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RESUMEN

Han pasado mas de 100 afios desde que el laureado premio Nobel, Paul
Ehrlich, introdujese el concepto de “bala magica”, refiriéndose a una molécula con la
capacidad de actuar especificamente sobre un determinado tipo de células. Este
concepto supuso una revolucion en la terapia y tratamiento de enfermedades, pues
implicaba actuar solamente sobre las células dafadas, sin afectar al resto del
organismo. Décadas después, su teoria de la actividad especifica se hizo realidad
revolucionando la terapia convencional, con la aparicion del anticuerpo monoclonal y la
aplicacion de su exquisita especificidad en la inmunoterapia.

Las inmunotoxinas suponen un paso mas alla, combinando la especificidad de
un anticuerpo por un antigeno tumoral con una actividad enzimatica responsable de la
muerte de la célula diana. Asi, el dominio marcador dirige la accion del dominio téxico.
Este disefio ha evolucionado hacia la obtenciéon de construcciones de menor tamario
mas efectivas frente a tumores sdlidos, siendo su maximo exponente las scFv-
inmunotoxinas recombinantes. La utilizacion de anticuerpos que reconocen distintos
antigenos especificos de tumor, como dominio téxico; y de diferentes tipos de toxinas
0 RNasas, como dominio tdéxico, han permitido crear una gran diversidad de
construcciones, potencialmente interesantes en el tratamiento contra el cancer.

Nuestro grupo de investigacién lleva décadas ahondando en las relaciones
estructura-funcion de ribonucleasas extracelulares microbianas, habiendo estudiado
en profundidad los mecanismos de actuacion de las ribotoxinas a-sarcina e hirsutelina
A, dos ribonucleasas citotoxicas, capaces de inactivar el ribosoma. En la presente
Tesis se han utilizado estas ribotoxinas, o variantes de ellas, como constituyentes del
dominio toxico de inmunotoxinas; asi como la RNasaT1, otra ribonucleasa microbiana,
pero de caracter no téxico. Las inmunotoxinas cuya caracterizacion se presentan en
esta Tesis Doctoral tienen como dominio marcador los dominios variables del
anticuerpo monoclonal A33 (scFvA33), que reconocen especificamente al antigeno
GPA33, antigeno especifico de tumor, que se presenta en el 95% de los tumores de

colon, estando ausente en tejidos normales.

En la presente tesis doctoral se aborda la caracterizacion estructural y funcional
de estas inmunotoxinas basadas en RNasas extracelulares. Los resultados indican
una elevada especificidad y eficacia citotoxica de las inmunotoxinas purificadas. Los
resultados se discuten en términos de las diferencias encontradas en cuanto a dicha
eficacia y especificidad y su capacidad o no para interaccionar con membranas

celulares; y en sus diferencias como ribonucleasas.
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0.- CRONICA DE UNA VIEJA ENFERMEDAD: DE IMHOTEP A PAUL
EHRLICH

Pretender hacer una breve introduccion o presentar los antecedentes historicos
sobre una enfermedad como el cancer, no sélo es practicamente imposible dada la
cantidad de informacion de la que se dispone acerca de su origen, su incidencia, su
diagnéstico o su tratamiento; sino que incluso podria llegar a ser presuntuoso. De
hecho, esta palabra, “cancer” se hace presente a diario, no sélo en un entorno cientifico,
sino en los medios de comunicacién mas generalistas y en conversaciones “de la gente
de la calle”. Incluso, se podria afirmar que “todo el mundo sabe” que en realidad no es
una enfermedad, sino muchas, que comparten una caracteristica comun: el crecimiento

anormal de las células.

Recientemente, en el laboratorio me recomendaron e insistieron para que me
leyera un libro sobre el cancer, que hoy en dia casi se ha convertido en un libro de
cabecera para nuestro grupo de investigacion. Se titula “El emperador de todos los
males. Una biografia del cancer”, de Siddhartha Mukherjee, galardonado con el Premio
Pulitzer en 2010. El libro recorre la historia del cancer, desde la primera descripcién de
un paciente con cancer, a la esperanza y sufrimiento de los actuales; de la agresividad
de los primeros tratamientos a la exquisita especificidad de los ultimos; del miedo y
misterio en la opinién publica, al mecenazgo econdémico y politico de visionarios

luchadores contra la enfermedad.

Han pasado mas de 4000 afos desde la primera descripcién de un cancer de
mama, realizada por Imhotep (médico y visir en la corte del rey Zoser) y recogida en un
manuscrito de alrededor de 2.500 a.c., y copiado posteriormente en un papiro en el siglo
XVIl a.c. (Figura 1) hasta el analisis de los datos contenidos en el Atlas del Genoma del
Cancer (Consorcio del Atlas del Genoma del Cancer y Hospital Johns Hopkins) para su
aplicacion en la prevencién, diagnéstico y tratamiento del cancer. Durante este tiempo
un gran numero de cientificos, médicos o bacteridlogos; instituciones publicas y privadas

han dedicado su esfuerzo en aportar nuevas estrategias en el tratamiento del cancer.

Viajando hacia atras en el tiempo, y saltando por las paginas de “El emperador
de todos los males”, nos situamos en excavaciones en las que se descubrieron huellas
inequivocas producidas por el cancer. Restos momificados de hace mas de mil afos, en

el antiguo Egipto, en la India o en la planicie del sur de Peru, con marcas de tumores
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6seos o de mama (Breasted, 1922; Miller, 1929; Aufderheide, 2003). Es en la época de
Hipdcrates, 400 a.c., cuando aparece por primera vez la palabra “karkinos”, -cangrejo en
griego- para designar el cancer. Esta, segun Hipdcrates, hace referencia al aspecto de
un tumor con el racimo de vasos sanguineos inflamados, que recuerda al de “un
cangrejo enterrado en la arena con las patas extendidas”; o a la superficie endurecida
del tumor que “evoca al duro caparazén del cangrejo”, o a las punzadas de dolor, como
“al quedar atrapado en la pinza de un cangrejo” (recogido en Sigerist, 1932).
Posteriormente, se ha relacionado otra palabra griega con el cancer, “onkos”. En este

caso haciendo referencia a la “masa o carga” de un tumor.

A B

“Si examinas [un caso] con masas abultadas en
[los] pechos y compruebas que se han
diseminado por él; si pones la mano en [los]
pechos vy los sientes frios, sin fiebre alguna en
ellos cuando los tocas; no tienen granulaciones,
no contienen fluidos y no producen ninguna
descarga liquida, pero aparecen protuberantes al

-”l"l ,'_d_. ,Jzi!a&f’.,g, “-11, "3"

mg_;L af-%fji; tacto, debes decfr al respecto: <<Tengo que

e ‘1?1"; ‘\& il enfrentarme aqui con un caso de masas
’ %"““"‘ abultadas. {...] Los tumores abultados del pecho
-m,,am_.»u 4 implican la existencia de hinchazones en él,
SeEial aggﬁmb{ grandes, extendidas y duras; tocarlas es como
')ﬁ-'&—*ﬁ,é:: ',17%5“ 5 tocar una bola de vendas, o bien puede

T compararselas a un fruto sanguineo no maduro,
duroy frio al tacto”.

Figura 1: A) Fotografia de un fragmento del papiro del siglo XVII a.c. encontrado por Edwin Smith. B)
Fragmento traducido correspondiente al Caso 45, encontrado en dicho papiro (Breasted, J.H. “The Edwin
Smith Papyrus”, 1922)

El estudio de la naturaleza del cancer, desde “la bilis negra” que postulaba
Galeno (Galeno, 1586) hasta la asociacidon de un gen concreto, un oncogén, con un
determinado tipo de cancer, determin6 en gran medida el tipo de tratamiento o terapia
que se aplico en cada época. La presencia de “masas” tumorales localizadas, impulsé la
cirugia como principal herramienta en la lucha contra el cancer, haciéndose cada vez
mas agresiva y radical a finales del siglo XIX, debido a la apariciéon de recidivas. El
descubrimiento de los rayos X en 1895 por Wilhelm Rdntgen en Alemania; y del radio
por los hermanos Curie, en 1902, supuso un cambio radical en el tratamiento del cancer.
La capacidad penetrante de la energia emitida por estos compuestos permitia eliminar
células con preferencia por aquellas que se dividian con mayor rapidez. Asi en 1896, se

utilizé por primera vez la radioterapia contra un cancer de mama.
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La continua aparicion de recidivas y la expansion sistémica de un tumor
inicialmente local, cambié nuevamente la estrategia terapéutica. Al ser el cancer una
enfermedad sistémica, era necesario que la cura también lo fuese, lo que desemboco en
la busqueda de drogas que actuasen también de forma sistémica, pero a ser posible
protegiendo los tejidos normales. Las primeras drogas surgieron gracias a
investigadores que supieron combinar los intereses y conocimientos de la industria textil
en la obtencién de colorantes, con los primeros indicios de la relacién entre “lo natural” y
‘lo quimico”. La obtencion de malva de anilina, un potente colorante, a partir de la
ebulliciéon de acido nitrico y benceno (William Perkins, 1856) y la obtencion de urea, un
compuesto “natural” a partir de cianato de amonio (Friedrich Wohler, 1828)
desencadenaron toda una serie de discusiones que desembocaron en una pregunta:

¢ pueden utilizarse compuestos quimicos en las células?

Surge aqui la figura de un estudiante de medicina, aleman, cuyos estudios para
su Tesis Doctoral se centraron en la utilizacién de tinturas de telas (anilina) para la
tincion de tejidos animales. Asi, observd como sélo se marcaban algunas partes de la
célula. Es decir, el colorante es capaz de discriminar entre compuestos quimicos, que él
denominéd “ocultos”, dentro de la célula (Ehrlich., 1881). Es la primera vez en que se
empieza a hablar de especificidad, un término que le acompanara a lo largo de su

carrera.

A partir de estos resultados, en 1882 y en colaboracién con Robert Koch
desarrollé un método para tehir e identificar el bacilo de la tuberculosis, el cual se sigue
usando hoy en dia, con pequenas modificaciones. Posteriormente se centré en la
busqueda de nuevas drogas y colorantes dirigidas a eliminar patégenos causantes de
enfermedades, como el rojo tripano, que elimina el parasito Trypanosoma brucei,
responsable de la enfermedad del sueno; o el compuesto 606, activo contra Treponema
pallidum, responsable de la sifilis, presentado en 1910 en el Congreso de Medicina

Interna de Wiesborden.

Es en esta etapa cuando demuestra la existencia de “antitoxinas” generadas por
un organismo al ser inyectado con una toxina, y como aquella es capaz de desactivarla
con una especificidad extraordinaria. Esas antitoxinas, son los anticuerpos, identificados

muchos anos después.
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Este estudiante es Paul
Ehrlich (Figura 2) una figura
imprescindible para entender la
evolucion en el tratamiento de
enfermedades, reconocido
como uno de los creadores o
pioneros de la quimioterapia, y

responsable del concepto de

afinidad especifica. Por este
principio de afinidad especifica,  Figura 2: Fotografia de Paul Ehrlich, y uno de los esquemas
expuesto en su Teoria de la que explican su Teoria de la inmunidad de la cadena lateral.

inmunidad de la cadena lateral,
recibid el Premio Nobel de Medicina en 1908. En sus comunicaciones, el definia sus
drogas como “balas magicas”, capaces de matar, pero dirigidas exclusiva vy
especificamente contra un tipo celular. Sus “balas magicas” tuvieron éxito en el
tratamiento de enfermedades causadas por patégenos, pero no logré encontrar una que
fuese eficaz contra el cancer. Como él describié después, “la afinidad especifica se
apoya en su contrario, no en la afinidad”. Es decir, las diferencias entre una bacteria, o
una enzima bacteriana y su equivalente humano, es lo que hace especifica a una droga.
Sin embargo las semejanzas entre una célula cancerosa y una normal, evitan el éxito

terapéutico de esa misma droga.

Tuvieron que pasar casi 50 anos, hasta que aparecieron drogas con una
marcada especificidad, como la aminopterina (Sidney Farber, 1947) capaces de actuar
frente a células cancerosas que se dividen con rapidez en la médula 6sea; y casi treinta
mas hasta que los anticuerpos irrumpieron en la lucha contra el cancer como una

poderosa herramienta, gracias en gran medida a los trabajos de Kohler y Milstein.

En 1992, se realizé con gran éxito, el primer ensayo clinico con Herceptin
(Trastuzumab), un anticuerpo dirigido contra el producto de un oncogén, Her-2, que se
sobreexpresa en la variante mas agresiva del cancer de mama. Sélo pasaron tres afos
entre que se identificd el Her-2 hasta que se obtuvo un anticuerpo humanizado frente a

él.

Las “balas magicas” dirigidas contra el cancer, imaginadas por Paul Ehrlich, son
hoy en dia una realidad. La inmunoterapia basada en la especificidad de la molécula del

anticuerpo por un antigeno asociado a un tumor, estd en continuo desarrollo. El
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conocimiento que hoy en dia se tiene del cancer, de su biologia y de su base genética
es enorme, y ha permitido desarrollar nuevas estrategias y farmacos, que permitirian

seguir recorriendo la historia del cancer hasta el dia de hoy.

En este caso, el “hoy” en el que se centra esta Tesis Doctoral es en seguir,
humildemente, los pasos de Paul Ehrlich, tratando de buscar nuevas “balas magicas”
contra el cancer. Como comenta Siddhartha Mukherjee en el libro, adaptando lo que le
dice la Reina roja a Alicia, en “A través del espejo” de Lewis Carrol: “En el cancer,
estamos obligados a seguir corriendo con el Unico fin de mantenernos en el mismo

sitio”.

1.- EL CANCER DE COLON

1.1.- Incidencia y distribucion

Por cancer colorrectal (CRC, de sus siglas en inglés), también denominado
cancer de colon, se entiende todo tipo de neoplasia en colon, recto y apéndice. Es la
cuarta causa de muerte en hombre (después del de pulmodn y prostata, y de muertes por
enfermedad cardiovascular) y la tercera en mujer, en el mundo (después del de mama y
de la derivada por enfermedad cardiovascular) (Figura 3). Se detectan cerca de un
millon de nuevos casos de cancer de colon cada afio, a nivel mundial, vy
aproximadamente medio millébn de muertes debido a dicho cancer (Heath et al., 1997;
Heijstek et al., 2005; Siegel et al., 2012).

<101 <194 W <288 W <381 W <475

Figura 3: Distribucién, a nivel mundial, del numero de muertes por céncer de colon por cada 100000
personas (Refererido a ambos sexos, todas las edades) (Fuente: World Health Organization, 2008)
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Existen diversos factores, bien extrinsecos o intrinsecos, como factores
genéticos, que actian como desencadenantes en las células madre del epitelio
intestinal, que pueden acabar derivando en la aparicion del tumor o0 en una
predisposicion a desarrollar la enfermedad (Leedham et al., 2008). Entre estos factores
secundarios que conllevan un incremento en el riesgo de aparicién de cancer de colon,
se encuentran la obesidad, una dieta rica en carnes y baja en frutas y vegetales, la
ausencia de una actividad fisica y, por supuesto, fumar. Todo ello relacionado ademas

con la edad del sujeto.

Si atendemos a estos factores, se entiende porque se sugiere una estrecha
relacion entre la incidencia de cancer de colon en los diferentes paises y lo que se
podria denominar “occidentalizacion”. Asi, por ejemplo, en el caso de Estados Unidos, el
indice de mortalidad debido a cancer de colon es mayor, siendo la segunda causa de
muerte en hombres y la tercera en mujeres (Center et al., 2009), y si atendemos a los
datos de Espafa (Figura 4), el cancer de colon es el segundo en cuanto a causa de

muerte.

Cancer Incidence Mortality S-year prevalence

Number (%) ASR (W) Number (%) ASR(W) Number (%) Prop.

Lip, oral cavity 567 26 67 1234 12 15 14926 28 303

Nasopharynx 445 02 07 206 02 03 1153 02 30

Other pharynx 1773 09 27 889 09 13 4393 08 116

0 218 11 28 1872 18 23 2260 04 60

Stomach 7792 40 84 5078 57 60 12584 24 2332

Colorectum 28551 145 304 14303 137 133 70436 150 2004

Liver 5095 26 58 4631 44 45 5078 10 134

Gallbladder 2001 10 18 1385 13 12 1902 04 50

Pancreas 5084 26 55 5043 48 53 24T 05 72

Lanynx 301 17 47 1705 16 21 11965 23 315

Lung 2211 118 288 20327 195 238 24404 45 643

Melanoma of skin 302 18 52 84 08 10 1427 27 305

Breast 2027 112 610 6008 58 129 01030 172 4607

Cenixuteri 1948 10 63 712 07 19 6879 13 355

Corpus uteri 4385 22 109 1173 14 20 16502 31 851

Ovary 364 16 B0 1884 18 40 T4 15 400

Prostate 25231 128 572 6062 58 105 92904 175 5007

Testis 698 04 28 40 00 02 2750 05 148

Kidney 4529 23 58 1915 18 20 13075 25 35

Bladder 13008 66 144 4820 46 43 44575 84 1175

Brain, nenous system I/ 18 53 2740 26 38 020 06 80

Thyroid 25 14 30 285 03 03 8880 17 234

Hodgkin lymphoma 122 06 24 227 02 03 368 07 95

M Incidence Non-Hodgkin lymphoma 6380 32 B4 2726 26 20 16075 32 447

Pancreas W Mortality Hultple myeloma 281 15 31 1899 18 17 6814 13 180

y T T J Leukaemia 4716 24 70 3282 31 35 10029 19 264

0 0 Al 60 80 Allcancers exclnon-melanoma skincancer 196902 1000 2414 10415 1000 1095 530127 1000 13974

ASR (W) rate per 100,000 Incidence and mortality data for all ages. 5-year prevalence for adult population only.

ASR (W) and proportions per 100,000.

Figura 4: Datos sobre incidencia y mortalidad asociada a cancer en Espafia. A la izquierda se muestra
una grafica con los indices por 100000 personas para los distintos tipos de cancer. A la derecha una
tabla con los valores numéricos para cada tipo de cancer. (Fuente: International Agency for Research
on Cancer (IARC))

Su elevado indice de mortalidad se debe en gran parte a que su diagnostico es

tardio, lo que puede ser debido, en parte, a la ausencia de sintomas en los primeros
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estadios. En lineas generales se establecen cinco estadios en el desarrollo del cancer

de colon (Datos obtenidos del National Cancer Institute; 2012):

1. Estadio 0: El cancer se encuentra soélo en el revestimiento mas interno del colon

o del recto.

2. Estadio I: El tumor ha crecido dentro de la pared interior del colon o recto. El

tumor no ha atravesado la pared al crecer.

3. Estadio IlI: El tumor se extiende con mas profundidad dentro o a través de la
pared del colon o recto. Es posible que haya invadido tejido cercano, pero las

células cancerosas no se han diseminado a los ganglios linfaticos.

4. Estadio lll: El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos, pero
no a otras partes del cuerpo.

5. Estadio IV: El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo, como al
higado o a los pulmones.

Las dos ultimas fases se relacionan con un proceso metastatico (Figura 5).

Estadio 0 b ) Estadio IIA Estadio 1B Estadio IIC

El cncer se disemina.
hasta brganos
cercanas

X, T

ol Cancer

N\ Sangre
Ganglios \
' linfaticos X

Hasta otras partes| /
Estadio I8 ) o del cuerpo f
Cancar en 1a 3 ganglios| [ Canceren4a 6 ncer on 7 o mas
finfaticos o tejidos. Tinf s lintaticos
cercanos

“‘ =Y -<. -5 : A X \ “’ 4 .-_. -
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S Wi vk ‘ Estadio IV

Cancer de colon se
diseminé hasta otras
partes del cuerpo:

Ganglios linfaticos

Pared abdominal
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Estadio IIIC
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Figura 5: Representacion grafica de la evolucion en el desarrollo del cancer de colon. (Fuente: National
Cancer Institute, 2012, USA)
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La tasa de supervivencia es inversamente proporcional al avance en el estadio
del tumor del paciente. Este hecho se encuentra en concordancia con el elevado indice
de mortalidad del CRC, debido a que si atendemos al diagnéstico, el 64% de los casos
diagnosticados corresponden con el tercer estadio o superior (Dato obtenido del
National Cancer Institute (USA); 2012)

1.2.- Diagnostico y tratamiento

El examen para detectar la aparicion de CRC se lleva a cabo mediante la
realizacion de una o mas de las siguientes técnicas: analisis de sangre presente en
heces, sigmoisdoscopia, colonoscopia, enema de bario con doble contraste, examen

rectal digital.

Si alguna de estas pruebas resulta positiva se suele realizar una biopsia para
estudiar si existen células tumorales en el tejido o no. Si la biopsia es positiva se haran
diferentes pruebas para examinar el intestino. Ademas, y haciendo referencia a lo ya
comentado anteriormente, se analizara también en la medida de lo posible, los

pulmones y el higado, por si se encontrasen evidencias de posible metastasis.

En el tratamiento del cancer de colon, se consideran diferentes tratamientos
estandar o convencionales. Un ejemplo es la cirugia, en el que se intenta la extirpacion
lo mas completa del tumor. Hay diversos tipos de cirugia segun el lugar, tipo o tamafo
del tumor, como escision, reseccion, colostomia o criocirugia, entre otras. Aun asi, sea
cual sea el tipo de cirugia, en muchos casos el paciente se ve sometido a otro tipo de
terapia, a fin de eliminar cualquier resto de célula cancerosa que pueda haber quedado
en el tumor. Entre ellas, la quimioterapia, en la que se usan medicamentos para
interrumpir el crecimiento de las células cancerosas, mediante su destruccion o
inhibiendo su replicacion, o la radioterapia basada en el uso de rayos X de alta energia
u otros tipos de radiacion que destruyen las células cancerosas, pudiendo ser externa, si
se utiliza un aparato fuera del cuerpo, o interna, en la que se utilizan agujas o catéteres
que colocan radionuclidos, en el tumor o cerca de él. Estos tipos de terapia son los mas

comunmente utilizados.

Mas recientemente se ha extendido un nuevo tipo de terapia dirigida, basada en
la utilizacidon de anticuerpos monoclonales que atacan especificamente a las células

cancerosas sin que se ejerza una accion toxica en las células normales. Este tipo de
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terapia es conocida como inmunoterapia y sera desarrollada mas adelante en la

presente tesis.

Como se ha comentado anteriormente, los distintos tipos de terapia que se han
desarrollado frente al cancer de colon resultan muy eficaces en estadios tempranos. Sin
embargo, como normalmente el tumor es diagnosticado en estadios avanzados la
eficacia disminuye significativamente. Este hecho también explica el por qué, cada vez
mas, se esta investigando no sélo para el tratamiento sino también en la busqueda de
un diagndstico cada vez mas precoz en el desarrollo del tumor. En este sentido, la
busqueda de marcadores tumorales especificos es objeto de estudio por parte de
numerosos grupos (Catimel et al., 1996; Moritz et al., 1998; Johnstone et al., 2000;
Scanlan et al., 2006; Chung et al., 2008).

Mas aun, es cada vez mayor el numero de estudios que se llevan a cabo a
diferentes niveles, para intentar entender mejor no sélo las posibles causas y factores
que conllevan la aparicion del cancer de colon, sino también como éste se desarrolla en
los diversos estadios, y en cada uno de los pacientes. Es decir, nos dirigiriamos hacia
una medicina personalizada, basada en un diagndstico precoz, altamente sensible y
especifico, que permita personalizar el tratamiento (Dalgleish & Panda, 2007; Finn,
2008; Kelly & Sigman, 2012; Weller et al., 2012)

2.-INMUNOTERAPIA: ANTIGENOS Y ANTICUERPOS

Como se ha comentado anteriormente, por inmunoterapia se entiende el
conjunto de estrategias basadas en la estimulacion del sistema inmune, o bien utilizando
alguno de sus componentes, dirigidos a la eliminacion de células cancerosas. (National
Cancer Institute, USA, 2012).

Hay una inmunoterapia dirigida directamente frente a antigenos o marcadores
tumorales (especifica) y otra que pretende una activacion global del sistema inmune
(inespecifica). Para ambos casos existe una inmunoterapia pasiva, que consiste en la
transferencia de células o anticuerpos previamente generados in vitro y dirigidos contra
el tumor, y una inmunoterapia activa, en la que se pretende inducir in vivo una respuesta

inmune (Figura 6) (Inogés et al., 2004; Dougan et al., 2009).
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Vaccination with tumeor antigen
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Figura 6: Representacion de los procesos implicados en la inmunoterapia activa y pasiva. (Adaptada de
Kiessling et al., 2008)

La presente Tesis se enmarca dentro de la inmunoterapia pasiva especifica que
es aquella en la que se utiliza como herramienta clave de la terapia el anticuerpo
monoclonal. El reconocimiento especifico por parte de un anticuerpo monoclonal de un
antigeno especifico de tumor es la clave de este tipo de terapia, en la que se ahondara

a continuacion.

2.1.- Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son moléculas que se encuentran en el organismo y
que pueden detectarse en una persona con cancer. Un marcador tumoral clasico podria
ser una proteina que puede estar presente en niveles elevados en la sangre ante la
existencia de cierto tipo de cancer. Sin embargo, no todos los marcadores tumorales se
manifiestan asi. Algunos se encuentren en la orina u otros fluidos corporales, mientras
que otros pueden estar presentes en los tumores y otros tejidos. Pueden ser productos
de las mismas células cancerosas, o ser producidos por el cuerpo en respuesta al
cancer (Tabla 1). Si bien la mayoria de los marcadores tumorales son proteinas,
recientemente se han incorporado genes u otras moléculas. (Adaptado de American

Cancer Society y National Cancer Institute, 2012).
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Cuando estos marcadores
Marcador Tumor Asociado
presentes en las células tumorales son | AFp Higado, testiculo
susceptibles de ser reconocidas por el | CEA Neoplasias epiteliales
sistema inmune o parte de él, se B-hQG . Tum9res trofoblasticos, .tes.tlculo
Calcitonina Carcinoma medular de tiroides
denominan antigenos tumorales. Si , , Carcinoma papilar y folicular de
Tiroglobulina tiroides
estos antigenos tumorales se CA 125 Ovario, endometrio, pulmon
encuentran exclusivamente en la CA 19.9 Pancreas, estdmago, colon y recto,
- , ' ovario
superficie de las células tumorales, CA153 Mama. ovario
siendo presentados por moléculas del CA 724 Colon y recto, pancreas, ovario,
. . o ’ estomago
complejo mayor de histocompatibilidad ["cyFRA 21-1 [ Neoplasias epiteliales
(MHC | o MHC 1I), se denominan |PSA Prostata
i = NSE Pulmon
antigenos tumorales especificos (TSA, [scc Carcinomas epidermoides
de las siglas en inglés). Por otro lado si | HER2/neu | Mama, ovario, prostata, pulmén
. 5-HIAA carcinoide
los antigenos son presentados tanto en
células normales como tumorales, se Tabla 1: Principales marcadores tumorales

utilizados en laboratorio clinico.
Fernandez et al., 2007)

denominan (Adaptado de

antigenos asociados a
tumor (TAA, de las siglas en inglés). En
ambos casos, el reconocimiento por parte del sistema inmune desencadenaria una

respuesta inmune, que produciria la muerte celular.

Como hemos dicho estos antigenos tumorales son capaces de activar el sistema
inmune. Sin embargo, en muchos casos, esta activacion no es suficiente para matar las
células, ya que una de las caracteristicas que presentan los tumores es su capacidad
para evadir el sistema inmune (Chames et al.,, 2009; Mellman et al., 2011), o bien
porque en algunos casos el sistema inmune puede estar defectuoso (como en el caso
de los linfomas). Estos hechos condujeron a la busqueda de nuevas estrategias o de
nuevas moléculas que ayuden o complementen la accién del sistema inmune, cuando

éste por si mismo no sea suficiente.

2.2.- El anticuerpo monoclonal como “arma” terapéutica.

En 1975, Kholer y Milstein desarrollaron la metodologia necesaria para producir
de un modo eficiente anticuerpos monoclonales (mAb) (Figura 7). Estos anticuerpos,
permitirian hacer realidad la idea de “bala magica” acufiada por Paul Ehrlich, que quedé
recogida en 1956, en un libro recopilatorio sus textos (Ehrlich., 1956), segun la cual se

podrian crear moléculas quiméricas que de manera especifica dirigieran un compuesto
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Figura 7: Representacion de la estructura de una molécula de

Sin embargo, a anticuerpo tipo IgG. Se destacan las distintas partes que lo

componen. En la fotografia, Milstein y Kholer, galardonados

principios de los afios 90, Winter con el premio Nobel.

y Milstein, desarrollaron la

metodologia para clonar los genes de moléculas IgG y clonarlos en vectores de
expresion eucaridticos (McCafferty et al., 1990). Asi nacié la ingenieria de anticuerpos,
optimizando su clonacién y produccion (Hoogenboom et al., 2000). Esta optimizacion se
dirigié inicialmente hacia la humanizacion de los anticuerpos, bien mediante la
construccion de quimeras (Neuberger et al., 1985, Reichert et al., 2005) o bien mediante
CDR-grafting (Jones et al., 1986) (Figura 8).

Hurine ﬁumm ' Otro gran hito llegd con el desarrollo
de la técnica denominada “phage-display”

‘ (Smith, 1985; McCaferty et al., 1990) que

permite obtener anticuerpos frente a

saatadoma AT ‘ proteinas y ademas optimizar su afinidad
Q/ por el antigeno hasta el rango sub-picomolar

(Luginbuhl et al., 2006) y que fue optimizada

por el grupo del Dr. Lerner (Barbas et al.,

o ; e 1991; Kang et al., 1995; Gao et al., 2002).

Figura 8: Representacion esquematica de dos  Las investigaciones realizadas por los
métodos de humanizacién de anticuerpos para

su utilizacion en clinica. (Chames et al., 2009) doctores G. Winter y R. Lermer, les han
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convertido en los pioneros de la ingenieria de anticuerpos y su aplicacion a un uso
terapéutico. El reconocimiento a su labor cientifica se ha traducido en numerosos
premios internacionales, y recientemente con la concesion del Premio Principe de

Asturias en Investigacion Cientifica y Técnica 2012.

Todos estos avances derivaron en la pronta utilizacion de anticuerpos
monoclonales para su utilizacién en terapia. En la actualidad, hay casi 30 anticuerpos

monoclonales aprobados para su comercializacion. (Tabla 2).

Generic name Trade name Antibody format Antigen Approved indication YEDA VEMEA
gpprovadl  gpproval
Muromomab Orthodone Murine, IgG2a cD3 Allograft rqecuon In allogenelc renal B&/06/19 NA
Abciximab’ ReoPro Chimeric, IgG1 GPub/ma r Mahtemn:e of coronary patency 9412/22 NA
Rituwdmab’ Mabthera Chimeric, IgG1 CD20 CD20-positive B-cell non-Hodgkin's lymphoma  97/11/26  98/06/02
Daclrumab Zenapax Humanized, 1gG1 CD25 (l2r) Alognft rqacuon 97210  99/02/26
Basiiximab Simulect Chimeric, IgG1 CD25 (il2r) e8/osnz  98/10/09
Palivizumab Synagls Humanized, IgG1 Protein F Respntmy syncyu.ll virus (RSV Inhibitor) In 98/06/19  99/08/13
children
Inflodmab Remicade Chimeric, IgG1 TNFx Crohn's disease and rheumatold arthritis 98/08/24 99/08/13
Trastwumab Herceptin Humanized, IgG1 HER2/Neu Metastatic breast cancer 98/09/25 00/08/28
Etanercept’ Enbrel huFoyl /TNEr TNFaand B Autolmmune diseases such as ankylosing 98/11/02  00/02/03
spondylitis
Gemtuzumab* Mylotarg Humanized, IgG4 CD33 CD33-positive acute myelold leukemia 0o/osNn7 NA
Alemtuzrumab®*  Mabcampath  Humanized, 1gG1 CDSs2 B-cell chronic lymphocytic leukemia ov/os/o7  01/07/06
Ibritomomab”® Zevalin ™y Mouse, IgG1 CcD20 B-cell non-Hodgkin's lymphoma 02/02/19 04/01/16
Adahmumab” Trudexa Human, IgG1 (PD)  TNFa Crohn's disease and rheurnatokd arthritls o02Nn2/n  03/o9ion
Alefacept? Amevive huFcy1/LFA-3 cD2 Chronic plaque psorasls 03/01/30 NA
Omalizumab Xolair Humanized, 1gG1 IgE Treatment of asthma 03/06/20 05/10/25
Tositumomab®®  Bexxar '™ Murine, IgG2a CD20 CD20-positive B-cell non-Hodgkin's lymphoma  03/06/27 NA
Efallzumab Raptiva Humanized, 1gG1 CcD11a Moderate to severe plaque psortasts 03/10/27  04/09/20
Cetuximab Erbitux Chimeric, IgG1 EGFR Metastatic colorectal and head and neck 04/0212  04/06/29
carcinoma
Bevacizumab Avastin Humanized, 1gG1 VEGF-A Metastatic colorectal and non-small cell lung 04/02/26 05/0112
carcinoma
Nataltzumab® Tysabrt Humanized, 1gG4 Integrin-a4  Multiple sclerosts 04M11/23  06/06/27
Ranibzumab Lucentis Humanized, 1gG1 VEGF-A ‘Wet-type age-related macular degeneration 06/06/30 07/01/22
Panitumumab™  vectibls Human, IgG2 EGFR Metastatic colorectal carcinoma o6/o9/27 o729
Eculzumab™ Soliris Humanized, IgG2/4 C5 Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria 07/0316 07/06/20
Certolizumab™  Qmzia Humanized, 1gG1 TNFx Crohn's disease 08/04/18 NA

"Abcixirab is a Fab fragment.

TRituximab is commercialized under the trade name Ritwan in USA

"These molecules are fusions between the IgG1 Fe portion and a receptor. On 2 May 2008, the FDA pliced a black box wamning on Etanercept due to a number
of serious infections assocated with the drug.

“Gemtuzumab ‘ozogamicine’ is coupled to alicheamicin, an anti-tumoural antibiotic.

A b is commercialired under the trade name Campath in USA.

“Ibritomormab “tiuxetan” and Tositurmomab are coupled to radicisotopes.

"Adalimumab is commercialized under the trade name Humira in USA.

ANl approved antibodies have a x light chain except Tositumomab that has a ¥ light chain.

"Natakzurmab was voluntarily withdrawn from the market in February 2005. On 5 june 2006, FDA approved a special restricted distribution programme.
"Panitumumab is the first human antibody obtained from humanized mice.

Eculizurmab contsins 3 CH1 domain and hinge from IgG2, and CH2-CH3 domains from IgG4.

"3Certolizumab pegol is a PECylated humanized Fab fragment.

"Near/month/day; NA, not approved in Europe.

EGFR, cpidermal growth factor receptor; EMEA, European Medicines Agency; FDA, US Food and Drug Administration; HER, human epidermal growth factor
receptor; TNF, tumour necross factor; VEGF, vascular endothelial growth factor.

Tabla 2: Relacion de anticuerpos aprobados para su uso en clinica. (Adaptado de Chames et al., 2009)

Si bien las perspectivas de éxito eran muy altas, con el tiempo empezaron a
observarse la aparicion de problemas secundarios en la utilizacion de los anticuerpos en
terapia. El primer problema surgid como consecuencia de los elevados costes de
produccién, dado que los anticuerpos son proteinas grandes, multiméricas, que
necesitaban de sofisticados sistemas eucariéticos para su produccién. En la actualidad
se estan investigando otros sistemas heterélogos de produccion basados en
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microorganismos y plantas para poder evitar este problema (Giritch et al., 2006;
Graumann et al., 2006; Hempel et al., 2011)

Otro contratiempo se debid a la relacion entre farmacocinética y penetracién en
tumor. Asi, inicialmente en ratones, se observo que los mAbs permanecian largo tiempo
en sangre y que no mas del 20% de la dosis administrada llegaba al tumor (Beckman et
al., 2007).

Sin embargo, la utilizacion de la molécula completa del anticuerpo presentaba
otra seria de ventajas. Asi, el tamafo del anticuerpo (unos 150 KDa) permitia evadir la
filtracion glomerular en rindn. Ademas la presencia de la fraccion constante (Fc), que no
solo interviene en aumentar la vida media del anticuerpo, sino que esta implicado en la
activacion del sistema inmune bien a nivel celular, como molecular permitia considerar a
estos anticuerpos como terapéuticos. Sin embargo, estas mismas caracteristicas serian
a la vez un inconveniente. Asi, no es casualidad que soélo dos de los anticuerpos
aprobados para el uso en clinica vayan dirigidos a tumores sélidos, pues se comprobd
que el tamafo del anticuerpo completo es demasiado grande para su difusién en un
tumor solido, presentando una accesibilidad y una penetracion en el tumor muy limitada
(Pirker, 1988). Por otra parte, la presencia del dominio Fc representaba ciertas
complicaciones a distintos niveles: genético, en cuanto a su produccion heteréloga
(Cartron et al., 2002; Weng y Levy, 2003), postraduccional en cuanto a las
glicosilaciones en la produccion (Shinkawa et al., 2003), afinidad y competitividad por el
receptor de Fc (“activadores o inhibidores”) (Preithner et al., 2006; Nimmerjahn y
Ravetch, 2007).

En la actualidad, todos estos problemas han derivado en un incremento
considerable de la investigacion en ingenieria de anticuerpos, dirigida hacia la
modificacion de los distintos dominios del anticuerpo, o a la utilizacién de variantes no
completas de los mismos para su posible uso en terapia (Chames et al., 2009; Mellman
etal., 2011).

De las distintas dificultades encontradas durante el desarrollo de la
inmunoterapia basada en la utilizacion del anticuerpo monoclonal quisiera llamar la
atencion sobre tres de ellas en particular, que ayudaran a entender mejor hacia donde
se dirigio la investigacion relacionada con la ingenieria de anticuerpos. Estos tres
inconvenientes son: el elevado tamano del anticuerpo y su deficiente penetracion en el

tumor; la aparicion de reacciones secundarias adversas, como el sindrome de fragilidad
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vascular (VLS, de sus siglas en inglés) y la capacidad del tumor para evadir o inactivar

la respuesta inmune.

Una vez determinado que el principal logro de la inmunoterapia reside en el
reconocimiento absolutamente especifico de un marcador tumoral por parte de un
anticuerpo monoclonal, y considerando que esa capacidad se circunscribe a unos pocos
aminoacidos localizados en las regiones determinantes de complementariedad (CDR)
de los dominios variables, parecia l6gico estudiar si se podian obtener variantes de los
anticuerpos que solo constasen de esas regiones variables, sin que eso afecte al

reconocimiento del antigeno.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la presencia de los dominios constantes no
siempre era suficientemente eficaz para producir una respuesta inmune contra las
células cancerosas, se planted poder incorporar otras moléculas que pudiesen producir

la muerte de las células diana, debido a su actividad “toxica”.

De este modo, de la vision inicial de Paul Erhlich acerca de las balas magicas, y
a través del primer acercamiento utilizando unicamente el anticuerpo completo y la
respuesta inmune que provoca, se llegd al nacimiento de una nueva estrategia que
reune la especificidad del anticuerpo, con una actividad toxica, en una molécula

quimérica. Nacen asi las inmunotoxinas.

3.- INMUNOTOXINAS E INMUNORRIBONUCLEASAS

Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas, normalmente de naturaleza
proteica, compuestas por un anticuerpo (o fragmento de él) unido a una toxina (Pastan
et al., 2006; Holzman et al., 2009).

Se componen de dos dominios: el de especificidad o marcador, compuesto
normalmente por un anticuerpo, o un derivado suyo, y el toxico, que es el que ejerce la
actividad toxica sobre la célula diana a la que va dirigido el dominio de especificidad
(Figura 9) (Kreitman, 2009)
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Las primeras inmunotoxinas que se
disefaron fueron inmunoconjugados producidos
mediante la unién quimica de un anticuerpo

completo y una toxina.

Péptido de unién

Anticuerpo Toxina

Estas primeras inmunotoxinas estaban

formadas, en su dominio toxico, por toxinas de
Figura 9: Representacion esquematica de

origen microbiano como la exotoxina de
las partes que componen una

pseudomonas (PE) (Kondo et al, 1988;
Kreitman et al., 1990; 1993; Li et al., 2004) o la toxina diftérica (DT) (Foss et al., 1998;
Potala et al., 2008), o bien por toxinas de origen vegetal como la ricina (Ghetie et al.,
1993; Engert et al., 1997; O'Toole et al., 1998) normalmente mediante la utilizaciéon de
formas truncadas de estas toxinas, eliminando asi la parte de la proteina implicada en la
interaccion con la célula, dejando solo el dominio catalitico (Thrush et al., 1996;
Kreitman 1999; 2006; Li et al., 2005; Pastan et al., 2006; 2007).

La utilizacién de esta primera generacion de inmunotoxinas en estudios clinicos,
mostrd diversos contratiempos como la pérdida de especificidad o baja estabilidad; asi
como una composicion heterogénea, debido a la presencia del dominio toxico libre,
observandose en la mayoria de los casos el sindrome de fragilidad vascular (VLS), que
deriva en un colapso vascular (Baluna et al., 2000). También se describié una deficiente
penetracion en tumores solidos o reacciones de rechazo. (Fujimori et al., 1989; Thrush
et al., 1996; McGrath et al., 2003; Beckman et al., 2007; Roopenian y Akilseh, 2007).
Estos problemas ya han sido comentados en el apartado anterior de la introduccion, y
no eran del todo inesperados considerando la naturaleza y caracteristicas de estas

moléculas.

Sin embargo, este hecho parecié eliminar la potencialidad de esta “nueva” via de
inmunoterapia, sobre todo en aquellos casos en los que el sistema inmune del paciente
era defectuoso. Por ello, se planted la posibilidad de utilizar estas moléculas de manera
combinada con pacientes inmunodeprimidos, o combinadas con quimioterapia (Singh et
al., 2007; 2012). Esto ha supuesto que hoy en dia se siga investigando en la utilizacion
de inmunotoxinas que mantienen en su disefo la molécula del anticuerpo completo,
administradas junto con otras sustancias que favorecen su accion antitumoral (Ghetie et
al., 2001; Kreitman et al., 2006; Pastan et al., 2006).
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3.1.- Evolucion en el disefo de inmunotoxinas.

3.1.1.- Dominio marcador.

Como suele suceder en ciencia, la aparicion de dificultades, relacionadas en este
caso concreto en el tratamiento, supuso un nuevo impulso a la investigacion, centrada
en la evolucion del disefio de estos inmunoconjugados, que implicaron el disefio de
nuevas construcciones dirigidas a mitigar esos problemas (Selvaggi et al., 1993; Siegall
et al., 1997; LeMaistre et al., 1998; Tsutsumi et al., 2000). Asi, se empezaron a construir
inmunotoxinas en las que el dominio marcador estaba formado solamente por el
fragmento Fab (Shimba et al., 1995) o por derivados mucho mas pequefios, formados

unicamente por los dominios Vy y V| del anticuerpo.

Con los avances de la biologia molecular, que hicieron posible la clonacion del
cDNA codificante para las diferentes cadenas polipeptidicas del anticuerpo, unido a la
mejora de los sistemas de expresion y una vez que se demostrd el mantenimiento de la
capacidad de interaccién de los dominios variables solos al antigeno, se empezaron a
disenar inmunotoxinas recombinantes, en las que se cloné el cDNA de los dominios
variables del anticuerpo fusionado con el cDNA de la toxina. Surgieron asi las
inmunotoxinas de cadena unica (sc, del inglés: single chain) que incluyen los dos

dominios, de especificidad y toxico.

Estas inmunotoxinas se denominaron de segunda generacion (Chaudhary et al.,
1989). La union de ambos dominios se realizaba mediante un péptido de unién formado
por un pequefio numero de aminoacidos (Huston et al., 1988; Bird et al., 1989) o
mediante la incorporacion de dos cisteinas para crear un puente disulfuro (Brinkmann et
al., 1991; 2000; Reiter et al., 1996) (Figura 10). Una de las principales ventajas de esta
segunda generacion de inmunotoxinas de menor tamano es que puede ser producida
en sistemas heterélogos favoreciendo la obtenciéon de grandes cantidades asi como la

modificacion de las mismas mediante ingenieria de proteinas.
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Figura 10: Esquema de diferentes mecanismos de diferentes inmunotoxinas. La toxina se conjuga al
mAb completo (1) o bien a los fragmentos variables scFv (2). También se muestran dominios
biespecificos Bs-scFv (3) y Diabodies (4) uniéndose a diferentes antigenos de la misma o diferentes
células. Se muestra una inmunotoxina humanizada conteniendo un ligando para receptores de muerte
(6). (Adaptado de Madhumathi et al., 2012)

3.1.2.- Dominio toxico.

Por otro lado, la evolucidn del diseino de estas inmunotoxinas recombinantes
también afectd al dominio toxico. Asi, se empezaron a utilizar otras proteinas con
actividades y origenes diferentes. De este modo, se incorporaron proteinas de origen
fungico o humano (Fang et al., 2011), y de caracter toxico o no toxico, con diferentes
actividades enzimaticas.

En este sentido la utilizacion de proteinas no tdxicas, que ejercerian su actividad
solo al acceder al interior celular, o bien que requieren una etapa de activacion
intracelular, evitaria problemas de citotoxicidad inespecifica (Deckert et al., 2003). Entre
ellas, se han utilizado proteinas activadoras de la apoptosis como son Bim o Bax
(Mathew et al., 2009), o RNasas (Menzel et al., 2008; Ardelt et al., 2009; Schirrmann et
al., 2009; Shlyakhovenko, 2009). Cabe destacar el creciente interés por la utilizaciéon de

proteinas con actividad ribonucleolitica como componente del dominio toxico, tanto en
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inmunoconjugados como en inmunotoxinas de segunda generacion. Esto ha llevado a
acunar el término inmunoRNasa, cuando las RNasas utilizadas son de naturaleza no
toxica, frente al de inmunotoxina, referida en este caso a la utilizacion de RNasas

téxicas, como son las ribotoxinas (Rybak et al., 1999; 2009; Makarov et al., 2008).

Ejemplos de estas inmunoRNasas e
inmunotoxinas serian la basada en la RNasa
pancreatica humana (Zewe et al., 1997; De
Lorenzo et al., 2007, 2008; 2009; Borriello et
al., 2011), la onconasa, de origen animal
(Newton et al., 2001; Chang et al., 2010) o
microbianas como la barnasa o la binasa
(Glinka et al., 2006; Balandin et al., 2011) o

ribotoxinas, como la restrictocina o la a-

Ricina HP-RNasa

sarcina (Orlandl et al, 1988; Conde et al., Figura 11: Representacion estructural de
1989; Warzynzak et al., 1991; Rathore ef al., algunas de las proteinas toxicas utilizadas

como dominio toxico en inmunotoxinas.
1997; Rosenblum et al., 2003) (Fig.11).

En general, las moléculas utilizadas como dominio toxico deben reunir las

siguientes caracteristicas (Johannes et al., 2005):

1. La toxina debe poseer una elevada toxicidad, en el rango nanomolar. Asi, por
ejemplo, la toxina diftérica es ampliamente utilizada, pues una sola molécula es

suficiente para matar una célula (Vallera et al., 2002).

2. El inmunoconjugado debe preservar las caracteristicas de la toxina, en cuanto a

su actividad.

3. La toxina debe ser liberada al citosol para ejercer su accion (Morokoff y Novak,
2004).

4. La toxina debe ser capaz de sobrevivir a la degradacion proteolitica intracelular y
el ambiente acido de los lisosomas. La ruta intracelular empleada para acceder a
su sustrato es un punto clave para observar el efecto citotoxico deseado (Frankel
et al., 2009)
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3.1.3.- Optimizacion del disefio: estabilidad, tamafo, humanizacion.

Hoy en dia se han establecido dos corrientes de opinion en las estrategias en la
optimizacion del diseino de inmunotoxinas, dirigiéndose bien a la busqueda de una
mayor estabilidad o a la reduccion del tamafio para favorecer una mayor penetracién en
tumores sdlidos. Esto se basa en la incorporacion de algunas de las regiones
constantes de las cadenas pesadas para obtener nanoanticuerpos que son mas
estables, o bien en la utilizacion de la fracciéon Fab, los dominios variables solos (scFv) o
incluso en la utilizaciéon de unicamente dos CDR (pheromonicinas) respectivamente
(Adams et al., 2001; Adams y Weiner, 2005; Réthlisberguer et al., 2005; Qiu et al., 2007;
Zhen et al., 2009). Este debate se mantiene sin un resultado claro pues todavia hoy en
dia, hay una vertiente que prefiere una estabilidad mayor, a costa de una menor
especificidad de acciéon antitumoral, y una vertiente que prefiere una mayor reduccion

del tamafo a costa de una menor afinidad por el antigeno (Qiu et al., 2007).

Otro de los problemas mas comunmente observados al realizar ensayos in vivo
con las inmunotoxinas se refiere a la inmunizacién del paciente frente a ellas,
desencadenando una respuesta inmune de rechazo tras repetidas dosis de tratamiento.
Por ello, la optimizacion de las inmunotoxinas también se ha centrado en la obtencion
de variantes humanizadas o menos inmunogénicas (Mathew et al., 2009). En el caso de
los dominios variables, obtenidos normalmente de ratén o conejo, se conservan
exclusivamente los CDR para asegurar el mantenimiento de la afinidad por el antigeno
(Scott et al., 2005; Qu et al., 2005) o bien se cambian determinadas regiones de la
secuencia hasta no observar reactividad o una disminucion significativa de la misma
(Knappik et al., 2000; Chames et al., 2009).

