc
y MGL2-Fc a las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9. se FC al comparar con el
utilizaron proteinas quiméricas formadas por el dominio de
reconocimiento del receptor tipo lectina MGL1 o MGL2, fusionadas control con EGTA, pero este

al dominio Fc de un anticuerpo IgG humano. Las células fueron reconocimiento fue
marcadas para analizar por citometria de flujo. Como control, se
agrego EGTA al medio de incubacion, que quela el Calcio del medio, significativo y

el cual es fundamental para la unién del receptor a través de su

dominio de reconocimiento. A- Histograma de la intensidad de considerablemente mayor
fluorescencia de MGL1-Fc y MGL2-Fc. B- Gréfica de la media de la i

intensidad de fluorescencia de MGL1-Fc y MGL2-Fc en las €n las células LL/2-H12 y
diferentes condiciones. Los asteriscos indican cuando hay diferencia

significativa; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 y ****p<0,0001 o ns LL/2-F9al compararlas a las
indica no significativo segun el test estadistico one-way ANOVA. Los . .

asteriscos sobre las barras de la condicion de EGTA indica diferencia células LL/2-WT (Figura 57).
significativa con su respectiva variante celular sin EGTA. Las barras Ademas. las células LL/2-F9
de error indican el error estandar de la media (SEM). ’
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presentaron un aumento en el reconocimiento por dicho receptor en comparacion con
las LL/2-H12 (Figura 57). Es importante destacar que la reactividad de MGL2 por parte
de las tres lineas o variantes celulares estudiadas se abolié en presencia de EGTA, un
qguelante de calcio (Figura 57 B), indicando una interaccion dependiente de este cation
y una lectina tipo C como mediador. Con respecto al reconocimiento por MGL1, mas
alla que se observaron diferencias en su reconocimiento por las lineas/variantes
celulares, ninguna de ellas fue significativa en presencia de EGTA (Figura 57), por lo
cual esta unién no estaria mediada por el dominio de reconocimiento de la lectina y su

ligando carbohidrato.

Posteriormente, y para

2504 - . :
— confirmar que MGL2
200+ ™ ns interacciona con las células Tn*
T
= - ,
§150- . . LL2-WT a través del antigeno Tn, se
& 100- B9 LL2-H12 estudié si el reconocimiento por
< mm LL2-F9 . o
50 - el anticuerpo se veia disminuido
al pre-incubar las células con
0-
MGL2 - + - + - + MGL2-Fc. Por lo tanto, se pre-

Figura 58 - La unién del anticuerpo anti Tn 83D4 se inhibe incubaron las células con MGL2-
por la proteina quimérica MGL2-Fc en células LL/2-WT, . .
LL/2-H12 y LL/2-F9. Se utilizo la proteina quimérica formadas I C Y S€ analizé la reactividad del
por el dominio de reconocimiento del receptor tipo lectina .

MGL2, fusionada al dominio Fc de un anticuerpo IgG humano. anticuerpo o-Tn  83D4. Se
Las células fueron prgincubadgs con MGLZ—FQ y posteriormente observé que tanto en las células
marcadas para analizar por citometria de flujo con 83D4. Las

graficas muestran de la media de la intensidad de fluorescencia |L/2-WT como LL/2-H12, el
de 83D4. Los asteriscos indican cuando hay diferencia

significativa: *p<0.05, **p<0.01, y ****p<0,0001 o ns indica no reconocimiento por el
significativo segun el test estadistico one-way ANOVA. Los . o
asteriscos sobre las barras de la condicién de inhibicion indica anticuerpo 83D4 fue inhibido por
diferencia significativa con su respectiva variante celular sin .

inhibidor. Las barras de error indican error estandar de la media MGL2, aunque unicamente en

(SEM). las células LL/2-H12 la inhibicion
fue de un 50% (Figura 58). Por otro lado, la pre-incubacion con MGL2 no fue suficiente
para inhibir la reactividad del anticuerpo 83D4 por la linea LL/2-F9 (Figura 58),
indicando que podrian existir diferencias entre los epitopes reconocidos por anticuerpo

monoclonal y la lectina.

Por otro lado, se evalud por lectin blot, el reconocimiento de MGL2-Fc a proteinas
totales provenientes de las variantes celulares. Como se observa en el blot, las células
LL/2-H12 y LL/2-F9 fueron reconocidas con mayor intensidad por MGL2, aunque este
reconocimiento fue mayor en las células LL/2-F9 (Figura 59). A su vez, se observaron

bandas correspondientes a componentes glicosilados de aproximadamente 75, 100 y
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Figura 59 - Lisados de células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9 son reconocidos en lectin-blot por
MGL2-Fc. Se corrieron 10 ug de proteina en geles de acrilamida/bis-acrilamida 8 % y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con la proteina quimérica MGL2-Fc. A-
Fotografia del blot de MGL2-Fc. En rojo se observa el marcador de peso molecular, y en la parte inferior
el western blot de control de carga de actina. B- Graficos de densitometria de los carriles. C- Area debajo
del grafico de densitometria normalizado a la densitometria de actina.

150 kDa reconocidas de forma diferencial en las células Tn*, que no aparecen en el
carril de las proteinas de las células LL/2-WT (Figura 59 A y B). Por ultimo, por
densitometria se confirmo el aumento en el reconocimiento de MGL2 a las células Tn*,

especialmente en LL/2-F9 (Figura 59 C).

Debido a que en los lectin blots analizados se pudo observar la predominancia de
algunas proteinas diferencialmente reconocidas por las lectinas que reconocen
GalNAc terminal (Figura 21 y 22) por MGL2-Fc (Figura 59), se procedi6 a purificarlas
en columnas de afinidad conjugadas a MGL2-Fc. A partir de pellets celulares de LL/2-
H12, se realiz6 un enriquecimiento en proteinas membranarias por ultracentrifugacion,
y la fraccion fue incubada en la columna conjugada a MGL2. Posteriormente, las
proteinas eluidas se analizaron por SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 60, se
purificaron tres componentes principales, el primero de alto peso molecular (mayor a
170 kDa), un segundo componente de entre 70 y 55 kDa y un tercero de
aproximadamente 35 kDa. Los pesos moleculares de estas bandas se correlacionaron
con el peso de algunos componentes observados en el lectin blot de VVL y HPA
(Figura 21 y 22). Particularmente, en el caso de HPA se observé una banda mayor a
250 kDa en las células LL/2-H12 (Figura 21 y 22) y en el caso de VVL se observaron

bandas entre 75 y 50 kDa y menor a 50 kDa en estas mismas células (Figura 21), que
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Figura 60 - SDS-PAGE de proteinas purificadas por
cromatografia de afinidad con MGL2-Fc. Las
proteinas de fraccion membranaria fueron purificadas
por ultracentrifugacion y se les realiz6 una
cromatografia de afinidad por MGL2-Fc. La fraccion
del eluido se analizé por SDS-PAGE. Con las flechas
se indican las glicoproteinas ligandos predominantes
en el eluido.

no fueron identificadas por la lectina en
las células LL/2-WT, y que podrian
corresponder a los mismos
componentes purificados con MGL-2

(Figura 60).

Las proteinas purificadas fueron
tratadas siguiendo el protocolo para
identificarlas por espectrometria de
masas, asi como identificar los glicanos
presentes en las mismas, pero debido a
problemas logisticos vinculados al envio
de las muestras y la pandemia de
COVID-19, no se pudo continuar con

este objetivo.

Para evaluar si los ligandos

identificados con MGL2 por lectin blot se

correspondian con los ligandos

identificados en esta misma técnica con la lectina VVL, se evalu6 si el reconocimiento

de las proteinas totales por MGL2 podia ser inhibido por VVL, que presenta alto
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Figura 61 - VVL inhibe el reconocimiento de MGL2-Fc en lisados celulares de LL/2-WT, LL/2-H12y
LL-2/F9. Se corrieron 10 ug de proteina en geles de acrilamida/bis-acrilamida 8% y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se pre-incubaron con VVL y posteriormente se incubaron
con la proteina quimérica MGL2-Fc. A- Fotografia del blot de MGL2-Fc y MGL2-Fc inhibido con VVL. En
rojo se observa el marcador de peso molecular, y en la parte inferior el western blot de control de carga
de actina. B- Graficos de densitometria de los carriles. C- Area debajo del grafico de densitometria

normalizado a la densitometria de actina.
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reconocimiento por estructuras tipo GalNAc terminales, entre las que se incluye el
antigeno Tn (Tabla 2). Como se ve en la Figura 61, el reconocimiento observado con
MGL2 por las proteinas de LL/2-H12 y de LL/2-F9 (de componentes mayores a 250
kDa) se abolié completamente al pre-incubar la membrana con la lectina VVL (Figura
61 A). Esto también se pudo observar en las figuras de la densitometria de los

diferentes carriles, excepto para las células LL/2-WT (Figura 61 By C).

Por ultimo, se evalud si las células MGL2" eran capaces de interaccionar con las
células tumorales Tn*. Para ello se estudio si células de ovario de hamster chino (CHO)
transfectadas con el receptor membranario MGL2 murino eran capaces de
interaccionar de forma diferencial con las células Tn*. Para ésto se realizaron dos
estrategias diferentes. En primer lugar, se marcaron tanto las células CHO como las
diferentes variantes de LL/2 con dos sondas fluorescentes diferentes, y se evalué por
citometria de flujo el porcentaje de dobletes doble positivos, comparandolo con un
control en presencia de EGTA. Como se visualiza en la Figura 62, se observo que
tanto las células LL/2-H12 como LL/2-F9 interaccionaron con las células CHO-MGL2
debido a un porcentaje de dobletes doble positivos mayor que las células LL/2-WT, e
incluso es las células LL/2-F9 este porcentaje fue significativamente mayor que las
células LL/2-H12 (Figura 62 B). Sin embargo, al comparar con sus controles
respectivos con EGTA donde esperamos abolir la interaccién, solo se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de las células LL/2-F9 en relacién con la

