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“La ciencia es un mito, sélo que es el mito mas hermoso, el unico generalizable a toda la espe-
cie y quizas el mas digno de respetarse. La ciencia es un mito, y cuando pretende decir que
esta mas alla del mito esta mintiendo. La ciencia es la humildad en la basqueda de lo verda-

dero y en cuanto pierda esa humildad ya no es mas que una forma de embaucamiento.”

-Antonio Escohotado
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RESUMEN

Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas que se incluyen dentro del grupo de los
agentes terapéuticos biolégicos. Constan de un dominio marcador, formado
habitualmente por un anticuerpo o un fragmento de éste, aunque también por otras
moléculas con capacidad de unién celular especifica, como interleuquinas o factores de
crecimiento, fusionados a un dominio téxico, normalmente compuesto por una toxina
proteica capaz de producir muerte una vez en el interior celular. De este modo, el
dominio marcador dirige especificamente la actividad enzimatica del dominio téxico
sobre sus células diana. En conjunto, su elevada especificidad de accion, combinada
con su extraordinaria potencia citotoxica y la ausencia de mecanismos especificos de
resistencia dotan a las inmunotoxinas de unas caracteristicas Optimas para su aplicacion

como agentes terapéuticos frente al cancer y otras enfermedades.

Treinta afios después del desarrollo de las primeras inmunotoxinas, los avances
realizados en el disefio, produccion y efectividad de estas moléculas estan permitiendo
superar las limitaciones que en los origenes de su investigacién restringian sus
posibilidades de aplicacién clinica; entre ellas su elevada inmunogenicidad, su excesivo
tamafio molecular o la apariciéon de efectos adversos asociados a cierta citotoxicidad
inespecifica. De este modo, aunque todavia existen algunos impedimentos que
dificultan la expansion de sus aplicaciones terapéuticas, principalmente relacionados
con una limitada efectividad antitumoral in vivo; en los Ultimos afios ha surgido un
renovado interés en el estudio, optimizacién funcional y aplicacién clinica de las
inmunotoxinas, cuya consecuencia mas importante ha sido la aprobacion por la FDA de
las tres primeras inmunotoxinas antitumorales para uso clinico. Asi, actualmente, la
investigacion sobre estas moléculas bifuncionales se centra en aspectos como el
desarrollo de nuevos formatos optimizados para el tratamiento de tumores soélidos, la
mejora de sus propiedades farmacocinéticas y el disefio de nuevas construcciones con
especificidad por nuevas dianas terapéuticas, encaminadas no sélo al tratamiento del

cancer, sino también al de otras patologias de tipo infeccioso, parasitario e inflamatorio.

La Tesis doctoral que se presenta, se centra en el desarrollo de varios disefios de
inmunotoxinas recombinantes basadas en la fusién de la ribotoxina a-sarcina a diversos
dominios marcadores con especificidad por antigenos celulares relevantes en algunos
procesos tumorales o alérgicos, incluyendo el desarrollo de formatos estructurales
novedosos. En este sentido, los objetivos concretos se han dividido en dos blogques
independientes: 1) Generacion de una nueva linea de inmunotoxinas antitumorales

CEA-especificas, utilizando diversos formatos de anticuerpo -VHH, scFv o scFv-
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trimerbody-, tratando de conseguir la optimizacion de su capacidad citotoxica antigeno-
especifica y de su efecto antitumoral in vivo; y 2) Desarrollo de dos estrategias
novedosas, alérgeno-dependiente e independiente, basadas en inmunotoxinas para el
tratamiento de la enfermedad alérgica. La primera, mediante un formato alérgeno-
toxina, Der p 1-a-sarcina, centra su accion en las células efectoras de la alergia
(mastocitos y basdfilos) que presenten como diana terapéutica IgE Der p 1-especifica
en su membrana plasmética. La segunda, IL-33-dirigida, es una estrategia alérgeno-
independiente cuya diana celular son las células ST2-positivas, en especial las células
ILC2s, implicadas en el desarrollo y mantenimiento de la inflamacién Th2 durante la

respuesta alérgica respiratoria cronica.

Los resultados obtenidos abarcan la produccion de las construcciones mediante
expresion heter6loga en la levadura P. pastoris, su purificacion y posterior
caracterizacion estructural y funcional. Los estudios de caracterizacion estructural
evidenciaron su identidad molecular, asi como un plegamiento globular en disolucion
acorde a los componentes que integran los dominios de las diversas inmunotoxinas.
Ademas, todas las quimeras preservaron la capacidad de union celular antigeno-
especifica de sus dominios marcadores, que combinada con la actividad inhibidora de
la biosintesis proteica y promotora de apoptosis de a-sarcina, dot6 al conjunto de las

construcciones de un potente efecto citotoxico especifico sobre sus células diana.

En particular, las inmunotoxinas antitumorales IMTXCEAaS, IMTXTRICEAaS vy
VHHCEAS5v2aS mostraron un potente efecto citotoxico CEA-especifico, que se mostrd
acorde a su capacidad de marcaje antigénico. Ademas, la inmunotoxina trimérica
IMTXTRICEAQS, basada en el formato de anticuerpo scFv-trimerbody, demostré una
capacidad de unién a CEA, una citotoxicidad especifica in vitro y una actividad
antitumoral in vivo frente a tumores de cancer de colon inoculados en ratones BALB/c
significativamente superiores a su analogo monomérico, IMTXCEAaS. Asi, los
resultados obtenidos con IMTXTRICEAaS suponen una prueba de concepto mostrando
la generacién de inmunotoxinas basadas en el formato trimerbody como una estrategia
adecuada para el desarrollo de nuevos inmunoterapéuticos optimizados frente al

cancer.

Respecto a las inmunotoxinas para el tratamiento de la enfermedad alérgica,
proDerp1aS presentd un comportamiento enzimatico y un reconocimiento por IgE
especifica similar al alérgeno Der p 1, incorporando ademas la actividad ribonucleolitica
de a-sarcina. Asi, en los ensayos sobre la linea celular RBL-2H3 hFceRI, semejante a
los mastocitos tisulares, proDerp1aS produjo un efecto citotdxico, unicamente sobre

aguellos cultivos celulares sensibilizadas con IgE Der p 1-especifica. En cuanto a la

20



segunda estrategia, la inmunotoxina IL33aS mostré una capacidad de unién celular
ST2-especifica semejante a IL-33, si bien no desencadend la activacion celular propia
de IL-33. Por ultimo, su efecto promotor de la apoptosis sobre las células Raw 264.7,
ST2-positivas, sugiere un efecto citotdxico in vivo sobre las células ILC2s dotado de

potencial de aplicacion terapéutica.

En conjunto, estos resultados no solo confirman las posibilidades terapéuticas de las
inmunotoxinas basadas en la fusion de a-sarcina a dominios marcadores de diferente
naturaleza y especificidad; sino que ademas abren la puerta al disefio de inmunotoxinas
triméricas funcionalmente optimizadas para el tratamiento de diversas enfermedades
que, como el cancer o la alergia, presentan determinadas poblaciones celulares

susceptibles de ser eliminados mediante una accion citotoxica antigeno-especifica.
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ABSTRACT

Immunotoxins are a novel class of therapeutic agents consisting of a targeting domain
(usually an antibody, a cytokine or growth factor, but also another cell-binding proteins)
recombinantly fused to a cytotoxic domain, which is composed by protein toxin capable
of promoting cell death once inside the cell. In this way, targeting domain marker directs
the enzymatic activity of the toxic domain to specifically cause the death of its target
cells. Taking together, the high specificity of their action, combined with their
extraordinary cytotoxic potency and the absence of any specific resistance mechanisms
endow immunotoxins with optimal properties for their application as therapeutic agents
against cancer and other diseases.

After thirty years since the development of the firstimmunotoxins, the advances made in
the design, production and effectiveness of these molecules have allowed us to
overcome the main limitations that restricted their previous possibilities of clinical
application (e.g. high immunogenicity, excessive molecular size and certain cytotoxicity
nonspecific). Thereby, although there are still some impediments that hinder the
expansion of its therapeutic applications (e.g. inefficient cytotoxic capacity or limited
antitumor effectiveness in vivo), in recent years there has been renewed interest in the
study, functional implementation and clinical application of immunotoxins. One of whose
most important consequences has been the FDA approval of the first three antitumor
immunotoxins for clinical use. As a consequence, current immunotoxin research focuses
on aspects such as the development of optimized formats for enhancing the treatment
of solid tumors and the improvement of their pharmacokinetic properties; but also
searching for new designs with specificity for innovative therapeutic targets, aimed not

just at the treatment of cancer, but also infectious, parasitic and inflammatory disorders.

Regarding the objective of this project we proposed the development of multiple
recombinant immunotoxins based on the ribotoxin a-sarcin and various marker domains
with specificity for cellular antigens relevant in the pathology of some tumor processes
or allergic disease. The specific objectives are divided in two blocks: 1) the generation
of a line of CEA-specific antitumor immunotoxins, based on various antibody formats
(VHH, scFv or scFv-trimerbody) for the optimization of its antigen-specific cytotoxic
activity and its antitumor in vivo effect; and 2) the development of two new immunotoxins
for the treatment of allergic disease. The first is based on an allergen-dependent strategy
(Der p 1-targeted) directed against allergy effector cells (mast cells and basophils)
presenting IgE Der p 1-specific in their plasma membrane. The second one belongs to

a allergen independent strategy (IL-33-targeted) acting on ST2-positive cells, especially
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ILC2s cells, that are involved in the development and maintenance of Th2 inflammation

occurring during chronic respiratory allergic disease.

The results obtained show the production of the different constructs by its heterologous
expression in the yeast P. pastoris and its effective purification by conventional
chromatographic techniques. Structural characterization studies evidenced the
molecular identity of immunotoxins, while their secondary folding and conformation in
solution corresponded to those expected according to the components of each
construction. In addition, all immunotoxins preserved the antigen-specific cell binding
capacity of their marker domains, which in combination with the apoptosis promoting

activity of a-sarcin caused a potent specific cytotoxic effect on their target cells.

Regarding antitumor designs, IMTXCEAaS, IMTXTRICEAaS and VHHCEA5v2aS
showed a potent CEA-specific cytotoxic effect, which was shown to be consistent with
their antigenic labelling ability. Moreover, the trimeric IMTXTRICEAQS, based on the
scFv-trimerbody antibody format, showed a CEA-binding capacity, an in vitro specific
cytotoxicity and in vivo antitumor activity against colon cancer xenografts enhanced to
its monomer analogue, IMTXCEAaS. Therefore, trimeric immunotoxins represent a

further step in the development of next-generation therapeutic immunotoxins.

Regarding the proposals for the treatment of allergic disease, proDerplaS presented an
enzymatic behaviour and a specific IgE recognition pattern similar to the Der p 1 allergen,
incorporating in addition the ribonucleolytic activity of a-sarcin. As a consequence, in the
trials characterizing its effect on the hFceRIl RBL-2H3 cell line, similar to mast cells,
proDerp1aS produced a cytotoxic effect only on those cell cultures sensitized with Der p
1-specific IgE. On the other hand, IL33aS showed a ST2-specific cell binding capacity
similar to IL-33, which also it did not trigger the cellular activation of IL-33. Finally, its
apoptosis-promoting effect on Raw 264.7 cells, ST2-positive, predicts an in vivo cytotoxic

effect on ILC2s cells that presents IL33aS as a potential therapeutic tool.

Together, these results demonstrate the potential possibilities of a-sarcin-based
immunotoxins for the treatment of various diseases, such as cancer or allergy, which are
characterized by the pathological function of certain cell populations that can be
effectively eliminated by cytotoxic agents specifically adapted to the particular

requirements of each pathology.
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ABREVIATURAS

ADEPT: terapia de profarmaco y enzima dirigida por anticuerpo (antibody directed
enzyme prodrug therapy)

AIT: inmunoterapia alérgeno-especifica (allergen-specific immunotherapy)
APC: célula presentadora de antigeno (antigen presenting cell)
BAT: test de activacion de basofilos (basophil activation test)

BMGY: medio tamponado con glicerol para levaduras (buffered media glycerol for
yeast)

BMMY: medio tamponado con metanol para levaduras (buffered media methanol for
yeast)

BMGMY: medio tamponado con glicerol metanol para levaduras (buffered media
glycerol methanol for yeast)

BSA: albumina de suero bovino (bovine serum albumin)

CBS: tincion con azul de Coomassie (Coomassie Blue staining)
CCa3: caspasa 3 escindida (cleaved caspase 3)

CD: dicroismo circular (circular dichroism)

CDR: regién determinante de complementariedad (complementary determinant region)
CEA: antigeno carcinoembrionario (carcinoembrionyc antigen)
DAB: diaminobenzidina

dsFv: dominios variables estabilizados por puentes disulfuro
DTT: ditiotreitol

ECL: electroquimioluminescencia (enhanced chemiluminescence)
EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

ERK: quinasas reguladas por sefiales extracelulares (extracell signal-regulated
kinases)

Fab: fragmentos de union a antigeno

FBS: suero fetal bovino (fetal bovine serum)

Fc: fraccion cristalizable de la molécula de inmunoglobulina
FceRI: receptor de alta afinidad de la Fc de la IgE

FceRIl: receptor de baja afinidad de la Fc de la IgE

FDA: Food and Drug Administration de los EEUU

FITC: isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate)

FPLC: cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (fast protein liquid
chromatography)

Fv: fragmento variable de la Ig
HDM: &caros del polvo doméstico (house dust mite)
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HRP: enzima peroxidasa (horseradish peroxidase)

HSA: albumina de suero humana (human serum albumin)
Ig: inmunoglobulina

ILC: célula linfoide innata (innate lymphoid cell)

IP: ioduro de propidio

IMTX: inmunotoxina

IRAK: quinasa asociada al receptor de IL-1

JNK: quinasas c-Jun N-terminal

B-ME: B-mercaptoetanol (2-mercaptoetanol)

MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2-difenil-tetrazolio
NC1: regién de trimerizacion no colagenosa del colageno
nt: nucleotido

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis)
pb: pares de bases (referido a fragmento de DNA)

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear
cells)

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PFA: paraformaldehido

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (phenylmethylsulfonyl fluoride)
RIP: proteina inactivadora de ribosomas (ribosome-inactivating protein)
rRNA: &cido ribonucleico ribosomal

scFv: dominios variables en formato de cadena unica (single chain fragment variable)
scFab: fragmento de unién a antigeno en formato de cadena Unica
SDS: dodecilsulfato sédico (sodium dodecylsulphate)

SRL: Lazo Sarcina Ricina (sarcin ricin loop)

ST2: receptor especifico de IL-33

sST2: forma soluble del receptor ST2

TAE: tampon tris acético EDTA

TSLP: linfopoyetina estromal timica (thymic stromal lymphopoietin)
TMB: 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina

VH: dominio variable de la cadena pesada de la Ig

VHH: dominio variable monocatenario 0 nanoanticuerpo

VL: dominio variable de la cadena ligera de la Ig

WB: Western blot

YNB: base de nitrégeno para levaduras (yeast nitrogen base)
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INTRODUCCION

1.-Inmunoterapia

La inmunoterapia es un conjunto de estrategias terapéuticas que, mediante la actuacion
sobre el sistema inmune o la utilizacion de alguno de sus componentes, promueven la
modulacion especifica del mecanismo patogénico de una enfermedad con el objetivo de
provocar una mejora en su curso y/o sintomatologia. En la actualidad estas terapias
estan siendo empleadas satisfactoriamente en el tratamiento de numerosos procesos
tumorales, determinadas enfermedades infecciosas y algunas patologias autoinmunes
e inflamatorias (Emens et al., 2017; Wraith, 2017; Naran et al., 2018).

Segun su mecanismo de accién, existe una inmunoterapia dirigida directamente frente
a determinados marcadores moleculares (especifica) y otra que actla mediante un
efecto global sobre el sistema inmune (inespecifica). Para ambos casos, segun las
herramientas biotecnoldgicas que se utilicen, existe una inmunoterapia pasiva, basada
en la transferencia de células o anticuerpos generados previamente in vitro, y una
inmunoterapia activa, en la que se pretende inducir in vivo una respuesta inmune
determinada (Dougan & Dranoff, 2009; Galluzzi et al., 2014).

Entre las variedades de inmunoterapia pasiva especifica destaca la utilizacion de
anticuerpos monoclonales (Chames et al., 2009; Suzuki et al., 2015, Tsumoto et al.,
2018). En el tratamiento del cancer, estos anticuerpos terapéuticos estan
frecuentemente disefiados para dirigirse a dianas especificas de las células tumorales,
llamadas antigenos tumorales, marcando estas células, y facilitando su deteccién y
destruccién por el sistema inmune. Por el contrario, otros anticuerpos monoclonales
usados en el tratamiento del cancer no causan una respuesta inmune sobre la célula
tumoral, sino que Unicamente bloquean la funcién biolégica de su diana molecular,
frecuentemente implicada en el desarrollo, progresién, invasion o metastasis tumoral.
Ademas, también existen estrategias terapéuticas basadas en el uso de anticuerpos
monoclonales para dirigir de forma especifica la actividad de una molécula téxica o de
un radioisotopo frente a las células tumorales con el objetivo de promover su eliminacién
(Weiner et al., 2009; Scott et al., 2012; Kimiz-Gebologlu et al., 2018)

1.1.-Anticuerpos monoclonales

En la actualidad, los anticuerpos monoclonales constituyen el grupo de agentes
biol6gicos que han experimentado un mayor crecimiento en la clinica, debido a sus
enormes posibilidades de aplicacion en el diagnostico y terapia de mudltiples

enfermedades (Nelson et al., 2010; Singh et al., 2018). Entre las razones de este
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fendbmeno se incluyen los importantes avances realizados en su desarrollo y
optimizacion funcional; pero sobre todo, la sobresaliente capacidad de estas moléculas
para apuntar a las mutaciones especificas o los defectos en la estructura y expresion
proteica asociados a una gran diversidad de condiciones patoldgicas. Ademas, dada su
naturaleza proteica, los anticuerpos monoclonales presentan un elevado potencial de
manipulacioén, que incluye tanto la modificacién de su estructura -buscando una mejora
en sus propiedades farmacocinéticas, de difusion tisular, inmunogénicas o de afinidad
por antigeno- como su “funcionalizacion” mediante la incorporacion a estos de

moléculas con diferentes naturalezas y actividades.

En este sentido, el desarrollo de la tecnologia del hibridoma significé una verdadera
revolucion en todos los campos de la biomedicina, permitiendo obtener anticuerpos
producidos por un clon celular derivado de un unico linfocito B (monoclonales) y, por
tanto, homogéneos, especificos de epitopos individuales y producibles en grandes
cantidades (Kohler & Milstein, 1975).

A pesar del innegable éxito de esta primera generacion de anticuerpos monoclonales,
su aplicacion clinica presenta importantes limitaciones debidas principalmente a su
origen no humano: corta vida media sérica, ineficiente reclutamiento de las funciones
efectoras y problemas inmunogénicos. De este modo, una proporcién importante de los
pacientes tratados con anticuerpos murinos desarrollan respuestas inmunes dirigidas
frente a estos, provocando desde una reduccion o pérdida de su eficacia hasta una

reaccion inmune adversa generalizada (Klee, 2000).

Con el fin de salvar estos obstaculos y proveer de nuevas variantes de anticuerpo
optimizadas para la clinica se han ensayado diversas aproximaciones. Entre ellas
destaca las la obtencién de anticuerpos monoclonales de origen humano y, en mayor
medida, aquellas basadas en la aplicacion de técnicas de ingenieria genética para la
modificacion estructural y funcional de los anticuerpos monoclonales murinos (Chames
et al., 2009; Mellman et al., 2011).

1.2.-Ingenieria de anticuerpos

La ingenieria de anticuerpos consiste en el disefio y produccién de anticuerpos
monoclonales recombinantes optimizados, con el objetivo de superar las limitaciones de
los anticuerpos monoclonales de primera generacion en la terapia y diagnéstico in vivo
(Chames et al., 2009; Mellman et al., 2011). El conocimiento adquirido sobre la
estructura molecular y organizacion genética de las inmunoglobulinas (Igs), junto a los

avances realizados en las técnicas de clonacién y transferencia génica, han permitido

34



INTRODUCCION

el desarrollo de esta segunda generacion de anticuerpos monoclonales, en la que se
incluyen fragmentos de anticuerpo, anticuerpos quiméricos y humanizados, y

anticuerpos de formato multivalente.

Las razones a estos nuevos desarrollos responden a tres tipos de justificaciones: a)
terapéuticas, buscando quimerizar o humanizar un anticuerpo monoclonal efectivo en
modelos preclinicos; b) estratégicas, puesto que algunas aplicaciones requieren de la
modificacion de su estructura (formato), y c) practicas, debido a los problemas de

rendimiento de algunos hibridomas (Hudson & Souriau, 2003).

Fragmentos recombinantes

El hallazgo de que la capacidad de reconocimiento antigeno-especifica de los
anticuerpos reside en las regiones determinantes de complementariedad (CDR),
localizadas en el fragmento variable (Fv), condujo al aislamiento de las secuencias
génicas de este, permitiendo su incorporacion en diferentes formatos de anticuerpo

recombinante.
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Figura 1. A) Diagrama esquematico de un anticuerpo humano tipo IgG mostrando resaltados los dominios Vy (azul) y
V| (amarillo) del fragmento variable (Fv). B) Diagrama esquematico de un anticuerpo de camélido, con el dominio
variable monocatenario VHH resaltado (azul claro). En ambos casos, las CDR se indican en rojo.

El fragmento Fv, formado por las regiones Vy y Vi de la IgG, presenta un tamafio (25
kDa) que lo hace ideal para numerosas aplicaciones diagnésticas y terapéuticas (Figura
1 A). Sin embargo, las interacciones débiles que unen ambas regiones variables lo

hacen inestable a temperaturas fisiologicas. Entre las diferentes estrategias
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desarrolladas para mejorar su estabilidad destaca la introduccion de puentes disulfuro
intercatenarios, dominios variables estabilizados por puentes disulfuro (dsFv), y la unién
de los dominios Vy y Vi mediante un conector peptidico flexible (linker) que permite su
acoplamiento intramolecular para formar un sitio de unién al antigeno funcional. Estas
construcciones, denominadas dominios variables en formato de cadena Unica (scFv)
han sido expresados satisfactoriamente en bacterias, levaduras, células de insecto y
células de mamifero (Hudson & Souriau, 2003) y se han mostrado completamente

funcionales para el reconocimiento especifico y eficaz de antigeno (Nelson et al., 2010).

Por su parte, los anticuerpos de dominio variable monocatenario, denominados VHH,
nanoanticuerpos o nanobodies, constituyen los dominios de reconocimiento antigénico
de las inmunoglobulinas de cadena pesada Unica de los camélidos (HCAbs) (Figura 1
B) (Hamers-Casterman et al., 1993). Pese a su pequefio tamafio (12-15 kDa), este
formato posee afinidades en el mismo rango que los anticuerpos convencionales
formados por dominios duales Vu/V. (Muyldermans, 2013; De Meyer et al., 2014);
siendo ademas capaz de penetrar en tejidos densos e interaccionar eficazmente con
antigenos reconocidos débilmente por los anticuerpos de dominio dual Vu/V.. Debido a
su alta similitud de secuencia -superior al 80%- con las regiones constantes del
fragmento Vy humano y a su baja permanencia en la sangre debido a su pequefio
tamafio, estas moléculas presentan una baja inmunogenicidad (Muyldermans et al.,
2001; Cortez-Retamozo et al., 2002) combinada con una elevada estabilidad térmica,
solubilidad y resistencia a proteasas (Arbabi Ghahroudi et al., 1997; Dumoulin et al.,
2002).

En conjunto, los anticuerpos recombinantes scFvy VHH se presentan como importantes
herramientas biotecnoldgicas con un gran potencial para el diagnéstico y la terapia de
diversas patologias tumorales, inflamatorias, neurodegenerativas e infecciosas. Por otro
lado, la simplicidad de sus estructuras, permite integrarlos con facilidad en diferentes
formatos modulares, como estructuras multivalentes y biespecificas (Cuesta et al.,
2010; Shan et al., 2014; Compte et al., 2018), proteinas de fusion junto a dominios
citotéxicos o formando inmunoconjugados mediante su combinacién con farmacos o
radionuclidos (Kreitman et al., 2006; Bachran et al., 2017). Ademas, entre los
beneficios de estos formatos también se incluyen las multiples vias de administracion
gue admiten, sus posibilidades de desarrollo en construcciones completamente
humanizadas y su bajo coste de produccion, justificado por un elevado rendimiento en
sistemas de expresion heterélogos (Li et al., 2016; Bachran et al., 2017; Fernandes
et al., 2017; Ma & O’Kennedy, 2017; Bemani et al., 2018).
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Quimerizacion y humanizacion

La eliminacion de la inmunogenicidad de los anticuerpos monoclonales murinos se ha
abordado principalmente mediante la construccion de quimeras (Neuberger et al.,
1985, Reichert et al., 2005) y mediante su humanizacién a través de CDR-grafting
(Figura 2) (Jones et al., 1986). Ambos procedimientos han demostrado reducir
eficazmente la inmunogenicidad y potencia efectora de la molécula de Ig murina,
manteniendo la especificidad y afinidad del anticuerpo original; si bien, en determinadas
ocasiones pueden observarse ciertas respuestas inmunes frente a las regiones murinas
preservadas o un descenso en su capacidad de union al antigeno (Winter & Harris,
1993; Hudson & Souriau, 2003).

Anticuerpo quimérico Anticuerpo humanizado

Figura 2. Diagrama esquematico de los anticuerpos quiméricos y humanizados. Los anticuerpos quiméricos
estan formados por las regiones variables de una Ig de origen murino (violeta) y las regiones constantes de una Ig
humana (azul). Los anticuerpos humanizados contienen las CDRs de un anticuerpo monoclonal murino (violeta)
sustituidas en un dominio Fv humano (azul claro).

Generacion de anticuerpos monoclonales in vitro

Otro de los grandes hitos en el campo de la ingenieria de anticuerpos lo supuso el
desarrollo y posterior implementacién de la tecnologia de presentacion de proteinas en
la superficie de fagos filamentosos o tecnologia phage display (Smith, 1985; McCaferty
et al., 1990; Kang et al., 1991; Gao et al., 2002). Mediante su aplicaciéon se ha logrado
la generacion de anticuerpos in vitro y su optimizacién funcional hasta alcanzar
afinidades especificas por antigeno equiparables a las de los anticuerpos nativos
generados in vivo (Frenzel et al., 2017). Ademés de la tecnologia del phage display,
existen otras estrategias de presentacion basadas en la utilizacion de levaduras (yeast
surface display) (Boder & Wittrup, 1997), bacterias (bacteria display) (Martineau et al.,
1998) o células de mamifero (mammalian cell display) (Zhang et al., 2004) que han sido
utilizadas con diverso resultado para la generacion de anticuerpos con diferentes

propiedades y aplicaciones.
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Modificacién de sus caracteristicas funcionales y fisico-quimicas

Los anticuerpos monoclonales nativos presentan algunas caracteristicas, como su
tamafio y vida media, que constituyen una limitacién para su utilizacién in vivo. Estas
propiedades derivan en gran parte de la presencia de la region Fc, que protege a las Igs
de su degradacién endosomal y condiciona su elevado tamafio molecular -superior al
umbral de filtracién glomerular-, dotdndoles en conjunto de una elevada vida media en
el torrente sanguineo, una ineficiente extravasacion y una limitada capacidad de

penetracion tisular (Cuesta et al., 2010).
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Figura 3. Los diferentes formatos de anticuerpo multiméricos clasificados en base a su peso molecular y
valencia (nimero de posiciones de unién a antigeno). En el recuadro inferior derecho se muestran los fragmentos
de anticuerpo utilizados como elementos modulares del resto de construcciones. Modificado de Cuesta et al., 2010.

Con el objetivo de superar estas limitaciones de las propiedades funcionales y
farmacocinéticas de los anticuerpos nativos, se han desarrollado diferentes estrategias
basadas en la multimerizacion de los diversos fragmentos de anticuerpo recombinante
(scFab, dsFv, scFv, VHH). Entre ellas sobresale la utilizacion de dominios de
oligomerizacion, tanto procariotas como eucariotas, que fusionados al dominio
anticuerpo otorgan a este una conformacion multimérica en disolucion, de mayor tamafio
y multivalente; dotandole en conjunto de una avidez por antigeno y marcaje tumoral
superior a los anticuerpos recombinantes parentales, junto a unas mejores propiedades

farmacocinéticas (Cuesta et al., 2010; Nufiez-Prado et al., 2015).
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Segun la naturaleza de este dominio de oligomerizacion, los anticuerpos recombinantes
multiméricos se dividen en: a) disefios ortodoxos (continuistas), gue utilizan los dominios
constantes de la cadena pesada de la IgG, manteniendo la fisonomia del anticuerpo
nativo; y b) disefios heterodoxos (rupturistas), que utilizan proteinas de diversa indole
(Figura 3). En el primer grupo se incluyen, entre otros los formatos minibody, tribody y
di-diabody, formados respectivamente mediante la dimerizacién y trimerizacion
anticuerpos scFv (Shahied et al., 2004) o diabody (Lu et al., 2003). Por su parte,
algunos de los dominios de multimerizacién utilizados en el segundo grupo incluyen el
complejo barnasa-barstar (Deyev et al., 2003), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) (Borsi et al., 2003), el complejo estreptavidina-biotina (Kipriyanov et al., 1996) y el
dominio de tetramerizacién de p53 (M Rheinnecker, 1996). Ademas, recientemente
también se han generado anticuerpos multiméricos utilizando dominios de
oligomerizacion derivados de la matriz extracelular. Entre estas construcciones
destacan el formato collabody, constituido por un esqueleto de péptidos cortos similares
al colageno V (Fan et al., 2008), y el formato trimerbody, basado en el uso del dominio
de trimerizacion del coladgeno XV o XVIII (Blanco-Toribio et al., 2013); capaces en
ambos casos de promover la trimerizacion funcional de anticuerpos scFvy VHH.
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Figura 4. Aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos monoclonales frente al cancer.

En conjunto, los progresos realizados en el desarrollo de anticuerpos monoclonales con
propiedades farmacocinéticas, inmunogénicas y funcionales optimizadas para su

aplicacion in vivo, han provocado que en 2018 se alcanzasen los 68 anticuerpos
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terapéuticos aprobados por la FDA (Tsumoto et al., 2018), con cerca de 30 de ellos

dedicados al tratamiento del cancer (Kimiz-Gebologlu et al., 2018).

Ademas de sus aplicaciones directas, como anticuerpos “desnudos”, los anticuerpos
monoclonales pueden ser “funcionalizados” eficazmente para su aplicacion con fines
diagnésticos o terapéuticos mediante la incorporacion a su estructura de elementos o
moléculas especificas que les otorguen una funcionalidad adicional. Entre estas
herramientas biotecnoldgicas con aplicaciones clinicas derivadas del anticuerpo
monoclonal destacan los inmunoconjugados (Figura 4), entre los que se incluyen las

inmunotoxinas, objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral.

2.-Inmunotoxinas

Las inmunotoxinas son una clase de proteinas terapéuticas, relativamente novedosas,
formadas por la fusibn de un dominio marcador, usualmente un anticuerpo o un
fragmento de este -pero también una interleuquina o un factor de crecimiento-, a un
dominio téxico, compuesto por una toxina proteica que una vez en el interior celular
provoca la muerte de la célula diana. Mediante esta estructura quimérica, las
inmunotoxinas integran en una sola molécula la especificidad de los anticuerpos
terapéuticos frente a sus células diana con la citotoxicidad de algunas de las proteinas

mas téxicas de la naturaleza (Kreitman, 2009; Shan et al., 2013; Allewine et al., 2015).