En el caso de la inmugenicidad debido al dominio toxico se han seguido dos
estrategias: la utilizacion de ribonucleasas humanas (De Lorenzo et al., 2007, 2008;
Krauss et al., 2008) o la identificacion y eliminacion de posibles epitopos, responsables
de la inmunogenicidad, de la toxina, como se hizo por ejemplo con la toxina de
Pseudomonas en la que, sin verse afectada la actividad, se obtuvo una variante mucho
menos inmunogénica (Onda et al., 2006; 2008). Este proceso se ha realizado tanto con
los anticuerpos monoclonales completos utilizados en terapia; como con aquellos
anticuerpos o fragmentos derivados de ellos incluidos en las inmunotoxinas (McCarfferty
et al., 1990; Onda et al., 2008; Mathew et al., 2009). En la Tabla 3 se resume el estado
actual en la investigacion con algunas de estas inmunotoxinas e inmunoRNasas, siendo

mas de treinta las que se encuentran en fase clinica (Madhumathi et al., 2012).
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Table 1
Target antigens of immunotoxing used for solid tumors.
Target Targeting molety Toxin Target tissues/diseases Experimental
phase
IL4R L4 PE Glioblastoma, astrocytoma, head and neck ]
squamous cell carcinoma, prostate carcinoma,
lymphoma, kidney, lung and breast cancer
IL13R L3 PE Glioma, renal cell carcinoma, ovanan cancer, 1A,
KS, head and neck carcinoma
IL2R 2 DT Melanoma, ovarian, breast, kidney cancers, KS ]
THNFR THNF Melanoma
ErbB2 (Her2) dsFv PE Owarian, squamous cell, prostate,
head and neck, NSCLC
ScFv PE Breast, colon, melanoma
Ricin Gasfric cancer
EGFR EGF DT Carcinomas ]
TGFa PE Bladder cancer, glioblastoma 1
ScFvibsFy PE Meoplastic meningitis, malignant mesothelioma In vivo
EGF. Mab SAP Sarcoma, adenccarcinoma and cervical cancer In vive
FGFR FGF SAP Melanoma, teratocarcinoma, neurcblastoma In vive
cells, bladder and prostate carcinoma
VEGFR VEGF PE Glioma In vivo
TR Transferrin DT Brain and CNS tumors 1
Mab Ricin Leptomeningeal neoplasia |
Transferrin SAP Glioblastoma cell lines in vitro
EpCAM scFv Fab PE Bouganin Lung, colon, breast, squamous In vive
call carcinomas
Mescthelin daFy PE Mescthelioma, ovaran, pancreatic, |
and lung cancers
72 kDa TAA Mab Ricin Colorectal cancer |
Melanoma antigen Mab Rigin Melanoma ]
Carbohrdrate antigen Le™ Mab dsFv, ScFv PE Breast, ovarian, gastrointestinal cancer |
adenocarcinoma
CEA Mab Ricin Colorectal cancer il
55 kDa antigen Mab Ricin Breast carcinoma | (suspended)
INCAM (CDSE) Mab Ricin SCLC Il (suspendad)
Urckinase recepior ATF of urokinase PE Glioblastoma mulfiforme, leptomeningeal I vitro
neoplasia
5T4 Fab Superantigen Solid umors-NSCLC, renal cell carcinoma |
CDR3& specific for OEC ScFv DT Owvarian carcinoma, cervix adenocarcinoma, In vivo model
hepatocellular carcinoma, and rectum
& o
PSMA Mab Ricin Prostate cancer In vive
SAP Prostate cancer In vive
CDCP1 Mab SAP Prostate cancer In vive
Tomoregulin Mab sAP Prostate cancer In vitro
HSPBS. Mab SAP Pancreatic carcinoma In vive
CEACAME Mab SAP Pancreatic adenocancinoma In vivo
RPTPR Mab SAP Glioblastoma, astrocytic tumor In vivo
ALCAM/CD166 ScFv SAP Marny solid tumors iIn vitro
HAAH ScFv SAP Liver tumor call ine In vitro
Endosialin/CD248/tumor Mab SAP Ewing's sarcoma cell line In vitro
endothelial marker 1
Call cyde-associated Mab SHaP Human colon adenocarcinoma and In vitro
overexpression of epidermoid carcinoma cell lines
transcobalamin
raceptor (CD320y
Integrin-like cedl surface Mab SAP Tumor blood vessels in vitro
protein (TEMS)
HMW-MAA Mab SAP Melanoma In vitro
ap54 Mab sAP Bladder cancer In vitro
PP glycoprotein 170 Mab SAP Colon carcinoma In vitro
gp240 ScFv Gelonin Melanoma In vive
Mab Momodin Bladder cancer I

Bladder cancer specific
antigen

Abbrevigtions: IL(R): interleukin (receptor), tumor necrosis factor receptor (TNFR), epidermal growth factor recaptor (EGFR), transforming growth
factor (TGFa), fibroblast growth factor receptors (FGFR), vascular endothelial growth factor (VEGF), transferrin receptor (TIR), tumor associated
antigen (TAA), Lewis Y (Le™, human carcinoembryonic antigen (CEA), amino terminal fragment of urokinase (ATF), prostate-specific membrane
antigen (PSMA), CUB domain-containing protein 1 (COCP1), heat shock protein 65 (HSPES), carcincembryonic antigen-related call adhesion
molecule 6 (CEACAME), receptor protein tyrosine phosphatase p (RPTPR), activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM/CD166), human
aspartyl (asparaginy) B-hydroxylase (HAAH), high-molecular-weight melanoma-associated antigen (HMW-MAA).

Diphtheria toxin (DT), Pseudomanas exotoxin (PE), saporin (SAP), pokeweed antiviral protein (PAP), MAb: monoclonal antibody; dsFv: disulfide-
stabilized Fv antiboedy fragment; scFv: a single chain variable fragment; bisFv: two Fv fragments connected via a disulfide bond; Fab': fragment
antigen-binding (ene constant/one varable domain of each heavy and light chain connected by a disulfide bond); Kaposi's sarcoma (KS), non-small
call lung cancer (NSCLGC), small-cell lung cancer (SCLC), ovarian carcinoma (OEC), head and neck squamous cell carcinoma (SCCHN).

Tabla 3: Estado actual en la experimentacién con inmunotoxinas. (Adaptado de Madhumathi et al.,
2012)
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3.2.- Mecanismo de accion.

El mecanismo de actuacion de las inmunotoxinas puede describirse de modo
general como un proceso en tres etapas que desembocaria en la muerte celular de las
células diana. En una primera etapa se produciria el reconocimiento del antigeno
tumoral especifico por parte del dominio marcador de la inmunotoxina. Esta interaccion
antigeno-anticuerpo evoluciona hacia la internacion del complejo mediante endocitosis,
detectandose la inmunotoxina en
endosomas. Por ultimo, y siguiendo Tranotoxing

. ’ s g =/ o Toxina
diferentes vias de trafico Sy l(}b
union

intracelular, se  produciria la ’

liberacion del dominio toxico, que j /\:,..;

ejerceria su actividad enzimatica \ :)L\

frente a su sustrato, produciendo la — Lm“mc}\{nns-colo%ﬂ
muerte celular. (Sakamoto et al., "‘Ci"“E . aTA
2000; 2006; Kreitman, 2003, 2006; :: \ w"mh " H

Pastan et al., 2007) (Figura 12) Nl
W Inhibicién sintesis
proteinas

'
Este mecanismo general @ %

puede diferir en funcion de las

particularidades o caracteristicas Flgura 125 Esquema del mecanlsmo.de actuacioén de las

inmunotoxinas. Se muestran los diferentes pasos del
intrinsecas  tanto del dominio  mecanismo desde el reconocimiento y unién de la
inmunotoxina a la célula diana hasta su muerte debido a la

marcador como de las toxinas - )
accion de la toxina.

empleadas.

Asi, en cuanto a la union e internacién, el mecanismo de accion sera debido a la
actividad del dominio marcador, produciéndose la internacién de la inmunotoxina segun
la via que corresponda a dicha interacciéon antigeno-anticuerpo, y que podra variar en
los diferentes casos. Una vez la inmunotoxina es internada, y debido a la acidificacion
de los endosomas se producira el procesamiento de la misma, que implicara diferentes

rutas intracelulares, hasta la liberacion de la toxina en el interior celular.

En lineas generales las toxinas utilizadas pueden agruparse en tres clases
diferentes, en funciéon de su mecanismo de accion. La clase |, formada por enzimas que
bloquean los procesos de biosintesis de proteinas actuando sobre el factor de
elongacion 2 (EF-2) como la toxina diftérica o la toxina de Pseudomonas (Sarnovsky et

al., 2010) o a nivel del RNA ribosomal como la ricina, gelonina, saporina, etc.
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(Wawrzynczak et al., 1991; Francisco et al,. 1997; Ferreras et al., 2011), o bien
degradando el RNA total como es el caso de las RNasas no especificas (De Lorenzo et
al., 2007; Edelweiss et al., 2008; 2010). La clase Il esta formada por aquellas que
actuan a nivel de las cascadas de sefalizacion intracelular (Chovnick et al., 1991). Por
ultimo, estarian las de clase lll formada por porinas, que producen la formacién de un
poro en la membrana celular. Entre ellas estarian la melitina, la toxina de la cobra o la

familia de las esticholisinas (Tejuca et al., 2004; Penton et al., 2011).

3.2.1.- Factores que afectan a la eficacia del mecanismo

Son muchos los procesos relacionados con el mecanismo de actuaciéon a tener
en cuenta para el estudio de la mayor o menor efectividad de una inmunotoxina. Entre
ellos, podrian incluirse aquellos relacionados con la forma de suministro de estas
moléculas en tratamientos in vivo, siendo habitual su suministro mediante inyeccién
intravenosa. La forma en la cual se suministra la inmunotoxina puede tener repercusion
a diferentes niveles, como es la aparicion o no de reacciones inmunogénicas (Kreitman,
2000; Weber et al., 2003), su biodistribucion o su especificidad, entre otros (Frankel et
al., 2002). Todos estos procesos parecen ser susceptibles de ser mejorados con el uso
de coadyuvantes o mediante ingenieria de proteinas (Siegall et al., 1997). Sin embargo,
una vez el inmunoconjugado ha llegado al tumor, se presenta uno de los pasos criticos

en la accién antitumoral o no de la inmunotoxina.

La efectividad en la accion de la toxina en el interior celular depende
directamente tanto de la internacion del complejo segun sea el antigeno o receptor al
que éste va dirigido, como del proceso intracelular que sufre la toxina una vez liberada
(Byers et al, 1991). Asi, por ejemplo, la toxina diftérica puede liberarse directamente
desde los endosomas tempranos al citosol (Antignani y Youle, 2008), mientras que la
toxina de Pseudomonas ha de pasar a través del Golgi y el reticulo endoplasmatico

antes de alcanzar el citosol (Weldon et al., 2011).

3.2.1.1.- Internacion

De los mecanismos endociticos conocidos hasta el momento, uno de los mas
estudiados es el dependiente de clatrina; una proteina citosoélica ubicua que es reclutada

en la membrana y participa en la endocitosis (Brodsky et al., 2001). Diferentes toxinas,
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como la diftérica o la toxina del antrax utilizan esta via (Abrami et al., 2003). Sin
embargo, otras toxinas siguen las vias endociticas independientes de clatrina, por
ejemplo, la toxina colérica, tetanica o la ricina (Tran et al., 1987); Asimismo se ha
demostrado que estos dos procesos pueden no ser excluyentes entre si, pudiendo una
misma toxina participar en ambas rutas de entrada dependiendo de diversos factores
(Johannes et al., 2005; Kirkham et al., 2005).

3.2.1.2.- Tréfico intracelular

Una vez que se produce la internacion, el complejo se encuentra en los
endosomas tempranos. En algunos casos, la acidificacion en estos endosomas puede
producir por si mismo la translocacion de la toxina al citosol, como seria el ejemplo
comentado anteriormente para la toxina difterica o del antrax. La ofra ruta, también
denominada retrograda, implica al aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico hasta su
liberacién en el citosol (Lord et al., 2003, De Lorenzo et al., 2007) (Figura 13).

E Early and

recycling
endosomes
toxin
ricin
Pseudomonas
exotoxin

reticulum

Retrotranslocation

Figura 13: Rutas de transporte intracelular de proteinas téxicas. Las flechas negras indican las rutas
habituales de transporte intracelular. Las flechas rojas se refieren a la entrada por la via independiente de
clatrina. En el circulo azul se representa la interfaz entre los endosomas y el aparato de Golgi. Se muestran
también las rutas denominadas KDEL-receptor/COPI en el reticulo endoplasmatico, asi como la del
receptor de manosa-6-fosfato (MPR) en los lisosomas (Pulvirenti et al., 2008).
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A este respecto, son muchos los estudios que se han realizado usando
subunidades de la toxina de Shiga, la toxina colérica o la proteina inactivante de
ribosomas (RIP) ricina, para intentar dilucidar la mayor o menor intervencién de la
maquinaria COPI/KDEL en el trafico hacia el reticulo endoplasmatico y posterior
translocacion al citosol. Esta maquinaria COPI/KDEL es parte del sistema de transporte
entre el Golgi y el reticulo endoplasmatico (Pulvirenti et al., 2008). KDEL es una
secuencia aminoacidica que mantiene la proteina en el reticulo endoplasmatico y que
ha de ser procesada para que la proteina pueda ser secretada hacia el citosol
(Yamamoto et al, 2001). Si bien en algunos casos estos estudios mostraron la
posibilidad de aumentar la accion citotdxica incorporando esta sefalizacion para
favorecer esta ruta de procesamiento intracelular, otros mostraron que ésta permanece

invariante incluso afiadiendo la sefial KDEL a la subunidad (Chen et al., 2002; 2003).

Aun en la actualidad, es elevado el numero de laboratorios que sigue
investigando acerca de la ruta intracelular de las toxinas, con el animo de conocer y
entender mejor estos procesos, y, buscando una mejora de la eficacia citotoxica, y por

ende, antitumoral, de las inmunotoxinas (Johannes et al., 2005).

En este sentido, hay que destacar que el mecanismo global de estos
inmunoconjugados implica que entren en juego los dos dominios. Asi, la internacién,
tras la union al receptor celular, dependera del tipo de endocitosis desencadenada por la
activacion del complejo antigeno-anticuerpo que se forme en cada caso; y en un
segundo paso, la naturaleza del dominio toxico implicara una/s u otra/s rutas
intracelulares. Se ha comprobado cémo una toxina unida a diferentes dominios variables
produce la misma activacion de vias apoptéticas, pero presenta una mayor o menor
eficacia en cuanto a la entrada, en funcién de los dominios variables. Por otro lado, los
mismos dominios variables, unidos a diferentes toxinas, presentan la misma via de
entrada, pero distinta eficacia citotoxica, segun la naturaleza del dominio toxico (Byers et
al., 1991; He et al., 2005). Este hecho justifica la existencia de numerosos estudios
dirigidos a la optimizacion de la actividad del tdndem anticuerpo-toxina (Onda et al.,
2006; Qiu et al., 2007; Asano et al., 2011).

3.2.1.3.- Péptido de unién
Por ultimo, pero no por ello menos importante, hay que tener en cuenta el papel

que puede desempeiar el péptido de unién entre los dos dominios en la eficacia de las

inmunotoxinas recombinantes. Las caracteristicas de este péptido de union, tanto en
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cuanto a su longitud, como a su composicion, se relaciona directamente no sélo con la
estabilidad estructural de estas proteinas de fusion, sino también con la liberacién de la
toxina (Dosio et al., 2011). Uno de los péptidos de union mas utilizados consiste en una
repeticion de glicocola y serina ((G4S);) que dota de la flexibilidad requerida para
favorecer el plegamiento independiente de ambos dominios y mantiene la estabilidad
estructural (Kreitman et al., 2001). Este péptido permanece estable en los ensayos in
vivo, y es susceptible de su rotura en el medio acido de los endosomas, dando lugar a la

liberacion de la toxina.

Una vez comprobado que el péptido de unién desempenaba una funcién
importante en la liberacion de la toxina, se empezaron a disefiar nuevos péptidos de
unidn que incluyesen sitios de reconocimiento para proteasas intracelulares presentes
en las diferentes rutas de procesamiento intracelular. Un ejemplo seria el de la furina,
una proteasa de mamiferos presente en las vias del trans-Golgi-RE (Vey et al., 1994),
cuya secuencia de reconocimiento de protedlisis era conocida. Utilizando esta proteasa
como ayuda, se empezaron a disefar nuevos péptidos de uniéon que contenian esta
secuencia para favorecer la liberacién de la toxina al medio (Goyal y Batra et al., 2000;
Cao et al., 2009; Weldon et al., 2011)

Con este apartado se ha pretendido no solo explicar brevemente los distintos
aspectos que competen al mecanismo de accion de una inmunotoxina, sino también
intentar mostrar que son varios los puntos clave para que la inmunotoxina despliegue
toda su capacidad citotdxica. Se justifica asi, que sean objeto de estudio para conseguir

la maxima optimizacion de la capacidad citotdxica especifica de las inmunotoxinas.

4.- GPA33 Y mAbA33: UNA PAREJA MODELO

4.1.- El antigeno GPA33.

El antigeno A33 (GPA33) es una glicoproteina de membrana sobreexpresada en
el 95% de los tumores de colon y ausente en otros tipos de tumores o tejidos no
transformados. Este hecho le convierte en un antigeno especifico de tumor, y por tanto
un potencial candidato como marcador tumoral (Catimel et al., 1996; 1997; Ritter et al.,
1997).
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Esta proteina, de 298 aminoacidos, presenta una
region N-terminal extracelular con dos dominios tipo 21

inmunoglobulina (de 213 aminoacidos), una region

VG g:
transmembrana (de 22 aminoacidos) y una region C-
terminal intracelular (de 61 aminoacidos) rica en Crae

aminoacidos acidos (Johnstone et al., 2000). La proteina Gz

presenta tres sitios susceptibles de N-glicosilacion (Heath
et al., 1997) (Figura 14).

El antigeno fue purificado y caracterizado
inicialmente a partir de dos lineas celulares de cancer de
. . Figura 14: Esquema de la
colon, LIM1215 y SW1222, obtenidas en el Ludwig Cancer o . " 4o antigeno
Institute (NY) (Catimel et al., 1996; Ji et al., 1997) y mas  GPA33, mostrandose los
. . L .. distintos dominios que lo
tarde, tras la identificacion y clonacion del gen que o componen.
codifica, se pudo llevar a cabo su expresion en baculovirus

(Joosten et al., 2004).

La distribucion de GPA33 en el tejido estd claramente diferenciada,
sobreexpresandose uUnicamente en la region basolateral del intestino, sin que se detecte
expresion en la region apical (Johnstone et al., 2000; 2002) (Figura 15). Las células
GPA33 positivas llegan a expresar hasta 800.000 moléculas/célula. Por otro lado
GPA33 no se secreta al medio extracelular, permaneciendo anclado a la membrana y

expuesto al medio extracelular de manera constante (Ackerman et al., 2008a y b).

a)

S P ; Ay

Figura 15: Dos visiones del antigeno GPA33. a) Crioseccion de las vellosidades del intestino delgado.
Se muestran células epiteliales expresando el GPA33 en la membrana basolateral (rojo), en verde
células dendriticas en la lamina propia (Adaptado de Lee et al., 2006). b) Crioseccion de tejido de
colon tefiido para el marcaje de actina (verde) y del GPA33 (rojo). Los nucleos se marcan en azul
(Imagen tomada del Ludwig Cancer Research Institute).
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Si bien, la funcion de GPA33 es desconocida por el momento, la identificacion,
estudio y regulacion del gen que lo codifica permite sugerir una posible funcién en el
intestino. Asi por ejemplo, un estudio realizado con ratones deficientes en el gen que
codifica la GPA33, mostré6 que estos ratones presentan serias deficiencias en la
reparacion de la mucosa gastrointestinal, encontrandose que el antigeno podria tener un
papel clave en el mantenimiento de la integridad de la mucosa, asi como en la
regulacion de la respuesta inmune en la mucosa intestinal (Pereira-Fantini et al., 2010).
Ademas, considerando los factores que afectan a su regulacion génica se ha descrito
que esta proteina estaria involucrada en procesos de adhesion y trafico intracelular
(Heath et al., 1997; Johstone et at., 2000; 2002; Mao et al., 2003; Rageul et al., 2009;
Pereira-Fantini et al., 2010).

Estudios recientes han mostrado la presencia de exosomas derivados de células
madre en las criptas del intestino (Mathivanvan et al., 2009) posiblemente involucrados
en la regulacién inmune en el intestino, asi como en la regulacién de la expresion del
antigeno mediante el factor de transcripcion GKLF (gut-enriched Kriippel-like factor)
(Mao et al., 2003) que apoyaria la hipdtesis de una funcion relacionada con el
crecimiento y proliferacion celular (Welt et al., 1994, 1996; Antoniw et al., 1996). Por
ultimo, se ha descrito que su expresion depende del ciclo celular y de la densidad de
cultivo y que esta regulada a su vez por el trafico intracelular (Frey et al., 2008). Estos
aspectos explicarian los posibles mecanismos por el que las células tumorales escapan

de los sistemas de control en el crecimiento celular.

El conjunto de las caracteristicas que definen al antigeno GPA33 son las que
animaron al estudio de este antigeno con mayor profundidad, al ser considerado como
un marcador especifico de cancer de colon que puede ser utilizado para el diagnostico y
terapia (Welt et al., 1994, 1996; King et al., 1995; Antoniw et al., 1996; Johnstone et al.,
2000; Ritter et al., 2001; Sakamoto et al., 2006; Barendswaard et al., 1998)

4.1.- El anticuerpo monoclonal mAbA33.

El anticuerpo monoclonal A33 (mAbA33) ha sido desarrollado en el Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center (NY) con la colaboracion del Ludwig Institute for Cancer.
En un primer momento, el anticuerpo, obtenido en raton, se utilizé en estudios in vitro e

in vivo con resultados muy prometedores, observandose que se unia especificamente al
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antigeno GPA33 y que el complejo antigeno-anticuerpo se internaba rapidamente
(Catimel et al., 1996). Esto supuso el punto de partida para el disefio de distintos tipos
de inmunoconjugados basados en el mAbA33 que se utilizaran en ensayos clinicos.
Concretamente se realizaron estudios de fase clinica | y Il de radioinmunoterapia, con el
anticuerpo marcado con radionuclidos (Welt et al., 1994; Daghighian et al., 1996) y
radioinmunoterapia conjugada con quimioterapia. (Tschmelitsch et al., 1997). Los
resultados obtenidos parecian indicar que este par antigeno GPA33-anticuerpo mAbA33
constituian un buen modelo de marcador tumoral-agente terapéutico contra el cancer de
colon. Ademas, los radioinmunoconjugados utilizados, '®°I-mAb33 o "'I-mAb33, no sélo
mostraron una marcada actividad antitumoral sino que esta actividad permanecia en el
tumor durante 5-6 semanas, mientras que en tejido normal el marcaje habia
desaparecido completamente en 6 dias (Welt et al., 1994; 2003a y b). Sin embargo, en
estos primeros ensayos clinicos la utilizacion de estos radioinmunoconjugados produjo
una respuesta inmune anticuerpo humano anti-anticuerpo murino (HAMA, de sus siglas
en ingles), que impedia prolongar el tratamiento, disminuyendo asi su eficacia y su
aplicacion a largo plazo. Debido a esto se hizo necesario humanizar el anticuerpo para

evitar esta respuesta secundaria no deseada.

De este modo, mediante inmunizacién de conejos con el antigeno y mediante
“‘phage-display”, se obtuvo una variante parcialmente humanizada del anticuerpo
(huA33) (Rader et al., 2000), y con ello la posibilidad de estudiar el comportamiento del
anticuerpo completo, de la region Fab o de los dominios variables (scFv) en nuevos

ensayos clinicos.

Los primeros ensayos clinicos que se realizaron con esta variante parcialmente
humanizada del mAbA33 se llevaron a cabo con el anticuerpo solo, centrandose
principalmente en la aparicion o no de una respuesta inmunogénica. Asi, y a pesar de
gue se observd una reduccion del tumor en muchos pacientes, aparecidé nuevamente
una respuesta inmune asociada, en este caso del tipo anticuerpo humano-anti
anticuerpo humano (HAHA, de sus siglas en inglés) (Ritter et al., 2001; Welt et al., 2003)

gue obligaba a un tratamiento combinado con inmunosupresores.

Debido a ello, y mediante CDR-grafting, se obtuvo una variante completamente
humanizada, en la que sdlo se mantenia el origen murino de los residuos que forman
parte de los CDR (huA33) (Joosten et al., 2004). Esta variante abrié la puerta a la
obtencion de nuevos inmunoconjugados con radionuclidos para su uso en diagnéstico

mediante inmuno-PET (tecnologia de emisién de positrones), mostrando su localizacion
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en el tumor (Lee et al., 2001, 2006; Hoéglund et al., 2006). Asi, el inmunoconjugado
""Lu-huA33 se estudié en ensayos in vitro e in vivo obteniéndose datos esperanzadores
en cuanto a su biodistribucion e internacién (Almqvist et al., 2006; 2007). Del mismo
modo, los inmunoconjugados, 'I-huA33 o "'I-huA33, se ensayaron en fase clinica I,
observandose una rapida y selectiva localizacion del anticuerpo en el tumor, y con una
significativamente menor incidencia de aparicion de respuesta HAHA (Chong et al.,
2005).

Esta variante humanizada, huA33, también se utiliz6 como punto de partida para
la obtencion de variantes mas pequefias que pudieran penetrar mas faciimente en
tumores solidos, obteniéndose asi, por ejemplo, los scFVA33 (de sus siglas en inglés),
que pueden producirse de forma recombinante con gran rendimiento en un sistema
heter6logo como el basado en la levadura metilotrofica P. pastoris (Damasceno et al.,
2004, 2007 y 2009). Los scFvA33 se han estudiado tanto para diagnostico como para
terapia. Asi, la construccion scFvA33-GFP (Petrausch et al., 2007) permitié visualizar y
seguir la unién de los dominios variables al antigeno GPA33, y su posterior internacion.
También se llevo a cabo la produccién de los scFvA33 unidos a la citosinadeaminasa
(CD, de sus siglas en inglés), para su posible utilizacion en ADEPT (Deckert et al.,
2003). Recientemente, se ha descrito la obtencion de una variante de scFvA33 que
incluye esta proenzima y un radionuclido, "'l-scFvA33-CD (Pandijeh et al., 2008)
combinando asi dos terapias diferentes para aumentar su efectividad. Otra estrategia
consistié en inmunoconjugados con particulas de oro, destinada a fototerapia (Kirui et
al., 2010).

Sin embargo, aunque los resultados obtenidos hasta el momento tanto in vitro
como in vivo utilizando los scFvVA33 son muy positivos, no se han descrito
inmunotoxinas basadas en ellos comprobandose la especificidad de unién de la proteina
a las células presentadoras del antigeno GPA33, produciéndose después la muerte de

las células tumorales.

5.- RIBONUCLEASAS EXTRACELULARES FUNGICAS

Como se ha comentado anteriormente, algunas de las inmunotoxinas descritas
en la literatura contenian en su dominio téxico, una ribotoxina, o una RNasa no téxica
en el caso de las inmunorribonucleasas. El grupo de investigacion en el que se ha

llevado a cabo esta Tesis Doctoral, lleva mas de dos décadas profundizando en el
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conocimiento de los mecanismos moleculares de actuacion de esta familia de
ribonucleasas extracelulares fungicas. El conocimiento adquirido a lo largo de estos
anos acerca de estas ribonucleasas, junto con el desarrollo de las técnicas y
metodologia asociadas a la ingenieria de proteinas, nos permitié iniciar hace unos afios

una linea de investigacién dirigida a su aplicacién en la obtencion de inmunotoxinas.

Las RNasas son un conjunto de enzimas cuyos miembros presentan una
diversidad enorme a nivel de funcion y estructura (Aravind y Koonin, 2001), y cuya
caracteristica comun es su capacidad para romper enlaces fosfodiéster entre
ribonucledtidos. Estas enzimas participan en gran variedad de procesos como la
degradacién y maduracion del RNA celular, el silenciamiento génico o la traduccion
geénica, entre otros (D’Alessio et al., 1997; Beintema et al., 1998; Bernstein et al., 2001;
Nelson et al., 2003; Carmell et al., 2004).

Las RNasas presentan diferentes localizaciones, pudiendo ser intracelulares o
extracelulares, siendo estas ultimas secretadas por el organismo productor. Asi, su
funcion esta intimamente relacionada con su localizacion, pudiendo participar en la
defensa del organismo productor o en la degradacién de RNA exdgeno para la
obtencion de bases nitrogenadas y fosfato (Macintosh et al., 2001, Deshpande et al.,
2002). De estos dos grupos, las RNasas extracelulares son las menos numerosas y se
clasifican en tres superfamilias (Aravind y Koonin, 2001), siendo la superfamilia de la
barnasa (el miembro principal) la que nos interesa, pues en ella se incluyen las RNasas

microbianas objeto de estudio en esta Memoria (Yoshida, 2001; Wool, 1997).

Las RNasas extracelulares microbianas, en general, estan formadas por una
unica cadena polipeptidica de pequefio tamano y de origen bacteriano o fungico. Todas
ellas tienen en comun un patrén de plegamiento homoélogo: una lamina 8 antiparalela de
cuatro hebras y un centro activo compuesto, principalmente, por la triada catalitica E-R-
H. Otra caracteristica comun, y ademas relevante para su implicaciéon en el disefio de
inmunotoxinas, es que su actividad no se ve inhibida por la presencia del inhibidor
intracelular de RNasas (RI, de sus siglas en inglés) debido a su incapacidad para
interaccionar con las RNasas microbianas extracelulares (Kim et al., 1995; Hofsteenge,
1997).

El caracter citotoxico o no de las RNasas que componen esta familia, permite
dividirlas en dos familias: la familia de RNasas no tdxicas, cuyo maximo exponente es la

RNasa T1, producida por el hongo Aspergillus oryzae, y la familia de las RNasas toxicas



I INTRODUCCION

o ribotoxinas, cuyo miembro mas destacado y mejor estudiado es la a-sarcina,

producida por el hongo Aspergillus giganteus.
5.1.-La RNasa T1

La RNasa T1 es el miembro mas representativo de la familia de ribonucleasas
extracelulares fungicas no téxicas, y junto con la RNasa A y la lisozima, es una de las
enzimas mas exhaustivamente estudiada (Steyaert, 1997; Raines, 1998). Es producida
por el hongo Aspergillus oryzae, y fue aislada por primera vez en 1957 en el grupo de
los doctores Sato y Egami, en 1957 (Sato y Egami, 1957). Aunque la funcién biolégica
de las RNasas de esta familia permanece aun desconocida, hay estudios que las
relacionan con cambios en la superficie celular, que se relacionarian con variaciones en
la permeabilidad idnica, estimulando asi el crecimiento microbiano (Makarov e llinskaya,
2003).

La RNasa T1 es una proteina pequefia de 114 aminoacidos con un marcado
caracter acido, que conforma una estructura tridimensional consistente en una lamina 3
antiparalela compuesta por cinco hebras B, estabilizada por una hélice a acoplada. El
resto de la secuencia conforma cinco bucles de estructura no ordenada y una pequefa

lamina B de dos hebras en el extremo amino terminal (Arni et al., 1988).

Su actividad ribonucleolitica implica la hidrélisis de RNA de cadena simple de
manera inespecifica, aunque presenta preferencia por guaninas, en una secuencia GpN
(Egami et al., 1980). Su preferencia por guanina viene dada por interacciones con
residuos del entorno del centro activo (Loverix et al., 1997), siendo la eficacia catalitica
frente a sustratos GpN unas 10° veces mayor que frente a ApN. Esta eficacia también

varia C, siendo el sustrato ideal GpC (Osterman et al., 1978).

El mecanismo enzimatico de la RNasa T1 esta perfectamente establecido, con
los residuos que forman parte del centro activo asignados (Steyaert, 1997; Loverix y
Steyaert, 2001; Yoshida, 2001), entre los que se encuentran dos histidinas y un
glutdmico. Sigue un mecanismo general acido-base, en dos etapas, que implica la

formacion de un intermedio ciclico, clasificandose asi como RNasa ciclante (Figura16)
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Figura 16: Mecanismo catalitico propuesto para la RNasas ciclantes. El tipo de sustrato
(dinucledtido, homo- o heteronucledtido) viene determinado por Ry R’. A 'y B son el par catalitico
acido-base general, y C, estabiliza el intermedio de la reaccién, siendo los tres residuos esenciales
en las RNasas microbianas, para la catélisis.

5.2.- Las ribotoxinas

Dentro de la superfamilia de la barnasa, las ribotoxinas constituyen una familia
de ribonucleasas secretadas por hongos, que inactivan los ribosomas mediante la
hidrdlisis especifica de un unico enlace en el RNA mayor del ribosoma, provocando la
inhibicion de la biosintesis de proteinas y consecuentemente la muerte celular por
apoptosis (Gasset et al., 1994; Kao et al., 2001; Martinez-Ruiz et al., 2001; Lacadena et
al., 2007). Su descubrimiento se realizé en 1963, durante un programa de busqueda de
agentes antitumorales y antibidticos organizado
por el Departamento de Salud de Michigan,

encontrandose una actividad inhibitoria de

sarcoma 180 y carcinoma 755 inducidos en ratén

(Olson y Goerner, 1965), que se relaciono

posteriormente con una proteina a la que se
denominé a-sarcina (Figura 17) (Olson y Goerner,
1965).

Figura 17: Estructura tridimensional
de la o-sarcina (PDB 1DE3). Diagrama
generado con el programa MOLMOL
(Koradi et al., 1996).

Posteriormente, se identificaron otras proteinas con actividades similares,
producidas también por otras cepas de Aspergillus, como la restrictocina y mitogilina (A.
restrictus), o la Asp f 1 (A. fumigatus) (Arruda et al., 1992; Gasset et al., 1994; Wool,
1997; Kao et al., 2001; Garcia-Ortega et al., 2005); o por otras especies fungicas, que
también han sido caracterizadas, al menos parcialmente, como la hirsutelina A,

gigantina o clavina, entre otras (Lin et al., 1995; Wirth et al., 1997; Martinez-Ruiz et al.,
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1999a y b; Lacadena et al., 2007; Herrero-Galan et al., 2008, 2012a y b). Todas ellas

muestran un alto nivel de conservacion, exhibiendo una similitud de secuencia de mas

del 85 % (Figura 18).

La unica excepcion corresponde a la hirsutelina A, producida por un hongo
patogeno de invertebrados, Hirsutella thompsonii, que ha sido incluida recientemente en

la familia de las ribotoxinas, a pesar de que solo muestra un 25% de identidad de

secuencia (Herrero-Galan et al., 2008, 2012a y b).

Sarcin :
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HtA
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Figura 18: Alineamiento de secuencia de algunas de las ribotoxinas, junto con las RNasas T1 y U2.
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Se indican los residuos de cisteina de las ribotoxinas, asi como los tres residuos cataliticos.

5.2.1.- Caracteristicas estructurales

Las ribotoxinas son proteinas basicas de unos 150 aminoacidos, a excepcién de
HtA que presenta un numero menor, que presentan un elevado grado de identidad,
incluyendo dos puentes disulfuro, conservados en toda la familia (Rodriguez et al.,
1982, Sacco et al., 1983; Lopez-Otin et al., 1984; Arruda et al., 1990; Wirth et al., 1997;
Martinez-Ruiz et al., 1999b; Lacadena et al., 2007; Carreras-Sangra et al., 2008).
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Las principales diferencias en la secuencia se centran en los bucles de
estructura no ordenada, que a su vez difieren de los de las RNasas microbianas no

fungicas.

Se ha determinado la estructura tridimensional correspondiente a la restrictocina
(Yang y Moffat, 1996; Yang et al., 2001), a-sarcina (Pérez-Canadillas et al., 2000 y
2002; Garcia-Mayoral et al., 2005a y b) e hirsutelina (Viegas et al., 2009). El
plegamiento de la a-sarcina implica una estructura a+f con una lamina central
antiparalela constituida por 5 hebras y una hélice de algo mas de dos vueltas (Figuras
17 y 19) (Campos-Olivas et al., 1996a y b; Pérez-Canadillas et al., 2000). Esta lamina,
muy alabeada, define una cara convexa que se encuentra interaccionando con la hélice
a, quedando localizados en la cara céncava los residuos que forman parte del centro
activo, Tyr 48, His50, Glu96, Arg121, His137, e Leu 145, dirigiéndose sus cadenas
laterales hacia el exterior de la cavidad. Otro elemento destacable es la existencia de
una horquilla B en el extremo amino terminal, formada por los residuos 1 a 26, que es

también diferente en el caso de la hirsutelina A. (Figura 19).

Hirsutelina A

Restrictocina

(/=</\'/ _
” c

RNasa T1 RNasa U2

Figura 19: Estructuras tridimensionales de la restrictocina, a-sarcina, hirsutelina A y las RNasas T1y
U2. Las estructuras se han ajustado con las coordenadas atdomicas de los residuos del centro activo y
con los puentes disulfuro comunes a las tres proteinas. Diagramas generados con el programa
MOLMOL (Koradi et al., 1996).

El extremo final de la horquilla, muy expuesto al disolvente, le confiere un papel

relevante en la funcionalidad de la proteina, siendo responsable de establecer
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interacciones especificas con algunas proteinas ribosomales para dirigir la ribotoxina a
la regién del SRL (Garcia-Ortega et al., 2002; Garcia-Mayoral et al., 2005b).

Entre los diferentes bucles, el bucle 2, que es de los que muestran mas
diferencias con la RNasa T1, es esencial por sus implicaciones funcionales. Tiene un
alto contenido en Lys y Gly, se encuentra muy expuesto al disolvente y presenta una
elevada movilidad, a pesar de tener una conformaciéon bien definida. La secuencia
comprendida entre los residuos 52 y 54 se encuentra fijjada al armazén estructural a
travées de la Asn 54 que aparece conservada en todas las RNasas fungicas
extracelulares (Manchefio et al., 1995; Hebert et al., 1998; Siemer et al., 2003). Por otro
lado, esta misma secuencia, implicando los residuos 51 y 55 interaccionaria
especificamente con el SRL, en las proximidades del enlace que es hidrolizado,
interaccionando con el nucléotido de guanina prominente, que es el elemento mas
significativo del SRL (Pérez-Canadillas et al., 2000; Yang et al., 2001).

Por ultimo, y desde un punto de vista estructural hay que hacer mencion a
alguna de las caracteristicas asociadas a los residuos del centro activo. De ellos sélo
tres estan directamente implicados en la transferencia de electrones durante la catalisis
acido-base, His 50, Glu 96 e His 137 (Lacadena et al., 1999; Martinez-Ruiz et al., 2001).
Estos presentan unos valores de pKa inusuales, y formas tautoméricas de las His
igualmente poco frecuentes, pero comunes a todas las RNasas microbianas. Ademas la

His 137 establece un puente de hidrégeno esencial con el bucle 5.

5.2.2.- Caracteristicas de su actividad ribonucleolitica

El descubrimiento de su capacidad para inhibir la biosintesis de proteinas,
recupero el interés por este grupo de proteinas, que habian sido aparcadas debido a su
citotoxicidad inespecifica, y que en principio las incapacitarian para su aplicacion en

tratamientos o terapias antitumorales (Roga et al., 1971).

Esta actividad inhibidora de la biosintesis de proteinas es debida a su actividad
ribonucleolitica sobre un unico enlace (Schindler y Davies, 1977; Endo y Wool, 1982,
Endo et al., 1983), que se encuentra localizado en el RNA ribosomal de mayor tamafrio,
en una secuencia universalmente conservada y que desempefia un papel importante en
la funcion ribosomal, ya que esta implicada en procesos asociados a los factores de

elongacion EF-1 y EF-2 (Wool et al., 1992). Este sitio funcional es conocido como el
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lazo sarcina-ricina (SRL) (Figura 20), ya que sobre él actian la a-sarcina y la ricina, que
son los dos miembros mas representativos y mejor estudiados de las ribotoxinas y las
proteinas inactivantes de ribosomas (RIPs), respectivamente (Nielsen y Boston, 2001;
Peumans et al., 2001).

Y en —
K.OSRL

508 7. Thermophilus rat sarcin/ricin loop
Gao et al., Science 2009 Correll et al., PNAS 1988

Figura 20: A) Diagrama en el que se muestra la posicion del SRL en la estructura de la subunidad
mayor del ribosoma de T.Thermophilus. B) Estructura del SRL destacandose la G prominente y
los dos nucleétidos flanqueantes del enlace que es cortado.

A diferencia de lo comentado anteriormente para la RNasa T1, las ribotoxinas se
comportan como RNasas altamente especificas cuando se ensayan frente a su
sustrato, el ribosoma. Esta actividad puede detectarse y cuantificarse como
consecuencia de la produccion o liberacion de un fragmento caracteristico de unos 490
pares de bases (en ribosomas de rata) denominado fragmento a. De hecho, esta
especificidad de accion se mantiene cuando se ensaya frente a un oligonucleétido

sintético que mimetiza la estructura del SRL.

En cuanto a su mecanismo catalitico, al igual que las RNasas de la familia de la
RNasa T1, las ribotoxinas siguen un mecanismo tipo acido-base general, a través de un
intermedio ciclico, siendo por tanto RNasas ciclantes (Lacadena et al., 1998). En el caso
concreto de la a-sarcina, durante la primera parte de la reaccion el Glu 96 actia como
base general y la His 137 como acido general. En la hidrdlisis del intermedio ciclico
participan los mismos residuos pero que con funciones invertidas (Lacadena et al.,
1998, 1999). Esta combinaciéon Glu/His es muy comin como par catalitico en las

ribonucleasas microbianas (Yoshida, 2001). La His 50 desempena un papel importante
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en la estabilizacion del intermedio de la reaccién (Lacadena et al., 1999). La produccion
de diferentes mutantes con modificaciones en el resto de residuos del centro activo, y
su posterior caracterizacién, han permitido asignarles funciones importantes dentro de
la actividad ribonucleolitica de las ribotoxinas. Asi, la Arg 121 participa en la orientacion
correcta del sustrato en el centro activo, y desempefia ademas un papel esencial en la
interaccion con membranas lipidicas (Masip et al., 2001); la Leu 145 es imprescindible
para mantener el pKa anormalmente bajo de la His 137 y participa en la orientacién del
bucle 5 para evitar el acceso del disolvente al centro activo (Masip et al., 2003); La
sustitucion de la Tyr 48 por Phe produce una inhibicién completa de la actividad frente a
ribosomas y otros sustratos poliméricos, indicando el importante papel de ese grupo OH
(Alvarez-Garcia et al., 2006).

Al comparar la estructura tridimensional de la RNasa T1 y de la a-sarcina en
cuanto a la localizacion y orientaciéon de los residuos que conforman sus
correspondientes centros activos (Figura 21), se observa como estos son
practicamente idénticos, con muy pequefas variaciones. Esto justificaria que compartan
residuos cataliticos equivalentes y que su mecanismo ribonucleolitico sea similar. Sin
embargo, no justificaria el comportamiento absolutamente distinto en cuanto a su
especificidad y que debe relacionarse con la capacidad para reconocer e interaccionar

de manera especifica el SRL y su entorno proteico (Lacadena et al., 2007).

Asi, en cuanto al reconocimiento del SRL por parte de las ribotoxina, éste
depende principalmente de interacciones entre la proteina, el tetrabucle GAGA y la G
prominente (Glick y Wool, 1996; Pérez-Canadillas et al., 2000), siendo ademas
determinante la conformacion global del SRL (Correll et al., 2003, 2004). Sin embargo,
estas interacciones con el SRL no explicarian por si solas la exquisita especificidad de
las ribotoxinas sobre el ribosoma, sino que esta se deberia a la interacciéon entre los
bucles de las ribotoxinas con algunas de las proteinas ribosomales. En este sentido, la
horquilla amino terminal y el bucle 2, interaccionarian con las proteinas ribosomales L14
y L6, respectivamente (Garcia-Mayoral et al., 2004 y 2005b). Las variaciones de
secuencia en estas proteinas explicarian la diferencia de especificidad encontrada
frente a ribosomas de diferentes especies (Schindler y Davies, 1977; Endo y Wool,
1982; Uchiumi et al., 2002; Garcia-Mayoral et al., 2005b).



INTRODUCCION

RNasa T1 a-sarcina

Figura 21: Estructuras tridimensionales de la RNasa T1 y la o-Sarcina. Los diagramas se generaron
con el programa MOLMOL (Koradi et al., 1996). En la parte inferior se muestra en detalle la
disposicién espacial de las cadenas laterales de los residuos implicados en la catalisis acido-base
general.

5.2.3.- Interaccion con membranas y citotoxicidad

Junto con su actividad ribonucleolitica, las ribotoxinas son capaces de atravesar
membranas lipidicas, sin que se haya descrito hasta la fecha ningun receptor de
naturaleza proteica (Gasset et al., 1994; Kao et al., 2001). Asi, se ha descrito su
actividad frente a células transformadas o infectadas por virus (Olson et al., 1965;
Fernandez-Puentes y Carrasco, 1980; Olmo et al., 2001), como consecuencia de la
alteracion de la permeabilidad en estas membranas, asi como por la capacidad de las
ribotoxinas para interaccionar con fosfolipidos acidos. Esta habilidad se relaciona con el
caracter antitumoral que presentan y que llevd a su descubrimiento (Lacadena et al.,
2007). Los estudios realizados con vesiculas modelo de diferente composicion lipidica
han mostrado como la a-sarcina inicialmente produce agregacion de las mismas, que
evolucionan mediante un proceso de fusion hacia la formacién de estructuras mayores,
produciéndose su translocacion al interior de las mismas (Gasset et al., 1994). En este
proceso de interaccion con membranas desempena un papel fundamental el caracter
basico de algunos de los bucles de estructura no ordenada. Asi, la presencia de un

mayor contenido de fosfolipidos acidos en las membranas de las células transformadas
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explicaria esa citotoxicidad preferencial por ese tipo de células (Gasset et al., 1994;
Connor et al., 1989; Turnay et al., 1993).

La accion citotoxica de las ribotoxinas implica dos acciones secuenciales.
Inicialmente se produce el paso a través de la membrana celular, siendo ésta la etapa
limitante, y posteriormente se producira la muerte celular como consecuencia de la
actividad ribonucleolitica, que inactivaria el ribosoma inhibiendo la biosintesis de
proteinas, produciéndose la muerte por apoptosis (Turnay et al., 1993; Olmo et al.,
2001).

Las ribotoxinas comparten con las RNasas de la familia de la T1 el nucleo
estructural central, diferenciandose principalmente en el numero, longitud y composicién
de los bucles, que son mas largos en las ribotoxinas y de caracter basico. Se sugiere
asi una funcion esencial de estos bucles en la toxicidad especifica de las ribotoxinas
(Martinez del Pozo, et al., 1988 y 1989). Se abre asi ademas una interesante hipétesis
sobre la evolucion de las ribotoxinas a partir de una RNasa del tipo de la T1 que
hubiese incorporado secuencias de aminoacidos en estos bucles, capacitandolas para
interaccionar con membranas y aportando una especificidad en su actividad, por el

ribosoma (Lamy et al., 1992).

Si bien no se conoce a ciencia cierta cual es la funcion biolégica de las
ribotoxinas, parecen estar disefiadas todas ellas con un objetivo claro de entrada en las
células y la posterior inactivacion de los ribosomas. Estudios anteriores propusieron una
funcién defensiva de las ribotoxinas como mecanismo de protecciéon de los hongos
durante su reproduccion, dada su localizacion en la superficie de los conidiéforos
fungicos y su relacion con la maduracién de los conidios (Brandhorst y Kenealy, 1992).
Mas recientemente, se ha descrito el caracter insecticida de la hirsutelina A que

apoyaria este hecho (Herrero-Galan et al., 2008 y 2009).

Esta capacidad de atravesar membranas podria ser un inconveniente a la hora
de plantearse la utilizacién de las ribotoxinas en el disefio de inmunotoxinas, ya que
podria dar cuenta de una cierta citotoxicidad inespecifica. Sin embargo presentan
numerosas ventajas que las convierten en buenas candidatas para su inclusion en estas
construcciones. De hecho, no puede olvidarse que la accion preferencial de la a-sarcina
se realiza sobre células transformadas. Entre estas ventajas cabe destacar, como ya se
ha mencionado anteriormente, su pequefio tamario, su elevada termoestabilidad, la baja

inmunogenicidad descrita para otros miembros de la familia como la restrictocina, su
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exquisita y especifica actividad ribonucleolitica frente a ribosomas, asi como el
conocimiento exhaustivo que se tiene de las bases moleculares de la relacion
estructura-funcién en estas proteinas y la disponibilidad de variantes de ribotoxinas que

puedan tener optimizada su actividad biolégica.

Por otro lado, las diferencias existentes entre la RNasa T1 y las ribotoxinas, en
cuanto a su capacidad para interaccionar con membranas, y en su actividad
ribonucleolitica, pueden ser analizadas y valoradas en cuanto a su repercusion en la
obtencién de inmunotoxinas o inmunorribonucleasas con mayor o menor eficacia y
especificidad antitumoral.
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OBJETIVOS

A partir del conocimiento adquirido durante las ultimas décadas en nuestro grupo
de investigacion en relacion con las ribotoxinas y ribonucleasas de origen microbiano;
hace ya unos aflos comenzamos una linea de investigacion dirigida a la aplicacion de
éstas en el disefio y construccion de inmunotoxinas antitumorales. Los primeros
resultados de esta linea de investigacion se recogieron en la Tesis Doctoral de Nelson

Carreras Sangra.

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral, continuacion de esta linea de
investigacion se ha centrado en el disefo, construccién y caracterizacién de
inmunotoxinas basadas en diferentes RNasas microbianas y en el anticuerpo

monoclonal A33 que reconoce especificamente un antigeno tumoral.

Para llevar a cabo este objetivo se plantearon los siguientes objetivos concretos:

1.- Caracterizacion estructural y funcional de inmunotoxinas basadas en los
dominios variables scFvA33 como dominio marcador; y las ribotoxinas, a-sarcina

e HtA3AW, o la RNasa no téoxica, RNasaT1, como dominio toxico.

2.- Estudio de la relacién entre la eficacia citotéxica y las rutas de entrada y

procesamiento de las inmunotoxinas en el interior celular.

3.- Caracterizacion del efecto antitumoral en ensayos preliminares in vivo.
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MATERIALES

1. Tipos Celulares y organismos.

1.1.- E. coli:

Se utilizé la cepa DH5aF’. Genotipo: F’' endA1 hsdR17 (rx m'k) SsupE44 thi-1
recA1 gyr A (Nal®) relA1 A(lacZYA-argF) U169 deoR [680 dlac A(lacZ) M15]. Esta cepa
es utilizada para la amplificacién y propagacién de los plasmidos; asi como para su
aislamiento. El genotipo endA1 de esta cepa mejora la eficacia de la purificacion del
plasmido. El genotipo F’ indica la presencia en el citoplasma del factor F’ o factor de
fertilidad, en el que radica la capacidad de transferir DNA por conjugacion. El factor F es
un elemento pequefio de DNA circular que funciona como un minicromosoma con
alrededor de cien genes, que le confieren capacidad para replicar su DNA de forma
independiente y codificar para el pili bacteriano. Estas células se preparan mediante el
método de Hanahan, con una modificacion que implica el empleo de RbCl (Hanahan et
al. 1983).

1.2.- P. pastoris:

Se utilizé la cepa KM71 de P. pastoris. Genotipo: aox1: ARG4. Fenotipo: His-,
MutS. Esta cepa tiene interrumpido el gen de la enzima Alcohol oxidasa |, siendo la
Alcohol oxidasa Il la unica responsable del metabolismo del metanol. Como el 80% de la
actividad total del metabolismo del metanol es llevada a cabo por el gen aox1 y éste se
ve interrumpido, el metanol se metaboliza lentamente. De ahi que la cepa sea MutS

(Methanol Utilization Slow), creciendo lentamente en presencia de metanol.

1.3.- Lineas celulares de mamifero

RD86a

Células de rabdomiosarcoma humano. Estas células se han utilizado como

antigeno negativas, por no presentar el antigeno GPA33 en su membrana. Su utilizaciéon
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es de especial interés en el caso de la a-sarcina, al ser una linea celular muy sensible a
la accion de la a-sarcina, lo cual ha sido ampliamente caracterizado (Olmo et al., 2001).
Se crecen en DMEM suplementado con suero al 10%, conteniendo glutamina (300
pg/ml), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El cultivo celular se incuba a
37°C en atmosfera humeda (CO./aire, 1:19 v/v). El mantenimiento y propagacioén de las

células se lleva a cabo mediante tripsinizacion.
A431

Células de carcinoma epidérmico humano. Estas células se han utilizado como
antigeno negativas, por no presentar el antigeno GPA33 en su membrana. Se crecen en
DMEM suplementado con suero al 10%, conteniendo glutamina (300 pg/ml), penicilina
(50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El cultivo celular se incuba a 37°C en atmosfera
humeda (COy/aire, 1:19 v/v). Su mantenimiento y propagacion se lleva a cabo mediante

tripsinizacién

MCF7

Células de adenocarcinoma de mama humano. Estas células se han utilizado
como antigeno negativas, por no presentar el antigeno GPA33 en su membrana. Se
crecen en DMEM suplementado con suero al 10%, conteniendo glutamina (300 pg/ml),
penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El cultivo celular se incuba a 37°C en
atmosfera humeda (CO./aire, 1:19 v/v). El mantenimiento y propagacién de las células

se lleva a cabo mediante tripsinizacion.