misma condicién en presencia de EGTA (Figura 62 B).
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Figura 62 - Células CHO que expresan el receptor MGL2-Fc reconocen células LL/2-WT, LL/2-H12
y LL/2-F9. Las células CHO MGL2+ fueron marcadas con la sonda fluorescente Calcein-AM y las células
LL/2 se marcaron con la sonda DiD. Las mismas se incubaron y se analizaron por citometria de flujo. A-
Estrategia de gating. B- El porcentaje de interaccion se consideré como el porcentaje de eventos dobletes
doble positivos sobre el total de eventos positivos para Calcein-AM (células CHO) (cuadrante naranja en
el grafico dotblot de citometria en A). Como control, se agregd EGTA al medio de incubacién, que quela
el calcio del medio, el cual es fundamental para la union del receptor a través de su dominio de
reconocimiento. Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001
y ****p<0,0001 o ns indica no significativo segun el test estadistico one-way ANOVA. Los asteriscos sobre
las barras de la condicion de EGTA indica diferencia significativa con su respectiva variante celular sin
EGTA. Las barras de error indican error estandar de la media (SEM).
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Figura 63 - Células CHO que expresan el receptor MGL2-
Fc reconocen las células LL/2-WT, LL/2-H12 y LL/2-F9.
Las células LL/2 se plaquearon en placas de 96 pocillos hasta
que se adherieran a la placa. Las células CHO MGL2+ fueron
marcadas con la sonda fluorescente Calcein-AM y se
agregaron a los pocillos. Como control, se agregdé EGTA al
medio de incubacion, que quela el Calcio del medio, el cual
es fundamental para la unién del receptor a través de su
dominio de reconocimiento. A diferentes tiempos, se lavd la
placay las células que permanecieron adheridas se lisaron y
se midi6 la fluorescencia de Calcein-AM en el medio y se
relativizo a su condicion con EGTA. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01,
***p<0,001 y ****p<0,0001 o ns indica no significativo segun
el test estadistico one-way ANOVA. . Los asteriscos sobre las
barras de la condicion de EGTA indica diferencia significativa
con su respectiva variante celular sin EGTA.Las barras
indican error estandar sobre la media (SEM).

En una segunda instancia, se

confirmaron estos resultados
mediante una segunda técnica
basada en la marcacién de las
células CHO MGL2" con la sonda
Calcein-AM.  Se

observo un aumento significativo

fluorescente

en la fluorescencia de los pocillos
de LL/2-F9
comparacion con las células LL/2-
WT y LL/2-H12, que disminuyé de

forma significativa al

las células en

agregar
EGTA a la reaccion (Figura 63).
En conclusion, las células CHO-
MGL2* de

reconocer por su dominio de union

fueron capaces

de carbohidrato a las células LL/2-
Fo.

En conclusioén, el receptor tipo lectina MGL2 reconoce las variantes celulares

LL/2-H12 y LL/2-F9 a través del antigeno Tn.
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Objetivo 8 - Evaluacion del papel de las células MGL2* en el crecimiento
tumoral y la induccion de la respuesta inmune de animales con tumores
Tn*

Para evaluar el rol de las células MGL2* en el crecimiento tumoral de ratones

inoculados con células LL/2-H12, se utiliz6 un modelo murino de ratones C57BL/6
MGL2-DTR. Estos ratones, como se explicé anteriormente, tienen acoplada la
expresion de MGL2 a la expresion del receptor de la toxina diftérica (DTR). Por lo tanto,
al inyectarles DT se depletan selectivamente las células MGL2*. Es importante
destacar que estos estudios los realizamos Unicamente con la variante Tn* LL/2-H12
(comparandola con la linea parental) ya que sélo los tumores que provenian de estas
células presentaron un mayor reclutamiento de células CD11c* F4/80* expresando
MGL2. Ademas, en dichos tumores se encontré mayor produccién de IL-10 por parte
de las células CD11c* F4/80" y linfocitos T (objetivo 5).

En primera instancia, se evalué el crecimiento tumoral en cuatro grupo de ratones:
animales inoculados con las células LL/2-WT inyectados con PBS (WT-PBS) e
inyectados con DT (WT-DT), y ratones inoculados con las células LL/2-H12 inyectados
con PBS (H12-PBS) e inyectados con DT (H12-DT), Como se observa en la Figura 64,
la inoculacion de DT no generd cambios en el crecimiento tumoral de las células LL/2-
WT, pero al inocular los ratones LL/2-H12 con DT, el volumen tumoral fue
significativamente menor comparado con la condicién control de PBS desde el dia 16
del crecimiento tumoral (Figura 64 A). De manera analoga, el crecimiento tumoral de
los ratones inoculados con LL/2-H12 y DT no presenté diferencias significativas con

los ratones inoculados con LL2-WT y PBS, en contraposicion con los ratones

A ~ B o inoculados con LL/2-
£ 2500 - 25, Hm . .
£ 2000- Y . H12 y PBS (Figura 64
‘g 1500 - g 154 — A). Por otro lado, la
2 1000 - 2 10- a O° masa de los tumores
g 500 4 g 0.5 4 o * " 'E extirpados de los
5 O g?r""_'_:_'% ratones fue

09 13 17 21

Dias postinyeccion significativamente

- LL2-WT @ LL2-H12

Figura 64 - Crecimiento tumoral en ratones MGL2-DTR inoculados con
las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en
ratones singénicos. Al dia -1 y cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados
i.p. con téxina diftérica (DT) o PBS. El tamafio tumoral se registré midiendo
el diametro mayor y menor de los tumores cada 2-3 dias. El volumen
tumoral se calculé como V=(4/3)m(R.r2). A - Volumen tumoral en funcién a
los dias post-inoculacién de los diferentes ratones de cada uno de los
grupos. B- Masa de los tumores post diseccion. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, ****
p<0.0001 segun el test estadistico one-way ANOVA. En A, los asteriscos
verdes representan diferencia entre LL/2-H12 PBS y LL/2- H12 DT.

superior en los ratones
H12-PBS que los WT-

PBS, como se observo

en los experimentos
anteriores, y al
inocular los ratones
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LL/2-H12 con DT, la masa tumoral disminuy6 de forma significativa, no presentando

diferencias con los ratones inoculados con LL/2-WT (Figura 64 B).
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Figura 65 - Analisis de las células CD45* en microambiente
tumoral de ratones MGL2-DTR inoculados con las células LL/2-WT
y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos.
Al dia -1 y cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con toxina
diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del animal, los tumores
fueron disgregados para marcar las células con anticuerpos
especificos conjugados a fluoréforos, A- Estrategia de gating B-
Porcentaje de células CD45*. C- Expresion de MGL2 en células CD45*
D- Expresion de IL-10 en células CD45*. E- Expresion de Foxp3 en
células CDA45*. Los asteriscos indican cuando hay diferencia
significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 y ****p<0,0001 segun el
test estadistico one-way ANOVA.

Al igual que en los

experimentos anteriores,

se evaludé la respuesta
inmune a nivel del
infiltrado tumoral, y las

células provenientes de la
disgregacién del tumor

fueron analizadas por
Se
analizé el porcentaje de
células CD45" infiltradas,

observandose

citometria de flujo.

que la
diferencia encontrada
anteriormente entre los
ratones LL/2-WT y LL/2-
H12 se mantuvo en los
ratones transgénicos
MGL2-DTR (Figura 65 B).
Sin embargo, al inocular
los ratones LL/2-H12 con
DT, el

células

porcentaje de
CD45"

microambiente tumoral no

en el

se modificé (Figura 65 B).
Sorprendentemente, los
ratones inoculados con

LL/2-WT y DT presentaron

una leve pero significativa disminucion en el porcentaje de células CD45" infiltradas en

el tumor, al comparar con los ratones inoculados con LL/2-WT-PBS (Figura 65 B). Por

otro lado, se evalud la expresion de MGL2 en las células CD45". Al igual que lo

observado anteriormente, las células CD45" de los tumores derivados de los ratones

inoculados con LL/2-H12 y PBS expresaron mayores niveles de MGL2 que las células
CD45" presentes en los tumores derivados de las LL/2-WT y PBS (Figura 65 C).

Ademas, dicho porcentaje disminuy6é de forma significativa al inyectar DT en los
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animales inoculados con LL/2-H12 (Figura 65 C), siendo coherente con la deplecion
de células MGL2". A su vez, se evalud la expresion de IL-10 y FoxP3 en las células
CD45*. En cuanto a la expresion de IL-10, se observd que las células CD45*
provenientes de los ratones inoculados con LL/2-H12 y PBS expresaron mayores
niveles de esta citoquina que los provenientes de ratones inyectados con LL/2-WT y
PBS, y que la misma disminuy®¢ significativamente al depletar las células MGL2* en los
ratones con tumores LL/2-H12 (DT) (Figura 65 D). Por otra parte, no se encontraron

diferencias en la expresion de Foxp3 entre ninguno de los grupos (Figura 65 E).

En cuanto a las células mieloides presentadoras de antigeno en este modelo
(CD11c* F4/80%), se observd un aumento en el porcentaje de dichas células en los
ratones con tumores derivados de LL/2-H12 e inoculados con PBS comparado con los
derivados de LL/2-WT (PBS), como ya se habia observado en el experimento anterior
(Figura 66 B). Sin embargo, la inoculacién de DT no llevd a cambios significativos en
los niveles de estas células para ninguna de las lineas estudiadas (Figura 66 B). Por
otro lado, la expresion de MGL2 en estas células no arrojo resultados significativos
entre los grupos, aunque se observé una tendencia al aumento en la expresiéon de
MGL2 en estas células presentes en tumores derivados de células LL/2-H12 e
inoculados con PBS (Figura 66 C).
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Figura 66 - Analisis de las células mieloides presentadoras de antigeno en microambiente tumoral
de ratones MGL2-DTR inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células
s.C. en ratones singénicos. Al dia -1 y cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con téxina diftérica
(DT) o PBS. Posterior al sacrificio del animal, los tumores fueron disgregados para marcar las células con
anticuerpos especificos conjugados a fluordforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células
F4/80*CD11¢c*/CD45*. C- Expresion de MGL2 en células F4/80*CD11c*/CD45*. Los asteriscos indican
cuando hay diferencia significativa: *p<0.05, segun el test estadistico one-way ANOVA.
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Figura 67 - Analisis de las T CD4* en microambiente tumoral de ratones MGL2-DTR inoculados con
las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Al dia -1y
cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con téxina diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del
animal, los tumores fueron disgregados para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados
a fluordforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD4*/CD3*. C- Expresion de IL-10 en
células CD4*/CD3*. D- Expresién de FoxP3 en células CD4*/CD3*. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun el test estadistico one-way ANOVA.