Entre las aplicaciones potenciales de las inmunotoxinas destaca su propuesta originaria
como agentes antitumorales, aunque también se han sugerido y evaluado otras
utilidades -para un resumen interesante de estas aproximaciones véase Shapira &
Benhar, 2010-. Entre ellas se incluyen diversos usos basados en la modulacién de la
respuesta inmune: como la prevencion de la enfermedad de injerto contra huésped
(Stong et al., 1985; Vallera et al., 1996), la eliminacion de células T de los injertos
(Thompson et al., 1995; Weetal et a., 2002) o la eliminacion de células T reguladoras
(Powell et al., 2007; 2008). Ademas, también se ha realizado cierto progreso en la
produccion de inmunotoxinas con actividad antiviral (Berger et al., 2010; Spiess et al.,
2016) y antiparasitaria (Li et al., 2011); asi como para la eliminaciébn ex vivo de
poblaciones celulares indeseadas antes de infundir preparaciones de médula ésea o de

células stem (Uckun et al., 1990).

En base a su estructura y mecanismo de accion, las inmunotoxinas poseen ciertas
caracteristicas Unicas que las hacen superiores a los quimioterapéuticos

convencionales, incluyendo una alta especificidad, una extraordinaria potencia
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citotoxica y ningln mecanismo de resistencia especifico conocido (Shan et al., 2013).
Ademas, debido a que estas moléculas suelen provocar la muerte de sus células diana
mediante la inhibicion de la biosintesis proteica, presentan un mecanismo de accién
téxico tanto para células en division como para aquellas que no lo estan (Allewine et
al., 2015).

En la actualidad, 30 afios después del desarrollo de las primeras inmunotoxinas, la
investigacion acerca de sus aplicaciones como agentes antitumorales ha progresado
desde la obtencién de unos resultados prometedores frente a cultivos celulares, a su
evaluacién in vivo en diversos modelos animales portando tumores; para finalmente,
tras la incorporacion de estudios de toxicologia y farmacologia, alcanzar la fase de
ensayos clinicos. Aungque numerosos de estos ensayos en humanos han sido
publicados describiendo resultados alentadores (Kreitman et al., 2010; Kunwar et al.,
2010; Schindler et al., 2011; Alewine et al., 2015; Li et al., 2017), todavia persisten
algunas limitaciones que dificultan la aplicacion terapéutica efectiva de las
inmunotoxinas; entre ellos: una limitada capacidad de penetracion y marcaje tumoral,
algunos problemas de inmunogenicidad y cierta toxicidad inespecifica (Hassan et al.,
2007; Schindler et al., 2011; Alewine et al., 2015).

Pese a esto, los importantes avances realizados en el disefio, posibilidades de
administracion sistémica y capacidad antitumoral in vivo de las nuevas variantes de
inmunotoxina estan contribuyendo a superar las limitaciones histdricas de este tipo de
moléculas, conduciendo a un renovado interés en su estudio, desarrollo y aplicacién
terapéutica. Ademas, en la actualidad, multiples construcciones estan siendo evaluadas
en ensayos clinicos de Fase Il y Il (Li et al.,, 2017), habiendo sido aprobada
recientemente por la FDA la primera inmunotoxina basada en un anticuerpo
(moxetumomab pasudotox), compuesta por un scFv anti-CD22 fusionado a una forma
truncada de la exotoxina A de Pseudomonas, e indicada para el tratamiento de la

leucemia de células pilosas (Kreitman et al., 2018).

2.1.-Evolucioén

Las primeras inmunotoxinas se desarrollaron en la década de los 80s, tras la publicacion
de tres articulos seminales para la fundacién de su campo de investigacion. Por una
parte, se confirmd la potencia de la toxina diftérica frente a las células humanas
(Yamaizumi et al., 1978), reflejada en la famosa frase “una molécula de toxina diftérica
puede matar una célula”. En segundo lugar, se introdujo el concepto de la utilizacién de

anticuerpos para dirigir la actividad citotoxica de una toxina (Thorpe et al., 1978),
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describiendo especificamente el uso de anticuerpos “anti-linfocito” para matar células
tumorales linfoblastoides. Por ultimo, el surgimiento del anticuerpo monoclonal (Kohler
& Milstein, 1975) permitié el desarrollo de agentes formados por toxinas conjugadas

guimicamente con anticuerpos de una Unica especificidad (Blythman et al., 1981).

Las inmunotoxinas de primera generacion, enfocadas principalmente a la terapia del
cancer, se produjeron mediante la conjugacién de un anticuerpo monoclonal nativo con
una toxina a través de un enlace disulfuro (Figura 5 A) (Vitteta et al., 1983, 1985;
Pastan et al., 1986). Pese a la especificidad conferida por el anticuerpo, estas primeras
construcciones solian inducir efectos severos al ser administradas a humanos, debido
a que incluian las formas naturales de toxinas capaces de unirse inespecificamente a
las células no tumorales (Antignani & Fitzgerald, 2013). Entre estas toxinas destacaron
la exotoxina A de Pseudomonas (Kondo et al., 1988; Kreitman et al., 1990; 1993), la
toxina diftérica (Ross et al., 1980; Foss et al., 1998) y la ricina (Wawrzynczak et al.,
1990; Ghetie et al., 1993).

8 s

Figura 5. Diagramas mostrando la evolucion de los disefios de inmunotoxina. A) Las inmunotoxinas de primera
generacion estan formadas por una molécula de 1gG nativa combinada con la forma natural de una toxina (esfera
roja/marrén). B) Los disefios de segunda generacion incorporan toxinas Unicamente formadas por sus dominios
cataliticos (esfera roja), habiéndose eliminado los dominios de union celular. C) Las inmunotoxinas recombinantes o
de tercera generacion presentan una amplia variedad de estructuras que incluyen la utilizacion de diferentes dominios
marcadores, entre ellos -diversos fragmentos de anticuerpo (izquierda: Fab, centro: scFv) u otras moléculas dadoras
de especificidad (derecha: IL-2), como es el caso de denileukin diftitox, Ontak (Foss et al., 1998; Olsen et al., 2001).
Ademas, estas construcciones incorporan frecuentemente variantes no inmunogénicas de sus toxinas (circulo verde).

La segunda generacion de inmunotoxinas se caracteriz6 por la utilizacion de formas
truncadas de estas toxinas, compuestas en exclusiva por sus dominios cataliticos y
carentes de los dominios de reconocimiento implicados en la union de la toxina a la
superficie celular (Figura 5 B) (Thrush et al., 1996; Kreitman 2006; Li et al., 2005;
Pastan et al., 2007). Aunque esta aproximacion redujo de manera importante la
toxicidad inespecifica de las nuevas construcciones, persistieron otros problemas
asociados con: a) una pobre estabilidad debido a la conjugacién quimica entre las
mitades anticuerpo y toxina; b) una composicion heterogénea y una reduccion en la

afinidad de union a antigeno causadas por la conjugacion aleatoria; c) una pobre
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penetracion en las masas tumorales debido a su gran tamafio molecular (>190 kDa); d)
una elevada inmunogenicidad; y €) una limitada capacidad de produccion (Vitteta et al.,
1983; Multani et al., 1998).

Por ultimo, el tercer salto evolutivo en la generacion de estas moléculas estuvo marcado
por la aplicacion de las técnicas de clonaje molecular y ADN recombinante a la
produccién de proteinas de fusion compuestas por un fragmento de anticuerpo unido al
dominio catalitico de una toxina (Figura 5 C) (Laske et al., 1997; Shan et al., 2013). En
términos funcionales, esta tercera generacidbn de inmunotoxinas persigue la
optimizacion de las propiedades de marcaje tumoral y distribucién in vivo, la reduccion
de sus potenciales efectos secundarios -incluida la inmunogenicidad- y la mejora de su
produccion mediante el disefio de construcciones con dimensiones y estructuras aptas
para su produccién heteréloga. En la practica, estas aproximaciones se han concretado
principalmente en torno a la implementacién de los formatos de anticuerpo
recombinante utilizados como dominio marcador (Figura 3), pero también en el
desarrollo de variantes de toxina no inmunogénicas (Shan et al., 2013; Alewine et al.,
2015; Li et al., 2017).

De este modo, las inmunotoxinas recombinantes suelen presentar un menor tamafo
molecular -respecto a las construcciones formadas por la molécula de IgG nativa- que
las dota de una mayor capacidad de penetracion en tumores sélidos -un aspecto de
gran relevancia en el tratamiento de estas patologias- y mejores propiedades
farmacocinéticas. Ademas, la optimizacién y simplificacion de sus formatos permite su
produccién a gran escala y con bajo coste en diversos sistemas de expresion
heterélogos (E. coli, P. pastoris o células de mamifero, entre otros), eliminando otro
potencial impedimento para su uso clinico (Liu et al., 2005; Wan et al., 2006; Shan et
al., 2013).

Por estos motivos, en la actualidad las inmunotoxinas recombinantes presentan unas
propiedades superiores a aquellas de primeray segunda generacion, convirtiendo a esta
familia de moléculas en uno de los campos de investigacion en terapia antitumoral con

mayor potencial y expectativas generadas (Shan et al., 2013).

2.2.-Mecanismo de accion

El mecanismo de accién de las inmunotoxinas se puede describir como un proceso en
tres etapas (Figura 6). Primero, la inmunotoxina se une especificamente a su antigeno

diana en la superficie celular a través de su dominio marcador. Después, el complejo
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antigeno-inmunotoxina es internado a los compartimentos endociticos, desde donde, a
través diferentes de vias de trafico intracelular, sufre un procesamiento que produce la
escision de la toxina del dominio marcador. Finalmente, tras su translocacion al citosol,
la toxina ejerce su actividad enzimatica provocando la estimulacién de la ruta apoptotica
y la muerte celular (Sakamoto et al., 2006, Kreitman, 2006; Pastan et al., 2007,
Alewine et al., 2015).

Este mecanismo general puede estar sujeto a variaciones segun el anticuerpo utilizado
como dominio marcador, el antigeno diana y la toxina que componga su dominio téxico.
Asi, aungue, el mecanismo de internacion y el procesamiento del complejo antigeno-
inmunotoxina y la eficacia de este proceso dependen mayoritariamente del antigeno
celular marcado, estos procesos pueden verse inducidos o perturbados por la union del
anticuerpo concreto utilizado (Kuo et al., 2009, Fitzgerald et al, 2011; Liao-Chan et
al., 2015; Sokolova et al, 2017). Por su parte, la liberacion del componente toxico y su
localizacién subcelular dependen especificamente de las propiedades de cada toxina
(Figura 5) (Alewine et al., 2015; Tomé-Amat et al., 2015; Ruiz-de-la-Herrén et al.,
2019).

Por tanto, debido a los multiples procesos implicados en su mecanismo de accién, son
muchos los factores que influyen sobre la efectividad citotoxica final de las
inmunotoxinas. En primer lugar, la eficacia de su aplicacion sistémica in vivo depende
de las propiedades de biodistribucién, marcaje y penetracion tumoral, pero también de
la estabilidad en el entorno fisiol6gico, la inmunogenicidad y la especificidad selectiva
de las construcciones (Kreitman, 2000; Weber et al., 2003, Alewine et al, 2015;
Sokolova et al, 2017). Ademas, una vez que la inmunotoxina ha llegado al tumor, su
efectividad citotoxica dependera de la afinidad y estabilidad de su unién al antigeno
diana, de la internacion del complejo antigeno-inmunotoxina, del procesamiento
intracelular que sufra la toxina y de su potencia téxica una vez en el interior celular
(Wargalla & Reisfeld; 1989, Byers et al, 1991; Fitzgerald et al, 2011).

A continuacion se desglosan los diferentes factores que influyen a nivel celular en la
actividad citotdxica de las inmunotoxinas, indicandose el modo en que afectan a su

eficacia citotoxica y algunas de las variaciones desarrolladas para incrementarla.

Union

La capacidad de unién de una inmunotoxina a su antigeno celular constituye un factor
fundamental en el desempefio de su actividad citotéxica, puesto que, en ultimo término,
va a establecer la cantidad de carga toxica que alcanza a las células diana. Por este

motivo, al igual que sucede con los anticuerpos terapéuticos y los conjugados farmaco-
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anticuerpo; una alta afinidad y una baja constante de disociacion son propiedades
capitales de aquellos anticuerpos recombinantes, u otras moléculas, que se quieran
utilizar como dominio marcador de las inmunotoxinas (Schmidt et al., 2008; Cuesta et
al., 2010).
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Figura 6. Mecanismo de accion de las inmunotoxinas y los conjugados droga-anticuerpo (CDA). La exotoxina
A de Pseudomonas (PE) y a-sarcina (aS) son liberadas del dominio marcador en los endosomas, pudiendo
translocarse al citoplasma o ser transportadas a través del aparato de Golgi al reticulo endoplasmico (RE) (centro). La
toxina diftérica (DT) se transloca al citoplasma mediante la formacion de poros en la membrana de los endosomas
(derecha). Una vez en el citoplasma las tres toxinas provocan la inhibicién de la biosintesis proteica y la promocion
de la apoptosis celular. Figura modificada de Alewine et al., 2015.

Internacion

Debido a que la mayoria de las toxinas incluidas en las inmunotoxinas actian mediante

la inhibicién de la accion ribosomal, la internacion del complejo antigeno-inmunotoxina

es un requisito indispensable para su actividad citotoxica (Fitzgerald et al., 2011; Leal

et al., 2014). Por tanto, una elevada eficacia de internacion de estos complejos permite

el acceso especifico de una mayor carga toxica al interior de las células cancerosas,
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previniendo simultdneamente su liberacion de la superficie celular y su exposicién

sistémica (Liao-Chan et al., 2015).

Trafico intracelular

Tras su internacion, el complejo antigeno-inmunotoxina transita a través de los
endosomas tempranos, donde la acidificacion de estas vesiculas puede producir la
liberacion de la toxina y su translocacién al citosol, como en el caso de la toxina diftérica
y del antrax (Mastrobattista et al., 2002; Fuchs et al., 2013), o seguir la denominada
via retrograda, como la exotoxina A de Pseudomonas, las ribotoxinas y las proteinas
inactivadoras de ribosomas (RIP), que implica su transporte a través del aparato de
Golgi al reticulo endoplasmico (RE), recorrido durante el cual estas toxinas sufren su
liberacion al citosol (Lord et al., 2003, De Lorenzo et al., 2007). Estos y otros datos
confirman que el trafico intracelular a través de organulos especificos es un factor
importante modulando la toxicidad de las inmunotoxinas (Tortorella et al., 2012;
Alewine et al., 2015; Ruiz-de-la-Herran et al., 2019).

Péptido de unidn

En la estructura de las inmunotoxinas recombinantes, los dominios marcador y téxico
estan unidos por un linker peptidico que debe mantener su integridad molecular y
funcional en el entorno extracelular pero ser susceptible de degradacion intracelular. En
la medida en que su ruptura posibilitara la translocacién de la toxina al citosol, la longitud
y composicion de este péptido desempefia un papel fundamental en la eficacia de las
inmunotoxinas. Ademas, este linker debe permitir el correcto plegamiento y
funcionalidad de ambos dominios (Dosio et al., 2011). Entre los linkers que cumplen
estos criterios, uno de los mas utilizados consiste en una repeticion de glicocola y serina
((Glys-Ser)s), habiendo demostrado que permanece estable en las condiciones
fisiolégicas de los ensayos in vivo, pero que es susceptible de hidrélisis en el medio

acido de los compartimentos endosomales (Kreitman et al., 2001).

Ademas, como un paso mas alla en la optimizacion de este elemento, también se han
disefiado linkers que, mediante la inclusion de sitios de reconocimiento para proteasas
localizadas en las rutas de procesamiento intracelular, facilitan la liberacion de la carga
toxica del dominio marcador. Un ejemplo destacado es el sitio de protedlisis de furina,
una proteasa de mamiferos presente en las vias del trans-Golgi-RE (Vey et al., 1994),
mediante cuya utilizacion se han obtenido inmunotoxinas con una eficacia citotdxica
superior a la de sus construcciones parentales (Cao et al., 2009; Weldon et al., 2011;
Jones et al., 2016, Ruiz-de-la-Herran et al., 2019).
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Dominio toxico

Las principales toxinas utilizadas como componentes de las inmunotoxinas suelen
provocan la muerte celular mediante la inactivacion del ribosoma, provocando la
inhibiciébn de la biosintesis proteica (Allewine et al., 2015). Entre ellas se incluyen
toxinas bacterianas, como la toxina diftérica y la exotoxina A de Pseudomonas, que
modifican e inactivan el factor de elongacion 2 eucariota (eEF2), un componente critico
de la maquinaria de sintesis proteica (Collier, 1967; Weldon & Pastan, 2011); y las
ribotoxinas fungicas, como la a-sarcina, y las proteinas inactivadoras del ribosoma
vegetales (RIP), como la ricina y la saporina (Stirpe et al., 1980; Walsh et al., 2013;
Olombrada et al., 2017 a), que inhiben la funciéon ribosomal mediante su accion
enzimatica sobre el Lazo Sarcina Ricina (SRL), localizado en la molécula mayor del
rRNA.

Debido a sus mecanismos de accion y al rol fundamental del ribosoma en la biologia
celular, los procesos de resistencia celular descritos para estas toxinas son de escasa
relevancia. Entre ellos se pueden dar una liberacién ineficiente de la toxina al citosol (Du
et al., 2008; Liu et al., 2013), un fallo en su mecanismo de accion (Wei et al., 2012) y
una reducida promocién de la apoptosis (Matoo et al., 2013).

2.3.-Optimizacion de los disefios: estabilidad, tamafno y
humanizacion

Ademas de los factores implicados en la eficacia de las inmunotoxinas a nivel celular, la
aplicacion sistémica de las inmunotoxinas sigue presentando dos grandes desafios:
lograr una correcta distribucion que alcance a todas las célula diana, un aspecto
especialmente relevante en el tratamiento de patologias tumorales sélidas (Zhang et
al., 2010, Li et al., 2017), y eliminar la inmunogenicidad intrinseca de las construcciones,
para permitir su correcta administracion en humanos (Posey et al., 2002; Hassan et
al., 2007).

Por tanto, en la actualidad, las estrategias de optimizacién de las inmunotoxinas
antitumorales giran en torno a tres ejes principales: a) la bisqueda de una mayor
estabilidad in vivo, b) la mejora de la relacion entre tamafio molecular,
marcaje/penetracion tumoral y biodistribucion, y c) el desarrollo de variantes totalmente

humanizadas (Alewine et al., 2015).
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Penetracion tumoral, biodistribucién y propiedades farmacocinéticas

Los avances realizados en la reduccion del tamafio de las construcciones
recombinantes, se han centrado principalmente en el dominio marcador, al ser el
elemento que permite una mayor plasticidad. Con este propdsito, en sustitucién de la
molécula de IgG nativa, se han utilizado diferentes formatos de anticuerpos
recombinantes, incluyendo tanto anticuerpos recombinantes conservando alguna de las
regiones constantes de las cadenas pesadas (scFv-Fc, minibodies) -dotados de una
mayor estabilidad in vivo- o con Unicamente las regiones variables incorporadas en
diversos formatos (scFab, scFv, dsFv, VHH) (Adams et al., 2001; Adams & Weiner,
2005; Rothlisberguer et al., 2005; Qiu et al., 2007; Zhen et al., 2009; Li et al., 2011;
Li et al., 2017; Bachran et al., 2017; Deng et al., 2017; Sokolova et al., 2017).

Aun asi, estos formatos de inmunotoxina presentan ciertas limitaciones para su
aplicacion in vivo, debidas en su mayoria a su tamafo por debajo del umbral de filtracion
glomerular, su monovalencia y su limitada capacidad de marcaje tumoral. Por este
motivo, el desarrollo de una nueva generacion de inmunotoxinas incorporando en su
estructura anticuerpos multiméricos (Figura 3), dotadas de una mejor biodistribucion,
propiedades farmacocinéticas y capacidad de marcaje tumoral, se presenta como una
estrategia prometedora para la implementacion de los futuros disefios de inmunotoxina
(Cuesta et al., 2010; Rios et al., 2019).

Inmunogenicidad y humanizacion

Otro de los problemas mas frecuentes durante la utilizacién in vivo de las inmunotoxinas
se refiere a la inmunizacion del “paciente” frente a ellas. Este proceso, ocurrido tras su
administracién en repetida, puede neutralizar por completo sus potenciales efectos
terapéuticos. Por ello, especialmente en la Ultima década, la optimizacion de las
inmunotoxinas también se ha centrado en la obtencion de variantes recombinantes
completamente humanizadas o0 menos inmunogénicas (Onda et al., 2008; Mathew et
al., 2009, Jones et al.,, 2016). Respecto a los anticuerpos formando el dominio
marcador, la desinmunizacion se logra mediante dos estrategias principales:
manteniendo Unicamente los CDR e incorporandolos a un scaffold humano (CDR
grafting) (Scott et al., 2005; Qu et al., 2005), o bien modificando las regiones de la
secuencia inmunogénicas hasta no observar reactividad alguna o conseguir, al menos,
una disminucién significativa de la misma (Knappik et al., 2000; Onda et al., 2008;
Chames et al., 2009). Por su parte, la eliminacion de la inmunogenicidad debida al
dominio toxico -normalmente la de mayor importancia- se ha abordado puntualmente
mediante la utilizacion de ribonucleasas humanas (De Lorenzo et al., 2007, 2008;

Krauss et al., 2008) o, de forma mas extendida, a través de la identificacion y
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eliminacion de los epitopos inmunogénicos presentes en las toxinas microbianas, sin
gue en este proceso se vea afectada su actividad enzimatica. Ejemplos de esta
aproximacion incluyen el desarrollo de una variante mucho menos inmunogénica de la
exotoxina A de Pseudomonas (Onda et al., 2006; 2008), y el desarrollo de versiones
completamente humanizadas de la toxina diftérica (Schmohl et al., 2015) y la a-sarcina
(Jones et al., 2016).

3.-Ribotoxinas

Las ribotoxinas son una familia de RNasas extracelulares secretadas por hongos que
se caracterizan por una actividad ribonucleolitica altamente especifica sobre la
subunidad mayor de la molécula de RNA ribosomal, como consecuencia de la cual se
produce la inactivacién ribosémica, la inhibicién de la biosintesis proteica y la muerte
celular por apoptosis (Gasset et al., 1994; Kao et al, 2001; Martinez-Ruiz et al., 2001;
Lacadena et al., 2007; Olombrada et al., 2017 a).

Su descubrimiento se realiz6 en 1963, cuando durante un programa de blsqueda de
agentes antitumorales y antibiéticos organizado por el Departamento de Salud de
Michigan, se encontr6 una cepa del hongo Aspergillus giganteus que producia una
“sustancia” inhibitoria del crecimiento de los tumores sarcoma 180 y carcinoma 755
inducidos en ratén. Esta “sustancia” fue descrita como una proteina a la que se
denomind a-sarcina (Olson & Goerner, 1965). Posteriormente, se han descubierto
otras proteinas con actividades similares producidas por diferentes especies del género
Aspergillus, como restrictocina y mitogilina (A. restrictus) (Brandhorst & Kenealy, 1992;
Kao et al., 2001; Garcia-Ortega et al., 2005), Asp f 1 (A. fumigatus) (Arruda et al.,
1990, 1992; Wool, 1997), gigantina (A. giganteus) (Wirth et al., 1997) y clavina (A.
clavatus) (Varga & Samson, 2008), o por otros géneros fungicos, como hirsutelina A
(HtA) (H. thompsonii) (Herrero-Galan et al., 2008) y anisoplina (Metharizium
anisopliae) (Lin et al., 1995; Martinez-Ruiz et al., 1999 b; Olombrada et al., 2017 b).

En términos clasificatorios, las ribotoxinas pertenecen a la superfamilia de la barnasa
(por ser su miembro mas destacado), donde también se incluye la familia de las
ribonucleasas (RNasas) no toxicas, cuyo maximo exponente es la RNasa T1
(Aspergillus oryza,) (Yoshida, 2001; Wool, 1997). En conjunto los integrantes de esta
superfamilia son moléculas de pequefio tamafio, formadas por una Unica cadena
polipeptidica con un patron de plegamiento homaélogo, constituido por una lamina 3

antiparalela de cuatro hebras, y un centro activo compuesto mayoritariamente por la
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triada Glu-Arg-His. Ademas, presentan un rasgo fundamental para su aplicacion en el
disefio de inmunotoxinas, la actividad catalitica de estas moléculas no se ve afectada
por la presencia del inhibidor intracelular de RNasas propio de las células de mamifero
(Kim et al., 1995; Hofstenge, 1997).

El conocimiento adquirido por nuestro grupo, tras casi 30 afios de investigacion, acerca
de las RNasas extracelulares fungicas ha conducido al desarrollo de la metodologia
necesaria para la produccién y caracterizacion de estas proteinas, asi como a la
obtencion de un detallado conocimiento de sus mecanismos moleculares de accion.
Este hecho, afiadido a que algunas de las inmunotoxinas descritas en la literatura
contenian como dominio téxico una RNasa o una ribotoxina, impulsé el desarrollo de
una linea de investigacion especifica centrada en la aplicacion sistematica de esta
familia de proteinas a la construccién de inmunotoxinas antitumorales; cuyos primeros
avances estan recogidos en las Tesis Doctorales de los Dres. Nelson Carreras Sangra
y Jaime Tomé Amat (Carreras-Sangra, 2008; Tomé-Amat, 2012).

A continuacion se detallan las caracteristicas estructurales y funcionales de las
ribotoxinas, y en concreto de la a-sarcina, su miembro mas destacado y mejor estudiado,
que es la toxina utilizada como componente téxico de todas las inmunotoxinas

presentadas en esta Tesis Doctoral.

3.1.-Caracteristicas estructurales

Las ribotoxinas son proteinas basicas, constituidas por aproximadamente 150
aminoacidos, que comparten un elevado grado de identidad y similitud de secuencia,
asi como 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., 1999 b; Lacadena et al., 2007; Carreras-Sangra et al., 2008).
Las principales diferencias entre sus secuencias de aminoacidos se encuentran en los
bucles de estructura no repetitiva y en la horquilla B del extremo amino terminal, regiones
que a su vez difieren ampliamente de aquellos de las RNasas microbianas no toxicas
(Figura 7) (Lacadena et al., 2007; Herrero-Galan et al., 2009).

La estructura tridimensional de la a-sarcina (Pérez-Cafadillas et al., 2000 y 2002;
Garcia-Mayoral et al., 2005 a 'y b) presenta un plegamiento mayoritario compuesto por
estructura a+f3, con una ldmina central antiparalela constituida por cinco hebras y una
hélice de algo més de dos vueltas (Figura 7) (Campos-Olivas et al., 1996 ay b; Pérez-

Cafnadillas et al., 2000). Esta lamina, fuertemente alabeada, forma una cara convexa
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que interacciona con la hélice a; de modo que los residuos constituyentes del centro
activo, Tyr 48, His 50, Glu 96, Arg 121, His 137 y Leu 145, quedan localizados en la cara
concava, dirigiéndose sus cadenas laterales hacia el exterior de la cavidad.

C I: 9

%

Restrictocina Hirsutelina A

RNasa T1 RNasa U2

Figura 7. Estructuras tridimensionales de las ribotoxinas restrictocina, a-sarcina, hirsutelina A, y de las
RNasas no toxicas T1y U2. Las estructuras se han ajustado con las coordenadas atomicas 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).

Otro elemento fundamental en su estructura y funcién es la horquilla B del extremo
amino terminal, formada en a-sarcina por los residuos 1-26. Concretamente, su parte
mas extrema esta implicada en las interacciones especificas con algunas proteinas del
tallo ribosomal que suceden durante la aproximacion de las ribotoxinas a la region del
SRL (Garcia-Ortega et al., 2002; Garcia-Mayoral et al., 2005 b).

Respecto a sus bucles periféricos, en las ribotoxinas, el bucle 2 es esencial para el
adecuado desempefio de su funcionalidad, siendo uno de los que muestra mas
diferencias con las RNasas no toxicas. Tiene un contenido elevado en Lys y Gly, se
encuentra muy expuesto al disolvente y, a pesar de poseer una conformacion bien
definida, presenta una relativa movilidad. Dentro de este, los residuos 52-54 estan
conservados en todas las RNasas fungicas extracelulares, fijandose al armazon
estructural a través de la Asn 54 (Manchefio et al., 1995; Siemer et al., 2003). Por otro
lado, mediante los residuos 51 y 55, este bucle interacciona especificamente con el
elemento mas significativo del SRL, el nucleétido de guanina prominente situado en las
proximidades del enlace que es hidrolizado (Figura 8) (Pérez-Cafiadillas et al., 2000;
Yang et al., 2001).
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En cuanto a su centro activo, Unicamente tres residuos 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). Los tres presentan unos
valores de pKa inusuales y formas tautoméricas de la His poco frecuentes, pero
comunes a todas las RNasas microbianas. Ademas, la His137 establece un enlace de
hidrégeno con el bucle 5 esencial para la conformacién estructural y la actividad

catalitica de la molécula.

A B

ﬂ ricina

¢ a-sarcina

50S T. thermophilus SRL R. norvergicus
(Gao et al., 2009) (Correl et al., 1998)

Figura 8. Diagrama mostrando la localizacion y estructura del SRL. A) Posicion del SRL dentro de la subunidad
mayor del ribosoma de T. Thermophilus. B) Estructura del SRL destacandose la guanina prominente (G 4319) y el
tetrabucle GAGA, donde se sefiala el enlace que es hidrolizado por las ribotoxinas (G 4325/A 4326) y la adenosina (A
4324) eliminada por la ricina.

3.2.-Caracteristicas de su actividad ribonucleolitica

El descubrimiento de que la muerte celular provocada por las ribotoxinas es
consecuencia directa de su capacidad para inhibir la biosintesis de proteinas, recuperé
el interés por esta familia de RNasas fungicas, que habia quedado apartada para su

aplicacion in vivo debido a presentar cierta citotoxicidad inespecifica (Roga et al., 1971).

Esta inhibicién de la biosintesis de proteinas se debe a su actividad ribonucleolitica
especifica hidrolizando un Unico enlace del RNA ribosomal de mayor tamafio (Schindler
& Davies, 1977; Endo & Wool, 1982, Endo et al., 1983). Este enlace se encuentra
localizado en una secuencia universalmente conservada, que desempeiia un papel
crucial para la funcién ribosomal durante su interaccion con los factores de elongacion
EF-tu/EF-1 y EF-G/EF-2 (Garcia-Ortega et al., 2010; Shi et al., 2012). Este sitio
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funcional es conocido como el Lazo Sarcina Ricina (SRL); ya que, ademas de las
ribotoxinas, sobre él también actla la ricina, el miembro mas representativo de la familia
de las RIPs (Figura 8) (Nielsen & Boston, 2001; Peumans et al., 2001).

Debido a la especificidad esta actividad enziméatica, la accidn de las ribotoxinas frente al
ribosoma puede detectarse y cuantificarse como consecuencia de la liberacion de un
fragmento caracteristico de unos 490 pares de bases (en ribosomas eucariotas)

denominado fragmento a (Kao et al., 2001; Martinez-Ruiz et al., 2001).