HT29

Células de adenocarcinoma de colon humano. Estas células se han utilizado
como antigeno negativas, por no presentar el antigeno GPA33 en su membrana. Su
utilizacion es interesante al ser células de colon, al igual que las células antigeno-
positivas usadas en este ensayo. Se crecen en DMEM suplementado con suero al 10%,
conteniendo glutamina (300 pg/ml), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El
cultivo celular se incuba a 37°C en atmosfera humeda (CO,/aire, 1:19 v/v). Su

mantenimiento y propagacién se lleva a cabo mediante tripsinizacion.
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SW1222

Células de carcinoma de colon humano. Estas células se han utilizado como
antigeno positivas, al presentar el antigeno GPA33 en su membrana, en grandes
cantidades (Heath et al. 1997). Las células presentan diferenciacion espontanea y
crecen en forma de domos. Se obtuvieron a través de una estancia realizada en la
Universidad de Cornell (NY) en el laboratorio del Dr. Carl Batt, a través del Ludwig
Cancer Institute. Se crecen en RPMI 1640 suplementado con suero al 10%, conteniendo
glutamina (300 ug/ml), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El cultivo celular
se incuba a 37°C en atmosfera humeda (COj/aire, 1:19 v/v). EI mantenimiento y

propagacion de las células se llevan a cabo mediante tripsinizacion

LIM1215

Células de carcinoma de colon humano. Estas células se han utilizado como
antigeno positivas, al presentar el antigeno GPA33 en su membrana. Es la linea celular
mas utilizada en lo que al antigeno GPA33 se refiere, ya que fue la utilizada inicialmente
para la caracterizacion del antigeno GPA33. Se obtuvieron a través de una estancia
realizada en la Universidad de Cornell (NY) en el laboratorio del Dr. Carl Batt, a través
del Ludwig Cancer Institute. Se crecen en RPMI 1640 suplementado con suero al 10%,
conteniendo glutamina (300 pg/ml), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El
cultivo celular se incuba a 37°C en atmosfera humeda (CO,/aire, 1:19 v/v). Su

mantenimiento y propagacion se lleva a cabo mediante tripsinizacion

AsPC-1

Células pancreaticas derivadas de metastasis de cancer de colon. Estas células
se han utilizado como antigeno positivas, al presentar el antigeno GPA33 en su
membrana. Su utilizacion es interesante al ser antigeno positivas, pero de origen
metastatico lo que permite estudiar diferencias en cuanto a la densidad de antigeno. Se
crecen en RPMI 1640 suplementado con suero al 10%, conteniendo glutamina (300
pug/ml), penicilina (50 U/ml) y estreptomicina (50 pg/ml). El cultivo celular se incuba a
37°C en atmosfera humeda (CO./aire, 1:19 v/v). El mantenimiento y propagacioén de las

células se llevan a cabo mediante tripsinizacion
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1.4.- Organismos: Ratones nude

Para los estudios in vivo se utilizan ratones nude. Esta cepa de raton se
caracteriza por presentar una mutacién génica en el gen FOXN1 que conlleva un
deterioro o ausencia del timo, siendo por tanto ratones inmunodeficientes. Esta
caracteristica permite el injerto de tejido tumoral sin causar rechazo, y el posterior
estudio de posibles tratamientos o métodos de diagnéstico. El apelativo nude viene
referido a que estos ratones presentan fenotipicamente la carencia total de vello

corporal.

2.- Vector de clonacién y produccioén en P. pastoris:

pPICZaA (Invitrogen)

Este plasmido contiene regiones

origen pUC At
homdlogas a la secuencia del gen AOX1’ de P. f g
lpha A §—

pastoris que permiten la integracién, por pPICéSa cebader 5 AK1

bp péptido sefial factor-alpha

recombinacion, del cDNA de interés en el

MCS ‘cebador factor-alpha
, . epitopo c-myc % oo
genoma de la levadura. Ademas, anterior al - N\
g . .y omotor EM7
sitio de multiclonacion, se encuentra la " \\
promotor TEF1

. . , . ~ 6xHis

secuencia codificante del péptido sefal del cobador 3 AGK1

terminacion transcripcion AOX1

factor alfa que permite la secreciéon al medio
Figura 1: Esquema del plasmido pPICZaA.
Se muestran las distintas secuencias que

Asimismo se incluye la secuencia codificante  forman parte del plasmido.

extracelular de la proteina recombinante.

para una extension de 6 histidinas que facilitan

la purificacion de la proteina. Contiene también una region que confiere resistencia a
zeocina que permitira la seleccidon de cepas recombinantes, en funcion del nimero de
copias integradas en el genoma (Figura 1). La expresion de la proteina esta sujeta a la
expresion del gen AOX1’ inducible por metanol. El plasmido ha de estar en forma lineal
para su recombinacion en el genoma de la lavadura. Para ello se utiliza uno de los tres

sitios que presenta: Sac I/, Pme | o Bst XI.
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3.- Medios de cultivo

3.1.- Medios de cultivo para P. pastoris

YPD: Medio compuesto por 1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de
dextrosa. En el caso de la preparacion de placas se afiade un 2% de agar. Ademas se
puede anadir zeocina a distintas concentraciones para la seleccion de recombinantes
con gran numero de copias. En nuestro caso se utilizan unas concentraciones de

zeocina entre 100 y 750 ug/ml.

YPDS: Este medio tiene la misma composicion que el medio YPD anadiendo ademas
sorbitol hasta una concentracion 1M. Utilizado para la obtencién de colonias después de

la electroporacion.

BMGY: Medio compuesto por 1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 100mM de
tamp6n fosfato potasico pH 6.0, 1.34% de YNB, 4x10° de Biotina y 1 % de glicerol. Es el
medio de crecimiento de P.pastoris.

BMMY: Medio con la misma composicion al BMGY sustituyendo el 1% de glicerol por 1
% de metanol. Es el medio de induccién de la expresion de proteina recombinante de

P.pastoris.

Medio Suplemento: Medio compuesto por extracto de levadura (1%, p/v), PMSF
(1mM), metanol (0.5%, v/v) y glicerol (0.125%, v/v).

4.- Tampones

4.1.- Tampones de uso general
4.1.1.- Antibiéticos:
Zeocina: Se prepara en H,O milliQ. Se esteriliza por filtracion. Se utiliza a una

concentracién final de 100, 400 o 750 ug/ml, para la seleccion de colonias con

multiples copias de plasmido y por tanto superproductoras.
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4.1.2.- Electroforesis de acidos nucleicos:

TAE 1x: Tris-acetato 0.04 M (484 g/l de Tris-base y 1.14 ml/l de acido acético
glaciar), EDTA 1mM.

Tampén de aplicaciéon 6x (electroforesis de DNA): azul de bromofenol 0.25%

(p/v), cianol de xileno 0.25% (p/v) y glicerol 30% (v/v).

4.1.3.- Electroforesis de proteinas:

Azul de Coomassie: Azul de Coomassie R-250 0.26% (p/v), Metanol absoluto
45.4% (v/v), AcH glacial 9.2% (v/v), y H,O.

Soluciéon de destenido: Metanol absoluto 20% (v/v), AcH glacial 7.5% (v/v) y
H,O.

Tampon de aplicacion 1x (electroforesis de proteinas): Tris-HClI 50mM pH 7.6,
EDTA 2mM, SDS 1% (p/v), glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0.02% (p/v).
Cuando se quisieron reducir las muestras, se afiadié 2-mercaptoetanol al 5% (v/v).
Tampoén de desarrollo de electroforesis: Tris-HCI 25mM, glicocola 0.2M y SDS
0.1% (v/v).

4.1.4.- Inmunodeteccion (Western Blot):

PBS (tampdn fosfato salino): NaCl 0.14M, KCI 2.7mM, KH,PO,4 1.5mM, Na,HPO,
8.1mM, pH 7.4.

Solucién de revelado: Tetrahidroclorato de 3,3'-diaminobencimidina (DAB) 0.03%
(p/v) y H,O, 0.016% (v/v) en 50 ml de tampon PBS.

Tampén de transferencia: Tris 48mM, Glicocola 39mM, SDS 0.0375% (p/v) y

metanol 20% (v/v)
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4.2.- Tampones utilizados en la caracterizacion de inmunotoxinas:

Tampon de lisis para obtener extractos celulares: PBS-Triton 1%, PMSF 1mM,

Pepstatina 0.1mM, Leupeptina 0.1mM y Aprotinina 0.1 U/ml

4.2.1.- ELISA

Tampon de bloqueo: PBS- Leche 3%

Tampon de lavado: PBS-Tween 0.5%

Tampén de revelado: Citrato sédico 0.1M, pH 5.0, metanol al 4% (v/v) y H,O, al
0.03% (v/v) OPD (cromoégeno o-fenilendiamina) (Merck) 0.63 mg/ml.

Tampoén de muestras: PBS-Leche 0.1%.

4.2.2.- Citometria

Tampoén de muestras y lavado: PBS, BSA (1%, p/v)

4.2.3.- Ensayo de actividad con reticulocitos:

Tampon A: Tris 40mM, KCI 40mM, EDTA 10mM, pH 7.5

Tampon B: Tris 50mM, SDS 5%, pH 7.4

MOPS 10x: MOPS 0.2M, NaAc 50mM, EDTA 10mM, pH 7.0

4.3.- Relaciéon de anticuerpos utilizados:

La Tabla 1 muestra el elenco de anticuerpos utilizados para la realizacion de la

presente tesis.



MATERIALES Y METODOS

ANTICUERPO | ANTIGENO DILUCION T T Procedencia Utilizacion
WB CF IF (°C) | (hr)
anti-o- a-sarcina 1/3000 1/500 1/500 25 3 UCM 1° de
sarcina dominio
anti-Hta HtA 1/5000 25 3 Ucm téxico
anti-RNasa T1 RNasa T1 25 1 Anticuerpos
online.com
GAR-HRP IgG conejo 1/3000 - - 25 1 BioRad 2°de WBy
GAM-HRP IgG raton 1/1500 - - 25 1 Pierce ELISA
Histag-HRP Tag de His 1/1000 - - 4 O.N. Sigma WB
expresion
en Pichia
Histag Tag de His 1/400 1/100 - 4 | O.N. AnaSpec WB con
células
Histag-Alexa Tag de His - 1/100 | 1/100 25 1 SantaCruz Usar en CF,
488 fondo en IF
GAR-FITC IgG conejo - 1/100 - 25 1 ucm 2°decCFe
GAR-Alexa 1gG conejo - 1/400 | 1/400 25 1 Invitrogen IF
488
DAM-Alexa IgG ratén - - 1/400 25 1 Invitrogen
647
Anti-CD44 CDh44 - - 1/1000 | 25 | 0.25 BD Marcador
Pharmigen de
membrana
Anti-EEA1 EE 1/1000 - 1/1000 | 25 1 Abcam Marca
Endosoma
Temprano
hu- GPA33 1/100 1/10 - 25 1 SantaCruz Control @
mAbGPA33

Tabla 1: Se muestran los anticuerpos utilizados y la dilucion empleada en las diferentes técnicas
inmunoldgicas (Western Blot (WB), citometria de flujo (CF) o inmunofluorescencia (IF)).

METODOS

1.- Técnicas de purificacion y caracterizacion de acidos nucleicos
1.1.- PCR

Las reacciones de PCR se han llevado a cabo en un termociclador Gene Amp
System 2400 (Perkin-Elmer). Para la amplificacion del cDNA de las distintas
construcciones de Fv e inmunotoxinas se han utilizado 50 yl de una mezcla de reaccion
conteniendo: dNTPs (200 uM cada uno), cebadores (1 uM cada uno) y la enzima Pfu

Polimerasa (Promega) junto con su tampdn comercial.
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1.2.- Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones enzimaticas del DNA se realizaron siguiendo los protocolos
propios de cada enzima en lo referente al tampén, temperatura y tiempo 6ptimo de la
misma, cantidad de DNA a digerir, etc. En algun caso se utiliz6 una mezcla de reaccion
conteniendo RNasa A (0.5 mg/ml) y albumina de suero bovino (BSA; 1 mg/ml). El
rendimiento de las digestiones se determind por electroforesis en geles de agarosa al
0.7-1% (p/v) en TAE 1x.

1.3.- Electroforesis en geles de agarosa

Los geles de agarosa se prepararon al 0.7-1% (p/v) en TAE 1x, dependiendo del
tamano del DNA que se queria detectar o purificar. Las electroforesis se desarrollaron a
80-100 V con voltaje constante. Las muestras se aplicaron en tampdn de aplicacion 6x
(ver: Tampones y Soluciones de uso general). Una vez finalizado el proceso
electroforético se tind el DNA con bromuro de etidio (1ug/ml), observandose las bandas
bajo luz ultravioleta. En los casos en los que se pretendia purificar fragmentos de DNA

de elevado tamanio se utilizé una agarosa de bajo punto de fusion.

1.4.- Ligacion

La reaccién de ligacion de fragmentos de DNA, necesaria para el clonaje de los
insertos correspondientes a los mutantes en los diferentes vectores de expresiéon y su
posterior transformaciéon en cepas de E. coli, se realizd utilizando la DNA ligasa del
bacteriéfago T4. La mezcla de reacciéon se completd con el tampdn de la ligasa y ATP 1

mM, y se mantuvo a 16°C durante 4-16 horas.

1.5.- Miniprep

El DNA plasmidico se aisl6 con el método comercial de Promega “Wizard
minipreps”. Para ello, se inocularon 5 ml de medio LB (con el antibiético
correspondiente) con una colonia aislada del clon de bacterias transformadas que

interesaba. El cultivo se crecié durante 16 h a 37°C, transcurridas las cuales, se congel6
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una alicuota de 1ml de células a -80°C (véase Conservacion de cepas de E. coli) A
continuacion las células se recogieron por centrifugacién y se resuspendieron en
Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 10 mM y RNasa A 100 uyg/ml. Posteriormente, se lisaron
en NaOH 0.2 M, SDS 1%. El pH de la muestra se neutralizé con acetato potasico 1.32
M, y los restos celulares se eliminaron por centrifugacién. El sobrenadante conteniendo
el DNA plasmidico se puso en contacto con la resina del kit, que presenta afinidad por el
DNA. Este DNA unido a la resina se lavo con la “solucion de lavado” (NaCl 200 mM,
TrissHCI 20 mM pH 7.5, EDTA 5 mM) diluida 1:1 en etanol 95%, eluyéndose a
continuacion por adicion de agua. EI DNA plasmidico asi purificado se analizd por
electroforesis, obteniéndose con un grado de pureza suficiente para el posterior analisis
de restriccion y secuenciacion. Cada vez que se prepard un nuevo plasmido, una vez
suficientemente caracterizado (analisis con enzimas de restriccion, comportamiento en
electroforesis de agarosa), se procedié a su purificaciéon a mayor escala. Para ello, se
utilizé el kit de “Wizard maxipreps” que, esencialmente, consiste en un tratamiento
practicamente idéntico al descrito en las lineas anteriores, pero adaptado a 500 ml de

cultivo inicial de bacterias y se eluye el DNA por adicion de TE.

1.6.- Purificaciéon de fragmentos de DNA

La purificacién se realizd con el método comercial de Promega “Wizard PCR
preps”, similar al utilizado para la purificacion de DNA plasmidico. En este caso, se
procedio inicialmente a fundir el bloque de agarosa, por incubacion durante 5 minutos a
55-65°C, y se afiadié rapidamente la resina suministrada en el kit. El proceso de union
del DNA a la resina, su posterior lavado y elucion se realizé del mismo modo que el

descrito para la purificaciéon de DNA plasmidico.

1.7.- Transformacion E. coli

Se extrajo una alicuota, previamente preparada a partir del vial original,
dejandose descongelar a temperatura ambiente, durante unos cuatro minutos y se
mantuvieron en hielo durante 10 minutos. Se afadié el DNA plasmidico o la mezcla de
ligacién con los que se deseaba transformar (1-10 ng de DNA), y se mantuvieron otros
30 minutos en hielo. La entrada del DNA al interior de las células se facilit6 mediante un
choque térmico por incubacion a 37°C, durante 30 segundos, y enfriamiento posterior en

hielo durante 2 minutos. Se afadieron 950 pyl de LB a temperatura ambiente,



MATERIALES Y METODOS

incubandose las células durante una hora a 37°C y agitacion constante (250 rpm), en
incubador, para permitir la recuperacion de la integridad de la membrana y la expresién
de los vectores. Por ultimo, se sembraron diferentes volimenes en placas de LB con
el/los antibidtico/s correspondiente/s, incubandose a 37°C hasta la aparicién de colonias

transformadas.

1.8.- Electroporacién en P. pastoris

Para electroporar se utiliza entre 5-10 yg de DNA (utilizando como maximo 10
ul). Se utilizarad este protocolo para la cepa KM71 (Mut®). Los diferentes pasos se
realizaron en condiciones de esterilidad. Se descongelaron las células en hielo
(alicuotas de 100 pl) afiadiendo posteriormente el DNA a electroporar. Se mezcla
suavemente y se paso a la cubeta de electroporacién. La mezcla se incubd 5 minutos en
hielo. Se secd la cubeta y comprobdé que el volumen de 100 pl se encuentra bien
distribuido. Se dio el pulso y rapidamente se afiadié 1 mililitro de sorbitol 1 M
mezclandose suavemente y trasvasandose a un tubo corning. La mezcla se mantuvo en
hielo durante 2 horas y se anadié 1 mililitro de YPD, incubandose 4 horas a 30°C y 250
rom. Finalmente, se centrifugaron brevemente para recoger las células en unos 100 pl
de la misma mezcla, que se sembraron en placas YPDS-agar con distintas
concentraciones de zeocina y se dejaron incubando a 30°C hasta observar la aparicion

de colonias (entre tres y cinco dias).

2.- Técnicas de purificacidon y caracterizacion estructural de proteinas.
2.1.- Produccién de inmunotoxinas

Se sigue el Manual “EasySelect TM Pichia Expression Kit” de Invitrogen.
Inicialmente se inocula un precultivo con células de P. pastoris conteniendo el vector de
expresion para las diferentes construcciones. A partir de este precultivo se inoculan 6 x
350 mL de medio minimo BMGY. El cultivo se deja en agitacion a 30°C durante 20-24
horas hasta que la DOgy se encuentre entre 10.0-13.0. Los cultivos se centrifugan en
condiciones de esterilidad a 4°C/3000rpm/20°’. El sedimento celular obtenido se
resuspende con medio rico BMMY (4 x 250 mL). Este medio contiene metanol al 0.5%
para la induccién del promotor de la alcohol oxidasa. EI medio de cultivo de induccion se

deja agitandose a 25°C y durante el tiempo optimo de produccién, que variara
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dependiendo de la proteina que se esté produciendo. Cada 24 horas se recogen
alicuotas suplementando el medio de induccién con metanol de manera que la
concentracion sea del 0.5%. Finalizadas las horas de cultivo se centrifugan a

4°C/7000rpm/30’ y se separa el medio de cultivo del sedimento celular.

2.2.- Purificacion de inmunotoxinas

Los pasos de purificacion ahora detallados se llevan a cabo a 4°C para mejor
conservacion de la proteina. El medio extracelular se dializa frente a tampén fosfato 50
mM pH 7.5, NaCl 0.1 M, de forma exhaustiva. Mediante una columna de afinidad Ni%*-
NTA Agarosa (HisTrap™ FF crude, Amersham Bioscience) se purifica la inmunotoxina.
El flujo de la columna debe ser lento para la correcta interaccion de la proteina con la
resina. Tras un lavado con el tampdn conteniendo imidazol 20 mM, la proteina se eluye
con imidazol 250 mM. Se reunen las fracciones obtenidas de la elucion, y para eliminar
la alta concentracion de imidazol y se dializa en bolsas de dialisis con tamafio de poro
de 25 MW (SpectraPor). Cuando fue necesario se concentraron las muestras de

pequefio volumen en tubos Amicon YM-30 MW (Millipore).

2.3.- Caracterizacion de proteinas por electroforesis

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida, en presencia de
dodecilsulfato sédico (PAGE-SDS), para determinar la pureza de muestras proteicas y
la masa molecular de las proteinas presentes (Shapiro et al., 1967), utilizdndose
sistemas de electroforesis en placa de la marca Bio-Rad. Los geles se prepararon con
un porcentaje de poliacrilamida:bisacrilamida (30:1) del 15%, en presencia de SDS al
0.1% (p/v). Las muestras fueron disueltas en tampdn de aplicacion (Ver: Apartado de
Materiales y Métodos), conteniendo 2-mercaptoetanol al 5% (v/v), para reducir los
puentes disulfuro de las muestras. Posteriormente se desnaturalizaron calentando a
95°C durante 20 min. En el caso de muestras que no se querian reducir, no se anadio el
agente reductor y se calentaron a 80°C durante 20 min, para desnaturalizarlas. Las
electroforesis se desarrollaron con una corriente constante de 25 mA por gel hasta que
el azul de bromofenol alcanzé el final del gel, tifiéndose los geles con azul de
Coomassie y destifiendose posteriormente en solucion de destefido (Ver: Apartado de

Materiales y Métodos).
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2.4.- Inmunodeteccion (Western Blot)

La inmunodeteccion se llevé a cabo mediante transferencia de las proteinas
contenidas en un gel de PAGE-SDS a una membrana Inmobilon (Millipore). La
transferencia se realizd con un instrumento de electrotransferencia LKB, durante 1 h a
0.9 mA/cm? de gel, en tampén de transferencia (Ver: Apartado de Materiales y
Métodos). Posteriormente, la membrana se satur6 en PBS con leche en polvo
desnatada al 3% (p/v) durante 2 h o al 0.1% (p/v), si la incubacién fue de una noche. A
continuacion, se incubd con anticuerpos primarios, convenientemente diluidos en
PBS-leche al 0.1% (p/v), durante 3 h. Tras un lavado breve con agua destilada, se dio
un lavado con 25ml de PBS-Tween al 0.5% (v/v) durante 30 min y con agitacion suave,
se incubd la membrana con un anticuerpo especifico que reconoce la fraccion constante
de las IgG de conejo (Bio-Rad), diluido 1/3000 en PBS-leche al 0.1% (p/v), durante 1 h a
temperatura ambiente. Estos anticuerpos se encuentran combinados con peroxidasa de
rabano, lo que permite visualizarlos al anadir el reactivo correspondiente, que se vuelve
coloreado bajo la accién de la enzima. Tras la incubacién con el segundo anticuerpo, se
dio un lavado breve con agua destilada, lavandose a continuacion con 25ml de
PBS-Tween al 0.5% (v/v) durante 30 min y con agitacién suave. El revelado se realizo
por adicion de la solucion de revelado que contiene tetrahidroclorato de
3,3'-diaminobencimidina (DAB) 0.03% (p/v) y H,O, 0.016% (v/v) en 50ml de tampodn
PBS. Una vez aparecidas las bandas coloreadas, la reaccion se pard por inmersion en
agua destilada. También se procedié al revelado utilizando el kit comercial ECL
(enhanced chimioluminiscence) que permite una deteccién con menor cantidad de
proteina, tomando imagenes de la membrana a distintos tiempos utilizando para tomar
las fotografias un LAS-3000 (Fujifiim). Cuando fue necesario las imagenes fueron
tratadas con el programa informatico Multi-Gauge, que permite entre otras cosas el

densitometrado de las bandas, para su cuantificacion.

En el caso concreto del anticuerpo anti-Histag, que se encuentra combinado con
peroxidasa (Tabla 1) se procedio al revelado después del lavado con PBS-Tween, tal
cual se indica anteriormente.

2.5.- Analisis de aminoacidos

El andlisis de la composicion aminoacidos se ha llevado a cabo con un

analizador automatico Beckman Modelo 6300. Las muestras se hidrolizaron en HCI 5.7
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N con fenol 0.1% (p/v) y Nor-leucina como estandar interno (Area = 162) (0.2 ml de
volumen total) durante 24 horas a 110°C, en tubos Pyrex cerrados a vacio.
Posteriormente las muestras se secaron y lavaron tres veces con 0.2 ml de agua
destilada. Los hidrolizados secos se disolvieron en 100 ul de tampén Na-S (Beckman) y
se aplicaron en el analizador. El numero de aminodacidos se ha calculado a partir del
area de los picos observados, tomando como referencia la Phe, puesto que es al
aminoacido que mejor coincide con el porcentaje de aminoacidos tedricos. A partir de

estos analisis se calculé también el coeficiente de extincién (E%'”).

2.6.- Calculo del coeficiente de extincion

Una vez comprobado que los resultados de composicion aminoacidica
corresponden con los datos tedricos obtenidos a través del uso del programa
ProtParam, se calculé la masa exacta de proteina que se ha usado en el analisis de

aminoacidos.

Para ello, se calcula el rendimiento del ensayo mediante el uso del control
estandar de Nor-leucina. A continuacion teniendo en cuenta el rendimiento y un
aminoacido concreto cuya composicidon se ajuste perfectamente a la tedrica se puede
calcular la masa exacta de proteina aplicada. Finalmente sabiendo la concentracion,
paso optico y absorbancia del espectro inicial de proteina aplicada se ha calculado el

coeficiente de extincion (E%'%).

2.7.- Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se han realizado en un dicrografo Jasco J-
715. Las disoluciones se proteina se han analizado en cubetas de cuarzo de 0.05 a 0.1
cm de paso Optico en la region del UV lejano (250 — 195 nm). La concentracion de
proteina empleada para las medidas en la region UV lejano se ha mantenido
comprendida en el intervalo 0.1-0.5 mg/ml. La concentracién de proteina se ha
determinado por medidas de absorbancia, o bien mediante el analisis de aminoacidos.

Se han llevado a cabo cuatro acumulaciones por espectro.

2.8.- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los estudios de calorimetria diferencial de barrido se han efectuado con la ayuda

de un calorimetro Microcal VP-DSC. Se ha utilizado este equipo para estudiar la
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transicion térmica de las inmunotoxinas y determinar sus parametros termodinamicos
por tratamiento posterior de los termogramas con el software Origin Microcal LLC DSC.
El intervalo de temperaturas en el que se realizan los barridos es de 10°C a 85°C, con
una velocidad de 30°C/hora. Se registran igualmente los barridos inversos para
corroborar la reversibilidad del proceso. La disolucion de proteina se ha preparado en
tampon fosfato sédico 50 mM NaCl 0.1 M a pH 8.0, con el que se ha llevado a cabo el
registro de la linea base. Todas las preparaciones utilizadas se han desgasificado a

vacio con agitacion durante 10 minutos antes de introducirlas en el calorimetro.

3.- Metodologia referente a la caracterizacion de la interaccion antigeno-

anticuerpo

3.1.- Obtencion de extractos celulares

La recogida de células se realiza por raspado de los cultivos. Las células se
lavan con PBS y se centrifugan a 1500 rpm durante 10 minutos. El sedimento celular
final se resuspende en el volumen adecuado de tampdn de lisis (ver apartado
materiales) y se deja incubando con agitacion a 4°C durante 30 minutos. La suspension
celular se centrifuga nuevamente durante 15 minutos a 13000 g con el fin de eliminar el
material celular no solubilizado. El sedimento se descarta y el sobrenadante se conserva

a -20°C hasta su utilizacion.

3.2.- ELISA utilizando extractos celulares

Este ensayo esta disefiado para el estudio de la unién al antigeno GPA33. Para
ello, inicialmente se lleva a cabo una titulacion del sustrato de unién en placa mediante
el anticuerpo monoclonal mAbA33. Se han incubado 0.01 — 10 ug de extractos celulares
de la linea celular SW1222 con distintas concentraciones de mAbA33 (0.001 — 1 pg/pl).
A través de la titulacion, se comprueba que la cantidad de extracto celular que se debe
utilizar es 1 ug de extracto celular de la linea celular SW1222 por pocillo. El desarrollo
del ELISA sigue de la siguiente manera: La incubacién con extracto celular tiene una
duracion de 18 horas a 4°C. Se llevan a cabo tres lavados con PBS-Tween 0.5%. A
continuacion, se bloquea anadiendo PBS-leche molico 3% durante 1 hora a 37°C. Se

desecha el sobrenadante y se afaden las cantidades de inmunotoxina (10 pM — 1 uM) o
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mADbA33 (1 pM — 0.1 pM). Se realizan 3 lavados con tampén de lavado (PBS-Tween
0.5%) y se anaden los anticuerpos secundarios. En el caso de la incubacién con
inmunotoxina, se afiade anticuerpo anti-a-sarcina con una dilucién 1/3000, mientras que
en el caso del mAb GPA33 se anade anticuerpo-anti Fc de raton (GAM), ya que el
origen del mAbA33 utilizado es murino. Los anticuerpos secundarios se incuban durante
1 hora a temperatura ambiente. Tras los 3 lavados con tampon de lavado respectivos se
sigue con el desarrollo del ELISA, en el caso de la inmunotoxina se realiza una tercera
incubacién con el anticuerpo (GAR) dirigido frente a la region constante del anti-a-
sarcina mientras que en el caso de la incubacién con mAbA33 se deja incubando con el
tampon de muestra. Se dejan incubando durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
anticuerpos utilizados durante estas ultimas incubaciones estan conjugados con la
enzima peroxidasa. Tras lavar por ftriplicado, se revelan los sedimentos mediante el
tampon de revelado. Una vez parado el revelado utilizando H,SO4 3 N, se toma la
medida de DOygnm €n un lector de ELISA Expert 96 (ASYS Hitech) y la medida a 620

nm para restar el fondo producido por los extractos.

3.3.- ELISA utilizando células completas

Para el ensayo se siembra en la placa las células de interés. La placa se deja
incubando hasta que las células alcancen la confluencia. Se retira el medio de los
pocillos y se lava tres veces con tampon de lavado. Se retira el PBS y se fijan las
células con tampén de fijacién (PBS-PFA 3%), incubando 5 minutos a temperatura
ambiente. Se retira el medio de fijacion y se rehidratan las células incubando con PBS
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A partir de este punto el ensayo se lleva a
cabo igual que el ELISA con extractos celulares explicado anteriormente, desde la
saturacion de la placa. Finalmente para la obtencién de los datos hay que registrar los
valores de absorbancia a 495 nm y a 620 nm, para restar la contribucion producida por

la dispersion.

3.4.- Citometria de Flujo

La suspension celular se obtiene por tripsinizacién, se centrifuga a 1500 rpm
durante 10 minutos y se resuspende en medio de cultivo completo a una densidad
celular de 5x10° células/ml. Se afiade en cada tubo de citometria el volumen

correspondiente para tener 1x10°-5x10° células/tubo. Los tubos se centrifugan a 1500
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rom/10’ y se lavan las células con tampon de citometria (PBS-BSA 1%). Tras los
lavados se centrifuga nuevamente para resuspender el sedimento celular en tampoén
con la proteina a ensayar (inmunotoxina 0 mAbA33) a la concentracién deseada y se
deja en agitacion a temperatura ambiente durante 30’-1 h. Pasado el tiempo de
incubacién se hacen tres lavados con tampédn y el sedimento celular se resuspende en
tampon con los anticuerpos primarios necesarios (anti-a-Sarcina y DAM-FITC)
dejandolos 1h a temperatura ambiente. Se repite el mismo proceso de lavado e
incubacion con los anticuerpos secundarios (GAR-FITC). Finalmente se hacen 3
lavados con tampédn y se resuspende el pellet celular en 300 pl de tampdn, guardandose
las muestras a 4°C, bien cubiertas con papel de aluminio o en oscuridad para evitar

danar el FITC, hasta ser llevadas al citobmetro.

3.5.- Marcaje de inmunotoxinas

3.5.1.- Con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Se marcaron las inmunotoxinas con fluoréforos para facilitar su
seguimiento y su uso en ensayos de citometria de flujo asi como de microscopia
de fluorescencia. Antes de marcar las inmunotoxinas se verificd la ausencia de
grupos amino primarios en las regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de los dominios variables, para prevenir modificaciones que pudieran
conllevar la pérdida de reconocimiento y unién de los mismos al antigeno GPA33
(King et al., 1995). El marcaje se llevd a cabo segun lo descrito previamente
(Turnay et al., 1993). La inmunotoxina a 2 mg/ml se dializa frente a tampdn fosfato
50 mM pH 8.0 NaCl 0.1 M, pues el pH basico es fundamental para la reaccion.
Entonces se anade isotiocianato de fluoresceina (FITC; isémero |, Sigma) con un
ratio FITC/proteina de 0.05. La reaccion se mantiene durante 24 h en oscuridad a
4°C en agitacion suave. ElI FITC que no ha reaccionado se elimina usando una
columna PD-10 (GE Healthcare) equilibrada en PBS. El grado de marcaje se

determina midiendo la absorbancia a 280 y 495 nm de la proteina conjugada

3.5.2.- Con Alexa 555

Se ha utilizado el kit “Alexa Fluor 555 Protein Labeling Kit” (Invitrogen). El

marcaje se lleva a cabo incubando 100 pyg de inmunotoxina con 44.6 nmol de
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Alexa 555 durante 15 minutos a temperatura ambiente, en tampdn bicarbonato 0.1
M, pH 8.3. La proteina conjugada se purifica usando la resina contenida en el kit.

Finalmente, el grado de marcaje se mide de acuerdo a las indicaciones del kit.

3.6.- Inmunofluorescencia

El ensayo de inmunofluorescencia se realizd con la finalidad de comprobar no
s6lo la unién de la inmunotoxina a las células SW1222, lo cual se puede comprobar
mediante citometria de flujo, sino para comprobar también la internacion de la misma.
Para llevar a cabo la inmunofluorescencia se sembraron 80.000-100.000 células en un
cubreobjetos en una placa. Las células se dejan crecer toda la noche a 37°C. Una vez
que las células se encuentran entre 50-70% de confluencia se retira el medio y se afiade
la proteina en la concentraciéon deseada, diluida en DMEM. Para estudios de union se
incuba la proteina a RT/30min. Para estudios de internacion, tras los 30 min se retira el
medio y se afiade medio fresco y se incuban las células a 37°C. Una vez incubada la
proteina se retira el medio y se lava tres veces con PBS. A continuacion se fijan las
células con p-formaldehido (PFA) 3% en PBS dejandolo 15’ a temperatura ambiente. Se
dan otros tres lavados y se quenchea el PFA con cloruro de amonio 50mM en PBS,
dejandolo otros 15’ a temperatura ambiente. Tras 3 lavados se permeabilizan las células
con digitonina 0.01% en PBS, incubando 30 min. a temperatura ambiente. Se lava 3
veces y se tapiza con PBS-BSA 1%, que ha de estar al menos una hora a temperatura
ambiente. Se sigue con tres lavados con PBS-BSA 1% y se incuba el anticuerpo
primario diluido en PBS-BSA 1% durante el tiempo deseado. Se dan tres lavados con
PBS-BSA 1% y se incuba el anticuerpo secundario durante el tiempo deseado diluido en
PBS-BSA 1%. Finalmente se lava 3 6 4 veces y se fijan los cubres a un porta con
ProlongGold (Invitrogen) que contiene DAPI para la tincién de nucleos, y se pegan por
los bordes con esmalte de ufas. Las muestras ya preparadas se guardan a 4°C, hasta

su utilizacion en microscopia.

4.- Técnicas de caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

4.1.- Zimograma

La deteccion in situ de la actividad de enzimas, previamente separadas por

electroforesis en geles de poliacrilamida, se ha utilizado desde hace varias décadas
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para proteinas muy distintas. Este tipo de ensayos se conocen como “zimogramas”.
Este método presenta varias ventajas, pues un solo ensayo puede servir para analizar,
ademas de la cantidad de enzima presente, su homogeneidad o su posible
contaminacion por actividades similares, aunque estén presentes en muy pequena
proporcion. Ademas, se puede usar tanto para extractos bioldgicos crudos como para

las enzimas purificadas.

Ahora bien, cuando la electroforesis se lleva a cabo en presencia de SDS, en
condiciones desnaturalizantes, hay una dificultad afiadida para poder realizar este tipo
de deteccién, que es la necesidad de renaturalizar la enzima, lo que no siempre es
posible. Sin embargo, en el caso de las ribonucleasas, especialmente las secretadas y
consideradas como “digestivas” (p. ej. las de la superfamilia de la RNasa A en
mamiferos o las de la T1 y T2 en microorganismos), como suelen ser enzimas muy
estables y facilmente renaturalizables (al menos, si no se reducen sus puentes
disulfuro), se han podido desarrollar con cierta facilidad este tipo de ensayos. El método
utilizado, consiste en embeber homopolinucleétidos directamente en el gel de
poliacrilamida, ya que, dado su gran tamafo, no migra a través del gel durante la
electroforesis. La electroforesis se lleva a cabo utilizando muestras no reducidas, para
que la desnaturalizacion inducida por el SDS, sea reversible. En general se aplicaron
0,5-1yg de proteina, aunque el umbral de deteccidn se encuentra en 0,1ug.
Posteriormente hay que eliminar el SDS para renaturalizar las proteinas, mediante una
serie de lavados con isopropanol, y una vez conseguido esto, llevar cabo la reaccion
ribonucleolitica propiamente dicha, mediante incubacion en un tampén y temperatura
adecuados. EI RNA no degradado se detecta por tincion con un colorante de acidos
nucleicos, como el azul de toluidina. Sin embargo, alli donde se produce degradacion
del RNA, no actua el colorante, impidiendo que esta zona del gel se tifia de color azul.
Este método fue descrito en detalle por Blank et al., que utilizaron el isopropanol en
disolucién acuosa tamponada para eliminar eficazmente el SDS (Blank et al., 1982).
Estos autores también utilizaron distintos RNA para detectar RNasas de distinta
especificidad (Blank & Dekker, 1975).

Los geles se prepararon como habitualmente para PAGE-SDS, pero afiadiendo
el homopolinucleétido correspondiente a 0.3 mg/ml en el gel separador. Las muestras se
prepararon en el tampon de aplicacion de electroforesis habitual, pero sin agente
reductor, y se calentaron a 80°C durante 20 min. La aplicaciéon y desarrollo de la
electroforesis fueron los usuales. Para la deteccion de las actividades ribonucleoliticas,

el gel se sometio a las siguientes incubaciones, utilizando unos 100 ml de cada solucién:
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1. 2 x 15min en Tris-HC1 10mM pH 7.5, temperatura ambiente.

2.2 x15min en Tris-HC1 10mM pH 7.5, isopropanol 25%, temperatura ambiente.
3. 2 x 15min en Tris-HC1 10mM pH 7.5, temperatura ambiente.

4. 1h 30min en Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5, temperatura ambiente.

5. 10min en Tris-HC1 10mM pH 7.5, temperatura ambiente

6. 15min en azul de toluidina 0.2% en Tris-HCI 10mM pH 7.5, temperatura
ambiente.

7. Lavados con agua para destefiir, hasta conseguir el grado de contraste
adecuado.

La cuantificacion de las bandas del gel, convenientemente destefido, se llevo a
cabo como se describe en el apartado anterior, con la Unica diferencia de que se utilizé

luz blanca para su irradiacion.

4.2.- Ensayo frente a ribosomas

La actividad ribonucleolitica de la o-sarcina se determina por la liberacion del
fragmento a, caracteristica de la actividad ribonucleolitica especifica de las ribotoxinas
sobre sus sustratos, tras incubacion de la a-sarcina y la inmunotoxina con un lisado de
reticulocitos de conejo libre de células (Promega), (Lamy et al., 1992). Este lisado (50 ul)
se trata con 20-100 ng de la proteina a ensayar en tampén A (ver Apartado de
Materiales y Métodos), durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se para
por adicion de 0.25 mL de tampon B (Ver Materiales), incubandose la mezcla 5 minutos
a temperatura ambiente. La extraccion del RNA se realiza en fenol saturado en agua y

posteriormente se precipita con alcohol isopropilico.

El analisis del RNA se lleva a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2.4% (p/v) en tampdén MOPS 1x y formaldehido al 16% (v/v), visualizandolo mediante
tinciéon con bromuro de etidio e irradiacion del gel con luz UV. La cuantificacion de las
correspondientes bandas, se realiza mediante la integracién del volumen de las mismas,
empleando un sistema de fotodocumentacién UVI-Tec, con el software UVI-soft
UVIband Windows Aplication V97.04.
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4.3.- Ensayo frente a RNA de levadura

Este ensayo se utilizé para medir la actividad ribonucleasa frente a RNA de
Torula (Sigma, tipo VI). Se incuba ribonucleasa a distintas concentraciones durante 15
minutos a 37°C en una mezcla de reaccién que contiene BSA (0.1%, p/v) y RNA (2
mg/ml) en Tris-Acetato (50 mM), KCI (0.1 M) y EDTA (56 mM), pH 7.5. La reaccion se
para afiadiendo acido perclorico (10%, v/v)-acetato de uranilo (0.25% wi/v) frio. La
mezcla se incuba a 4°C durante 30 min y se centrifuga a 140009/15'/4°C. Se mide la
absorbancia del sobrenadante, diluido 1/10, a 260 nm. Los valores obtenidos son
proporcionales a la concentracién de oligonucledtidos solubles, debidos a la accion de la
ribonucleasa. Ademas, se llevan en paralelo tubos control sin presencia de ribonucleasa

para tener en cuenta la degradacion no enzimatica del RNA.

5.- Técnicas de caracterizacion de la actividad citotéxica

5.1.- In vitro

5.1.1.- Ensayo de Leucina Tritiada

Las ribotoxinas ejercen su actividad citotoxica inactivando los ribosomas,
conllevando la inhibicion de la biosintesis de proteinas y la muerte celular
(Lacadena et al., 2007). Por ello, la medida de la biosintesis de proteinas es el
ensayo utilizado rutinariamente para evaluar la actividad toxica de esta familia de
proteinas (Martinez-Ruiz et al., 2001; Olmo et al., 2001). Por ello, para evaluar el
efecto de las inmunotoxinas con ribotoxinas como dominio toxico, se sembraron
células en placas de 96 pocillos a razén de 5x10° células por pocillo y se cultivaron
en la placa durante 24 o 36 horas, dependiendo del ritmo de crecimiento de las
células empleadas. Se retira el medio de cada pocillo y se afade medio fresco
conteniendo diferentes concentraciones de la inmunotoxina a estudiar. Tras
incubar la placa en la estufa durante 72 horas, se anade a cada pocillo 1 uCi de L-
[4,5-°H]-Leucina (166 Ci-mmol”, Amersham, UK). Tras incubar la leucina durante
6 horas, se retira el medio y se fijan las células con TCA (5%, p/v). A continuacion
se lavan los pocillos con EtOH (-20°C) tres veces. El sedimento resultante se seca
incubandolo a 37°C durante 30 minutos y se redisuelve en 0.2 ml de NaOH (0.1
M)-SDS (0.1%, p/v) mezclandolo con 10 ml de liquido de centelleo. La

radioactividad de cada muestra se cuenta en un contador de centelleo liquido
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Beckman LS3801. El resultado se expresa como porcentaje de la radioactividad
incorporada en las muestras control incubadas sin proteina, para calcular el valor

ICso en el ensayo de toxicidad.

5.1.2.- Ensayo de MTT

Utilizamos el kit “Vibrant MTT cell proliferation assay kit” (Invitrogen). El
ensayo implica la conversién del MTT, soluble, en formazan, insoluble, que forma
cristales. Esta conversion se lleva a cabo mediante la accion de una enzima
reductasa mitocondrial. De este modo se correlaciona la absorbancia medida
debido a la concentracion de cristales de formazan, con el nimero de células

viables en el cultivo.

Para realizar el ensayo las células se tripsinizan, cuentan y siembran en
una placa de 96 pocillos. Tras incubarlas 24 h en la estufa, se retira el medio y se
afiade medio nuevo con inmunotoxina a diferentes concentraciones. La placa se
incuba durante el tiempo deseado en la estufa. A continuacion el medio se retira 'y
se afade el agente MTT. Las placas se incuban 2-4 h a 37°C. Finalmente, se
retira el medio y se redisuelven los cristales de formazan con el tampdn del kit. Se
registra el valor de absorbancia a 550 nm de los pocillos. Los resultados se
expresan como porcentaje del valor de absorbancia obtenida frente a los pocillos

control, incubados en ausencia de proteina.

5.1.3.- Ensayo de ATP

Este ensayo se llevo a cabo para determinar la actividad citotéxica de la
immunoRNasa T1. Al presentar la RNasa T1 actividad inespecifica,
necesitabamos un ensayo de medida indirecta de su actividad, para poder

determinar su accion en el interior celular.

En el ensayo se mide la concentracion de ATP intracelular utilizando el kit
“CellTiter-Glo™ Luminiscent Cell Viability Assay” (Promega). Este método usa la
luciferasa para medir el ATP como indicador de células metabdlicamente activas,
células viables. Para realizar el ensayo se tripsinizan, cuentan y siembran células

en una placa de 96 pocillos. Tras incubar las células 24 h se retira el medio y se
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anade medio nuevo con inmunotoxina a diferentes concentraciones. Teniendo en
cuenta la cinética de entrada de los dominios variables descrita anteriormente
(Kirui et al., 2010) se afiade inmunotoxina diez veces concentrada cada 24 horas.
Finalmente el medio se retira y se anade el agente CellTiter-Glo. Las placas se
incuban 30 minutos a temperatura ambiente y se mide la luminiscencia. Los
resultados se expresan como porcentaje frente a la luminiscencia obtenida frente a

los pocillos control, incubados en ausencia de proteina.

5.1.4.- Ensayo de Anexina-FITC/ IP

Este ensayo se utiliza para la deteccion de células en apoptosis y/o
necrosis en un cultivo. El ensayo se basa en la medida de la interaccion de dos
moléculas con las células. Por un lado la Anexina V, que se encuentra marcada
con FITC, y que se une a los fosfolipidos acidos (como la fosfatidilserina) que las
células en apoptosis muestran en la cara exterior de la membrana plasmatica. De
otro lado el IP, ioduro de propidio, que puede penetrar la membrana de aquellas
células que se encuentren en un estado de apoptosis tardia/necrosis. De este
modo el marcaje positivo 0 no, con dos, una o ninguna de estas moléculas, es un

indicativo del estado celular.

Se utiliza el kit “Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit” de Abcam. Para
realizar el ensayo, se siembran células en una placa de 24 pocillos, y se dejan
incubando durante 24 h. Pasado ese tiempo se retira el medio y se aflade medio
fresco con inmunotoxina a la concentracion deseada. Ademas se realizan pocillos
control: positivo, células incubadas sélo con medio; y negativo, células incubadas
con un 20% de DMSO. Después de la incubacion de la inmunotoxina, se levantan
las células y se lavan tres veces con PBS. Las células se cuentan y se preparan
alicuotas de 1x10° células/muestra. Las muestras se centrifugan y se resuspenden
en tampoén de union. Se afiade Anexina V-FITC y las muestras se incuban 15
minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente los tubos se lavan tres veces con tampoén
de union y finalmente los sedimentos se resuspenden en tampdn de unién (300 pl)
y se anade el IP. Se prepara ademas un tubo con células incubadas sin Anexina y
sin IP, uno con células incubadas solo con Anexina V-FITC, y otro incubado solo
con IP. Con estos tres tubos, mas los controles antes mencionados, se determinan
los parametros del citdmetro antes de pasar las muestras incubadas con

inmunotoxina.
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5.2 In vivo

Células SW1222 en confluencia fueron tripsinizadas y lavadas en PBS tres
veces, tras centrifugacion. El sedimento se resuspendié en PBS y las células fueron
contadas utilizando un hemocitometro. Se prepararon alicuotas de 1x10° células en 100
ul de PBS. Esta alicuotas se mezclaron suavemente con 100 ul de Matrigel, y
mantenidas en frio para su mejor conservacion. Las células fueron asi inoculadas bajo
la piel en el flanco derecho de cada ratén. A los 7 dias, tras la inoculacion, se comienza
a medir el tumor con un calibre. Para calcular el volumen del tumor se utiliza la formula
(ancho? x largo) x 0.52. Una vez que los tumores alcanzaban un tamafio entre 50 y 100
mm?® se comenzo el tratamiento. Para ello se inyectaban 100 ul de PBS o IMTXA33aS (a
0.5 mg/ml o 1 mg/ml) por via intraperitoneal. El tratamiento fue continuado, cada dos
dias, durante dos semanas, tras las cuales todos los animales fueron sacrificados y los
tumores fueron extraidos y pesados. Los tumores fueron divididos en 4 muestras para
su posterior procesamiento. Dos de ellas se congelaron a -80°C para el estudio de la
expresion de proteina y RNA en el tumor, otra fue mantenida en formol para estudios
histoldgicos, y la ultima muestra se congelé en TissueTek para futuros ensayos de

inmunofluorescencia.
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Antecedentes

Al inicio de la presente tesis doctoral el Dr. Nelson Carreras Sangra se
encontraba finalizando sus estudios de doctorado que presenté en su Tesis Doctoral,
(Carreras-Sangra, 2010). En ella, se detallan los primeros pasos y resultados
preliminares obtenidos en la produccion de la inmunotoxina A33 a-sarcina, una de las
inmunotoxinas objeto de estudio en esta Tesis Doctoral. Estos estudios mostraron la
capacidad citotéxica especifica de la inmunotoxina frente a células de carcinoma de

colon que expresaban el antigeno GPA33 en su membrana.

Este es el punto de partida de la presente Tesis, y que ha implicado la puesta a
punto de una gran cantidad de ensayos y metodologias diferentes, dirigidas a una
caracterizacién funcional exhaustiva de las distintas inmunotoxinas disefiadas y
posteriormente purificadas. Finalmente, y como se presentara en el ultimo bloque de

resultados se ha comenzado el estudio de la citotoxicidad in vivo de una de ellas.
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BLOQUE 1

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE INMUNOTOXINAS E
INMUNORRIBONUCLEASAS.

En este primer bloque se presentan los ensayos realizados en relacién con el
disefio, produccion, purificacion y posterior caracterizacion estructural y funcional de las

diferentes proteinas recombinantes.

Este esquema se ha seguido con cada una de las construcciones estudiadas, y
se ha estructurado en cuatro apartados, que corresponden con cada una de las cuatro

construcciones estudiadas:

1. scFvA33: Construccién que consta exclusivamente de los dominios variables del
mMADbA33, unidos mediante un péptido flexible, y que se ha utilizado como control
de la funcionalidad de dichos dominios incluidos en las construcciones

quiméricas.

2. IMTXA33aS: Inmunotoxina recombinante de cadena Unica formada por la unién

de los dominios variables de mAbA33 y la ribotoxina a-sarcina.

3. scFvA33T1: Inmunorribonucleasa recombinante de cadena uUnica, obtenida en

este caso por la unién a la RNasa T1.

4. IMTXA33HtAA3W: Inmunotoxina recombinante de cadena unica obtenida por la
unién a una variante de la ribotoxina hirsutelina A (HtA) que presenta tres

sustituciones por Phe en los Trp 65, 71y 78.
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1.1.- Los dominios variables scFvA33

1.1.1.- Obtencidn del plasmido pPICZAascFvA33

Como ya se ha mencionado en el apartado de Materiales y Métodos, las
diferentes construcciones se expresan de forma recombinante, utilizando la levadura
metilotréfica P. pastoris, como sistema de expresién. En todos los casos se utiliz6 como
vector de expresion el plasmido pPICZaA que permite la secrecidon al medio extracelular,
al expresar las construcciones de interés fusionadas al péptido sefal del factor a, por su
extremo N-terminal. Por otro lado todas las construcciones presentan en su extremo

carboxilo terminal una extension de seis histidinas.