Por otro lado, se evaluo el infiltrado linfocitario en los tumores. Se observd un
mayor porcentaje de linfocitos T CD4" en los tumores de ratones inoculados con las
células LL/2-H12 y este aumento no se vio afectado por la inoculacion de DT (Figura
67 B). Sin embargo, la expresion de IL-10 solo aumenté en los linfocitos T CD4*
presentes en tumores de ratones inoculados con LL/2-H12 y PBS y no en aquellos de
ratones inyectados con LL/2H12 y DT, donde se abroga al depletar las células MGL2*
(Figura 67 C). Por otro lado, no se observaron diferencias en la expresién de FoxP3

en las células CD4* entre los grupos (Figura 67 D).

De la misma forma, se analizaron las células T CD8" infiltrantes. En cuanto al
porcentaje de las mismas, se observd el mismo patron que para las células CD4%,
detectandose un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos T CD8" presentes
en tumores provenientes de ratones inoculados con LL/2-H12 y PBS comparado con
los inyectados con LL/2-WT y PBS (Figura 68 B). Este aumento no se perdio al depletar
las células MGL2" de los ratones inyectados con LL/2-H12 (Figura 68 B).
Inesperadamente, se observé una disminucion en el porcentaje de células T CD8* en
el microambiente tumoral de ratones inyectados con LL/2-WT y DT comparado con los
inoculados con LL/2-WTy PBS (Figura 68 B). Por otro lado, también se analizo la
expresion de IL-10 (Figura 68 C) y FoxP3 (Figura 68 D) en estas células. Al igual que

lo observado para las células CD4", los tumores provenientes de ratones inoculados
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Figura 68 - Analisis de las T CD8* en microambiente tumoral de ratones MGL2-DTR inoculados con
las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Al dia -1y
cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con téxina diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del
animal, los tumores fueron disgregados para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados
a fluordforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD8*/CD3*. C- Expresion de IL-10 en
células CD8*/CD3*. D- Expresion de FoxP3 en células CD8*/CD3*. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun el test estadistico one-way ANOVA.

con LL/2-H12 y PBS presentaron un aumento en la expresiéon de IL-10 en las células
CD8" al comparar con los tumores derivados de LL/2-WT y PBS, y este aumento se
abolié al depletar las células MGL2" en los ratones inoculados con LL/2-H12 y DT
(Figura 68 C). Por otra parte, no se encontraron diferencias en la expresiéon de Foxp3

entre los grupos (Figura 68 D).

Con respecto a las células NKT, se volvié a observar el aumento de dichas células
en el microambiente tumoral de los ratones inoculados con las células LL/2-H12 y PBS
comparados con los inyectados con LL/2-WT y PBS, pero no se observaron cambios
en dichos porcentajes al depletar las células MGL2* (Figura 69 B). En cuanto a la
expresion de citoquinas de las células NKT, no se observaron diferencias significativas
en la expresion de IL-10 e IL-4 entre los tumores derivados de LL/2-WT y LL/2-H12
ambos inoculados con PBS, ni entre aquellas provenientes de los tumores derivados
de LL/2-H12 en presencia de PBS o DT (Figura 69 C y D). Sin embargo, se observo
qgue los niveles de ambas citoquinas disminuyen al inocular los ratones con LL/2-WT

en presencia de DT (Figura 69 C y D).

Por ultimo, los bazos de los animales con tumores fueron disgregados, y los
esplenocitos se cultivaron a 37°C por 3 dias en ausencia (medio) o presencia de
estimulos policlonales (ConA o CD3/CD28). Posteriormente, se colectaron los

sobrenadantes de cultivo y se midié la concentracion de IL-10 e IFNy por ELISA. Los
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Figura 69 - Analisis de las NKT en microambiente tumoral de ratones MGL2-DTR inoculados con
las células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Al dia -1y
cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con toxina diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del
animal, los tumores fueron disgregados para marcar las células con anticuerpos especificos conjugados
a fluoroforos, A- Estrategia de gating. B- Porcentaje de células CD3* NK1.1*. C- Expresién de IL-10 en
células CD3* NK1.1*. D- Expresion de IL-4 en células CD3* NK1.1*. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01 segun el test estadistico one-way ANOVA.

resultados se muestran en la Figura 70 segun el estimulo, y relativizados a la condicion

de medio de cada uno de los grupos. En cuanto a los esplenocitos estimulados con

ConA,

esplenocitos de

se observd que los
los animales
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MGL2+ (Figura 70 A). De hecho,
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Figura 70 - Cuantificacion de citoquinas en el

sobrenadante de esplenocitos totales provenientes de
animales con tumores. Se inocularon 200.000 células
LL/2-WT o LL/2-H12 s.c. en ratones singénicos. Al dia -1y
cada 2-3 dias los ratones fueron inoculados i.p. con toxina
diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del animal, los
bazos fueron disgregados y se estimularon en cultivo con
ConA (A) o con CD3/CD28 (B) por 3 dias. Posteriormente,
se midié la concentracion de IFNy o IL-10 en el
sobrenadante de cultivo. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 segun
el test estadistico one-way ANOVA.
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Con respecto a los esplenocitos estimulados con CD3/CD28, se observo un resultado
similar que para ConA en la expresiéon de IFNy de los animales inyectados con LL/2-
WT y LL/2-H12 en presencia de PBS (Figura 70 B). No obstante, la disminucion
observada previamente en la produccién de dicha citoquina en los animales inoculados
con DT soélo fue significativa para los ratones inyectados con las células LL/2-WT
(Figura 70 B). A su vez, con este estimulo se encontraron diferencias en la produccion
de IL-10 de los esplenocitos, siendo significativamente mayor en los ratones
inoculados con LL/2-WT y PBS que en los LL/2-H12 y PBS (Figura 70 B). También se
observé que la inoculacion de DT llevé a menor produccion de IL-10 en los ratones
con tumores LL/2-WT, pero no se detectd una diferencia significativa (aunque si una
tendencia) en los ratones LL/2-H12 (Figura 70 B).

En conclusion, las células MGL2* parecen ser esenciales en la generacion de
tumores Tn* de mayor tamafo con un microambiente tumoral mayormente
inmunoregulador, caracterizado por la presencia de linfocitos T CD4* y CD8*
productores de IL-10.
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Objetivo 9 - Evaluacion del papel de MGL2 y el antigeno Tn en la
angiogénesis tumoral

Uno de los aspectos macroscopicos de los tumores formados por las células LL/2-
H12 que nos resultd mas llamativo fue su alto grado de vascularizacion en
comparacion a los formados por las células LL/2-WT (Figura 71 A). Por este motivo,
se procedieron a hacer diversos estudios para evaluar la capacidad angiogénica de

las células tumorales LL/2-H12 Tn™.

En primera instancia, los tumores extirpados fueron congelados para realizar
cortes histologicos y analizar el grado de vascularizacion de los mismos. Para esto se
utilizé un anticuerpo que reconoce la proteina de superficie del endotelio vascular,
CD31. Las imagenes fueron tomadas por microscopia de epifluorescencia, realizando
una contra tincion de los nucleos con DAPI. Como se observa en la Figura 71, los
tumores provenientes de las células LL/2-H12 presentaron una mayor concentracion
de estructuras tubulares positivas para CD31, que corresponderian a los vasos
sanguineos (Figura 71 B). Para poder cuantificar este fendmeno, se realiz6 el analisis
fractario de las imagenes obtenidas de la marcacion de CD31. Este andlisis evalua la
complejidad de la red de la marcacion de CD31, y su resultado es un valor numérico
denominado dimension fractaria, que puede tomar valores entre 0 y 2. Cuanto mas se
acerca este valor a 2, mayor es la complejidad de la red evaluada, y en este caso en

particular, mayor es el grado de vascularizacidon de los tumores. Como se observa en
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Figura 71- Vascularizaciéon de tumores de ratones inoculados con las células LL/2-WT y LL/2-H12.
Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones singénicos. Posterior al sacrificio de los ratones, los tumores
fueron congelados y se realizaron cortes histolégicos de los mismos. Los cortes fueron utilizados para
inmunofluorescencias con el anticuerpo anti-CD31, que se expresa en superficie endotelial. A- Imagen
representativa del grado de vascularizacion macroscopica de los tumores post-diseccién. B- Imagenes
tomadas del microscopio de epifluorescencia de tumores marcados con DAPI (azul) y anti-CD31 (rojo).
Las barras corresponden a 200 nm. C- Analisis fractario de las imagenes tomadas de la marcacién de
CD31. Este analisis brinda informacién de la complejidad de la red, arrojando como resultado la dimension
fractaria (D). Cuanto mayor es este valor D, mayor es la complejidad de la red analizada, en este caso la
red del endotelio vascular evidenciada por la marcaciéon de CD31. Los asteriscos indican cuando hay
diferencia significativa*** p<0.001 segun el test estadistico one-way ANOVA.
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la grafica, los tumores provenientes de LL/2-H12 presentaron valores de D

significativamente mayores que los tumores LL/2-WT (Figura 71 C).
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Figura 72 - Cuantificacion de VEGF en
medio condicionado de cultivo de las
células LL/2-WT y LL/2-H12 por ELISA. Se
plaquearon las células en medio sin FBS por
18 horas y se midi6 por ELISA la concentracion
de VEGF secretado por las células. Los
asteriscos indican cuando hay diferencia
significativa **p<0.01 segun el test estadistico
one-way ANOVA. Las barras indican el error
estandar de la media (SEM).

Posteriormente, se evalud si la diferencia
en el grado de vascularizacién de los tumores
podria relacionarse con la presencia de
determinadas moléculas pro- angiogénicas,
como el VEGF y PDGF. En primer lugar, se
evaluo la capacidad de las células tumorales
en secretar VEGF, midiendo la concentracion
del mismo en medios condicionados de cultivo
de las células in vitro. Como se observa en la
Figura 72, se detect6 un aumento de hasta 5
veces en el nivel de VEGF presente en el
medio condicionado de las células LL/2-H12
en relacion con de LL/2-WT (Figura 72). En
segundo lugar, se evalud la presencia de

VEGF y PDGF en medios de disgregacion de

los tumores del modelo de crecimiento tumoral en ratones MGL2-DTR por ELISA.