Respecto a su mecanismo catalitico, las ribotoxinas son RNasas ciclantes que
presentan un mecanismo tipo acido-base general a través de un intermedio ciclico
(Lacadena et al., 1998). En el caso 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,
intercambiando dichas funciones en la posterior hidrélisis del intermediario ciclico
(Lacadena et al., 1998, 1999). Por su parte, la His 50 desempefia un papel importante
en la estabilizacion del intermediario de la reaccion (Lacadena et al., 1999). El resto de
residuos del centro activo con implicacién en la actividad ribonucleolitica de la a-sarcina
incluyen a la Arg 121, que participa en la orientacion correcta del sustrato,
desempenando ademas un papel esencial en la interaccion con membranas lipidicas
(Masip et al., 2001); la Leu 145, imprescindible para mantener el pKa anormalmente
bajo de la His 137 (Masip et al., 2003); y la Tyr 48, que desempefia un rol necesario
pero indeterminado, ya que su sustitucion por Phe produce la completa inhibicién de la
actividad catalitica frente al ribosoma y otros sustratos poliméricos (Alvarez-Garcia et
al., 2006).

Rnasa T1 a-Sarcina

Figura 9. Estructuras tridimensionales de RNasa T1 y a-sarcina. Los diagramas se generaron con el programa
MOLMOL (Koradi et al., 1996). En la parte inferior se muestra en detalle la disposicion espacial de las cadenas
laterales de los residuos implicados en la catdlisis acido-base general. Adaptado de Herrero-Galan et al., 2013.

El reconocimiento del SRL por la ribotoxina, tal y como se ha comentado anteriormente,
depende principalmente de las interacciones entre la proteina y el tetrabucle GAGA Y la
guanina prominente del SRL (Gluck & Wool, 1996; Pérez-Cafadillas et al., 2000). Sin
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embargo, por si solas estas interacciones no explican la exquisita especificidad de las
ribotoxinas sobre su substrato, debido a que esta también parece sustentarse en las
interacciones entre sus bucles y ciertas proteinas del complejo ribosomal;
concretamente entre la horquilla B amino terminal y el bucle 2, y las proteinas

ribosomales L14 y L6, respectivamente (Garcia-Mayoral et al., 2004 y 2005b).

Asi, la ausencia de estos elementos en las RNasas no téxicas (Figura 7) explica las
diferencias en su funcionalidad respecto a las ribotoxinas, pese a que la estructura
tridimensional del centro activo y la posicion de sus residuos fundamentales no difieren
sustancialmente entre ambas familias de RNasas (Figura 9). Por tanto, en las
ribotoxinas el mecanismo ribonucleolitico es dirigido especificamente mediante su
capacidad para reconocer e interaccionar de manera especifica con el SRL y su entorno

proteico (Lacadena et al., 2007).

3.3.-Interaccion con membranas y citotoxicidad

Ademas de su actividad inhibidora de la funcién ribosomal, las ribotoxinas son capaces
de atravesar membranas lipidicas mediante su interaccion directa con estas, sin que se
haya descrito hasta la fecha ningun receptor proteico para ellas (Gasset et al., 1994,
Kao et al., 2001). Asi, su actividad citotoxica frente a células transformadas o infectadas
por virus (Olson et al., 1965; Fernandez-Puentes & Carrasco, 1980; Olmo et al.,
2001) ha sido descrita como consecuencia de la alteraciéon de Is permeabilidad que
sufren las membranas de estas células junto con la capacidad de las ribotoxinas para
interaccionar con fosfolipidos 4cidos, en que estas se encuentran enriguecidas (Gasset
et al., 1994; Connor et al., 1989; Turnay et al., 1993). De forma paralela, los estudios
realizados con vesiculas de diferente composicion lipidica han mostrado como,
inicialmente, a-sarcina produce la agregacion de las mismas, que evolucionan mediante
un proceso de fusion hacia la formacién de estructuras mayores, produciéndose en el

proceso su translocacion al interior de las mismas (Gasset et al., 1994).

Por tanto, la accion citotdxica de las ribotoxinas, y por ende de la a-sarcina, implica dos
acciones secuenciales. Primero, el acceso a través de la membrana celular, siendo ésta
la etapa limitante, y después, la muerte celular como consecuencia de su actividad

ribonucleolitica inactivadora del ribosoma (Turnay et al., 1993; Olmo et al., 2001).

Como se ha comentado en el apartado anterior, las ribotoxinas comparten con las
RNasas no téxicas su nucleo estructural central, diferenciandose principalmente en la

longitud y composicion de sus bucles, que son mas largos y de caracter basico en las
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ribotoxinas (Figura 7), siendo responsables de la interaccion de estas proteinas con las
membranas plasméticas y, por tanto, de su relativa citotoxicidad inespecifica (Martinez
del Pozo, et al., 1989).

En conjunto, las caracteristicas estructurales y funcionales descritas para las ribotoxinas
presentan innumerables virtudes para su utilizacion en el disefio de inmunotoxinas.
Entre ellas se encuentra su pequefio tamafo, su baja inmunogenicidad, su elevada
termoestabilidad y, sobre todo, su actividad ribonucleolitica especifica inactivante de la
funcién ribosomal. Por el contrario, aunque su capacidad de atravesar membranas
podria ser un inconveniente, ya que podria dar cuenta de una cierta citotoxicidad
inespecifica, los disefios de inmunotoxina incorporando a-sarcina desarrollados hasta
la fecha muestran una considerable reduccion de ese factor una vez que la ribotoxina
se ha unido al dominio marcador (Wawrzynczak et al., 1991; Nelson-Carreras et al.,
2012; Tomeé-Amat et al., 2015; Jones et al., 2016)
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OBJETIVOS

1.-Bloque |

En lo relativo al desarrollo de inmunotoxinas antitumorales CEA-especificas, que se
presenta en el Bloque | de Resultados, el objetivo general del trabajo se centré en el
disefio, produccién y caracterizacion de variantes de inmunotoxina basadas en la
utilizacion de diferentes fragmentos de anticuerpo recombinantes, buscando la
optimizacion de sus propiedades para el tratamiento antitumoral in vivo. A modo de

desglose, este objetivo general se puede dividir en los siguientes objetivos particulares:

1. Generacion y caracterizacion de inmunotoxinas CEA-especificas basadas en los
anticuerpos MFE23 scFv y VHHCEA5v2 como dominio marcador, y en la ribotoxina a-

sarcina como dominio téxico.

2. Estudio del efecto de la trimerizacion de inmunotoxinas monomeéricas, mediante la

plataforma trimerbody, sobre sus propiedades citotoxicas in vitro y antitumorales in vivo.

2.- Bloque |l

El objetivo general del Blogue Il de Resultados de esta Tesis Doctoral incluye el disefio,
produccién y caracterizacion de dos inmunotoxinas dirigidas frente a dos dianas con
potencial terapéutico en la patologia alérgica respiratoria: la IgE y el receptor ST2. A
modo de desglose, los objetivos particulares de este bloque para cada una de las

construcciones se subdividen del siguiente modo:

1. Generacion, produccion y purificacion de las inmunotoxinas proDerp1aS e IL33aS;
asi como de las proteinas recombinantes que componen sus dominios marcadores, la
forma precursora del alérgeno Der p 1 (rproDer p 1) y la forma madura de IL-33 murina
(mIL-33).

2. Caracterizacion estructural y funcional in vitro de ambas construcciones, incluyendo

el estudio de las actividades enzimaticas aportadas por los dominios marcador y toxico.

3. Caracterizacion de las actividades bioldgicas y citotoxicas de ambas construcciones
sobre sus dianas celulares antigeno especificas, utilizando modelos celulares in vitro y

células de pacientes alérgicos y no alérgicos ex vivo.
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1.-Materiales

1.1.-Tipos celulares

1.1.1.-Cepas de Escherichia coli

DH5aF'
Genotipo: F’ endAl hsdR17 (rk m) supE44 thi-1 recAl gyr A (Nal®) relAl A(lacZYA-
argF) U169 deoR [©680 dlac A(lacZ) M15]

Cepa utilizada para la amplificacién, propagacién, conservacién y aislamiento de los
plasmidos y las construcciones desarrolladas. El genotipo endAl mejora la eficacia de
purificaciéon de 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.
La preparacion de estas células competentes se realiz6 mediante el método de

Hanahan, con una modificacion que implica el empleo de RbCI (Hanahan et al. 1983).

1.1.2.-Cepas de Pichia pastoris

BG11 (PPS-9011)
Genotipo: aox14, Fenotipo: His*, Mut®

Cepa utilizada para la expresién de proteinas recombinantes utilizando el vector
pPICZaA. Esta cepa deriva de la cepa salvaje de expresion BG10, ambas desarrolladas
por la compafiia BioGrammatics. Debido a la delecion completa del marco abierto de
lectura del gen de la enzima alcohol oxidasa | (AOX1), presenta un crecimiento lento
cuando el metanol es la Unica fuente de carbono disponible. Esta cepa esta optimizada
para la produccion heteréloga de proteinas recombinantes, tanto a partir de cultivos en

matraces de Erlenmeyer como mediante el uso de fermentadores.

KM71H
Genotipo: arg4 aox1::ARG4 (arg4 his4). Fenotipo: His*, Mut®

Cepa utilizada para la expresién de proteinas recombinantes utilizando el vector
pPICZoA. Esta cepa presenta truncado el gen AOX1 (responsable del 80% de esta
actividad), de modo que la alcohol oxidasa Il (AOX2) es la Unica responsable del
metabolismo del metanol. Por tanto, se trata de una cepa Mut® (Methanol Utilization

Slow) que crece lentamente con metanol como Unica fuente de carbono.
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1.1.3.-Lineas celulares de mamifero

Calu-3 (ATCC HTB-55)

Linea celular humana, con origen en un adenocarcinoma de pulmdn, utilizada como
modelo de célula epitelial pulmonar. Debido a su diferenciacién espontdnea se han
utilizado para modelizar in vitro el epitelio pulmonar. Su cultivo se ha realizado de
manera rutinaria en DMEM/F12, suplementado con 300 mg/ml de L-glutamina, 50 U/ml
de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicinay FBS al 10% (v/v). Su propagacion se realizd

rutinariamente mediante tripsinizacion de 2-3 min.

HeLa (ATCC CCL-2)

Linea celular utilizada como modelo celular CEA-negativo. Las células, de morfologia
tipo fibroblasto, crecen de forma adherente ocupando homogéneamente la superficie de
cultivo. Se trata de una linea celular humana, de origen epitelial, concretamente de
adenocarcinoma de cérvix. Fueron crecidas rutinariamente en DMEM suplementado con
300 mg/ml de L-glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y FBS al
10% (v/v). Su propagacion se realiz6 rutinariamente mediante tripsinizacion de 4-5 min.

HelLa-CEA

Esta linea celular, suministrada por el Grupo de Inmunologia Molecular del Hospital
Puerta de Hierro, se ha derivado mediante transfeccién con un lentivirus para la
expresion del antigeno CEA. Se ha utilizado como modelo de linea CEA-positiva. Las
células fueron crecidas rutinariamente en DMEM suplementado con 300 mg/ml de L-
glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y FBS al 10% (v/v), con la
adicion de geneticina (G418) 500 pg/ml para la seleccion de transfectantes. Su

propagacion se realiz6 rutinariamente mediante tripsinizacién de 4-5 min.

LAD 2

Linea celular de mastocitos humanos (Kirshenbaum et al., 2003) donada por los Drs.
Dean Metcalfe y Arnold Kirshenbaum (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, NIH, Bethesda, MD, USA). Las células fueron cultivadas en medio Stem Pro-
34 (Invitrogen, Carlsbad, CA) libre de suero y suplementado con L-glutamina 2 mM, 100
U/ml de penicilina y 100 ng/ml de factor humano de células stem (human SCF)

recombinante (Peprotech).

LIM1215 (ECACC 10092301)
Linea celular proveniente de un carcinoma de colon humano, utilizada como modelo
celular CEA-positivo (Bacat et al., 2016). Las células presentan diferenciacién parcial,

creciendo agrupadas en islotes con una adhesion débil a la superficie de cultivo. Su
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obtencion se realizé a través del “Ludwig Cancer Institute”. Células crecidas en RPMI,
suplementado con 300 mg/ml de L-glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina y FBS al 10% (v/v). Su propagacion se realizé rutinariamente mediante

tripsinizacion de 2-3 min.

RBL-2H3 hFceRI

Las células RBL-2H3 (rat basophilic leukemia) transfectadas con el DNA codificante
para el receptor humano de alta afinidad de IgE (hFceRIl) fueron donadas por el Dr.
Lothar Vogel (Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Alemania) (Vogel et al., 2005). Se cultivaron
en MEM suplementado con 5% de FBS, 300 mg/ml de L-glutamina, 50 U/ml de penicilina
y 50 mg/ml de estreptomicina en frascos de cultivo de 75 cm? de superficie, incubandose
a 37°C en atmosfera humidificada con CO; al 5% (v/v). Su propagacion se realizé dos
veces a la semana utilizando EDTA 10 mM.

Raw 264.7 (ATCC TIB-71)

Linea celular de macréfagos de ratén, procedente de leucemia murina de Abelson por
transformacion virica. Presentan una morfologia de monocito/macréfago creciendo de
forma adherente. Esta linea celular se ha utilizado como modelo murino positivo para la
expresion de ST2 (Bae et al., 2012; Pinto et al., 2015). Las células fueron crecidas
rutinariamente en DMEM suplementado con 300 mg/ml de L-glutamina, 50 U/ml de
penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y FBS al 10% (v/v). Su propagacion se realizé

rutinariamente mediante raspado suave.

SW1222 (ATCC HB-11028)

Linea celular, proveniente de un carcinoma de colon humano, utilizada como modelo
celular CEA-positivo (Bacat et al, 2016). Las células presentan diferenciacion
espontanea, creciendo en forma de domos. Su obtencion se realiz6 a través del “Ludwig
Cancer Institute”. Células crecidas en RPMI, suplementado con 300 mg/ml de L-
glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y FBS al 10% (v/v). Su

propagacion se realiz6 rutinariamente mediante tripsinizacion de 5-10 min.

1.2.-Organismos modelo in vivo

Para el estudio del efecto de las inmunotoxinas antitumorales sobre el crecimiento de
tumores xenograft se utilizaron ratones Balb/c. Esta cepa posee una mutacion en el gen
Foxnl (forkhead box N1), cuyo resultado es una aplasia timica que resulta en una

inmunodeficiencia caracterizada por la deficiencia de linfocitos T, permaneciendo
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normal la funcionalidad de los linfocitos B. Esta inmunodeficiencia permite el injerto de
tejido tumoral humano sin causar rechazo en el huésped, posibilitando su uso como

organismo modelo para el estudio de la actividad antitumoral de las inmunotoxinas.

Los ratones se obtuvieron de la empresa Harlan Laboratories (Barcelona, Espafia).

1.3.-Vectores de clonacion y expresion

1.3.1.-Pichia pastoris

pPICZaA (Invitrogen)

Plasmido utilizado para la construccion y expresion en P. pastoris de las diferentes
proteinas recombinantes incluidas en este trabajo. El vector contiene una region del
promotor del gen AOX1, junto con secuencias situadas en los extremos 5’ y 3’ de este
mismo gen, un sitio de clonaje multiple y una secuencia codificante para un dominio de
extension de histidinas. También incluye una secuencia codificante para el propéptido
sefal factor a, que promueve la secrecion al medio extracelular de la proteina tras su
sintesis ribosomal. Al ser eliminado durante el proceso de secrecion, este propéptido
factor a no aparece en la proteina extracelular. Con propésitos selectivos el vector
incluye un gen de resistencia al antibiético zeocina. Los sitios de corte para la
linealizacion del vector, requerida para su insercion en el genoma de P. pastoris, son

Sacl, Pmel y Bstxl.

1.4.-Fragmentos de cDNA

MFE23 scFv

Secuencia de DNA codificante del fragmento MFE23 scFv, anticuerpo monoclonal
recombinante dirigido frente al antigeno CEA. El cDNA, incluido en los plasmidos pAB1-
MFE23scFv y pCR3.1- MFE23scFv- L21-TIEXV!- L21-OKT3, fue obtenido del Grupo de

Inmunologia Molecular del Hospital Puerta de Hierro (Majadahonda, Madrid).

L21-TIEXVI-L21

Secuencia de DNA codificante del dominio de trimerizacién no colagenoso del coladgeno
humano tipo XVIII (TIEXY"), flanqueado en ambos lados por la secuencia codificante del
linker L21. La secuencia de cDNA, incluida en el plasmido pCR3.1- MFE23scFv- L21-
TIEXV- L21-OKT3, fue suministrada por el Grupo de Inmunologia Molecular del Hospital
Puerta de Hierro (Majadahonda, Madrid).
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VHHCEA5v2

Secuencia de DNA codificante del anticuerpo humanizado monodominio VHHCEA5v2
dirigido frente al antigeno CEA. ElI cDNA fue obtenido del Grupo de Inmunologia
Molecular del Hospital Puerta de Hierro (Majadahonda, Madrid), incluido en el plasmido
pCR3.1-VHHCEA5V2.

a-Sarcina

Secuencia de cDNA de la ribotoxina a-sarcina. Fue obtenida por nuestro grupo de
investigacion a partir del hongo Aspergillus giganteus (Lacadena et al., 1994). La
secuencia codificante utilizada durante este trabajo estaba incluida en el plasmido
pPICZaAIMTXA33aS.

proDerp 1

Secuencia de DNA codificante de la forma precursora del alérgeno Der p 1 no glicosilado
(proDer p 1-N132Q). EI cDNA, conteniendo los codones optimizados para su expresion
heter6loga en P. pastoris, se obtuvo mediante sintesis quimica por Integrated DNA
Technologies (IDT), incluido en el plasmido pUCIDT-DerUCM. La secuencia del cDNA
esta flanqueada por los sitios de restriccion EcoRI en 5’ y Notl en 3’ para facilitar su

clonaje en el vector pPICZoA.

prolL-33 murina

Secuencia de DNA codificante de la forma precursora de la IL-33 de rat6n. La secuencia,
conteniendo una seleccion de codones optimizados para su expresion en P. pastoris fue
obtenida de Integrated DNA Technologies (IDT) en el plasmido pUCIDT-ILUCM. La

secuencia esta flanqueada por los sitios de restriccion EcoRI en 5’y Notl en 3'.

1.5.-Medios de cultivo

1.5.1.-Medios de cultivo para E. coli

LB
Bactotriptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,0.

Para la realizacién de placas: agar al 1,5% (p/v).

LB-low salt
Bactotriptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), NaCl 0,5% (p/v), pH 7,0.

Para la realizacién de placas: agar al 1,5% (p/v).
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TfB1
RbCI 100 mM, MnCl, 50 mM, acetato potasico 30 mM, CaCl, 10 mM, glicerol al 15%
(v/v), pH 5,2.

TfB2
RbCl 10 mM, CaCl, 75 mM, glicerol al 15% (v/v), MOPS 10 mM, pH 7,0.

Y-Broth
Bactotriptona al 2% (p/v), extracto de levadura al 0,5% (p/v), MgSO4 al 0,4% (p/v), KCI
10 mM, pH 7,4.

1.5.2.-Medios de cultivo para P. pastoris

BMGY
Peptona bacterioldgica al 2% (p/v), extracto de levadura al 1% (p/v), fosfato potasico
100 mM, YNB al 1,34% (p/v), biotina al 4x10°% (p/v), glicerol al 1% (v/v), pH 6,0.

BMGMY

Peptona bacterioldgica al 2% (p/v), extracto de levadura al 1% (p/v), fosfato potasico
100 mM, YNB al 1,34% (p/v), biotina al 4x10°% (p/v), glicerol al 0,125% (v/v), metanol
al 0,5% (v/v), pH 6,0.

BMMY
Peptona bacteriol6gica al 2% (p/v), extracto de levadura al 1% (p/v), fosfato potasico
100 mM, YNB al 1,34% (p/v), biotina al 4x10°% (p/v), metanol al 0,5% (v/v), pH 6,0.

YPD
Peptona bacteriol6gica al 2% (p/v), extracto de levadura al 1% (p/v), D-dextrosa al 1%

(p/v), pH 7,0. Para la realizacion de placas: agar al 1,5% (p/v).

YPDS
Peptona bacteriol6gica al 2% (p/v), extracto de levadura al 1% (p/v), D-dextrosa al 1%

(p/v), D-sorbitol 1M, pH 7,0. Para la realizacion de placas: agar al 1,5% (p/v).

1.5.3.-Medios de cultivo para células de mamifero

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
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El medio DMEM no contiene proteinas, ni lipidos ni factores de crecimiento. Por tanto,
requiere su suplementaciéon con suero fetal bovino (FBS), usualmente al 10% (v/v). Al
contener bicarbonato sodico al 0,37% (p/v) como sistema de tamponado requiere una

atmaosfera del 5-10% (v/v) de CO- para mantener el pH fisiol4gico.

DMEM-F12

Medio compuesto por una mezcla 1:1 de DMEM y medio F12 de Ham. Este medio
combina altas concentraciones de glucosa, aminoacidos y vitaminas con la amplia
variedad de componentes que aporta el F12. Incluye 0,292 mg/ml de L-glutamina y

HEPES 15 mM para el ajuste del pH fisiolégico.

MEM (Eagle's Minimal Essential Medium)

Desarrollado desde el Medio de Eagle es apto para el crecimiento de un amplio espectro
de células de mamifero, especialmente para aquellos tipos celulares cuyo crecimiento
se realiza en adhesién. La variedad utilizada (Gibco, Ref. 31095-029) incluye
suplemento con sales de Earle, 0,292 mg/ml de L-glutamina y bicarbonato sédico por lo
que requiere entre 5-10% (v/v) CO, para mantener el pH fisiol6gico adecuado. MEM no
contiene proteinas, lipidos ni factores de crecimiento. Por lo tanto, el MEM requiere

suplementacién, generalmente con FBS entre el 5-10%.

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640)

Este medio de cultivo se diferencia de otros medios como el Eagle's Minimal Essential
Medium o el Dulbecco's Modified Eagle Medium porque contiene el agente reductor
glutation y altas concentraciones de vitaminas (biotina, vitamina Bi», &cido 4-
aminobenzoico). Ademas, incluye colina e inositol a muy altas concentraciones. Al no
contener ni proteinas, ni lipidos, ni factores de crecimiento, requiere suplementacion con
10% (v/v) de FBS. El RPMI 1640 utiliza bicarbonato sédico como tampdn por lo que

necesita entre 5-10% (v/v) CO, para mantener el pH fisioldgico.

1.6.-Antibidticos

Zeocina
Antibidtico utilizado para la seleccidn de transformantes con el plasmido pPICZaoA. Las
concentraciones empleadas fueron 25 ug/ml para E. coli, y 100, 400, 750 pyg/ml para

P. pastoris.
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Geneticina (G418)
Antibiético utilizado para el mantenimiento de las células HeLa-CEA y RBL-2H3 hFceRI
transfectadas para la expresion de CEA humano y de hFceRI, respectivamente. La

concentracion empleada fue 500 pg/ml.

1.7.-Soluciones y tampones de uso general

1.7.1.-Electroforesis de acidos nucleicos

Tampoén TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.

Tampén de aplicaciéon (6x): Azul de bromofenol al 0,25% (p/v), cianol de xileno al
0,25% (p/v), glicerol al 30% (v/v).

1.7.2.-Electroforesis de proteinas PAGE-SDS

Tampon de desarrollo: Tris 25 mM, glicocola al 0,14% (p/v), SDS al 0,1% (p/v), pH
8,4.

Tampon de aplicaciéon (3x): Tris 50 mM, SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (v/v), EDTA
2 mM, azul de bromofenol al 0,02% (p/v).

Solucién de tefiido (Azul de Coomasie): Coomasie Brilliant Blue R-250 al 0,25%
(p/v), metanol al 50% (v/v), acido acético glacial al 10% (v/v).

Solucién de destefido: Metanol 50% (v/v), acido acético glacial al 20% (v/v).

1.7.3.-Inmunodeteccion (Western blot)

PBS (tampdn fosfato salino): NaCl 0,14 M, KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na;HPO,4
8,1 mM, pH 7,4.

Tampoén de transferencia: Tris 48 mM, glicocola al 0,14% (p/v), SDS al 0,0375%
(p/v), metanol al 20% (v/v), pH 9,5.

Tampoén de bloqueo: Leche en polvo al 3% (v/v), Tween-20 al 0,1% (v/v) en PBS.

Tampon de lavado: Tween-20 al 0,1% (v/v) en PBS.
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Solucién de revelado DAB: PBS, tetrahidroclorato de 3,3’-diaminobencimidina (DAB)

al 0,03% (p/v), H202 al 0,016% (v/v) en PBS.

Solucién de relevado ECL: Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo

Fischer).

1.7.4.-Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Tampon de bloqueo: Leche en polvo al 3% (p/v) en PBS o BSA al 5% (p/v) en PBS,

en funcion del anticuerpo utilizado para la inmunodeteccién.
Tampon de lavado: Tween-20 al 0,5% (v/v) en PBS.

Tampon de revelado: Citrato sodico 0,1 M, metanol al 4% (v/v), H.O; al 0,03% (v/v),

dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD) al 0,063% (v/v), pH 5,0.

1.7.5.-Ensayo de actividad ribonucleolitica sobre ribosomas
eucariotas

Tampon A: Tris 40 mM, KCI 40 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5.
Tampon B: Tris 50 mM, SDS al 5% (p/v), pH 7,4.

Tampon de desarrollo: MOPS 20 mM, acetato sédico 50mM, EDTA 10 mM, pH 7,0.

1.7.6.-Citometria de flujo

Tampoén incubacion: BSA al 0,1% (p/v) en PBS.
Tampoén lavado: PBS.

Tampon fijado: Paraformaldehido (PFA) al 1% (v/v) en PBS.

1.7.7.-Inmunofluorescencia

Tampoén incubacion: BSA al 1% (v/v) en PBS.

Tampon de lavado: PBS.
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Tampon fijado: PFA al 4% (v/v) en PBS.

1.7.8.-Ensayo activacion de basofilos (BAT)

Tampon de estimulacién: NacCl al 0,78% (p/v), KCI al 0,037% (p/v), CaCl, al 0,078%
(p/v), MgCl, al 0,033% (p/v), HSA al 0,1% (p/v), pH 7,4. Contiene 10 ug/ml de IL-3.

Tampon de lisis: BD FACS™ Lysing Solution (Beckton Dickinson, California, EEUU).
El reactivo contiene 3% (v/v) dietilenglicol, 1% (v/v) de formaldehido y 1,15% (v/v) de

metanol.

Tampon de lavado: Tween-20 al 0,05% (v/v) en PBS.

1.7.9.-Ensayo de Anexina V-FITC/IP

Anexina V Binding Buffer: HEPES 50 mM, NaCl 0,7 M, CaCl, 12,5 mM, pH 7,4.

Anexina V-FITC: Anexina V recombinante marcada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Concentracion: 0,32 mg/ml. Grado de marcaje (DOL, degree of labelling): 1,53

(expresado en numero de moléculas de sonda por molécula de Anexina V).

1.8.-Columnas de cromatografia

Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)

Columna de exclusién por tamafio molecular utilizada en sistema FPLC AKTA Purifier
con fines analiticos y preparativos, para la estimacion de masas moleculares de
proteinas en solucibn y para la purificacibon de proteinas recombinantes,

respectivamente.

Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare)

Columna de exclusién por tamafio molecular utilizada en sistema FPLC AKTA Purifier
con fines analiticos y preparativos, para la estimacion de masas moleculares de
proteinas en soluciobn y para la purificacion de proteinas recombinantes,

respectivamente.

Dietilaminoetil (DEAE)-celulosa

Columna de cromatografia de intercambio anionico utilizada con fines preparativos para
la purificacion del alérgeno recombinante proDer p 1. La columna posee unas

dimensiones de 70 x 4 cm (largo x diametro).
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Ni2*-NTA Agarosa (HisTrap™ FF crude, Amershan Bioscience)
Columna de cromatografia de afinidad con metal inmovilizado, utilizada con fines
preparativos para la purificacién de las proteinas recombinantes que incluyen en su

composicion una extension de histidinas.

1.9.-Sondas fluorescentes

Sondas fluorescentes para el marcaje de proteina

Las sondas Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555 (ThermoFischer) fueron utilizadas en el
marcaje directo de las inmunotoxinas purificadas para su utilizacion en ensayos de
inmunofluorescencia y citometria de flujo. Las sondas se conjugaron a los grupos amino
de las cadenas laterales de los residuos bésicos de la proteina a través de un grupo

succinimidil-éster.