Para la obtencion del plasmido pPICZaA con el cDNA de los scFvA33 se utilizd
como molde un plasmido obtenido anteriormente en el laboratorio, en el que se tenia
clonado dicho cDNA. Para ello, se realiz6 una PCR con los oligos 200 y 241 (ver
Materiales y Métodos) que amplificaban el cDNA de los scFvA33 creando dos sitos de
restriccion Eco Rl y Sal | en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Una vez purificado el
cDNA amplificado, se llevd a cabo la correspondiente digestion enzimatica del
fragmento de PCR obtenido, y del plasmido pPICZaA. Los dos fragmentos se purificaron
tras la ligacion, segun lo descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Se
transformaron células E. Coli DH5aF’. Las colonias obtenidas en presencia de zeocina,
se analizaron en relacion al plasmido que portaban. A partir de una de las colonias cuyo
plasmido presentaba la secuencia se obtuvo la forma lineal del plasmido, mediante
digestion con Pme | y se electroporaron células P. pastoris KM71 segun lo descrito en

Materiales y Métodos.

1.1.2.- Produccioén y purificacion de scFvA33

La produccion de los dominios variables se llevé a cabo utilizando la levadura P.
pastoris siguiendo unas condiciones de produccién similares a las ya descritas por el
grupo del Dr. Carl Batt (Pla et al., 2006). Estos autores encuentran diferencias de
produccion considerables segun el pH y concentracion de metanol utilizados. Sin
embargo, las condiciones puestas a punto por estos autores estan optimizadas para la
producciéon de proteina mediante el uso de fermentadores, en las que las condiciones

del cultivo en cuanto a oxigenacion, pH, agitacion, metanol, etc. estan constantemente
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A) 400 750 controladas. En nuestro caso, la
37— produccion se ha llevado a cabo en

erlenmeyers, lo que no ha permitido
25> =
extrapolar completamente estas

B) o 24 48 Mmw condiciones. Este hecho ha implicado un

37 T .z
. < menor rendimiento en la produccién de los

. <2 scFvA33 (Damasceno et al., 2009).

» <2

C) De las colonias obtenidas tras la

electroporacion se seleccionaron cuatro,
dos crecidas con Zeocina 400 ug/ml y dos
en Zeocina 750 upg/ml, para hacer una
expresion piloto  (ver Materiales vy

Figura 1: Andlisis electroforético en PAGE-SDS ~ Métodos). Esta expresion se llevé a cabo
(A) de alicuotas recogidas tras 48 de induccion
para un cultivo de seleccionado con Zeocina 400
pg/ml y otro seleccionado con Zeocina 750 pg/ml.  obtencién de scFvA33 en P. pastoris, a
(B) de alicuotas recogidas cada 24 horas durante
la fase de produccion de scFvA33. Se muestran a

la derecha los valores de masa molecular de los |3 produccion de 25°C y una induccion con
marcadores. C) Western blot de las mismas

alicuotas. La inmunodeteccion esta realizada con ~MeOH al 0.5%. El cultivo se tuvo en fase

un anticuerpo anti-Histag y revelado mediante de
DAB.

segun las condiciones ya descritas para la

saber, pH 6.0, temperatura de induccion de

produccion hasta las 96 horas

recogiéndose una alicuota cada 24 horas,
para realizar un analisis electroforético en PAGE-SDS de la expresion de proteina
(Figura 1). Como se puede comprobar, las colonias que habian crecido en Zeo 750
Mg/ml producen una mayor cantidad de proteina con una producciéon maxima mantenida

a partir de las 48 h, y son las que se utilizaron para la purificacion de scFvA33.

A partir de estos datos el escalado para la produccién de scFvA33 se hizo
siguiendo estas condiciones, con un tiempo de induccion de 48 horas. En la Figura 1B
se observa la existencia de una banda de aproximadamente 25 KDa, correspondiente a
los scFv en el medio extracelular del cultivo, que ademas es reconocido por un
anticuerpo anti-Histag (Figura 1C) lo que indicaria la sintesis completa de la proteina
recombinante, teniendo en cuenta que esta extensién de histidinas se encuentra en el

extremo C-terminal.

La purificacién de los dominios variables se llevé a cabo mediante cromatografia
de afinidad utilizando una columna de Ni-NTA agarosa. Se observo la presencia de los

scFvA33 en las fracciones obtenidas de la eluciéon con 250 mM Imidazol (Figura 2).
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Estas fracciones se juntaron y se dializaron frente a tampén fosfato para eliminar el

imidazol y llevar a cabo posteriormente su caracterizacion.

& 20 mM 250 mM &
g Wi )
Los scFvA33 se AR @ Imidazol Imidazol S
purificaron a homogeneidad, de <50
- . €37
acuerdo con los  criterios — - e —
habituales de movilidad .

electroforética, composicion de

aminoacidos e inmunodeteccion, Figura 2: Analisis electroforético de diferentes etapas de la

purificacién de scFvA33. 24 h: medio de cultivo tras 24 h de
con un rendimiento de 3-5 M@/L  induccion: No Ret: medio de cultivo dializado después de
pasar por la columna Ni-NTA; Lav: lavado de la columna con
tampon de lavado (ver Mat. y Met.); Imidazol 20 mM: lavado
de la columna con tampoén conteniendo imidazol 20 mM;
Imidazol 250 mM: diferentes fracciones obtenidas por elucion
de la columna con tamndén conteniendo imidazol 250 mM.

1.1.3.- Caracterizacion estructural.

de cultivo.

Esta perfectamente establecido que la funcion de una proteina esta
intrinsecamente relacionada por la estructura tridimensional que presenta, denominada
conformacion nativa, y que viene determinada por su secuencia de aminoacidos. En
este sentido, obtener informacién acerca de la estructura que presenta y de la
estabilidad de la misma parece necesario. Por ello, en primer lugar, y a partir del analisis
de aminoacidos y del espectro de absorcion de los scFvA33, se calculd el valor del

coeficiente de extincion al 0.1% (E®') resultando éste 1.45 (cm-mg/ml)™.

Para obtener informacién

acerca de la  estructura 1000 e T T TR E Y
secundaria de los scFvA33 se
registrd su espectro de dicroismo
circular (CD) en el UV-lejano. El

resultado, que se muestra en la

‘MWR

Figura 3, sugiere un plegamiento 11000

con una elevada contribucion de

lamina B, lo cual es concordante 2000

con lo esperado para un proteina
200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250

con plegamiento tipo % (nm)
inmuoglobulina (Carmichael et

o Figura 3: Espectro de dicroismo circular en el ultravioleta
al., 2003; Wilkinson et al., 2009). lejano correspondiente a los dominios variables scFvA33.
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Con vistas a los posteriores ensayos de viabilidad celular que implican tiempos
largos de incubacion a 37°C, nos planteamos estudiar la estabilidad o posible
degradacioén de los scFvA33 en esas condiciones y con el medio de cultivo en el que se
crecen las células. Por ello se prepararon alicuotas de scFvA33 incubadas en DMEM
(complementado con suero al 10%), y se incubaron a distintos tiempos a 37°C. El
analisis electroforético e inmunodeteccion mostré que los scFvA33 no se degradaban

(Figura 4) manteniendo su integridad.

A B
Una vez que se )O 24 48 72 \\‘\QA 2) 24 48 72 \\h\N
comprobé que los o e S ! P
dominios variables We‘ s e —c— —— L
parecian estar — — T -
<37

correctamente plegados

. T —
y que permanecian o g — - <20
estables en las ~
condiciones de ensayo,

se llevd a cabo su Figura 4: Analisis electroforético en PAGE-SDS (A) e inmunodeteccion

caracterizacion (B) de alicuotas de scFvA33 incubadas a 37°C durante diferentes
. tiempos. La inmunodeteccion se realizé con un anticuerpo anti-Histag y
funcional. se revelé mediante DAB. Se indican los valores de masa molecular en

KDa de las proteinas patron).

1.1.4.- Caracterizacion Funcional

1.1.4.1.- Caracterizacion de la interaccion de los dominios variables

Los scFvA33 seran los encargados de dirigir la actividad de las inmunotoxinas
reconociendo e interaccionando especificamente con el marcador tumoral. Por ello, la
caracterizacion funcional implica comprobar que los scFvA33 son capaces de reconocer
y unirse al GPA33 especificamente. Si bien esto ya ha sido demostrado por otros grupos
que trabajan con los mismos dominios variables (Damasceno et al., 2004), nos parecio

necesario y prudente caracterizarlos.

Para ello se llevoé a cabo un ensayo de citometria de flujo con diferentes lineas
celulares, tanto antigeno positivas como antigeno negativas. El resultado de la
citometria, mostrado en la Figura 5, corrobor6 como los scFvA33 purificados

presentaban la capacidad de reconocer y unirse especificamente a células que
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Figura 5: Ensayo de union de los scFVA33 por citometria de flujo. Los
paneles superiores muestran dos lineas celulares antigeno-positivas
SW1222 (a) y AsPC (b), incubadas con scFvA33, y los paneles inferiores

células antigeno-negativas MCF7 (c) y HT29 (d), incubadas con scFvA33.

En ambos casos,

se observo un

desplazamiento por aumento en la intensidad de fluorescencia, indicando la unién de los

scFVA33 a dichas células. Sin embargo, cuando se analizé el comportamiento de los

scFVvA33 frente a dos lineas celulares antigeno-negativas, como las MCF7 y las HT29

no se observo ningun tipo de interaccién, a pesar de que por ejemplo el origen de éstas

ultimas también es de colon. Cabe destacar la importancia de estos resultados ya que

dan idea de la exquisita especificidad por marcador GPA33.

Ademas, y para estudiar
la estabilidad de los scFvA33,
en este caso desde un punto de
vista funcional, se incubaron
distintas alicuotas de scFvA33
en DMEM complementado con
suero al 10% a 37°C a
diferentes tiempos. Nuevamente
se estudid la union a GPAS33
mediante citometria de flujo
(Figura 6) comprobandose que
los dominios variables
conservaban la misma

capacidad de union a GPA33.
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Figura 6: Ensayo de unién de scFvA33 mediante citometria
de flujo con células SW1222. Se muestra el control incubado
sin proteina, y aquellos con scFvA33, indicando el numero
de horas incubadas previamente a 37°C.
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1.1.4.2.- Ensayos de actividad citotoxica especifica

Los dominios variables al formar parte de la inmunotoxina dirigen la accién de la
toxina sobre las células diana. Aunque no es de esperar una actividad citotoxica de los
mismos per se, ya que carecen de las regiones constantes efectoras que podrian
desencadenar una respuesta, como si sucede con la molécula completa del anticuerpo,
se llevd a cabo un ensayo de viabilidad con ellos sobre células antigeno positivas y
antigeno negativas, como control. Este ensayo se realizd incubando los dominios
variables a distintas concentraciones y diferentes tiempos. El ensayo realizado se baso
en la medida de ATP

intracelular (ver apartado

de Materiales y Métodos) 120 v r v
correlacionandose la 100 E 1
medida de ATP intracelular _ :
I ® 8of ,
con la viabilidad celular. El o !
© L
resultado  (Figura 7) =2 ©0F :
el
mostré que los dominios g a0k ]

;s . —&— SW1222 Confrol
no eran téxicos en ninguna [ —&— HT29 Control

20 p —w— HT29+scFVA33 ]
—m— SW1222 +scFVA33

de las dos lineas celulares

empleadas, SW1222 vy 0 4'3 7'2 9-6 150

HT29, independientemente tiempo (h)
de que estas  fueran Figura 7: Ensayo de viabilidad con células antigeno-positivas
antigeno-positivas fo) SW1222 y antigeno-negativas HT29, incubadas a diferentes tiempos

con scFvA33 (1uM). Se muestra también el porcentaje de viabilidad

negativas. de las muestras control, incubadas sin proteina.

A la vista de estos resultados se comprobé que los scFvA33 presentaban las

caracteristicas funcionales adecuadas para ser utilizados como dominio marcador de

nuestras inmunotoxinas.

1.2.- Inmunotoxina scFvA33 a-sarcina (IMTXA33aS)

La primera inmunotoxina objeto de estudio en esta Tesis Doctoral fue la basada
en la ribotoxina a-sarcina, en cuyos resultados preliminares, aparecidos en la Tesis

Doctoral del Dr. Nelson Carreras (Carreras-Sangra, 2010), participé activamente. Por
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este motivo, no se presentan los experimentos y resultados obtenidos en relacion con el

disefo y construccion del vector de expresion.
1.2.1.- Produccién y purificacién de la inmunotoxina.

Las condiciones de produccién de inmunotoxina se basaron en los resultados

obtenidos anteriormente para esta inmunotoxina, asi como los de los scFvA33.

En nuestro caso la produccion de la inmunotoxina se llevo a cabo segun lo
descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Inicialmente se hizo una expresion
piloto, a baja escala, con un tiempo de induccion de 72 h, para determinar el tiempo
optimo de induccion. Se comprobd que el maximo de producciéon de inmunotoxina se
encuentra a partir de las 48 h de induccion, no observandose bandas de degradacion de
inmunotoxina. Con estos datos, se llevd a cabo un escalado en la produccién de
inmunotoxina, tal cual esta referido en el apartado de Materiales y Métodos. En la
Figura 8 se muestra el analisis electroforético de las alicuotas obtenidas durante la
produccién de inmunotoxina, en la que

se observé una banda de 50 KDa, que A) Horas de induccién

corresponde con la masa molecular de 0 24 48 72 MW

la inmunotoxina, no observandose esta  hileke

banda en el medio antes de la bl
induccién con metanol. B)
a <— 50KDa
<— 37KDa
Tras 48 horas de induccion, el
N
medio de cultivo se centrifugd y el Q) % >
& X Imid. 250 mM
e . O \,'bA & @$
sobrenadante se dializé en el tampon
W <— 50KDa
de cromatografia para la posterior “""’ —.

purificacion de la inmunotoxina. EIl

Figura 8: A) Analisis electroforético en PAGE-SDS de
alicuotas tomadas durante la produccién de
IMTXA33aS. B) Inmunodetecciéon, con un anticuerpo

antiHistag de las alicuotas tomadas durante Ila

analisis electroforético de las diferentes

fracciones obtenidas en la

cromatografia de afinidad, mostr6é la
presencia de IMTXA33aS pura en el
eluido con 250 mM imidazol (Figura 8)
Posteriormente, se eliminé el imidazol
del tampon de elucién, dializando la

inmunotoxina frente a tampoén fosfato

induccion. C) Andlisis electroforético de alicuotas
tomadas durante la purificacion de la inmunotoxina.
No Ret: medio de cultivo dializado después de pasar
por la columna Ni-NTA; Lav: lavado de la columna con
tampdén de lavado (ver Mat. y Met.); Imid 20 mM:
lavado de la columna con tampdén conteniendo
imidazol 20 mM.; Imid 250 mM: diferentes fracciones
obtenidas para la elucién de la inmunotoxina con
tampodn conteniendo imidazol 250 mM.



RESULTADOS KNS

sédico 50 mM, pH 7.5, NaCl 0.1 M. El rendimiento medio obtenido para las diferentes

purificaciones de IMTXA33aS realizadas fue de 2-5 mg/l de medio de cultivo.

1.2.2.- Caracterizacion estructural

Siguiendo la metodologia descrita con los scFVA33, tras la purificacion de la
inmunotoxina se llevoda cabo el analisis de aminoacidos, para comprobar la pureza de
la inmunotoxina, asi como para el célculo de su coeficiente de extincion (E*'*), que

resulté ser 1.6 (cm-mg/ml) ™.

A 2
Ademas, mediante estudios de o k"‘;-lw,_ e e
. , . . 1,'~. a1 it Y s

dicroismo en el ultravioleta lejano, se Y (N PR P Po_sdii

L . F T N, o <
determino el porcentaje de elementos de 'E «F 111 - //
estructura secundaria en el plegamiento g " L /

. . . 4 4
de la inmunotoxina, siendo estos = s
-3 F L e
resultados los esperados, mostrando un
210 220 230 240 250

alto porcentaje de contenido en lamina (3. B A (nm)

El espectro obtenido es concordante con
la suma de los espectros
correspondientes a la a-sarcina y los

dominios variables libres, obtenidos

Cp (kcal/mole/®C)

también de forma experimental (Figura
9).

a0 40 50 60

Temnparature (9C)

La caracterizacion bioquimica de

Figura 9: A) Espectros de dicroismo circular en el
ultravioleta lejano correspondientes a scFvA33 (1),
de su estabilidad térmica, mediante DSC, IMTXA33aS (2) y a-sarcina (4). La linea continua
gris (3) corresponde con el espectro tedrico a partir
de la contribucion de los espectros 1 y 4 teniendo
caracteristicas estructurales tras en cuenta su numero de aminoacidos. B)

. . . . . Termograma recogido para el ensayo de
incubacion previa de la inmunotoxina @  cajorimetria diferencial de barrido (DSC) de la

37°C. IMTXA33aS.

su estructura se completd con el estudio

asi como del mantenimiento de sus

El resultado (Figura 9) sugiri6 una temperatura de desnaturalizacién de la
inmunotoxina entorno a los 45°C. Sin embargo, el proceso de desnaturalizacién resultd
ser irreversible, como consecuencia de la aparicion de agregados insolubles, lo cual no
permiti6 el calculo de los pardmetros de energia asociados al proceso

desnaturalizacion-renaturalizacion. Debido a la irreversibilidad del proceso, para la
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estimacion de la temperatura de desnaturalizacién se hizo necesaria la repeticion del

ensayo de calorimetria repetidas veces, de manera independiente, para verificar los

datos obtenidos. A pesar de esto, se puede sugerir un comportamiento en la dinamica

de desnaturalizacion coherente con la presencia de dos estados, inquiriendo incluso un

proceso relativamente independiente en la desnaturalizacién de los dos dominios que

constituyen la inmunotoxina. Sin embargo, lo mas destacado en relacion con la

estabilidad de la inmunotoxina radica en la estabilidad de la misma a temperaturas

fisiologicamente relevantes, a pesar de una posible minima contribucién de formas

desnaturalizadas alrededor de 40°C.

Por otro lado, se llevaron
a cabo estudios de estabilidad
registrando los espectros de CD
en el UV-lejano tras incubacion
de la inmunotoxina a 37°C a
diferentes tiempos (Figura 10).
Estos resultados sugieren que
la estructura global de Ia

inmunotoxina se  mantiene
inalterada, aspecto éste critico
de
citotoxicidad. Estos espectros
del

analisis

para los estudios

fueron acompafados
correspondiente
electroforético e
inmunodeteccion para cada una
de las muestras (Figura 10).
Este aspecto es importante para
comprobar que la proteina no se
degrada debido a la incubacion
a 37°C.

1.2.3.- Caracterizacion funcional

Considerando

A) Incubacién a 37 °C (hr)
0 4 24 48 72 Mw
W . <—50KDa
«—37KDa
«—50KDa
— — — — —
«—37KDa
1000 7 T T T T ]
B)
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<

-3000 |
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IMTX control ]
IMTX 4h 37°C
IMTX 24h 37°C ]
IMTX 48h 37°C

240 250

la existencia de dos dominios

Figura 10: Ensayos de estabilidad de IMTXA33aS. A) Analisis
electroforético e inmunodeteccion de las alicuotas incubadas a
37 °C hasta 72 horas. Para la inmunodeteccion se ha utilizado
anti-Histag. En todos los casos se ha aplicado la misma
cantidad de proteina. B) Espectros de dicroismo circular, en el
ultravioleta lejano, obtenidos para las mismas alicuotas.

funcionales claramente

diferenciados en las inmunotoxinas, un dominio “marcador” que confiere especificidad
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de unidén a un antigeno y un dominio téxico responsable de ejercer su actividad en el
interior celular produciendo la muerte de las células diana, la caracterizacion funcional

debe tener en cuenta ambos dominios.

Si bien la eficacia funcional real de estas inmunotoxinas deberia medirse
estudiando la accion conjunta de los dos dominios, y por tanto en términos de su
citotoxicidad especifica, se ha llevado a cabo el estudio independiente de la

funcionalidad de cada uno de los dos dominios incluidos en esta proteina quimérica.

1.2.3.1.- Caracterizacion de la interaccion de los dominios variables

La caracterizacion de la funcionalidad de los dominios variables se basé en el
estudio de su capacidad de reconocimiento y union especifica al antigeno GPA33. Para
ello, se estudio la capacidad de union de los dominios variables al antigeno tanto en
extractos celulares de células antigeno-positivas y antigeno-negativas, como en células
intactas.

Ademas, para llevar a cabo estos estudios se utilizd también el anticuerpo
monoclonal mAbA33 (Abcam) como control. La capacidad de unién especifica del
anticuerpo monoclonal, asi como de sus dominios variables, ya ha sido caracterizada
anteriormente (Ritter et al., 2001), lo cual nos permite utilizarlos como control de

referencia de la unién en el caso de las inmunotoxinas.
A) Ensayos con extractos celulares:

En primer lugar se tomaron células SW1222 (+), A431 (-) y MCF7 (-), y se
obtuvieron extractos celulares de ambas lineas, tal y como esta descrito en el apartado
de Materiales y Métodos. Estos extractos se aplicaron en PAGE-SDS vy se transfirieron a
una membrana de Inmobilon. Dicha membrana se incubd con el anticuerpo monoclonal
o con la inmunotoxina, respectivamente. El resultado (Figura 11), mostro las bandas de
union, tanto para el anticuerpo completo como para la inmunotoxina, a una proteina de
unos 43 KDa, tamano esperado para el antigeno GPA33 (Ritter et al, 1997). El hecho de
que esta banda aparezca tanto con el anticuerpo monoclonal mAbA33 como con la
inmunotoxina solo en el caso de los extractos de células antigeno positivas, demuestra
una interaccion altamente especifica, debida exclusivamente al reconocimiento del

GPA33 por parte de las regiones determinantes de complementariedad (CDR).
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Figura11: Inmunodeteccion de IMTXA33aS y mAbA33 incubadas con: A) Extractos celulares de las lineas
celulares MCF7 (-GPA33) y SW1222 (+GPA33) incubadas con mAb A33 (en la parte izqd) o IMTXA33aS (en
la parte dcha.). En la parte superior de cada carril se hace referencia a los microgramos de proteina de
extractos celulares aplicados. B) Sobrenadante y sedimento recogidos durante el protocolo de obtencion de
extractos celulares (ver Mat. y Met.) utilizando las lineas SW1222 (+GPA33) y A431 (-GPA33). Se muestran
los microgramos de proteina aplicadas en cada carril. Ambas membranas han sido incubadas con
IMTXA33aS.

Para tratar de estimar la afinidad de Ia

interaccion, los extractos se utilizaron también para A) 1.0 prrrrmr—————

realizar un ensayo de ELISA. En primer lugar, tal y ::" ]

como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos
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valor, resulté ser ademas concordante, por su similitud, o Bk el artarte

con los valores obtenidos por otros grupos utilizando la
Figura 12: Ensayo de ELISA con el

técnica de surface plasmon resonance (SPR, de sus maAbA33 (A) y la IMTXA33aS (B),

utilizando extractos de células SW1222

igla en inglé r tudiar la unién I mini
sigla en inglés) para estudiar la uniéon de los dominios (+GPA33) y Ad31 (.GPA33),

variables a la GPA33 (Damasceno et al., 2004).



RESULTADOS

B) Ensayos con células completas:

Tras los estudios con extractos celulares se llevaron a cabo ensayos de unién al
antigeno en células completas mediante citometria de flujo. Los ensayos de citometria
de flujo se llevaron a cabo tal y como se ha detallado anteriormente en el apartado de
Materiales y Métodos. Para el estudio de union se utilizaron células antigeno-positivas y
antigeno-negativas. El resultado, mostrado en la figura (Figura 13), confirmé la
capacidad de union especifica de la inmunotoxina a las células antigeno-positivas,
SW1222 y LIM1215; no observandose union en el caso de las células antigeno

negativas, A431.

100
b

10° 10' 107 10° 10° 10! 10? 10° 10° 10" 10? 10° 104

Intensidad de fluorescencia

Eventos

Figura 13: Ensayo de union mediante citometria de flujo. La fila superior corresponde a células incubadas
con mAb A33 y la fila inferior a células incubadas IMTXA33aS. Las células utilizadas para el ensayo fueron
LIM1215 (ay d) y SW1222 (b y e), como antigeno positivas, y A431 (c y f), como antigeno negativas.

Esta unién se mantenia en las muestras incubadas previamente a 37°C
utilizadas en los ensayos de estabilidad, por lo que se conservaba la capacidad de

reconocimiento y union al antigeno (Figura 14).
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Eventos

Figura 14: Ensayo de estabilidad por citometria de flujo. Se muestran las células incubadas con
IMTXA33aS, previamente incubadas a 37°C a diferentes tiempos. El tubo control esta referido a células
incubadas con el anticuerpo secundario sin inmunotoxina.

1.2.3.2.- Caracterizacion de la actividad de la a-sarcina

Una vez demostrado el mantenimiento de la funcionalidad del dominio marcador
incluido en la inmunotoxina, se estudié la funcionalidad de la ribotoxina. Para ello, se
llevaron a cabo los ensayos utilizados habitualmente para caracterizar la actividad
ribonucleolitica de las ribotoxinas, que incluyen ensayos de degradacion inespecifica de

RNA, asi como de actividad especifica sobre el ribosoma.

La actividad inespecifica de la a-sarcina se estudid mediante un zimograma
utilizando a-sarcina libre como control, segun se describe en materiales y métodos
(Figura 15). Este ensayo mostrd la existencia de bandas de degradacion del poly-A
embebido en el gel de poliacrilamida debido a la accion ribonucleolitica de la sarcina

tanto incluida en la inmunotoxina, como libre.



En segundo lugar se
estudio la actividad especifica de
la ribotoxina frente a su sustrato,
el ribosoma. Para ello, se
incubaron reticulocitos libres de
células con la IMTXA33aS vy la a-

sarcina libre, tal y como se

describe en  Materiales vy
Métodos. El resultado, (Figura
16),

fragmento a, caracteristico de la

mostré la liberacidon del

actividad especifica de la a-
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Figura 15: Analisis electroforético de la actividad
ribonucleolitica inespecifica de la IMTXA33aS. A) PAGE-SDS
en condiciones no reductoras de a-sarcina e IMTXA33aS. B)
Zimograma frente a poli(A) de a-sarcina e IMTXA33aS. Las
flechas indican las bandas de degradacion del poli(A) para
cada proteina. Se indica la cantidad de proteina aplicada en
nanomoles.

sarcina, tanto de ésta libre, como
la incluida en la inmunotoxina. Ademas se pudo cuantificar que la actividad de la sarcina

en la inmunotoxina se mantiene por encima de un 85% respecto a la a-sarcina libre.

Este resultado es interesante no sélo por comprobar que se conserva la actividad
especifica de la a-sarcina en la inmunotoxina, sino porque es de esperar que una vez en

el interior célula se libere al citosol, siendo entonces completamente activa.

IMTX sarc
C- 25 12 25 12 1.2

—_
o
T

L

Actividad Relativa

sarc IMTX

Figura 16: Ensayo de actividad ribonucleolitica especifica con reticulocitos realizado con a-sarcina
e IMTXA33aS. La figura de la izquierda corresponde al gel del ensayo. La flecha sefala la
posicion correspondiente al fragmento a, caracteristico de la actividad de la a-sarcina. Para el
ensayo se utilizaron 2.5 y 13 pmoles de cada proteina. El carril marcado como C- corresponde al
control en ausencia de proteina. La figura de la derecha corresponde al calculo de la actividad
relativa a partir del densitometrado de las bandas.
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Finalmente, se estudié si la actividad ribonucleolitica especifica correspondiente
al dominio téxico podria verse afectada como consecuencia de la incubacion a 37°C a
tiempos largos. Para ello, se realizé el ensayo de actividad frente a ribosomas, con
alicuotas de las muestras ensayadas anteriormente para las pruebas de estabilidad. El
resultado mostré que se conserva hasta en un 80% la actividad de la sarcina en la

inmunotoxina al ser ésta incubada a 37°C durante 72 h (Figura 17).
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Figura 17: Ensayo de actividad especifica frente a reticulocitos incubadas con inmunotoxina
preincubada a 37°C diferentes tiempos. A) Se muestra el resultado obtenido con las alicuotas incubadas
entre 0 y 72 horas a 37°C. C- corresponde con reticulocitos incubados en ausencia de proteina. C+
corresponde con reticulocitos incubados con sarcina libre. B) grafica de actividad relativa de la a-sarcina

en la inmunotoxina realizada a partir del densitometrado de las bandas obtenidas en el ensayo de
reticulocitos. El 100% de actividad del control corresnonde a la de la a-sarcina libre.

Este hecho, unido a los resultados anteriores sugiere que la inmunotoxina puede
ser ensayada frente a células, a tiempos largos sin que su funcionalidad se vea

afectada.

1.2.3.3.- Ensayos de actividad citotoxica especifica

Una vez comprobada la actividad de ambos dominios de manera independiente,
asi como la conservacion de ambas actividades tras incubacion a tiempos largos a
37°C, se plantearon los ensayos que, de hecho, definen la eficacia de la actividad de la
inmunotoxina como tal, esto es, su citotoxicidad especifica frente a células antigeno-

positivas.
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En este sentido se han llevado a cabo diferentes tipos de ensayos para tratar de
obtener la mayor informacién posible acerca de la eficacia citotéxica de la IMTXA33aS y

de como ésta ejerce su accion.

En este sentido, se ha descrito en la bibliografia que la actividad que ejerce la a-
sarcina en el interior de las células conlleva la muerte de las mismas mediante un
mecanismo de apoptosis (Olmo et al, 2001; Lacadena et al., 2007). Por ello, realizamos
un ensayo que nos permitia identificar células en estado apoptético o necrético. Este
ensayo se realizd utilizando Anexina V-FITC y ioduro de propidio. Las condiciones del
ensayo se encuentran descritas en el apartado de materiales y métodos. En la Figura
18 se observa como la incubacién de estas células con inmunotoxina desencadena su
muerte sugiriendo una via apoptotica, como demuestra el aumento de la poblacion de

células en los cuadrantes de la derecha de cada figura.

IP (Int.Fluor.)

Anexina V-FITC (Int.Fluor.) >

Figura 18: Ensayo de viabilidad mediante anexina V-FITC y ioduro de propidio, con células antigeno
positivas. La fila superior corresponde a células SW1222 vy la fila inferior a células LIM1215. La
primera columna corresponde al control de células incubadas en ausencia de proteina. La segunda y
tercera columna corresponde a células incubadas con IMTXA33aS a 1y 5 uM respectivamente.

En segundo lugar se llevo a cabo un ensayo de viabilidad muy estandarizado
como es el del MTT, tal y como se detalla en el apartado de materiales y métodos. Los
resultados obtenidos indican que la IMTXA33aS muestra una actividad citotéxica frente
a las lineas celulares SW1222 y LIM1215, ambas antigeno-positivas (Figura19). En

ambos casos se observé una marcada disminuciéon de la viabilidad celular, referida en
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cada punto a los datos obtenidos con los controles, en ausencia de proteina. Asi, se
puede determinar una ICsy, definida como la concentracion de proteina necesaria para
obtener una viabilidad celular del 50%, de 0,6 y 1 uM para las células SW1222 y

LIM1215, respectivamente.

Por ultimo, y considerando la

actividad especifica de la sarcina

100 | —e— swi222 | 4

—A— Lm21s sobre los ribosomas, se llevaron a

80 cabo ensayos de inhibicion de la

60 | biosintesis de proteinas, como una

sk medida de su actividad citotoxica

Viabilidad (%)

i especifica. Este ensayo es el utilizado

habitualmente para cuantificar la

= — e citotoxicidad de las ribotoxinas
[IMTX A33 asarcina] (uM) (Lacadena et al., 1999; Olmo et al.,

Figura 19: Ensayo de viabilidad mediante MTT. Se 2001). El ensayo se llevé a cabo,

incubaron células antigeno-positivas SW1222 (linea  gegin lo descrito en el apartado de
continua) y LIM1215 (linea discontinua) con distintas ) i i
concentraciones de IMTXA33aS, durante 72 horas. La  Materiales y Métodos, frente a células

linea de puntos marca el 50% de viabilidad del cultivo. tanto antigeno-positivas como

antigeno-negativas.

El resultado que se presenta en la Figura 20 muestra una citotoxidad altamente
especifica sobre las lineas celulares que presentan el antigeno GPA33 en su superficie
(SW1222, LIM1215). Asi, los valores de ICs, estarian en el rango nanomolar, siendo 30
nM para las SW1222 y de 70 nM para las LIM1215. Estos valores son sensiblemente
menores a los obtenidos en el ensayo de MTT, lo cual es perfectamente explicable, ya
que en el primer caso se esta midiendo la actividad especifica directa sobre el sustrato,
mientras que el MTT mide la presencia de células muertas como consecuencia de esta
inhibicién.

Cabe destacar ademas que el calculo de la IC5y mostro una citotoxicidad mas de
300 veces mayor en células antigeno-positivas en relacion con las antigeno-negativas.
Este hecho es importante ya que implicaria la ausencia de toxicidad inespecifica en un
posible tratamiento antitumoral con esta inmunotoxina. En este sentido la ligera
inhibicion de la biosintesis de proteinas observada en algunas lineas celulares antigeno
negativas con concentraciones 1 yM o mayores de inmunotoxina, que podria ser
atribuida a la citotoxicidad inespecifica intrinseca a la sarcina, es en todo caso menor

que la observada con la sarcina libre. Asi, la presencia del dominio marcador no solo no
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dirige la accién de la sarcina hacia la célula diana, sino que también disminuye la

inespecificidad intrinseca de ésta.

?3—100 - 5 :
"
g
< 8of
wd
2
Q. 60}
Q
T
a P —— swiz2
Q —a— LIM1215
T —— SW1222 |yt
WAL |~ [ | —— g1
o —4— RD-86 —a— NCF7
21}
0 e " 2 e 2 Y r r
10° 102 10" 100 10° 102 101 10°
[asarcina] (kM) [IMTX A33 asarcina] (uM)

Figura 20: Ensayo de citotoxicidad midiendo incorporacion de Leu-H en las células. Las distintas lineas
celulares se incubaron con a-sarcina (panel de la izquierda), o con IMTXA33aS (panel de la derecha) a
distintas concentraciones durante 72 h. Se utilizaron lineas celulares antigeno-positivas (SW1222 y
LIM1215) y antigeno-negativas (HT29, RD86, A431, MCF7). La linea punteada marca el 50% de viabilidad
del cultivo.

1.3.- InmunoRNasa basada en la RNasa T1 (IMTXA33T1)

A la vista de los resultados obtenidos con la IMTXA33aS se disefid una nueva
construccion, en este caso utilizando la RNasa T1 como constituyente del dominio
toxico. Como ya se ha comentado en la introduccién, la RNasa T1 pertenece a la familia
de las RNasas microbianas extracelulares, pero a diferencia de la a-sarcina presenta
una actividad ribonucleolitica menos especifica, y ademas no es capaz de interaccionar

con membranas celulares, lo que la convierte en una RNasa no toxica.

Asi, los resultados obtenidos con esta inmunoRNasa aportarian informacién
sobre las ventajas e inconvenientes respecto a la eficacia citotdxica, de la especificidad
o inespecificidad y la actividad ribonucleolitica o en la capacidad o no de interaccionar

con membranas.
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Los resultados obtenidos se presentan siguiendo el esquema desarrollado con

las proteinas anteriores.
1.3.1.- Disefo y obtencion del plasmido de expresion pPICZaA-IMTXA33RNasaT1

Para la obtencion del plasmido pPICZaA-IMTXA33RNasaT1 se partio del
plasmido pPICZaA-IMTXA33 a-sarcina, que habia sido obtenido anteriormente en el
laboratorio. Para ello se cambio el cDNA de la a-sarcina por el cDNA de la RNasa T1.
Para obtener este ultimo se utilizé un plasmido que se tenia en el laboratorio (pPICZaA-
IMTXB5RNasaT1) del que se amplifico la secuencia del cDNA de la RNasaT1 mediante
PCR, utilizando dos oligos que creaban dos sitios de restriccion Not/ y Sall en los
extremos 5’ y 3’ respectivamente. Asi, se obtuvo el fragmento de 300 pb esperado que
se digirié con las enzimas adecuadas. Los fragmentos digeridos purificados, se ligaron
con el correspondiente vector de expresion, digerido con las mismas enzimas, para su
transformacion en células de E. coli DH5aF’, siguiendo el protocolo descrito en

Materiales y Métodos. Las células transformadas se seleccionaron con zeocina.

De aquellas colonias que resultaron positivas, se purificé el plasmido y se
lineariz6 mediante una digestion con Pme |, para electroporar células de P. pastoris
KM71 electrocompetentes segun lo descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Se
seleccionaron las colonias con diferentes concentraciones de zeocina. De las colonias
sembradas se escogieron varias para llevar a cabo una expresion piloto,
seleccionandose una de las obtenidas con Zeocina 750 pg/ml para la produccién a

media escala, al ser la que mayor cantidad de IMTXA33T1 produjo.

1.3.2.- Produccién y purificacion de la Hr. induccion
IMTXA33T1. A) 24 48 Mw
L W <50KDa
Teniendo en cuenta los . <-37KDa

antecedentes con la IMTXA33aS, la B)

produccién de la IMTXA33T1 se realizd <=50XNa

en base a las mismas condiciones, <—37KDa

determinandose que el tiempo 6ptimo . i
Figura 21: A) Analisis electroforético en PAGE-SDS

de produccion de inmunoRNasa se vy B) Inmunodeteccion de alicuotas tomadas cada
24 horas durante la produccion de IMTXA33T1.
encuentra entre las 24 y las 48 horas

(Figura 21). La purificacion se llevo a cabo en las mismas condiciones segun lo descrito



anteriormente para la IMTXA33aS.
En la Figura 22 se muestra el
analisis electroforético
correspondiente a la purificacion
de la IMTXA33T1.

El rendimiento medio
obtenido en las distintas

producciones de inmunoRNasa fue
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250 mM
Imidazol

Figura 22: Analisis electroforético de la purificacion de
IMTXA33T1 en la columna de Ni-NTA agarosa. Se
muestran dos de los patrones de masa molecular (KDa).

de 3-7 mg/ml, siendo superior al obtenido por la IMTXA33aS.

1.3.3.- Caracterizacion estructural

El analisis de aminoacidos
realizado con la IMTXA33T1 nos
permitid comprobar la integridad de
la inmunoRNasa, asi como calcular
el coeficiente de extinciéon de la
proteina con un valor de 1.6

(cm-mg/mly™".

Se registraron ademas los
espectros de dicroismo circular en el
ultravioleta lejano, mostrando
nuevamente un plegamiento de la
proteina elevado en lamina
(Figura 23). En este caso, este
porcentaje es mayor que el de la
IMTXA33aS, lo cual es razonable
teniendo en cuenta el menor tamafio
de la ribonucleasa T1, asi como el
hecho del contenido en hélice a y en
estructura no ordenada descrito
para la RNasa T1 (Pace et al,
1991).
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Figura 23: A) Espectros de dicroismo circular en el
ultravioleta lejano correspondientes a la IMTX A33 T1
(tedrico) (1), IMTX A33 T1 (obtenido) (2), scFvA33 (3),
RNasa T1 (3). La linea continua gris corresponde con
el espectro tedrico obtenido a partir de la contribucion
de los espectros experimentales 3 y 4 teniendo en
cuenta su numero de aminoacidos. B) Termograma

recogido para el ensayo de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) de la IMTXA33T1.
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De igual manera a lo explicado para la IMTXA33aS, se calculo la temperatura de
desnaturalizacion de la inmunoRNasa. Para ello, se registraron los espectros de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) de la inmunoRNasa. El resultado (Figura 23)

mostr6 una  temperatura de

desnaturalizacion de la A Tiempo incubacién (hr)
inmunotoxina entorno a los 50°C, o 24 48 72 Mw
siendo  este  proceso  de -_—- e
desnaturalizacion irreversible, como B)
ya sucedia con la IMTXA33aS. En 1000
. of
este caso no se observd la »
-1000 | i
existencia de dos maximos. 14
; -2000 |
=
D
-3000 |
Este resultado, junto con lo 000 e M ey
L i ———— IMTXA33T148 hr |1
. . ] - e
obtenido anteriormente para la | R o MR
, .. 200 210 220 230 240 250
IMTXA33aS parecia anticipar que %A

la IMTXA33T1 seria estable tras su

incubacion a 37°C durante tiempos Figura 24: Ensayos de estabilidad de IMTXA33T1. A)

Analisis electroforético de las alicuotas de IMTXA33T1
largos. Efectivamente, cuando se incubadas a 37 °C durante diferentes tiempos. En todos

los casos se cargd la misma cantidad de proteina. B)
llevaron a cabo los ensayos de Espectros de dicroismo circular, en el ultravioleta lejano,

estabilidad se observd que la obtenidos para las mismas alicuotas.
inmunoRNasa no presentaba degradacién significativa, pudiendo detectarse cantidades

minimas de RNasa T1 libre, y que se mantenia su plegamiento (Figura 24).

1.3.4.- Caracterizacion funcional
1.3.4.1.- Caracterizacion de la interaccion de los dominios variables

Se siguidé la misma metodologia que en el bloque anterior para caracterizar la
funcionalidad de los dominios. Si bien es de esperar resultados similares, no hay que
olvidar que el objetivo de este trabajo es buscar la construccion que resulte mas eficaz
frente a las células diana. En este sentido la sustitucién de la ribotoxina a-sarcina, por la
RNasa T1 de naturaleza no téxica, menor tamano y con diferencias significativas en
cuanto a su actividad podria resultar en una proteina de fusion con propiedades

diferentes, al menos en lo que se refiere al dominio toxico.
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Figura 25: Ensayo de unidn mediante citometria de flujo. La fila superior corresponde a células
antigeno-positivas incubadas con IMTXA33T1 vy la fila inferior a células antigeno-negativas incubadas
con IMTXA33T1. Las células utilizadas para el ensayo fueron SW1222 (a) y AsPC1 (b), como antigeno
positivas; y HT29 (c) y MCF7 (d), como antigeno negativas.

Asi, se analizé la capacidad
de interaccién del dominio marcador
en la IMTXA33T1, centrandonos en
este caso unicamente en las técnicas
que implican ensayos con células
completas. El estudio de unién al
antigeno GPA33 mediante citometria
de flujo (Figura 25), se realizd
utilizando tanto células antigeno-
negativas (HT29 y MCF7), como
células antigeno-positivas (SW1222
y AsPC-1), observandose la unidn
especifica de la IMTXA33T1 a las
células que presentan el antigeno

GPA33 en su membrana.
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Figura 26: Ensayo de estabilidad mediante citometria de
flujo de la IMTXA33T1 con células antigeno-positivas
SW1222. La proteina se incubd previamente a 37°C a
diferentes tiempos (0 a 72 h). El tubo control
corresponde con células incubadas en ausencia de
proteina.

Nuevamente, con la idea de comparar ambos inmunoconjugados, se llevé a cabo

el estudio de la conservacion de la capacidad de unién de los dominios variables tras

ser incubados a 37°C a tiempo largo (Figura 26) comprobandose que ésta capacidad

permanecia inalterada a todos los tiempo ensayados.
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1.3.4.2.- Caracterizacion de la actividad de la RNasa T1

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad ribonucleolitica de RNasa
T1 es inespecifica en tanto que no reconoce una secuencia concreta de RNA, sino todo
aquel que sea accesible a su actuacion, con preferencia por nucledtidos de guanina
(Osterman et al., 1978; Steyaert, 1997). Por ello, nos planteamos varios ensayos para

medir su actividad ribonucleolitica cuando se encuentra incluida en el inmunoconjuado.

Para ello, en primer lugar, al igual que en el caso de la IMTXA33aS, se realizd un
zimograma, con las mismas condiciones pero utilizando esta vez poly-G como sustrato,
al ser éste el polinucledtido preferente de la RNasa T1 (Martinez-Ruiz et al., 2001). En la
Figura 27 se observan las bandas de degradacién del poly-G, debido a la accion de la

RNasa T1 tanto formando parte de la inmunoRNasa, como en su forma libre.

Por otro lado, para poder cuantificar mejor la actividad de la RNasa T1 en la
inmunoRNasa se realizo un ensayo de actividad ribonucleasa frente a RNA de levadura
(Torula), ya utilizado previamente con la RNasa T1 nativa (Steyaert., 1997) en el que se
relaciona la actividad ribonucleolitica con un aumento en la absorbancia a 260 nm,
caracteristica de los nucleétidos, en este caso debido a la aparicién de oligonucledtidos
solubles. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de actividad de la

ribonucleasa, ya esté ésta libre o formando parte de la inmunoRNasa (Figura 27).

A) B) Figura 27: Zimograma con
IMTXA33T1 (A) y RNasa T1 libre (B)
utilizando Poly-G como sustrato en el
gel. Se muestra la masa de los
patrones (en KDa). En ambos casos
se cargaron 3.9 pmol (1), 12.9 pmol
(2) y 25.9 pmol (3). C) Ensayo de
degradacién de RNA de levadura
C) . v : realizado con IMTXA33T1 (linea
continua) y RNasa T1 (linea

0.5 F punteada). Se representa la
. absorbancia a 260 nm como medida
E VAL de la  aparicion de los
S oligonucleétidos solubles producidos
% 03 I por la actividad RNasa sobre el RNA,
2 - frente a las diferentes cantidades de

proteina.

0.1F

1 2 3 4
IMTX A33 T1 (pmol)
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Aunque la RNasa T1 se describe como una exonucleasa inespecifica, se decidié
llevar a cabo el ensayo frente a reticulocitos, utilizado para caracterizar la actividad
especifica de las ribotoxinas, ya que el RNA ribosomal también es objeto de su accion.
Como era de esperar, en este caso, en lugar de la aparicion del fragmento «
caracteristico de la actividad especifica de las ribotoxinas, se observé las completa
degradacion de los RNA ribosomales como consecuencia de la actividad exonucleasa
de la RNasa T1 (Figura 28). Hay que destacar que para obtener la degradacion
completa del RNA ribosomal fue necesario utilizar cantidades elevadas de

inmunoRNasa.

Este ensayo fue el elegido para realizar los estudios de estabilidad de la
proteina, en las mismas condiciones que el comentado anteriormente, pero en este caso
con las alicuotas incubas a 37°C. El resultado (Figura 29) mostré que la actividad de la
inmunoRNasa T1 se mantiene. Se representa el porcentaje de actividad RNasa referida

a cada caso a la RNasa T1 libre, que se considera el 100% de actividad.

150 f I IMTX A33 T4 0hr
IMTX A33T1 24 hr
R IMTX A33T148 hr
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Figura 28: Ensayo de . IMTX A33 T1 (ng)
reticulocitos realizado con la
IMTXA33T1.  Como  control Figura 29: Ensayo de estabilidad de la actividad

negativo se incuban reticulocitos
en ausencia de proteina (C-), y
como control positivo se utilizan
dos concentraciones de a-
sarcina.

ribonucleolitica. Se incuba previamente la IMTXA33T1 a
37°C durante diferentes tiempos. Se representa el porcentaje
de actividad RNasa referida en cada caso a la RNasa T1
libre, que se considera el 100% de actividad.

1.3.2.3.- Ensayos de actividad citotoxica especifica

En el caso de la inmunoRNasa el planteamiento de cara a los ensayos de

citotoxicidad fueron distintos a los de IMTXA33aS. Si bien en este ultimo caso, el ensayo
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de leucina tritiada nos permitia establecer una relacion directa entre la actividad ejercida
por la proteina y la consiguiente muerte celular, en el caso de la inmunoRNasa no
podemos establecer esa relacién directa pues no se ejerce ninguna actividad especifica
sobre un sustrato especifico en la célula. Por ello los ensayos realizados sirven para
determinar la mayor o menor viabilidad de un cultivo, siendo esto una medida directa de

viabilidad, pero no una medida directa de la actividad de la ribonucleasa en la célula.

En primer lugar, al igual que en el caso de la IMTXA33aS, se plante6 el ensayo
basado en la Anexina V-FITC e ioduro de propidio, para verificar si la accién de la
inmunoRNasa conllevaba una activacion o no de la apoptosis en las células incubadas
con la misma. El resultado (Figura 30) mostré como las células incubadas con
inmunoRNasa se encontraban desplazados hacia los cuadrantes de la derecha en cada
caso, correspondientes al proceso de apoptosis. Por tanto, la muerte celular

desencadenada por la actividad exonucleasa de la RNasa T1 sigue una via apoptaética.

IP (Int.Fluor,) se—--

Anexina V-FITC (Int.Fluor.) =——f-

Figura 30: Ensayo de viabilidad celular basada en incubacién con anexina V-FITC y ioduro de
propidio. La fila superior corresponde a células SW1222 vy la fila inferior a células LIM1215. La primera
columna (a y d) corresponde al control de células incubadas en ausencia de proteina. La segunda y
tercera columna corresponden a células incubadas con IMTXA33T1 1 uM (bye)y 5 uM (c y f),
respectivamente.

Una vez establecida la via de muerte celular desencadenada por la IMTXA33T1,
el siguiente paso fue tratar de cuantificar la eficacia citotoxica de la misma, asi como su

especificidad frente a las células diana. Para ello, se utilizaron dos ensayos diferentes
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de determinacion de la viabilidad celular, el primero de ellos basado en las medidas de

ATP intracelular y el segundo basado en el MTT, descrito anteriormente. En ambos

casos se utilizaron dos lineas celulares de cancer de colon, las SW1222, antigeno-

positivas, y las HT29, antigeno-negativas.

En primer lugar se determind la viabilidad celular de los cultivos incubados con

IMTXA33T1 mediante medidas de ATP intracelular, tal y como se describe en Materiales

y Métodos. El resultado (Figura 31) mostré como la viabilidad del cultivo se ve

comprometida al ser incubado con inmunoRNasa solo en el caso de las células

antigeno-positivas (SW1222), sin causar cambios en la viabilidad en el caso de la

incubacion con las células antigeno-
negativas (HT-29). En este ensayo
se utilizaron dos concentraciones de
inmunoRNasa, incubandola a
diferentes tiempos, desde 48 a 120
horas. En este caso, y dado el
caracter inespecifico de la actividad
ribonucleolitica de la RNasa T1 se
extendié el tiempo de incubacion
hasta tiempos mas largos de lo
habitual.

En primer lugar hay que
destacar la absoluta especificidad de
activacion de la IMTXA33T1 sobre
las células diana, ya que no se
observan disminuciones
significativas de la viabilidad celular
en los cultivos de células antigeno-
negativas. Por otro lado, los
resultados mostraron una
disminuciéon de la viabilidad con la
concentracion mas alta de
IMTXA33T1.
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Figura 31: Ensayo de viabilidad celular basada en la
medida de ATP. A) Células antigeno-positivas SW1222
y B) células antigeno-negativas HT29. En ambos casos
se incubaron con IMTXA33T1 1 uM (u) y 0.1 uM (n).
El valor de viabilidad obtenido se refiere al control (I ),
de células incubadas en ausencia de proteina,
considerado como el 100% en cada caso.

A la vista de los resultados se decidié considerar el tiempo de 96 h de incubacion

para determinar el valor de la I1Cs. Para ello, y para comparar con los resultados
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obtenidos con la IMTXA33aS se realiz6 el ensayo de MTT, en este caso utilizando
diferentes concentraciones, tanto de IMTXA33T1 como de RNasa T1 libre. El resultado
confirmd la elevada especificidad citotoxica de la IMTXA33T1 sobre la linea celular
antigeno-positiva, SW1222, con una ICs, alrededor de 0.3 uM; mientras que la viabilidad

celular de las células HT29 no se ve practicamente afectada (Figura 32).