Como se observa en la Figura 73, los tumores provenientes de ratones inoculados con

las células Tn* LL/2-H12 presentaron un aumento significativo en los niveles de VEGF

en el medio tumoral al comparar con aquellos derivados de ratones inoculados con las

células LL/2-WT, y esta diferencia significativa se aboli6 al depletar las células MGL2*

(Figura 73 A). Por otro

A VEGF B PDGF
lado, no se observaron 000, x 80+ - T PES
. . . . . _ O WT DT
diferencias significativas _ £ o ]- = H12PES
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_ & 100 40
entre los grupos (Figura 2 E
! T E
73 B). e 50 2 27
o N o.i_.—:._lil_
Para determinar si la DT - + - + DT - + - +

diferencia observada en

Figura 73 - Cuantificacion de VEGF y PDGF en medio de

disgregacion de tumores de ratones MGL2-DTR inoculados con las

los niveles de VEGF

células LL/2-WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en

ratones singénicos Al dia -1 y cada 2-3 dias los ratones fueron

presentes en tumores de
los ratones inoculados
con las células LL/2-WT

y LL/2-H12 se debiaa un

inoculados i.p. con toxina diftérica (DT) o PBS. Posterior al sacrificio del
animal, los tumores fueron disgregados y el medio de disgregacion se
colecté para medir la concentracion de VEGF (A) y PDGF (B) por ELISA.
Los asteriscos indican cuando hay diferencia significativa: *p<0.05,
segun el test estadistico one-way ANOVA. Las barras indican el error
estandar de la media (SEM).
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Figura 74 - Analisis de expresion génica de VEGF y PDGF en el
microambiente tumoral de ratones inoculados con las células LL/2-
WT y LL/2-H12. Se inocularon 200.000 células s.c. en ratones
singénicos. Posterior al sacrificio del animal, se extrajo el ARN total de
los tumores. El ARN se retro-transcribié a ADNc y este fue utilizado como
molde para realizar las gqRT-PCR. En las graficas se muestra la
abundancia de VEGF (A) y PDGF (B) relativizada al gen housekeeping
GAPDH segun el test estadistico one-way ANOVA.

diferencia podria radicar en la capacidad de las células en

de VEGF y no en su expresion génica.

aumento en la expresion
génica de dichas
moléculas, se evaluaron
los niveles de ARNm del
ARN total de |los
tumores. No se
encontraron diferencias
significativas en los
niveles del ARNm de
VEGF o PDGF entre los
tumores generados con
las células LL/2-WT vy
LL/2-H12 (Figura 74),
indicando que la

secretar mayores niveles

En conclusiéon, los tumores Tn* generados con las células LL/2-H12

presentaron un mayor grado de vascularizacion, acompafiado por un aumento

en la secrecion de VEGF, en un proceso que depende de la presencia de células

MGL2".
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Objetivo 10 - Analisis de la relevancia de los resultados encontrados en
el modelo murino en cohortes de pacientes con adenocarcinomas

Para evaluar la relevancia médica de los resultados obtenidos en este trabajo en
el modelo murino, utilizamos bases de datos de pacientes humanos con

adenocarcinomas (Figura 75).

En primera instancia, evaluamos la correlacidon entre la expresion génica de
diversas moléculas que se encontraron aumentadas en el modelo murino y la
expresion del receptor MGL humano en tumores de adenocarcinoma de pulmoén. En la
Figura X se muestran los principales resultados obtenidos. Se encontré una correlacién
positiva entre la expresion de MGL con PECAM1 (CD31), IL-10 y su receptor IL10RA,
CD8a, ITGAX (CD11c) y CD4. En cuanto a VEGFA, no se encontré correlacion con la
expresion de MGL (Figura 75 A). Por otro lado, se analizé la sobrevida de los pacientes
(Figura 75 B) y el tiempo libre de enfermedad (Figura 75 C) segun la expresién de MGL
y los 6 genes con los cuales se encontré6 una correlacion positiva con MGL. Sin

embargo, en adenocarcinoma de pulmén, la alta expresion de estos genes no estuvo
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Figura 75 - Analisis bioinformatico con el software GEPIA2 en cohortes de pacientes humanos. A-
Andlisis de correlaciéon en la expresion génica de MGL con VEGFa, CD4, CD8a, IL-10, IL-10R, ITGAX
(CD11c) y PECAM-1 (CD31) en adenocarcinomas de pulmén en humanos. B y C- Sobrevida (B) y tiempo
libre de enfermedad (C) de pacientes con adenocarcinoma de pulmdn, clasificados segun la alta o baja
expresion de los genes analizados. D- Analisis de correlacion en la expresion génica de MGL con VEGFA,
CD4, CD8a, IL-10, IL-10R, ITGAX (CD11c) y PECAM-1 (CD31) en adenocarcinomas de pulmén, colon,
pancreas, prostata y estbmago en humanos. E y F- Sobrevida (E) y tiempo libre de enfermedad (F) de
pacientes con adenocarcinoma de pulmén colon, péncreas, prostata y estdbmago en humanos,
clasificados segun la alta o baja expresion de los genes analizados.
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relacionada con cambios en la sobrevida o en el tiempo libre de enfermedad en la
cohorte de estudio (Figura 75 By C).

Para ampliar el analisis a pacientes con otros tipos de adenocarcinomas,
incluyendo al de pulmdn, se agregaron al estudio bases de datos de pacientes con
adenocarcinoma de estdmago, pancreas, colon y prostata. En esta cohorte, los
resultados de correlacion entre las moléculas estudiadas y MGL fueron similares a los
encontrados en pulmén, observandose una correlacion positiva en la expresion de las
moléculas mencionadas y MGL (Figura 75 D). Con respecto a la sobrevida y el tiempo
libre de enfermedad, se pudo observar que la alta expresién de los genes estudiados
lleva a una disminucion significativa de la sobrevida (Figura 75 E) y en el tiempo libre

de enfermedad (Figura 75 F) en pacientes con adenocarcinoma.

En conclusién, se observé que los genes que expresan proteinas que se
vieron aumentadas en el modelo murino LL/2 Tn* estan correlacionadas con la
expresion de MGL, y su expresion en conjunto se relaciona con una menor
sobrevida y menor tiempo libre de enfermedad en pacientes con diferentes tipos

de adenocarcinomas.
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La glicosilacion aberrante es una caracteristica distintiva de la transformacion
maligna, que desencadena la aparicion de TACAs en la superficie de la célula
tumoral’®. De hecho, la expresién del antigeno Tn en pacientes con cancer esta
asociado con una menor sobrevida, menor tiempo libre de enfermedad y una mayor
capacidad metastasica’® %', Sin embargo, la funcién del antigeno Tn en evadir la
respuesta inmune o participar en el proceso de angiogénesis no esta aun estudiado.
En este trabajo, se planteé como objetivo evaluar las propiedades inmunomoduladoras
y angiogénicas del antigeno Tn durante el crecimiento tumoral en un modelo murino in
vivo. Se encontrd que los tumores Tn* presentan un crecimiento acelerado, con un
infiltrado inmunoldgico caracterizado por la presencia de células MGL2" y linfocitos T
que expresan IL-10. A su vez, se determind que el receptor MGL2 participa en el
reconocimiento de las células tumorales Tn* y que las células que expresan este
receptor secretan IL-10 y son necesarias para la presencia de linfocitos T productores
de IL-10 en el microambiente tumoral. Es importante destacar que cuando se inici6
este proyecto, no habia trabajos publicados en los cuales se demostrara el papel de
Tn en el desarrollo tumoral y la respuesta inmunolégica asociada al tumor. Sin
embargo, en el corriente afo se publicaron dos trabajos que estudian las implicancias
de Tn en el desarrollo de cancer colorrectal y en glioblastoma en modelos murino62:163,
En el modelo de cancer colorrectal, se encontré que las células Tn* presentan un
crecimiento tumoral acelerado al inocularlas en ratones singénicos, y una respuesta
inmune caracterizada por un menor infiltrado CD8'®. Sin embargo, tanto las
diferencias en el crecimiento tumoral como en la caracterizacion inmunolégica de las
poblaciones presentes en el microambiente tumoral con respecto a la célula parental
fueron muy tenues'®. Por otro lado, en el modelo de glioblastoma se encontro que la
sobreexpresion de Tn se asocia con un aumento de la frecuencia de macrofagos
inmunosupresores PD-L1* en el microambiente tumoral'®?. No obstante, en estos
trabajos no se realizé un analisis exhaustivo de la glicosilacion de las células
generadas, ni se estudid la participacion de las células MGL2* en los procesos
inmunoldgicos o de angiogénesis. A su vez, en el primer trabajo tampoco se verificé la
expresion del antigeno Tn in vivo. En relacién con este punto, cabe destacar que no
es menor, ya que, en nuestro caso, no pudimos detectar una expresion significativa
del antigeno Tn en tumores generados a partir de células Tn* LL/2F9. Este punto se

desarrollara mas adelante.

Para abordar los objetivos planteados en este trabajo, generamos dos variantes de
células de cancer de pulmoén de raton (LL/2) que sobre-expresan el antigeno Tn (LL/2-

H12 y LL/2-F9). Un analisis de la literatura muestra que, al contrario de lo que sucede
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en humanos, no existen lineas celulares murinas de cancer que generen tumores
sélidos y que expresen el antigeno Tn. De hecho, estudios realizados muy
recientemente para evaluar el papel de Tn en el crecimiento tumoral fueron realizados
con células humanas implantadas en ratones inmunodeprimidos, lo cual inhabilita el
estudio de la respuesta inmune'™®. Sin embargo, la estrategia que abordamos nos
permitid evaluar el rol de Tn comparando el crecimiento y el microambiente tumoral
con la de la contraparte LL/2-WT, entre otras propiedades. Por otro lado,
caracterizamos las células generadas, tanto en el aspecto glicobiolégico, como en sus
propiedades de crecimiento e invasioén in vitro. A su vez, evaluamos el crecimiento
tumoral al inyectarlas en ratones singénicos, comparandola con la linea parental WT y
analizamos la respuesta inmunolégica en los animales en el microambiente tumoral y
en los édrganos linfoides asociados. Finalmente, estudiamos las propiedades
angiogénicas de las células generadas. A continuacién, realizamos un andlisis critico
de los resultados obtenidos, presentado en diferentes secciones para facilitar su

comprension.

Caracterizacién glicobiolégica de las variantes celulares generadas

A diferencia de la generacién de células con cambios en la expresion de una
proteina, en las cuales generalmente la estrategia de desarrollo se basa en la
alteracion de la expresion génica directa del blanco molecular a estudiar, la generacion
de células con estructuras glicosidicas aberrantes involucra alterar
glicosiltransferasas, glicohidrolasas, chaperonas o transportadores, todos
involucrados en su via de sintesis. Esto se traduce en un nivel de complejidad mayor,
ya que es necesario encontrar blancos moleculares que al sobre-expresar, mutar o
silenciar, desencadenen en la formacion de la estructura de estudio con el menor
numero de efectos secundarios posibles. A su vez, las vias de glicosilacion afectan
una gran variedad de moléculas, por lo cual las consecuencias de la alteracion en la
glicosilacién pueden traducirse en una variedad de efectos mediados por las mismas,

ya sea intrinsecamente o a partir de lectinas.