Sondas fluorescentes para los ensayos de viabilidad/citotoxicidad

El kit para el marcaje de células muertas LIVE/DEAD (Invitrogen) fue utilizado en
citometria de flujo para estudiar ex vivo el efecto citotoxico de la inmunotoxina
proDerp1aS sobre los basofilos contenidos en los PBMCs de pacientes alérgicos y no

alérgicos a Der p 1.
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1.10.-Relacion de anticuerpos

. ) . Dilucién T T
Anticuerpo Antigeno Tipo Procedencia
WB FACs IF ELISA (eC) (h)
Anti-a-sarcina a-Sarcina Rabbit 1/3000 1/500 1/500 1/9000 25¢C 3 UCM
Anti-Derp 1 Derp1 Rabbit 1/3000 - - 1/9000 25¢C 1 ALK-Abellé
Anti-IL33 IL33 Goat 1/1000 - - 1/10000 259C 1 RyD Systems
mouse
Anti-HisTag-HRP His-Tag Mouse 1/2000 - - 1/9000 25eC 2 Sigma-Aldrich
GAR-HRP Rabbit 1gG Goat 1/3000 - - 1/3000 25¢C 1 BioRad
RAG-HRP Goat IgG Rabbit 1/2000 - - 25°C 1 RyD Systems
RAM-HRP Mf;‘ése Rabbit - - - 1/2500 | 37¢C 1 Abcam
Anti-HisTag-
Alexa 4888 His-Tag Mouse - 1/100 1/100 - 25eC 1 Sigma-Aldrich
mAb anti-CEA CEA Rabbit - 1/400 1/400 - 25¢C 1 Abcam
Anti-hIgE higt Mouse - - - 1/5000 37°C 1 ALK-Abelld
Anti-CD44 CD44 Mouse - - 1/400 - 259C 1 Cell Signalling
GAR-Alexa 488 | Rabbit IgG Goat - 1/400 1/400 - 259C 1 Invitrogen
DAM-Alexa 647 Mlcg"ge Donkey - - 1/400 - 250C 1 Abcam
Anti-hCCR3-FITC hCCR3 Mouse - 1/120 - - 37°C 1 BioLegend
Anti-hCD203c-
¢ hCD203c Mouse - 1/220 - - 4°C 0,33 BioLegend
PerCP
Anti-hCD63-PE hCD63 Mosue - 1/220 - - 4°C 0,33 BioLegend
Anti-hCCR3-APC hCCR3 Mouse - 1/200 - - R.T. 0,5 BioLegend
Anti-IgE-PE IgE Mouse - 1/100 - - R.T. 0,5 BioLegend
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1.11.-Relacién de oligonucleodtidos

Nombre Secuencia (5'...3") Amplificacion de
extremo 5' de fragmento
Oligo-1 ATTTCACAGAATTCCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCT SEcoR|- MFE23scFv desde
pCR3.1- MFE23scFv- L21-
TIEXW - L 21-OKT3
extremo 3' de fragmento
Oligo-2 ATTTCACAGCGGCCGCCCGTTTCAGCTCCAGCTT MFE23scFv-Notl3’ desde
pCR3.1- MFE23scFv- L21-
TIEX - L21-OKT3
Oligo-3 ATTCATCAGCGGCCGCGAGTTCAGGCGGCGGTGG extremo 5' de fragmento 5'Not-
ATCT NoEcoRI- L21-TIEX" desde
extremo 3' de fragmento TIEXV!! -
Oligo-4 ATTCATCAGTCGACCGCTGCCGCCATCAGAGCCAC L21-Sall3' desde pCR3.1-
TAGA MFE23scFv- L21- TIEXV!. | 21-
OKT3
extremo 3' de fragmento TIEXV!! -
Oligo-5 ATTCATCA-GGTGACCCGACCGCTGGCGCCATCAGA L21-BstEII3’ desde pCR3.1-
GCC MFE23scFv- L21- TIEXVI. | 21-
OKT3
) ATTCATCAGAATTCCAGGTGCAGCTGGTTGAATCTG extremo 5' de fragmento
Oligo-6 e 5'EcoRI-VHHCEA5v2 desde
pCR3.1-VHHCEA5v2
oliao-7 ATTCATCAGCGGCCGCCAGATGACACGGTCACTTGG extremo 3' de fragmento
1go- VHHCEA5v2-Notl3' desde
greccereeee pCR3.1-VHHCEA5v2
Oligo-8 ATTCATCACAGTCGACTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG extremo 3' de fragmento
1go- VHHCEA5V2-6His-STOP-Sall3'
GAGTGACACGGTCACTTGGGTGCCCTGGCC desde pCR3.1-VHHCEASV2
extremo 5' de fragmento
Oligo-9 ATTCATCAGAATTCCGTCCTTCTTCCATTAAAACATTC 5'EcoRI-proDerpl desde
pUCIDT-DerUCM
Oliao-10 ATTCATCAGTCGACTCAGAGTATTACGACGTATGGGT extremo 3' de fragmento
1go- proDerpl-STOP-Sall3' desde
ATTCCTCATT pUCIDT-DerUCM
) ATTCATCAGAATTCTCCCAGGGTACGAGTCTACTGACT extremo 5' de fragmento
Oligo-11 CAA 5'EcoRI-mIL-33 desde pUCIDT-
ILUCM
oligo-12 ATTCATCAGTCGACTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGA extremo 3' de fragmento mIL-33-
1go- 6His-STOP-Sall3' desde
TCTTTGACAACTTAAACATGAT DUCIDT-ILUCM
0Oligo-13 ATTCATCAGCGGCCGCCGATCTTTGACAACTTAAACAT extremo 3' de fragmento miL-33-

NotlI3' desde pUCIDT-ILUCM
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2.-Metodologia

2.1.-Amplificacion, modificacion, purificacion y
caracterizacion de acidos nucleicos

2.1.1.-Electroforesis en geles de agarosa

Este procedimiento se utilizé para la deteccion y andlisis de DNA plasmidico, asi como
para la purificacion de fragmentos lineales de DNA. Para ello se prepararon geles de
agarosa al 0,7-1% (p/v) en TAE segun el tamafio del DNA de interés. Las muestras se
aplicaron afiadiendo el volumen adecuado de tampon de aplicacion 6x y las
electroforesis se desarrollaron a un voltaje constante, entre 80-100 V. En todos los casos
se utilizaron patrones de masa molecular, correspondientes a un DNA patrén digerido,
o se utilizaron plasmidos sin digerir de tamafio y concentracion conocidos. Una vez
finalizada la electroforesis, los geles se tifieron durante 10 min en bromuro de etidio
(1pg/ml). La deteccidn del DNA se realizé6 mediante iluminacion con luz UV utilizando
un digitalizador de imagenes ChemiDoc XRS+ y el software Quantity One 1-D Analysis

Software (Bio-Rad Laboratories).

2.1.2.-Amplificacion de fragmentos de DNA mediante reaccion en
cadena de la polimerasa

Las reacciones de amplificacion de DNA mediante PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Gene Amp System 2400 (Perkin-Elmer). Se realizaron de manera general
en 50 pl de mezcla de reaccién, conteniendo: dNTPs (200 uM de cada epecie),
cebadores (1 uM de cada especie) y la enzima Pfu Polimerasa (Promega) en su tampén
correspondiente. Los oligonucle6tidos correspondientes para cada amplificacién, asi
como su uso detallado, se describen en el apartado correspondiente de Materiales. Los
programas empleados para la amplificacion suponen una primera etapa de
desnaturalizacion a 95°C durante 10 min, una segunda etapa de 30 ciclos de
amplificacion consistentes en 30 segundos de desnaturalizacion, 1 min de hibridacién a
45-55°C, dependiendo de la Tm de los oligonucleétidos empleados y 2 min de
elongacion a 72°C. Finalmente, las muestras se mantuvieron a 72°C durante otros 10

min para completar la elongacion de los fragmentos amplificados.
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2.1.3.-Digestion con endonucleasas de restriccion

Mediante la utilizacion de enzimas de restriccion se obtuvieron los fragmentos de DNA
con los extremos adecuados para el clonaje de las secuencias de cDNA de interés en

los plasmidos de expresion.

En cuanto al tampoén, tiempo de reaccion y temperatura utilizadas, las digestiones
enzimaticas de DNA se realizaron siguiendo los protocolos especificos recomendados
para cada una de las enzimas. De modo general, la cantidad de DNA digerida fue 1-3
Mg para fragmentos de pequefo tamafio, 10 ug de plasmidos en digestiones
preparativas, y 1 ug de plasmido en digestiones analiticas. En todos los casos, la mezcla
de reaccién incluyé BSA (1 mg/ml) y RNasa A (0,5 mg/ml). Del mismo modo, cuando
fue necesario, tras la reaccion se inactivd la endonucleasa mediante 30 min de
incubacion a 65°C. El producto de las digestiones se analiz6 mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0,7-1% (p/v) en TAE.

2.1.4.-Ligacion de fragmentos DNA

La obtencidn de los diferentes vectores de expresion se realizd mediante ligacion de los
fragmentos de DNA digeridos, correspondientes a las diferentes construcciones,
utilizando la DNA ligasa del bacteriéfago T4 (Fermentas). Las reacciones tuvieron lugar

a 22°C durante 16 h en el tampén especifico suministrado por la casa comercial.

2.1.5.-Purificacion de DNA plasmidico a pequeina escala

El DNA plasmidico se aisl6 mediante el método comercial “Wizard Minipreps” de
Promega. Brevemente, 5 ml de LB o LB-low salt, suplementados con el antibi6tico
adecuado, fueron inoculados con una colonia individual del clon de bacterias
transformadas. El cultivo se creci6 16 h a 37°C, tras lo cual se centrifugd para recoger
el sedimento celular. Estas células se resuspendieron en Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM,
RNasa A (100 pg/ml), pH 7,5. Las células fueron lisadas mediante la adicion de NaOH
0,2 M, SDS al 1% (p/v). Posteriormente, el pH de la muestra se neutraliz6 con acetato
potasico 1,32 M y tras centrifugacién se descartaron los restos celulares y DNA
gendmico desnaturalizado presentes en el sedimento. EI DNA plasmidico contenido en
el sobrenadante se purificd con una resina de afinidad por el DNA. Tras la interaccion,
la columna se lavo con Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5; diluido con

etanol (1:1, v/v), eluyéndose el plasmido en 50 ul de H,O destilada.
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2.1.6.-Purificacion de fragmentos de DNA

La purificacién de fragmentos de DNA procedentes de digestiones enzimaticas o
amplificados por PCR se realizé6 mediante el método comercial “Wizard PCR Preps” de
Promega. Para la purificacion a partir de geles de agarosa, se recortd el bloque de
agarosa en el que se contenia el DNA y se afadio sobre él 1 ml de la resina de afinidad
incluida en el kit. Tras esto, la agarosa se fundié mediante 5 min de incubacién a 55-
65°C y la mezcla se carg6 en una columna de afinidad por DNA suministrada por el kit.
Tras lavarse con 2 ml de 2-propanol al 80% (v/v), el DNA se eluy6 en 50 pl de H.O

destilada.

En el caso de la purificacion directa de fragmentos de DNA desde el medio de reaccién
de PCR, una vez comprobado mediante electroforesis que sdélo existia una especie
amplificada, la resina de afinidad se afiadid directamente a la muestra y se procedio

segun lo indicado en el parrafo anterior.

2.1.7.-Fenolizacion y precipitacion de DNA plasmidico

Con el objetivo de adecuar la concentracion, volumen y pureza de las muestras de
plasmidos linealizados para la electroporacion en células de P. pastoris, la Gltima etapa

de su preparacion incluyé su fenolizacion y precipitacion.

La fenolizacién de la mezcla de digestion (50-100 ul), conteniendo 10-12 ug de DNA
plasmidico, se llevé a cabo mediante una extraccion con fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (24:24:1). Posteriormente el plasmido se precipitd mediante salting out con
LiCl 4 M, MgCl; 0,1 M y etanol puro a -20°C, incubandose durante 1 h a -80°C. Tras
centrifugar, el precipitado de DNA se lavé con etanol frio al 70% (v/v), se eliminé el
sobrenadante y se sec6é a temperatura ambiente durante 10 min. Finalmente, se
resuspendié en 10 pl de H,O, aplicando una alicuota de 0,5 pl para su analisis mediante

electroforesis en gel de agarosa.

2.1.8.-Preparaciéon células de E. coli competentes

La preparacion de E.coli DH5aF' competentes se realizé mediante el método de
Hanahan, con una modificacion que implica el empleo de RbCIl (Hanahan et al. 1983).
Para ello, las células se crecieron en 5 ml de y-Broth mediante incubacion a 37°C en
agitacion. Una vez alcanzada una densidad 6ptica (DOesoonm) de 0,3; mediante este

precultivo se inoculé un cultivo fresco de 100 ml de w-Broth, que se crecié en las mismas
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condiciones hasta una DOsgo de 0,48. Posteriormente el cultivo se detuvo en hielo y las
células se sedimentaron por centrifugaciéon durante 20 min a 2200 rpm y 4°C. El
sedimento se resuspendié suavemente en 30 ml TfB1 (frio) y se mantuvo en hielo 90
min a 4°C. Tras sedimentarse nuevamente en las condiciones descritas anteriormente,
las células se resuspendieron en 4 ml de TfB2 frio. Finalmente, las células competentes

se distribuyeron en alicuotas de 0,2 ml y se guardaron congeladas a -80°C.

2.1.9.-Transformacion E. coli

Las células E. coli DH5aF' competentes, preparadas como se indica anteriormente, se
descongelaron en hielo durante 10 min. Después, se afiadié sobre ellas el DNA
plasmidico o el producto de ligacién deseado, tras lo cual la mezcla fue incubada durante
15 min en hielo. La incorporacion del DNA al interior de las células se facilitd mediante
un choque térmico por incubaciéon a 37°C durante 4 min, para después devolver las
células a 4°C otros 2 min. A continuacion se afadieron 0,8 ml de medio y-Broth y las
células se incubaron durante 1 h a 37°C con agitacién, para favorecer la recuperacion
de la integridad de la membrana y la expresién del gen de resistencia al antibi6tico
correspondiente (ampicilina o zeocina). Finalmente, diferentes volimenes de la mezcla
de transformacion se plaquearon en LB-agar conteniendo el antibiético selectivo para el

plasmido transformado.

2.1.10.-Preparacion P. pastoris competentes

Para la preparacion de células de P. pastoris competentes se partié de una placa de
YPD sin antibiético, donde se sembr6 la cepa seleccionada (conservada en un vial
congelado a -80°C). A partir de una colonia individual de esta placa, se inocularon 5 ml
de YPD, incubados durante 16-24 h a 30°C con agitacion. Al dia siguiente, 200 pl de
este cultivo se afiadieron sobre 50 ml de YPD fresco, creciéndose en agitacion durante
16 h a 30°C. Las células se lavaron mediante tres ciclos de centrifugacion suave,
intercalados con su resuspension en H,O destilada. Finalmente, tras la Ultima

centrifugacion las células se resuspendieron en 500 ul de D-sorbitol 1 M a 4°C.

2.1.11.-Electroporacion P.pastoris

Para la electroporacion se utilizaron 5-10 ug de DNA plasmidico, preparados en 10 pl

de H,O y previamente linealizados mediante digestion con la enzima Pme |. Trabajando
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siempre en condiciones de esterilidad, el plasmido se incub6 durante 5 min en hielo
junto con 80 pl de células de P. pastoris competentes. A continuacién, utilizando un
aparato Bio-Rad Gene Pulser, la mezcla de electroporacion se sometié a un pulso
eléctrico en las condiciones preestablecidas para P.pastoris. Tras afiadirse 1 ml de D-
sorbitol 1 M a 4°C, la mezcla se mantuvo durante 2 h en hielo, tras lo que se afiadi6 1
ml de YPD y se incub6 durante otras 4 h a 30°C en agitacidn. Finalmente, las células se
concentraron mediante centrifugacibn suave y posterior resuspension en
aproximadamente 300 pl del mismo medio. Esta mezcla se plaque6 en placas de YPDS-
agar con diferentes concentraciones de zeocina, 100, 400 y 750 ug/ml. Las placas se
incubaron a 30°C hasta la visualizacion de colonias, aproximadamente tras 48-72 h. Con
el objetivo de asegurar un mejor rendimiento de la electroporacioén, este protocolo se

realizé siempre con células competentes recién preparadas.

2.2.-Producciodn, purificacidon y caracterizacion
estructural de proteinas recombiantes

2.2.1.-Produccion de proteinas recombinantes

La produccion de proteinas recombinantes en P. pastoris se llevo a cabo partiendo de
las condiciones de expresion descritas en el manual “Easy Select™ Pichia Expression
Kit” (Invitrogen), adaptandolas para una optimizacién en el rendimiento de produccién
en funcién de cada una de las construcciones expresadas. En primer lugar, se inocul6
un precultivo de 100 ml de BMGY zeocina 100 pg/ml con la colonia seleccionada. Tras
24 h de crecimiento a 30°C en agitacion (200 rpm), mediante este precultivo se
inocularon 6 erlenmeyers de 2 L de capacidad conteniendo cada uno 375 ml de BMGY.
Tras crecerse durante 20-24 h hasta una DOgoponm entre 10,0-13,0, induccion de la
expresion se realizé mediante la sustitucion en el medio de cultivo del glicerol por
metanol. Para ello, los cultivos se centrifugaron durante 20 min a 4000 rpm y 4°C,
resuspendiendo y distribuyendo el pellet celular en 5 erlenmeyers con 200 ml de BMMY
cada uno. En funcion de las condiciones éptimas para cada construccion, la induccion
se realizé durante 24-72 h a 25°C y 200 rpm. En aquellos casos que la induccion se
prolongéb més alla de las 24 h, la concentracion de metanol se mantuvo constante
mediante su suplemento cada 24 h a un ratio final de 0,5% (v/v). Finalizada esta etapa,
el cultivo se centrifugé durante 20 min, 4000 rpm, 4°C; recogiéndose el medio

extracelular donde se contiene la de la proteina de interés.
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2.2.2.-Purificacion de proteinas recombinantes

La purificacion de todas las proteinas recombinantes producidas durante esta Tesis
Doctoral se llevd a cabo partir del medio extracelular de los cultivos de P. pastoris.
Ademads, salvo proDer p 1 recombinante, todas las construcciones realizadas durante
este trabajo incluyeron una extension C-terminal de seis histidinas, permitiendo su
purificacidon mediante una cromatografia de afinidad de metal inmovilizado. En primer
lugar, el medio extracelular fue dializado frente a tampén fosfato 50 mM, NaCl 0,1 M, pH
7,5y, posteriormente aplicado a una columna Ni?*-NTA Agarosa (HisTrapTM FF crude,
Amershan Bioscience). Tras ello, se realizaron sendos lavados con tamp6n de dialisis y
con el mismo tampdn enriquecido con imidazol 20 mM, eluyéndose la proteina mediante
el incremento de la concentracion de imidazol a 250 mM. Por dltimo, aquellas fracciones
de elucién que contenian la proteina de interés, de acuerdo con el analisis electroforético
de las mismas en PAGE-SDS, se homogeneizaron y dializaron para la eliminacion del

imidazol.

2.2.3.-Caracterizacion de proteinas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS

La caracterizacion estructural de las muestras purificadas incluy6 el andlisis de la pureza
e integridad estructural de las proteinas presentes en ellas, asi como la estimacion de
su masa molecular mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodecilsulfato sodico (PAGE-SDS) (Shapiro et al, 1967). Con este fin se utilizaron
sistemas de electroforesis en placa Miniprotean (Bio-Rad), preparandose los geles, por
norma general, al 15 % de poliacrilamida:bisacrilamida (30:1), SDS al 0,1% (p/v). Las
muestras se prepararon mediante su dilucion en tampén de aplicaciéon (Ver Apartado:
Materiales. Electroforesis de proteinas PAGE-SDS), pudiendo contener una
concentracion final del 5% (v/v) de B-mercaptoetanol para la obtencion de muestras
reducidas. La desnaturalizacion se completé mediante su calentamiento durante 20 min
a 95°C. Las electroforesis se desarrollaron a una intensidad de corriente constante de
25 mA por gel, durante aproximadamente 45 min. Los geles se visualizaron tras su
tincion con solucion de azul de Coomasie y destefiido con la solucién correspondiente

(Ver Apartado: Materiales. Electroforesis de proteinas PAGE-SDS).
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2.2.4.-Inmunodeteccion (Western blot)

Las muestras proteicas analizadas mediante PAGE-SDS fueron transferidas a una
membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno), Inmobilon (Millipore) mediante
electrotransferencia a 0,9 mA/cm? durante 60 min con un aparato Multiphor (LKB). Una
vez transferida, la membrana se saturé en tampdén de bloqueo, leche en polvo al 3%
(p/v) en PBS, durante 1 h a 25°C o al 0,1% (p/v) hasta el dia siguiente a 4°C. La
incubacién con el anticuerpo primario se realizé siguiendo las condiciones especificas
de uso para casa caso (Ver apartado: Materiales. Relacién de anticuerpos utilizados).
Tras un lavado breve con H.O, la membrana se lavo tres veces durante 10 min con
tampén de lavado para inmunodeteccién. La incubacién con el anticuerpo secundario,
en el caso de ser necesaria, se realizé siguiendo las indicaciones especificas para este
(Ver apartado: Materiales. Relacion de anticuerpos utilizados). Finalmente, tras repetir
los lavados en las mismas condiciones, se procedi6é al revelado de las membranas.
Segun la sensibilidad requerida para la visualizacion del resultado se utilizaron dos
métodos de revelado: a) solucién de DAB en PBS y b) solucién revelado ECL (enhanced
chemiluminiscence), siendo de mayor sensibilidad esta Ultima (Ver apartado: Materiales.
Inmunodeteccion). Las imégenes fueron tomadas utilizando un aparato ChemiDoc-It

(UVP) mediante el software de analisis VisionWorks LS.

2.2.5.-Calculo de coeficiente de extincion

Los coeficientes de extincién tedricos de las construcciones proteicas incluidas en este
trabajo se estimaron mediante el software ProtParam (ExXPASy, Swiss Institute of

Bioinformatics).

2.2.6.-Espectrometria de masas

En aquellos casos en los que se considerd necesaria la determinacion empirica de la
masa molecular de una muestra proteica purificada, se recurri6 al Servicio de
Protebmica y Gendmica del CIB -CSIC (perteneciente al Instituto Nacional de
Prote6mica, ProteoRed-ISCIIl). Los experimentos de MALDI-TOF fueron realizados en
un equipo Autoflex Il MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania). Los
espectros fueron adquiridos utilizando una potencia de laser justo por encima del limite
de ionizacién. Las muestras fueron analizadas en el modo de deteccion de iones
positivos y de extraccion retardada lineal. Tipicamente, 1000 disparos de laser fueron

acumulados en un solo espectro de masas. La calibracion externa se realiz6 usando
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BSA (Sigma) cubriendo el rango entre 20.000-70.000 Da. Una solucién saturante de
acido sinapinico en 3:1 HxO/acetonitrilo y TFA al 0,1% (v/v) fue utilizado como matriz.
Para la preparacion de las muestras, la solucién muestra y la matriz fueron mezcladas
(1:1, viv), y 1 ul de mezcla se aplico en el objetivo de acero inoxidable (Bruker-Daltonics),

donde se seco a temperatura ambiente.

2.2.7.-Espectrometria de dicroismo circular

Los registros de dicroismo circular (CD) se realizaron en un dicrografo Jasco J-715
(Jasco, Easton, MD, USA) equipado con un celda termoestatizada acoplada a un bafio
con circulacion de agua Neslab-111. Los espectros de CD en el UV lejano (200-250 nm)
se obtuvieron con muestras de proteina purificada a 0,15 mg/ml a una velocidad de
barrido de 50 nm/min. En cada caso se realizaron cuatro espectros, que fueron
posteriormente acumulados para obtener el espectro final. Los perfiles de
desnaturalizacion térmica, para el célculo de la temperatura media de desnaturalizacion
(Tm), se realizaron midiendo la dependencia de la temperatura en la elipticidad molar
por residuo (MWR) en el rango de 20-80°C con un incremento de temperatura de
0,5°C/min. En todos los casos las muestras fueron analizadas en cubetas de cuarzo de

paso 6ptico 0,1 cm en tampdn 50 mM fosfato sédico, 0,1 M NaCl, pH 7,5.

2.2.8.-Cromatoqgrafia FPLC

El analisis cromatografico por FPLC de las diferentes proteinas se realiz6 mediante la
utilizacion de un aparato AKTA Purifier (Amershan Biosciences). El desarrollo de las
cromatografias se realizé en tampdn PBS a un flujo constante de 0,7-1 ml/min segln los
requerimientos de la columna utilizada, recogiéndose fracciones de 0,5-0,7 ml mediante

un colector Frac-920 acoplado al equipo.

Tras la inyeccion de la proteina al sistema, la cromatografia se desarrollé durante 1,5
volumenes de columna en las condiciones anteriormente descritas para asegurar la
completa elucion de todos los componentes de la muestra aplicada. Durante su
desarrollo se registré de forma continua la absorbancia a 280 nm y el fraccionamiento

del colector.
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2.3.-Caracterizacion de la interaccion antigeno-
anticuerpo

2.3.1.-ELISA sobre antigeno inmovilizado

El estudio de las capacidades de union al antigeno CEA de las diferentes inmunotoxinas
se realiz6 mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) frente a
antigeno inmovilizado. Brevemente, las placas (Nunc A/S. Roskilde, Dinamarca) fueron
tapizadas con CEA (0,25 pg/pocillo), lavadas y bloqueadas con BSA al 5% (p/v) en PBS.
A continuacién, diluciones seriadas de las proteinas a ensayar se afiadieron sobre los
pocillos, incubandose 1 h a temperatura ambiente. Tras tres lavados con 200 ul de
tampon de lavado (Ver apartado: Materiales. ELISA), el anticuerpo de deteccion anti-
His-Tag conjugado con HRP (Sigma), se incubd durante 2 h a temperatura ambiente,
como se indica en la Relacion de Anticuerpos (Ver Apartado: Materiales). Tras nuevos
lavados, el revelado se llevd a cabo con 100 pl de tampdn de revelado de ELISA,
deteniendose la reaccion con 100 yl de H2SO4. Todos los ensayos incluyeron al menos

dos réplicas independientes con las que se calcularon los valores promedio.

2.3.2.-Marcaje de inmunotoxinas con sondas Alexa Fluor

En determinadas ocasiones, para su uso en ensayos de citometria de flujo y microscopia
de fluorescencia, las inmunotoxinas fueron marcadas con las sondas Alexa Fluor 488 o
555. Este marcaje se realiz6 mediante el kit comercial “Alexa Fluor™ Protein Labelling
kit” (ThermoFisher Scientific). Siguiendo las indicaciones del proveedor, 100 ug de
inmunotoxina (1 mg/ml) fueron incubados durante 30 min a temperatura ambiente en
tampén bicarbonato sédico 0,1 M, pH 8,0 con 5 pg de la sonda Alexa Fluor
correspondiente. El exceso de sonda libre se neutraliz6 mediante la adicién de 100 ul
de tampoén Tris 1 M, pH 7,8 y posterior incubacién de 30 min a temperatura ambiente.
Finalmente, la sonda no conjugada se eliminé mediante dialisis frente a tampon fosfato
sddico 50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5.

La determinacion de la cantidad de proteina marcada y de su DOL (Degree of Labelling:
ratio moléculas de fluor6foro por molécula de proteina) se realiz6 de acuerdo al

procedimiento suministrado por el fabricante.
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2.3.3.-Citometria de flujo

Para estos ensayos se utilizaron cultivos en adhesién de las diferentes lineas celulares,
gue se levantaron de acuerdo al método méas apropiado para cada caso (Ver apartado:
Materiales. Tipos celulares. Lineas celulares de mamifero). Una vez levantadas, las
células fueron lavadas, contadas y alicuotadas, disponiéndose 300.000 células por tubo.
Tras ello, la suspension celular se centrifugd, 5 min, 600 g, 4°C. A continuaciéon los
sedimentos celulares se resuspendieron en 100 yl BSA al 1% (p/v) en PBS incluyendo
la concentracion deseada de la proteina a ensayar y se incubaron 1 h a temperatura
ambiente. En aquellos casos en que la deteccion de la union de la proteina al antigeno
celular requirié de un anticuerpo secundario, las células fueron incubadas con anti-His-
Tag-Alexa488, diluido 1/100 en BSA al 1% (p/v) en PBS, durante 1 h a temperatura
ambiente. En todos los casos, tras cada una de las incubaciones las células se lavaron
tres veces con 500 pl de PBS, centrifugandose suavemente 5 min, 600 g, 4°C para su

sedimentacion.

2.3.4.-Ensayos de internacion del complejo antigeno-inmunotoxina

Para este ensayo, con el fin de detectar la fluorescencia del modo més directo posible,
se utilizaron las inmunotoxinas marcadas con Alexa Fluor 488 del modo descrito

anteriormente.

El ensayo se realiz6 con células Raw 264.7 sembradas a una densidad de 100.000
células por pocillo en placa de 24 pocillos, incubadas para su adhesion y crecimiento
durante 48 h en medio DMEM suplementado al 10% (v/v) con FBS. Tras esto, el medio
fue retirado, afnadiéndose 200 ul de medio fresco con una concentracion de 50 nM de
inmunotoxina marcada. Los diferentes pocillos se incubaron en la camara de cultivo los
diferentes tiempos del ensayo, parandose de manera simultdnea. Para esto, las células
se lavaron con PBS frio y se levantaron mediante raspado suave. Finalmente, antes de
analizar las muestras en el citdmetro, las células se volvieron a lavar tres veces con PBS
frio. Las mediciones de fluorescencia se realizaron para cada muestra, antes y después
de apagar la fluorescencia externa con 3 ul de azul de tripano por tubo. Mediante el
registro de ambas fluorescencias, total e intracelular, debido a que en las células viables
el azul de tripdn no accede al interior celular, se infirid la relacion entre inmunotoxina
internada y unida sobre la membrana. Este analisis se realiz6 relativizando los valores
de inmunotoxina internada frente a un control de unién (tiempo cero de internacion); en
el que, con el objetivo de inhibir la internacion de los receptores, la inmunotoxina fue

incubada sobre las células adheridas durante 20 min a 4°C.
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2.3.5.-Inmunofluorescencia

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron con la finalidad de observar la unién
y la internacién de la inmunotoxina al interior de las células tumorales, asi como para

poder estudiar la dependencia temporal de este proceso.

En primer lugar, células SW1222 se sembraron en placas de 24 pocillos, sobre
cubreobjetos tapizados con gelatina tipo B (100 pg/cm?), a una densidad de 100.000
células por pocillo. Tras 24 h de incubacién para la correcta adhesién celular, se retird
el medio de cultivo y se afiadi6 medio fresco incluyendo la inmunotoxina ensayada
marcada con Alexa Fluor 555 a una concentracion de 1 uM. En los estudios de unién,
las placas se incubaron 20 min a temperatura ambiente. Por otro lado, en los estudios
de internacion, tras incubarse 20 min a 37°C en la estufa, los pocillos se lavaron tres
veces con medio de cultivo, incubandose 1-4 h con medio fresco en la estufa de cultivos.
Una vez finalizadas las distintas incubaciones, se retir6 el medio y se lavé tres veces
con PBS. A continuacion, las células fueron fijadas con PFA al 3% (v/v) en PBS durante
15 min a temperatura ambiente. Tras lavar de nuevo, el PFA se quenche6 con cloruro
de amonio 50 mM en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, los
pocillos se lavaron de nuevo y los cubres se fijaron con 3 ul de Prolongold (Invitrogen).
Las muestras se conservaron a 4°C hasta su visualizacion mediante microscopia

confocal.

2.4.-Caracterizacion de la actividad catalitica de Der p 1

2.4.1.-Ensayo del péptido fluorogénico Boc-OAR-AMC

La actividad cistein-proteasa de proDer p 1 recombinante y proDerplaS, se estudio
comparativamente respecto a la forma natural del alérgeno Der p 1 mediante el ensayo
del péptido fluorogénico Boc-QAR-AMC. Se utiliz6 una concentracion del substrato
butiloxicarbonil-GIn-Ala-Arg-7-amino-4-metilcumarina (Boc-QAR-AMC) de 75 nM,
incubandose las proteinas a ensayar de forma equimolar (15 pmol por pocillo) en un
volumen final de 200 ul por ensayo en placas de 96 pocillos. El tampdn de reaccion del
ensayo fue PBS, L-cisteina 5 mM. La hidrdlisis peptidica se monitoriz6 midiendo la
fluorescencia del AMC liberado a intervalos de 1 min durante 10 min totales, a una
temperatura de 25°C, en un fluorimetro FLUOstar Optima (BMG LABTECH). Los filtros

de excitacién y emision se fijaron a 380 nm y 480 nm respectivamente. Los experimentos

86



MATERIALES Y METODOS

incluyeron ensayos libres de Der p 1 (actividad cistein protesa) como control negativo,
cuyos valores, considerados como linea base, fueron restados a los ensayos positivos.
Ademas, se incluyeron pocillos utilizando el inhibidor de cistein proteasas E64 (10 nM)
y el de serin proteasas SBT1 (10 pg/ml) como controles de la especificidad proteolitica.
Todos los ensayos incluyeron dos réplicas independientes con las que se calcularon los

valores promedio.

2.5.-Caracterizacion del reconocimiento por IgE

2.5.1.-ELISA deteccion IgE alérgeno especifica

Para estudiar el reconocimiento de nDer p 1, rproDer p 1y proDerp1aS por IgE Der p 1
especifica se realizaron ensayos ELISA utilizando sueros de pacientes alérgicos y no
alérgicos a Der p 1. Los pocillos de placas para ELISA (Nunc A/S. Roskilde, Dinamarca)
fueron tapizados overnight usando 37 pmol/pocillo de cada una de las proteinas
ensayadas. Tras esto, los pocillos se lavaron y bloquearon con leche en polvo al 3%
(p/v) en PBS durante 1 h a 37°C, incubandose durante 2 h a 37°C con los sueros diluidos
1/10 en tampdn de bloqueo. Después de lavarse de nuevo, se afiadio el anticuerpo anti-
IgE humana (higE), diluido 1/5000 en tampén de bloqueo (Ver apartado: Materiales.
Relacion de anticuerpos utilizados). Se lavo de nuevo y se incubd con el anticuerpo de
revelado RAM-HRP, diluido 1/2500 en tampdn de bloqueo diluido en PBS (1:1) (Ver
apartado: Materiales. Relacién de anticuerpos). Finalmente, tras lavar de nuevo, el
revelado se desarrollé en 100 uyl de tampdén de revelado (Ver apartado: Materiales.
Soluciones y tampones de uso general. Ensayo ELISA), deteniéndose con 100 pl de
H.SO, 1 N. Todos los ensayos incluyeron dos réplicas independientes con las que se

calcularon los valores promedio.