En este caso adquiere mas importancia si cabe al comparar su comportamiento
con el de la RNasa T1 libre que no es capaz, como era de esperar al estar caracterizada
como RNasa no toxica (Yuki et al., 2004), de afectar a la viabilidad celular en ninguno de
los cultivos celulares ensayados. De este modo se ha conseguido transformar una
RNasa no toxica en una RNasa citotéxica exclusivamente para carcinoma de colon que

expresa el antigeno GPA33.
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Figura 32: Ensayo de viabilidad mediante MTT. Se utilizé la linea celular antigeno-positiva SW1222 (1 )y la
antigeno-negativa HT29 (A). Ambas lineas fueron incubadas durante 96 horas con diferentes
concentraciones de IMTXA33T1 o RNasa T1 libre.

1.4.- Inmunotoxina basada en la Hirsutelina W68/71/75F (Hta3AW)

Los resultados obtenidos con las dos construcciones estudiadas hasta la fecha,
pusieron de manifiesto la eficacia del antigeno GPA33 como marcador tumoral
especifico, asi como la capacidad de la ribotoxina a-sarcina, y de la RNasa T1, de
caracter no toxico, para eliminar las células diana como constituyentes del dominio

téxico de estos inmunoconjugados.
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Si bien la IMTXA33aS presenta una mayor eficacia citotdxica, asociada a una
menor 1C5y, como consecuencia de su actividad ribonucleolitica altamente especifica, la
IMTXA33T1 presenta una menor citotoxicidad inespecifica, debido a la incapacidad de
la RNasa T1 para interaccionar con membranas. Pareceria légico por tanto tratar de
obtener una nueva construccién que aunase lo mejor de la IMTXA33aS e IMTXA33T1,
es decir construir una inmunotoxina basada en una RNasa no tdxica, pero con una

actividad ribonucleolitica especifica como la de las ribotoxinas.

En este sentido la obtencion de formas mutantes de ribotoxinas llevada a cabo
en nuestro grupo de investigacion, desde hace mas de una década, dirigidas a estudiar
las relaciones estructura-funcion de las mismas, ha permitido obtener recientemente las
primeras variantes no citotéxicas de una ribotoxina, en este caso de la hirsutelina A,
pero que conservan su actividad ribonucleolitica especifica (Herrero-Galan et al., 2012)
Estas variantes, que presentan sustituciones en dos o tres triptéfanos que aparecen en
esta ribotoxina, ven alterada su capacidad de interaccionar con membranas,

impidiéndose asi su entrada en las células, y por tanto su caracter citotoxico.

En nuestro caso se utilizé la variante W68/71/75F de la HtA para tratar de

obtener una forma optimizada de las inmunotoxinas caracterizadas hasta ese momento.

1.4.1 Diseno y obtencién del plasmido de expresion pPICZaA-IMTXA33-HtA3AW

El disefio y obtencion del plasmido pPICZaA-IMTXA33-HtA3AW siguid un
esquema parecido al empleado para obtener el plasmido de la IMTXA33T1. Para ello se
amplificé la secuencia de cDNA de la HtA3AW, clonada en el plasmido pTacTac,
mediante PCR utilizando los oligonucledtidos correspondientes (ver Materiales vy
Métodos). El fragmento amplificado, incluyendo las secuencias de reconocimiento para
Not 'y Xho I en los extremos 5’ y 3’ respectivamente se purificd y digirié con ambas
enzimas, junto con el plasmido pPICZaA-IMTXA33-a-sarcina. Los fragmentos obtenidos
se ligaron y transformaron en la cepa DH5aF de E. coli para su propagacion y
produccion. Se analizo el plasmido de algunas de las colonias obtenidas y seleccionaron
aquellas que tenian la secuencia correcta. A partir de ésta se purificd el plasmido y se

lineariz6 mediante digestién con Bst XI, para electroporar células P. pastoris KM71.
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1.4.2.- Produccion y purificacién de la inmunotoxina.

Para la produccion de la inmunotoxina basada en la HtA3AW (IMTXA33HtA3AW)
se siguid la misma metodologia que con las otras dos construcciones. Si se considera
que la HtA es la ribotoxina mas pequefia descrita hasta la fecha y que ademas guarda
similitudes con la RNasa T1, era de esperar que la IMTXA33HtA3AW se produjera en

las mismas condiciones, con un rendimiento similar al de las otras construcciones.

Sin embargo, analizada la expresion hasta 120 horas de induccion mediante
PAGE-SDS e inmunodeteccion no se observaron bandas correspondientes a la
inmunotoxina. El analisis mediante PAGE-SDS e inmunodeteccion del contenido
intracelular en los cultivos inducidos mostro la presencia de IMTXA33HtA3A,
posiblemente fusionada al péptido sefal del factor a. Este hecho sugeria un
procesamiento incorrecto de la proteina recombinante, por lo que se llevaron a cabo
nuevas pruebas de expresion variando algunas condiciones. En este sentido, y de
acuerdo con lo descrito en la literatura para otras inmunotoxinas para tratar de disminuir

la produccibn de inmunotoxina 'y

A) § 0 24 48 72 favorecer su correcto procesamiento, se
I

50— — utilizaron mezclas de MeOH:glicerol (4:1)

: como inductor, suplementando el medio

n extr levadur ismin
é&o o g\b P — con extracto de levadura y se disminuyo
%o% CiE § imidazol la temperatura de induccién a 15°C (ver
- s | Materiales y Métodos). Con estas

L - — N ,

condiciones se llevd a cabo una

- . .y . ’ .
e expresion piloto y las alicuotas recogidas
Figura 33: Analisis electroforético  cada 24 horas se analizaron mediante

correspondiente a A) Alicuotas tomadas cada 24 . ‘s
h (entre 0 y 72 h) durante la produccion de PAGE-SDS e inmunodeteccion,

IMTXA33HtA3AW. Las flechas indican la masa detectandose una banda Correspondiente
molecular de los patrones en KDa; B) Alicuotas

obtenidas durante la purificacion de Ila  con la IMTXA33HtA3AW, con un maximo
inmunotoxina. Se muestran varias fracciones
correspondientes al pico de elucion de la
inmunotoxina con 250 mM imidazol. 33)

de produccion en torno a las 48 h (Figura

De acuerdo con el protocolo de purificacion utilizado con las otras
construcciones, se purific6 a homogeneidad Ila IMTXA33HtA3SAW mediante
cromatografia de afinidad en columna de Ni-NTA (Figura 33) con un rendimiento de

1mg/ml.
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1.4.3.- Caracterizacion estructural

Tras la purificacion se llevo a cabo el analisis de aminoacidos, para comprobar la
correcta biosintesis de la inmunotoxina, asi como para el calculo del coeficiente de
extincion (E®'”), que resulté ser de 1.4 (cm-mg/ml)™.

Seguidamente se registré el espectro de dicroismo circular en el ultravioleta
lejano, de la inmunotoxina (Figura 34). El espectro, en este caso, resultdé ser muy
diferente al tedrico, contrariamente a lo ocurrido en el caso de la inmunotoxina a-sarcina
y de la inmunorribonucleasa. Si observamos la figura, el espectro obtenido pareceria el
de una proteina sin plegamiento o desnaturalizada. Esto nos hizo pensar en tres
posibles explicaciones: o bien la proteina no estaba totalmente sintetizada, por lo que
podia no estar correctamente plegada; o hay una mezcla de proteina desnaturalizada y
correctamente plegada; o finalmente, ese es su espectro real, y no hay coincidencia con
el tedrico, posiblemente por la influencia de la ausencia de los tres triptofanos. La
primera opcién se descartd pues si hay proteina no sintetizada hasta el final, ésta no se

retendria en la columna, al estar la extension de histidinas en el extremo C-terminal.
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Fig.34: Espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano correspondientes a la IMTXA33Hta3AW
(tedrico) (2), IMTXA33Hta3AW (experimental) (3), scFvA33 (1), y Hta 3AW (4). El espectro tedrico se

obtiene a partir de la contribucién de los espectros 1 y 4 teniendo en cuenta su numero de
aminoacidos.

La ausencia de agregados en las disoluciones de la inmunotoxinas no parecia
indicar que hubiese una parte de inmunotoxina desnaturalizada, por lo que se decidiod

continuar con la caracterizacion funcional de la inmunotoxina.
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1.4.4.- Caracterizacion funcional
1.4.4.1.- Caracterizacion de la interaccion de los dominios variables

Al igual que en los casos anteriores, inicialmente llevamos a cabo la
caracterizacion funcional del dominio marcador, estudiando la uniéon e interacciéon con

células antigeno-positivas y antigeno-negativas mediante citometria de flujo.

Para ello se utilizaron las lineas celulares antigeno-positivas SW1222, LIM1215 y
AsPC-1, y como células antigeno-negativas, las lineas A431, HT29 y MCF7. El
resultado, (Figura 35), mostré la unién de la IMTXA33HtA3AW a todas las células
antigeno-positivas, no uniéndose a las otras lineas celulares, que no presentan el

antigeno GPA33 en su superficie.
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Figura 35: Ensayo de unién de IMTXA33Hta3AW mediante citometria de flujo. La inmunotoxina fue incubada
con células antigeno-positivas AsPC1 (a), LIM1215 (b) y SW1222 (c), asi como con células antigeno-
negativas A431 (d), HT29 (e) y RD86 (f). En todos los casos se muestra el control correspondiente a células
incubadas en ausencia de inmunotoxina (perfil blanco).

1.4.4.2.- Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica de la Hirsutelina 3AW

Al igual que en los casos anteriores, se caracterizé la actividad ribonucleolitica
tanto inespecifica como especifica. Asi, en primer lugar se realiz6 un zimograma. El

ensayo se llevo a cabo utilizando poly-G como homopolinucleétido. Se ensayaron tres
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cantidades de inmunotoxina y de

HtA3AW libre, utilizada como control SCFUAS3 Hta 30W (g Hta ug)
MW 1 05 025 1 05 025 MW

positivo. El resultado, mostrado en la
14KDa

Figura 36, si bien permitia ver las
bandas de degradacion debidas a la
actividad de la ribotoxina en ambos
casos, mostraba una gran diferencia . o o ]

Figura 36: Analisis electroforético en PAGE-SDS (fila
en cuanto a la intensidad de las  superior) y zimograma (fila inferior) realizado con
IMTXA33Hta3AW (columna izquierda) y HtA libre (columna
derecha). Los geles contienen embebido poly-G. Las

inmunotoxina, siendo éstas mucho flechas muestran el valor de los patrones de masa
molecular en KDa.

bandas en e caso de Ila

menos intensas.

Hta scFvA33 Hta
(pmol) 3AW (pmol)

12 6 3 6 12

Finalmente se estudid la

actividad  especifica sobre el Cc

ribosoma. Los resultados de este
ensayo, que se llevo a cabo segun
lo descrito en el apartado de
materiales y métodos, se muestran
en la Figura 37. El resultado mostré
la actividad habitual de la HtA 3AW

sobre el ribosoma, liberandose el

fragmento a caracteristico de su Fig.37: Ensayo de actividad ribonucleolitica especifica
actividad, que se mantiene en la sobre reticulocitos  realizado con HtA3AW e

IMTXA33HtA3BAW. La flecha sefiala la posicion
IMTXA33HtA3AW, lo que implicaria  correspondiente al fragmento a, caracteristico de la
actividad ribonucleolitica sobre el SRL. Para el ensayo se
utilizaron 6 y 12 pmoles de Hirsutelina, y 3, 6 y 12 pmol
toxico. en el caso de la inmunotoxina. El carril marcado como C-

corresponde al ensayo realizado en ausencia de proteina.

la correcta funcionalidad el dominio

1.4.4.3.- Ensayos de actividad conjunta de ambos dominios: citotoxicidad

especifica.

Una vez comprobado que los dominios analizados independientemente son
activos desde un punto de vista funcional, se estudié su accién conjunta mediante la
determinacion de su actividad citotoxica especifica frente a las células diana. En este
sentido, conviene recordar la hipotesis inicial de trabajo con estas inmunotoxinas, que
sugeria una optimizacion de la actividad observada para las otras dos construcciones, a

saber: eficacia citotoxica de la IMTXA33aS y especificidad de accién como la
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IMTXA33T1. Para ello se utilizd el ensayo de incorporacion de leucina tritiada como

medida de su accidn citotdxica “in vitro”.
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Figura 38: (A) Ensayo de citotoxicidad de HtA3AW libre
con células SW1222, LIM1215 y RD86, mediante
incorporacién de Leu->H. La linea de puntos marca el 50%
de viabilidad del cultivo. Los cultivos fueron incubados con
diferentes concentraciones de proteina durante 72 h. (B)
Ensayo de citotoxicidad de IMTXA33HtA3AW con lineas
celulares antigeno-negativas HT29 y RD86. Las células se
incubaron durante 72 h y C) en este caso con las lineas
antigeno-positivas AsPC1 y SW1222. La linea punteada
marca el 50 % de viabilidad del cultivo.

Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 38,
observandose una  absoluta
especificidad de acciéon sobre las
células diana, tanto con las
SW1222 como con las LIM1215,
pudiéndose calcular una ICs, en

torno a 0.5 uM.

Si bien, los resultados

obtenidos sobre las células

antigeno-negativas son los
esperados, ya que la
IMTXA33HtA3AW no  exhibe
citotoxicidad inespecifica

significativa sobre ellas, sin
embargo la eficacia citotoxica, en
términos de ICsg, sobre las células
diana a pesar de ser positiva no
era la esperada. En este sentido,
el resultado obtenido seria mas
parecido a lo obtenido con la
IMTXA33T1 que lo obtenido con
IMTXA33aS. Este hecho sera
objeto de estudio y discusion mas

adelante.
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BLOQUE 2

ESTUDIO DE LAS RUTAS INTRACELULARES DE
PROCESAMIENTO DE LAS INMUNOTOXINAS MEDIANTE
INMUNOFLUORESCENCIA.

“UNA IMAGEN VALE MAS QUE MIL PALABRAS”

¢Por qué los estudios de trafficking?

En la Introduccion de la presente Tesis se dedica un apartado a las posibles
rutas de internacion de las inmunotoxinas. Asimismo, en esta introduccion se recalco
que estas vias, lejos de ser algo anecdético o accesorio en la eficacia de las
inmunotoxinas, son un punto clave en cuanto a la mayor o menor efectividad citotdxica

de éstas.

En cuanto a las inmunotoxinas recién descritas, si bien en todas se ha
comprobado que la unién se da por igual, y que los dominios variables dirigen la
actividad del dominio toxico hacia las células diana, también se ha visto una eficacia
muy distinta en cuanto a su citotoxicidad especifica. Esto plantearia dos posibilidades
para tratar de explicar estas diferencias. Por un lado las ribotoxinas, la a-sarcina y la
Hta3AW presentan una actividad ribonucleolitica especifica con una elevada eficacia
catalitica sobre su sustrato, el ribosoma, que ademas resulta ser letal para la viabilidad
celular, mientras que en el caso de la RNasa T1, al ser su actividad inespecifica, parece
I6gico pensar que se requeriria mas tiempo o mas cantidad de RNasa para ejercer una
actividad igual de letal. Asi podemos imaginar que al entrar una molécula de a-sarcina, o
una de Hta3AW o una de RNasa T1 en la célula, las dos primeras serian mas letales y
eficaces a la hora de producir la muerte celular. Segun este razonamiento, las
diferencias observadas entre la construccion basada en la RNasa T1 y las dos
ribotoxinas quedarian a priori explicadas. Sin embargo, hay un dato que no se puede
perder de vista, y es que la eficacia de las dos inmunotoxinas basadas en estas
ribotoxinas no es la misma. De hecho la IMTXA33aS presenta una ICsy diez veces
menor que la IMTXA33Hta3AW. ;Como es esto posible segun lo razonado

anteriormente?
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Esto nos llevaria al segundo planteamiento, que no es para nada excluyente con
el anterior, y es que no hay que olvidar que la hirsutelina que hemos utilizado en la
construccion de la inmunotoxina es una variante no citotéxica, en el que se ha eliminado
la capacidad de la HtA para interaccionar con membranas, capacidad que si tiene la a-
sarcina. Siguiendo el mismo ejemplo de antes, si suponemos una molécula de
IMTXA33aS y una de IMTXA33Hta3AW en la célula, podemos imaginar los siguientes
pasos: los dominios variables reconocen y se unen a su antigeno produciéndose la
internaciéon del complejo inmunotoxina-antigeno. Bien mediante la via endosomas
tardios-lisosomas o endosomas-golgi, en algun momento se produciria la liberacion de

la toxina.

Asi, la a-sarcina libre podria interaccionar con la membrana del organulo
subcelular y traslocarse al citosol donde ejercera su actividad letal; mientras que la
Hta3AW, que tiene truncada esta capacidad, necesita de la maquinaria celular para
poder traslocarse al citosol. Esta maquinaria actuara por igual para ambas toxinas, pero
la a-sarcina podria traslocarse al citosol gracias también a su capacidad intrinseca para

interaccionar con membranas.

Este planteamiento intentaria explicar las diferencias en cuanto a la eficacia de
las inmunotoxinas, de manera que la a-sarcina seria la mas eficaz por ser la mas
‘rapida” en alcanzar el citosol celular, ejerciéndose su actividad especifica frente al
ribosoma. En el caso de la hirsutelina triple mutante y la RNasa T1, ambas necesitaran
de la maquinaria celular para ser traslocadas al citosol, aunque una vez estén en él, la
Hta3AW seria mas eficaz que la RNasa T1, considerando las diferencias en la

especificidad de su actividad ribonucleolitica.

Por tanto, parece razonable estudiar las posibles vias de internacién y rutas
intracelulares que seguirian las inmunotoxinas construidas, considerando por un lado la
influencia de los dominios variables A33 y por otro lado las caracteristicas de nuestras

riblonucleasas. Estas posibles vias aparecen reflejadas en la figura 39.
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Figura 39: Esquema de multiples rutas intracelulares. Se muestran las distintas vias que puede seguir
una inmunotoxina una vez alcanzado el interior celular hasta la liberacién de la toxina en el citosol.

Asi, nos plantemos estudiar la ruta seguida por nuestras inmunotoxinas con el fin
de comprobar si la diferente eficacia de las mismas se debe a la primera hipotesis

expuesta, a la segunda, o, lo mas probable, a las dos simultdneamente.

Por ello, en este bloque vamos a utilizar técnicas de inmunofluorescencia junto
con microscopia confocal de fluorescencia como la herramienta que nos permita
observar, en cierta medida, “donde” estan nuestras inmunotoxinas, y poder dibujar un
mapa de su “viaje” por el interior celular una vez que reconocen y se unen al antigeno
GPA33. Para ello se ha utilizado una amplia bateria de marcadores tanto de membrana
celular, lisosomas, endosomas, como de anticuerpos secundarios y terciarios marcados

con fluoréforos.
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2.1.- Obtencioén y caracterizacion de inmunotoxinas marcadas.

Los ensayos de inmunofluorescencia implican la visualizacion de las diferentes
proteinas estudiadas o de los distintos componentes celulares mediante fluoréforos
unidos directamente a las moléculas de interés o bien a través de la utilizacion de
anticuerpos primarios o secundarios marcados. La utilizacion de estas ultimas podria ser
responsable en muchos casos de la aparicion de una sefal de fondo de origen
inespecifico, por lo que el marcaje directo de las inmunotoxinas podria reducir este

posible inconveniente.

Sin embargo, el marcaje directo de las inmunotoxinas podria implicar una
alteracion de su funcionalidad ya que este marcaje se produce en aminoacidos basicos,
normalmente lisina, que puede ser importante en la funcién. En este sentido se
comprobd que en las regiones determinantes de complementariedad (CDR’s) de los
dominios variables, scFvA33, no existen lisinas, por lo que previsiblemente no deberia

verse afectada la capacidad de union al antigeno (King et al., 1995).

Por otro lado se adaptaron las condiciones del marcaje a la estabilidad de las
inmunotoxinas en funcion del pH, ya que la a-sarcina y la HtA se desnaturalizan a partir

de valores de pH alrededor de 9 (Herrero-Galan et al., 2008).

Se llevaron a cabo marcajes de las inmunotoxinas con distintos fluoréforos como
FITC o Alexa 555, de acuerdo con los protocolos descritos en el apartado de Materiales
y Métodos. Una vez confirmado el marcaje de las inmunotoxinas mediante
espectroscopia, se llevo a cabo la caracterizacion estructural y funcional de estas, para

asegurar que su actividad no se habia visto comprometida por dicho marcaje.

Inicialmente se llevo a cabo la caracterizacion estructural mediante el registro del
espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano. Los espectros obtenidos se
compararon con los de proteina sin marcar para estudiar la presencia de cambios
importantes en el plegamiento de la proteina, que afectaran a la estructura secundaria.
En la Figura 40 se muestran los espectros obtenidos para las inmunotoxinas basadas
en la a-sarcina y en la RNasa T1. El resultado mostr6 que ambas inmunotoxinas

conservaban su plegamiento tras el marcaje.
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Figura 40: Espectros de dicroismo en el UV-lejano obtenidos para la IMTXA33aS marcada con Alexa 555
y sin marcar (A); y para la IMTXA33T1 marcada con Alexa 555 y sin marcar (B).

Posteriormente, se llevo a cabo un ensayo de citometria de flujo para comprobar
si los dominios variables mantenian su capacidad de reconocer y unirse al antigeno. La
citometria se llevé a cabo con IMTXA33T1 marcada con Alexa 555 y células SW1222
antigeno-positivas. El resultado se muestra en la Figura 41. Segun lo observado la
IMTXA33T1-Alexa555 mantiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno. Este
hecho es importante ya que el caso de la IMTXA33T1 practicamente todo el marcaje se

realiza en los dominios variables, ya

que la RNasa T1 practicamente no
tiene lisinas. Por tanto se asegurd la
funcionalidad del dominio marcador,

imprescindible para llevar a cabo los

Events

estudios de inmunofluorescencia.

La diferencia en cuanto al

namero de lisinas presentes en el

dominio téxico, mucho mas abundantes

en la sarcina, y la diferencia de

estabilidad con el pH, resulto en Figura 41: Citometria de flujo realizada con

diferentes eficacias de marcaje, que se IMTXA33T1-Alexa 555. (1) Células control, (2)
células incubadas con antiHistag-488 y (3) células

considera a la hora de obtener € incubadas con IMTXA33T1-Alexa 555 y el
de antiHistag-488. El citbmetro no dispone de filtro

para el Alexa-555, lo que requeria utilizar un
inmunoflourescencia. antihistag-Alexa 488.

interpretar las imagenes
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2.2.- Estudio de la unién y rutas intracelulares

El estudio de las rutas seguidas por las inmunotoxinas para llevar a cabo su
efecto citotdxico implico la incubacion de éstas con células SW1222 antigeno-positivas a
diferentes tiempos de incubacion, para tratar de visualizar, en la medida de lo posible,

las diferentes etapas de su procesamiento y actividad.

Asi, en todos los casos, se trato de comprobar la unién e internacién de las
inmunotoxinas mediante inmunofluorescencia en microscopia confocal. Ademas, para
visualizar las rutas intracelulares, y en combinacién con los tiempos de incubacién se
utilizaron marcadores especificos de organulos celulares, como endosomas tempranos,

lisosomas o Golgi.

2.2.1.- IMTX A33 asarcina-Alexa 555 (IMTXA33aS-555)

a) Unién e internacién

La caracterizacion funcional del dominio marcador de las inmunotoxinas se llevo
a cabo entre otros métodos, mediante citometria de flujo, comprobandose la unién
especifica de estas a las células antigeno-positivas. Por ello, en este bloque solo se

muestra la caracterizacion y seguimiento de las inmunotoxinas con las células SW1222.

En primer lugar se realizaron ensayos de union mediante 1 h de incubacién de
SW1222 con IMTXA33aS marcada con Alexa 555. Como se observa en la Figura 42,
donde también se marca el nucleo y la membrana celulares, la IMTXA33aS se une a las
células SW1222 apareciendo distribuida no soélo en la membrana, sino que también
parece observarse la internacion de la misma. Esta distribucion es significativamente
diferente a la observada con el mAbA33, utilizado como control de unién, que aparece
localizado casi exclusivamente en la membrana celular. Este hecho es coherente con lo

descrito en la bibliografia, y ya comentado en la introduccion de esta Memoria.
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IMTX A33a$ mAb A33

Figura 42: Imagenes de microscopia de fluorescencia de células SW1222 incubadas con IMTXA33aS-
555 a 25 pg/ml durante 1 h para visualizar la unién de proteina a la membrana celular. Se utilizé
mAbA33 como control. (a) Tincion de nucleos con DAPI, (b) tincién de membranas utilizando antiCD44
y GAM-Alexa 647, (c) fluorescencia correspondiente a la IMTXA33aS-555. (d) imagenes

corresnondientes a la mezcla de lns tres canales

Para comprobar la internaciéon de la inmunotoxina se aumenté el tiempo de
incubacién y se obtuvieron imagenes por microscopia confocal de inmunofluorescencia.
Los cortes que se muestran en las figuras corresponden en la mayor parte de los casos
al plano medio de la célula. De este modo se asegura que estamos en el interior celular,

y que lo que se observa es representativo.

En la figura 43 se observa la localizacién intracelular de la inmunotoxina en las
células SW1222 tras incubacion 24 h. Asi, la IMTXA33aS una vez que reconoce y se

une al antigeno GPA33 se interna en la célula como era de esperar.
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Figura 43: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal. Las imagenes fueron tomadas con células
tratadas en las mismas condiciones que las mostradas en la figura 42 pero 24 h de incubacion. Los
marcajes son idénticos a los utilizados en la figura 42.

Si bien, como se ha comentado en la Introduccién, no se conoce con certeza el
papel del antigeno GPA33, asi como su via de internacién, si que se ha descrito que
una de las posibles vias de internacién seria mediante macropinosomas (Daghighian et
al., 2007).Estos macropinosomas son vesiculas de gran tamano que transportan
contenido del exterior celular hasta localizarse en la proximidad del nucleo celular. En el
caso de la IMTXA33aS, parece que podria ser una de las vias de internacién, tal y como
se observa en las imagenes mostradas en la Figura 44. En ellas se muestra una
vesicula de gran tamafo conteniendo la inmunotoxina. Esta localizacion de la
IMTXA33aS en macropinosomas se repiti6 en algunos de los ensayos realizados, si
bien no pareceria ser la ruta intracelular mas utilizada. De hecho, como se comentara

posteriormente, este tipo de vesiculas no aparecen con las otras construcciones.
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Figura 44: Microscopia confocal de células SW1222 incubadas con IMTXA33aS-555 durante 4 h. Se
mantiene el marcaje de las figuras anteriores. En las figuras A y B se observa la imagen y las
proyecciones en los ejes X e Y de una vesicula de gran tamafio. En las figuras C y D se representan las
mismas proyecciones de otra zona para ver las diferencias en cuanto a la colocalizacion con el marcaje
de membrana. Las figuras A y C muestran los nucleos para obtener una mejor idea de la localizacion de
la vesicula.

b) Localizacion intracelular

Para poder determinar las posibles vias de internacién de la inmunotoxina,
aparte de los macropinosomas observados, se decidié hacer ensayos marcando otras
vias de entrada. Una de las vias de entrada mas comunes implica la formacion de
endosomas a partir de la internacion del complejo antigeno-anticuerpo. En los
endosomas tempranos se encuentra el antigeno-1, EEA-1 (Early Endosome Antigen 1,
de sus siglas en ingles) (Lawe et al., 2002), ampliamente utilizado en microscopia para
estudios de trafficking. Por ello, se utilizé un anticuerpo que reconoce esta proteina para
marcar los endosomas tempranos y hacer estudios de colocalizacion con la
inmunotoxina. Los ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en el apartado
Materiales y Métodos, con un tiempo de incubacién de 2 h. Las imagenes obtenidas,
mostradas en la Figura 45, mostraron una colocalizacion parcial de la IMTXA33aS con
endosomas tempranos. Este resultado, unido a lo comentado anteriormente sobre los

macropinosomas, sugiere la posibilidad de la existencia de varias vias de entrada.
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Figura 45: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas durante
2 h con IMTXA33aS- 555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, B) marcaje de membrana con antiCD44 y

GAM-Alexa 647, C) Marcaje de endosomas tempranos con antiEEA1 y GAR-Alexa 488 y D)
IMTXA33aS-555. La imagen E corresponde con la mezcla de los cuatro canales anteriores.

Independientemente de estas vias de internacion, el procesamiento de la
inmunotoxina una vez localizada en endosomas puede dirigirse hacia la formacién de

lisosomas, o bien hacia la via del Golgi.

Para estudiar y discriminar entre estas posibilidades se utilizaron marcadores
para ambos compartimentos celulares. Como marcador del lisosoma se utilizd una
sonda (Lysotracker, Invitrogen) que fluoresce al encontrarse en un medio muy acido (por
debajo de pH 4), por lo que su fluorescencia sera producida si esta se encuentra en
endosomas tardios-lisosomas. Para marcar el golgi se utilizé una lectina (marcada con
Alexa 647) que reconoce acido sialico, muy abundante en la membrana del golgi,

aunque no exclusivo de ésta (Zhao et al., 2006)

Estos ensayos implican cuatro marcadores, con sus correspondientes espectros
de emision y excitacién:l DAPI (marcador de nucleo), Lysotracker (marcador de
lisosomas), y Alexa 555 (unido a la inmunotoxina) y del fluoréforo unido al marcador de
Golgi, por lo que nos parecié que el utilizar un marcador de membrana podia producir
ciertas ambigliedades en la interpretacién de los resultados, al no disponer de un
fluoréforo fuera del intervalo de longitudes de onda, ya copado por los fluoréforos recién
comentados. Por ello, se decidié que en primer lugar se obtendria una imagen mediante
luz transmitida para delimitar donde se encuentra la membrana celular y a partir de ella

se obtendrian las distintas imagenes para estudiar la posible colocalizacién de la
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inmunotoxina con estos organulos. Estos ensayos se realizaron con dos tiempos de
incubacién diferentes, 2 y 16 h, para tratar de obtener informacién en dos situaciones
bien diferenciadas. Por un lado, un tiempo corto similar al utilizado en el marcaje de
endosomas tempranos, y por otro, un tiempo de incubacién largo que ya daria cuenta de

las etapas finales de la actividad citotoxica de las inmunotoxinas.

Las imagenes obtenidas (Figura 46) muestran colocalizacion parcial de la
inmunotoxina y el Golgi. Sin embargo, esta colocalizaciéon es inexistente cuando se
analizé el marcaje con los lisosomas. Esto parece indicar que la IMTXA33aS seguiria
una via de entrada que implica una ruta endosoma-Golgi, mayoritariamente. Este
resultado es interesante, ya que esta via se ha descrito como la mas eficaz en la

actividad citotoxica de inmunotoxinas (Jansen et al., 1992).

Fig.46: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas durante 2 h
(1) y 16 h (2) con IMTXA33aS-555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, b) Marcaje de lisosomas con
Lysotracker, ¢) Marcaje de Golgi con aglutinina y D) IMTXA33aS-555. E) Corresponde con la mezcla
de los cuatro canales anteriores.

Recopilando la informacién obtenida a través de las imagenes de
inmunofluorescencia para la IMTXA33aS, parece que esta inmunotoxina puede seguir,
al menos, dos vias de entrada, bien mediante la formacion de macropinosomas o bien
mediante la formacién de endosomas, siendo estas vias no excluyentes entre si, y no

necesariamente por ello las unicas existentes. Una vez en el interior celular, la ruta
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principal implicaria su paso por el aparato de Golgi, no viéndose una localizaciéon en
lisosomas. Es de suponer que en este punto se produciria la liberacién de la toxina al
citosol donde ejerceria su accion ribonucleolitica. Cabe destacar que a tiempos largos la
inmunotoxina parece encontrarse en regiones perinucleares, lo cual puede estar
correlacionado con el hecho de que su sustrato, el ribosoma, se encuentre en mayor

concentracion en dicha localizacion celular.

2.2.2.- InmunoRNasaA33 T1-Alexa 555 (IMTXA33T1-555)
a) Unién e internacién

Siguiendo la misma metodologia que con la IMTXA33aS, la IMTXA33T1 también
se marco con Alexa 555. La diferencia existente en cuanto al numero de lisinas
presentes en ambas inmunotoxinas debido al dominio toxico es muy grande, ya que
mientras que la a-sarcina presenta 20 lisinas en su secuencia, la RNasa T1 presenta
unicamente 2. Este hecho no solo repercute en un menor marcaje en el caso de la
inmunoRNasa T1, sino que podria ser interesante a tiempo largo, para, una vez liberada
la toxina, observar un patrén diferente para cada dominio, y diferente al obtenido con al

IMTXA33aS-555, utilizando para ello anticuerpos secundarios marcados.

Al igual que en al caso anterior los primeros ensayos realizados consistieron en
ensayos de unién e internacion, a tiempos cortos y largos para comprobar que la
inmunorribonucleasa reconocia y se unia al antigeno GPA33 y su posterior internacion
en las células. Las imagenes obtenidas (Figuras 47 y 48) muestran la localizacion,
principalmente en membrana, de la inmunoRNasaT1-Alexa 555 en incubaciones a
tiempos cortos. Asi, en este caso se aprecidé que el marcaje a tiempo largo también
parecia verse con mas intensidad en la membrana que en el interior celular a diferencia
de lo observado con la IMTXA33aS. Esto podria estar relacionado con lo explicado
anteriormente en cuanto al numero de lisinas susceptibles de marcaje en la RNasa T1
frente a los dominios variables, lo que disminuiria la intensidad del marcaje en la RNasa
T1 libre.
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mAbA33

IMTXA33T1-555

Figura 47: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas
durante 1 hora con mAbA33 o IMTXA33T1-555. EI mAbA33 fue utilizado como control. (A) Tincién
de nucleos con DAPI, (B) tincion de membranas utilizando antiCD44 y GAM-Alexa 647, (C)
fluorescencia correspondiente a la IMTXA33T1-555. (D) imagenes correspondientes a la mezcla de
los tres canales.

Figura 48: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de
células SW1222 incubadas con IMTXA33T1-555 durante 24 h. La
distribucion de paneles y marcajes es similar a la descrita en la
figura anterior.
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b) localizacién intracelular

Al igual que en el caso anterior, para los estudios de la ruta intracelular seguida
por la IMTXA33T1, llevamos a cabo estudios de colocalizacién con endosomas

tempranos. El ensayo se realiz6 en las mismas condiciones que con la IMTXA33aS-555.

Las imagenes obtenidas, mostraron colocalizacion parcial de la inmunoRNasa en
los endosomas tempranos (Figura 49). Sin embargo, en este caso, en ninguno de los
ensayos realizados, se observo la aparicion de vesiculas de gran tamafio, tipo
macropinosomas, como se vieron con la IMTXA33aS-555.

Figura 49: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas durante
2 h con la IMTXA33T1-555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, B) Marcaje de membrana con antiCD44 y
GAM-Alexa 647, C) Marcaje de endosomas tempranos con antiEEA1 y GAR-Alexa 488 y D)
IMTXA33T1-555. E) Mezcla de los cuatro canales anteriores.

El seguimiento de la ruta intracelular utilizada a partir de la localizacion de la
IMTXA33T1 en los endosomas tempranos, mostré en este caso diferencias significativas
respecto a lo observado con la inmunotoxina basada en la a-sarcina. Asi, y utilizando los
mismos marcadores, y las mismas condiciones de ensayo se estudio la presencia de
IMTXA33T1 en lisosomas y Golgi.
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Las imagenes obtenidas (Figura 50), mostraron una colocacion de la
inmunotoxina tanto con los lisosomas como con el Golgi, de lo que daria cuenta la
aparicion de un color azul claro o amarillo, respectivamente. La IMTXA33T1,
especialmente a tiempo largo, aparece mayoritariamente en Golgi, con un marcaje mas
intenso que el que se observo para la IMTXA33aS, lo que podria implicar que la RNasa

T1 permaneciese confinada en el Golgi sin acceder al citosol.

Por otro lado, y aunque con menor intensidad, se aprecié colocalizacién en los

.
.

Figura 50: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas
durante 2h (1) y 16 h (2) con IMTXA33T1-555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, B) Marcaje de
lisosomas con Lysotracker, C) Marcaje de Golgi con aglutinina y D) IMTXA33T1-555. La
imagen E corresponde a la mezcla de los cuatro canales anteriores.

lisosomas.
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2.2.3.- IMTX A33 HtA 3AW-Alexa 555 (IMTXA33HtA3AW-555)
a) Union e internacion

Se siguieron los mismos pasos que con las otras dos construcciones,
marcandose la inmunotoxina con Alexa-555 y llevando a cabo en primer lugar ensayos
de union e internacion, en las mismas condiciones que los casos anteriores. A partir de
las imagenes obtenidas (Figuras 51 y 52), se observé el reconocimiento y unién de la
IMTXA33HtA3AW al antigeno GPA33 presente en la membrana de las células SW1222.
Ademas, y al igual que sucedioé con la IMTXA33T1, tras la incubacion a 24 h con las
células para analizar la internacion, se observé que esta aparece principalmente
localizada en la membrana, con una sefial mucho menos intensa en el citosol. Este
hecho podria deberse a una menor intensidad del marcaje debido al diferente numero
de lisinas presentes en la HtA respecto a la a-sarcina. Sin embargo, parece mas logico
pensar que la diferente distribucion entre las inmunotoxinas basadas en las ribotoxinas

podria deberse a la capacidad o no de interaccionar con membranas.

3

Figura 51: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas con
IMTXA33HtA3AW-555. (1) Tincion de nucleos con DAPI, (2) tincion de membranas utilizando antiCD44 y
GAM-Alexa 647, (3) IMTXA33HtA3AW-555. (4) Imégenes correspondientes a la mezcla de los tres
canales.
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Figura 52: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas con
IMTXA33HtA3AW-555 durante 24 h. Los marcajes corresponden con los utilizados en la figura 51.

a) localizacion intracelular

En este sentido, los resultados obtenidos cuando se analizé el marcaje con
endosomas, lisosomas y Golgi (Figuras 53 y 54) sugieren una distribucion intracelular
similar a la obtenida con la IMTXA33T1, mas que a la de la IMTXA33aS. Asi, en la figura
53 se observa la presencia de IMTXA33HtA3AW parcialmente localizada en endosomas

tempranos.

Fig.53: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas durante 2 hr
con la IMTXA33HtA3AW-555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, B) Marcaje de membrana con antiCD44
y GAM-Alexa 647, C) Marcaje de endosomas tempranos con antiEEA1 y GAR-Alexa 488 y D)
IMTXA33HtA3AWS55. E) Corresponde con la mezcla de los cuatro canales anteriores.
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En el caso de los estudios de colocalizaciéon con lisosomas y Golgi, (Figura 54),
se observd una mayor presencia de inmunotoxina en el golgi que en lisosomas.
Nuevamente hay que destacar que, al igual que con la RNasa T1, esta colocalizacion en
Golgi permanece a tiempo largo, lo que podria relacionarse con su incapacidad para
interaccionar con membranas, y por tanto de translocarse al citosol. Por otro lado la

colocalizacion también en lisosomas es significativa, al menos a tiempos largos.

Figura 54: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de células SW1222 incubadas
durante 2 h (1) y 16 h (2) con IMTXA33HtA3AWS555. A) Marcaje de nucleos con DAPI, b) Marcaje de
lisosomas con Lysotracker, c) Marcaje de Golgi con aglutinina y D) IMTXA33HtA3AWS555. E)
Corresponde con la mezcla de los cuatro canales anteriores.
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Estos estudios nos sirvieron para concluir que la via de entrada de las
inmunotoxinas conlleva, principalmente la formacion de endosomas tempranos y que en

esta via la ruta seguida por las toxinas es la ruta que deriva en el aparato de Golgi.

Ademas las diferencias de marcaje a tiempo largo entres las inmunotoxinas nos
hicieron pensar que si bien en el caso de la IMTXA33aS, la capacidad de la a-sarcina
para interaccionar con membranas podia parecer un handicap para su utilizacién en
posteriores ensayos in vivo, al parecer el miembro que podia dar mas problemas de
reacciones secundarias inespecificas, resulté que esta capacidad para interaccionar con
membranas puede ser un punto muy positivo para su actuacion, pudiendo darse la
posibilidad de que una vez la inmunotoxina es internada y se produce la rotura de los
dos dominios, la a-sarcina se trasloca al citosol donde ejerce su accion toxica. Este
hecho no solo se veria apoyado por las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal, sino también por las diferencias de tiempo que necesitan las inmunotoxinas

para ejercer su citotoxicidad sobre las células diana.

Todos estos estudios abren un amplio campo de estudios futuros buscando
ahondar mas profundamente en las rutas seguidas por las inmunotoxinas asi como una

posible mejora de su actividad segun estas rutas.
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BLOQUE 3

CARACTERIZACION IN VIVO DEL EFECTO ANTITUMORAL DE
LA IMTXA33aS

Una vez comprobada la eficacia y especificidad citotéxica de las inmunotoxinas
en ensayos in vitro con cultivos celulares, y una vez caracterizada la influencia de las
diferencias en cuanto a la especificidad o no de su actividad ribonucleolitica o la
utilizacion de una u otra ruta intracelular, el siguiente paso debia ser la caracterizacion

de la citotoxicidad in vivo.

En este proceso, esta perfectamente establecido la utilizacion de modelos
animales en las primeras etapas de esta caracterizacion, destacando entre ellos el
empleo de ratones atimicos (nude). Asi, y una vez generado un tumor localizado
localmente en el ratén se procede al estudio del efecto de las proteinas de interés

biomédico sobre dicho tumor y sobre el huésped.

En este bloque se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacion in

vivo del efecto antitumoral de la IMTXA33aS
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3.- Ensayos in vivo con inmunotoxina scFvA33 a-sarcina.

3.1- Generacion de tumores

Antes de empezar los ensayos in vivo con la inmunotoxina se analizé en la
bibliografia la existencia de informacién acerca de la metodologia utilizada para la
generacion de tumores en ratones nude a partir de células SW1222 (Popkov et al.,
2005; Almqvist et al., 2006).

Asi en primer lugar se siguio el protocolo, descrito en Materiales y Métodos, y se
inocularon células SW1222 en cinco animales para llevar a cabo el seguimiento del
desarrollo del tumor. Las células se inyectaron en el flanco derecho del ratéon de manera
subcutanea y al dia siguiente se comprobé que no habia heridas y que los ratones
estaban absorbiendo el matrigel en el que estaban embebidas las células. Se control6 el
crecimiento del tumor cada 48 horas. En los primeros dias el tumor parecia liquido al
tacto hasta que a partir del dia 7 se pudo empezar a calibrar su volumen. La medida de
volumen de tumor se realiz6 midiendo el ancho y largo y del mismo y aplicando la
férmula (ancho? x largo) x 0.52. En la Figura 55 se muestra el crecimiento del volumen
del tumor con el tiempo. El resultado mostré que en los cinco ratones estudiados se
genero un tumor que evoluciono

con el tiempo. Cabe destacar
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Estos hechos hicieron pensar que si bien el resultado es positivo, en tanto que
en todos los ratones se desarrollo un tumor, y mayoritariamente con un crecimiento

rapido, esa heterogeneidad en el crecimiento conlleva la necesidad de analizar un
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numero de animales lo suficientemente grande como para disminuir la variabilidad en

los resultados debido a la heterogeneidad en el desarrollo del tumor.

3.2- Estudio del efecto antitumoral de IMTXA33asS.
3.2.1.- Primer ensayo antitumoral

Tras comprobar que se podia establecer el tumor con las células SW1222 en los
ratones nude y llevar a cabo su seguimiento, se realiz6 un primer ensayo con la
IMTXA33aS para estudiar el posible efecto de la misma sobre el desarrollo del tumor.
Se plante6é una prueba inicial con un numero pequeno de ratones, y con dos dosis
distintas de inmunotoxina. Asi, se hicieron tres grupos de experimentaciéon con cinco
individuos en cada grupo: un control, a los que se les inyectaria PBS; y dos grupos

tratados con 50 pg o 100 ug de IMTXA33aS por dosis, respectivamente.

El tratamiento con la IMTXA33aS comenzd una vez que el tumor habria
alcanzado un volumen entre 50-100 mm?®, mediante inyeccion intraperitoneal de la

correspondiente dosis, cada 48 horas.

Para ello se indujo la generaciéon del tumor en los ratones en las mismas
condiciones del ensayo anterior, mediante inoculacién de cinco millones de células
SW1222 en el flanco derecho de cada raton. Una vez que el volumen del tumor era el
adecuado, se comenzod el tratamiento en dicho ratén. Los 15 ratones se encontraban

alojados en tres jaulas en las que se mezcl6 ratones de los grupos experimentales.

Una vez que cada ratén recibia su primera dosis se marcaba y se comenzaba su
seguimiento, midiendo el volumen del tumor cada dos dias e inyectando la
correspondiente dosis de PBS o inmunotoxina. Este seguimiento se llevo a cabo durante
dos semanas. Tras dos semanas de tratamiento los ratones fueron sacrificados y el
tumor fue extraido. En este sentido la ultima medida del volumen que aparece en las
graficas de la Figura 56 se realizdé con el tumor ya extraido. Ademas se extrajeron
también la mayoria de los érganos de los ratones para un posterior estudio

anatomopatolégico. Los tumores fueron pesados y medidos con un calibre y cortados en
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diferentes porciones para posteriores estudios. En la figura 56 se muestra la evolucion

del crecimiento del tumor en cada uno de los ratones.
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Figura 56: Seguimiento del crecimiento del tumor para cada ratén de los 3 grupos tratados. En el eje de
abcisas se representa el tiempo (en dias) desde que se comienza el tratamiento. La determinacion del
volumen en el ultimo dia para cada ratén se hizo una vez extraido el tumor.

En la figura s6lo se muestran los valores obtenidos para cuatro ratones en cada
grupo. Esto se debi6 a que en tres ratones el tumor nunca alcanz6 el volumen minimo
para empezar a tratarlo. Este dato entraria dentro de la heterogeneidad esperada segun
nuestro primer ensayo en el que se vio como algunos tumores doblaban su tamafio
cada dos dias, mientras que otros casos el crecimiento era mucho mas lento. Los
motivos por los que esto sucede no los sabemos, pero podria deberse a que en esos
ratones las células inyectadas no hayan encontrado las condiciones optimas de
crecimiento, a pesar de estar embebidas en matrigel, y hayan activado su proceso
apoptotico, quedando a lo mejor un numero tan reducido de células creciendo que se

necesita un tiempo mucho mayor para poder observar el crecimiento de tumor.

Al analizar los datos de la Figura 56 se observa como en el grupo control, a los
que se les suministra PBS, el crecimiento del tumor es constante. Sin embargo, en los
dos grupos tratados con IMTXA33aS el comportamiento es completamente diferente. Si
bien se aprecia algun comportamiento heterogéneo, en lineas generales se comprueba
que el tratamiento con inmunotoxina produce una inhibicién en el crecimiento del tumor,
siendo esta mas patente para la dosis mas alta de inmunotoxina. Asi, el crecimiento del
tumor en el grupo tratado con PBS fue el esperado incluyendo la heterogeneidad en la
velocidad de crecimiento, alcanzandose valores de crecimiento acordes a lo esperado,

segun el ensayo realizado anteriormente. Si se analiza el grupo con la dosis mas baja,
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IMTX-50, se observd en primer lugar que en ningun caso los tumores desarrollados
alcanzaban el volumen final del grupo control, viendose ademas que, en dos de ellos, el
crecimiento del tumor se veia inhibido. Este efecto es mucho mas llamativo en el grupo
IMTX-100, donde en tres de los cuatro ratones tratados el crecimiento del tumor se vio
claramente inhibido. Hay que sefalar que en el caso del ratbn numero 1 el tumor
generado non se localizo en el flanco derecho, sino que se formé en la espalda préximo
al cuello del raton. No sabemos si este hecho es relevante en cuanto al crecimiento y
tratamiento del tumor, pero no deja de ser cierto que es distinto que el resto de los

miembros del grupo.

A partir de los tumores extraidos se analizdé su peso, volumen y aspecto. En la
Figura 57 se muestra el peso medio de los tumores extraidos para cada uno de los tres
grupos experimentados: control (PBS) y las dos dosis de inmunotoxina (IMTX-50 e
IMTX-100). Se observa una disminucion muy significativa en el peso medio del tumor
existiendo una clara relacidén dosis/respuesta, lo que sugiere una importante eficacia

antitumoral de la inmunotoxina.

Al representar el valor medio del crecimiento del tumor, considerando en este
caso el volumen final de los tumores respecto al volumen de partida (Figura 57B) los
resultados son, si cabe, mas espectacular, confirmando la elevada eficacia de la

inmunotoxina objeto del estudio.

A) B)

N PBS i I PBS

B IMTX A33 asarcina (100 pg) L i I IMTX A33 asarcina )
(100 pg)

[ IMTX A33 asarcina
(50 pg)

[t
3]

[ IMTX A33 asarcina (50 ug) 600

8
'S

450 |

300

Peso Tumor (gr)
=] =]
N w

150 |

(=]
Crecimiento tumor (mm3)

0.0

Figura 57: Se muestran los datos finales de peso (A) y de crecimiento del volumen del tumor (B) tras
la extraccion del tumor al final del tratamiento. Se muestran el valor de medio de peso y crecimiento
para cada uno de los tres grupos tratados.
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Por otro lado al analizar las caracteristicas morfolégicas de los tumores,
nuevamente se aprecian claras diferencias entre el grupo control y los tratados (Figura
58).
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Figura 58: Fotografias realizadas a tumores recién extraidos de tres ratones por cada grupo de
experimentacion.

En el caso de estos ultimos, los tumores presentan un aspecto como de quiste,
semiliquidos al tacto y con una coloracidn blanquecina. Esto, sugeriria una inhibicién de
la irrigacion o la ausencia de vasos sanguineos en el tumor, que apoyaria la inhibicién
observada en el crecimiento del tumor, junto con la eficacia citotoxica de la

inmunotoxina.

Para tratar de determinar el posible efecto antiangiogénico del tratamiento con la
inmunotoxina, se llevé a cabo una inmunofluorescencia con el anticuerpo CD31, en
cortes de tumores correspondientes a los tres grupos experimentales. El marcaje con
CD31 ya se ha utilizado de forma habitual para la deteccién de vasos sanguineos en
tumores establecidos con la linea celular SW1222 (Popkov et al., 2005). Los resultados
se muestran en la Figura 59, observandose un marcaje intenso en el caso del tumor
tratado con PBS, mientras que en el caso del tumor tratado con IMTXA33aS (100
pg/dosis) no se observa este marcaje, o bien su intensidad es considerablemente
menor. Esto nos permitiria aventurar que la actividad antitumoral de la inmunotoxina

esta favoreciendo un proceso antiangiogénico.
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Fig.59: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal. Tumores representativos de los grupos de
ratones tratados con PBS y con IMTXA33aS (100 pg/dosis) fueron congelados en TissueTek y cortados
en el criostato en cortes de 5 a 10 um. Los cortes se fijan en un portaobjetos con poli-lisina. A) Marcaje de
nucleos con DAPI, B) Marcaje de CD31 con anti-CD31 y DAM-Alexa647 y C) Imagen resultante de
mezclar las dos imagenes anteriores.
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Finalmente se tomaron los datos de crecimiento del tumor de cada ratén, para su
representacion por grupos, y se hizo una grafica con los valores medios de crecimiento
en cada punto. Para esta gréafica se tomaron los datos de los cuatro ratones control, los
cuatro ratones del grupo IMTX-50 y los ratones 2, 3 y 4 del grupo IMTX-100 (por lo
explicado anteriormente acerca de la localizacién del tumor en el ratén 1). A partir de
estos datos se elabor6 la Figura 60 en la que, nuevamente, se puede observar las
diferencias en el crecimiento del tumor: el grupo control respecto a los grupos tratados
con IMTXA33aS, poniéndose de manifiesto la relacion directa dosis/respuesta, que

implica la practica inhibicion del crecimiento tumoral en el grupo IMTX-100.
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Figura 60: Seguimiento del volumen del tumor para cada uno de los tres grupos tratados durante las
dos semanas de tratamiento.