La estrategia seleccionada para la generacién de las células que expresan el
antigeno Tn fue el truncamiento de la formacion de core 1 a partir de Tn, generando
células knock out para la chaperona Cosmc. Como se menciond anteriormente, esta
chaperona es esencial para el correcto plegado y generacion de la forma activa de la
enzima T-sintasa, y mutaciones en la misma se han vinculado con el desarrollo

neoplasico®®. Esto otorga la ventaja de que la estrategia utilizada para la obtencion de
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células Tn* mimetiza el mecanismo principal por el cual se observa la sobre-expresiéon
de este antigeno en células tumorales de pacientes. Sin embargo, la elongacion de Tn
hacia core 1 no es la unica via en el proceso de O-glicosilacion como se muestra en la
Figura 4. También puede ocurrir la elongacion hacia core 3 o hacia sTn, por lo cual la
mutacion en Cosmc no necesariamente genera la sobreexpresion de Tn. Por este
motivo, se decidio hacer un analisis exhaustivo de los glicanos presentes en las células

generadas.

En este trabajo, se obtuvieron dos variantes celulares Tn*, LL/2-H12 y LL/2-F9.
Mientras que las LL/2-H12 provienen de un enriquecimiento de células Tn*
policlonales, las células LL/2-F9 corresponden a un clon celular obtenido a partir de la
clasificacién de una unica célula. Esto es un aspecto a tener en cuenta a la hora del
analisis de los resultados obtenidos, ya que por un lado se obtuvieron células

homogéneas (LL/2-F9) y, por otro lado, células heterogéneas (LL/2-H12).

Para confirmar la expresién de Tn se utilizaron varias estrategias experimentales.
Por un lado, se estudio el reconocimiento de las células Tn*y WT por parte de diversos
anticuerpos monoclonales y lectinas especificas de GalNAc y con mayor afinidad por
el antigeno Tn (VVL), confirmando un aumento en la expresion de este antigeno. Por
otro lado, ninguna de estas lineas presento actividad T-sintasa, lo que confirma que la
expresion de Tn se debe, como era de esperarse, a alteraciones en la funcionalidad
de esta enzima. Sin embargo, al utilizar las lectinas SBA y DBA, que reconocen
GalNAc terminal, no se observé un aumento en el reconocimiento de las células Tn*,
poniendo de manifiesto la relevancia de la composicion y densidad de glicoepitopes
presentes en el contexto de la superficie celular ante la interpretaciéon de los datos.
SBA se ha demostrado altamente dependiente de la longitud de las mucinas vy
dominios tipo mucina que presentan el antigeno Tn, modulando su afinidad'8,
Ademas, la misma también reconoce galactosa, y por lo tanto la unién que estamos
observando puede deberse al reconocimiento de GalNAc y galactosa, no permitiendo
al evaluar toda la superficie celular detectar diferencias entre lineas. Por otro lado, por
mas que la lectina DBA esta reportada por reconocer unicamente GalNAc, estudios
anteriores demuestran que los sitios de unién de esta lectina no son los mismos que
los que reconoce la lectina HPA'®41%% |0 que podria indicar que la especificidad de
union esta mediada por estructuras diferentes a las que se une HPA, que aun no han
sido elucidadas detalladamente. A su vez, DBA reconoce el grupo sanguineo A, por lo

que reconoce GalNAc terminal mas especificamente en esta forma'®®. El analisis
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especifico de las glicoproteinas que presentan Tn como consecuencia de la mutacién

de Cosmc permitira evaluar estos resultados de manera mas precisa.

En este sentido, durante la realizacion de esta Tesis se establecio la colaboracion
con el grupo de la Dra. Mariana Barboza-Gardner (Departamento de Quimica/
Departamento de Anatomia, Fisiologia y Biologia Celular, Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad de California Davis, EE. UU.) quien es especialista en
caracterizacion sitio especifica de N- y O-glicanos por espectrometria de masa. La
estrategia planteada proponia identificar glicoproteinas expresando Tn en las lineas
celulares y mas especificamente, analizar los ligandos de MGL2 obtenidos por
cromatografia de afinidad. Debido a la situaciéon de pandemia por Covid-19, no se pudo
realizar el analisis, y en ese sentido, el analisis por espectrometria de masa de los O-
glicanos presentes en las muestras, asi como la identificacién de las glicoproteinas
con ligandos para MGL es una de las perspectivas a futuro de este trabajo. Los
métodos analiticos utilizados como alternativa por cromatografia HILIC-FLR o analisis
de monosacaridos lamentablemente no fueron suficientes para el nivel de analisis
requerido. Esto puede deberse a la reaccién de beta-eliminacion que se utiliza para
liberar los glicanos tiene una reaccion de naturaleza quimica similar que los degrada
(peeling). La imposibilidad de contar con espectrometria de masas para la
identificacion (lo que permitiria realizar la liberacion y reduccién de los glicanos,
protegiéndolos del peeling) hizo que la caracterizaciéon cromatografica, por HILIC o
fase reversa para monosacaridos se viera comprometida en su sensibilidad.
Finalmente, los estudios realizados indican la presencia de O-glicanos tipo core 3 en
LL/2 WT, y un leve aumento en las células donde Cosmc fue mutada. La presencia de
core 3 y su funcionalidad en estas células de adenocarcinoma de pulmén queda

pendiente.

En trabajos anteriores, se ha visto que la generacién de células de cancer gastrico
knock out para Cosmc lleva al expresion de tanto el antigeno Tn como sTn'®%. Sin
embargo, en este trabajo, no encontramos resultados que nos lleven a pensar que este
mecanismo de sialilacion se produce. Los resultados de qRT-PCR demuestran que las
ST6GalNAcs responsables de la biosintesis de sTn no estan alteradas, salvo
ST6GalNACG, la que en realidad disminuye, no aumenta. Se intent6 hacer este estudio
con el anticuerpo B72-3, que reconoce sTn, obteniendo un resultado negativo, pero la
ausencia de un control positivo adecuado no permitié validar este resultado.
Finalmente, y al evaluar sialilacion o(2,6) de manera indirecta y por glicofenotipo, se

sabe que SNA reconoce, entre otros, al antigeno sTn, y no encontramos un aumento
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de la reactividad de la misma, disminuyendo en las células LL/2-H12 y manteniéndose
igual en las células LL/2-F9, lo que estaria indicando que no hay un aumento en

estructuras sialiladas en a(2-6).

Considerando la alta complejidad del proceso de glicosilacion, la gran cantidad de
moléculas que participan del mismo asi como la diversidad de posibles mecanismos
compensatorios, la alteracion de una de las vias de este proceso puede desencadenar
cambios inespecificos. A nivel general, uno de los aspectos mas evidentes de los
resultados del analisis de la glicosilacion de las variantes celulares generadas fue que,
ademas de encontrar expresiéon de Tn, se observaron variaciones en el glicofenotipo
asociados a los N-glicanos. Particularmente, en las células LL/2-H12 se observé un
aumento de los N-glicanos de alta manosa (evidenciado tanto por la reactividad de
ConA como por métodos analiticos) asi como una disminucion en la presencia de N-
glicanos sialilados, que se evidencié con la unién de SNA y por métodos analiticos.
Por otro lado, determinamos un aumento en residuos galactosilados en las células
LL/2-H12, evidenciado por la unién de ECA y PNA, y que se confirmd que provenian
de N-glicanos por la reduccion en su afinidad al tratar las células con PNGasa-F. Por
ultimo, las células LL/2-F9, mantienen el aumento en la presencia de N-glicanos de
alta manosa, observado por la reactividad de ConA, quedando pendiente la

confirmacién por técnicas analiticas.

En nuestra hipétesis inicial al comenzar este trabajo, no estaba previsto que las
células generaran cambios en sus N-glicanos, sino que esperabamos observar
unicamente modificaciones a nivel de los O-glicanos. Este resultado puede ser
producto de varios mecanismos o0 procesos bioldgicos alternativos. En el caso de las
diferencias basadas en glicofenotipo, no debe descartarse el efecto estérico de los O-
glicanos y su influencia en el acceso de las lectinas a su sitio de reconocimiento. Al
truncar el proceso de O-glicosilacion, se podrian exponer N-glicanos que no se
encontraban accesibles para que se uniera la lectina en la superficie celular. Este
efecto ya fue observado previamente, en un estudio de la contribucién de los diferentes
glicoconjugados a la adhesion endotelial, en el cual la marcacién con un anticuerpo
especifico para el antigeno Le*, que se encuentra principalmente en N-glicanos y
glicoesfingolipidos, aumenta significativamente al depletar los O-glicanos, lo que indica

que los mismos estarian enmascarando este epitope®*.

Por otro lado, dada la naturaleza altamente compleja y dinamica del proceso de
glicosilacion, no resulta insélito pensar que exista algun tipo de mecanismo

compensatorio frente a la alteracion de alguna de sus vias. Resulta importante tomar
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a consideracion, que tanto el proceso de N- como de O-glicosilacion, utilizan azucares
nucleétido en comun para su sintesis, y que el truncamiento de O-glicanos podria
cambiar el nivel de los mismos disponibles para la N-glicosilacion, alterando la misma

como consecuencia de la diferencia en sustratos para su biosintesis.

Por ultimo, también podria deberse a que el truncamiento en la elongacion de Tn
influya de manera inespecifica sobre la actividad de las enzimas involucradas en la N-
glicosilacién. Al alterarse la O-glicosilacion, podrian modificarse vias de sefalizacion
que alteren la actividad de estas enzimas de manera indirecta. Por ejemplo, se
observo recientemente en células de cancer gastrico, que al afectar la O-glicosilacion,
se altera el transcriptoma de la célula, y esto influencié en diversas vias en procesos
de homeostasis y oncogénicos, incluyendo moléculas de sefalizacién y de adhesion
celular'®. Sin embargo, en otros trabajos en células ES de observo que la delecién de
Cosmc no afecta los N-glicanos presentes en la superficie celular, tanto por unién de
lectinas vegetales como por espectrometria de masas'®®, lo que podria indicar que los

efectos en las mutaciones de Cosmc son dependientes del tipo celular.