2.5.2.-ELISA de inhibicién con sueros

Mediante este método se analizo la reactividad cruzada en el reconocimiento de
epitopos alergénicos por hige Der p 1-especifica entre las formas natural y
recombinante del alérgeno y la inmunotoxina proDerp1aS. Usando placas de 96 pocillos
(Nunc A/S, Roskilde, Dinamarca), se tapizaron los pocillos con 0,1 pg/pocillo de nDer p
1, overnight a 4°C. Posteriormente, se lavaron y bloquearon con leche en polvo al 3%
(p/v) en PBS durante 1 h a 37°C. Las incubaciones de inhibicion de la higE se realizaron

en agitacién durante 2 h a temperatura ambiente. Para ello se utilizé el suero del
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paciente diluido 1/10 en PBS-leche en polvo al 3% (p/v) con dos concentraciones de
proteina: 37 y 0,37 nM (equivalencia molar de 0,1y 0,01 ug/ml para nDer p 1). Después
los pocillos se lavaron y se incubaron otras 2 h a 37°C afiadiendo los sueros inhibidos
por alérgeno/inmunotoxina. De aqui en adelante el protocolo sigue exactamente los
pasos del ELISA anti-hlgE descrito anteriormente (Ver apartado: Materiales. Relacion
de anticuerpos utilizados). Tras lavarse, se afiadi6 el anticuerpo anti-hlgE, diluido 1/5000
en tampon de bloqueo, seguido del anticuerpo de revelado RAM-HRP, diluido 1/2500
en tampon de bloqueo diluido previamente en PBS (1:1). Tras el revelado, se
compararon las sefiales de la higE unida a la placa través del nDer p 1 tapizado,
comparandose los valores recogidos segun la proteina y concentracion usada para la
inhibicion del suero. El resultado del ensayo se representé como el porcentaje de
inhibicion del reconocimiento por hige de nDer p 1 dependiente de la concentracién de

inhibidor. Todos los ensayos se realizaron por duplicado para cada condicién ensayada.

2.5.3.-Ensayo de desgranulacion con células hRBL-2H3

Los experimentos de desgranulacion alérgeno-inducida en células RBL-2H3
transfectadas con el receptor humano FceRI (hFceRlI), se llevaron a cabo mediante la

valoracién de la liberacién de N-acetil-B-D-hexosaminidasa.

En primer lugar, las células fueron sensibilizadas overnight con un 5% (v/v) de suero de
pacientes alérgicos en medio completo. Al dia siguiente, los medios fueron retirados,
estimulandose las células con diferentes concentraciones de las proteinas ensayadas,
siendo prediluidas en tampdn Tyrode preparado con H>O deuterada al 50% (v/v) para
aumentar y estabilizar la secrecion de B-hexosaminidasa (Maeyama et al., 1986). La
deteccién enzimatica se realiz6 mediante un ensayo colorimétrico segun lo descrito
previamente (Vogel et al., 2005). Tras 1 h desde la estimulacién, 30 pl del sobrenadante
celular se transfirieron a una placa de 96 pocillos, mezclandose con 50 ul de la solucién
de sustrato (&cido citrico 40 mM, p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida al 0,35% (p/v),
pH 4,5) e incubandose 1 h a 37°C. Tras la incubacion, 100 pl de glicina 0,4 M, pH 10,7
fueron afadidos a cada pocillo para detener la reaccion, midiéndose la absorbancia a
405 nm. Para calcular la actividad B-hexosaminidasa total, células de pocillos control,
no estimulados, se lisaron con 100 pl de Triton X-100 al 0,1% (v/v), utilizdndose 30 ul

de ese medio para la reaccion enzimatica.
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2.5.4.-Test de Activacion de Basofilos (BAT)

Mediante este ensayo se estudié la desgranulacion de basdfilos, producida por la
interaccion del alérgeno con la IgE unida en su membrana. El ensayo se realiz6 segln
lo descrito previamente (Gémez et al, 2015), utilizando muestras de sangre total de
pacientes alérgicos y no alérgicos a Der p 1 estimuladas con la forma natural y

recombinante de Der p 1, o con la inmunotoxina proDerp1aS.

En primer lugar, alicuotas de 100 pl/ensayo de sangre completa heparinizada se
incubaron durante 10 min a 37°C con 20 pl de tampdn de estimulacion y 1 ul de anti-
hCCR3-FITC. Tras esto se afiadieron las proteinas a ensayar, a una concentracion final
de 2,9x10°-2,9 nM, en 100 ul de tampon de lavado. Como controles negativo y positivo
se incluyeron, respectivamente, dos tubos sin alérgeno o con anticuerpo anti-hIigE. Tras
homogeneizar la mezcla, la desgranulacion se desarrollé durante 30 min a 37°C, tras lo
que se detuvo mediante la inmersion de los tubos en hielo durante 5 min. EI marcaje
para cuantificar la desgranulacién de los baséfilos se realizé mediante 1 ul de los
anticuerpos monoclonales anti-hCD203C-complejo proteico clorofila peridinina (PerCP,
peridinin chlorophyll crotein complex) y anti-hCD63-ficoeritrina (PE, phycoerythrin)

incubados durante 20 min a 4°C tras una suave agitacion.

La lisis de los eritrocitos se realizd6 afiadiendo 2 ml de tampdn de lisis, tras lo que se
centrifugd 5 min, 1500 rpm, 4°C para precipitar las células no lisadas. Los tubos se
decantaron, resuspendiéndose las células en 3 ml de tamp6n de lavado, ayudandose
de un golpe de vortex. Finalmente, tras otra centrifugacion en las mismas condiciones,
se decant6 el sobrenadante, las células se resuspendieron en el volumen remanente y
los tubos se midieron mediante un citbmetro FACScalibur (BD Biosciences, San Jose,

California).

La determinacion de la exposicién de los marcadores de activaciéon en la superficie de
los basofilos se realiz6 mediante el registro de la fluorescencia en los canales del FITC,
PE y Per-CP. Los criterios de seleccion de baséfilos fueron CCR3*/CD203c*, y el nivel
de sefal de CD63-PE se utiliz6 como criterio de evaluacion de la activacién de estos
(Ver Apartado: Materiales. Relacién de anticuerpos utilizados). Los porcentajes de
baséfilos CD63-positivos en el control no estimulado fueron menores al 2,5% y el umbral

de positividad se fijé en el 5%.
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2.5.5.-Ensayo de internacion del complejo alérgeno-lgE-FceRI

De modo semejante al protocolo de BAT, alicuotas de 100 pl/ensayo de sangre
completa heparinizada se incubaron durante 10 min a 37°C con 20 ul de tampdn de
estimulacién afadiendo 1 pl de anti-hCCR3-FITC. Tras esto, proDerp1aS se anadioé en
100 ul de tampdn lavado a una concentracion final de 10 nM, incubandose las muestras
durante 20 min 0 4 h a 37°C, y directamente en hielo para el control de internacion a
tiempo cero. Transcurrido los diferentes tiempos, la internacién se detuvo mediante
incubaciéon en hielo hasta el final del experimento, cuando los diferentes tubos se
marcaron simultaneamente mediante 1 pl de anti-hCD203C-PerCP y 1 ul de anti-hlgE-
PE.

El lisado de los eritrocitos y el fijado de los leucocitos se realizé del mismo modo que en
el ensayo de BAT, tras lo que las células se resuspendieron en 100 ul y se analizaron
mediante un citbmetro FACScalibur (BD Biosciences, San José, California). Los
basdfilos se seleccionaron como CCR3*/CD203c*, y el nivel de sefial de anti-hlgE-PE
se utilizé como indicador de la internacion del complejo IgE-FceRI tras la estimulacion

con proDerp1aS. Los diferentes tiempos de incubacion fueron ensayados por duplicado.

2.6.-Caracterizacion de la union de I1L-33 al receptor
ST2/IL-1RACP

2.6.1. Ensayos de citometria de flujo

La union de las construcciones basadas en IL-33 a las células Raw 264.7 se estudio
mediante citometria de flujo. Tras levantarse y de lavarse con PBS, las células se
alicuotaron en viales de 300.000 células. Estas alicuotas fueron incubadas durante 1 h
a temperatura ambiente con mIL-33 recombinante o IL33aS marcada con Alexa Fluor
488 en 100 pl de PBS-BSA al 1% (v/v). Tras lavarse de nuevo, tres veces con PBS, y
resuspenderse en 200 pl de PBS, el marcaje celular se analiz6 en un citémetro
FACSCan (BD Biosciences, San José, California).

2.6.2.-Ensayos de estimulacion de células Raw 264.7 con mlL-
33/IL33aS

La union de IL-33 a su receptor ST2/ILLRAP en las células Raw 264.7, produce su
activacion celular via MAPK y NF-k@, provocando entre otros efectos la liberacion de
TNF-a e IL-6 (Lingel et al., 2009; Bae et al., 2012; Pinto et al., 2015). Por tanto, para
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caracterizar el efecto de la IL33aS sobre este mecanismo de estimulacion, cultivos de
células Raw 264.7 fueron estimulados con mlIL-33 recombinante e IL33aS, analizandose

mediante ELISA la secrecion de TNF-a al medio extracelular.

Las células Raw 264.7 se levantaron mediante scrapping y se sembraron a una
densidad celular de 100.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos. Tras su
adhesion overnight, el medio fue renovado, sustituyéndose por 1 ml de DMEM con 10%
(v/v) de FBS y concentraciones crecientes de mlL-33 recombinante, IL33aS y mIL-33
murina comercial (BioLegend, Cat. 580502). Tras 24 h de, los medios fueron recogidos
y centrifugados a maxima velocidad para la eliminacion de restos celulares,

conservandose los sobrenadantes congelados a -20°C hasta su andlisis.

La deteccion de TNF-a murino en los medios de cultivo se realizé mediante ELISA,
utilizando el kit de la casa comercial Diaclone (Cat. 860.040.192). Brevemente, los
medios de los respectivos ensayos diluidos 4/5 se afiadieron en pocillos pretapizados
con anticuerpo de captura, detectandose TNF-a mediante un anticuerpo primario
biotinilado y estreptavidina-HRP. Finalmente, el revelado se realizé con una solucion
sustrato conteniendo 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y H2.0,, midiéndose la DO a
450 nm y restando la sefial de fondo a 620 nm. Las concentraciones de TNF-a se
calcularon mediante interpolacion de la sefial colorimétrica en una recta patrén
elaborada con concentraciones de proteina conocidas. Los ensayos de ELISA se

realizaron por triplicado para cada condicion.

2.7.-Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

2.7.1.-Ensayo frente a ribosomas de mamifero

La actividad ribonucleolitica de a-sarcina sobre el Lazo Sarcina Ricina (SRL) de
ribosomas eucariotas es detectada por la liberacion de un fragmento de 400 nucleétidos,
fragmento a, del rRNA mayor (Schindler & Davis, 1977). Para ello, las construcciones
que incluyen a-sarcina en su composicion fueron ensayadas frente a los ribosomas de
un lisado de reticulocitos de conejo libre de células (Promega) (Kao et al., 2001;
Martinez-Ruiz et al., 2001). Tras diluir el lisado (1,5:2,5) con tamp6n A (Ver apartado:
Materiales. Ensayo de actividad ribonucleolitica ribosomas eucariotas), alicuotas de 50
pI de esta mezcla (aproximadamente 5—6 pmol de ribosomas) fueron incubadas 15 min
a temperatura ambiente con diferentes cantidades de las inmunotoxinas a ensayar y a-
sarcina wt como control (2-12 pmol). La reaccién se pard con 250 yl de tampon B.

Después, el RNA fue purificado mediante una extraccion fenol/cloroformo, seguida de
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su precipitacion desde la fase acuosa con isopropanol. Finalmente, tras lavar el
sedimento obtenido con etanol 70% (v/v) a -20°C, el RNA se resuspendio en 10 pl de
H,O tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC). El fragmento a escindido fue
visualizado mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 2% (p/v)
en tampon MOPS y tincién de bromuro de etidio (Lacadena et al. 1999; Herrero-Galan

et al. 2008). Todos los procedimientos se realizaron en condiciones libres de RNasa.

2.8.-Estudio de la estabilidad de las inmunotoxinas en
condiciones fisiologicas

2.8.1.-Ensayos de estabilidad en suero

Para estudiar la estabilidad estructural y funcional de las inmunotoxinas expuestas a
condiciones fisioldgicas, las construcciones fueron incubadas en FBS durante 48-96 h
a 37°C a una concentracion final de proteina de 1 uM, tomandose alicuotas cada 24 h
que se congelaron para su posterior andlisis. El seguimiento de su actividad funcional
se realiz6 mediante citometria de flujo, ELISA frente a antigeno inmovilizado y ensayo
de reticulocitos, siguiendo los protocolos detallados anteriormente. Respectivamente, la
integridad estructural de las construcciones se comprob6 mediante Western blot anti-a-
sarcina o anti-polyHis (Ver apartado: Métodos. Inmunodeteccién por Western blot). En
todo caso, una alicuota correspondiente al tiempo cero de incubacién fue tomada y

ensayada como control interno del experimento.

2.9.-Caracterizacion de la actividad citotdoxica

2.9.1- Ensayo de incorporacion de leucina tritiada

Debido a que las ribotoxinas ejercen su actividad toxica mediante la inactivacion
ribosomal (Lacadena et al., 2007), los ensayos de inhibicion de la biosintesis proteica
son empleados rutinariamente para evaluar el efecto citotoxico de esta familia de
proteinas, asi como el de sus inmunotoxinas derivadas (Martinez-Ruiz et al., 2001;
Olmo et al., 2001; Carreras-Sangra et al., 2012). Siguiendo el método anteriormente
descrito (Kao et al, 2001), las células se sembraron en placas de 96 pocillos,
incubandose durante 24 h para su correcta adhesion. Después, el medio se retird
afadiendo las proteinas ensayadas diluidas en 200 ul de medio fresco libre de FBS.
Tras otras 72 h en la estufa, se afiadié a los cultivos 1 mCi por pocillo de L-[4,5-3H]-

Leucina (166 Ci/mmol; Amersham, UK). Para el revelado del resultado, después de 6 h
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de incubacién, los sedimentos celulares fueron fijados con acido tricloroacético al 5%
(p/v), lavados tres veces con etanol frio (-20°C) y secados durante 30 min a 37°C.
Finalmente, se disolvieron en 200 pyl de NaOH 0,1 M, SDS al 0.1% (p/v) en H.O. La
radioactividad incorporada fue registrada mediante un contador de centelleo Beckman
LS3801. Los resultados fueron expresados como porcentaje de la radioactividad
incorporada, relativizado a un control sin tratamiento. Todos los experimentos incluyeron

al menos dos réplicas independientes.

2.9.2.-Ensayo de viabilidad celular

La inhibicién de la funcién ribosomal producida por las ribotoxinas causa muerte celular
(Lacadena et al., 2007). De este modo, para estudiar el efecto de las inmunotoxinas
sobre la viabilidad de cultivos celulares se utilizaron ensayos de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). ElI fundamento del ensayo se basa en la
formacion de cristales insolubles de violeta de formazan por las células metabdlicamente
activas al reducir estas el MTT. Brevemente, las células fueron sembradas en medio de
cultivo completo en placas de 96 pocillos, incubandose durante 24 h para su adhesion.
Después, el medio fue eliminado, afiadiéndose las diferentes concentraciones de las
proteinas a ensayar en 200 ul de medio libre de FBS. Tras 24-72 h, se retiraron 100 pl
de medio por pocillo, y se afiadieron 20 yl de MTT a 5 mg/ml en PBS. Finalmente, tras
4 h de incubacion en la estufa, el medio fue suavemente aspirado y los cristales de
violeta de formazan se disolvieron en 100 ul de DMSO: metanol (1:1) por pocillo. La
absorbancia colorimétrica fue mediada a 570 nm substrayéndose el fondo a 650 nm.

Todos los ensayos incluyeron duplicados independientes para cada condicion.

En el caso de los ensayos de MTT realizados con células hRBL-2H3 FceRI para evaluar
el efecto del proDerp1aS sobre su viabilidad celular, las células fueron sembradas en
placas de 96 pocillos en MEM al 5% (v/v) de FBS incluyendo un 5% (v/v) de suero de
los diferentes pacientes analizados. Tras incubarse overnight para permitir la adhesion
celular y la union de la higE al receptor hFceRI, el medio celular se sustituyé con medio
fresco conteniendo las diferentes concentraciones de las proteinas a ensayar. Tras 24
h de incubacion, el ensayo prosiguio segun el protocolo general indicado en el parrafo

anterior.
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2.9.3.-Ensayo de Anexina V-FITC/IP

Debido a su actividad inhibidora de la funcién ribosomal y la biosintesis de proteinas,
las ribotoxinas fungicas provocan muerte celular programada por apoptosis (Martinez-
Ruiz et al, 2001; Olmo et al, 2001; Lacadena et al, 2007; Olombrada et al; 2017 a).
Mediante este ensayo se evalué la apoptosis, caracterizada por un marcaje de Anexina
V-FITC, y la muerte celular o apoptosis tardia, marcaje doble de Anexina V-FITC y

ioduro de propidio (IP), causada por IL33aS sobre células Raw 264.7.

Las células Raw 264.7 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a 50.000 células por
pocillo. Tras 24 h para su adhesion el medio fue renovado, afiadiéndose 1 ml de medio
fresco sin FBS por pocillo con la concentracion de proteina a ensayar. Tras 24 h de
incubacién las células fueron levantadas suavemente mediante raspado y lavadas con
500 pl AnnexinV Binding Buffer (Ver apartado: Materiales. Ensayo de Anexina V-
FITC/IP). Tras centrifugar de nuevo, 5 min, 1600 g, 4°C, las células fueron
resuspendidas en 100 yl de AnnexinV Binding Buffer incluyendo Anexina V-FITC (1,5
pg/ml) con ioduro de propidio (2 ug/ml) e incubadas 30 min a temperatura ambiente. Por
ultimo, las células se lavaron nuevamente con 500 ul AnnexinV Binding Buffer,
resuspendiéndose en 200 pl del mismo tampoén, antes de analizarse en un citdmetro
FACSCan (BD Biosciences, San José, California). Para realizar las compensaciones
necesarias de los dobles marcajes entre las sondas fluorescentes utilizadas, FITC y PI,
se realizaron marcajes individuales para controles de vida (sin estimulo) y controles de

muerte (células incubadas con DMSO al 20% (v/v) en medio).

Para los ensayos de apoptosis/muerte celular con los baséfilos ex vivo, las PBMCs de
pacientes seleccionados alérgicos y no alérgicos a Der p 1 se purificaron desde sangre
completa obtenida con el correspondiente permiso del Comité Etico. En primer lugar, 20
ml de sangre heparinizada se diluyeron 1:1 con solucién de NaCl al 0,9% (p/v). Tras
esto, 10 ml de sangre diluida se dispusieron cuidadosamente sobre 4 ml de ficoll-paque
(Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich) y se centrifugaron a 400 g durante 30 min a tempe-
ratura ambiente con el freno de la centrifuga quitado. El halo de células mononucleadas
fue recogido cuidadosamente y transferido a un tubo nuevo de 50 ml, lavado con 30 ml
de solucién de NaCl al 0,9% (p/v) y centrifugado 10 min a 300 g y temperatura ambiente
con el freno al minimo. Tras un segundo lavado con 50 ml de NaCl al 0,9% (p/v) y una
nueva centrifugacion en las mismas condiciones, los PBMCs se resuspendieron en 2 ml
de PBS, EDTA 1 mM, 10% (v/v) de FBS, se contaron mediante un hemocitometro y se

resuspendieron a una densidad de 1x10° células/ml en medio RPMI, 10% (v/v) de FBS.
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Una vez purificadas, los PBMCs se cultivaron en placas de 96 pocillos conteniendo 250
pl de medio RPMI con 10% (v/v) de FBS a una densidad celular de 200.000 células por
pocillo, afiadiéndose proDerp1aS, rproDer p 1 y a-sarcina wt a diferentes
concentraciones (0,1; 10; 1000 nM). Tras 24 o 72 h de incubacién, para la evaluacion
de la apoptosis y muerte celular, las células se centrifugaron durante 5 min y 450 g a
temperatura ambiente. Después, se resuspendieron en 200 pl de AnnexinV Binding
Buffer incluyendo Anexina V-FITC (1,5 ug/ml) o el marcador de viabilidad celular
LIVE/DEAD (1/1000), incubandose 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Por
ultimo, las células se lavaron con 200 ul AnnexinV Binding Buffer antes de analizarse
en un citbmetro FACSCan (BD Biosciences, San Jose, California). La seleccién de la
poblacion de basdfilos dentro de los PMBCs se realizO mediante el doble marcaje
CCR3*/CD203c* dentro de la region de linfocitos/basofilos seleccionada de acuerdo a
criterios de tamafio y complejidad (Ver Apartado: Materiales. Relacién de anticuerpos

utilizados).

2.10.-Caracterizacion de la actividad antitumoral in vivo

Todos los procedimientos con animales fueron desarrollados con la aprobacion del
Comité de Experimentacion Animal de la Universidad Complutense de Madrid, segln
las regulaciones oficiales recogidas en el Real Decreto 53//2013 y de la autoridad

competente de la Comunidad Auténoma de Madrid.

Con el fin de evaluar el efecto in vivo de las inmunotoxinas antitumorales frente a
xenoinjertos humanos de cancer de colon se utilizaron ratones nude Balb/c de siete
semanas de edad. Los estudios se realizaron en el Animalario del Centro de
Investigaciones Biologicas-Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CIB-CSIC)
en Madrid.

La metodologia descrita a continuacion sigue mayoritariamente la desarrollada
previamente por nuestro grupo de investigacion para la caracterizacion del efecto in vivo

de otras inmunotoxinas antitumorales (Tomé-Amat et al., 2015c).

Inoculacién de las células tumorales

Una vez en el animalario, y previamente al inicio del experimento, los ratones tuvieron
un periodo de siete dias de adaptacion con acceso libre a comida y agua. Tras este
periodo, células SW1222 en confluencia, tripsinizadas y lavadas con PBS, se prepararon
para administrar 2x106 células en 200 pl de PBS-Matrigel (BD Biosciences) (1:1) a cada

raton. Una vez preparada la mezcla, para evitar la gelificacion del Matrigel, su
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conservacion y manejo se realizé siempre en frio (4°C). Cada raton recibié un unico
pinchazo bajo la piel en el flanco derecho del lomo. Entre siete y diez dias después, una
vez que los tumores alcanzaron un tamafio entre 50-100 mm3 los ratones fueron
divididos aleatoriamente en 5 grupos experimentales (n=6): un grupo control, tratado
con PBS, y cuatro grupos de tratamiento, dos de ellos tratados con IMTXCEAGQS y otros
dos con IMTXTRICEAGS.

Tratamiento con las inmunotoxinas

Cada inmunotoxina fue ensayada en dos cantidades diferentes por dosis inyectada: 25
y 50 ug. El tratamiento consistio en siete dosis, por via intravenosa cada 48 h. El
volumen de inyeccién para las dos cantidades de inmunotoxina, 25 y 50 ug, y para el
PBS fue en todos los casos de 100 pl. Los tumores fueron medidos cada dos dias
durante la duracion del tratamiento. Esta medicion se realizé de modo externo con la
ayuda de un calibre y el volumen tumoral fue calculado de acuerdo a la siguiente
formula: (ancho/2)? x (longitud/2). Paralelamente, los ratones fueron pesados tanto a su

llegada al animalario como al inicio y finalizacion del experimento.

Analisis y procesamiento de los resultados

Al final del tratamiento (dia 14), se sacrificaron dos ratones por grupo experimental,
cuyos tumores y visceras (encéfalo, pulmones, higado, rifiones y colon) fueron extraidos
y conservados para su posterior analisis. Con el resto de individuos se prosigui6 el
estudio, con el fin de analizar el efecto sobre la inhibicidon del crecimiento tumoral una
vez terminado el periodo de tratamiento. Los tumores se siguieron midiendo cada dos
dias, del modo anteriormente descrito. Finalmente, el resto de ejemplares fueron
sacrificados para evitar su potencial sufrimiento causado por el crecimiento
desproporcionado del tumor (por encima de los 1500 mm?) o una vez alcanzado el dia
28, limite temporal del experimento. De igual modo a lo descrito anteriormente, los

tumores y las visceras de estos ratones fueron extraidos y conservados.

El analisis anatomopatoldgico de las visceras de raton se realizé mediante el estudio
morfolégico de los tejidos tras su tincibn con hematoxilina-eosina. Brevemente, los
organos de interés (encéfalo, pulmén vy rifién), fijados en PFA al 4% (v/v) para su
conservacion, se embebieron en parafina y se seccionaron (8-10 um) a temperatura
ambiente mediante un micrétomo. Después con el objetivo de desparafinar y rehidratar
las muestras para su tincion, se realizaron los siguientes lavados: 3 x 8 min en xileno,
seguido de 2 x 8 min en etanol 100%, 8 min en etanol 96% y 5 min en H>O de grifo. Tras
esto, las preparaciones se tifieron 10 min con hematoxilina de Mayer, siguiéndose de

un bafio de 15 min en H,O de grifo para la diferenciacién del tinte y de dos lavados de
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1 min con H;0. La tincion mediante eosina al 0,2% (v/v) duré 2 min, diferenciandose
posteriormente en H,O de grifo. Finalmente, el tejido se volvié a fijar mediante lavados
secuenciales de 1 min en etanol 90%, etanol 100% y 10 min en xileno, para embeberse
por ultimo en medio de montaje. Las preparaciones obtenidas se visualizaron mediante
microscopia Optica, tomandose fotos representativas de los tejidos de diferentes
ejemplares pertenecientes a los grupos de tratamiento (CEA25/50 y TRI25/50) y control
(PBS).
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BLOQUE I.

INMUNOTOXINAS ANTITUMORALES
DIRIGIDAS AL ANTIGENO CEA:
OPTIMIZACION DE FORMATOS PARA EL
TRATAMIENTO IN VIVO






RESULTADOS Y DISCUSION

1.-Antecedentes

1.1.-Inmunotoxinas antitumorales basadas en RNasas
fungicas

La investigacion realizada por nuestro grupo, con anterioridad a esta Tesis Doctoral, ha
conducido al desarrollo de diversas inmunotoxinas antitumorales basadas en RNasas
fangicas, cuya produccién, purificacion y caracterizacion se describe principalmente en
la Tesis Doctoral del Dr. Jaime Tomé Amat (Tomé-Amat, 2012), asi como en diversos

articulos de investigacion.

El disefio modelo de nuestras inmunotoxinas esta formado por una proteina de fusién
en cadena Unica, formada por un anticuerpo scFv en posicion N-terminal, unido
mediante un péptido de unién (linker) a una ribotoxina 0 una RNasa no toxica. Por tanto,
todas las inmunotoxinas recombinantes desarrolladas sobre este modelo son
monomeéricas, monovalentes y poseen una Unica carga téxica por molécula. Las
variaciones entre los disefios de las distintas construcciones se encuentran en la
naturaleza de su dominio téxico, bien una ribotoxina o una RNasa no toxica, y en la
composicion del linker gue conecta ambos dominios estructurales, pudiendo ser éste el
tripéptido Gly-Gly-Arg o la secuencia de protedlisis de la endoproteasa furina (linker
furina), presente en los endosomas y el aparato de Golgi de las células de mamifero
(Figura 1).

La especificidad de estas inmunotoxinas esta determinada por el anticuerpo scFv A33.
Este dominio marcador, derivado del anticuerpo monoclonal humanizado frente al
antigeno asociado a tumor colorrectal GPA33 (Ritter et al., 2001; Scott et al., 2005;
Damasceno et al., 2009), confiere a todas las construcciones que lo integran una alta
afinidad y especificidad de unién a su antigeno diana. De este modo, dadas las
actividades especificas de los dominios marcador y toxico, nuestras inmunotoxinas
basadas en scFv A33 (IMTXA33aS, IMTXA33furaS, IMTXA33T1, IMTXA33furT1 e
IMTXA33HtaA3W) presentan una potente citotoxicidad antigeno especifica, cuya
eficacia particular viene determinada por la capacidad de su componente toxico para
provocar la muerte celular una vez que la inmunotoxina es internada en la célula diana
(Carreras-Sangra et al., 2012; Tomé-Amat et al., 2012, 2015 a, b y c¢; Ruiz-de-la-
Herréan et al., 2019).

La produccion de las construcciones se realizé utilizando la levadura P. pastoris, un
organismo reconocido como GRAS (Generally Regarded As Safe), y por tanto adecuado

para la produccion heteréloga de proteinas recombinantes con potencial de aplicacion
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clinica (Mattia & Merker, 2008; Blanco-Toribio et al., 2014). Su purificacion se llevo a
cabo a partir del medio extracelular de los correspondientes cultivos, mediante una
cromatografia de afinidad de niquel inmovilizado en resina de sefarosa, aprovechando
la inclusion de una extension de histidinas en el extremo C-terminal de las
construcciones. De este modo, mediante la aplicacién de sencillas metodologias, se
dispone de una plataforma econdémica y eficaz para la produccion y purificacién de
inmunotoxinas antitumorales basadas en ribotoxinas fungicas con elevado rendimiento

y grado de pureza.

IMTXA33aS IMTXA33T1 IMTXA33HtaA3W
IMTXA33furaS IMTXA33furT1

Figura 1. Diagrama mostrando la estructura de dominios de las inmunotoxinas e inmunoRNasas basadas en
el anticuerpo scFv A33. A) Inmunotoxinas formadas por la ribonucleasa téxica a-sarcina: IMTXA33aS e
IMTXA33furaS. B) InmunoRNasas formadas por la RNasa no téxica T1: IMTXA33T1 e IMTXA33furT1. C)
IMTXA33HtaA3W, cuyo dominio marcador esta formado por la variante de ribotoxina no citotéxica HtaA3W. Los
componentes estructurales siguen el siguiente codigo: scFv A33 N-terminal (circulos azules), linker tripeptidico Gly-
Gly-Arg (conector negro), linker furina (conector verde), a-sarcina (pentagono rojo), RNasa T1 (triangulo verde) y
HtaA3W (rombo rojo).

Entre los diferentes disefios desarrollados por nuestro grupo, IMTXA33aS ha sido la
construccibn mas ampliamente caracterizada (Carreras-Sangra et al., 2012; Tomé-
Amat et al., 2014, Tomé-Amat et al., 2015c), siendo ademas la que mostré una mayor
eficacia en su actividad citotoxica especifica sobre las células antigeno-positivas. Este
efecto citotdxico, superior respecto a las construcciones cuyo dominio toxico es la
RNasa T1 o la variante no téxica de la HtAA3W, se explica por la capacidad intrinseca
de la a-sarcina para interaccionar con membranas lipidicas (Kao et al., 2001; Lacadena
et al., 2007). Asi, una vez escindida del dominio marcador durante el trafico intracelular,
la capacidad de interaccion con membranas biologicas de esta molécula facilita su
traslocacion al citoplasma desde los endosomas y el aparato de Golgi, promoviendo una
mayor actividad citotoxica (Tomé-Amat et al, 2015a). Por tanto, en base a los resultados
obtenidos para las diferentes inmunotoxinas y a su mecanismo de accion, a-sarcina se
presenta como la mejor opcién en términos de efectividad citotoxica entre las diferentes

RNasas fungicas para su utilizacion como dominio téxico de nuestras construcciones.
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Por otro lado, ademés de una potente actividad citotéxica in vitro, IMTXA33aS mostro
un marcado efecto antitumoral in vivo. Su administracion sistémica a ratones nude,
portando tumores subcutaneos (tumores xenograft) formados por células SW1222,
GPAS33-positivas, inhibié de forma dosis dependiente el crecimiento tumoral durante la
duracién del tratamiento, sin mostrar ningun indicio de toxicidad sistémica (Tomé-Amat
et al., 2015c). El analisis ex vivo de los quistes tumorales tras la finalizacién del
experimento mostré que el tratamiento con IMTXA33aS provocd un descenso
significativo en la proliferacion celular y en la angiogénesis intratumoral, junto con un
aumento en el marcador de apoptosis caspasa 3 escindida (CC3) (Tomé-Amat et al.,
2015c).