Los datos obtenidos fueron muy esperanzadores considerando que era el primer
ensayo in vivo. Estos resultados supondrian la constatacion del efecto antitumoral in
vivo de la IMTXA33asS.

6.2.1.- Segunda prueba de tratamiento

Tras la primera prueba de tratamiento se plante6 una segunda prueba con los
mismos grupos mas dos grupos control mas. En el primer bloque de resultados de la
presente Tesis, al describir la caracterizacién de las inmunotoxinas, se caracteriza
primero la actividad de ambos dominios, marcador y toxico, por separado y a
continuacion la actividad conjunta de ambos dominios. Esto nos hizo pensar que habria
que llevar a cabo los mismos controles en el ensayo in vivo. Asi, ademas de tener los
tres grupos del ensayo anterior, se plantearon dos grupos mas: uno tratado con los
scFVA33 solos y otro tratado con a-sarcina. Estos grupos seran tratados con la
equivalencia molar al grupo de IMTX-100, esto es, cada dosis de scFvA33 sera de 58 ug
y cada dosis de a-sarcina sera de 38 pg. En el caso de los scFvA33 solos no se ha
descrito ningun ensayo in vivo en la bibliografia. Pero en el caso de la a-sarcina, si que
se han descrito ensayos anteriormente, en los que se observd como la a-sarcina
frenaba el crecimiento del tumor, pero su toxicidad sobre otros érganos hacia inviable su

uso en tratamiento.
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Las condiciones fueron iguales que las del primer tratamiento en cuanto a la
generacién del tumor, inyeccion intraperitoneal, y un volumen de tumor de 50-100 mm?®
para comenzar el tratamiento. Igualmente, los distintos grupos de ratones estuvieron
mezclados en las cajas (5 ratones por caja), salvo el grupo tratado con a-sarcina. La
diferencia en este tratamiento consistié en que las dosis no se dieron cada 48 horas,
sino que se dieron el lunes por la mafana, el miércoles a mediodia y el viernes por la

tarde. Esto implica una dosis cada 48 horas, y un salto de 72 horas cada 3 dosis.

Al igual que en el ensayo anterior, se midio el crecimiento del tumor en cada uno
de los ratones de cada grupo durante el tratamiento. La medida se hizo de igual modo.
Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 61. Al observar los valores de
crecimiento llama la atencidon que en este ensayo habia unos valores que se salian de lo
esperado, el grupo tratado con PBS. Los valores de los grupos tratados con
inmunotoxina difieren ligeramente con el ensayo anterior, lo cual es razonable, pues ya
hemos dicho que se necesita una n mayor antes de sacar conclusiones. De igual modo
los valores con scFVA33 y a-sarcina fueron obtenidos por primera vez, y en ambos
casos se observa un crecimiento del tumor. Pero en el caso del grupo PBS, el tumor
crecié de un modo exacerbado en uno de los miembros, de un modo ralentizado en dos
de los miembros y no crecié en otros dos. Si comparamos estos datos con lo obtenido

en el ensayo anterior y con el crecimiento del tumor en el primer ensayo, queda patente
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Figura 61: Seguimiento del crecimiento del tumor para cada ratén de los 5 grupos tratados. En el eje de
abcisas se representa el tiempo (en dias) desde que se comienza el tratamiento.
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que en esta ocasion el grupo control PBS queda fuera de los parametros normales,
pues no se ha descrito que el PBS tenga actividad antitumoral. Si el grupo control, que
representa la evolucion del tumor en si mismo (podriamos decir, el estado del tumor)
estaba tan descontrolado, presentando esta heterogeneidad en el desarrollo del tumor,
esto nos hizo pensar que de igual modo hay que ser cauteloso con los datos obtenidos
con los otros grupos. En el caso del grupo control tratado con scFvA33 se observé que
el tumor creci6 en los cuatro de los ratones tratados. Y en el caso del grupo control con
a-sarcina el tumor crecié a un ritmo mas lento, lo cual era de esperar, pues la actividad
antitumoral de la a-sarcina ya ha sido descrita anteriormente. En cuanto a los grupos
tratados con inmunotoxina, el grupo IMTX-50 presentaba esta vez unos datos mas
homogéneos en cuanto a crecimiento de tumor, y en el caso de IMTX-100 los datos
fueron también mas homogéneos observandose que en cuatro de los ratones tratados el
crecimiento del tumor era lento. Al igual que en el ensayo anterior, una vez finalizado el

tratamiento se extrajeron los tumores de los ratones y se pesaron y midieron.

A la hora de representar los datos se seleccionaron aquellos miembros de cada
grupo en los que los datos obtenidos presentaban cierta concordancia con lo obtenido
anteriormente, y no eran carentes de sentido, siendo el grupo PBS el mas dificil por lo
ya explicado. Segun esto los miembros seleccionados fueron: ratones 1, 3 y 4 en el
grupo PBS; 1, 2, 3y 4 en el grupo scFvA33; 2, 3, 4 y 5 en el grupo IMTX-50; 1, 2,3y 4
en el grupo IMTX-100; y los cinco miembros en el grupo a-sarcina. El tratamiento de los

datos se realizo igual que el ensayo anterior.

La Figura 62 muestra los valores de peso de tumor y de crecimiento de tumor
medios, por grupo. En este caso el peso de los tumores no presenta las diferencias

observadas en el primer ensayo, siendo el peso de los tumores IMTX-50 practicamente
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Figura 62: Valores medios por grupo, de crecimiento de tumor (A) y peso de ratén (B).
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equivalente al peso del grupo tratado con PBS y el de IMTX-100 muy parecido al grupo

PBS, siendo el grupo scFvA33 el que presentaba menores valores.

Sin embargo, al representar los valores de crecimiento de tumor, el grupo IMTX-
50 presentaba un crecimiento de tumor equivalente al grupo tratado con scFvA33 y el
grupo IMTX-100 al grupo tratado con a-sarcina. En este punto hay que hacer un inciso.
El grupo tratado con a-sarcina es en el que los tumores crecen mas lentamente, pero
hay que tener en cuenta que la a-sarcina es toxica. De hecho en la Figura 62 (en la
grafica de la derecha) se muestran los valores medios del peso del ratéon para cada
grupo. En el caso del grupo tratado con a-sarcina los ratones pesaban entre un 20 y un
30% menos que los otros grupos. Por ello, en este grupo hubo que sacrificar a los
ratones antes, pues al observarlos presentaban mal aspecto, delgados, con heridas en
la piel y con menor movilidad. Insistimos en que esto no resultd sorprendente pues

coincidia plenamente con lo ya descrito para ensayos in vivo con la a-sarcina.

Como en el ensayo anterior
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Figura 63: Seguimiento del volumen del tumor durante el
tratamiento. Se muestran los datos de los grupos PBS,
scFvA33, IMTX-50 e IMTX-100. En el eje de abcisas, el del grupo tratado con los scFvA33
tiempo (en dias) desde que se comienza el tratamiento.

igualmente que el crecimiento medio

es equivalente al grupo tratado con
IMTX-50, y ademas en este caso el crecimiento del tumor en el grupo IMTX-100 es

mayor que el observado anteriormente.

Sin embargo, los resultados fueron positivos en tanto que se amplia el numero
de datos obtenidos para cada grupo PBS, IMTX-50 e IMTX-100, confirmandose un poco
mas que la inmunotoxina no es toxica en los ratones a estas concentraciones, y que en
el caso de la dosis de 100 ug parece que el crecimiento del tumor se ve ralentizado. El

hecho de que los ratones tratados con scFvA33 solos o con a-sarcina sola no muestren
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este comportamiento hace mas patente que es la accion conjunta de ambos dominios,

conformado la inmunotoxina, la que actua sobre el crecimiento del tumor.

Asi, si se hace un analisis conjunto de los dos ensayos de tratamiento
realizados, incluyendo los individuos seleccionados en cada caso para cada grupo de
experimentacion, obtenemos la grafica presentada en la Figura 64. En la figura se
muestra la evolucion media del crecimiento del tumor para una n=7, en los tres grupos
experimentales comunes: PBS y los dos tratados con inmunotoxina, observandose un
marcado efecto antitumoral de la inmunotoxina, con una mayor respuesta inhibitoria del
crecimiento a medida que aumenta la dosis de inmunotoxina. Si bien, estos ensayos in
vivo son todavia muy preliminares, los resultados obtenidos indican un claro potencial

de esta inmunotoxina en el tratamiento de este tipo de cancer colorrectal.
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Figura 64: Seguimiento del volumen del tumor con ratones seleccionados de los dos tratamientos. Se
muestran los datos de los grupos PBS, scFvA33, IMTX-50 e IMTX-100. En el eje de abcisas, el tiempo (en
dias) desde que se comienza el tratamiento. Los datos fueron obtenidos a partir de 7 individuos (n=7). Las
barras de error muestran la desviacion estandar en cada punto.
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4.1.- LAS INMUNOTOXINAS

En el ano 1856 el laureado Premio Nobel Paul Ehrlich hacia referencia por
primera vez a las “balas magicas” en su libro “The magic bullet”. Esta idea de dirigir
especificamente una actividad toxica sobre un determinado tipo celular o tejido, supuso,
en seguida, la busqueda de posibles moléculas que se comportaran como drogas
especificas que pudieran aplicarse en el tratamiento contra el cancer. Recientemente, a
comienzos de 2012 se le ha concedido el Premio Principe de Asturias a Greg Winter, en
parte gracias a todos sus trabajos referidos a la obtencion de anticuerpos monoclonales,

y que han supuesto un avance fundamental en la inmunoterapia.

La idea conjunta de ambos trabajos, tan separados en el tiempo, supusieron un
impulso en la busqueda de la “bala magica” que ha encontrado en las inmunotoxinas

uno de sus mejores exponentes.

Asi la inmunoterapia, como posible tratamiento del cancer, encuentra en ésta un
campo cada vez mas amplio y mas esperanzador (Melero et al., 2007; Mellman et al.,
2011).

Asi son cada vez mas los inmunoconjugados que estan alcanzando en tiempos
record fases clinicas, cada vez mas avanzadas (Glennie et al., 2003; Chames et al.,
2009; Enever et al., 2009). Entre estos inmunoconjugados todavia son mas habituales
las construcciones derivadas de anticuerpos completos que las construcciones con
dominios variables de los mismos. Sin embargo, estos estan dirigidos generalmente a

linfomas y otro tipo de tumores de, por decirlo de un modo, facil acceso.

El debate entre la utilizacion de los anticuerpos monoclonales completos o de
sus derivados, fragmentos Fab o los dominios variables, esta abierto, habiendo mucha
investigacion desarrollada entorno al estudio de las caracteristicas de ambos y a su
posible utilizacién en distintos tipos de tumores (Adams et al., 2001). Si bien, hay que
decir que cada vez es mayor la investigacion llevada a cabo con dominios variables,
dada la pobre penetracion de los anticuerpos completos cuando de un tumor solido se

trata.

Parece claro con la experiencia acumulada a lo largo del tiempo que no se puede
excluir ninguno de las dos vias, sino mas bien que en funcion del paciente y del tipo de
cancer que se esté tratando habra que elegir una u otra e incluso combinar ambas, o

diferentes tipos de terapia. Son muchos y diversos los factores que hay que tener en
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cuenta y que entran en juego para elegir uno u otro. No cabe duda de que la utilizacion
del anticuerpo completo brinda una mayor estabilidad frente a la estabilidad de los
dominios variables solos, lo cual es una ventaja de cara a la utilizacién del anticuerpo
completo. Igualmente de cara a la especificidad, el anticuerpo completo presenta una
constante de asociacidon mayor, siendo mayor la especificidad de unién frente a los
dominios variables. Pero estas ventajas pueden ser también inconvenientes segun el
tipo de tumor del que se trate. Asi, su especificidad puede ser un inconveniente si el
antigeno tumoral al que va dirigido se presenta débilmente en el tumor en cuestion,
pudiendo ser, “demasiado” selectivo. Su estabilidad viene derivada de los puentes
disulfuro a lo largo de su estructura, estructura que, como se ha dicho antes, debido a
su elevado tamafio, encuentra problemas a la hora de penetrar en el tumor. Asi, jugando
con este binomio tamafo-afinidad se ha llegado hasta el punto de investigar con
construcciones basadas en el uso de unicamente los CDRs del anticuerpo, que si bien
presentan una afinidad mucho menor, tienen una capacidad de penetracién muy
elevada (Qiu et al., 2008).

En el caso de la presente tesis se ha trabajado con los dominios variables, scFv,
del anticuerpo mAbA33 que estaria en una situacion intermedia, y que ademas permite
su expresiéon recombinante en forma de cadena unica. Estos scFv o inmunotoxinas,
derivadas de la utilizacion de dominios variables, se han incorporado con rapidez a

ensayos clinicos (Madhumathi et al., 2012).

4.2.- ANTIGENO GPA33-ANTICUERO mAbA33

En base a lo explicado anteriormente, el anticuerpo monoclonal mAbA33
comenzo a ser estudiado como posible agente inmunoterapéutico frente al cancer de
colon en cuanto se caracteriz6 su marcador GPA33 en él y se comprobd que sus

caracteristicas le convertian en un candidato excelente para ser utilizado en terapia.

Hay que recordar que los estudios del antigeno GPA33 mostraron que éste se
encontraba presente en el 95% de los tumores de colon, estando ausente en otro tipo
de tejidos. El antigeno, asociado al tumor, se encontraba también ausente en sangre u
otros fluidos, y sus niveles de expresion en el tumor eran elevadisimos, llegando a
alcanzar las 800.000 moléculas/célula con una elevada tasa de reciclaje. Ademas, los
estudios preliminares con el anticuerpo que lo reconoce, el mAbA33, mostré que la
internalizacién del complejo antigeno-anticuerpo es muy rapida (Catimel et al., 1996;
Heath et al., 1997; Ackerman et al., 2008)
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Este anticuerpo ya ha alcanzado fases clinicas para su utilizacion en el
diagnostico y tratamiento del cancer de colon con resultados muy prometedores (Scott
et al., 2005; Almqvist et al., 2006; 2007).

Si bien, en la introducciéon se comento que se encontraron ciertos problemas
derivados de una reaccion adversa del sistema inmune del paciente, no hay que olvidar
que son problemas secundarios o0, al menos, solucionables. El paciente puede ser
inmunodeprimido durante el tratamiento, o, como de hecho esta pasando, se pueden
buscar derivados mejorados del anticuerpo. Pero los resultados obtenidos en lo que a la

accion del anticuerpo sobre el tumor se refiere son muy positivos.

Se han descrito diferentes construcciones con los dominios variables de este
anticuerpo (Deckert et al., 2004; Petrausch et al., 2007; Panjideh et al., 2008; Kirui et al.,
2010), pero dirigidas hacia la utilizacién en el diagnostico mas que en tratamiento. Asi,
los resultados descritos en esta memoria son los primeros dirigidos hacia el tratamiento

de este tipo de cancer.

4.3.- TOXINAS

Si nos centramos en el tipo de proteinas utilizadas como dominio toxico, ya se
comento en la introduccién que son muchisimos los estudios hechos con inmunotoxinas
cuyo dominio toxico esta basado en la toxina diftérica o la exotoxina de Pseudomonas

(Kreitman et al., 2006), siendo mucho menores aquellos realizados con otras toxinas.

En nuestro grupo, se lleva trabajando desde hace mas de dos décadas en la
caracterizacion estructural y funcional de proteinas toxicas de origen fungico. Son muy
pocos los ejemplos recientes que se pueden encontrar de estudios de
inmunoconjugados derivados de estas proteinas, posiblemente debido a que
inicialmente se utilizaban construcciones con el anticuerpo completo, o bien debido a
problemas de citotoxicidad inespecifica. Sin embargo estas proteinas, presentan una
serie de caracteristicas muy positivas en cuanto a su uso como dominio toxico en una
inmunotoxina. Asi, como se ha comentado en la introduccién, sus caracteristicas como
pequefio tamafo, baja inmunogenicidad, elevada termoestabilidad y su elevada
actividad, las convierten en candidatos para formar parte del domino toxico de una

inmunotoxina.

Todas estos aspectos, junto con las caracteristicas uUnicas como antigeno

tumoral del GPA33 y su capacidad de internacion una vez reconocido por el mAbA33,
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animaban encarecidamente a llevar a cabo los estudios presentados en la presente

tesis.

4.4.- INMUNOTOXINAS BASADAS EN LOS scFvA33

En la presente tesis se han mostrado los resultados obtenidos con las
construcciones derivadas de la fusion de los scFvA33 con tres tipos distintos de RNasas

en cuanto a su especificidad citotoxica y ribonucleolitica.

Las tres inmunotoxinas han sido expresadas utilizando el mismo sistema de
expresion, obteniendo rendimientos razonablemente satisfactorios. Hay que resaltar que
el sistema de expresiéon basado en la levadura P. pastoris utilizado permite un facil
escalado mediante la utilizacion de fermentadores. Asi se ha descrito como los dominios
variables pueden obtenerse hasta con un rendimiento de 8 gr/L mediante la utilizacion
de estos fermentadores (Damasceno et al; 2004). Las diferencias en cuanto a los
rendimientos obtenidos en el laboratorio parecen guardar una intima relacion con la
proteina que forma parte de su dominio téxico. Asi, el mayor rendimiento en cuanto a la
expresion se obtuvo con los dominios variables solos, siendo este rendimiento muy
parecido al obtenido en la expresion de la IMTXA33T1. Sin embargo, al expresar las
inmunotoxinas basadas en ribotoxinas, la IMTXA33aS y la IMTXA33HtA3AW, los
rendimientos son menores. Esto podria ser debido a que basta que un pequefio
porcentaje de las inmunotoxinas no se procese bien para que estas toxinas, libres en el
citoplasma de la levadura, puedan actuar sobre sus ribosomas, causando la muerte
celular, y con ello obteniéndose una menor cantidad de inmunotoxina en el medio
celular, o bien a que su mayor tamafo, o la presencia de los bucles de estructura no
ordenada dificultan su plegamiento y correcto procesamiento de las mismas,

disminuyendo asi la cantidad total de proteina producida en el medio extracelular.

La purificacion de las inmunotoxinas se realizo por igual en los tres casos,
mediante cromatografia de afinidad, utilizando para ello el tag de histidinas presente en
su extremo carboxilo terminal. Si bien durante el proceso de purificacién se consigue el
objetivo deseado, obteniendo las inmunotoxinas con un elevado grado de pureza, como
se comprobé mediante electroforesis en PAGE-SDS e inmunodeteccion. No se nos
escapa la necesidad en un futuro proximo de incluir un sitio de procesamiento
proteolitico que permita la eliminacion de esta extensién de histidinas una vez

purificadas las inmunotoxinas.



DISCUSION

4.4.1.- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS INMUNOTOXINAS.

Las tres inmunotoxinas fueron caracterizadas estructuralmente tras su
produccion y purificacion. Su caracterizaciéon estructural implic6 un analisis de
aminoacidos que nos permitié verificar que las inmunotoxinas estaban correctamente
sintetizadas, asi como el calculo de su coeficiente de extincidén, imprescindible para el

calculo correcto de su concentracion en disolucion.

En un siguiente paso se realizaron los estudios de dicroismo circular en el
ultravioleta lejano para obtener informacion de su estructura. En el caso de las
inmunotoxinas IMTXA33aS e IMTXA33T1, el espectro de dicroismo circular mostré un
plegamiento con un elevado porcentaje de lamina 3 en su estructura secundaria. Este
hecho tiene sentido si atendemos a que el 60% de la inmunotoxina corresponde a los
dominios variables, que con un plegamiento tipo inmunoglobulina, tienen un alto
contenido en lamina B en su estructura. Ademas, el espectro experimental obtenido es
coincidente con el esperado tedricamente a partir de la contribucion de ambos dominios:
el dominio marcador y el dominio toxina. Esto nos indica también que ambos dominios
se encuentran correctamente plegados, dada que ambas contribuciones se dan al
observar el espectro experimental. Este hecho se confirma ademas en la caracterizacion

funcional, en la que se verifica la funcionalidad de ambos dominios.

Sin embargo, esto no sucedioé de igual manera con la IMTXA33HtA. El espectro
experimental obtenido mostraba un alto porcentaje en lamina B y en estructura no
ordenada, siendo este espectro distinto al tedrico a partir de la contribucién de ambos
dominios. Sin embargo, conviene recordar que los ensayos llevados a cabo para la
caracterizacion estructural mostraron la actividad de ambos dominios. Dado que existe
una intima relacién entre el plegamiento y la funcionalidad de una proteina, el hecho de
que el espectro de dicroismo obtenido y el esperado difieran es algo interesante a
estudiar. Existen varias posibilidades que expliquen este hecho, y conjuguen a la vez
con los resultados obtenidos en la caracterizacion funcional. Una posibilidad consiste en
qgue un parte de la proteina obtenida no se encuentre bien plegada, pero si sintetizada
completa. Segun esto, bastaria un bajo porcentaje de estructura sin plegar para que el
porcentaje de estructura no ordenada en espectro experimental varie. Otra posibilidad
podria ser que la proteina estuviera glicosilada. Existe un elevado numero de proteinas
que, al ser expresadas en P. pastoris, son producidas con glicosilaciones si presentan
en su secuencia aquellas secuencias consenso que conllevan glicosilaciones. Esta
posibilidad parece mas irreal en tanto que no existen secuencias susceptibles de

glicosilacion en la HtA, y en los dominios variables, aunque las hubiera, seria algo
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comun a las tres inmunotoxinas. La sustitucion de los tres triptéfanos en la variante no
citotoxica de HtA empleada en estos estudios incide directamente en el espectro de
dicroismo circular, dada la contribucién de los triptéfanos en el rango del UV-lejano.
Independientemente de estas disquisiciones y de las diferencias observadas en cuanto
al espectro registrado, es inequivoca la correcta funcionalidad de los dos dominios en

esta inmunotoxina, que es el objetivo fundamental.

Como ultimo paso en la caracterizacién estructural se llevaron a cabo ensayos
de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para el caso de la IMTXA33aS e
IMTXA33T1. Estos ensayos nos mostraron que la desnaturalizacion térmica de las
inmunotoxinas ocurre alrededor de los 45°C. Estos ensayos resultaban importantes de
cara a comprobar su estabilidad a 37°C, pues los ensayos de citotoxicidad especifica de
las inmunotoxinas, bien sea in vitro o in vivo serian llevados a cabo a esas
temperaturas. Sin embargo, tras los ensayos, solo se pudo estimar el valor de la
constante de desnaturalizacion térmica, ya que en ambos casos el proceso de
desnaturalizacion fue irreversible, lo que imposibilitaba el calculo de este parametro. La
inmunotoxina, desnaturalizada, probablemente agrega con otras moléculas de
inmunotoxina causando que en cierto punto los agregados formados precipiten,

detectandose estas en las muestras tras los ensayos.
4.4.2.- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS INMUNOTOXINAS.

La caracterizacion funcional de las inmunotoxinas fue llevada a cabo, en los tres
casos, siguiendo un mismo esquema de trabajo. Asi, se caracterizé en primer lugar la
funcionalidad de cada dominio por separado y finalmente se llevaron a cabo los ensayos

de la accion conjunta de los mismos.

En primer lugar se llevaron a cabo los ensayos referentes a la capacidad de
reconocimiento y union al antigeno GPA33 por parte de los dominios variables. Como se
ha detallado en el apartado de Resultados de la presente Tesis Doctoral, en primer lugar
se caracterizé esta union con los dominios variables solos (Fig 5 de Resultados). Esto
nos permiti6 comprobar la union especifica de los scFvA33 al GPA33, asi como poner a
punto el ensayo de citometria de flujo para las inmunotoxinas. Ademas, si bien
habitualmente se ha usado el mAbA33 como control de la presencia del antigeno
GPA33 en la células, en nuestro caso se utilizaron los scFvA33 como control positivo de
esta unién para poder comparar lo obtenido con nuestras inmunotoxinas, y a los que

hay que referir la mayor o menor capacidad de union de las mismas.
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La union de los scFvA33 solos fue comparable a la obtenida con el mAbA33 en
cuanto a su especificidad por el GPA33, sin producirse uniones inespecificas a células
antigeno-negativas. Si bien, es cierto que la capacidad de unién del anticuerpo completo
es mayor, como es de esperar al presentar dos sitios de interacciéon. Esto redunda en
que sea necesario una menor cantidad de moléculas de anticuerpo completo que de
dominios variables solos, para obtener el mismo desplazamiento. Este hecho no es para
nada negativo, pues ya se ha estudiado antes, y se ha resaltado en la introduccion de la
presente tesis, que la constante de union de los dominios variables es, generalmente,
unas 10 veces menor, que la del anticuerpo completo del que derivan. En nuestro caso,
el que los dominios variables conserven esa capacidad de union especifica al antigeno

los valida para su utilizacién como dominio marcador en las inmunotoxinas.

De hecho, en el caso de las inmunotoxinas, cuando se caracterizd la unién con
extractos celulares, bien sea mediante una inmunodeteccién o bien mediante ELISA, los
resultados obtenidos fueron muy positivos, estimandose para la IMTXA33aS un valor de
ID50 que resulto ser diez menor que el del mAbA33, lo que indica que no ha habido una
pérdida de capacidad de unién de los dominios variables al fusionarlos con la a-sarcina.
Este hecho se vio reforzado al llevar a cabo los ensayos de citometria de flujo con las
inmunotoxinas. En estos ensayos se comprobé que efectivamente se conservaba la
unién especifica a células antigeno-positivas, y los resultados eran comparables
cuantitativamente y cualitativamente a los obtenidos con los dominios variables solos, lo
cual indica que en las tres inmunotoxinas estudiadas, la fusion con la toxina no inhabilita

la funcionalidad de los scFVA33.

Igual de positivos fueron los resultados obtenidos tras incubar los dominios
variables y las inmunotoxinas a 37°C durante tiempos largos. En todos los casos se
comprobé que la uniéon al antigeno GPA33 se conservaba, siendo nuevamente
comparables los resultados obtenidos entre las inmunotoxinas y los dominios variables
solos. Esto nos indica que a esa temperatura, relevante desde un punto de vista
fisioldgico y para las condiciones en que se realizan los ensayos de citotoxicidad, los

dominios variables conservaran su funcionalidad.

Al comparar las inmunotoxinas entre si, todas mostraron idéntica capacidad de
union especifica al GPA33. Esto indicaba que en ningin caso el dominio téxico
independientemente de la RNasa utilizada interferia en la funcionalidad de los scFvA33.
Esto corroboraria que el reconocimiento especifico y la entrada al interior celular en las

células diana son debidos exclusivamente al dominio marcador.
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Ademas, los resultados obtenidos con células antigeno-negativas, tanto en
ensayos de unidn, como posteriormente de citotoxicidad in vitro, confirman la
especificidad del dominio marcador. Mas aun, la inclusion de la a-sarcina en la
construccion de la inmunotoxina redunda en una reduccion muy significativa de su
capacidad para interaccionar “inespecificamente” con membranas de células

transformadas, comparado con ésta cuando se encuentra en su forma libre.

Es en el dominio téxico donde encontramos las diferencias entre las
inmunotoxinas. Asi, las inmunotoxinas construidas estan formadas por una ribotoxina, la
a-sarcina, con capacidad citotoxica per se y una actividad ribonucleolitica muy
especifica; por una RNasa no téxica, la RNasa T1 con actividad ribonucleolitica
inespecifica; o por una variante de la ribotoxina HtA, que conservando su actividad
especifica sobre el ribosoma, ha perdido su capacidad citotdxica al no ser capaz de
interaccionar con membranas, combinando por tanto caracteristicas de las dos
anteriores, en la misma molécula.

Los ensayos realizados para caracterizar la actividad RNasa en los diferentes
dominios téxicos resultaron, todos ellos, positivos. Asi, en los tres casos se hizo en un
primer momento un ensayo de actividad inespecifica, mediante un zimograma, en el que
se comprobo en todos los casos su capacidad ribonucleolitica. Este ensayo mostré una
actividad mayor en el caso de la RNasa T1, como era de esperar, ya que la RNasa T1
presenta una actividad inespecifica degradando cualquier tipo de RNA que se encuentre
a su paso con preferencia por guanina. Mientras que en el caso de la sarcina y la HtA,

su actividad inespecifica sobre el polinucleétidos es menor.

En un siguiente paso, se llevaron a cabo los ensayos de actividad especifica que
nos permitieran llevar a cabo una cuantificacion y una comparacién de la actividad de

las ribotoxinas en su forma libre o formando parte de la inmunotoxina.

Asi, se llevaron a cabo ensayos de incubacion de reticulocitos con IMTXA33aS e
IMTXA33HtA3AW y con las ribonucleasas libres, respectivamente. En los dos casos se
comprobd que se mantenia en un 90% la actividad de las ribotoxinas al formar parte de
la inmunotoxina. Igualmente se llevo a cabo un ensayo de degradacion de RNA de

levadura con IMTXA33T1 y RNasaT1 libre, siendo la actividad igual en ambos casos.

Estos estudios se llevaron a cabo igualmente tras incubacion de las
inmunotoxinas a 37°C durante tiempos largos, comprobandose que la actividad de las

RNasas se mantenia estable sin diferencias significativas.
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Siguiendo el razonamiento empleado en la caracterizacion funcional del dominio
marcador, en este caso el dominio marcador no interfiere significativamente en la
funcionalidad del dominio téxico, ya que en todos los casos se detecta una actividad
ribonucleolitica superior al 75% respecto a la RNasa libre. Ademas no se observan

diferencias entre las tres construcciones.

Finalmente se analizé la accién conjunta de ambos dominios mediante ensayos
de citotoxicidad. Como una primera aproximacién se tomaron las dos inmunotoxinas
mas diferentes entres si: la IMTXA33aS y la IMTXA33T1 para llevar a cabo ensayos de
viabilidad celular. Los ensayos llevados a cabo implicaban la incubacién de las
inmunotoxinas con células SW1222 y LIM1215 para luego incubar las células con
Anexina V-FITC y loduro de Propidio y obtener informacién acerca del estado apoptético
o necrotico de las células. En lineas generales ambas proteinas provocaron la
activacion de un estado de apoptosis en las células, si bien parece que la IMTXA33aS
parece ser mas citotoxica tanto con la linea SW1222 como con la linea LIM1215. Al
intentar cuantificar esta actividad, mediante un ensayo de MTT, ampliamente utilizado y
estandarizado para ensayos de viabilidad, encontramos que las diferencias entre ambas
inmunotoxinas son minimas. Asi, en ambos casos, el valor de ICx, frente a las células
SW1222 se encuentra alrededor de 0.8 uM. Sin embargo, en el caso de la IMTXA33aS
se realizd un ensayo de citotoxicidad especifico, mediante la medida de la inhibicién de
la biosintesis de proteinas como consecuencia de su accidén especifica sobre el
ribosoma. Los resultados obtenidos para la IMTXA33aS mejoraron sensiblemente con
un valor de ICs, frente a las células antigeno-positivas SW1222 de 0.04 uM, sin que esto

implique un comportamiento similar en las células antigeno-negativas.

Estos resultados ponian de manifiesto que la actividad especifica de la sarcina
es mas letal y eficaz que la actividad inespecifica de la RNasaT1. Asi, podemos
imaginar como una sola molécula de a-sarcina, libre en el citosol inactivando los
ribosomas con un unico corte, sera mas letal para la célula que una molécula de
RNasaT1, que si bien va degradando el RNA, lo hace de forma inespecifica pudiendo
ser que muchos de esos cortes no comprometan la viabilidad celular. Esto, podria
justificar razonablemente que necesitemos 20 veces mas de IMTXA33T1 que de

IMTXA33aS para obtener la misma actividad citotoxica sobre células antigeno-positivas.

Sin embargo, los resultados obtenidos con las lineas celulares antigeno-
negativas nos mostraron la otra cara de la moneda. Asi, los ensayos realizados con las
ribonucleasas solas y las inmunotoxinas, sobre lineas celulares antigeno-negativas

mostraron que la IMTXA33T1 presenta una mayor especificidad de accion citotdxica, no
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observandose ningun tipo de citotoxicidad sobre estas lineas, obteniéndose una
viabilidad del 80% tras incubar con IMTXA33T1 a 5 yM. Lo mismo que se obtuvo al
hacer estos ensayos con RNasaT1 libre. Sin embargo, al hacer lo mismo con la
IMTXA33aS se comprobd que la sarcina, que es una molécula citotdxica per se, por su
capacidad de interaccionar con membranas, los resultados obtenidos fueron diferentes.
Asi la incubacion con a-sarcina sola mostro una ICsy de 1 yM para todas las lineas
ensayadas. Si bien hay que decir que el resultado obtenido con la IMTXA33aS fue
positivo en tanto que las lineas celulares antigeno-negativas ensayadas presentaban
unos valores de 1Cso mayores de 1 pM, lo que implica que, probablemente, los dominios
variables estén imposibilitando en cierta medida la capacidad de la a-sarcina de
interaccionar con membranas, haciéndola “menos” toxica, para todas las células, salvo
para las antigeno-positivas donde su toxicidad es mayor al ser dirigida por el dominio

marcador.

En este punto encontramos que no podemos decir cual de las dos inmunotoxinas
parece un mejor candidato, pues si bien la IMTXA33aS presenta una mayor
citotoxicidad; la IMTXA33T1 parece mas segura en términos de especificidad, pues su

domino toxico, no es toxico sino esta dirigido por los dominios variables.

Esta disquisicion podia ser respondida en principio con la IMTXA33HtA3AW, en
la cual se aunan ambas caracteristicas, eficacia toxica de la a-sarcina, y la ausencia de
inespecificidad de la RNasaT1. Sin embargo, los resultados obtenidos con la
IMTXA33HtA3AW mostraron que si bien, se cumplié lo esperado en cuanto a términos

de especificidad, no se cumplié lo esperado en términos de citotoxicidad.

Asi, la incubacién de células antigeno-negativas con la IMTXA33HtA3AW mostro
que no habia toxicidad sobre estas lineas, presentando unos porcentajes de viabilidad
superiores al 90%. Sin embargo, al incubar la inmunotoxina con las lineas celulares
antigeno-positivas SW1222 y LIM1215, se obtuvieron unos valores de I1C5, de alrededor
de 0.5 pM, que si bien, es dos veces menor que el valor obtenido para la IMTXA33T1,

es diez veces mayor que el obtenido para la IMTXA33aS.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion funcional de
los dominios téxicos, y tras lo expuesto acerca de los diferentes ensayos de
citotoxicidad, se planteo la siguiente cuestién. ;Y si la HtASAW una vez internada no es
capaz de acceder a los ribosomas? Segun lo explicado anteriormente, pareceria l6gico
pensar que la diferencia no puede estar ni en la unioén, en la que el dominio toxico no

participa, segun lo observado, en los ensayos de caracterizacion funcional del dominio
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marcador, ni en su actividad sobre el sustrato, el ribosoma, segun lo observado en la
caracterizacion del domino toxico. Asi que podria ser que la diferencia estuviera en
algun punto intermedio, entre el reconocimiento y unién del antigeno y la accion
citotoxica; en la internacién y posterior procesamiento intracelular, que debe conducir a

la liberacién de la toxina al citosol.

4.5.- TRAFFICKING

Como se comentd en la introduccién de la presente tesis, son muchos los
estudios encaminados a optimizar la citotoxicidad especifica de las inmunotoxinas.
Estos estudios tenian en muchos casos como elemento diferencial la presencia de un
linker que favoreciera la liberacién de la toxina una vez en el interior celular. Si
recordamos lo comentado, una de las posibilidades consistia en colocar en el linker un
sitio de reconocimiento de furina, de tal modo que se facilitase la protedlisis del linker.
En este sentido, los estudios realizados con diferentes toxinas en los que se ha
comprobado las distintas rutas intracelulares que siguen, sugieren que la ruta de
endosomas acidos-Golgi parece ser la 6ptima para la accién de las toxinas (Dosio et al.,
2011).

Esto nos llevo a realizar estudios para intentar dilucidar cual es la ruta
intracelular que estan siguiendo nuestras inmunotoxinas, no solo como explicacion a las
diferencias encontradas en cuanto su eficacia citotdxica, sino también, a la hora de
buscar una posible optimizacién en la accidon de nuestras inmunotoxinas. Para tratar de
visualizar estas rutas, utilizamos técnicas de microscopia confocal de
inmunofluorescencia, junto con la utilizacién de marcadores especificos para diferentes
componentes celulares. La utilizacion de diferentes tiempos de incubacion ha permitido
en principio, cubrir las diferentes etapas del procesamiento intracelular que siguen las

inmunotoxinas.

Al estudiar la union desde esta perspectiva, todas las inmunotoxinas se
comportan por igual, obteniéndose las imagenes ya presentadas en las que se puede
ver la inmunotoxina en la membrana celular, que presenta el antigeno GPA33; en la
internacion a tiempo largo, 24 h, se vieron diferencias entre ellas. A la vista de las
imagenes obtenidas, en las células incubadas 24 h con IMTXA33aS parece que se
observa un patron diferenciando en la célula, observandose la aparicion de puntos,
como vesiculas, o zonas en las que la proteina esta mas concentrada. Algo parecido se

observo en el caso de la IMTXA33HtA3AW, si bien la inmunotoxina parece estar en una
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situacion mas distante al nucleo que en el caso de la IMTXA33aS. En el caso de la
IMTXA33T1, este marcaje parece mucho mas difuminado, en el citoplasma con una

menor intensidad.

En un momento inicial se pensé que las diferencias en el marcaje a tiempo largo
entre la IMTXA33aS y la IMTXA33T1 se debian a una cuestion de intensidad de
marcaje. Si recordamos bien se ha comentado anteriormente que la a-sarcina presenta
en su secuencia un numero mayor de lisinas que la RNasaT1, segun lo cual, en el
marcaje con Alexa-555, la a-sarcina estaria mas marcada que la RNasaT1. Esto
explicaria muy bien la diferencia en cuanto a la intensidad de marcaje en el interior
celular a tiempo largo. Sin embargo, para que este razonamiento sea cierto se esta
dando por hecho que las toxinas se encuentran en su forma libre, separadas de los

dominios variables.

Esto nos hizo plantearnos dos cuestiones. Por un lado, si esto es asi, ¢qué pasa
con los dominios variables? Esto es, una vez liberada la toxina, los dominios variables
¢, se degradan?, ;se quedan en algun compartimento?,  se produce su reciclaje hacia la
membrana? Responder a esta pregunta es importante en tanto que los dominios
variables estan marcados con el Alexa-555, por lo que en realidad no podemos saber a
tiempo largo si las imagenes que estamos observando corresponden a la localizacion de
las inmunotoxinas enteras, las toxinas y los dominios variables por separado, o las
toxinas solas. Desde luego no parece légico que las imagenes correspondan a los
dominios variables solos porque el patron seria igual en todos los casos, ya que son los

mismos en todos los casos.

En este paso se planted la necesidad de conocer la ruta intracelular que estaban
siguiendo nuestras inmunotoxinas, con la idea de saber mejor los procesos a los que
estan siendo sometidas en intentar entender mejor el porqué estas diferencias a tiempo

largo y si esto tiene un relacién con los resultados obtenidos en cuanto a la citotoxicidad.

Como ya se comentd en la introduccion, la via de entrada habitualmente implica
la entrada mediante endosomas. Por ello, en un primer instante se pensd en estudiar
esta via mediante el marcaje de la proteina EEA1 (proteina A1 presente en los
endosomas tempranos) para estudiar la posible colocalizacion de nuestra proteina con

los endosomas.

Estos estudios nos mostraron una colocalizacién parcial de los endosomas
tempranos y las inmunotoxinas. En la mayoria de los casos se observaba la presencia

de endosomas sin inmunotoxina en el interior. Esto es razonable en tanto que las
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células tendran activadas otra serie de vias con la consiguiente formacion de
endosomas. Sin embargo también se comprobd que gran parte de la proteina no
parecia estar colocalizando con endosomas. Parece razonable pensar que esto también
puede estar debido a que no toda la proteina entra en el mismo instante de tiempo, por
lo que en una escala de tiempo las moléculas de inmunotoxina estaran en distintos
compartimentos. En nuestro caso los ensayos los hicimos a un unico tiempo de 2 horas
de incubacion de inmunotoxina antes de fijar las células. Pero seria muy interesante

hacer estudios a diferentes tiempos, con la idea de observar esta entrada.

Aun asi, las imagenes obtenidas nos permitieron verificar que existe
colocalizacion entre endosomas e inmunotoxina, por lo que podemos afirmar que, al
menos, una de las posibles vias de entrada de las inmunotoxinas implica la formacion

de endosomas.

Ademas en el caso de la IMTXA33aS se observo la presencia, en algunos casos,
de la formacién de vesiculas de gran tamano, conteniendo inmunotoxina en su interior y
con una localizacion perinuclear. En la bibliografia ya habia sido descrita anteriormente,
utilizando el mAbA33, la formacion de estas vesiculas, denominadas macropinosomas
(Daghighian et al., 2007). En nuestro caso, se observo también la presencia de estas
macrovesiculas, (Figura 44 de resultados), apareciendo habitualmente en el caso de la
incubacién con IMTXA33aS. Esto no quiere decir que este fendmeno no ocurra con las

otras dos inmunotoxinas, pero fue menos frecuente entre los ensayos llevados a cabo.

Segun este resultado parece que las inmunotoxinas entran via endosomas o
mediante la formacion de macropinosomas. En el primer caso, y volviendo a lo
comentado en la introduccién, la via de endosomas deriva en la formacién o en el
aparato de Golgi, siendo estas vias no excluyentes entre si, por lo que es posible que
las dos se estén dando al mismo tiempo. La posibilidad de que las inmunotoxinas sean
derivadas hacia los lisosomas no era una perspectiva muy halagiefa, ya que en los
lisosomas podria darse la degradacion de las inmunotoxinas. Asi, lo mas positivo seria

que las inmunotoxinas fueran derivadas hacia el aparato de Golgi.

Por esto nos planteamos la posibilidad de incubar las células con inmunotoxina
marcada y a continuacion marcar los lisosomas y el aparato de Golgi, buscando la
posible colocalizaciéon con uno y/u otro organulo. Para ello se utilizaban los siguientes
marcadores, por un lado el Lysotracker, basado en una sonda que al llegar a los
lisosomas, debido a su entorno acido produce un cambio en la sonda con la

consiguiente fluorescencia; y por otro lado para marcar el Golgi se utilizo una lectina
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marcada que se une a zonas ricas en acido sialico, presente en las membranas del

Golgi.

Los ensayos de colocalizacién con lisosomas y Golgi se hicieron a dos tiempos,
uno corto, 4 h, y otro largo, 16 h, para comprobar si se observaba alguna diferencia. A
tiempo corto en el caso de las tres inmunotoxinas se observo una colocalizacion parcial
con el aparato de Golgi, no observandose colocalizacion con los lisosomas. A tiempo
largo, sin embargo, se vio una cierta colocalizacién parcial con lisosomas en el caso de
la IMTXA33T1 y la IMTXA33HtA3AW, y colocalizacién parcial con aparato de Golgi,
mientras que en el caso de la IMTXA33aS a tiempo largo solo se veia una
colocalizacion parcial con el aparto de Golgi y ademas, nuevamente, la aparicion de
zonas en las que la proteina esta mas concentrada y que no colocalizaban ni con Golgi

ni con lisosomas.

Estos resultados nos llevan a pensar que las inmunotoxinas estudiadas entran al
menos por una via que conlleva la formacion de endosomas, y que mayoritariamente la
inmunotoxina es derivada hacia el aparato de Golgi. Las tres parecen presentar esta via,
si bien la IMTXA33aS presenta diferencias respecto a las otras dos en cuanto al patréon

de marcaje en la célula, a tiempo largo.

Si buscamos un elemento diferencial en la a-sarcina respecto a la RNasaT1 y la
HtA3AW, el elemento que nos parece mas patente de entrada es la capacidad de
interaccionar con membranas. Esto nos hizo plantearnos que puede que aqui radique la

causa de las diferencias mostradas en la citotoxicidad de las inmunotoxinas.

Asi, si conjugamos los resultados de citotoxicidad con lo observado mediante
microscopia confocal, podriamos plantear la siguiente hipotesis, segun la cual todas las
inmunotoxinas se unen e internan por igual en la célula, pero en un momento, bien sea
al acidificarse los endosomas en su “viaje” hacia el Golgi, o bien en el propio Golgi, se
produce la liberacién, total o parcial, de los dominios téxicos. En este momento la a-
sarcina libre presenta por si misma la capacidad de interaccionar con la membrana y
translocarse al citosol, donde ejercera su accion letal sobre el ribosoma, mientras que la
RNasaT1 y la HtA3BAW que carecen de esta capacidad han de ser transportadas o
translocadas al citosol mediante la maquinaria celular, lo cual no sabemos ni como, ni

cuando, ni donde ocurre.

Esta hipétesis explicaria el porqué se ve un patron diferente de marcaje en el
caso de la IMTXA33aS y porqué es mas efectiva en términos de citotoxicidad en menos

tiempo que las otras dos inmunotoxinas.
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Aunque si bien estos estudios han resuelto algunas preguntas, han abierto otras
muchas que son necesarias responder para completar el dibujo del procesamiento de
las inmunotoxinas en el interior celular. Para ello seria fundamental contar con la
disponibilidad de un anticuerpo dirigido contra los dominios variables scFvA33. De este
modo tras incubar las tres inmunotoxinas por separado, no marcadas, se podrian
marcar los dos dominios, con el anti-scFvA33 y con el anti-a-sarcina (o el
correspondiente a los otros dos dominios toxicos). Esto nos permitiria ver donde esta
cada uno de los dominios, asi como verificar la separacion total o parcial de ambos,
llevando a cabo este ensayo a diferentes tiempos. Ademas, permitiria saber cual es el

devenir de los dominios variables scFvA33 una vez escindidos del dominio toxico.

Por otro lado, otros ensayos a llevar a cabo serian aquellos en los que se
marquen los lisosomas y el aparato de Golgi por separado, utilizando la misma técnica
recién explicada de modo que podamos ver la via seguida por los dominios. Esto no fue
posible hacerlo con las inmunotoxinas marcadas por la ausencia de un anticuerpo anti-
scFvA33 y porque la cantidad de fluoréforos presentes en la célula, en los diferentes
organulos dificultarian de gran manera la obtencién de imagenes sin que haya una

superposicion de canales.

Se puede decir asi que estos ensayos de frafficking llevados a cabo estan en
una fase preliminar hasta completar de una manera inequivoca el mapa del camino
seguido por cada uno de los dominios de las inmunotoxinas una vez que se encuentran
en el interior celular. Sin embargo, los ensayos llevados a cabo hasta la fecha si nos
permiten decir que las inmunotoxinas se internan en la linea celular antigeno-positiva
SW1222 y que una vez en el interior pueden seguir varias vias, una de las cuales

implica su internalizacion via endosomas y derivando hacia el aparto de Golgi.

Sin embargo no hay que olvidar que el objetivo principal de la tesis es la
caracterizacion de tres inmunotoxinas que difieren en su dominio toxico en busca de la
inmunotoxina mas efectiva. Y, segun todo lo detallado hasta este punto, pareceria logico

pensar que la inmunotoxina mas efectiva es la IMTXA33aS.

Por esto, nos planteamos dar el siguiente paso en la caracterizacion con la

IMTXA33aS, llevando a cabo ensayos in vivo.

4.6.- CARACTERIZACION IN VIVO DEL EFECTO ANTITUMORAL DE LA
IMTXA33aS
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Para la caracterizacion in vivo de la IMTXA33aS el primer paso fue el estudio de
la generacién de tumores en ratones nude mediante la inoculacion de células SW1222.
Estos estudios, si bien mostraron que se formaban tumores en 4 de los 5 casos
estudiados, también mostro que existe una amplia heterogeneidad en la forma de
crecimiento del tumor, lo cual parecidé importante no perder de vista a lo largo de los
tratamientos consecutivos, dado que esa heterogeneidad se veria igual de patente o

mas en los estudios sucesivos.

Si tenemos en cuenta los dos ensayos de tratamiento antitumoral llevados a
cabo y analizamos grupo por grupo nos encontraremos esa heterogeneidad de una

manera mas o menos acusada.

Los ratones tratados con PBS, son aquellos en los que el tumor crecid
alcanzando volumenes mayores. En este sentido fue el grupo en el que se observaron
mayores diferencias entre los distintos miembros, diferencias muy marcadas entre el
primer y segundo ensayo, y en el que en 7 de los 10 ratones tratados el tumor crecié

considerablemente.

Los ratones tratados con IMTXA33aS (50 ug/dosis) mostraron en 7 de 10 casos
una remision parcial del crecimiento del tumor, si bien, debido a la heterogeneidad
entres los miembros, el posible efecto antitumoral no queda del todo patente,
observandose casos en los que un tumor crece como los tratados con PBS y casos en

los que el crecimiento se ve completamente ralentizado.

Los resultados mas significativos llegaron en el caso de los ratones tratados con
IMTXA33aS (100 pg/dosis). En este grupo se observé que también en 7 de los 10 casos
la remisién de crecimiento del tumor fue patente, siendo el grupo mas homogéneo en

cuanto a la evolucién del tumor se refiere.

Por otro lado se llevo a cabo el ensayo in vivo en el que se inyectaba dominios
variables solos scFvA33 y a-sarcina sola. En ambos casos el resultado fue muy
positivo. En el caso del grupo tratado con scFvA33 el tumor crecio, aunque si bien no
alcanzaba los valores medios obtenidos por el grupo control (tratado con PBS), el tumor
crecio en todos los casos. En cuanto al grupo tratado con a-sarcina los ratones tratados
sufrieron una pérdida de peso considerable (alrededor del 30%) comparado con el grupo
control, y se observé en la piel la aparicion de heridas, no sabemos si debido a la

tratamiento con a-sarcina, pero desde luego estos signos solo se vieron en este grupo.
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Estos dos ultimos grupos fueron muy positivos pues reflejan que la accion
antitumoral de la IMTXA33aS se debe a la accion conjunta de ambos dominios,

separados los cuales no se da esa accién antitumoral.

Ademas teniendo en cuenta lo observado con la IMTXA33aS y la a-sarcina, se

podria decir que parece que en el tratamiento con inmunotoxina no se dan efectos

secundarios no deseados por la posible liberacion del domino toxico libre.

Falta todavia realizar mas estudios, en los que se esta trabajando, con los tejidos
extraidos de los ratones tras el tratamiento. Estos estudios revelaran si la IMTXA33aS
causa algun tipo de dafio secundario no deseado bien a nivel hepatico, en los rifiones,
etc. Desde luego el resultado de estos estudios es de vital importancia para poder seguir

adelante con los estudios in vivo con la IMTXA33aS.