Finalmente, no se descarta que estas modificaciones sean producto de mutaciones
no especificas en el proceso de edicion génica por CRISPR/Cas9. De hecho, se ha
descrito que esta estrategia puede dar lugar a alteraciones no deseadas por

mutaciones en sitios off-target'®170,

En cuanto a las diferencias observadas entre las células LL/2-H12 y LL/2-F9,
resulta interesante considerar como la misma estrategia para la expresion de Tn sobre
la misma linea celular lleva a la generacion de variantes celulares, que, aunque ambas
Tn*, presenten alteraciones diferentes en otras estructuras. Esto podria deberse a los
efectos off target mencionados anteriormente, que afecten de forma diferente a las
células H12 que a las F9. Por otro lado, mientras que dentro de las F9 se tiene un pool
de células genéticamente iguales, dentro de la poblacién H12 existen células diversas,
y el glicoma estudiado es el resultado de la sumatoria de los cambios de los subclones
que componen a esta poblacion, por lo cual el perfil de glicosilacion o el glicofenotipo
observado corresponde a un pool celular, y, en consecuencia, a un perfil dependiente

de la composicion del mismo.

En este sentido, y mirando los efectos globales de los cambios observados, es
importante destacar que las diferencias encontradas entre las células Tn* y las WT,
podrian generar cambios en ciertos aspectos biolégicos de relevancia como las

propiedades adhesivas'®” y de sefializacion por parte de receptores lectina en células
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inmunes'%1%6.171 Por otro lado, otro aspecto a considerar es el cambio en la expresion
génica de variedad de proteinas que podria presentarse en las células Tn*
seleccionadas. De hecho, estudios previos han demostrado que la alteracién de los
procesos de glicosilacion resulta en cambios significativos en el transcriptoma de las
células™®'%” | Este aspecto no ha sido abordado en nuestro trabajo. Por lo tanto, el
estudio del papel del antigeno Tn o de las células que lo pueden reconocer es

fundamental para determinar si estan o no mediando dichos procesos.

Estudio de las caracteristicas tumorales in vivo

Otro de los grandes objetivos de este trabajo fue evaluar el papel de Tn durante la
progresion tumoral. Para comenzar el analisis, se centrara en los resultados
observados con las células LL/2-H12, para luego focalizarse en lo hallazgos para las
células LL/2-F9.

Comenzando por el crecimiento tumoral observado en los ratones inoculados con
las células LL/2-H12, este se encuentra significativamente aumentado en comparacion
con su contraparte LL/2-WT, y las células tumorales provenientes de la disgregacion
de estos tumores expresan niveles altos de Tn. Este dato es sumamente relevante, ya
que indica que la expresion de Tn en las células LL/2-H12 se mantiene en niveles

elevados, incluso durante el crecimiento in vivo.

En este punto es importante destacar que la capacidad de las células LL/2-H12 en
generar in vivo tumores mas grandes a los de las células LL/2-WT no se deberia en
principio a caracteristicas relacionadas con la proliferacién o migracion celular, ya que
estos aspectos, evaluados in vitro, resultaron ser similares en ambos tipos de células.
Sin embargo, observamos un aumento en la capacidad invasiva de las células LL/2-
H12 en relacion a las LL/2-WT, la cual no se debié a un aumento en la actividad de
metaloproteasas, en contraposicion a estudios anteriores®. Sin embargo, no pudimos
evaluar la capacidad metastasica (como indicador de invasividad in vivo) ya que el
modelo celular elegido posee poca capacidad metastasica™'. En este sentido,
intentamos utilizar un modelo metastasico a través de la inoculacion de las células por
via intravenosa, sin obtener metastasis pulmonares. Queda entonces planteada la
posibilidad de seguir trabajando en este modelo como perspectiva para determinar si

el antigeno Tn aumenta la capacidad metastasica de las células tumorales.
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Por otro lado, es importante destacar que el aumento del crecimiento tumoral
observado para las células Tn* podria deberse a cambios en las células, moléculas o
estimulos presentes en el microambiente tumoral, y no unicamente a la célula tumoral
propiamente dicha. De aqui surge la importancia del estudio del sistema inmune en el

microambiente tumoral y de la angiogénesis.

Uno de los objetivos de este trabajo fue el estudio de la respuesta inmunoldgica,
tanto local como sistémica, en ratones con tumores generados por la inoculacién de
células Tn*, al comparar con ratones inoculados con las células LL/2-WT. Como se
menciond anteriormente, el posible rol inmunoregulador del antigeno Tn ha sido
estudiado Unicamente in vitro. En este sentido, se ha visto que el antigeno Tn modifica
la activacion de células dendriticas induciendo un aumento en la expresion de IL-10 y
TNFa'% y una polarizacién de linfocitos T CD4* a un fenotipo regulador productor de
IL-10"7, en un proceso mediado por la interaccion con el receptor MGL. A su vez, las
células presentadoras de antigeno que expresan el receptor MGL quedan retenidas
en el sitio de interaccién y no migran a los 6rganos linfoides'?, y alteran su

metabolismo'%.

En aspectos generales, los tumores LL/2-H12 se caracterizaron por presentar
diversas diferencias en su infiltrado tumoral leucocitario, aunque no se encontraron
grandes cambios en la respuesta inmune en bazo o en los érganos drenantes. Los
tumores generados por las células LL/2-H12 presentaron un menor infiltrado
leucocitario. Esto podria estar relacionado con que, como se vio anteriormente, la
unién del receptor MGL de células dendriticas a su ligando, GalNAc, lleva a la retencion
de dichas células en el sitio de interaccion'’?. Esto podria impedir la migracion de estas
células a los 6rganos linfoides para una correcta activacion del sistema inmunoldégico.
De esta forma, aunque hay un aumento en el porcentaje de células MGL2" retenidas
en el tumor, se observa una diminucién en el numero de células CD45" infiltrantes al
mismo. Para elucidar esta interrogante, se podria generar ratones cuyas células
presentadoras de antigeno al activarse, expresen algun marcador de seguimiento,
como GFP, y evaluar la presencia de células GFP* en érganos linfoides drenantes a
diferentes tiempos post-inoculacion de la célula tumoral. Este disefio seria analogo a

los ratones Foxp3®™*, que expresan GFP en los linfocitos T Foxp3* 73,

Analizando el infitrado CD45*, y evaluando las diversas poblaciones
inmunoldgicas que comprenden al mismo, se puede concluir que los tumores de LL/2-

H12 presentan un mayor porcentaje de células presentadoras de antigeno que
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expresan el receptor MGL2 infiltrantes en el tumor, y que a su vez estas células

expresan altos niveles de IL-10, lo que sugiere un rol inmunoregulador de las mismas.

In vitro, se observo que los factores secretados por las células LL/2-H12 en cultivo
son capaces de inducir un fenotipo regulador en BMDC, aumentando
fundamentalmente la expresion de IL-10 y disminuyendo el indice IL-12/IL-10
secretada. Por otro lado, los componentes secretados en el contexto tumoral generan
esencialmente diferencias a nivel del perfil de activacion de las DC, ya que las mismas
disminuyen la expresion de moléculas de co-estimulacion y aumentan la expresion de
MGL2, lo que podria explicar el mayor aumento de células MGL2" en el microambiente
tumoral. Estas diferencias podrian deberse a que los componentes secretados por la
célula en cultivo sean diferentes a los que secreta en un contexto tumoral. A su vez,
dentro del sobrenadante de disgregacién del tumor, no solo vamos a tener los
componentes secretados por la célula tumoral, sino también moléculas secretadas por

las células inmunes infiltrantes.

Por otro lado, in vivo también se observé un fenotipo regulador a nivel del sistema
inmune adaptativo: presencia de linfocitos T CD4* y CD8* en el microambiente tumoral,

con una mayor expresién de IL-10.

Las BMDC condicionadas in vitro con factores solubles de células LL/2-H12
presentaron diferente capacidad estimuladora en un MLR y diferente expresion de
moléculas co-estimuladoras, lo que podria explicar el aumento de linfocitos T
reguladores en los tumores Tn* productores de IL-10. Estas células a su vez indujeron
una menor secrecion de IFNy de los linfocitos T activados in vitro, lo que confirma que
las células LL/2-H12 secretan componentes que alteran el perfil de activacién de la
respuesta inmunoldgica de forma diferente a los secretados por las células LL/2-WT.
Para poder determinar si estos hallazgos se deben al rol de glicoproteinas secretadas
por las células tumorales que expresan el antigeno Tn, se podrian realizar estos
experimentos incorporando un anticuerpo bloqueante para Tn o un inhibidor de MGL2,
como GalNAc y evaluar si el fenotipo de las BMDC o su capacidad de polarizar los

linfocitos T a fenotipos reguladores se ve alterada.

Otro aspecto que podria estar vinculado con la presencia de linfocitos T
productores de IL-10 es la expresién aumentada (aunque no significada) de moléculas
como PD-L1, ICOS, TGFB y Foxp3, lo que sugiere un ambiente inmunoregulador y

propicio para la diferenciacién de linfocitos T reguladores.
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Considerando el aumento en el porcentaje de células MGL2" en el microambiente
tumoral y el aumento en la expresion de este receptor en las BMDC, evaluamos si las
células Tn* podian ser reconocidas de forma diferencial por este receptor in vitro. Tanto
las células LL/2-H12 como lisados proteicos provenientes de las mismas, son
mayormente reconocidas por MGL2 que sus contrapartes de LL/2-WT, y esta unién es
inhibida tanto por el anticuerpo 83D4 (observado por citometria de flujo) y por la lectina
VVL (observado por western blot). Esto indica que la uniéon de MGL2 esta mediada
principalmente por Tn, ya que tanto el 83D4 como VVL tienen una alta especificidad
por el mismo. A su vez, células que expresan el receptor en su superficie interactian
con las células LL/2-H12, lo que fortalece la hipotesis de que MGL2 esta reconociendo

a Tn in vivo durante el crecimiento tumoral.

En un modelo de deplecion de las células MGL2" in vivo, la expresion de IL-10 en
las células T resulté ser dependiente de las células MGL2", ya que al depletarlas, dicha
diferencia se pierde. Estos resultados sugieren que lo observado en experimentos in
vitro en trabajos anteriores se reproduce parcialmente in vivo durante el crecimiento
tumoral, por un mecanismo mediado por las células MGL2*. Sin embargo, en los
experimentos in vitro, la expresion de IL-10 estaba acompafiada por un aumento en
TNFa'%, lo cual no se observd en este trabajo. Esto podria deberse a que, en el
contexto tumoral, la célula que esta recibiendo la senal a través de MGL2 también esta
recibiendo una gran variedad de sefiales por diversos receptores que reconocen otras
moléculas en el tumor y activan diversas vias de sefalizacion, y la integracion de estas

sefales podria conducir a que la expresion de TNFa no se vea alterada.