En conjunto, estos resultados muestran la potencialidad terapéutica antitumoral de las
inmunotoxinas basadas en la en la ribotoxina a-sarcina. Ademas, con una potente
actividad citotoxica especifica sobre sus células diana y un marcado efecto inhibidor del
crecimiento tumoral in vivo, IMTXA33aS se postula como un diseno viable y efectivo de
agente terapéutico, ademas de como modelo de partida para el desarrollo de las nuevas

variantes y formatos de inmunotoxina que se describen en esta Tesis doctoral.

1.2.-Antigeno carcinoembrionario

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina de superficie celular, unida
a la membrana mediante un anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI), que aparece
sobreexpresada, perdiendo frecuentemente su polarizacion celular normal, en diversos
tumores de origen epitelial, asi como en sus lesiones metastdsicas derivadas
(Hammarstréom, 1999; Duffy, 2001). Debido a esta expresion tumoral selectiva, en los
ultimos afos se han desarrollado diferentes aproximaciones diagndésticas y terapéuticas
dirigidas frente a CEA (Wegener et al., 2000; Sharma et al., 2005; Kraeber-Bodéré et
al., 2006; Cai et al., 2007).

Codificado por el gen CEACAMS (CEA-related cell-cell adhesion molecule 5), CEA
pertenece a la familia de proteinas de adhesion celular relacionadas con CEA
(CEACAM) (Figura 2), que se clasifica dentro de la superfamilia inmunoglobulina
(Thompson et al., 1991; Beauchemin et al., 1999; Pavlopoulou & Scorilas, 2014).
Debido a la extension y recorrido de su uso en clinica, el antigeno CEA es el Gnico
miembro de la familia CEACAM humana que no se nombra mediante su denominador
génico numérico (CEACAM1, CEACAMS...), sino que mantiene su denominacion
original de CEA (Beauchemin et al., 1999).
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CEACAMs epiteliales
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Figura 2. La familia CEACAM humana. Representacion esquematica de los doce miembros de la familia de
moléculas de adhesién relacionadas con el antigeno carcinoembrionario. Las esferas rojas indican los dominios
homdélogos a IgV, las esferas azules los dominios homélogos a IgC2, los cuales estan estabilizados por puentes
disulfuro (S-S). Las espirales verdes indican hélices transmembrana. Los anclajes GPI se muestran mediante una
flecha verde insertada en la bicapa lipidica. Figura modificada desde http://www.carcinoembryonic-antigen.de/.

La forma madura de CEA esta formada por 642 aminoacidos (70 kDa), con 28 sitios
potenciales de N-glicosilacion (Oikawa et al., 1987; Nicholson & Stanners, 2007), de
los cuales entre 24 y 26 presentan cadenas de azlcares unidas a asparagina
(Yamashita et al., 1987), lo que implica una masa molecular total de aproximadamente
180 kDa (Thompson et al., 1991). Su estructura presenta un dominio homologo al de
inmunoglobulina variable (IgV), denominado dominio N, seguido de otros seis
homologos al dominio inmunoglobulina constante tipo 2 (IgC2), denominados Al, B1,
A2, B2, A3 y B3 (Figura 3) (Thomas et al., 1990; Thompson et al., 1991). El GPI,
proveedor del anclaje de CEA a la cara externa de la membrana plasmatica, se
encuentra unido en a la proteina en posicion C-terminal del dominio B3 (Takami et al.,
1988; Beauchemin et al., 1999).

Pese a su primera identificacion como un antigeno oncofetal, tras su descubrimiento en
biopsias de cancer de colon (Gold & Freedman, 1961), actualmente CEA es
considerado un antigeno asociado a tumor (AAT) dado que su expresiéon en adultos no
es exclusiva de los tejidos tumorales, sino que también aparece, aunque en muy bajos
niveles y con una alta polarizacién celular en tejidos normales de origen epitelial (Kuroki
et al., 1988; Hammarstrom, 1999; Duffy, 2001). Esta localizacion en la mucosa del
tracto gastrointestinal, especialmente en las células epiteliales columnares y

caliciformes del extremo de las microvellosidades del colon, implica que CEA
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Unicamente esta presente en la porcion apical-luminal de los enterocitos maduros, pero
no en su superficie basolateral. De este modo, en los tejidos normales CEA no esti
directamente expuesto al fluido tisular o sanguineo (Baranov et al., 1994; Frangsmyr
et al., 1999; Hammarstrom, 1999), lo que explica su continua liberacién al lumen
intestinal (Kuroki et al., 1994) y la ausencia de marcaje descrita para los anticuerpos
anti-CEA sobre tejidos no transformados (Hammarstrom, 1999). Por otro lado, CEA
también aparece expresado, con la misma polarizacion y en muy baja cantidad, en las
células escamosas del cérvix, y en los ductos y el epitelio secretor de las glandulas
sudoriparas, asi como en las células epiteliales de la préstata y del pulmoén (Kuroki et
al., 1981; Nouwen et al., 1986; Nap et al., 1988; Kodera et al., 1993; Prall et al., 1996;

Hammarstrom; 1999).

Gen 1 2 \/ 3,/4 \/ 5 6 7 8 9
5.UTR [ T3-uTR
Dominio S N A1 B1 A2 B2 A3 B3 [C
Numero de 34 108 92 86 92 86 92 86 26

aminoacidos

Y
CEA maduro (642 aminoéacidos)

Figura 3. Estructura genéticay proteica asociada al antigeno CEA. Representaciones esquematicas mostrando la
estructura genética y los dominios proteicos de la molécula CEA. CEA, codificado por CEACAMS es sintetizado como
un precursor con una sefial peptidica (S) seguida por los 668 aminoacidos de la molécula madura; incluyendo el
dominio N seguido de seis dominios homélogos a IgC2 (dominios A1, B1, A2, B2, A3y B3) y el dominio C de caréacter
hidrofébico (Oikawa et al., 1987).

En relacién con su perfil de expresion en las células transformadas, la sobrexpresion de
CEA ha sido observada en multiples tipos de canceres de origen epitelial, incluyendo
diversos carcinomas, entre ellos colorrectal (Jothy et al., 1993), gastrico (Kinugasa et
al., 1998), pancreatico (Shi et al., 1994), de vejiga (Shi et al., 1994), de pulmén de
células pequefas (Kim et al., 1992), de mama (Cournoyer et al., 1988) y de ovario
(Thompson et al., 1994), asi como en determinados adenocarcinomas de pulmén
(Robbins et al., 1993) y de endometrio (Thompson et al., 1993) (Figura 3). Ademas,
la sobrexpresion de CEA no aparece limitada exclusivamente a las procesos tumorales
primarios, sino que como ya se ha mencionado, frecuentemente también lo esta en sus
correspondientes lesiones metastasicas, donde parece desempefiar un rol activo, como

en el desarrollo de metastasis hepaticas de cancer colorrectal (Thomas et al., 2011).

En los tejidos tumorales, que han perdido su organizacion en monocapa y atravesado

la ldmina basal, CEA se encuentra presente frecuentemente de forma homogénea en
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toda la superficie celular (Figura 4) (Hammarstrom, 1999; Khare et al., 2001). Esta
localizacién, opuesta a la presente en el tejido no transformado, expone a CEA al fluido
tisular y sanguineo, posibilitando su marcaje mediante anticuerpos especificos (Chester
et al., 2000). Ademas, como consecuencia de esta distribucién celular anémala, en los
procesos tumorales la liberacion de CEA de la membrana celular por la accion de la
fosfolipasa C provoca su presencia en el torrente sanguineo (Kuroki et al., 1994;
Kinugasa et al., 1994). Asi, la monitorizacion de los niveles séricos de CEA ha sido y
es ampliamente utilizada con fines diagndsticos y prondsticos, junto con el seguimiento
terapéutico y de recurrencia en pacientes con varios tipos de cancer, especialmente
colorrectales (Graham et al., 1998; Goldstein Mitchell, 2005; Locker et al., 2006).

f:%ﬁ

Figura 4. Expresién y distribuciéon de CEA en diferentes tejidos tumorales y no tumorales. Tincion mediante
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal frente a CEA en preparaciones de diferentes tejidos. A) Tejido
gastrico normal; B) cancer gastrico; C) carcinoma de cérvix de célula escamosa; D) tejido de colon; E) adenocarcinoma
de colon y F) adenocarcinoma de recto. Adaptado desde Zhou et al., 2015.

Ademas de sus funciones como molécula de adhesion, CEA desempefia un rol
significativo en otros procesos que incluyen la inhibicibn de los programas de
diferenciacion celular (Eidelman et al., 1993; Ilantzis et al., 2002), la inhibicién de la
muerte celular programada por perdida de anclaje (anoikis), la apoptosis en células
epiteliales de colon (Ordofiez et al., 2000) o la disrupcién de la polarizacion celular y de
la arquitectura tisular (llantzis et al.,, 2002). CEA también parece contribuir
indirectamente a la progresion tumoral por sus efectos inmunomoduladores, entre los
gue se incluye la supresion de la actividad de las células dendriticas mediante su unién
a las moléculas de adhesion celular especifica de célula dendritica (DC-SIGN),
provocando la induccion de la tolerancia sobre las células tumorales (Engering et al.,
2002; Saeland et al., 2012). Por tanto, considerando su implicacién en estos procesos,
en conjunto CEA desempefia un papel destacado en la progresion e invasion tumoral,

asi como en la metéstasis (Thompson et al., 1997, Beauchemin & Arabzadeh, 2013).
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Estas caracteristicas hacen de CEA una diana terapéutica con un elevado potencial
para su utilizacion en el tratamiento de diferentes canceres epiteliales. En este sentido,
las principales aproximaciones terapéuticas anti-CEA, muchas de las cuales se hayan
actualmente en fase de ensayos clinicos, incluyen el uso de anticuerpos monoclonales
en estrategias de inmunoterapia pasiva (Conaghan et al, 2008) o como parte de
diversos inmunoconjugados con radionudclidos (Kraeber-Bodere et al., 2006) y
farmacos citotoxicos (Serengulam et al., 2009; Knutson et al., 2016). También se han
desarrollado anticuerpos biespecificos para la activacién de células T (Bacac et al.,
2016), terapias ADEPT (Sharma et al., 2005), proteinas de fusion anticuerpo-
interleuquina (Klein et al., 2017), asi como vacunas frente al antigeno (Turriziani et al.,
2012) o inmunoterapia con células CAR T (Katz et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Por dltimo, hay que destacar que aunque pueda considerarse CEA como un antigeno
no internado, cuyo destino mas frecuente una vez expuesto en la superficie celular es
la secrecion (Bryan et al., 2005; Liu et al., 2005; Cai et al., 2007), existen estudios que
describen su internacién, asi como las caracteristicas farmacocinéticas de la misma, y
el efecto sobre ellas de diversos anticuerpos e inmunoconjugados anti-CEA (Ford et al.,
1996; Stein et al., 1999; Schmidt et al., 2008). Por tanto, estas observaciones permiten
plantear el disefio viable de inmunotoxinas terapéuticas dirigidas frente a CEA y basadas
en ribotoxinas, las cuales dado su mecanismo de citotéxico de accién requieren de su

internacioén celular.

1.3.-Anticuerpo MFE23 scFv

MFE23 scFv es un anticuerpo recombinante desarrollado mediante tecnologia phage
display que posee una elevada afinidad y especificidad por el antigeno CEA humano
(Chester et al., 1994). En la actualidad, se dispone de variantes completamente
humanizadas, desarrolladas mediante resurfacing technique, entre las cuales, mediante
procedimientos de evolucion dirigida y yeast surface display, se seleccionaron aquellas
con propiedades de afinidad y estabilidad en su union a antigeno optimizadas (Graff et
al., 2004).

La union de MFE23 scFv a CEA ha sido analizada estructuralmente, mostrando que el
epitopo de union se encuentra entre los dominios N y Al, y que las cadenas de
carbohidratos presentes en la regidon no constituyen ningln impedimento estérico para

la formacién del complejo antigeno-anticuerpo. En dicha union participan activamente
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las seis CDR, lo que parece ser responsable de su alta afinidad y bajo ratio de
disociacion (Figura 5) (Boehm & Perkins, 2000; Boehm et al., 2000).
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Figura 5. Modelo predictivo del complejo formado por la unién de MFE23 scFv con los dominios Ny Al de
CEA. A) Se muestran los carbonos K (esferas azules) de la zona de residuos bésicos (Lys 15, Arg 64, Lys 112, Lys
180, Arg 190 y Arg 191) en la interfaz entre el dominio N y el A1 de CEA (representados mediante sendos diagramas
de cinta, amarillo y verde respectivamente). Estos residuos basicos son complementarios a la zona de residuos acidos
mostrada en rojo en la superficie electroestatica MFE23 scFv. B) Comparacion de la disposicién de los oligosacaridos
en CEA respecto al sitio de unién de MFE23 scFv. El diagrama en cinta de MFE23 scFv (blanco) se muestra unido a
los dominios Ny Al de CEA. Imagen adaptada desde Boehm et al., 2000.

En consonancia con estas propiedades, los resultados obtenidos para el marcaje
antigénico in vitro e in vivo fueron excelentes. MFE23 scFv se ha mostrado funcional en
ensayos de inmunodeteccién (Begent et al., 1996) y de cirugia radio-inmunodirigida de
tumores de cancer de colon in vivo (Mayer et al., 2000), presentando una rapida
penetracién y un elevado ratio de localizacién tumoral respecto al resto de tejidos,
incluida la sangre, incluso a tiempos tempranos tras la inyeccién. Debido a esto, MFE23
scFv se ha utilizado como componente marcador de un gran nimero de aproximaciones
para el diagnéstico tumoral por imagen, presentando un alto potencial de aplicacion
clinica (Hong et al., 2008; Boonstra et al., 2015, Rios et al., 2019).

Asimismo, MFE23 scFv ha sido utilizado en mdltiples estrategias terapéuticas y ensayos
clinicos dirigidos frente a CEA, entre los que se incluyen: conjugados farmaco-
anticuerpo (Hull, 2014), radioinmunoterapia dirigida (EI Emir et al., 2007), terapia
combinada con citoquinas (inmunocitoquinas) (Cooke et al., 2002), anticuerpos
biespecificos atrayentes de células T (BITEs) (Compte et al., 2014), terapia con células
T modificadas genéticamente ex vivo, incluyendo el MFE23 scFv fusionado a la cadena
CD3z del receptor de célula T (Sheen et al., 2003) y terapia profarmaco-enzima dirigida
por anticuerpos (ADEPT) (Francis et al., 2004, Mayer et al., 2006).
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Otro factor a favor de la utilizacion de MFE23 scFv es la facilidad y plasticidad de su
produccién, permitiendo su potencial incorporacién a diversos formatos de anticuerpo
recombinante multimérico como los diabodies, scFv en tAndem (dscFv-sc), minibodies,
tribodies y trimerbodies, habiendo sido expresadas satisfactoriamente en E. coli (Mayer
et al., 2000; Cook et al, 2002), P. pastoris (Blanco-Toribio et al., 2015) y células de
mamifero HEK 293 (Cuesta et al., 2010).

En conjunto, estas caracteristicas convierten a MFE23 scFv en una herramienta
biotecnoldgica con gran potencial para el diagndstico, localizacion por imagen y
tratamiento de tumores de origen epitelial que presenten una sobreexpresion y pérdida
de la localizacion en la expresion de CEA, y por tanto, justifican el disefio y desarrollo

de inmunotoxinas antitumorales incorporandolo.

1.4.-Anticuerpo de dominio unico VHHCEA5v2

VHHCEA5V2 es un anticuerpo de dominio unico recombinante formado por las CDRs
del nanobody NbCEAS5 introducidas mediante grafting genético en el armazon
estructural de un nanobody completamente humanizado (Vaneycken et al., 2010); de
modo que VHCEA5v2 combina la alta especificidad y unién a CEA del NbCEAS5 con la

nula inmunogenicidad propia del armaz6n humanizado.

El anticuerpo VHHCEA5V2, incluyendo una extension de histidinas en posicion C-
terminal, fue producido en E. coli y purificado mediante cromatografia de afinidad en
columnas de Ni?*-NTA. En lo descrito, este anticuerpo reconoce y une con alta afinidad
y especificidad a CEA, tanto inmovilizado en placa como expresado en superficie celular,
con una constante de equilibrio de disociacion de 9,88 nM (Vaneycken et al., 2010).
Ademas, la administracion sistémica del anticuerpo marcado con el isétopo radioactivo
®mTc ha mostrado un rapido y eficaz marcaje tumoral de xenografts CEA-positivos en
ratones nude. Aspecto que, combinado con una rapida eliminacion del torrente
sanguineo, como corresponde a una proteina de su tamafio, resulté en un elevado ratio

de localizaciéon tumor/musculo (Vaneycken et al., 2010).

Por tanto, teniendo en cuenta las buenas propiedades de los VHHs para el marcaje
tumoral in vivo y para su utilizacion como dominios marcadores de moléculas con otras
actividades, el anticuerpo humanizado VHHCEA5v2 parece una opcion satisfactoria
para su utilizaciéon como parte de inmunotoxinas dirigidas contra tumores que sobre-

expresan de manera selectiva CEA en su superficie celular.
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1.5.-Formato de anticuerpo trimerbody

El formato de anticuerpo trimerbody es una nueva clase de anticuerpo multivalente
formado por la unién, mediante un linker de 21 residuos, de un anticuerpo scFv al
extremo amino y/o carboxilo de la region de trimerizacién del dominio no colagenoso
(NC1) del colageno XVIII humano (Figura 6) (Sanchez-Arévalo et al., 2006; Cuesta et
al., 2010; Blanco-Toribio et al., 2013).

En estos disefios, la utilizacion del dominio no colagenoso (NC1) N-terminal del
coldgeno XVIII humano, caracterizado por una tendencia a formar una estructura
trimérica a una concentracion picomolar (Boudko et al., 2009), dota al formato
trimerbody de una conformacién trimérica en disolucién, generando anticuerpos
trivalentes funcionales, con una alta afinidad por el antigeno, muy solubles y con elevada
estabilidad sérica y tisular (Cuesta et al., 2010). Ademas, el empleo del dominio de
homotrimerizacion N-terminal del coldgeno XVIII humano para el desarrollo de
anticuerpos recombinantes, confiere ciertas ventajas afiadidas respecto al uso otros
dominios de multimerizacién, como son su nula inmunogenicidad, dado su origen
humano; su pequefio tamafio y su compatibilidad con el desarrollo de disefios

moleculares muy sencillos (Cuesta et al., 2010).
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Figura 6. Diagramas esquematicos mostrando la estructura génica (izquierda) y de dominios (derecha) de un
scFv (arriba) y un scFv-trimerbody N-terminal (abajo). Los componentes genéticos de ambas anticuerpos
recombinantes se indican del siguiente modo: scFv (V\, azul oscuro, y Vy, azul claro), linker L21 (gris oscuro); hRT
(region de trimerizacion del dominio NC1 XVIII, gris claro) y extension de histidinas (T, amarillo). Los tamafios en
disolucioén para las dos moléculas son 25 kDa para el scFv y 110 kDa para el scFv-trimerbody N-terminal.

Las diferentes construcciones desarrolladas con este formato incluyen trimerbodies

trivalentes monoespecificos, en los que la region de trimerizacion puede ubicarse en
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posicion N-terminal o C-terminal de los scFv (trimerbody N-terminal y C-terminal, 110
kDa), y variantes de trimerbodies hexavalentes monoespecificos o biespecificos, en las
que los dominios de unién a antigeno se sitlan en ambos extremos de la region de
trimerizacién (190 kDa) (Blanco-Toribio et al., 2013). Otras variantes de trimerbodies
incluyen la utilizacion de la regién de trimerizacién del dominio NC1 del colageno XV
humano (Cuesta et al., 2012), el uso de linkers mas cortos, la trimerizacién de otros
fragmentos derivados de anticuerpo, como el formato monodominio VHH (VHH-
trimerbody) y la generaciébn de variantes multiespecificas mediante trimerizacion

intracatenaria (Alvarez-Cienfuegos et al., 2016).

La maxima avidez de los anticuerpos multivalentes implica que todos los sitios de union
al antigeno deben estar ocupados simultaneamente. En el caso de los formatos
trimerbody N-terminal, el analisis de sus modelos moleculares sugiere una estructura de
tripode con los dominios scFv orientados hacia el exterior, en la que los linkers de 21
residuos permiten numerosas geometrias de unién al antigeno con un area de accién
de unos 80 A. Asi, cuando una interaccién anticuerpo-antigeno ocurre, la probabilidad
de establecer una segunda interaccion efectiva por los scFv libres, bien sobre la misma
célula o sobre células adyacentes, es unas 11 veces mayor para los trimerbodies que
para formatos bivalentes, como los diabodies o los minibodies (Figura 7). Este modelo,
consistente con una unién multivalente al antigeno, se corresponde con los resultados
obtenidos con diferentes trimerbodies, mostrando una capacidad superior de union a
antigeno, una mayor afinidad funcional y una menor tasa de disociacion respecto a sus
eguivalentes monoméricos (Sanchez-Arévalo Lobo et al., 2006; Cuesta et al., 2009,
Rios et al., 2019).

Como se explicod anteriormente, la multimerizacion de fragmentos de anticuerpo
monovalentes es un procedimiento que se utiliza de forma habitual para incrementar su
afinidad funcional por el antigeno (avidez), disminuir su constante de disociacion sobre
receptores de superficie celular y mejorar su biodistribucion de cara a su potencial
aplicacion in vivo. Entre los diferentes formatos de anticuerpo recombinantes (Figura 3
de la Introduccién), aquellos con propiedades Optimas para el marcaje tumoral serian
de tamafio intermedio, multivalentes (bivalentes o trivalentes) y carentes de regién Fc
(Cuesta et al., 2010); caracteristicas que los trimerbodies cumplen en su totalidad,
dotdndoles de una rapida penetracion tumoral, una alta retencion en el tumor y una
rapida eliminacién del torrente sanguineo tras su aplicacion sistémica (Schmidt &
Wittrup, 2009; Cuesta et al., 2010).

113



RESULTADOS Y DISCUSION

A B C
S e o
Ny Al LAy 3
A ENON =
‘ ) —103.06
&
% e B2y @
"""" osoth
D E ol
S \;A
o
3 ~;\‘, \gga N
1\," -
iy A
A Ve
A,
e R e

Figura 7. Modelo estructural de un minibody y de un trimerbody: vista lateral (A) y superior (B) de un minibody;
vista lateral (D) y superior (E) de un scFv-trimerbody N-terminal. Superposicién de los monémeros de minibody y
de trimerbody utilizando el programa Stamp para generar el modelo multimérico (Russell y Barton, 1992). Cada uno
de los mon6émeros se coloreo de manera diferente (azul, verde y rosa) y los CDRs se colorearon en rojo. Las
representaciones esquematicas del minibody (C) y del trimerbody (F) muestran las diferencias en la distribucién de los
dominios de unién al antigeno. Adaptado de Cuesta et al, 2010.

Ademas, diferentes estudios in vivo confirman las excelentes propiedades de los
trimerbodies para el marcaje tumoral. Por una parte, experimentos utilizando el
trimerbody N-terminal basado en MFE23 scFv (MFE23 trimerbody) y en L36 scFv (anti-
laminina), marcados con la sonda fluorescente derivada de cianina Cy5, han mostrado
un rapido y especifico marcaje dependiente de antigeno en ratones nude portando
xenografts de tumores humanos, siempre superior al de sus analogos monoméricos
(Cuesta et al., 2009). Otro estudio, también en ratones nude, mostrando la localizacion
mediante inmuno-tomografia de emision de positrones (PET) del mismo MFE23
trimerbody marcado con 2% demostré6 una acumulacién tumoral y unos ratios
tumor/musculo y tumor/sangre superiores respecto a MFE23 scFv monomeérico (Rios et
al., 2019). Estos datos demuestran que el tamafio intermedio, superior al limite de
filtracion glomerular (70 kDa), y la avidez superior del trimerbody son importantes para
una mejor biodistribucion sistémica, con una eliminacion del torrente sanguineo mas
lenta, y un marcaje tumoral CEA-especifico superior y mas duradero, respecto a los

exhibidos por el MFE23 scFv monomérico.

Ademas de estos trimerbodies enfocados al marcaje tumoral, se ha desarrollado un
disefio terapéutico biespecifico y hexavalente, con un tamafio en disolucién de 150 kDa,
que incluye tres dominios scFv anti-4-1BB y tres VHH anti-EGFR sobre la estructura del
dominio de homotrimerizacion NC1 del colageno XVIII. Este trimerbody, denominado
1D8N/CEGa, mostré una rapida acumulacion sobre tumores EGFR-positivos v,

dirigiendo de manera especifica la capacidad coestimulatoria inmunitaria de ratones
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Balb/C, provocé una respuesta antitumoral similar a los anticuerpos monoclonales

basados en IgG agonistas de 4-1BB (Compte et al., 2018).

Por ultimo, es importante mencionar que la produccion de anticuerpos funcionalmente
activos con formato scFv-trimerbody N-terminal ha sido llevada a cabo eficazmente y
con altos rendimientos tanto en células de mamifero (Cuesta et al., 2009), como en la

levadura P. pastoris (Blanco-Toribio et al., 2014).

En conjunto, estos resultados demuestran que la plataforma trimerbody es una
herramienta sencilla y eficaz para la generacion de anticuerpos recombinantes de
pequefo tamafo excelentes para el marcaje tumoral, asi como para la localizacién
selectiva de moléculas bioactivas en el tejido tumoral. Entre sus potenciales aplicaciones
terapéuticas, formando parte de proteinas de fusién, se incluyen el desarrollo de
proteinas de fusion incorporando inhibidores de la angiogénesis (Sanchez-Arévalo
Lobo et al., 2006), citoquinas 0 enzimas, asi como su conjugacion con radiondclidos
(Sanz et al., 2004; Rios et al., 2019). De este modo, la disponibilidad de estos
anticuerpos recombinantes artificiales permite plantear la aplicacion del formato
trimerbody como modelo para el desarrollo de inmunotoxinas multivalentes, éptimas

para el marcaje tumoral y con una alta estabilidad tanto in vitro como in vivo.

2.-Resultados

2.1.-IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS

En este primer apartado del Bloque | se presentan los resultados en relacion con el
disefio, produccion y caracterizacion estructural y funcional de dos nuevas
inmunotoxinas dirigidas al antigeno CEA. Ambas inmunotoxinas estan formadas por los
dominios variables en cadena unica MFE23 scFv como dominio marcador y por a-
sarcina como dominio toxico. Una de ellas sigue el disefio de nuestras inmunotoxinas
anti-GPA33 monoméricas, monovalentes y monotoxicas; mientras que la otra es una
inmunotoxina trimérica, trivalente y con tres toxinas por molécula, basada en el formato

trimerbody, (Figura 8).

1. IMTXCEAaS: inmunotoxina monomeérica compuesta por MFE23 scFv unido me-

diante un péptido flexible Gly-Gly-Arg a la ribotoxina a-sarcina.
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2. IMTXTRICEAaS: inmunotoxina trimérica compuesta por tres monémeros mono-
catenarios, cada uno de ellos constituidos por MFE23 scFv, unido mediante el
linker L21 al dominio de trimerizacién hNC1 del colageno XVIIl y mediante otro

linker L21 a a-sarcina.

IMTXCEAaS

45 kDa

o [

“scFv anti-CEA MFE23

IMTXTRICEAQS O .
\ _//
“scFv anti-CEA MFE23 O .

159 kDa

3

Figura 8. Diagramas mostrando la disposicién genética y los dominios proteicos de las inmunotoxinas
IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS. Los cDNA de las construcciones disefias se muestran en la parte izquierda de la
imagen. En el lado derecho se muestra una presentacién esquematica de la conformacion de las dos proteinas. En
ambos casos (cDNA y proteina) los dominios estructurales se indican del siguiente modo: péptido sefial para la
secrecion factor-a (S, negro), scFVCEA (VL, azul oscuro, y VH, azul claro), linkers L21 (gris oscuro), TIE (dominio de
trimerizacion NC1 del colageno XVIII humano, gris claro), a-sarcina (rojo), y extension de histidinas (T, amarillo). Dada
su conformacion trimérica, IMTXTRICEAaS nativa dispondria de un tamario teérico de 159 kDa, mientras que para la
monomérica IMTXCEAGaS el valor esperado seria 45 kDa.

2.1.1.-Diseio y obtencion de plasmidos de expresion

La obtencion de los plasmidos de expresion para IMTXCEAaS e IMTXTRICEAGS se
realizé desde los vectores pPICZaAIMTXA33aS (Carrreras-Sangra et al., 2012) y
pCR3.1-MFE23 scFv-L21-TIEX"-L21-OKTS3.

Para la construccion del vector pPICZaAIMTXCEAaS, se realizé una amplificacion
mediante PCR de la secuencia codificante de MFE23 scFv-desde el vector pCR3.1-
SCFVMFE23-L18-TIEX"-L.21-OKT3 utilizando los oligonucleétidos 1 y 2, afiadiendo en
sus extremos los sitios de restriccion EcoRI (5’) y Notl (3’). Tras ello, el producto de dicha
amplificaciéon (750 pb) y el vector pPICZoAIMTXA33aS se digirieron con las
endonucleasas EcoRI y Notl. El fragmento grande de dicha digestion del plasmido se
purifico, insertdndose el cDNA del MFE23 scFv en el lugar correspondiente al scFvA33
(fragmento pequefio digestion EcoRI/Notl de pPICZoAIMTXA33aS). Para su
amplificacion, el producto de ligacion se transformé en células de E. coli DH5aF’ para

su amplificacién, y tras comprobarse la correcta identidad de su secuencia, se digirieron
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10 ug de plasmido con la enzima Pmel para su linealizacion y electroporacion en células
de P. pastoris KM71.

El vector pPICZaAIMTXTRICEAGS se obtuvo, de manera analoga a su equivalente para
la inmunotoxina monomeérica, mediante la sustitucion del cDNA codificante de scFvA33
por el de MFE23-L21-TIEXV!-L.21. Primero, se amplificé la secuencia L21-TIEXV"-L21
(oligonucledtidos 3 y 4), eliminando un sitio de restriccion EcoRI en posicion 5’ del L21
N-terminal. Tras reemplazarse esta secuencia en el plasmido pCR3.1-scFvMFE23-L21-
TIEXV-L21-OKT3, se amplifico el fragmento scFVYMFE23-L21(NoEcoRI)-TIEX*!-L21
(oligonucledtidos 1y 326) afiadiendo en sus extremos los sitios de restriccion EcoRI (5’)
y Notl (3’). El producto de esta amplificacion (900 pb) se digiridé con EcoRI y Notl,
insertdndose posteriormente en el fragmento grande del vector pPICZaAIMTXA33aS
digerido EcoRI / Notl (ya utilizado para la construccion del pPICZaAIMTXCEAaS). La
mezcla de ligacion se transformé en células E. coli DH5aF’ para la seleccion de clones
individuales y su amplificacién. Por dltimo, el plasmido linealizado fue electroporado en
células P. pastoris KM71y BG11.