Por ultimo no hay que olvidar que si bien el numero de ratones utilizados en los
ensayos son un numero significativo y que parece dar una idea del efecto de la
IMTXA33aS como tratamiento ante el tumor, no olvidamos que es un numero de ratones
bajo y que estos ensayos son preliminares, haciéndose necesario repetir este ensayo
nuevamente para tener un numero de individuos mayor de modo que el resultado sea

mas significativo.
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Tras los resultados obtenidos y expuestos en la presente Tesis Doctoral v,
teniendo en cuenta los objetivos propuestos al inicio de presente trabajo de

investigacion, podriamos concluir que:

1.- Se dispone de un sistema de expresion adecuado para producir y purificar a
homogeneidad y con un elevado rendimiento, las construcciones
propuestas:scFvA33e inmunotoxinas basadas enla ribotoxinaa-sarcina, la

variante de ribotoxina no citotéxicaHtA3AW, o la RNasa no toxica, RNasaT1,

2.- Las inmunotoxinas purificadas presentan una estructura terciaria funcional
que se mantiene estable tras incubacién a tiempos largos, a temperaturas

fisiologicamente revelantes.

3.- Las inmunotoxinas muestran una correcta funcionalidad de sus dominios,
tanto en su caracterizacion por separado, como conjunta, mostrando una
elevada citotoxicidad in Vitro, con una exquisita especificidad sobre células que

presenten el antigeno GPA33 en su membrana.

4.- El estudio de las rutas intracelulares y del procesamiento intracelular de las
inmunotoxinas nos permitieron comprobar que éstas siguen diversas rutas
intracelulares. Ademas las diferentes construcciones muestran
comportamientos distintos, principalmente la IMTX basada en la a-sarcina que
sigue principalmente una ruta que implica al aparato de Golgi. Las diferentes
caracteristicas en cuanto a la capacidad de interaccionar con membranas, y los
estudios realizados sobre trafficking podrian explicar las diferencias vistas en

cuanto a la citotoxicidad presentada por las inmunotoxinas.

5.- Los estudiosin vivo, si bien son preliminares, muestran un claro efecto
antitumoral de la IMTXA33aS, comprobandose también un efecto dosis-

respuesta, segun la cantidad de proteina usada para el tratamiento.
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Los resultados obtenidos presentados en esta Memoria constituyen un avance
muy significativo en la linea de investigacion comenzada hace ya unos anos, dirigida a
la potencial aplicacion de las ribonucleasas extracelulares microbianas en el disefio de
inmunotoxinas o inmunorribonucleasas antitumorales. ElI conocimiento adquirido en el
grupo de investigacion a lo largo de todos estos afios, ha permitido utilizarlo en la
obtencion de estas inmunotoxinas antitumorales que muestran una elevada
especificidad y eficacia citotoxica, poniendo las bases ademas para su posterior

optimizacion.

La expresion de las inmunotoxinas en la levadura P. pastoris ha resultado optima
para la produccion de las mismas, siendo este sistema ideal para un posterior escalado
a nivel industrial, si fuese necesario, mediante la utilizacion de fermentadores. En este
sentido se han llevado a cabo pruebas preliminares para su expresion en fermentador,
con la idea de optimizar esta expresiéon a un escalado mayor, y mejorar el rendimiento

en la obtencion de inmunotoxina.

La caracterizacion llevada a cabo con las inmunotoxinas purificadas muestra que
éstas ejercen su citotoxicidad especificamente frente a las células diana, que presentan
el antigeno GPA33 en su membrana, exhibiendo una elevada eficacia citotoxica. En
todos los casos, muestran una elevada estabilidad estructural y funcional en sus dos
dominios constituyentes. Ademas, los estudios referentes al procesamiento intracelular
de las inmunotoxinas sugiere que éstas siguen principalmente una via que implica la
entrada mediante endosomas, siendo transportadas a continuacién al aparato de Golgi,

donde probablemente se produce su procesamiento y la liberacion del dominio téxico.

La union de ambos estudios ha abierto multiples aspectos de posible
optimizacién que pueden ser abordados proximamente. Uno de estos puntos implicaria
la utilizacion de un mutante de hirsutelina doble mutante, HtA2AW (Herrero-Galan et al.,
2012) que presenta las mismas caracteristicas que el mutante ya descrito en la presente
Tesis, pero que se produce con un mayor rendimiento. Este mutante seria muy util de
cara a obtener cantidades suficientes de proteina para poder realizar estudios in vivo,
que no han sido abordados hasta la fecha. Es el efecto antitumoral in vivo el que
permitira determinar cual de las construcciones obtenidas es la que presenta la mayor

eficacia antitumoral.
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Por otro lado, los estudios de procesamiento intracelular pueden ser
completados mediante el marcaje de los organulos subcelulares por separado, y
ampliando el intervalo de tiempo estudiado. La captura de imagenes con una mayor
amplitud de tiempos podria darnos una mayor informacién sobre la ruta utilizada por las
inmunotoxinas en el interior celular. En este sentido, se ha tratado de visualizar, hasta
ahora sin éxito, los dos dominios por separado durante el procesamiento intracelular, lo
que permitiria asegurar que éste se ha realizado correctamente. Por ello, seria
sumamente interesante obtener un anticuerpo anti-scFvA33, para poder incubar las
células con inmunotoxina sin marcar durante diferentes tiempos y a continuacion marcar
los diferentes dominios por separado. Eso nos daria una imagen mas real y certera de
donde se encuentra cada dominio y del procesamiento que siguen, y serian otro aspecto
susceptible de optimizacion en la eficacia de las inmunotoxinas. Asi, por ejemplo, la
inclusion de un sitio de reconocimiento de furina en el linker que une ambos dominios
deberia mejorar dicha eficacia, al menos en aquellas inmunotoxinas que
mayoritariamente siguen la ruta endosomas-golgi. En la actualidad ya se han disefiado y
producido las construcciones IMTXA33furaS y IMTXA33furT1, y se esta llevando a cabo

su caracterizacion funcional.

Otro aspecto que puede ser abordado, es la obtencién de otros disefos de
inmunotoxinas que puedan ver implementada su capacidad de penetracion en tumores
solidos. En este sentido, se ha comenzado con los ensayos de biologia molecular
necesarios para obtener las construcciones de dos variantes de inmunotoxina basadas
exclusivamente en dos de los CDRs (cada una) del anticuerpo A33. Estas
construcciones, denominadas feromonicinas, tienen un tamafo de apenas 7 KDa. En un
futuro inmediato se empezaran los estudios para su produccion y caracterizacion, para

determinar su utilidad como potencial dominio marcador.

Por ultimo, pero no por ello menos importante o mas tarde, queda por ahondar
en los estudios de actividad antitumoral in vivo. Los ensayos mostrados en la presente
tesis doctoral son ensayos preliminares. Es necesario profundizar en ellos. En primer
lugar para tener un numero mayor de individuos tratados en cada uno de los grupos
experimentales. En segundo lugar, se podria estudiar la posibilidad de variar la dosis
suministrada, ya que en vista de los resultados obtenidos no se habria alcanzado la
saturacion en el intervalo dosis-respuesta. El futuro analisis de los estudios
anatomopatolégicos valorara si puede aumentarse o no la cantidad de inmunotoxina
suministrada por dosis, pudiendo disminuir asi el nimero de dosis. Por otro lado, puede
variarse la via de administracion, y estudiar cual de ellas es la mas efectiva, si

intraperitoneal, intravenosa o intraperitumoral.
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Si estos ensayos confirmasen el efecto antitumoral de la IMTXA33aS el siguiente
paso seria estudiar su efecto sobre ratones no inmunodeficientes para estudiar la
posible inmunogenicidad de la inmunotoxina. En este sentido se esta trabajando ya en
el disefio para obtener una inmunotoxina que carezca de la extension de histidinas, para

evitar problemas de inmunogenicidad.

Segun todo lo descrito, es mucho el camino que queda por recorrer hasta poder
conocer a ciencia cierta si estas inmunotoxinas podrian ser utilizadas algun dia como
posible tratamiento en el cancer colorrectal. Sin embargo todos los datos que se han ido
obteniendo durante los ultimos afios aportan informacion relevante para su potencial

aplicacion y posterior optimizacion.

En este sentido y para finalizar, quiero recordar el hilo argumental seguido en la
Introduccién de esta Memoria, y que tiene su reflejo en una parte del titulo: “Tras los
pasos de Paul Ehrlich”. En la lucha contra el cancer, el desarrollo de estrategias y
terapias efectivas, el descubrimiento de nuevas drogas, la realizacion de ensayos
clinicos o, por ejemplo, la identificacion de un oncogén o la idea de especificidad de
accion, soélo ha sido posible por el conocimiento adquirido después de muchos afos de
investigacion basica y de hipdtesis, en muchos casos errébneas o imposibles de
interpretar en una época, y que sin embargo supusieron un paso mas en la historia del
cancer. El trabajo realizado en esta Tesis, supone un nuevo paso en esta linea, en
concreto en tratar de hacer realidad o disefiar nuevas “balas magicas”, como las que
imagind Paul Ehrlich. En definitiva, avanzar paso a paso, para no quedarnos atras en el
objetivo final de encontrar terapias y tratamientos cada vez mas efectivos y

personalizados contra el cancer, y particularmente el cancer colorrectal.
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Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas formadas por un dominio marcador que dirige la
accion de un segundo dominio, toxico, para que este ejerza su accion sobre la célula diana.
Estas inmunotoxinas son uno de los maximos exponentes en la busqueda de la bala magica,
concepto acuiiado por Paul Ehrlich que proponia la posibilidad de encontrar una molécula que
actuara de forma especifica sobre una célula diana sin afectar a otros tipos celulares.

Las ribotoxinas son un tipo de RNasas que se caracteriza por su elevada actividad especifica
sobre el ribosoma, al que inactivan con un unico corte especifico, inhibiendo la biosintesis de
proteinas.

La presente Tesis Doctoral se centra en la caracterrizacion estructural y funcional de
inmunotoxinas basadas en ribotoxinas y RNasas microbianas extracelulares, como parte del
dominio toxico. Estas inmunotoxinas dirigidas por los dominios variables (scFv) del anticuerpo
mMADbA33, van dirigidas hacia el antigeno GPA33, presente en el 95% de los tumores de colon y
ausente en otros tejidos.

El presente estudio pretende ahondar en el conocimiento y comprension de los mecanismos
moleculares de estas balas magicas, desde el reconocimiento y union a su antigeno especifico,
hasta su posible utilizacién como terapia antitumoral.
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Abstract: Ribotoxins constitute a family of toxic extracellular fungal RNases that exert a highly specific activity on a
conserved region of the larger molecule of rRNA, known as the sarcin-ricin loop. This cleavage of a single phosphodi-
ester bond inactivates the ribosome and leads to protein synthesis inhibition and cell death. In addition to this ribonu-
cleolytic activity, ribotoxins can cross lipid membranes in the absence of any known protein receptor. This ability is due
to their capacity to interact with acid phospholipid-containing membranes. Both activities together explain their cytotoxic
character, being rather specific when assayed against some transformed cell lines. The determination of high-resolution
structures of some ribotoxins, the characterization of a large number of mutants, and the use of lipid model vesicles and
transformed cell lines have been the tools used for the study of their mechanism of action at the molecular level. The pre-
sent knowledge suggests that wild-type ribotoxins or some modified variants might be used in human therapies. Produc-
tion of hypoallergenic mutants and immunotoxins designed against specific tumors stand out as feasible alternatives to

treat some human pathology in the mid-term future.

Keywords: Asp f 1; fungal allergy; immunotoxin; restrictocin; RNase; a-sarcin.

INTRODUCTION

Ribotoxins are a family of toxic extracellular fungal
RNases that exert a highly specific ribonucleolytic activity
on the larger molecule of rRNA of the ribosome leading to
protein synthesis inhibition and cell death by apoptosis [1-4].
They were discovered during a screening program of the
Michigan Department of Health searching for antibiotics and
antitumoral agents. The culture filtrates of a mould identified
as Aspergillus giganteus MDH18894 contained a substance
inhibitory to sarcoma and carcinoma induced in mice [5].
The molecule responsible for these effects was proved to be
a protein, named o-sarcin, that still today is the best known
ribotoxin (Fig. 1A) [6]. Unfortunately, the rather unspecific
cytotoxicity of these proteins when administered to animals
harboring different tumors limited their potential clinical use
[71.

a-Sarcin, restrictocin, and Asp f1 are the most exhaus-
tively characterized ribotoxins [1-4,8-10], but many others
have been identified and partially characterized in different
fungal species [11-16], including the insecticidal protein
hirsutellin A (HtA) produced by the invertebrate fungal
pathogen Hirsutella thompsonii [15,17,18]. All ribotoxins
show a high degree of amino acid sequence identity (above
85%) with precisely the only exception of HtA that displays
only about 25% sequence identity with the previously known
family members [15,18].
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Ribotoxins are not the only extracellular RNases produced
by fungi. For example, a mould so common as Aspergillus
oryzae, that is used in the production of various comestible
foods, is also the producer of RNase T1 [19], probably one
of the most exhaustively characterized proteins. RNase T1 is
therefore the best known member of the family of fungal
extracellular RNases [20,21], a group that obviously includes
ribotoxins. All of them also show a high degree of sequence
[15,16,22,23] and structural similarity [24-29] but, apart
from ribotoxins, none of these other fungal RNases has been
reported to show cytotoxic activity.

In addition to RNase T1, RNase U2 from Ustilago
sphaerogena also deserves to be mentioned because it is the
non-toxic fungal extracellular RNase most closely related to
ribotoxins of from a phylogenetic point of view [3,15,16,-
23,30]. RNase U2 is a small and highly acidic protein [31]
that shows a strong preference for 3’-linked purine nucleo-
tide phosphodiester bonds [32,33], specificity that is rather
unusual within the group of microbial RNases. The observa-
tion that ribotoxins are larger basic proteins, containing
longer and charged loops that are not present in the non-
cytotoxic fungal RNases, suggested that these loops are di-
rectly related to their cytotoxic properties [30]. It would ap-
pear that an RNase T1-like protein would have acquired ri-
bosome specificity by the insertion of short recognition do-
mains that would target it to cleave more specific substrates.
This hypothesis has become even more appealing after the
recent biochemical characterization of HtA [18], a much
smaller ribotoxin presumably with shorter loops.

In summary, all the features outlined above suggest that
the study of the evolution and the mechanism of action of
ribotoxins is of particular interest, as they appear to be natu-
rally engineered targeted toxins evolved from the other mi-

© 2008 Bentham Science Publishers Ltd.
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crobial nontoxic RNases to enter cells and specifically inac-
tivate the ribosomes [34,35]. Identification of the structural
features that have allowed these proteins to become such
efficient natural killers would be a major step towards their
utilization, native or modified, as weapons against different
human pathologies.

RIBONUCLEOLYTIC ACTIVITY

Ribotoxins inhibit protein biosynthesis in ribosomal
preparations by specifically cleaving a single phosphodiester
bond of the large rRNA fragment [36,37]. This bond is also
the specific target of the plant family of N-glycosidases
known as ribosome-inactivating proteins (RIP) [38,39] best
represented by ricin, the toxin found in the seeds from the
castor bean plant, Ricinus communis. This region, known as
the sarcin-ricin loop or SRL (Fig. 2) is unique and it is lo-
cated at an evolutionarily conserved site with important roles
in ribosome function [40].

Ribotoxins behave as highly specific RNases when as-
sayed against cell-free intact ribosomes, retaining this speci-
ficity when assayed against naked rRNA containing the SRL
sequence. However, they can also produce extensive non-
specific digestion of almost any RNA when used at higher
concentrations [9,41]. Ribotoxins follow the same general
acid—-base type endonucleolytic reaction scheme as the other
members of the RNase T1 family [2,3,42,43]. First, there is a
transphosphorylation reaction to form a 2°,3’-cyclic phos-
phate intermediate. Second, this intermediate is hydrolyzed
to the corresponding 3’-phosphate. The appearance of this
cyclic intermediate, common to all proteins of the RNase T1
family so far studied is implicit in the denomination of all
these enzymes as cyclizing RNases [43]. However, the cata-
lytic efficiency of RNases T1 and U2 against naked RNA,
homopolynucleotides, or dinucleotides is several orders of
magnitude higher. On the other hand, ribotoxins cleave and
consequently inactivate the ribosome with a second order
rate constant that matches the catalytic efficiency of the fast-
est known enzymes [44].

In the case of a-sarcin, during the first step of the reac-
tion, Glu-96 acts as a general base and His-137 as a general
acid. The hydrolysis of the cyclic derivative is then catalyzed
by the same groups, but their roles are reversed [43,45]. In
fact, this Glu/His combination is the most common pair of
catalytic residues found in microbial RNases [20]. Another
conserved residue, His-50, is required to assist the electro-
static stabilization of the transition state [45]. Mutational
studies have also revealed that three other active site resi-
dues, Tyr4d8, Argl21, and Leul45, although not essential,
appear to be determinants of the ribotoxin activity of a-
sarcin [46-48]. Studies on the crystal structures of complexes
of restrictocin with inhibitors led to the proposal that these
ribotoxins may use base flipping to enable cleavage at the
correct site of the SRL substrates [49]. All studies so far
suggest that these three residues would enable the base flip-
ping performed by His50/Glu96/His137 that permits cleav-
age of the unique phosphodiester bond at the SRL [49].

INTERACTION WITH PHOSPHOLIPIDS

In addition to their ribonucleolytic activity, ribotoxins
cross lipid membranes in the absence of any known protein
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receptor [1,3,50]. Thus, although any ribosome could be po-
tentially inactivated by these proteins, due to the universal
conservativeness of the SRL, they are especially active on
transformed or virus-infected cells [5,51,52]. This observa-
tion has been explained in terms of an altered permeability of
their target cells combined with the ability of ribotoxins to
interact with acid phospholipid-containing membranes
[3,4,52-54]. Indeed, this ability seems to be related to the
antitumoral character that led to their discovery [5,55].

In this regard, the use of lipid model systems proved that
a-sarcin specifically interacts with negatively charged phos-
pholipid vesicles at neutral or slightly acidic pH, resulting in
protein—lipid complexes that can be isolated by centrifuga-
tion in a sucrose gradient [53]. Binding experiments revealed
a strong ribotoxin—lipid vesicle interaction that caused vesi-
cle aggregation, followed by their fusion into much larger
lipidic structures [53]. Indeed, the peptide bonds of the pro-
tein were protected against trypsin hydrolysis upon binding
to these vesicles [53,55], despite the high number of basic
residues present along its sequence [23]. Altogether, all these
results proved how o-sarcin, a water-soluble and hydrophilic
protein, can interact with phospholipid bilayers through a
combination of electrostatic and hydrophobic forces [56]. In
good agreement with this scenario, the innate ability of a-
sarcin to translocate across a phospholipid membrane in the
absence of any other protein has also been demonstrated
[50].

The current working hypothesis sustains that a higher
content of negatively charged phospholipids in transformed
cell membranes [53,54,57-60] would explain the favored
toxicity of these proteins against tumors. Unfortunately,
there is no direct evidence yet that this abundance of acidic
phospholipids is the main explanation for the antitumoral
activity of a-sarcin.

STRUCTURAL FEATURES

As mentioned above, ribotoxins show a high degree of
identity in their approximately 150 amino acid sequence [14-
16,23,61-64], including the conservation of their two disul-
fide bridges [3,30]. This observation includes HtA [15,18],
although this protein is 20 residues shorter than most of the
other known ribotoxins. Sequence differences are mainly
concentrated at the loops of the ribotoxins suggesting that
these differences are responsible for the minor differences
observed among their activities [15].

This similarity is also evident between the two ribotoxins
whose three-dimensional structure has been solved, restric-
tocin [26,49] and a-sarcin [29,65-67]. Both proteins folds
into a common o + B structure with a central five-stranded
antiparallel B-sheet and an o-helix of almost three turns.
Residues 1-26 are especially interesting because they form a
long B-hairpin that can be considered as two consecutive
minor B-hairpins connected by a hinge region (Fig. 1A). The
distal region of this p-hairpin has been deleted, obtaining the
A(7-22) variant of a-sarcin [68], a mutant retaining the same
conformation as the wild-type protein (Fig. 1B) [69]. Further
support for the importance of this N-terminal extension was
obtained by docking and enzymatic studies which revealed
that this B-hairpin most probably establishes interactions
with specific ribosomal proteins in order to direct the ri-



Therapeutic Uses of Ribotoxins

Current Pharmaceutical Biotechnology, 2008, Vol. 9, No. 3 155

Fig. (1) Three-dimensional structures of (A) wild-type (PDB ID 1DE3) and (B) A(7-22) (PDB ID 1R4Y) a-sarcins [29,69]. The diagrams

were generated with the VMD program [140].

botoxin to the SRL [67, 68]. This prediction would also ex-
plain the highly diminished cytotoxic properties observed for
the deleted variant [68].

Even though a-sarcin and restrictocin show almost iden-
tical structures, some small but nevertheless significant func-

A4324 (2660)
G4325 (2661)

Fig. (2) Diagram showing the structure of the SRL (PDB ID 430d)
[141]. Numbers correspond to rat or Escherichia coli (in brackets)
nucleotide positions within the 28S (23S) rRNA gene. The bond
cleaved by ribotoxins is that on the 3’-side of G4325 (2661). Ricin
depurinates A4324 (2660). Both nucleotides have been represented
in a darker gray tone. The bulged G is G4319 (2655). The diagram
was generated with the VMD program [140].

tional and structural differences are evident. These differ-
ences concern the long non-structured loops and especially
the N-terminal B-hairpin, a region of high mobility [26,65].
Interestingly, these aperiodic loops show a well defined con-
formation despite their exposed character and their lack of
repetitive secondary structure [65].

Ribotoxins share their structural core with the non-toxic
RNases of the RNase T1 family, in good agreement with
their sequence similarities. Both RNase T1 and RNase U2
display identical regular secondary structure elements to
ribotoxins despite their different amino acid sequence
lengths. The geometric arrangement of the residues involved
in the active site is also shared by both families of RNases.
In fact, all fungal extracellular RNases whose three-
dimensional structure is known exhibit quite different enzy-
matic specificities, but all of them share this common struc-
tural fold concerning the architecture and connectivity of the
secondary structure elements [3,26,28,29]. The most signifi-
cant structural differences among them are, again, related to
both the presence of the longer N-terminal B-hairpin in ri-
botoxins and the different length and charge of their aperi-
odic loops.

In addition to the deletion mutant mentioned above,
many more a-sarcin mutants have been isolated and charac-
terized. These mutational studies have revealed the involve-
ment of several residues, which are conserved among the
different microbial extracellular RNases, in catalysis. Thus,
it is well known that His137 and GIu96 are the only residues
that are essential for the cleavage reaction performed by a-
sarcin [35,45,70-75], whereas His-50, Tyr-48, Arg-121, and
Leu-145 mostly contribute to the stabilization of the transi-
tion state [45-48], as stated above. Most of these residues are
located in the central B-sheet and their side-chains point to-
wards the concave face of the protein structure where the
substrate is supposed to dock [29].

With regard to the protein regions involved in the interac-
tion with membranes, the use of water-soluble synthetic pep-
tides and mutant variants of a-sarcin within the main pB-sheet
of this protein suggested that this region (residues 116-139)
would be directly involved in this interaction [76-78]. Inter-
estingly, this sheet has also been predicted to be one of the
few apolar regions of the protein [30,76]. The study of the
mentioned mutants suggested that it would be located within
the hydrophobic core of the phospholipid bilayer once the
protein-lipid complexes were formed [46,78]. Within this
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same idea, mutants affecting a-sarcin active site residue
Argl21 (R121K and R121Q), showed that the loss of the
positive charge at that position produced a dramatic impair-
ment of the protein’s ability to interact with phospholipid
membranes [46]. Other than this hydrophobic core, muta-
tions affecting single residues located at the N-terminal -
hairpin of a-sarcin and the A(7-22) variant suggested that
this protein portion would also be another region involved in
the interaction with cell membranes, as they display a differ-
ent pattern of interaction with lipid vesicles [68,79]. Finally,
loop 2 has been proposed by several authors [26,29,30,72] to
be also one of the protein regions involved in the interaction
with lipids but this possibility has not been directly studied
yet.

CYTOXICITY AGAINST INTACT CELLS

a-Sarcin is able to inactivate the ribosomes of a great
variety of organisms in cell-free systems [4,35], but it dis-
plays marked selectivity when intact cells are used as targets.
This specificity seems to be determined by its ability to
penetrate cells, as explained above. Thus, a-sarcin is espe-
cially active against transformed or virus-infected mammal-
ian cells in the absence of any other permeabilizing agent
[51,52,80-83]. This effect is saturable and consistent with
passage across the cell membrane as the rate-limiting step.
However, no membrane damage or mitochondrial activity
alterations are detected [82]. These experiments confirmed
that a-sarcin exhibits an intrinsic and rather specific cyto-
toxic character when assayed against some transformed cell
lines, most probably due to the presence of acidic phosphol-
ipids on the outer leaflet of the membrane [53,54,57,58].
Consequently, all a-sarcin mutants studied that displayed an
altered phospholipid interaction ability, such as that one af-
fecting the positive charge of the active site residues Arg-
121 (R121Q) [46] or, again, the A(7-22) deletion mutant
[68], showed diminished cytotoxic effects on human rhab-
domyosarcoma cells [68,79]. Obviously, mutation of the
catalytically essential His-137 (H137Q) rendered a non-
cytotoxic variant too [52].

THE A. FUMIGATUS ALLERGEN ASP F 1

Fungi represent one of the principal sources of allergens.
Invasive infection is usually fatal unless treated early, and
even then, antifungal therapy is often unsuccessful. The inci-
dence of fungal infections has indeed risen lately, owing to
the increase in the number of immunocompromised patients
[84]. Furthermore, a link between fungal allergy and severe
asthma is accepted, although still poorly understood [85,86].
Aspergillus fumigatus is an opportunistic human pathogen
and one of the most common sources of allergy and asthma
in humans [87,88]. This fungus is also the producer of
Asp f 1, a ribotoxin and one of its most important allergens
[8,64]. Asp f 1, for example, has been found in the urine of
patients with disseminated aspergillosis [8,64,89], although
it has also been proven that it is not a major virulence factor
in A. fumigatus infections [90-92]. However, this protein is
clearly involved in the pathogenicity of allergic bron-
chopulmonary aspergillosis (ABPA), the most severe form
of allergic inhalant diseases, as these patients show high lev-
els of Asp f 1-specific IgE [10,93].
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Extracts of A. fumigatus are frequently used to diagnose
allergic reactions, but they are highly complex mixtures very
difficult to standardize [94]. Attempts to improve diagnosis
are focusing on the use of homogeneous standard prepara-
tions of recombinantly produced allergens [95,96]. Unfortu-
nately, recombinant native Asp f 1 is not devoid of cytotoxic
activity, and indeed it can trigger anaphylaxis. Taking into
account that the ribotoxin-characteristic N-terminal p-hairpin
shows high amino acid sequence variability [3,15,16] and
that it is highly flexible and exposed [29,69], it was consid-
ered as a major determinant of the immunoreactivity of these
proteins [10]. This hypothesis was confirmed through the
production and characterization of Aspf1, a-sarcin, and
their corresponding A(7-22) variants [10,68]. The two de-
leted proteins studied showed marked decreases in their reac-
tivity to Asp f 1-IgE antibodies, suggesting that this N-
terminal B-hairpin was involved in at least one allergenic
epitope [10]. In addition, these experiments reinforced the
significant prevalence of Asp f 1-specific IgE antibodies in
sera from ABPA patients sensitized to A. fumigatus
[2,10,96,97] a prevalence that was also observed for the
Asp f 1 variants studied that, even more importantly, also
retained most of the 1gG epitopes [10].

The amount of data accumulated with these noncytotoxic
deletion variants of Asp f1 seems to favor their use in im-
munomodulating therapies for Aspergillus hypersensitivity
and diagnosis, although in vivo assays are still required to
assess this possibility. Within this idea, it must be remarked
how these potentially hypoallergenic ribotoxin molecules
have been recently cloned and produced in Lactococcus lac-
tis [98], a microorganism ‘generally regarded as safe’
(GRAS). This GRAS status of L. lactis, altogether with the
fact that the hypoallergenic variants of Asp f 1 are secreted
by the engineered bacteria, confers this system with the fea-
tures required to try immunotherapeutic protocols for
Asp f 1-related allergic diseases. The feasibility of this ap-
proach will be next tested in animal models in our laboratory
after the recent optimization of an allergic murine model
sensitized against this allergen (E.A.-G., E. Batanero, R.
Garcia-Fernandez, M.Villalba, R. Rodriguez, J.G.G. and
A.M.P., unpublished data).

RIBOTOXINS AS PART OF IMMUNOTOXINS

Immunotoxins are therapeutic agents with a high degree
of specificity, composed of targeting moieties, such as
antibodies or physiologically important ligands, linked to
toxic proteins [99-101]. The design of this type of molecules
is helping to close the gap required to achieve one of the
oldest goals of antitumoral therapy, proposed by Ehrlich as
early as 1906, of targeting cancer cells with a ‘magic bullet’
consisting of a tissue-specific carrier that would deliver toxic
agents to neoplastic tissue [102]. Initially, immunotoxins
were prepared by conjugating toxins to monoclonal
antibodies, using the whole antibody molecule as targeting
moiety [103]. However, it was soon realized that smaller
sizes would allow higher index of penetration within solid
tumors, easier clearance from blood vessels, and easier
manipulation procedures. Within this idea, new approaches
have been optimized with the advent of the late extraordinary
biotechnological development, including the production of
recombinant immunotoxins in different model organisms
such as bacteria, yeast, or even insect cells (N.C.-S., A.M.P.,



Therapeutic Uses of Ribotoxins

yeast, or even insect cells (N.C.-S., AM.P.,, M.O., J.G.G.
and J.L., unpublished data). This type of molecules is con-
sidered as a second generation of immunotoxins that contain
only the antibody variable domains stabilized by a flexible
peptide (scFv) or a disulfide bridge (dsFv) (Fig. 3)
[104,105].

Regarding the toxic moiety, the most representative tox-
ins employed have been ricin from plants [106-110] and
Pseudomonas exotoxin A or diphtheria toxin from bacteria
[111-116]. However, although not so frequently employed,
ribotoxins have several advantages for their use in the design
of immunotoxins; namely, their small size, high thermosta-
bility, poor immunogenicity, resistance to proteases, and
their highly efficient ability to inactivate ribosomes
[3,4,117]. In fact, different ribotoxins have been used as
components of immunotoxins [117-125]. The first ribotoxin-
based immunotoxins were constructed by chemical conjuga-
tion with mitogillin [122], restrictocin [117-119], or a-sarcin
[121]. Some years later second-generation versions were also
produced by fusing restrictocin cDNA with that encoding the
scFv region of a monoclonal antibody directed against the
human transferrin receptor, joined by a linear flexible pep-
tide to promote the independent folding of the two immuno-
toxin moieties. These constructs were further engineered to
enhance the intracellular processing and delivery of the ri-
botoxin [126]. Unfortunately, none of these ribotoxin-based
immunotoxins has been yet studied beyond a preliminary
characterization, most probably due to their large size, which
could hinder their correct internalization into solid tumors, or
to the low structural stability of the immunoconjugates pre-
pared.

Much more recently, a new ribotoxin-based immunotoxin
approach aimed at solving these problems has been devel-
oped. Within this idea, a single-chain immunotoxin com-
posed of the variable domains of the B5 monoclonal anti-
body bound to a-sarcin through a peptide containing a furin
cleavage site (scFv-IMTXaS) (Fig. 3) has been efficiently

MAb
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(150 kDa)
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Immunotoxin
(Fv)-Ribotoxin

(30 kDa)
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produced in the methylotrophic yeast Pichia pastoris (N.C.-
S., AM.P, M.O., J.G.G. and J.L., unpublished data). The B5
Lewis” monoclonal antibody, a member of the Nemod anti-
body family, is specific against Lewis” carbohydrates. These
tumor-associated antigens are overexpressed on the surface
of many carcinomas, including breast and colon solid tumors
[127]. Various members of this family of antibodies have
already been used as targeting moieties in many different
immunotoxins [127-134] and at least three of them have
been tested in phase | trials in patients with cancer yielding
promising favorable results [130,135].

P. pastoris has emerged as a convenient robust heterolo-
gous expression host for immunotoxin production due to its
efficient secretory system and its ability to express complex
recombinant proteins with correct intra and intermolecular
disulfide bonds. The constructs expressed in this system usu-
ally produce proteins that do not require additional in vitro
unfolding and refolding steps, unlike most of the immuno-
toxins heterologously expressed in bacteria [136-138]. In-
deed, P. pastoris possesses tightly regulated promoters such
as that of the alcohol oxidase 1 gene (AOX1), which is per-
fectly suited for the controlled expression of foreign genes
[139]. This explains why P. pastoris was the microorganism
chosen to produce recombinant scFv-IMTXaS. The immu-
notoxin produced with this system displays the characteristic
ribonucleolytic activity of a-sarcin as well as specific cyto-
toxicity against cell lines containing the Lewis’ antigen
(N.C.-S., AM.P, M.O., J.G.G. and J.L., unpublished data).
Binding assays performed with different cellular extracts,
with a commercial version of the Lewis” antigen, or with a
synthetic peptide with such a structure that mimics the anti-
gen behavior, have confirmed the high specific affinity con-
ferred to the immunotoxin by its targeting moiety. With the
aim to obtain a more cytotoxic immunotoxin, different ap-
proaches and designs have been assayed in order to improve
toxin delivery into the cytosol of the targeted cells or to in-
crease the stability and/or affinity of the immunotoxin (N.C.-

Disulfide-linked
Single-chain
Immunotoxin

(dsFv)-Ribotoxin

!ﬂo
Small-antibody

Immunotoxin
(saFv)-Ribotoxin

(~3 kDa)

Fig. (3) Scheme showing the different immunotoxin designs constructed using modified versions of the B5 Lewis' monoclonal antibody and
the ribotoxin a-sarcin. CDR, complementary determining regions; Vy, variable domain of high chain; V|, variable domain of light chain; S-

S, disulfide bridge; FR2, framework region 2.
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S., AMP., M.O., J.G.G. and J.L., unpublished data). The
immunoribotoxins constructed by these means appear to be
potential good candidates to be studied in the field of cancer
therapies.

CONCLUSIONS AND FUTURE PROSPECTS

Ribotoxins are unique RNases displaying an exquisite
specific ribonucleolytic action as well as an innate ability to
cross membranes. Both activities altogether explain the anti-
tumoral properties that led to their discovery. The initial de-
ception produced by the abandonment of their use as poten-
tial anticancerous agents in human therapies has been slowly
overcome through the detailed study of their mechanism of
action at the molecular level for many years [1-4,9,34]. In
this regard, the determination of several high-resolution ribo-
somal structures, the characterization of a great variety of
mutants, and the use of different lipid model vesicles and
transformed cell lines have been of great help. Thus, the cur-
rent knowledge about their mechanism of action suggests
that these ribotoxins, or probably some of their modified
variants, might be used soon with therapeutic aims. Within
this idea, the production of hypoallergenic variants to treat
fungal allergies and different immunotoxins designed against
specific tumors stand out as the most feasible alternatives in
the mid-term future.
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ABBREVIATIONS

ABPA = Allergic bronchopulmonary aspergillosis
AOX1 =  Alcohol oxidase 1 gene

CDR =  Complementary determining regions
dsFV =  Disulfide bridged FV

FR2 =  Framework region 2

FV =  Antibody variable domains

HtA = Hirsutellin A

RIP =  Ribosome-inactivating protein
RNase =  Ribonuclease

SCFV = Single chain FV

SRL =  Sarcin-ricin loop
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A single-chain fusion protein that directed the cytolytic
activity of a-sarcin to A33 tumor antigen expressing cells
was constructed and shown to effectively kill targeted
cells. Glycoprotein A33 (GPA33) is a well-known colon
cancer marker and a humanized antibody against it was
used to target the a-sarcin. The fungal ribotoxin a-sarcin
is one of the most potent and specific toxins known. It is
small, protease resistant, thermostable and highly effi-
cient towards the inactivation of ribosomes. This work
describes the production and characterization of an
immunotoxin resulting from fusing the single-chain vari-
able fragment (scFv) of the monoclonal antibody that
targets GPA33 to fungal «-sarcin. This chimeric protein
(scFvA33asarcin), produced in Pichia pastoris and puri-
fied in high yield was proven to be properly folded,
active, specific and stable. It showed high specific toxicity
against GPA33-positive tumoral cell lines providing scien-
tific evidence to sustain that scFvA33asarcin is a good
immunotherapeutic candidate against GPA33-positive
colon carcinomas.

Keywords: colon cancer/GPA33/immunotoxin/ribonuclease/
a-sarcin

Introduction

Immunotoxins are highly specific therapeutic agents that
hold promise as antitumoral agents (Pastan et al., 2007;
Dougan and Dranoff, 2009; Holzman, 2009; Kreitman,
2009). They are usually chimeric molecules composed of a
specific antibody fragment, responsible for targeting, linked
to a toxin moiety which promotes cellular death (Brinkmann
and Pastan, 1994; Reiter and Pastan, 1998; Kreitman, 2001).
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Initially, immunotoxins were prepared by conjugating toxic
proteins to monoclonal antibodies, using the whole antibody
molecule for targeting (Kreitman, 2000). As smaller molecu-
lar weight immunotoxins penetrate solid tumours better, new
strategies use only the antibody variable domains, stabilized
by a flexible peptide (single-chain variable fragment, scFv),
a disulfide bridge (dsFv) or both (scdsFv) (Brinkmann, 2000;
Kreitman, 2003; Li et al., 2004; Carreras-Sangra et al.,
2008).

In this regard, glycoprotein A33 (GPA33) is an extensively
studied membrane antigen (Catimel et al., 1996; Heath et al.,
1997) which is overexpressed in 95% of the known primary
and metastatic colorectal cancers while it is almost absent
from any other tissue, tumoral or not. In addition, this
antigen is persistently expressed at the cell membrane
(Ackerman et al., 2008) and shows a high degree of internal-
ization after the formation of antigen—antibody complexes.
Therefore, GPA33 represents an ideal target for immunotox-
ins aimed against colon cancer cells (Scott et al., 2005).
Within this idea, a humanized monoclonal antibody designed
against GPA33 was prepared and characterized, showing all
the features required to be incorporated into such an immu-
notoxin (Ritter et al., 2001; Scott et al., 2005). As an add-
itional advantage to develop such immunoconjugate, a
system to produce large amounts of its fully functional scFv
(scFvA33) in the yeast Pichia pastoris has been also
described (Damasceno et al., 2004, 2009).

Regarding the toxic moiety, the most representative toxins
so far employed have been ricin from plants (Pastan et al.,
1992; Ghetie et al., 1993; Engert et al., 1997; O’Toole et al.,
1998; Schnell et al., 1998) and Pseudomonas exotoxin A or
diphtheria toxin from bacteria (Carroll and Collier, 1987,
Kondo et al., 1988; Kreitman et al., 1990, 1993; Foss et al.,
1998; LeMaistre et al., 1998). Although not so frequently
employed, immunotoxins containing fungal ribotoxins have
also been described (Orlandi et al., 1988; Conde et al., 1989;
Hertler and Frankel, 1989; Wawrzynczak et al., 1991; Better
et al., 1992; Rathore and Batra, 1996, 1997a,b; Rathore et al.,
1997; Goyal and Batra, 2000). These ribotoxins constitute a
family of cytotoxic-secreted fungal RNases, best represented
by a-sarcin (Olson et al., 1965; Gasset et al., 1989, 1990,
1994; Onaderra et al., 1993; Lacadena et al., 2007). They
cleave a single phosphodiester bond of the larger molecule
of rRNA. A unique bond because it appears at a universally
conserved site, known as the sarcin/ricin loop (SRL), with
important roles in ribosomal function (Schindler and Davies,
1977, Endo and Wool, 1982; Endo et al., 1983;
Garcia-Ortega et al., 2010). Cleavage of this SRL results in
ribosome inactivation leading to protein biosynthesis inhib-
ition and cell death by apoptosis (Gasset et al., 1994; Kao
et al., 2001; Martinez-Ruiz et al., 2001; Olmo et al., 2001;
Lacadena et al., 2007; Garcia-Ortega et al., 2010). The cata-
lytic mechanism of a-sarcin ribonucleolytic action has been
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also studied in detail (Lacadena et al., 1995, 1998, 1999;
Masip et al., 2000, 2003; Siemer et al., 2004; Alvarez-Garcia
et al., 20006).

Ribotoxins have several advantages for their use in the
construction of immunotoxins, namely, their small size, high
thermostability, poor immunogenicity, resistance to proteases
and their highly efficient ability to inactivate ribosomes
(Rathore and Batra, 1996; Goyal and Batra, 2000;
Martinez-Ruiz et al., 2001; Lacadena er al., 2007). It is
accepted that only one molecule is needed to kill a cell
(Lamy et al., 1992). As stated above, different ribotoxins have
also been used before as components of immunotoxins
(Orlandi et al., 1988; Conde et al., 1989; Hertler and Frankel,
1989; Wawrzynczak et al., 1991; Better et al., 1992; Rathore
and Batra, 1996, 1997a,b; Rathore et al., 1997; Goyal and
Batra, 2000). Unfortunately, none of the ribotoxin-based
immunotoxins was studied beyond a preliminary characteriza-
tion, most probably due to their large size, which could
hinder their correct internalization into solid tumours, or to
the low structural stability of the immunoconjugates prepared.

Colon cancer is among the most deadly ones with a sig-
nificant worldwide incidence (Center et al., 2009).
Immunotherapy is becoming relatively successful for its
treatment (Welt et al., 2003; Chong et al., 2005; Scott et al.,
2005), with three monoclonal antibodies already approved
for clinical use (Enever et al., 2009) but its late diagnosis
and metastasis progression makes the development of more
efficient drugs necessary. Here, we describe the production,
isolation and characterization of a new, much smaller,
ribotoxin-based single-chain immunotoxin directed against
human colon cancer cells by the fusion of scFvA33 and
a-sarcin (scFvA33asarcin). The results herein presented in
terms of its structural and functional characterization using
different cell lines reveal promising perspectives for future
applications.

Materials and methods

Plasmid construction

Plasmids containing the cDNA sequences coding for a-sarcin
(Lacadena et al., 1994) and scFvA33 (Damasceno et al.,
2004) were obtained before. Both cDNA sequences were con-
veniently amplified by PCR using these plasmids as tem-
plates, and the necessary primers containing flanking
restriction sites for Eco RI, Not I and Sal I to facilitate vector
cloning. The final scFvA33asarcin construct, corresponding
to the scFvA33, bound to the N-terminus of a-sarcin, through
a three amino acid linker, was cloned into the plasmid
pPICZaA (Invitrogen) for extracellular protein production in
the yeast P. pastoris (Fig. 1). The linker amino acid sequence
(Gly-Gly-Arg) was designed to provide flexibility and struc-
tural independence in order to allow the correct folding of
both scFv and a-sarcin proteins. A 6xHis tag was included at
the C-terminus of the construct to facilitate its purification.
The resulting plasmid (pPICZaAscFvA33asarcin) was
sequenced, confirming that the desired sequence was present,
and propagated in Escherichia coli DH5aF’ cells.

Protein production
Electrocompetent P. pastoris KM71 cells were electroporated
with 10 pg of linear plasmid pPICZaAscFvA33asarcin, as
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Fig. 1. Diagram showing the plasmid pPICZaAscFvA33asarcin employed
to produce scFvA33asarcin in Pichia pastoris KM71 cells. Restriction
enzyme sites used are shown: Eco RI, Not I and Sal I were needed to insert
the corresponding cDNA, Pme I was used to linearize the plasmid for
electroporation. The 6xHistag was present in the original plasmid at the 3’
site of the multicloning site. ZeoR, zeocin resistance gene. 5’AOX1 is a
fragment containing the AOX1 promoter that allows methanol-inducible,
high-level expression in P. pastoris. a-Factor signal sequence allows for
efficient secretion of the protein. AOX TT is the native transcription
termination and polyadenylation signal from AOXI1 gene that permits
efficient 3’ mRNA processing, including polyadenylation, for increased
mRNA stability.

previously described (Martinez-Ruiz et al., 1998;
Lopez-Garcia et al., 2010), using a Bio-Rad Gene pulser ap-
paratus. Cells harbouring the desired construct were selected
after plating the transformation mixture on yeast peptone
dextrose sorbitol media containing different amounts (100—
750 pg/ml) of the antibiotic zeocin. Five independent clones
were tested by small scale production to identify the best
protein producing colony. With this purpose, they were
grown at 30°C for 16 h in 5 ml of yeast peptone dextrose
media containing 750 pg/ml zeocin, and transferred to
100 ml of buffered media with glycerol for yeast (BMGY)
for incubation at 30°C for an additional 16 h. The cells were
then harvested by centrifugation and protein production was
induced by resuspension in 20 ml of buffered media with
methanol for yeast (BMMY). These cultures in BMMY were
incubated for 120 h more at 25°C with vigorous shaking
(220 rpm). In order to maintain a stable induction, methanol
was repeatedly added every 24 h to a final concentration of
0.5% (v/v). Protein production secreted in the extracellular
media over time was analyzed by 0.1% (w/v) sodium
dodecyl sulfate (SDS)-15% (w/v) polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE) and western blotting. A rabbit anti-a-sarcin
serum was used for specific detection of the ribotoxin
moiety. The colony producing the highest amount of
scFvA33asarcin was selected for larger scale production of
the protein and also for long-term storage in glycerol at
—80°C. Large-scale production of scFvA33asarcin was per-
formed by inoculating 2-1 baffled flasks containing 350 ml of
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BMGY with 25 ml of preinoculum and incubating them
overnight at 30°C and 220 rpm. The cells were again har-
vested by centrifugation at room temperature, resuspended in
250 ml of BMMY, and incubated at 25°C, 250 rpm shaking,
for 72 h, supplementing with methanol every 24 h. Finally,
the extracellular media was separated by centrifugation and
dialyzed against buffer A (50 mM sodium phosphate buffer,
containing 0.1 M NaCl, pH 7.5).

Protein purification

The scFvA33asarcin fusion protein was purified from the
dialyzed extracellular medium using a Ni*'-NTA agarose
column (HisTrap™ FF Columns, GE Healthcare). The
medium was applied to the column at 1 ml/min using a peri-
staltic pump. After washing with buffer A, and with the
same buffer but containing 25 mM imidazole, the
scFvA33asarcin was eluted with 250 mM imidazole (Fig. 2).
Fractions containing the purified protein were pooled and
applied to a PD-10 (GE Healthcare) column equilibrated in
buffer A to remove the imidazole. When necessary,
scFvA33asarcin was concentrated by ultrafiltration through
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter (Millipore) devices.

Biophysical characterization

Structural characterization was performed as previously
described (Gasset et al., 1991; Lacadena et al., 1999;
Garcia-Ortega et al., 2002; Herrero-Galan et al., 2008). In
brief, amino acid analyses after acid hydrolysis of the pro-
teins were performed on a Biochrom 20 (Pharmacia) auto-
matic analyzer. The results were in agreement with those
expected from translating the cloned cDNA into the corre-
sponding amino acid sequence. Absorbance measurements
were carried out on a Uvikon 930 spectrophotometer
(Kontron Instruments). Far-UV circular dichroism (CD)
spectra were obtained on a Jasco 715 spectropolarimeter at
50 nm/min scanning speed. Cells of 0.1-cm optical path were
employed. At least four spectra were averaged to obtain the
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final data. Analysis of protein stability by differential scan-
ning calorimetry (DSC) was performed on a MicroCal
VP-DSC at 0.5°C/min scanning speed.

Ribonucleolytic activity assays

The highly specific ribonucleolytic activity of a-sarcin was
followed as described before (Kao et al., 2001;
Martinez-Ruiz et al., 2001) by detecting the release of a
characteristic 400 nt rRNA, known as «-fragment, using
ribosomes from a rabbit cell-free reticulocyte lysate as sub-
strate. With this purpose, the lysate was first diluted 3-fold
with 40 mM Tris—HCI, pH 7.5, containing 40 mM KCI and
10 mM EDTA. Then, 50-pul aliquots of this dilution (contain-
ing 5—6 pmol of ribosomes approximately) were incubated
for 15 min at room temperature with different concentrations
of the test proteins. The reaction was stopped by addition of
250 pl of 50 mM Tris—HCI, pH 7.4, containing 0.5% (w/v)
SDS followed by strong vortexing. RNA phenol/chloroform
extraction was then performed and the RNA was precipitated
from the aqueous phase by addition of isopropanol. The
resulting pellet was washed with 70% (v/v) ethanol, dried
and finally resuspended in 10wl of 0.5% (w/v) SDS.
Production of the a-fragment was visualized by ethidium
bromide staining after electrophoresis of these samples, pre-
viously heated at 90°C for 5 min, on denaturing 2.4%
agarose gels. Bands were quantified using the multi-gauge
program.

The less specific ribonucleolytic activity of a-sarcin and
scFvA33asarcin against homopolynucleotides (Endo et al.,
1983; Lacadena et al., 1994, 1999) was detected in zymo-
gram assays using poly(A) as substrate, also as described
before (Kao er al., 2001; Garcia-Ortega et al., 2002). The
proteins were separated in 0.1% (w/v) SDS-15% (w/v)
PAGE containing 0.3 mg/ml of the homopolynucleotide,
using loading buffer without B-mercaptoethanol. After the
electrophoresis, the gel was washed twice with 10 mM Tris—
HCI, pH 7.0, for 15 min at room temperature, and then once

Elumdﬁaf:ﬁons
c FT W W {250mM Imidazole) MW
Y -
— “ —t
- Ce——
o/
=~

Fig. 2. (A) Western blot analysis of aliquots from the extracellular medium of Pichia pastoris KM71 cells harbouring the pPICZaAscFvA33asarcin construct.
The immunotoxin was detected using an anti-o-sarcin rabbit serum. Aliquots were taken from O to 120 h after induction with 0.5% (v/v) methanol.
(B) Coomassie Brilliant Blue staining of a 0.1% (w/v) SDS-15% (w/v) PAGE analysis of aliquots taken during the Ni-NTA chromatography performed to
purify scFvA33asarcin. Aliquots correspond to: C, starting fraction; FT, not retained fraction; W, washed fraction; WI, washed with 25 mM imidazole fraction.
Finally, the five first fractions eluted with buffer containing 250 mM imidazole are also shown. In both panels, A and B, lane labeled as MW corresponds to
prestained Bio-Rad Precision Plus Protein standards. (C) Coomassie Brilliant Blue (left lane) and western blot (right lane) detection of the final purified
scFvA33asarcin fraction, and the corresponding prestained Bio-Rad Precision Plus Protein standards.
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more with the same buffer but containing 10% (v/v) isopro-
panol, to remove the SDS and allow renaturation. Two more
washes with 10 mM Tris—HCI, pH 7.0, were done to elimin-
ate all isopropanol traces and then the gel was incubated at
25°C during 1 h in 100 mM Tris—HCI, pH 7.0, washed for
10 min with 10 mM Tris—HCI, pH 7.0, and stained with
0.2% (w/v) toluidine blue. After distaining, the proteins exhi-
biting ribonuclease activity appeared as colorless bands due
to degradation of the polynucleotide.

Cell line culture

Human rhabdomyosarcoma RD86 (ATCC CCL 136), lung
carcinoma A431 (ATCC: CRL-1555), colorectal cancer HT29
(ATCC: HTB-38) and breast cancer MCF-7 (ATCC: HTB-22)
cellular lines were used as tumoral GPA33-negative cells,
whereas colon carcinoma SW1222 was used as the
GPA33-positive cellular line. All these cell lines were grown
as described (Turnay et al., 1993; Martinez-Ruiz et al., 2001)
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium, containing glutam-
ine (300 pg/ml), 50 U/ml of penicillin, and 50 pg/ml of
streptomycin, and supplemented with 10% fetal bovine
serum. Incubation was performed at 37°C in a humidified at-
mosphere (COj:air, 1 : 19, v:v). Harvesting and propagation of
cultures were routinely performed by trypsinisation. The
number of cells used was determined in all assays described
using a haemocytometer.