En este trabajo también se observaron indices elevados de IL-10/IFNy en suero de
los animales inoculados con las células LL/2-H12, lo que sugiere una respuesta
reguladora a nivel sistémico. La IL-10 es una potente citoquina inmunoreguladora que
juega un rol central en el supresion de la respuesta inmune contra el cancer,
suprimiendo la inflamacion asociada al tumor'. En NSCLC su expresion esta
asociada a un mayor tamano tumoral, asi como una menor sobrevida y peor prondéstico
para el paciente'’*. La expresion de IL-10 en las células T podria indicar que se trata
de células Treg, que suprimen la inmunovigilancia, y favorecen el crecimiento tumoral.
Sin embargo, es importante destacar que en este trabajo no estudiamos la capacidad
supresora de los linfocitos T productores de IL-10 presentes en el microambiente
tumoral. Esto es fundamental para poder asociar una funcion reguladora a los mismos.
En este caso, habiamos planificado realizar una purificacion de los linfocitos T CD4"* a

partir de tumores Tn* y Tn" y co-cultivarlos con un ensayo de activacion alogénica.
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Aunque se demostré que la expresion de Tn se mantiene in vivo, que las células
Tn* son reconocidas de forma diferencial por el receptor MGL2 por diversas
aproximaciones experimentales in vitro, o que las células MGL2* son esenciales para
mediar el efecto inmunoregulador de las células LL/2-H12, no se puede asegurar que
la interaccion Tn-MGL2 esté ocurriendo en el tumor. Por un lado, no se descarta que
los resultados observados puedan deberse a otras modificaciones en las células
tumorales que afecten su crecimiento tumoral, como, por ejemplo, por la gran variedad
de estructuras glicosidicas alteradas en las mismas o por la pérdida de O-glicanos
elongados por el truncamiento en Tn. Por otro lado, al depletar las células MGL2", no
solo estamos aboliendo la interaccion de dicho receptor con Tn, sino también estamos
inhibiendo el efecto de estas células presentadoras de antigeno, que, ademas de
expresar MGL2 e IL-10, pueden secretar una gran variedad de moléculas, e
interaccionar con otros ligandos por otros receptores celulares. Una estrategia para
dilucidar si los efectos observados son mediados por el antigeno Tn seria bloquearlo
in vivo con un anticuerpo anti-Tn, y observar si los resultados obtenidos se pierden o
mantienen. Esta estrategia se considerd abordar durante el trabajo, pero la principal
dificultad que se encontré fue que el anticuerpo monoclonal que se utilizé para
identificar las células Tn*, el anticuerpo 83D4, es un anticuerpo IgM murino, por lo que
la unién de este anticuerpo sobre la superficie de la célula tumoral podria activar el

complemento como efecto secundario y mediar la lisis celular.

Un aspecto interesante, y a la vez inesperado, encontrado en este trabajo, fue que
las variantes celulares Tn* no presentaron las mismas caracteristicas bioldgicas. De
hecho, los ratones inoculados con las células LL/2-F9 presentaron tumores de tamano
intermedio con caracteristicas inmunologicas similares a los tumores provenientes de
la inoculacion de las células LL/2-WT. Esto podria deberse a varios motivos. Por un
lado, las células LL/2-H12, al ser policlonales, podrian presentar una ventaja en el
crecimiento tumoral. De hecho, esto mimetizaria lo que ocurre durante el desarrollo de
cancer. Como se describié anteriormente, en la teoria de la inmunoedicion el sistema
inmune juega un rol fundamental generando una presion selectiva sobre las diferentes
variantes celulares generadas, siendo aquellas con mayores capacidades
inmunoevasivas las que posteriormente escapan a la inmunovigilancia y conforman el
tumor. En el caso de las LL/2-F9, al ser todas provenientes de un unico clon, todas van
a tener las mismas caracteristicas y esto podria ser desventajoso para estas células
en comparacion con las policlonales LL/2-H12. Otro factor que podria explicar este
resultado (y varios de los resultados correspondientes a las células LL/2-F9 in vivo) es

que mientras las células tumorales provenientes de los ratones inoculados con las
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células LL/2-H12 presentan una alta expresién de Tn, esta no fue mantenida en los
tumores provenientes de los ratones inoculados con las células LL/2-F9. Esto es
sumamente interesante, debido a que in vitro, las células LL/2-F9 tienen una expresion
alta y homogénea de Tn que no se observa tras el crecimiento in vivo. Una de las
hipotesis que se plantea para explicar este resultado es que, como ya se ha visto que
la glicosilacion celular es altamente sensible al contexto en el que se encuentra la
célula, durante el crecimiento tumoral las células podrian modificar su glicosilacién, y
esto llevaria a la disminucion en la expresiéon del antigeno Tn. Debido a que la
formacion de core 1 se encuentra truncado, podria ocurrir que las células generen sTn
por la sialilacién de Tn, o la elongacién hacia core 3. Para confirmar esto, se deberia
hacer un analisis del glicofenotipo de las células tumorales CD45 provenientes de los
tumores. Por otro lado, los tumores F9 no reclutaron un mayor porcentaje de células
MGL2* al microambiente tumoral, indicando que este receptor no estaria jugando un
rol fundamental en la respuesta inmunoldgica desarrollada. Concordantemente con
estos resultados, cuando se evalud si la proteina quimérica MGL2 era capaz de inhibir
la unién de 83D4 a las células tumorales, no se observo inhibicidn en el caso de F9.
Este resultado indicaria que por mas que estas células son reconocidas por ambas
moléculas, los sitios de reconocimiento son diferentes para 83D4 y MGL2, lo que
podria indicar que el reconocimiento de MGL2 no se da a través del antigeno Tn en

estas células, y quiza no tenga una relevancia durante la respuesta inmune in vivo.

Para evaluar si los resultados obtenidos tienen relevancia en un contexto clinico,
se seleccionaron los genes para los que se encontr6 una mayor diferencia de
expresion en el crecimiento tumoral de los ratones de LL/2-H12 y se evalud su
expresion en pacientes con cancer usando bases de datos. La correlacion positiva de
los genes seleccionados con MGL indica que en el contexto tumoral en humanos se
observan resultados similares a los que se encontraron en el modelo murino. Por otra
parte, en adenocarcinoma, la expresién alta de estos genes esta asociada a una menor
sobrevida y un menor tiempo libre de enfermedad, indicando que podria tratarse de un
fingerprint con alto valor pronéstico. Seria ideal poder correlacionar estos datos con la
expresion de Tn, pero como ya se expuso anteriormente, la expresién de este antigeno
se da por diversas vias, algunas de las cuales no estan directamente relacionadas con
los niveles de expresion génica de proteinas particulares, y por lo tanto, no es posible
distinguir los pacientes con tumores Tn* de los Tn" utilizando esta base de datos. Para
poder identificar la expresion de este antigeno, y correlacionarlo con la expresion de
los genes seleccionados, podrian utilizarse arrays comerciales con muestras de tejido

de pacientes y evaluar por microscopia la presencia de Tn y las proteinas
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seleccionadas. Estos arrays a su vez, contienen los datos de sobrevida y desarrollo
clinico del paciente, por lo cual también podrian evaluarse estos parametros en los

mismos.

Papel del antigeno Tn en la angiogénesis tumoral

Uno de los resultados que encontramos durante el transcurso de este estudio, y
que no postulamos inicialmente, fue la observacion que los tumores generados por
LL/2-H12 presentan un mayor grado de vascularizacién que los tumores de LL/2-WT,
acompanado por una mayor expresiéon de VEGF en estos tumores. Hasta la fecha, no
hay reportes que indiquen que la expresién de Tn se asocie con un mayor grado de

angiogeénesis en los tumores.

Como se describié anteriormente, a medida que el tumor crece, necesita un
suministro alto de nutrientes y oxigeno para mantener las altas tasas proliferativas de
sus células. Sin embargo, muchas veces esto da lugar a la formacion de vasos
sanguineos irregulares con baja estabilidad, que favorecen la extravasacién de las
células tumorales. Uno de los mecanismos descriptos que lleva a la formacion de esta
vasculatura aberrante es que frente a altos niveles de VEGF, este podria inhibir la
funcion de PDGF en la estabilizacion de los vasos sanguineos mediante el
reclutamiento de pericitos a la pared de la vasculatura’®. En este trabajo, se determind
que VEGF se encuentra secretado en mayores niveles en las células y en los tumores
Tn™, pero no se observaron diferencias en la secrecion de PDGF. Esto de todas formas,
no descarta que se esté dando un mecanismo de inhibicién de la funcién de PDGF que

no afecte la secrecidon del mismo.

Por otro lado, se encontré que los niveles aumentados de VEGF no se deben a un
aumento en su expresion génica, sino que hay una mayor secrecion de esta molécula
al medio. Una de las hipétesis que planteamos es que VEGF presente cambios en su
O-glicanos y que éstos alteren su secrecién o funcién. Ya se ha reportado que
modificaciones en el patron de N-glicosilacion en VEGFR pueden afectar la
sefializacion por VEGF y promover su potencial angiogénico'?. A su vez, se observé
que mutantes de VEGF en una asparagina que es sitio de N-glicosilacion tienen una
secrecion reducida'®. A su vez, se ha visto que los glicanos juegan un rol fundamental
en la senalizacién del receptor VEGFR, ya que el mismo puede ser activado por un
mecanismo independiente de VEGF, que involucra glicanos presentes en

galectinas’’®.
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En este trabajo, no fue posible elucidar si los cambios observados se deben
directamente a un efecto de la expresion de Tn, ya que también podrian deberse a las
alteraciones encontradas en el proceso de N-glicosilacion. Para entender en
profundidad los mecanismos involucrados, resultaria sumamente interesante generar
de forma recombinante VEGF en las variantes celulares generadas, y evaluar la
glicosilacion de esta proteina. A su vez, se podria generar un modelo murino de
inoculacion de células LL/2-WT knock out para VEGF y suministrar intra-tumoralmente
el VEGF producido por las células Tn*, para evaluar cual es el rol de esta molécula en

el desarrollo neoplasico y en la angiogénesis.