2.1.2.-Produccion vy purificacion de las inmunotoxinas

Debido a la alta similitud en estructura y disefio con IMTXA33aS, las pruebas de
expresion en P. pastoris de las dos nuevas inmunotoxinas, IMTXCEAaS e
IMTXTRICEAQS, se realizaron en condiciones similares a las ya descritas para la

produccion de dicha inmunotoxina (Carreras-Sangra et al., 2012).

En primer lugar, con el fin de seleccionar colonias con altos niveles de produccion, se
realizaron expresiones piloto con diferentes transformantes crecidos en placas de
zeocina 100, 400 y 750 ug/ml. En estas pruebas de expresion, tras 24 h de crecimiento
en medio BMGY, los cultivos se indujeron durante 72 h en medio BMMY, suplementando
con metanol cada 24 h a una concentracion final de 0,5% (v/v). El analisis de los medios
de induccién, mediante PAGE-SDS, mostr6 para ambas construcciones: a) una alta
homogeneidad en la cantidad de proteina producida entre las diferentes colonias y b)

un maximo de proteina secretada a las 48 h de induccién.

Tras seleccionarse aquellas colonias con mayor secrecién de proteina al medio
extracelular, los cultivos para la produccion a gran escala de IMTXCEAaS e
IMTXTRICEAGS se realizaron de acuerdo a lo descrito en el protocolo para la
produccion de inmunotoxinas (Ver apartado: Métodos. Metodologia para la purificacion

y caracterizacion estructural de proteinas. Produccion de proteinas recombinantes).
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Tras 48 h de induccion en medio BMMY a 25°C, el medio extracelular libre de células
se dializé, utilizando bolsas de tamafio de poro de 25 kDa, frente a tampon fosfato sédico
50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5 y se aplicé en una columna de Ni?*-NTA agarosa para la
purificacion de las construcciones mediante cromatografia de afinidad de metal
inmovilizado. El analisis electroforético de las distintas fracciones de la cromatografia,
mediante PAGE-SDS en condiciones reductoras, mostré la presencia de grandes
cantidades de ambas inmunotoxinas en las fracciones de elucién con tampdn fosfato
suplementado con imidazol 250 mM (Figura 9 A). Posteriormente, las fracciones
conteniendo proteina se homogeneizaron y dializaron frente a tampon de didlisis para
la eliminacion del imidazol.
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Figura 9. PAGE-SDS y Western blot de ambas inmunotoxinas purificadas. A) Tincion con azul de Coomasie del
PAGE-SDS de las distintas fracciones recogidas durante la purificacion mediante cromatografia de afinidad Ni?*-NTA
de ambas inmunotoxinas. Se muestran: NR, no retenido; Lav, fraccién de lavado con tampé6n de cromatografia; 20
mM, fraccién de lavado con tampdn de cromatografia conteniendo imidazol 20 mM; y las primeras cuatro fracciones
(1 ml) eluidas con imidazol 250 mM. B) Analisis mediante Western blot utilizando un anticuerpo policlonal frente a la
a-sarcina (izquierda) o un anticuerpo monoclonal frente a la extension de histidinas (derecha). El control de a-sarcina
corresponde con 0,1 pg de la proteina fungica natural.

De este modo, IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS se purificaron a homogeneidad, de
acuerdo a criterios de movilidad electroforética y de inmunodeteccion mediante Western
blot con anticuerpos anti-a-sarcina y anti-poliHis (Figura 9 B). El rendimiento de la
produccién se situ6 en ambos casos en torno a 1 mg/l de medio de induccién. Los
coeficientes de extincién molar tedricos a 280 nm (g2s0nm) Utilizados para los célculos de
concentracion de ambas inmunotoxinas fueron 77.952 M*.cm™ para IMTXCEAaS vy
89.270 Mt.cm™ para IMTXTRICEAGS.

2.1.3.-Caracterizacion estructural

La funcionalidad de una proteina viene determinada por su estructura, de modo que su
secuencia de aminoacidos y su correcto plegamiento son determinantes para el buen
desarrollo de su actividad funcional. De este modo, la caracterizacion estructural de

ambas inmunotoxinas se realiz6 con el objetivo de obtener informacion acerca de la
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identidad de sus componentes y su estructura primaria, asi como del plegamiento y la
conformacion en disolucién que presentan IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS. La
inmunodetecciébn mediante Western blot confirmé la identidad de las proteinas
purificadas, siendo ambas inmunotoxinas reconocidas especificamente por un antisuero

anti-a-sarcina y un anticuerpo monoclonal anti-poliHis (Figura 9 B).
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Figura 10. Analisis conformacional mediante dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de ambas
inmunotoxinas. Espectros en el UV-lejano de IMTXCEAaS y IMTXTRICEAQS (Bwrw, €elipticidad molar por residuo,
expresada como: grado-cm?-dmol™). Ambos espectros se realizaron en tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M,
pH 7,4 con una concentracion de proteina de 0,15 mg/ml.

El espectro de CD en el UV-lejano aporta informacion acerca de la estructura secundaria
de una proteina, pudiéndose inferir a partir de él si la proteina presenta un plegamiento
marcado por estructuras secundarias periddicas, asi como la composicion relativa de

los distintos elementos de este plegamiento (hélice a y Iamina B) (Greenfield, 2006).

Los registros de CD para ambas inmunotoxinas, mostrados en la Figura 10, sugieren
un plegamiento globular marcado por una elevada contribucion de lamina 3, que
concuerda con las estructuras secundarias y los espectros de CD, previamente
descritos, para los dominios scFv (Ong et al., 2012; Song et al., 2014) y a-sarcina
(Martinez del Pozo et al., 1988; Garcia-Ortega et al., 2002). La diferencia de registro
encontrada entre la forma monomeérica y trimérica, menor elipticidad molar por residuo
en el rango de 200-210 nm, aunque no descrita para el trimerbody MFE23 scFv-TRI N-
terminal (Blanco-Toribio et al, 2014) podria explicarse en base a la elipticidad molar
descrita para las estructuras no periddicas, como las que forman los linkers L21
(Blanco-Torio et al, 2013), y para la conformacion nativa del dominio de trimerizacién

no colagenoso N-terminal (hNC1) del coldgeno XVIII humano (Boudko et al., 2009).

El estado oligomérico de IMTXTRICEAaS en disolucion se estudid mediante
cromatografia de penetrabilidad FPLC y espectroscopia de difraccion laser. Mediante
estas dos metodologias se comprobd si la inmunotoxina en disolucion presentaba la

conformacion trimérica correspondiente a su formato trimerbody. El perfil cromatografico
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mediante FPLC utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL mostr6 un dnico pico
simétrico de elucién a los 11,5 ml, correspondiente a un tamafio globular de 160 kDa
(Figura 11 A). Respectivamente, el volumen de elucién para la inmunotoxina
monomérica se correspondié con un tamafio de 50 kDa. Abundando en estos
resultados, los espectros de difraccion laser para IMTXTRICEAQS sugirieron una
estructura globular con un didmetro de 9-10 nm (Figura 11 B). Un tamafio en
concordancia con el tamafio tedrico predicho para la inmunotoxina trimérica en
disolucién, en relaciébn con el tamafio descrito para los trimerbodies hexavalentes
(Blanco-Toribio et al., 2013).
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Figura 11. Analisis del estado oligomérico de IMTXTRICEAaS. A) Analisis cromatogréafico de FPLC utilizando una
columna Superdex 200 10/300 GL. La proteina mostré un Gnico pico simétrico de elucion a los 11,3 ml. B) Los
espectros de dispersion de laser indican una estructura globular con un tamafio hidrodinamico en torno a los 10 nm.
Multiples espectros se registraron utilizando muestras filtradas y con dos concentraciones diferentes (0,15 o 0,3 mg/ml)
en tampén fosfato sédico.

Asi, los resultados de su caracterizacion estructural indican que ambas inmunotoxinas
basadas en MFE23 scFv y a-sarcina presentan un plegamiento globular en disolucion
acorde a la estructura secundaria nativa de sus componentes. Por su parte, como
muestran los tamafos moleculares registrados para IMTXTRICEAaS, la presencia del
dominio hNC1 del coldgeno XVIII en su secuencia, otorga a esta construccion una
conformacion trimérica en disolucién y, por tanto, la trivalencia y la triple carga toxica
predichas.

2.1.4.-Caracterizacion funcional

Para cumplir correctamente con la actividad funcional para la que han sido
desarrolladas, provocar muerte celular de manera antigeno dependiente, las
inmunotoxinas deben combinar en una misma molécula las actividades especificas de
los dominios marcador y téxico. Mediante una primera caracterizacion funcional in vitro,
se analizé en qué medida MFE23 scFv, como dominio marcador, y a-sarcina, dominio

toxico, preservaban sus actividades especificas formando parte de IMTXCEAaS e
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IMTXTRICEAGS,. Ademas, como preambulo a los ensayos de citotoxicidad in vitro y de
inhibicién del crecimiento tumoral in vivo, se evalud la estabilidad estructural y funcional
de ambas inmunotoxinas tras su exposicién a condiciones similares a las de entorno
fisioldgico. Por ultimo, la actividad citotoxica de las construcciones se analiz6 en células

CEA-positivas y CEA-negativas.

En linea con lo descrito en los objetivos de este bloque, la caracterizacion funcional de
estas dos inmunotoxinas se centrd particularmente en el estudio del efecto de la
trimerizaciébn sobre las actividades de ambas construcciones. Es decir, como la
trivalencia y la triple carga toxica de IMTXTRICEAaS afecta a su capacidad de unién a
CEA y a su efecto citotéxico en comparacién con IMTXCEAaS. Con este fin, para
evaluar especificamente el efecto de la trimerizacién de sus componentes sobre la
funcionalidad de las moléculas completas, todos los ensayos se realizaron utilizando

cantidades equimolares de los monémeros monocatenarios de ambas construcciones,.

2.1.4.1.-Caracterizacion de la unién a antigeno

Mediante el reconocimiento y la unién de alta afinidad a CEA, MFE23 scFv es el
encargado de dirigir de forma especifica la actividad de la inmunotoxina frente a sus
células diana. Con este fin, se estudi6 la especificidad y la capacidad de union de ambas
inmunotoxinas a CEA, comparando sus actividades con las desarrolladas por sus

correspondientes dominios marcadores parentales.

Los ensayos de citometria de flujo mostraron que ambas inmunotoxinas mantienen la
actividad de union especifica a CEA propia de MFE23 scFv, marcando especificamente
aquellas células CEA-positivas (HeLa-CEA, SW1222, LIM1214) (resultados Unicamente
mostrados para las células SW1222) pero no las CEA-negativas (HelLa) (Figura 12 A).
Ademas, tal y como se muestra en la Figura 12 B, la unién a CEA en superficie celular

exhibida por IMTXTRICEAQS fue superior a la de su analogo monomeérico.

Los resultados de los ensayos de ELISA, comparando la unién a CEA de los anticuerpos
parentales, MFE23 scFv y MFE23 scFv-TRI, y de las inmunotoxinas monomérica y
trimérica, mostraron que ambas inmunotoxinas unen CEA de manera semejante a sus
anticuerpos parentales (Figura 12 C). Ademads, en concordancia con lo mostrado
mediante citometria de flujo, la uniébn a CEA inmovilizado fue superior para ambas

construcciones trivalentes respecto a sus equivalentes monoméricos.

De manera complementaria a los ensayos de citometria de flujo, la union de las

inmunotoxinas a CEA presente en superficie celular se estudi6 mediante
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inmunofluorescencia y microscopia confocal (Figura 13). Tras tratar cultivos adherentes
de células SW1222 con IMTXCEAaS-Alexa 488 o IMTXTRICEAaS-Alexa 488 durante
diferentes tiempos, las células fueron lavadas, fijadas y marcadas, tal y como se
describe en el apartado de Materiales y Métodos. Las preparaciones correspondientes
a 20 min de incubacién, mostraron un fuerte marcaje de la membrana celular por ambas
construcciones, con ausencia o muy baja presencia de estas en el interior celular.
Ademas, esta localizacion en la membrana plasmatica a los 20 min se evidencié por un
alto solapamiento con el marcador de membrana CD44. Por otro lado, las preparaciones
de inmunofluorescencia correspondientes a las incubaciones de 1 y 4 h permitieron
confirmar que ambas inmunotoxinas, una vez unidas a CEA en la membrana plasmatica,
sufren una internacién tiempo-dependiente, presentando una mayor localizacion

intracelular a medida que aumenta el tiempo de incubacion.
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Figura 12. Ensayos de unién parala caracterizacion funcional in vitro del dominio marcador. A) Ensayo de unién
analizada mediante citometria de flujo tras incubacién de las diferentes construcciones con células HelLa (CEA-
negativas, CEA -), y SW1222 (CEA-positivas, CEA +). Las curvas corresponden a las células incubadas Gnicamente
con el anticuerpo de detecci6n anti-poliHis-Alexa 488 (1), e incubadas previamente con cantidades crecientes
IMTXCEAQS (2) o IMTXTRICEAGS (3) y el anticuerpo de deteccién. La intensidad de fluorescencia registrada se
muestra proporcionalmente en unidades arbitrarias. B) Titulacibn de la unién a antigeno para diferentes
concentraciones de IMTXCEAaS e IMTXTRICEAQS realizadas por citometria de flujo utilizando células SW1222. C)
ELISA frente a CEA inmovilizado (0,25 pg/pocillo). Se utilizaron diluciones seriadas de ambas inmunotoxinas,
incluyéndose como control las versiones monomérica y trimérica del anticuerpo MFE23 scFv. Todos los ensayos fueron
realizados a cantidades equimolares para los dominios de union entre las diferentes construcciones. B) y C) muestran
la media + desviacion estandar de duplicados independientes.
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A IMTXCEAaS
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B IMTXTRICEAGS
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Figura 13. Microscopia de fluorescencia con células SW1222. Imagenes de microscopia confocal mostrando la
localizacién celular de las inmunotoxinas IMTXCEAaS (panel superior) e IMTXTRICEAaS (panel inferior) a
diferentes tiempos de incubacion (filas). Las diferentes columnas muestran de izquierda a derecha: DAPI (nlcleos),
CD44 (membrana celular), inmunotoxina-Alexa 555 y la superposicion de los diferentes canales. Las flechas
blancas muestran la inmunotoxina internada. Las barras blancas de los distintos paneles se corresponden a 10 pm.
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Estos resultados, junto a los mostrados por citometria de flujo, confirmaron la unién de
IMTXCEAQS e IMTXTRICEAaS a CEA anclado en la membrana celular. Ademas, en
linea con lo descrito para diversos anticuerpos y conjugados terapéuticos anti-CEA
(Tsaltas et al, 1992; Schmidt et al 2008; Knutson et al, 2016), demostraron que poco
tiempo después de la formacion del complejo antigeno-anticuerpo en la superficie
celular, ambas inmunotoxinas sufrieron una captura al interior celular, fundamental para

el desarrollo del efecto citotéxico de a-sarcina.

2.1.4.2.-Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

La funcionalidad de a-sarcina como componente del dominio toxico de las
inmunotoxinas basadas en el MFE23 scFv se analiz6 mediante el ensayo de
reticulocitos. Como se ha descrito en el apartado de Métodos, este ensayo es utilizado
rutinariamente para caracterizar la actividad ribonucleolitica de las ribotoxinas frente a

ribosomas de mamifero.

Como se muestra en la Figura 14, al ser ensayadas frente a los ribosomas de un lisado
de reticulocitos, las dos inmunotoxinas produjeron una liberacién del factor a semejante
a la causada por la a-sarcina wt. Este resultado confirmé que la inclusion de a-sarcina
en posicion C-terminal en nuestras inmunotoxinas, flanqueada por el linker Gly-Gly-Arg
0 L21 y la extensién de histidinas, no interfiere con su capacidad para hidrolizar el SRL

ribosémico (Carreras-Sangra et al, 2012).

a-Sarcina IMTXCEAQS IMTXTRICEAQS
C 2 12 2 12 2 12 pmol

Figura 14. Ensayo de reticulocitos mostrando la actividad ribonucleolitica de las inmunotoxinas y de la a-sarcina. Los
geles de agarosa muestran la liberacién del fragmento-a, marcado por una flecha negra. Este fragmento de 400 nt es
producto inequivoco de la hidrdlisis especifica del SRL. Todos los ensayos se realizaron utilizando cantidades
equimolares (2'y 12 pmol) de a-sarcina wt y de ambas inmunotoxinas. C, control negativo sin actividad ribonucleolitica.
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2.1.4.3.-Ensayos de estabilidad in vitro

La integridad estructural y el mantenimiento de la funcionalidad de las inmunotoxinas en
las condiciones del entorno fisiolégico es fundamental tanto para el correcto desarrollo
de su actividad citotoxica in vitro, como para el desempefo de su actividad antitumoral
in vivo. Por este motivo, como paso previo a los ensayos de citotoxicidad celular y de
inhibicion del crecimiento tumoral, se analiz6 el efecto de la incubacion de las
inmunotoxinas en FBS a 37°C sobre las actividades de sus dominios funcionales (Ver
apartado: Métodos. Metodologia para el estudio de la estabilidad en condiciones

fisiologicas de las inmunotoxinas).

El analisis electroforético por PAGE-SDS y la posterior inmunodeteccion de las
construcciones mostré una elevada preservacion de la integridad molecular para ambas
inmunotoxinas, que Unicamente sufrieron una leve degradacion a partir de las 72 h de
incubacion (Figura 15 A). De manera semejante, la actividad ribonucleolitica de ambas
construcciones se mantuvo practicamente intacta para los diferentes tiempos de
incubacion analizados (Figura 15 B). En cuanto a los ensayos de union, de una manera
similar a lo descrito para MFE23 scFv y MFE23 scFv-TRI (Cuesta et al, 2009; Blanco-
Toribio et al, 2014), ambas inmunotoxinas anti-CEA mantuvieron en gran proporcion
su capacidad de unién al antigeno, incluso por encima de las 72 h de incubacion (Figura
15 C).

kDa 0 24 48 72 96 kbDa 0 24 48 72 96
74 — 74—
50 — A 50 — 120 |
37 — 37 — N (MTXCEAGS
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B 80 1
C+ 0 24 48 72 96 C- 0 24 48 72 96
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IMTXCEAaS IMTXTRICEAQS

Figura 15. Ensayos de estabilidad estructural y funcional. Tras incubacién de ambas inmunotoxinas a diferentes
tiempos hasta 96 h en FBS a 37°C, se analizaron las diferentes alicuotas tomadas cada 24 h. A) Western blot utilizando
un anticuerpo anti-a-sarcina para analizar su integridad molecular. B) Ensayo de reticulocitos para la actividad
ribonucleolitica. C) Ensayos de unién a antigeno sobre células SW1222. Las barras representan la media + desviacion
estandar de ensayos por duplicado a una concentracion menor a la de saturacion de marcaje.

En conjunto, IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS presentaron una elevada estabilidad
estructural y funcional, en consonancia con lo descrito para los componentes que las

cnforman (Cuesta et al, 2009; Blanco-Toribio et al, 2014) y para otras inmunotoxinas

125



RESULTADOS Y DISCUSION

incluyendo a-sarcina (Carreras-Sangra et al, 2012, Tomé-Amat et al, 2015). Ademas,
ambas construcciones mantuvieron intacta su funcionalidad a tiempos de incubacion
ampliamente superiores a los requeridos para la completa eliminacién del torrente
sanguineo de otras construcciones de valencia y tamafio similar (Cuesta et al., 2010;
Wei et al., 2018; Compte et al, 2018, Rios et al., 2019).

En conjunto, los resultados mostrados hasta este punto demuestran que IMTXCEAGS e
IMTXTRICEAaS presentan intactas las actividades funcionales de sus dominios
estructurales, y que estas presentan elevada una elevada estabilidad al ser sometidas
a condiciones homdélogas a las fisiolégicas. Ademas, como consecuencia de su
estructura trivalente, la aplicacion del formato trimerbody a estas inmunotoxinas mejoro
la capacidad de marcaje antigénico in vitro de IMTXTRICEAaS (Cuesta et al, 2010;
Blanco-Toribio et al., 2013).

2.1.4.4.-Caracterizacion de la actividad citotéxica in vitro

Una vez comprobado que ambas inmunotoxinas, IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS,
mantienen las actividades especificas de su dominio marcador y téxico, su
caracterizacion funcional in vitro se complet6 con la evaluaciéon de su efecto citotoxico
especifico sobre células CEA-positivas y CEA-negativas, mediante ensayos de

inhibicién de la biosintesis proteica.

Los resultados recogidos en la Figura 16 muestran que ambas inmunotoxinas anti-CEA
ejercieron un potente efecto citotdxico sobre las células antigeno-positivas, provocando
una reduccién en su biosintesis proteica y viabilidad celular de una manera dosis
dependiente. Tras 72 h de incubacion, IMTXCEAaS provocd una potente inhibicion de
la biosintesis proteica sobre cultivos de las lineas celulares SW1222 y LIM1214, ambas
CEA-positivas, con valores de ICso de 60 y 200 nM, respectivamente (Figura 16 A). Por
su parte, en las mismas condiciones de incubaciéon, IMTXTRICEAaS mostré un mayor
efecto citotoxico sobre células SW1222 que la variante monomeérica, con una ICso= 6
nM en los ensayos de inhibicion de la biosintesis proteica (Figura 16 B).
Respectivamente, en el mismo rango de concentraciones, ninguna de las
construcciones produjo una reduccion destacable en la biosintesis sobre las células
HelLa, CEA-negativas (Figura 16 C).

Por tanto, segun los resultados mostrados hasta ahora, IMTXTRICEAQS ejerce una
mayor actividad citotoxica CEA-especifica que IMTXCEAaS, la cual es explicada en
base a su mayor capacidad de union al antigeno presente en la superficie de sus células

diana y a su triple carga téxica por molécula. En conjunto, en comparacion a su analoga
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monomeérica, estas propiedades de IMTXTRICEAaS promoverian la entrada de una

mayor cantidad de a-sarcina en el interior de las células CEA-positivas
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Figura 16. Ensayos de inhibicion de biosintesis proteica. A) Efecto de IMTXCEAaS sobre cultivos de células
SW1222 y LIM1225 (CEA-positivas). B) Inhibiciéon de la biosintesis proteica causada por IMTXCEAaS e
IMTXTRICEAQS sobre cultivos de células SW1222, y C) de células HeLa (CEA-negativas). En todos los casos, los
cultivos se incubaron con las inmunotoxinas durante 72 h. Los ensayos se realizaron por triplicado mostrandose la
media y la desviacién estandar obtenidas para cada condicién, relativizadas a controles sin tratamiento.

2.1.5.-Caracterizacion del efecto antitumoral in vivo

La actividad antitumoral in vivo de las inmunotoxinas IMTXCEAaS e IMTXTRICEAGS se
evalud en ratones nude Balb/c portadores de xenoinjertos derivados de las células de
cancer de colon humanas SW1222. El experimento se llevé a cabo sobre 5 grupos de
ensayo, incluyendo un grupo control (PBS) y dos grupos de tratamiento para cada
inmunotoxina, segun se suministrasen 25 o 50 yg por via intravenosa (Ver apartado

Métodos. Metodologia para la caracterizacion de la actividad antitumoral).

Durante la duracion del tratamiento, ambas inmunotoxinas mostraron un potente efecto
inhibidor del crecimiento tumoral (Figura 17). En el dia 15 del experimento, 24 h
después de la dltima inyeccién, los volimenes tumorales registrados para los grupos de

ensayo IMTXCEAaS 25 y 50 fueron respectivamente 4 y 5 veces menores que los del
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Figura 17. Actividad antitumoral in vivo. A) Seguimiento temporal de la progresion del volumen tumoral de
xenografts derivados de células SW1222. Los grupos de ratones (n=6) fueron tratados con dos dosis diferentes de
inmunotoxina por via intravenosa: 25 o 50 ug de IMTXCEAaS o IMTXTRICEAaS (IMTX 25/50, respectivamente). Las
dosis se suministraron cada 48 h durante 7 dias. El inicio del tratamiento aparece indicado por la flecha vertical, y el
final de éste por la linea punteada (dia 14). B) Tabla mostrando los volimenes tumorales al final del tratamiento (dia
14) y a dia 25 en forma de media + desviacion estandar. El P valor a dia 14 muestra la comparacion estadistica entre
los diferentes grupos de tratamiento y el grupo vehiculo (PBS). Los P valores mostrados para el dia 25 pertenecen a
la comparacion entre grupos de tratamiento para esa fecha.

grupo control; mientras que para los grupos IMTXTRICEAaS 25y 50 ese ratio fue 6y 7
veces menor, respectivamente. Es decir, en ambos casos, los grupos tratados con
IMTXTRICEAQS presentaron un tamafio tumoral promedio menor al de los grupos
tratados con la dosis equivalente de IMTXCEAaS. Estas diferencias en el tamafo
promedio de los tumores entre los tratamientos con la misma dosis de las dos
inmunotoxinas fueron estadisticamente significativas, mientras que aquellas entre los
tratamientos con distintas dosis (25 o 50 yg) de cada una de las inmunotoxinas no lo
fueron (Figura 17 Ay B). Ademas, en los dos grupos de ensayo para IMTXCEAGS, los
tumores sufrieron un rapido aumento en su crecimiento tras finalizar el tratamiento,
mientras que ambos grupos para IMTXTRICEAaS mostraron un efecto antitumoral mas

duradero. Para el dia 25 del experimento, los tamafios promedio de los tumores para
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los dos grupos de tratamiento con IMTXCEAaS fueron 3 veces mayores a los
correspondientes para IMTXTRICEAaS (Figura 17).

De acuerdo a los criterios de punto final, establecidos conforme a los estandares de
bienestar animal en un tamafo tumoral de 1500 mm?, el porcentaje de supervivencia
respecto al tiempo para los distintos grupos durante el experimento se representa en la
Figura 18 A. De forma paralela a la inhibicion del crecimiento tumoral, segin estos
criterios de sacrificio, los tiempos correspondientes a una tasa de supervivencia del 50%
(Sso) fueron el dia 13 para el grupo PBS; y los dias 25 y 26 para los grupos IMTXCEAaS
25 e IMTXTRICEAQS 50, respectivamente. Por su parte, en ambos grupos de ensayo
con IMTXTRICEAGAS, ninguno de sus ejemplares alcanzé el volumen tumoral fijado para
ser contabilizado como fallecido, hasta el final de experimento (dia 29); siendo ademas
los promedios de los tamafios tumorales significativamente menores al volumen
estipulado (1500 mm?) (Figura 18 A).
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Figura 18. Curvas de supervivencia y efectos del tratamiento sobre peso de ratones. A) Curvas Kaplan-Meyer
de supervivencia. Seguimiento temporal de la supervivencia de los distintos grupos de ensayo (n=6). Los ratones se
sacrificaron cuando el volumen tumoral alcanzé los 1500 mmé2. El limite temporal del ensayo se establecié previamente
a su inicio a los 29 dias. B) Progresion del peso promedio de los ratones durante del tratamiento. Peso de los ratones
de los diferentes grupos de ensayo al comienzo (barras negras) y al final (barras grises) del tratamiento, dia 14. Las
cifras de la parte superior indican el incremento de peso promedio (g) para cada grupo.

Finalmente, la posibilidad de un efecto toxico sistémico provocado por los diferentes
tratamientos se analiz6 de acuerdo a tres criterios diferentes, no encontrandose
diferencias para ninguno de ellos entre el grupo control y los grupos de tratamiento.
Primero, como se muestra en la Figura 18 B, durante la duracion del tratamiento no se
registraron diferencias significativas en los ratios de crecimiento promedio de los ratones
de los diferentes grupos de tratamiento frente al grupo control. Ademas, el andlisis
histopatol6gico del cerebelo, pulmén y rifién de un ejemplar de cada grupo, sacrificado
aleatoriamente al final del tratamiento, no mostré alteraciones tisulares observables

mediante microscopia O6ptica (Figura 19). Por dltimo, durante la duracion del
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experimento, la apariencia externa y las pautas de comportamiento y nutricion de los
ejemplares no difirieron entre los diferentes grupos de tratamiento y el grupo control.

Pulmoén Cerebelo

PBS

CEA50

TRICEAS50

Figura 19. Andlisis histopatoldgico de ejemplares correspondientes distintos tratamientos. Las imagenes
mostradas de las secciones de pulmén, cerebelo y rifion se obtuvieron de un ejemplar representativo de cada grupo
de ensayo (PBS, IMTXCEAaS 50 y IMTXTRICEAaS 50), seleccionado aleatoriamente y sacrificado el dia 16, tras la
finalizacion del tratamiento.
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2.2.-VHHCEA5v2aS

En este segundo apartado del Bloque | se presentan los resultados en relacion con el
disefio, produccion y caracterizacion de ainmunotoxina VHHCEA5v2aS, cuyo dominio
marcador es el anticuerpo monodominio anti-CEA VHHCEAvV2S5 y su dominio toxico a-
sarcina. De forma paralela, se llevo a cabo la produccién y purificacion del VHHCEA5v2
parental, utilizado como control para la caracterizacion funcional y estructural. Los
disefios de ambas proteinas recombinantes incluyen una extensién de histidinas en su

extremo C-terminal (Figura 20 A).

1. VHHCEASv2: anticuerpo recombinante monomérico constituido por la regiéon va-
riable de la cadena pesada del anticuerpo de camélido humanizado
VHHCEA5SV2.

2. VHHCEAS5v2aS: inmunotoxina monomeérica compuesta por el anticuerpo recom-
binante VHHCEAS5V2 en posicién N-terminal, fusionado mediante un linker Gly-

Gly-Arg a a-sarcina.

2.2.1.-Disefo y obtencion de los plasmidos de expresion

La obtencién de los plasmidos de expresion para el anticuerpo VHHCEAS5v2 vy la
inmunotoxina VHHCEA5v2aS se realiz6 desde los vectores pPICZaAIMTXA33aS
(anteriormente obtenido por el grupo) y pCR3.1-VHHCEA5v2.

El plasmido pPICZaAVHHCEA5v2 se construyd mediante el clonaje de la secuencia de
cDNA del VHHCEA5v2 en el plasmido molde habitual de expresion de nuestras
inmunotoxinas. La secuencia VHHCEA5v2, contenida en el plasmido pCR3.1-
VHHCEA5V2, se amplific6 mediante los oligonucleétidos 6 y 8 (Ver apartado: Materiales.
Relacion de oligonucledtidos). Esta amplificacién incluyé el sitio de restriccion EcoRlI (5)
y la secuencia 6His-STOP-Sall (3’) para su posterior clonaje en el vector pPICZaA. El
producto de dicha amplificacion (430 pb) y el vector pPICZaAIMTXA33aS se digirieron
con las endonucleasas EcoRI y Sall. El fragmento grande de la digestion del plasmido
y el fragmento 5’EcoRI-VHHCEA5v2-6His-STOP-Sall3’ se ligaron, y el producto de

ligacion se transformé en células E. coli DH5aF'.

El vector pPICZaAVHHCEASv2aS se obtuvo de manera analoga a los plasmidos para
la expresion de IMTXCEAaS y IMTXTRICEAaS. Mediante los oligonucleétidos 6y 7 se
amplificé la secuencia VHHCEASV2 incluyendo los sitios de restriccién EcoRI (5) y Notl

(3’). Tras digerirse con dichas enzimas, este fragmento (400 pb), se ligé junto al
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fragmento grande de la doble digestion EcoRI y Notl del pPICZaAIMTXA33aS (mismo
fragmento que el utilizado para las construcciones del pPICZoaAIMTXCEAaS y del
pPICZaAIMTXTRICEAGS), transformandose la mezcla resultante en células E. coli
DH5aF’.