Flow cytometry studies

Trypsinised cells were conveniently distributed into several
aliquots, each one containing 1.5 x 10° cells/ml, and washed
three times with phosphate buffered saline (PBS), containing
0.1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) and 0.02% (w/v)
sodium azide. These aliquots were incubated with 2 pM
purified scFvA33asarcin, or 20 pg/ml mAbA33 (Santa Cruz
Biotechnologies) as a positive control, for 1 h at room tem-
perature with gentle agitation. A second incubation was per-
formed in the dark with anti-a-sarcin serum, in the case of
scFvA33asarcin, or fluorescent goat anti-rabbit antibody con-
jugated to fluorescein isothiocyanate (GAR-FITC), when
mAbA33 was the protein used. A final third incubation was
performed with GAR-FITC to detect the presence of the
anti-a-sarcin antibody molecules. Then, the cells were sedi-
mented by centrifugation (300 g, 4°C, 10 min), washed again
with PBS, containing 0.1% (w/v) BSA and 0.02% (w/v)
sodium azide, and loaded onto the cytometer. Flow cytome-
try was performed on a FACScan (Becton Dickinson) and
data were analyzed using the WinMDI software.

Western blot detection of scFvA33asarcin binding to the
GPA33 antigen

SW1222 and A431 cell lines were lysed with 1% (v/v) Triton
X-100 in PBS, containing a cocktail of protease inhibitors
(1 mM PMSF, 0.1 mM pepstatine, 0.1 mM leupeptine, and
0.1 U/ml aprotinine). The solubilized extracts were resolved
by SDS-PAGE under non-reducing conditions, blotted to
polyvinylidene  difluoride = membranes  (Immobilon-P,
Millipore), and incubated with 0.05 uM of scFvA33asarcin
followed by rabbit anti-a-sarcin polyclonal serum. Specific
binding of scFvA33asarcin to the GPA33 antigen was finally
visualized by enhanced chemiluminescence after incubation
with GAR conjugated with peroxidase.

Page 4 of 11

FITC labeling of scFvA33asarcin

The absence of primary amine-groups in the complementary
determinant regions of the scFvA33 was first confirmed to
prevent modifications that could result in defective binding
(King et al., 1995). Then, labeling was performed as previ-
ously described (Turnay et al., 1993). scFvA33asarcin at
2 mg/ml in phosphate buffer 50 mM pH 8.0 NaCl 0.1 M was
conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC; isomer I;
Sigma) at 0.05 reagent/protein weight ratio. The reaction was
maintained for 24 h in the dark at 4°C under continuous stir-
ring. The unbound dye was removed using a PD-10 column
equilibrated in PBS. The degree of labeling was determined
by measuring the absorbance of the conjugated protein at
280 nm and 495 nm.

Fluorescence microscopy

SW1222 cells were trypsinised, seeded at 8 x 10° cells/well
over cover-glasses placed into a 24-well plate, and incubated
at 37°C overnight. The cells were then treated with
scFvA33asarcin-FITC at 25 pg/ml for different periods of
time. This treatment took 20 min for binding experiments but
was much longer (24 h) for internalization assays. To be able
to visualize membranes, the cells were also labeled using an
additional hour of incubation in the presence of anti-CD44
mAb (Yeung et al., 2009). Then, the extracellular medium
was removed and cells were fixed for 15 min with PBS con-
taining 3% (v/v) p-formaldehyde, followed by 15-min incu-
bation in PBS containing 50 mM ammonium chloride. These
cells were finally permeabilized with digitonine at 0.01%
(w/v) in PBS for 30 min. After incubating these preparations
with PBS containing 1.0% (w/v) BSA for 1 h, CD44 donkey
anti-mouse DAM-Alexa 647 was added and incubated for an
additional hour, in order to target the membranes. Finally,
the nuclei were visualized with 10 pl of Prolong Gold with
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (Invitrogen). All these incuba-
tions were performed at room temperature but the final pre-
parations were kept at 4°C. A Leica TCS SP2 confocal
microscope and the corresponding LCS lite software were
used to obtain the images.

Protein biosynthesis inhibition

Ribotoxins exert their cellular cytotoxicity by inactivating
ribosomes, leading to protein biosynthesis inhibition and cel-
lular death (Lacadena et al., 2007). Thus, protein biosyn-
thesis is the activity routinely used to evaluate the toxic
effect of this family of proteins (Martinez-Ruiz et al., 2001;
Olmo et al., 2001). Consequently, to evaluate the effect of
scFvA33asarcin, the cells were seeded into 96-plates at 1 x
10* cells per well in culture medium and maintained under
standard culture conditions for 36 h. Then the monolayer cul-
tures were incubated with 0.2 ml of fresh medium in pres-
ence of different concentrations of scFvA33asarcin or free
natural wild-type a-sarcin. Following 72 h of incubation at
37°C, the medium was removed and replaced with a fresh
one supplemented with 1 wCi per well of L-[4,5-’H]-Leucine
(166 Ci/mmol; Amersham, UK). After an additional incuba-
tion of 6 h, this medium was also removed; the cells were
fixed with 5.0% (w/v) trichloroacetic acid and washed three
times with cold ethanol. The resulting dried pellet was dis-
solved in 0.2 ml of 0.1 M NaOH containing 0.1% SDS, and
its radioactivity was counted on a Beckman LS3801 liquid
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scintillation counter. The results were expressed as percent-
age of the radioactivity incorporated in control samples incu-
bated without either of the two proteins, a-sarcin or the
immunotoxin to calculate ICs, values (protein concentration
inhibiting 50% protein synthesis) in the cytotoxicity assays.
Three independent replicate assays were conducted to calcu-
late the average ICs, values.

Results

Protein production and purification

The extracellular medium of the P. pastoris cells secreting
the scFvA33asarcin immunotoxin was collected after 72 h of
methanol induction (Fig. 2A). Then, the protein was purified
to homogeneity by affinity chromatography using a
Ni?"-NTA agarose column (Fig. 2B and C). It showed an
electrophoretic mobility in agreement with its expected mo-
lecular mass of 45KDa and reacted with a specific
anti-a-sarcin antibody in western blot analysis (Fig. 2). The
purification yield was of 1-3 mg of protein per liter of
induced medium culture.

Biophysical characterization of the purified scFvA33asarcin

Far-UV CD spectrum of scFvA33asarcin (Fig. 3A) was con-
sistent with the adoption of a globular fold composed chiefly
of B-sheet, as expected from the individual three-dimensional
structures of both scFvA33 and a-sarcin (Martinez-del-Pozo
et al, 1988; Pérez-Canadillas et al., 2000; Carmichael et al.,
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Fig. 3. (A) Far-UV circular dichroism spectrum (Oyrw, mean residue
weight ellipticities expressed as degree x cm®x dmol ™) of scFvA33asarcin
(1), scFvA33 (2) and a-sarcin (3). The solid gray line (4) corresponds to the
calculated spectrum of scFvA33asarcin considering the relative contribution
of spectra (2) and (3) in terms of the corresponding number of amino acids
in the immunotoxin. All these spectra were made in PBS at 0.15 mg/ml.
(B) DSC thermogram of scFvA33asarcin at 1.0 mg/ml in PBS.
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2003; Wilkinson et al., 2009). Furthermore, the calculated
spectrum of scFvA33asarcin obtained from those of their in-
dividual polypeptide components was in good agreement
with the experimental one (Fig. 3A). Within the same idea,
the DSC thermogram (Fig. 3B) was also consistent with the
presence of a globular structure being denatured by a
two-state native-unfolded transition, with a temperature value
at the midpoint of the thermal transition of 47°C. Thermal
denaturation resulted in protein precipitation preventing any
calculation of thermodynamic parameters.

Functional characterization of the purified scFvA33asarcin

A fully functional immunotoxin based on the fusion of
scFVA33 and a-sarcin must display at least two different ac-
tivities. First, it must exhibit proper specific binding to the
target antigen and, second, show the exquisite ribotoxin ribo-
nucleolytic activity against ribosomes. Maintenance of these
functions would confirm correct synthesis and folding of
both antibody and ribotoxin moieties.

Specific binding of scFvA33asarcin or the monoclonal
antibody mAbA33, used as a control, to the GPA33 antigen
present on the cellular surface was first assessed by flow
cytometry, using GPA33-positive SW1222 cells and
GPA33-negative A431 cells (Fig. 4A). Accordingly, neither
of the two proteins bound to the A431 cellular line assayed
(<10% of binding in both cases). In contrast, both
scFvA33asarcin and mAbA33 bound to the SW1222 cells
(Fig. 4A) (>90% of binding in both cases). This
scFvA33asarcin-specific antigen-binding ability was pre-
served for at least 72 h of preincubation of the protein at
37°C in the media before being added to the cells (Fig. 5).
Specific binding of scFvA33asarcin to the GPA33 antigen
was also confirmed by its immunodetection on polyvinyli-
dene difluoride membranes using the scFvA33asarcin
protein as the specific binding agent. As can be observed in
Fig. 4B, binding of the immunotoxin to the antigen was
observed only when the cells analyzed were GPA33 positive.
A direct assessment of the immunotoxin affinity was
achieved by enzyme-linked immunosorbent assay using cell
extracts rendering a dissociation constant in the nM range
(data not shown). Overall, these experiments showed that the
immunotoxin was able to bind specifically to
GPA33-containing cells, confirming the functionality of its
scFv moiety.

The immunotoxin also maintained the highly specific ribo-
nucleolytic activity against ribosomes to the same extent as
wild-type a-sarcin (Figs 6A and 7), revealing proper folding
and substrate accessibility of the ribotoxin moiety in the
scFvA33asarcin fusion protein. This specific activity was
also preserved for at least 72 h of incubation of the protein at
37°C in media conditions previous to the assay (Fig. 7). Both
results shown in Figs 5 and 7 suggest high protein stability
for scFvA33asarcin in good accordance with the DSC results
(Fig. 3B). Finally, the immunotoxin was also active when
assayed in a zymogram against poly (A) (Fig. 6B) revealing
that this much less specific activity was also preserved. In
these experiments, however, scFvA33asarcin was significant-
ly less active than a-sarcin. This can be explained by a dif-
ferent efficacy of the renaturation process needed after the
SDS-PAGE separation, given the larger size and structural
complexity of the immunotoxin. This assay also revealed the

Page 5 of |1

ZT0Z ‘6T aunr uoeseol|gig -e16ojouds]olg ap [euoideN 0.ua) e /610'seulnolpioxo'spad//:dny wo.j papeoumod


http://peds.oxfordjournals.org/

N.Carreras-Sangra et al.

10° 107 10° 104

B [ s
40 20 10 40 20 10 MW(kDa)
100
75
50
—
a7
SW1222

Loikhe i

10° 104 10' 10? 10° 104
Fluorescence Intensity _>

S P
40 20 10 40 20

A431

Fig. 4. (A) Flow cytometry analysis of mAbA33 (panels 1 and 3) or scFvA33asarcin (panels 2 and 4) binding to GPA33-positive cells (SW1222, panels 1
and 2) and GPA33-negative cells (A431, panels 3 and 4). (B) Binding to the GPA33 antigen in extracts from SW1222 (left) and A431 (right) cells blotted to
immobilon membranes. S-supernatant or P-pellet membranes were incubated with scFvA33asarcin. The amount of total protein loaded onto the gels was
between 10 and 40 pg in all assays performed. The mobility of the bands detected by scFvA33asarcin in the supernatant of the SW1222 cell extracts (left
panel) agrees with the expected molecular mass of the GPA33 (43 KDa) antigen. The central lanes correspond to Bio-Rad Precision Plus Protein standard

markers.

absence of any other contaminating RNase-like activity in
the scFvA33asarcin preparation.

Cellular binding and internalization

Cellular binding and internalization of scFvA33asarcin was
studied using immunoflourescence and confocal microsco-
pies with a FITC-labeled version of the immunotoxin which
was previously characterized by flow-cytometry to confirm
that its cell-binding specificity remained unaltered (data not
shown).

Immunofluorescence microscopy images showed how both
scFvA33asarcin-FITC and mAb A33, used as positive
control, bound to the membrane of the GPA33-positive cells
(Fig. 8). Images corresponding to the immunotoxin suggested
that some scFvA33asarcin internalization was also taking
place (Fig. 8D, upper image). In order to confirm these obser-
vations, a much longer period of incubation time (24 h) was
studied. These preparations were then analyzed by means of
confocal microscopy confirming internalization (Fig. 9).
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Protein biosynthesis inhibition activity

The antitumoral ability of a-sarcin has been described long
time ago (Olson and Goerner, 1965; Olson et al., 1965).
Apparently, transformed cells display a higher amount of
acid phospholipids on their outer leaflet membrane (Connor
et al., 1989; Zachowski, 1993; Ran et al., 2002; Yeung et al.,
2008) facilitating o-sarcin attachment (Gasset et al., 1989,
1990, 1991) which is then internalized via endocytosis in-
volving acidic endosomes and the Golgi (Olmo et al., 2001).
Once inside the cells, the protein exerts its specific cleavage
at the ribosomes SRL inhibiting protein biosynthesis.
Accordingly, free natural a-sarcin resulted cytotoxic against
the three tumoral cell lines assayed (Fig. 10) with ICsg
values in the order of 1.0 uM (Table I), as expected (Olmo
et al., 2001). The cellular lines studied included
GPA33-positive colon carcinoma SW1222 as well as
GPA33-negative human rhabdomyosarcoma RD86 and lung
carcinoma A431 cells. No significant differences were found
among them, in terms of protein biosynthesis inhibition
(Fig. 10).
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Fig. 5. Flow cytometry analysis of scFvA33asarcin binding to
GPA33-positive SW1222 cells after preincubation of the protein at 37°C in
the media for 0, 24, 48, and 72 h. The control curve corresponds to cells
only treated with the secondary antibody.

A IMTX  a-Sarcin
C- 25 12 25 12

B a-Sarcin IMTX

30 60 MW 30 &0

—

Fig. 6. RNase activity assays using (A) rabbit ribosomes or (B) poly(A)
(zymogram) as substrates. The left panel shows the release of a 400 nt
rRNA fragment (a-fragment, indicated by an arrow) derived from the highly
specific activity of a-sarcin at the ribosomal SRL. In this case, 2.5 and
12 pmol were assayed for both proteins. The arrows at the zymogram
indicate the colorless bands appeared as a consequence of the a-sarcin
non-specific ribonucleolytic activity on the polynucleotide used as substrate.
In both cases 30 and 60 pmol of a-sarcin or scFvA33asarcin (IMTX) were
assayed.

In contrast, when the scFvA33asarcin immunotoxin was
the protein assayed, a remarkable enhancement in toxicity
was found for the GPA33-positive SW1222 cells when com-
pared with GPA33-negative tumoral cells lines assayed
(Fig. 10). The ICsq value found for SWI1222 was of
0.03 M, much smaller than those ones calculated for the
other four GPA33-negative cell lines assayed (Table I). This
toxicity was also significantly higher in comparison with the
a-sarcin effect on the same SW1222 cellular line (Fig. 10,
Table I). Overall, these results show an improved specificity
of the immunotoxin for the GPA33-positive cells, in agree-
ment with the observation that scFvA33asarcin specifically
recognizes the antigen, binds to the membrane and is interna-
lized (Figs 8 and 9).

Immunotoxin based on «-sarcin

Discussion

Ribotoxins were discovered during an antitumor screening
program of the Michigan Department of Health started more
than 50 years ago. The culture filtrate of the mould
Aspergillus giganteus MDH18894, isolated from a sample of
farm soil, was found to contain a protein inhibitory to both
sarcoma 180 and carcinoma 755 induced in mice (Olson
et al., 1965). This protein, responsible for antitumoral
effects, was named a-sarcin for its antisarcoma activity
(Olson and Goerner, 1965) and was later proved to be the
first member of a family of extracellular fungal toxic RNases
(Martinez-Ruiz et al., 1999). Unfortunately, later studies
revealed an unspecific cytotoxicity of these proteins against
non-tumoral cells, which limited their potential clinical use
(Roga et al., 1971). As a consequence of these results, the
study of these ribotoxins was abandoned. Then, in 1977 it
was published how ribotoxins were able to recognize and
cleave the best conserved rRNA structure, the so-called SRL
(Schindler and Davies, 1977). This observation renewed the
interest in the understanding of their mechanism of action, a
mechanism which is now known in quite good detail
(Lacadena et al., 2007). In the context of the work presented
in this manuscript the most relevant feature of ribotoxins
would be that they can recognize and inactivate any ribo-
some known, but cells are only killed if they cross their
membranes to gain access to the ribosomes. So far, no
protein receptors have been reported for a-sarcin and its tox-
icity against tumours has been shown to be related with a
differential interaction with the lipid components of the
membranes (Gasset er al., 1989, 1990, 1991, 1994; Onaderra
et al., 1993; Olmo et al., 2001). a-Sarcin is an extremely
powerful toxic agent, a ‘natural killer’ (Lacadena et al.,
2007), but only once inside the target cell. Accordingly, it
constitutes an a priori ideal protein for the toxic moiety of
an immunotoxin directed against specific tumoral cell lines,
considering also its poor immunogenicity and high stability,
as described to other ribotoxins (Goyal and Batra, 2000).
Supporting this idea, it is worth mentioning the extended
studies in this direction of other toxic RNAses, although
from a different origin, like onconase or ranpirnase (Rybak
et al., 2009; Schirrmann et al., 2009; Chang et al., 2010).

This report describes the production, purification and char-
acterization of a functional immunotoxin (scFvA33asarcin)
based on the fusion of the monoclonal antibody scFvA33
domains and a-sarcin. Previous studies dealing with this
mAbA33 have shown how this protein, which is being
assayed in clinical trials as part of radioimmunoconjugates,
is a very plausible candidate for immunotherapy of colorectal
cancer (Welt et al., 2003; Chong et al., 2005; Scott et al.,
2005). The results now described constitute the basis to
develop an alternative therapy based on the exploitation of
the advantages provided by the GPA33 specificity and the
extremely efficient ribosome-inactivating activity of a-sarcin
(Lacadena et al., 2007).

The scFvA33asarcin immunotoxin can be easily produced
in the yeast P. pastoris system and purified to homogeneity
with high yield (Fig. 2). This result and the possibility of
employing fermenters for scaling up its production
(Damasceno et al., 2004) represent additional advantages for
its potential clinical use. The purified immunotoxin appears
to be stably and correctly folded according to its functional
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Fig. 7. Specific ribonucleolytic activity of scFvA33asarcin against rabbit ribosomes after being previously incubated at 37°C for 0, 24, 48, and 72 h in the
absence of this substrate. The arrow in the left panel shows the appearance of the a-fragment as a consequence of a-sarcin activity. The right panel shows
quantification of this experiment. Results are expressed as percentage values taking as 100% the value obtained for natural wild-type a-sarcin (aS). (—), no

protein added.

Fig. 8. Immunofluorescence microscopy images of SW1222 cells incubated for 20 min with scFvA33asarcin-FITC at 25 pwg/ml for 1 h in order to visualize
protein binding to the cell surface. mAbA33 was used as control of the presence of the GPA33 antigen. (A) Nuclei stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole.
(B) Membranes visualized with antiCD-44 plus GAM-Alexa 647. (C) Fluorescence signal corresponding to scFvA33asarcin-FITC (left panel) or mAbA33
plus GAR-FITC (right panel). (D) Images resulting from merging the three different channels.

and structural properties. Thus, it retains the GPA33-binding
specificity (Fig. 4) with an estimated dissociation constant
similar to those described for other scFvA33 constructs
(Deckert et al., 2003; Petrausch et al., 2007), as well as the
unique ribonucleolytic activity of fungal ribotoxins (Fig. 6).
Moreover, stability is another advantage (Figs 3, 5 and 7)
which is lacking in some other previously described similar
immunotoxins (Kreitman, 2009). Furthermore, specific cellu-
lar uptake of the immunoconjugate has been assessed by
confocal microscopy, showing that the protein reaches the
intracellular space (Figs 8 and 9), presumably allowing the
a-sarcin moiety to act against ribosomes once released from
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the target domain, probably by early and recycling endo-
somes, due to clathrin-independent endocytosis followed by
different intracellular routes like lisosomal or Golgi apparatus
retrograde pathway (Johannes and Decaudin, 2005;
Ackerman et al., 2008; Kuo et al., 2009). This internalization
leads to specific protein biosynthesis inhibition and cell
death. This cytotoxic action is much more effective than the
one exerted by isolated a-sarcin when employed against the
tumoral GPA33-positive cancer cells (Fig. 10 and Table I).
In contrast, the immunotoxin results are practically innocu-
ous when assayed against the GPA33-negative cell lines,
suggesting that at least it accomplishes the minimum safety
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IMTX A33 asarcin

Fig. 9. Images obtained by confocal microscopy. The images were taken with cells treated in identical conditions as those ones shown in Fig. 8 but incubated
for 24 h, with mAbA33 (A) or scFvA33asarcin-FITC (B). Colors codes correspond to those described in Fig. 8 legend.
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Fig. 10. Protein biosynthesis inhibition assays against GPA33-positive (SW1222) and GPA33-negative (HT29, RD86, A431, and MCF7) tumoral cellular
lines. The right panel shows the results for the scFvA33asarcin immunotoxin whereas the left one displays the activity of natural wild-type a-sarcin. The
dotted line indicates the 50% level of protein biosynthesis inhibition used to calculate the ICs, values (Table I).

Table I. ICso (protein concentration inhibiting 50% of protein synthesis)
values (uM) obtained for the different proteins and cellular lines assayed.

SW1222 A43] RD-86 MCF-7 HT-29

scFVA33asarcin 0.03 >1.00 >1.00 >1.00 >1.00
a-sarcin 0.80 1.00 1.00 ND ND

ND, not determined.

features required for continuing the studies directed to a po-
tential therapeutic application.

As a conclusion, it can be summarized that this new
scFvA33asarcin represents a step further in the design of
ribotoxin-based immunotoxins in terms of purification yield,
specificity, thermostability and safety.
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Within the last 10 years, the use of different RNases as therapeutic agents
for various diseases has been pursued. Furthermore, the advancements of
recombinant technology have allowed the assembly of proteins with differ-
ent functions. In this regard, immunoribonucleases (immunoRNases) stand
out as some of the most promising therapeutic candidates given their enzy-
matic and non-mutagenic character. Accordingly, the work reported here
describes fusing RNase T1, one of the most studied members of the micro-
bial RNase family, to the single-chain variable fragment (scFv) of a mono-
clonal antibody that targets the glycoprotein A33 antigen (GPA33) from
human colon cancer cells. A heterologous production system, which
employs the yeast Pichia pastoris, has been optimized to produce this
immunoRNase (scFvA33T1) with yields of ~ 5-10 mg-L™!. The purified
protein appears to be correctly folded as it retains its antigen specificity
and ribonucleolytic activity. Finally, it also shows specific binding to, inter-
nalization into and toxicity against GPA33-positive cell lines compared
with the control, GPA33-negative cells. Overall, it can be concluded that
scFvA33T1 is a promising therapeutic fusion protein with the additional
advantage that presumably it can be produced and purified in large
amounts using an easily scalable yeast-based system.

Introduction

Many different immunotherapeutic

approaches have these immunotoxins are not always completely free of

been lately developed against tumoral processes and
many antibody-based therapies have reached the clinic
[1,2]. Among them, immunotoxins based on toxic poly-
peptides linked to an antibody moiety represent some
of the most promising candidates against cancer cells,
due to their cytotoxic specificity [3—5]. The nature of
the toxic protein employed varies, but ricin, exotoxin
A and diphtheria toxin have been thoroughly
employed [4]. Immunotoxins containing fungal ribo-
toxins such as o-sarcin or restrictocin have also been
described with different levels of success [6]. However,

Abbreviations

non-specific undesirable effects, in many instances pro-
vided by the nature of their toxic cargo. Indeed, the
large size of the antibodies usually employed represents
an additional problem to overcome because it hinders
their diffusion into solid tumors, decreasing their pre-
sumed effectiveness. To circumvent these handicaps,
new generations of chimeric immunoconjugates such
as single-chain immunotoxins are being developed.
These recombinant immunotoxins are usually con-
structed by fusing small monoclonal antibody frag-
ments to proteins which only become toxic after

BMGY, buffered medium with glycerol for yeast; BMMY, buffered medium with methanol for yeast; EEA1, early endosome marker A1;
GPA383, glycoprotein A33 antigen; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide; NTA, nitrilotriacetic acid; scFv, single-
chain variable fragment; scFvA33T1, immunoRNase based on mAb A33 and RNase T1.
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entering the targeted cells. When these constructions
become successful [7,8], the resulting fusion protein
retains high specificity to recognize the corresponding
antigen but is free of undesirable side effects. In this
regard, immunoRNases, i.e. the result of fusing the
single-chain variable fragment (scFv) of a monoclonal
antibody to a non-cytotoxic RNase, are being revealed
as new highly promising immunotherapeutic agents
[7-12].

Glycoprotein A33 antigen (GPA33) is an extensively
studied membrane antigen [13] which is overexpressed
in 95% of the known primary and metastatic colorec-
tal cancers whereas it is almost absent from any other
tissue, tumoral or not. In addition, this antigen is per-
sistently expressed at the cell membrane [14] and shows
a high degree of internalization after formation of anti-
gen—antibody complexes. Therefore, GPA33 represents
an ideal target for immunotoxins or immunoRNases
aimed against colon cancer cells [15]. Following this
idea, a humanized monoclonal antibody designed
against GPA33 has been produced in mouse myeloma
NSO cells [16], characterized and assayed against differ-
ent human cancer lines [15-17]. Additionally, a system
to produce large amounts of its fully functional scFv
(scFvA33) in the yeast Pichia pastoris has been
described [18,19].

Ribonuclease T1 (RNase T1), produced by the mold
Aspergillus oryzae, is the best known and most thor-
oughly studied member of a large family of very simi-
lar microbial RNases [20,21]. Features such as its
small size, resistance to proteolysis, thermostability,
low immunogenicity and lack of toxicity [22,23] sug-
gested that RNase T1 could be successfully used as
part of an efficient immunoRNase. In fact, it has
already been assayed as part of some antitumoral con-
jugates [24].

Following this idea, the work herein reported deals
with the production, isolation and characterization of
a new immunoRNase, based on the fusion of scFvA33
and RNase T1 (scFvA33T1), directed against human
colon cancer cells. This type of cancer is among the
most deadly ones with a significant incidence in the
worldwide population [25]. Immunotherapy is being
relatively successful for treatment, with three monoclo-
nal antibodies already approved for clinical use [26].
However, late diagnosis and metastasis progression
make necessary the development of more efficient
drugs. In this regard, scFvA33T1 could be an
improved alternative to the radiolabeled immunoconju-
gates that have been investigated recently [15,27,28].
The results presented, obtained from its structural and
functional characterization using different cell lines,
reveal promising perspectives for future applications.

J. Tomé-Amat et al.

Results

Protein production and purification

Production of scFvA33T1 was optimal 48 h after
beginning methanol induction (Fig. 1). Then, the cul-
ture supernatant was collected and the protein was
purified to homogeneity by affinity chromatography
using an Ni-nitrilotriacetic acid (NTA) agarose column
(Fig. 1). The isolated scFvA33T1 fusion protein
showed an electrophoretic mobility in agreement with
its expected molecular mass of 38.5 kDa and reacted
with anti-His-tag IgG in western blot analysis (Fig. 1).
Purification yield was 5-10 mg:'L™" of induced medium
culture.

Structural characterization of the purified
scFvA33T1

The far-UV CD spectrum of the isolated protein
(Fig. S1A) was consistent with the adoption of a glob-
ular fold made of a large P-sheet contribution, as
expected from the individual three-dimensional struc-
tures of both scFv and RNase T1 [29-31]. Further-
more, the predicted spectrum of scFvA33T1 calculated
from those of the individual polypeptide components
was in good agreement with the experimental one
(Fig. S1A). With the same idea, the differential scan-
ning calorimetry thermogram (Fig. S1B) was also
coherent with the presence of a globular structure
being denatured by a two-state native-unfolded transi-
tion, with a temperature value at the midpoint of the
thermal transition of 53 °C. Thermal denaturation
resulted in protein precipitation preventing calculation
of thermodynamic parameters.

Functional characterization of the purified
scFvA33T1

Regarding its functionality, an immunoRNase must
display at least two different functions to show correct
synthesis and folding of both antibody and RNase
moieties: specific binding to the target antigen and
ribonucleolytic activity. Specific binding of scFvA33T]1
to the GPA33 antigen was confirmed by flow cytome-
try using the GPA33-positive SWI1222 and AsPC-1
cells (Fig. 2A, 85% of binding). Accordingly,
scFvA33T1 did not bind to any of the two GPA33-
negative cellular lines assayed (Fig. 2A, 4% of bind-
ing). This behavior matched nicely that shown by the
monoclonal antibody mAbA33 used as a positive con-
trol (Fig. S2). This scFvA33T1 specific antigen binding
ability was preserved for at least 72 h of preincubation
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Fig. 1. Coomassie Brilliant Blue staining of 0.1% (w/v) SDS/15% (w/v) PAGE. (A) Analysis of aliquots from the extracellular medium of
P. pastoris KM71 cells harboring the pPICZaAscFvA33-RNaseT1 construct. Aliquots were taken at 0 h (lane 1), 24 h (lane 2) and 48 h (lane
3) after induction. Lane 4 corresponds to Bio-Rad Precision Plus Protein standards. (B) Analysis of aliquots from Ni-NTA affinity chromatogra-
phy: flow through (lane 6), wash with sodium phosphate buffer (lane 7), wash with buffer containing 25 mm imidazole (lane 8) and elution
with buffer containing 250 mm imidazole (lane 9). (C) Lane 11 is the result of loading 1 pg of the purified scFvA33T1 after elution from the
Ni-NTA column and dialysis; western blot analysis of this purified protein (lane 12) and the corresponding prestained Bio-Rad Precision Plus

Protein standards (lane 13) are shown.

of the protein at 37 °C in the culture medium in the
absence of cells (Fig. 2B). These experiments were also
indicative that the linker between the two moieties of
the fusion protein remained stable enough to withstand
the analyses performed, since the antibody used was
specific for the His-tag, located at the carboxyl end of
the protein. In agreement with this observation, no
contaminant ribonucleolytic activities were detected
when the immunoconjugate was subjected to zymo-
gram analysis against poly(G), a typical substrate used
for RNase T1 (Fig.3). Finally, scFvA33T1 also
displayed non-distinguishable ribonucleolytic activity
as free RNase T1 when assayed in solution and in
identical conditions (Fig. 3A), revealing proper fold-
ing of the RNase moiety in the scFvA33T1 fusion
protein.

Cellular binding and internalization

Cellular binding and internalization of scFvA33T1 was
studied using confocal microscopy and an Alexa 555
labeled version of the immunoRNase which was previ-
ously characterized to confirm that it retained its origi-
nal features. Thus, the far-UV CD spectrum revealed
preservation of its original conformation (Fig. S1)

FEBS Journal (2012) © 2012 The Authors Journal compilation © 2012 FEBS

while flow cytometry studies showed unaltered cell
binding specificity (Fig. S3). Then, confocal micros-
copy imaging confirmed binding of scFvA33T1-Alexa
555 to its SW1222 target cells (Fig. 4), followed by
protein internalization, suggesting partial colocaliza-
tion with membrane vesicles (maybe early endosomes)
when incubations were performed for longer periods of
time (Fig. 5).

Cytotoxic activity

Cytotoxicity of scFvA33T1 against cells in culture was
measured by estimating cell viability using the widely
accepted 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra-
zolium bromide (MTT) assay (Fig. 6). Two different
cell lines were employed in these assays: GPA33-posi-
tive (SW1222) and GPA33-negative (HT29) cells. Both
cellular lines were incubated in the absence and in the
presence of the immunoRNase at different concentra-
tions, as well as free RNase T1, and for several incuba-
tion times. Maximum effect was observed after 120 h
of incubation. In agreement with all the previously
described results, scFvA33T1 only displayed concentra-
tion-dependent cytotoxicity against the GPA33-positive
cellular line. The ICsq value was estimated to be 0.3 pm
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(Fig. 6). When assayed in identical conditions the
cytotoxicity displayed by the free RNase T1 was negli-
gible (Fig. 6).

Discussion

This paper describes the production, purification and
characterization of a functional immunoRNase
(scFvA33T1) based on fusion of the humanized mono-
clonal antibody scFvA33 domains and RNase TI.
Extensive studies had shown previously how this
mADbA33, which is being assayed in clinical trials as
part of radioimmunoconjugates, is a very plausible

Fig. 2. (A) Flow cytometry analysis of
scFVA33T1 binding to GPA33-positive
(SW1222, panel 1, and AsPC-1, panel 2) and
GPA33-negative (HT-29, panel 3, and MCF-7,
panel 4) cells. White plots correspond to
cells in the absence of the protein, while
the black ones are due to cells previously
incubated with scFvA33T1. (B) Stability test
made using flow cytometry analysis of
scFVA33T1 binding to GPA33-positive
SW1222 cells after preincubation of the
protein in the culture medium for 0, 24, 48
and 72 h (plots 6-9 respectively) at 37 °C in
DMEM. Plot 5 was obtained in the absence
of scFvA33T1.

candidate for immunotherapy of colorectal cancer
[15,27,28]. The results now described open the alterna-
tive of a new therapy based on combination of the
advantages provided by the GPA33 specificity and the
effective ribonucleolytic activity of the non-toxic
RNase TI1 [20,32]. This new immunoconjugate is
indeed produced and purified in relatively high yield
and, above all, using a P. pastoris based system that
should be easily scalable to large volume fermenters
[18], which represents an additional advantage for its
potential clinical use.

The protein appears to be stably and correctly
folded and, accordingly, retains its binding specificity
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Fig. 3. RNase activity assays of purified scFvA33T1. (A) Yeast RNA
degradation assay. Absorbance at 260 nm values (resulting from
the soluble oligonucleotides produced by the RNase activity on the
RNA) versus the different amounts of scFvA33T1 (circles) and
RNase T1 (triangles) assayed. (B) Poly(G) zymogram assay after
SDS/PAGE of scFvA33T1: 3.9 pmol (lane 1), 12.9 pmol (lane 2) and
25.9 pmol (lane 3) of protein assayed. (C) Poly(G) zymogram assay
after SDS/PAGE of RNase T1 (pmol in lanes 1-3 as in B). Arrows
show the position of the corresponding electrophoretic molecular
mass markers (kDa). RNase T1 leaks out of the gel during the incu-
bations required to perform the assay because RNase T1 is highly
acidic and much smaller than the immunoRNase [41]. This observa-
tion might explain why the intensities of the bands corresponding
to scFVA33T1 and RNase T1 are different.

to the GPA33 antigen (Fig. 2), as well as its ribonucle-
olytic enzymatic activity (Fig. 3). Moreover, both moi-
eties of the immunoconjugate remain bound up to cell
binding (Fig. 4), suggesting that stability is another
advantage which is lacking in some other previously
described immunotoxins [3]. Furthermore, intracellular
localization of the scFvA33T1 immunoconjugate has
been assessed by confocal microscopy, showing that
the protein reaches the intracellular space, associating
to some apparently vesicular compartments (Fig. 5),
presumably allowing the unspecific RNase moiety to
act against intracellular RNA. It is well known how
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negatively charged RNases such as RNase T1 are not
toxic when added to the extracellular medium but
become lethal when internalized [21,24].

Future studies should be aimed to increase this
immunoRNase toxicity in order to reduce the amount
required for therapy. In this regard, better chimeric
designs might be achieved using a more easily hydroly-
sable linker for an improved release of the RNase moi-
ety to the cytosol [33]. Adding two identical modules
of RNase to the chimeric protein, instead of one as is
the case described here, has also been proved to
increase toxicity in other constructions [11,12].

Interestingly, the non-toxic character of its ribonu-
cleolytic moiety, and its lack of susceptibility to inhibi-
tion by the human ribonuclease inhibitor, suggest that
scFvA33T1 might also be a more useful immunothera-
peutic agent than most described so far for GPA33-
positive colon cancers [15,28,34,35], including those
containing human RNases [7,8,10]. Further studies
based on the analysis of its cytotoxic properties are
still needed, however, in order to confirm its potential
therapeutic use.

Materials and methods

Plasmid construction

C. N. Pace from Texas A&M University kindly provided
the plasmid containing the cDNA sequence coding for
RNase T1 [36]. The plasmid corresponding to the cDNA
coding for scFvA33 was obtained before [18]. Both cDNA
sequences were conveniently amplified by PCR using these
plasmids as templates and the necessary primers containing
the adequate flanking restriction sites EcoRI, Notl and Sall
for vector cloning. The final scFvA33TI1 construct, corre-
sponding to the single-chain variable fragment A33
(scFvA33), RNase T1 and the linker between them, was
cloned into pPICZaA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
(Fig. S4) for extracellular protein production in the yeast
P. pastoris. The linker amino acid sequence (Gly-Gly-Arg)
was designed to provide flexibility and structural indepen-
dence in order to allow the correct folding of both scFv
and RNase T1 proteins. A 6xHis-tag was included at the
C-terminal end of the construction to facilitate its purifica-
tion. The resulting plasmid (pPICZaAscFvA33-RNaseT1)
was propagated in Escherichia coli cells DH5oF” and trans-
fected by electroporation into P. pastoris strain KM71 as
described below.

Protein production

Electrocompetent P. pastoris KM71 cells were electroporat-
ed with 10 pg of linear plasmid as previously described
[37,38], using a Bio-Rad Gene pulser apparatus (Bio-Rad,
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Fig. 4. Immunofluorescence confocal microscopy images of cells incubated for 30 min with scFvA33T1-Alexa 555 (25 ug-mL™") in order to
visualize protein binding to the cell surface. The monoclonal antibody mAbA33 was used as a control of the presence of the GPA33 antigen.
(A) Nuclei stained with DAPI; (B) membranes visualized with anti-CD-44 plus GAM-Alexa 647; (C) fluorescence signal corresponding to
mAbA33 (row 1) or scFVA33T1-Alexa 555 (rows 2, 3); (D) images resulting from merging the three different channels. The different lines
shown correspond to GPA33 containing SW1222 cells incubated with mAbA33 (row 1) or scFvA33T1-Alexa 555 (row 2) or GPA33-negative

HT29 cells treated with scFvA33T1-Alexa 555 (row 3).

Berkeley, CA, USA). Cells harboring the desired construct
were selected after plating the transformation mixture on
yeast peptone dextrose sorbitol plates containing different
amounts (100-750 pg'mL™") of the antibiotic zeocin. Five
independent clones were tested for production. After grow-
ing them at 30 °C for 16 h in 5 mL of yeast peptone dex-
trose containing 100 pgmL™" zeocin, the cultures were
placed in 100 mL of buffered medium with glycerol for
yeast (BMGY) and incubated at 30 °C for an additional
16 h. Cells were harvested by centrifugation and resus-
pended in 20 mL of buffered medium with methanol for
yeast (BMMY) for induction of protein expression. These
cultures in BMMY were incubated for 120 h more at
25 °C, shaking at 220 rpm. In order to maintain a stable
induction, methanol was repeatedly added every 24 h to a
final concentration of 0.5% (v/v). Aliquots were also taken
every 24 h after induction for analysis of protein produc-
tion by 0.1% (w/v) SDS/15% (w/v) PAGE and western
blotting. An anti-6xHis-tag IgG, conjugated to peroxidase,

was used for specific protein detection. The colony produc-
ing the highest amount of scFvA33T1 was selected for lar-
ger scale production of the protein and also for long-term
storage in glycerol at —80 °C. Large-scale production
of scFvA33Tlwas performed by inoculating a 2-L
baffled flask containing 350 mL of BMGY with 25 mL of
pre-inoculum, incubating overnight at 30 °C and shaking at
220 rpm. Again, cells were harvested by centrifugation at
room temperature, resuspended in 250 mL of BMMY, and
incubated at 25 °C, 250 rpm shaking, for 48 h supplement-
ing with methanol every 24 h. Finally, the extracellular cul-
ture medium was separated by centrifugation and dialyzed
against 50 mM sodium phosphate buffer containing 0.1 M
NaCl, pH 8.0.

An ammonium sulfate suspension of RNase T1 was pur-
chased from Sigma (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).
This protein was exhaustively dialyzed against convenient
buffers before being used as control in some of the experi-
ments described below.
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Fig. 5. Immunofluorescence confocal microscopy images of cells incubated 5 h with scFvA33T1-Alexa 555 (25 ug-mL™") in order to visualize
protein internalization. Starting at the basal zone of the cells and ending at the apical one, 10 different images were taken along the zaxis
for each preparation. Images shown correspond to slices 4-6, i.e. the optical planes corresponding to the internal content of the cells ana-
lyzed. (A) (a) Nuclei stained with DAPI; (b) membranes visualized with anti-CD-44 plus GAM-Alexa 647; (c) early endosomes visualized with
anti-EEAT; (d) fluorescence signal corresponding to scFvA33T1-Alexa 555; (e) images resulting from merging the four different channels. The
different rows shown correspond to GPA33 containing SW1222 cells (1, 2) or GPA33-negative HT29 cells (3). Rows 1 and 2 show different
fields and enlargements of the same cells. (B) Zoom enlargement of panel 2e in (A) with white arrows showing scFvA33T1-Alexa 555 and

anti-EEA1 colocalization.

Protein purification

The scFvA33T1 fusion protein was purified using an
Ni-NTA agarose column (HisTrap™ FF Columns; GE
Healthcare, Fairfield, CT, USA). The dialyzed culture
supernatant was passed through the column at 1 mL-min™"
using a peristaltic pump. The column was first washed with
50 mM sodium phosphate buffer, pH 8.0, containing 0.1 M
NaCl, and then with the same buffer but containing 25 mm
imidazole. Finally, the immunoRNase was eluted with
250 mM imidazole. The pooled protein fractions were

applied to a PD-10 (GE Healthcare) column equilibrated in
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50 mM sodium phosphate buffer containing 0.1 M NaCl,
pH 8.0, to remove the imidazole. When necessary, the puri-
fied scFvA33T1 was concentrated by ultrafiltration through
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter (Merck-Millipore, Bill-
erica, MA, USA) devices.

Structural characterization

Structural characterization was performed as previously
described [39-42]. Briefly, amino acid analyses after acid
hydrolysis of the proteins were performed on a Biochrom
20 (Pharmacia-Pfizer, New York, NY, USA) automatic
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Fig. 6. Cell viability of GPA33-positive SW1222 (e) or GPA33-negative HT-29 (A) cellular lines in the presence of different scFvA33T1 or RNa-
seT1 concentrations, after 120 h of incubation. The left graph corresponds to cells incubated in presence of the immunoRNase while the
right one shows cells incubated with RNase T1 (see Materials and methods). The error bars were calculated using four independent

determinations.

analyzer. The results were in agreement with those expected
from translating the cloned cDNA into the corresponding
amino acid sequence. They were also used to calculate the
extinction coefficient of the protein. Absorbance measure-
ments were carried out on an Uvikon 930 spectrophotometer
(Kontron AG, Eching, Germany). Far-UV CD spectra
were obtained on a Jasco 715 spectropolarimeter at
50 nm'min~" scanning speed. Cells of 0.1 cm optical path
were employed. At least four spectra were averaged
to obtain the final data. Analysis of protein stability by
differential scanning calorimetry was performed on a
MicroCal VP-DSC at 0.5 °C'min~! scanning speed.

Cell line culture

Colorectal cancer HT29 (ATCC HTB-38) and breast cancer
MCF-7 (ATCC HTB-22) cellular lines were used as
GPA33-negative cells, while colon carcinoma SW1222 and
pancreatic cancer, derived from colon metastasis, AsPC-1
(ATCC CRL-1682) were used as GPA33-positive cells. All
four cell lines were grown as described previously [43,44] in
DMEM containing glutamine (300 pg'mL™"), 50 U-mL™" of
penicillin and 50 pgmL™" of streptomycin. These cultures
were supplemented with 10% fetal bovine serum. Incuba-
tion was performed at 37 °C in a humidified atmosphere
(CO; : air, 1:19, v/v). Harvesting and propagation of the
cells were routinely performed by trypsinization. The num-
ber of cells used was determined in all assays described
using a hemocytometer.

Flow cytometry studies

Trypsinized cells were conveniently distributed into several
aliquots, each containing 1.5 x 10° cellsmL™', and washed
three times with NaCl/P; containing 0.1% (w/v) BSA and
0.02% (w/v) sodium azide. These aliquots were incubated
with 2 um purified scFvA33T1, or 1.4 um mADbA33 (Santa
Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) as a positive

control, for 1 h at room temperature with gentle agitation.
A second incubation was then performed in the dark, using
fluorescent anti-His-tag Alexa 488 for scFvA33T1 or fluores-
cent goat anti-rabbit fluorescein isothiocyanate (GAR-
FITC) for mAbA33. After this incubation, the cells were
separated by centrifugation (300 g, 4 °C, 10 min) and
washed again with NaCl/P; containing 0.1% (w/v) BSA and
0.02% (w/v) sodium azide. Flow cytometry was performed
on a FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) and data were analyzed using the WINMDI software
(The Scripps Research Institute, La Jolla , CA, USA).

Ribonuclease activity assays

Two different assays were performed to analyze the ribonu-
cleolytic activities of scFvA33T1 and free RNase T1. First,
the activity was measured against purified Torula yeast
RNA (Sigma, type VI) in solution. The RNA preparation
used was previously fractionated to be enriched in the lar-
ger size fragments. The assay was essentially performed as
described earlier [45]. The resulting absorbance values are
proportional to the concentration of soluble small oligonu-
cleotides resulting from the ribonuclease activity. Results
obtained for the RNA samples assayed (2 mg'mL™") in the
absence of protein were used to take into account non-
enzymatic RNA degradation.

Second, the activity of purified scFvA33T1 and RNase T1
after SDS/PAGE in 15% polyacrylamide gels containing
0.1% (w/v) SDS and 0.3 mg'mL™" poly(G) homopolyribonu-
cleotide [20] was also evaluated using a method previously
described [41]. Proteins exhibiting ribonuclease activity
appeared as colorless bands in a dark blue background due
to the local degradation of the polyribonucleotide.

Alexa 555 labeling of scFvA33T1
The absence of primary amine groups in the complemen-

tary determinant regions of the scFvA33 was first checked
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to prevent modifications that could result in defective bind-
ing [16]. Then, the Alexa Fluor 555 Protein Labeling Kit
(Invitrogen) was employed to label the proteins by incubat-
ing 2.6 nmol of scFvA33T1 with 44.6 nmol of Alexa 555
for 15 min at room temperature. The buffer used was 0.1 M
sodium carbonate, pH 8.3. scFvA33T1-Alexa 555 conjugate
was purified using the resin provided by the kit. Finally,
the degree of labeling was calculated according to the kit
instructions.

Fluorescence microscopy

Colon carcinoma SW1222 and HT29 cells were trypsinized
and seeded at 8 x 10° cellswell™' over coverglasses placed
into a 24-well plate. Plates were then incubated overnight
at 37 °C. The next day cells were treated with 0.5 um of
scFvA33T1-Alexa 555 for different times: 30 min for bind-
ing experiments or 5 h for internalization assays. Before
fixing the cells, anti-CD-44 mAb (BD Pharmigen, San
Diego, CA, USA) [46] was added to the medium and incu-
bated for 30 min at room temperature to visualize the
membrane. Medium was then removed and cells were fixed
with NaCl/P; containing 3% (v/v) p-formaldehyde for
15 min at room temperature. This reagent was quenched
with 50 mM ammonium chloride in NaCl/P; and incubated
at room temperature for 15 min more. These cells were
then permeabilized with 0.01% (w/v) digitonine in
NaCl/P; for 30 min at room temperature. After trimming
the preparations with NaCl/P; containing 1% (w/v) BSA
for 1 h more at room temperature, anti-early endosome
marker Al (anti-EEA1) IgG (Abcam, Cambridge, UK)
was incubated for 1 h at room temperature. Then, prepa-
rations were washed three times with NaCl/P;-BSA 1%,
and goat anti-rabbit GAR-488 (Invitrogen) and donkey
anti-mouse DAM-Alexa 647 was added and incubated for
an additional hour. Finally, 10 pL of Prolong Gold with
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Invitrogen) was used
to cover the slides. The preparations were kept at 4 °C. A
Leica TCS SP2 confocal microscope (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany) and the corresponding Leica
confocal software were used to obtain the images.

MTT viability assay

Cell viability was evaluated by MTT using the Cell Prolifer-
ation Kit I (Roche, Basel, Switzerland). This assay is based
on the cleavage of the yellow tetrazolium salt MTT to pur-
ple formazan crystals by metabolic active cells. Trypsinized
5% 10% cellswell™! were seeded into a 96-well plate and
incubated for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere.
Then, the medium was removed and replaced with a new
one containing scFvA33RNaseT1 or RNase T1 at different
concentrations in 200 pL final volume. After an incubation
time of 120 h, cells were further incubated with MTT at
0.5 mgmL™" during 2 h at 37 °C, following the MTT kit
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instructions. Once this incubation was finished, the solubili-
zation buffer was added and viability was measured in
terms of absorbance at 550 nm. The higher amount of via-
ble cells corresponds to the higher Assq values. Thus, read-
ings obtained for cells incubated only with medium, in the
absence of either scFvA33RNaseT1 or RNase T1, were
taken as 100% viability. Results shown are the average of
four independent assays.
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Figure S1

Fig. S1 a) Far-UV circular dichroism spectra (Burw, mean residue weight ellipticities
expressed as degree x cm? x dmol”) of scFVA33T1 (1, empty circles), modified
scFvA33T1-Alexa 555 (2, solid circles), scFvA33 (3) and RNase T1 (4). The grey line
corresponds to the predicted spectrum of scFvA33T1 calculated considering the
relative contribution of spectra (3) and (4) in terms of the corresponding number of
amino acids in the immunoRNase. b) DSC thermogram of scFvA33T1. The estimated
denaturation temperature of the protein was 53 °C (average value of three independent
determinations). All these experiments were performed in PBS.
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Figure S2

Fig. S2 Flow cytometry analysis of monoclonal antibody mAbA33 binding to GPA33-
positive (panel 1: SW1222; panel 2: AsPC) or negative (panel 3: HT29; panel 4: MCF7)
cellular lines.



Figure S3

Fig. S3 Flow cytometry analysis of scFvA33T1-Alexa 555 binding to GPA33-positive
SW1222 cells. As a control for the Alexa 555 background, cells were also incubated
with only the labeled protein (Plot 1). The secondary antibody control was made
incubating the cells with anti-HisTag Alexa 488 in the absence of scFvA33T1-Alexa
555 (Plot 2). Plot 3 shows the cells incubated with both scFvA33T1-Alexa 555 and anti-
HisTag Alexa 488.
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Figure S4

Fig. S4 Diagram showing the plasmid pPICZaAscFvA33-RNaseT1 employed to
produce scFvA33T1 in P. pastoris KM71 cells. Restriction enzyme sites used are
shown: Eco R, Not I, and Sal | were needed to insert the corresponding cDNA, Pme |
was used to linearize the plasmid for electroporation. The 6xHistag was present in the
original plasmid at the 3’ site of the multicloning site. ZeoR: Zeocin resistance gene.
5'AOX1 is a fragment containing the AOX1 promoter that allows methanol-inducible,
high-level expression in P. pastoris. a-Factor signal sequence allows for efficient
secretion of the protein. AOX TT is the native transcription termination and
polyadenylation signal from AOX1 gene that permits efficient 3" mMRNA processing,
including polyadenylation, for increased mRNA stability.
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