Por otra parte, no debemos olvidar el rol del sistema inmune en la angiogénesis.
Por ejemplo, los macrofagos TAM son inductores de angiogénesis, ya que secretan
altas concentraciones de moléculas pro-angiogénicas, entre las cuales podemos
encontrar a VEGF y también podrian estar contribuyendo a los efectos observados.
Los TAM también secretan MMP que participan en la angiogénesis, aunque en este
trabajo no se encontré un aumento en la actividad de MMP en los tumores Tn*. Algo
sumamente interesante es que al depletar las células MGL2", los niveles de VEGF en
el tumor disminuyen considerablemente. Esto podria indicar que las células MGL2*
estan contribuyendo a la secrecién de VEGF en el microambiente tumoral, y por lo
tanto el reclutamiento de dichas células por la alta expresion de Tn en el tumor
participaria en desarrollo angiogénico. Por otro lado, hay evidencia que algunos CLR
son capaces de inducir la expresién de VEGF'”, por lo cual no se descarta que la
interaccion de MGL2 con el antigeno Tn también contribuya a los niveles observados
de VEGF.

Conclusion y perspectivas finales

Este trabajo evidencia el rol inmunomodulador del antigeno Tn durante el
crecimiento tumoral, y que su presencia favorece un ambiente inmune regulador, asi
como la angiogénesis, a través de un proceso mediado por células MGL2". Por otro
lado, hay indicios clinicos de la asociacion de la presencia de principales moléculas
identificadas en los tumores Tn* con una menor sobrevida de pacientes con
adenocarcinomas. A su vez, este trabajo abre varios caminos de investigacion para
continuar elucidando el rol de Tn en el desarrollo neoplasico. Por un lado, resulta
sumamente interesante elucidar el mecanismo subyacente en los cambios observados
en el N-glicoma al generar células knock out de cosmc. En este sentido nos

planteamos las siguientes preguntas: ¢ existen vias de regulacion entre los procesos
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de N-y O-glicosilacion, y que al afectar uno de ellos, se observen cambios en el otro?
¢, O se trata de efectos off-target de la estrategia seleccionada? ¢ Estas caracteristicas
son responsables de los efectos bioldgicos observados en los tumores Tn*? La
glicosilacién es un proceso altamente dinamico, y mas alla de que no se hayan
observado estos cambios en otras lineas celulares en las cuales se utilizaron las
mismas estrategias, podria tratarse de un proceso dependiente del tipo celular
seleccionado. Ademas, la glicosilacion es un proceso sumamente sensible a
alteraciones en el medio, y tipo celular dependiente. Esto a su vez deriva en la
discusién de los modelos experimentales que se utilizan en investigacién, y si los

resultados que derivan de su uso son trasladables o no a la situacién clinica.

Por otro lado, en este trabajo se pudieron purificar algunos ligandos de MGL2
producidos por la célula tumoral, pero no se pudo identificar los mismos. La
identificacion de estos ligandos es una de las principales perspectivas de este trabajo,
ya que permitiria entender con una mayor profundidad los mecanismos involucrados
en el papel de MGL2 y Tn en el desarrollo neoplasico. Recientemente, se publicd un
trabajo en el cual se identificaron los ligandos de MGL2 en células de cancer de
colon'®. En este sentido, seria sumamente interesante saber si las proteinas
purificadas en nuestro modelo de cancer de pulmén de corresponden con algunas de

las halladas en el trabajo publicado, o si se trata de otras glicoproteinas diferentes.

Por otro lado, otra perspectiva de este trabajo es investigar si la interaccién directa
entre Tn y MGL2 in vivo es responsable del fenotipo observado en los tumores. En
esta via de trabajo, en el grupo del Dr. Eduardo Osinaga, se han desarrollado de forma
recombinante variantes del anticuerpo 83D4 que carecen de la porcion Fc, y por lo
tanto podrian ser utilizadas como agentes bloqueantes sin activar la respuesta inmune.
Inoculando los ratones con tumores Tn* con este anticuerpo, se podria evaluar si Tn
estd mediando estos efectos de forma directa, o si los cambios observados son un
efecto indirecto de la expresidon de Tn en las células, que altera la expresion de otras

moléculas que median los efectos observados.

Por udltimo, la evaluacion del rol de la interaccion entre Tn y MGL2 en la
angiogénesis resulta sumamente relevante, ya que no se habia observado
previamente. Esto tiene una alta relevancia a nivel clinico, ya que la capacidad
respondedora a la terapia anti-VEGF en pacientes es algo que contintia siendo objeto
de estudio, y si Tn o MGL2 son biomarcadores de este proceso es algo que se

desconoce.
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En conclusion, en este trabajo se demuestra que la delecion de Cosmc en células

de cancer de pulmon lleva a una alta expresion de Tn, y contribuye en la angiogénesis

y en la inmunoevasiéon por el reclutamiento de células productoras de IL-10 al

microambiente tumoral. Tanto las propiedades inmunoevasivas como las propiedades

angiogénicas promueven el desarrollo de tumores mas agresivos en un mecanismo

mediado por la participacion de células MGL2".

AntigenoTn*:

- Crecimiento tumoral acelerado
- Angiogénesis

- Respuesta Inmune supresora

4~

Proliferacidn células

endoteliales
@

® o VEGF
® o

Figura 76 — Hipotesis integradora de los resultados obtenidos — Los resultados de este trabajo
sugieren que la presencia del antigeno Tn promueve el desarrollo de tumores mas agresivos, con un
crecimiento acelerado y una respuesta inmune supresora. El microambiente tumoral Tn* se
caracteriza por un mayor reclutamiento de APC MGL2* productoras de IL-10, y LT CD4* y CD8*
productores de IL-10. A su vez, los tumores Tn* presentan un mayor grado de angiogénesis mediado
por un aumento en la secreciéon de VEGF por las células tumorales, que también favorece la
inmunosupresion. Asimismo, las células MGL2* median (directa o indirectamente) las propiedades

inmunoevasivas y angiogénicas.
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Anexo 1: Primers utilizados para las qRT-PCR

Gen
mST6GalNAc-I
mST6GalNAc-II
mST6GalNAc-II
mST6GalNAc-IV
mST6GalNAc-V
mST6GalNAc-VI
MGALNT1
mB3Gnt6
mGcnt2
mGcnt3
mCOSMC
miL-2
miL-4
miL-6
miL-10
miL-12
miL-17
miL-21
miL-23
miL-27
miIFNy
mTNFa
mTGFB
mMGL1
mMGL2
mPD1
mPD-L1
mFoxp3
miCOS
mNOX2

Foward
GAGAGGCAGTCCAAGGAAGAGC
GAGCCGACTTTGCCAACACTC
TGCAGGATGCATGGTCTATC
CACCGTGGGCTTTGAGGAGG
GCTCATCGAACTGCATCAT
ACATGGAATGGGCCACTAC
CAGCATGTGAACAGCAATCA
AGTCCCACGACACTGGCTTTC
CGGTTGATTTGCTCCATTG
ACCCAGGCTCTGCTGAATAA
TGCACCACCATGAGCATCACC
GCGGCATGTTCTGGATTTGACTC
AGGTCACAGGAGAAGGGACGCC
GTATGAACAACGATGATGCACTTG
TTCCCAGTCGGCCAGAGCCA
ACCTGCTGAAGACCACAGAT
TCACCCTGGACTCTCACCGCA
GCCTCCTGATTAGACTTCGTCAC
CATGCTAGCCTGGAACGCACAT
TCTCGATTGCCAGGAGTGAACC
GGAGGAACTGGCAAAAGGATGGTG
TCGGCTGACGGTGTGGGTGA
AACAATTCCTGGCGTTACCTT
AACCTCCAGAACTCAAGGATCG
CAGAACTTGGAGCGGGAAGAG
GCACTTGAGCTGGCAATCAG
CTCGCCTGCAGATAGTTCCC
TCCAAGTCTCGTAAGGC
GCAGCTTTCGTTGTGGTACTCC
TGGCGATCTCAGCAAAAGGTGG

Reverse
TGAGGATTCTCTGGTGCTGGC
GGGTGGAGAGGTCAAACAGGC
TGTAACCACTGTGCCATCGT
GCGCAGAAGCAATGGCACAC
AGCTCCTTAGCCAAGTGCTG
GAACGATGCTCCCACCTCT
GTCTCTAATGCTGGGCACCT
CCTGCCTGTGTTCCTGGAGG
TATTGAGCGTCACCCAGAAAT
AGGTAGTCGGCCTCTGTGAA
AGCTCCATGCGTTCAGCCTC
CCACCACAGTTGCTGACTCATC
TGCGAAGCACCTTGGAAGCCC
ATGGTACTCCAGAAGACCAGAGGA
GGGGAGAAATCGATGACAGCG
GATTCTGAAGTGCTGCGTTG
CTGGCGGACAATCGAGGCCA
CAGGCAAAAGCTGCATGCTCAC
ACTGGCTGTTGTCCTTGAGTCC
AGTGTGGTAGCGAGGAAGCAGA
GCGCTGGACCTGTGGGTTGT
GCCCACGTCGTAGCAAACCACC

CTGCCGTACAACTCCAGTGA
AGCTTTACCAGGCTCTTGGGT
TTCTTGTCACCATTTCTCATCTCC
GGTGAAGGTGGCATTTGCTC

AGCCGTGATAGTAAACGCCC
GCGAAAGTGGCAGAGAGGTA

TGTGTTGACTGCCGCCATGAAC
GTACTGTCCCACCTCCATCTTG
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Anexo 2: Concentracion de anticuerpos utilizados

Concentracion de anticuerpos utilizados para citometria de flujo

Membranarios Intracelulares
Anticuerpo Clon [1(ng/ml) Anticuerpo Clon
a-CD45 104 0.5 o-IL-10 JES5-16E3
a-F4/80 BM8 1,0 a-TGFp 21C11
0-CD11c N418 0,66 o-IFNy XMG1.2
o-MGL2 URA-1 0,66 o-IL-4 11B11
o-CD4 GK1.5 0,33 o-Foxp3 FJK-16s
o-CD8a 53.6-7 1,0
o-MHCHII M5/11415.2 0,25
o-CD80 16-10A1 1,0
0-CD86 GL1 1,0
0-CD49b DX5 0,80
0-CD3 17A2 1,66
a-NK1.1 PK136 2,5

Concentracion de Anticuerpos utilizados para Microscopia
Anticuerpo Clon [1(png/ml)

a-CD11c N418 1,32
a-MGL2 URA-1 1,32
a-CD31 390 2,5

10
10
10
10
5

[1(ug/ml)
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