Por ultimo, tras comprobar la correcta identidad de las secuencias codificantes, 10 ug
de los plasmidos pPICZaAVHHCEASv2 y pPICZoaAVHHCEASv2aS se linealizaron

mediante su digestion con Pme | y se electroporaron en P. pastoris BG11.

2.2.2.-Produccion y purificacion de la inmunotoxina

Las pruebas de produccién en P. pastoris de la inmunotoxina VHHCEA5v2aS y de su
anticuerpo parental VHHCEASV2 se realizaron de acuerdo a las condiciones utilizadas
para las inmunotoxinas descritas anteriormente; a su vez similares a aquellas utilizadas
para la produccion recombinante de otros fragmentos de anticuerpo de dominio Unico
(Rahbarizadeh et al, 2006; Doyle et al, 2009) y de inmunotoxinas que contenian estos
fragmentos (Geoghegan et al, 2014).
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Figura 20. Diagrama de las estructuras genéticas y analisis mediante PAGE-SDS acompafiado de
inmunodetecciéon de las construcciones VHHCEA5v2 y VHHCEA5v2aS. A) Los diagramas representan los
componentes genéticos incluidos en el cDNA de las construcciones tal y como se incluyen en el vector pPICZaA. Se
muestran los siguientes dominios funcionales: factor-a (S, negro); VHHCEAS5v2 (azul), Gly-Gly-Arg linker (gris), a-
sarcina (roja) y extension de histidinas (T, amarilla). B) Tincion con azul de Coomasie (CBS) de PAGE-SDS en
condiciones reductoras y C) Inmunodeteccion utilizando un anticuerpo monoclonal frente a la extension de histidinas
(izquierda) o mediante un antisuero anti-a-sarcina (derecha) de ambas construcciones.

Tras seleccionar las colonias con mayor nivel de expresion, los cultivos para la
produccion a gran escala de VHHCEA5Sv2 y VHHCEA5v2aS se realizaron de acuerdo a
lo descrito en el protocolo genérico para la produccion de inmunotoxinas (Ver apartado:
Métodos. Metodologia para la purificacion y caracterizacion estructural de proteinas.
Produccion de proteinas recombinantes). Transcurridas 48 h de induccion, los medios
de expresion de VHHCEA5Sv2 y VHHCEA5Sv2aS se dializaron frente a tampdn fosfato
sédico 50 mM, NaCl 0,1M, pH 7,5 en bolsas con un tamafio de poro de 6-8 y 25 kDa,

respectivamente. Ambas proteinas se purificaron mediante cromatografia de afinidad de

132



RESULTADOS Y DISCUSION

metal inmovilizado utilizando columnas de Ni?*-NTA agarosa, obteniéndose altamente
concentradas en las fracciones recogidas con tampdén de elucién. Como ultimo paso de
la purificacion, las fracciones conteniendo proteina fueron dializadas frente a tampén

fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5 para la eliminacion del imidazol.

Como se observa (Figura 20 B y C), ambas construcciones se produjeron
satisfactoriamente mediante su expresion recombinante en P. pastoris, purificarondose
a homogeneidad y sin degradacion de acuerdo a criterios de movilidad electroforética e
inmunodeteccion de sus componentes. Los rendimientos finales de purificacion fueron
20 mg/l de induccién para VHHCEA5v2 y 5 mg/l de induccion para VHHCEA5v2aS; y

sus coeficientes €2g0nm 33.920 Mt-cm? y 56.840 Mt.cm?, respectivamente.

2.2.3.-Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural de VHHCEASv2 y VHHCEASv2aS se realizé de manera
semejante a las inmunotoxinas basadas en el MFE23 scFv. Los componentes
estructurales de ambas construcciones se analizaron mediante Western blot, y mediante
el registro de sus espectros de CD en el UV-lejano y de sus perfiles de desnaturalizacion
térmica, se estudié el plegamiento de su estructura nativa y su estabilidad frente al

incremento de temperatura.

Una vez purificadas, la identidad de ambas construcciones se confirmé mediante
Western blot, donde tanto VHHCEA5v2 como VHHCEA5v2aS fueron reconocidas
especificamente por un anticuerpo monoclonal anti-poliHis, mientras que

VHHCEA5v2aS también lo fue por un antisuero anti-a-sarcina (Figura 20 C).

Los espectros de CD en el UV-lejano indicaron un plegamiento globular para ambas
construcciones (Figura 21 A). El registro para VHHCEAS5v2, aln con poca elipticidad
molar por residuo, presenta un minimo de absorcién en torno a los 215 nm, que
concuerda el esperado para un plegamiento globular mayoritario de ldmina (3, y con lo
descrito para otros VHH (Gorlani et al., 2012). Respectivamente, el espectro de
VHHCEAS5v2aS fue también acorde a un plegamiento globular formado
mayoritariamente por lamina B, ajustandose al registrado para el VHHCEASv2 y al

descrito para a-sarcina (Martinez del Pozo et al., 1988; Garcia-Ortega et al., 2002).

El calculo de la temperatura media de desnaturalizacién (Tm) del nanobody y su
inmunotoxina derivada, se realizé mediante la medicién de la dependencia de la
temperatura en la elipticidad molar por residuo (BMRW) a 230 y 220 nm,

respectivamente (Figura 21 B). En la Figura 21 C, se muestran las temperaturas
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medias de desnaturalizacion (Tm) obtenidas mediante la derivada primera del registro
de la BMRWI/AT. EI VHHCEASV2 presentd una transicion entre dos estados con una Tm
de 66,7°C. Por su parte, el VHHCEA5v2aS presentd dos transiciones de
desnaturalizacion independientes con Tms de 45,8 y 65,4°C. La primera corresponderia
a la desnaturalizacién del dominio a-sarcina de la construccién, con una Tm para la
forma wt de 52,6°C (Gasset et al., 1995); mientras que la segunda corresponderia a la
desnaturalizacion del dominio VHHCEASv2.
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Figura 21. Caracterizacion estructural mediante analisis de dicroismo circular de VHHCEA5v2 (arriba) y
VHHCEA5v2aS (abajo). A) Espectros de dicroismo circular en el UV-lejano (Burw, expresada como:
grado-cm?-dmol™). B) Perfiles de desnaturalizacién térmica, mediante el registro de 6urw mientras la temperatura se
incrementaba 0,5°C/min. La Ourw Se registré a 230nm para VHHCEASv2 y a 220nm para VHHCEA5v2aS. C) Curvas
de la derivada primera de la 6yrw del panel B. Los maximos y minimos se corresponden a las temperaturas medias de
desnaturalizacion (Tm).

Por tanto, VHHCEAbSvV2 expresado en P. pastoris presenta un plegamiento globular
altamente resistente a la desnaturalizacion térmica, en la linea de lo descrito para el
VHHCEA5v2 humanizado expresado en E. coli, cuya Tm es 73,7°C (Vaneycken et al.,
2010). En cambio, la fusién de a-sarcina en posicion C-terminal, formando la
inmunotoxina VHHCEA5v2aS genera una molécula con menor estabilidad térmica que

sus componentes por separado, reduciendo las Tm de ambos dominios estructurales.

Este resultado, afiadido al registrado para IMTXA33aS, también con una Tm de 45°C
(Carreras-Sangra et al., 2012), parece indicar que el factor limitante de la estabilidad
térmica de nuestras inmunotoxinas es la inclusion de a-sarcina flanqueada por el linker
peptidico Gly-Gly-Arg y la extension de histidinas en C-terminal, reduciéndose en 6°C

su Tm respecto a la forma wt de la ribotoxina.
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2.2.4.-Caracterizacion funcional

La caracterizacion funcional del anticuerpo recombinante VHHCEAS5v2 y de su
inmunotoxina derivada const6 del estudio de su actividad uniendo CEA, del analisis de
la actividad ribonucleolitica de VHHCEA5v2aS y de la caracterizacion de su actividad
citotoxica sobre células CEA-positivas y CEA-negativas. Ademas, mediante los estudios
de estabilidad in vitro, se evaludé la permanencia de estas funcionalidades tras la

incubacién de las construcciones en condiciones homologas a las fisiolégicas.

Como se ha descrito en los objetivos de este bloque, la caracterizacion funcional de
ambas construcciones se enfoc6 en analizar comparativamente de qué manera influye
la fusion de a-sarcina en posicion C-terminal de VHHCEASV2 a la capacidad de union a
CEA del nanobody, y en qué medida esta union confiere a la inmunotoxina actividad
citotdxica antigeno dependiente. Ademas, para evaluar en qué medida la utilizacion de
diferentes dominios marcadores afect6 a la funcionalidad de estas construcciones, su
interaccion con CEA y la actividad citotéxica de VHHCEA5v2aS se compararon con la
propia de IMTXCEAGQS.

2.2.4.1.-Caracterizacion de la unién a antigeno

Siguiendo el doble procedimiento consistente en ensayos citometria de flujo y ELISA,
utilizado para la caracterizacion de las inmunotoxinas basadas en MFE23 scFv, se
estudio la capacidad de reconocimiento y uniéon al antigeno CEA de VHHCEA5v2 y
VHHCEA5v2aS. Ademas, como control de la unién desempefiada por los MFE23 scFv,
la especificidad y la magnitud de esta union a CEA se estudié comparativamente con la
propia de IMTXCEAaS

Los ensayos de citometria de flujo mostraron un marcaje especifico de VHHCEA5v2 y
VHHCEA5v2aS sobre aquellas células CEA-positivas (HeLa-CEA y SW1222), pero no
sobre las CEA-negativas (HelLa) (Figura 22 A). Ademas, estos ensayos no evidenciaron
mostraron diferencias significativas en la capacidad de union a CEA de las dos
construcciones, que sin embargo si se mostré menor a la registrada para IMTXCEAaS
(Figura 22 B). En cambio, mediante ELISA la unién mostrada por VHHCEA5v2aS frente
al antigeno inmovilizado fue significativamente menor a la desempefiada por
VHHCEA5SV2, la cual mediante este método no presenté diferencias significativas con la
sefial de IMTXCEAaS (Figura 22 C).

En conjunto, estos resultados mostraron que la inmunotoxina VHHCEA5v2aS mantiene
la capacidad de reconocimiento y union a CEA propia de su anticuerpo parental,

marcando especificamente a aquellas células CEA-positivas. Sin embargo, esta
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capacidad de wunion de VHHCEA5v2 a CEA en la membrana celular es

significativamente menor a la mostrada por IMTXCEAGaS (Figura 22 C).
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Figura 22. Ensayos de unién al antigeno CEA con VHHCEAS5v2 y VHHCEAS5v2aS. A) caracterizacion de la unién
a CEA en superficie celular utilizando células HeLa (CEA-negativas), y HeLa-CEA y SW1222 (ambas CEA-positivas).
El perfil sin relleno muestra la sefial de las células incubadas unicamente con el anticuerpo de deteccion y el perfil en
rojo, la fluorescencia de aquellas células incubadas con la correspondiente construccion mas el anticuerpo de
deteccion anti-poliHis. B) Analisis comparativo de la unién a CEA e por VHHCEA5v2 y VHHCEASv2aS utilizando
células SW1222. IMTXCEAGQS se incluyd como control en los ensayos de cuantificacion. C) Ensayos de ELISA sobre
antigeno CEA inmovilizado (0,25 pg/pocillo).

2.2.4.2.-Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

La actividad ribonucleolitica de a-sarcina, formando parte de VHHCEA5v2aS, se evalud
mediante el ensayo de reticulocitos. Como se muestra en la Figura 23, cantidades
equimolares de la inmunotoxina VHHCEA5v2aS y de a-sarcina wt, produjeron una
hidrdlisis del SRL semejante, que se evidencio por la presencia en el gel de agarosa de
cantidades equivalentes de factor a escindido (flecha negra). Este resultado demuestré
que la inclusién de a-sarcina en posicién C-terminal del VHHCEA5v2 no altera de
manera apreciable su actividad ribonucleolitica, mostrandose VHHCEA5v2aS capaz de

inhibir la funcién ribosomal.

2.2.4.3.-Ensayos de estabilidad in vitro

La estabilidad estructural y funcional es un aspecto fundamental, dentro de las

propiedades que deben poseer los anticuerpos y sus moléculas derivadas, para su
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potencial aplicacion clinica. Es decir, en lo que aqui se refiere, ambas construcciones
deben mantener su integridad molecular y actividad funcional intacta tras ser sometidas
a las condiciones fisiolégicas propias de su administracién a un organismo bioldgico.
Por este motivo, como paso previo a los ensayos de citotoxicidad celular, se analizé el
efecto de la incubacion en FBS a 37°C sobre VHHCEASv2 y VHHCEA5v2aS.

a-Sarcina VHHCEA5asS
3 6 C 3 6

- e

-

Figura 23. Caracterizacién funcional in vitro del dominio téxico. La actividad ribonucleolitica de cantidades
equimolares de VHHCEA5v2aS y a-sarcina (3 y 6 pmol) fue analizada mediante ensayo de reticulocitos frente a
ribosomas de mamifero. La actividad ribonucleolitica de la a-sarcina hidrolizando el SRL del rRNA mayor se muestra
por la liberacion inequivoca del fragmento-a (flecha negra).

La integridad molecular de ambas construcciones se mantuvo estable durante las 48 h
de incubacién, no observandose bandas de degradacion en la inmunodeteccion
mediante un anticuerpo monoclonal anti-poliHis, ni decaimiento alguno en la sefial
correspondiente a la banda de la construccion completa (Figura 24 A). De un modo
semejante, la actividad ribonucleolitica de VHHCEA5v2aS se mantuvo constante
durante todo el ensayo (Figura 24 B). Tras 48 h de incubacién, la actividad uniendo
CEA de ambas construcciones fue superior al 90% respecto al control para VHHCEA5v2
y del 75% para VHHCEASv2aS (Figura 24 C).

Debido a la ausencia de degradacion de VHHCEASv2aS (Figura 24 A), el mayor
descenso de su actividad uniendo CEA respecto al nanobody, no parece sustentarse en
una degradacion de la construccion a través del linker peptidico Gly-Gly-Arg. De modo
gue, una posible explicacion a este hecho emerge de la diferencia en la estabilidad
térmica encontrada para ambas proteinas en los estudios de la desnaturalizacién
proteica dependiente de temperatura (Figura 21 C). De este modo, la mayor sensibilidad
térmica registrada para VHHCEA5v2aS respecto a VHHCEASv2 podria explicar las
diferencias en la union a CEA respecto a su anticuerpo parental, al encontrarse una

mayor cantidad de VHHCEAS5v2aS desnaturalizada, aunque no degradada.
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Figura 24. Ensayos de estabilidad estructural y funcional. La integridad molecular y las actividades funcionales de
las construcciones VHHCEA5v2 y VHHCEASv2aS analizadas tras diferentes tiempos de incubacion en condiciones
mimetizando a las fisiolégicas. A) Inmunodeteccion frente a la extension de histidinas. B) Ensayo de reticulocitos
utilizando 0,5 pmol de inmunotoxina para cada reaccién. C) Ensayos de unién a CEA inmovilizado mediante ELISA
para una concentracién de 50 nM: VHHCEA5v2 (negro) y VHHCEAS5v2aS (gris). Las columnas muestran los valores
promedio y sus desviaciones estandar para los diferentes ensayos realizados por duplicado.

En cualquier caso, dado el pequefio tamafio del VHHCEA5v2 y de su inmunotoxina
derivada, ambos por debajo del tamafio de filtracion glomerular (70 kDa), este resultado
evidencia una elevada estabilidad en condiciones fisiol6gicas respecto a sus vidas

medias en el torrente sanguineo (Cuesta et al., 2010; Arezumand et al, 2017).

2.2.4.4.-Caracterizacion de la actividad citotéxica in vitro

La actividad citotoxica de VHHCEA5v2 y VHHCEA5v2aS fue evaluada
comparativamente, mediante ensayos de viabilidad celular y de inhibicion de la
biosintesis proteica, utilizando células CEA-positivas (HeLa-CEA y SW1222) y CEA-
negativas (HelLa).

Tras 72 h de una incubacién, VHHCEAS5v2 no mostrd ningun efecto significativo sobre
la viabilidad de ninguno de los cultivos celulares de las lineas ensayadas, con
independencia de la presencia o ausencia de CEA en su membrana plasmatica (Figura
25 A). En cambio, VHHCEA5v2aS causé una reduccién significativa de la viabilidad
celular sobre células SW1222 y HeLa-CEA (CEA-positivas) respecto a la producida en
células HeLa (CEA-negativas) (Figura 25 B). Ademas, VHHCEA5v2aS produjo un
potente efecto inhibidor de la biosintesis proteica dependiente de la presencia del
antigeno-CEA sobre la superficie celular (Figura 25 C), con una ICs en células SW1222
de 330 nM.

Por tanto, la fusion estructural de a-sarcina al anticuerpo VHHCEASv2, formando la

inmunotoxina VHHCEA5v2aS, otorga a esta nueva construccion una actividad citotdxica
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CEA-especifica ausente en el nanobody parental; si bien su efecto citotdxico fue
claramente inferior al causado por IMTXCEAaS, con una ICsy de 300 vs 60 nM para
células SW1222 (Figura 16 B). La explicacion a este menor efecto citotoxico reside en
la menor unién a CEA celular exhibida por la pareja VHHCEA5v2/VHHCEASv2aS
respecto a IMTXCEAGaS, diez veces menor a concentraciones no saturantes (Figura 22
B). Este dato, en oposicion a los coeficientes de disociacién descritos en la bibliografia
para VHHCEA5v2 producido en E. coli (Vaneycken et al., 2010) y MFE23 scFv S.
cerevisae (Graff et al., 2004); 9,8 y 8,5 nM, respectivamente; muestra una pobre unién
a CEA celular por parte de las construcciones conteniendo el VHHCEA5V2 respecto a
IMTXCEAGQS.
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Figura 25. Ensayos de inhibicién de la viabilidad celular y de la biosintesis proteica. Células HeLa (CEA-
negativa), y HeLa-CEA y SW1222 (ambas CEA-positivas) se incubaron con VHHCEA5v2 (A) y VHHCEA5v2aS (B)
para los ensayos de MTT. C) Ensayos de inhibicién de la biosintesis proteica causada por VHHCEA5v2aS en cultivos
de células HeLa y SW1222. Todos los resultados muestran el promedio + desviacién estandar de ensayos realizados
por triplicado tras 72 h de incubacién con las construcciones.
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3.-Discusion

Mas de 30 afos después del desarrollo de las primeras inmunotoxinas, la resolucion de
los problemas de toxicidad sistémica e inmunogenicidad asociados a los disefios
iniciales ha acrecentado el interés en este grupo de proteinas terapéuticas como
agentes para el tratamiento del cancer. Si bien estudios recientes utilizando
inmunotoxinas han obtenido resultados prometedores en pacientes con procesos
recurrentes y refractarios, la mayoria de estos éxitos se han logrado en el tratamiento
de canceres hematologicos, manteniéndose elusiva la terapia efectiva de tumores
sélidos. Por tanto, el desarrollo de disefios de inmunotoxina optimizados para el
tratamiento antitumoral in vivo pasa por superar las limitaciones que actualmente
restringen su uso terapéutico, principalmente relacionadas con una biodistribucion
deficiente, una baja localizacion y penetracion tumoral, asi como con los efectos
derivados de cierta toxicidad inespecifica (Kreitman 2009; Cuesta et al., 2010; Shan
et al., 2013; Allewine et al., 2015).

Recientemente se ha descrito la potencialidad de a-sarcina como dominio téxico en el
disefio de inmunotoxinas frente al cancer colorrectal, mostrando dichas construcciones
una potente y especifica efectividad antitumoral in vivo, acompafiada de un descenso
significativo en la proliferacion y angiogénesis tumorales, y un aumento en la apoptosis
en los tumores tratados (Tomé-Amat et al., 2015 c). De este modo, mediante la fusion
de a-sarcina a un scFv especifico de un antigeno tumoral, su baja citotoxicidad
inespecifica frente a las células no tumorales no sélo puede ser considerablemente o
totalmente inhibida, sino que ademas la alta afinidad especifica del dominio marcador
promueve la acumulacion efectiva de la toxina sobre las células tumorales (Carreras-
Sangréaet al., 2012; Jones et al., 2016).

En este Bloque | se han presentado los resultados del disefio, produccion, purificacién
y caracterizacion de tres nuevas inmunotoxinas dirigidas frente a CEA. Las nuevas
construcciones, basadas en la ribotoxina a-sarcina, responden a tres disefios diferentes,
buscandose a través de su caracterizacion contribuir a elucidar de la relacién existente
entre el formato y dominio marcador de una inmunotoxina (tamafio, valencia, afinidad

funcional, estabilidad), y sus propiedades citotdxicas in vitro y antitumorales in vivo.

En primer lugar, mediante la aplicacion de la plataforma trimerbody -desarrollada para
la generacion de anticuerpos recombinantes triméricos con propiedades optimizadas
para el tratamiento tumoral in vivo (Cuesta et al., 2019; Nufiez-Prado et al., 2015)- se

ha obtenido una inmunotoxina trimérica en disolucion. Esta construccion, denominada
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IMTXTRICEAQS, posee tres dominios de union y tres cargas toxicas por molécula.
Mediante su caracterizacion, en comparacion con su analogo monomérico IMTXCEAaS,
se estudio el efecto de la trimerizacion estructural sobre las actividades de union a
antigeno, citotéxica y antitumoral; asi como en qué medida las propiedades
farmacocinéticas y de biodistribucion optimizadas propias del formato trimerbody se

traducian en una mejora de la funcionalidad de IMTXTRICEAGQS in vivo.

Por otro lado, con una hipétesis de trabajo diferente, centrada en la reduccion del
tamafio molecular de la construccion, se ha generado la primera inmunotoxina basada
en a-sarcina, también CEA-especifica, cuyo dominio marcador es un VHH. En primer
lugar, dado lo novedoso de la construccion VHHCEA5v2aS, se indagd en qué medida
este disefio permitia las funcionalidades intrinsecas de ambos dominios proteicos, con
especial atencién en la union de VHHCEA5v2 a CEA, dado el menor tamafio del
nanobody (14,5 kDa) respecto a la a-sarcina (17 kDa). Ademas, mediante la aplicacion
de esta aproximacién al tratamiento antitumoral in vivo se buscaba conseguir una mayor
y mas eficiente penetracion tumoral (Shan et al., 2013), considerando el menor tamafio
de VHHCEA5v2aS (31,5 kDa) respecto a las inmunotoxinas monoméricas basadas en
scFv (~45 kDa), asi como el estudio de esta reduccién en su tamafio sobre su capacidad

de inhibicion del crecimiento tumoral.

En lo correspondiente a IMTXCEAaS e IMTXTRICEAaS, ambas proteinas fueron
purificadas a homogeneidad desde el medio de expresion extracelular de P. pastoris.
Las dos construcciones mostraron un tamafio molecular acorde a sus formatos
monomérico o trimérico en disolucion y espectros de CD consistentes con un
plegamiento globular mayoritario de lamina 3. Ademas, ambas fueron capaces de unir
especificamente el antigeno, no so6lo inmovilizado en placas de ELISA, sino también en
su entorno natural en la superficie celular; un hecho que ademas se vio acompafiado de
una internacion tiempo-dependiente en sus células diana. Asi mismo, ambas
inmunotoxinas presentaron la actividad ribonucleolitica altamente especifica de a-
sarcina, causante de la inactivacion del ribosoma, y mantuvieron su funcionalidad tras
una prolongada incubacién en condiciones analogas a las fisiologicas. Por tanto, ambas
proteinas presentan un plegamiento adecuado y compatible con las propiedades

estructurales y funcionales de los dominios que las integran.

La actividad citotoxica especifica de ambas construcciones se evalué in vitro utilizando
la linea celular SW1222, considerada un modelo de cancer colorrectal con niveles de
expresion de CEA intermedios (Bacac et al., 2016). En este caso, IMTXTRICEAaS

causo un mayor efecto citotoxico que su analoga monomeérica, con valores de ICso en el

141



RESULTADOS Y DISCUSION

ensayo de inhibicibn de la biosintesis de proteinas de 6 y 60 nM (p<0,01),
respectivamente. Este resultado demostré que la aplicacién del disefio trimerbody a la
construccion de inmunotoxinas basadas en a-sarcina incrementa significativamente su
efecto citotdxico, al menos en condiciones in vitro. Por otro lado, de modo similar a la
observado con otras scFv-inmunotoxinas basadas en la a-sarcina (Carreras-Sangra et
al., 2012; Jones et al., 2016), la trimerizacién de la construccién no alter6 la elevada
especificidad conferida por MFE23 scFv a las inmunotoxinas, que en ningdn caso
unieron ni causaron un efecto citotéxico significativo sobre las células tumorales CEA-

negativas.

La explicacién al incremento en la capacidad citotoxica in vitro de IMTXTRICEAQS,
como consecuencia de su trimerizacion, parece involucrar multiples factores. En primer
lugar, debido a su trivalencia, y de acuerdo a lo esperado para el disefio trimerbody,
IMTXTRICEAQS poseeria una mayor afinidad funcional y una menor tasa de disociacién
por el antigeno que IMTXCEAaS (Cuesta et al., 2010; Blanco-Toribio et al., 2013).
Hecho que parece demostrado por su mayor capacidad de unidén a antigeno en
superficie celular respecto a la forma monomérica. Ademas, la triple carga toxica incluida
en cada molécula de IMTXTRICEAGS podria potenciar de por si su capacidad citotdxica,
al promover una mayor acceso de a-sarcina al interior de las células diana. Por altimo,
no hay que descartar un posible efecto “catalizador” de la internacion del complejo CEA-
inmunotoxina, provocado por la agregacioén del antigeno sobre la membrana celular
como consecuencia de la ftrivalencia de IMTXTRICEAaS. Asi, aunque CEA es
frecuentemente referido como un antigeno que no se interna (Cai et al., 2007), este
efecto “catalizador” respecto a la internacién propia de CEA ha sido recientemente
descrito para una IgG anti-CEA bivalente, en oposicién a diversos scFv monovalentes
internados de forma lenta (Schmidt et al., 2008). En conjunto, a falta de una
caracterizacion mas fina que explore comparativamente estos atributos entre ambas
inmunotoxinas, nuestros resultados sugieren que la trimerizacion de la inmunotoxina
produce un efecto sinérgico que implica un aumento significativo en su citotoxicidad in

vitro tras 72 h de incubacion.

El efecto antitumoral de ambas inmunotoxinas se confirmd in vivo utilizando ratones
nude inoculados con tumores xenograft subcutdneos formados por células SW1222. En
este experimento, ambas inmunotoxinas causaron una inhibicién significativa del
crecimiento tumoral, sin mostrar en ningun caso un efecto toxico inespecifico a nivel
sistémico. La inhibicién del crecimiento tumoral, en concordancia con los ensayos de
citotoxicidad in vitro, fue significativamente superior para IMTXTRICEAaS. Ademas,

este efecto antitumoral de IMTXTRICEAaS se mantuvo durante un mayor tiempo una
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vez finalizado el tratamiento, correspondiéndose con una mayor tasa de supervivencia.
Respectivamente, los tumores de los ejemplares tratados con IMTXTRICEAaS
mostraron un crecimiento lento y sostenido hasta el Gltimo dia del experimento (dia 30),
en contraste con aquellos correspondientes al grupo no tratado, y también con los
tratados con la inmunotoxina monomérica. Un resultado que, derivado de la mejor
biodistribucién y vida media en circulacion otorgado por el disefio trimerbody, sugiere un
mejor acceso y marcaje tumoral para IMTXTRICEAaQS respecto a su analogo
monomeérico. Si bien estas propiedades han sido demostrados para construcciones
triméricas N-terminales del MFE23 scFv (Cuesta et al., 2009; Rios et al., 2019),
caracterizadas por un tamafio molecular de 110 kDa, id6neo para la localizaciéon tumoral
segun las caracteristicas de la “zona de marcaje tumoral” (Cuesta et al., 2010), también
se han obtenido resultados excelentes para el marcaje tumoral con construcciones

hexavalentes de un tamafio muy similar a IMTXTRICEAaS (Compte et al., 2018).

Por tanto, en términos de una mayor eficacia antitumoral, el perfeccionamiento
terapéutico de IMTXTRICEAQS respecto a IMTXCEAaS se fundamentaria en la mejora
de sus propiedades de localizacién tumoral y en aumento de la carga toxica alcanzando
las células diana. Asi, estos resultados abundan en la idoneidad de la plataforma
trimerbody como como armazén para el disefio de anticuerpos y moléculas bioactivas,
derivadas de éstos, con fines diagnosticos y terapéuticos frente al cancer (Sanchez-
Arévalo Lobo et al., 2006; Cuesta et al., 2019; Nufiez-Prado et al., 2015; Compte et
al., 2018; Rios et al., 2019). Ademas, mediante el uso de la plataforma ATTACK
(Alvarez-Cienfuegos et al., 2016), se podrian disefiar de forma sencilla inmunotoxinas
triméricas con dominios marcadores dirigidos frente a multiples antigenos tumorales;
pudiendo incrementar su especificidad antitumoral, contribuyendo a evitar el escape
tumoral provocado por la pérdida de expresion del antigeno diana y, por tanto, mejorar
considerablemente la efectividad de los tratamientos (Harwood et al., 2017; Ott et al.,
2017).

En lo que respecta al disefio de inmunotoxinas basadas en el anticuerpo monodominio
VHHCEA5v2, tanto VHHCEA5v2aS como su anticuerpo parental fueron expresados y
purificados a homogeneidad con un rendimiento muy elevado, sensiblemente mayor al
obtenido con las inmunotoxinas basadas en scFv. Su caracterizacion estructural
confirmd la existencia de un plegamiento consistente con sus estructuras secundarias
tedricas, ricas en lamina (. El registro de sus perfiles de desnaturalizacion térmica validé
la alta estabilidad estructural descrita para el VHHCEA5v2 (Vaneycken et al., 2010), si
bien mostré una reduccién considerable para la inmunotoxina derivada. En cualquier

caso, esta limitacion termodinamica, producida por la introduccidon de a-sarcina en
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VHHCEA5v2aS -al igual que sucede en IMTXCEAQS respecto aMFE23 scFv- no parece
tener un impacto resefable sobre la estabilidad y la funcionalidad de VHHCEA5v2aS

tras ser sometida a condiciones mimetizando las fisiolégicas.

Sin embargo, sorprendentemente, los ensayos de unién a antigeno mostraron una
capacidad de union a CEA por parte de VHHCEA5v2 y VHHCEA5v2aS drasticamente
menor a la esperada. Asi, aunque, tanto en ensayos de ELISA como de citometria de
flujo, estas dos construcciones mostraron una union a CEA semejante, su capacidad de
unién fue significativamente menor a la registrada para MFE23 scFv. En cambio, en
estudios previos ambos anticuerpos recombinantes aparecen descritos como
poseedores de altas afinidades por CEA con parametros de unién muy similares (Graff
et al.,, 2004; Vaneycken et al., 2010). Estas diferencias en el comportamiento de
VHHCEA5V2 no se explican ni sobre la base de una posible glicosilacion producida por
su expresion en P. pastoris, cuya localizacion interfiriese directa o indirectamente sobre
el reconocimiento del antigeno, ni por la presencia de la extensién de histidinas C-
terminal utilizada en nuestras construcciones; dado que la secuencia de VHHCEA5v2
no presenta ningun sitio potencial de glicosilacion y que la molécula de VHHCEA5v2
descrita por Vaneycken et al. también presenta una extensién de histidinas con la misma

localizacion.

De cualquier modo, aunque la union de VHHCEA5v2 sobre su antigeno fue
considerablemente menor a la esperada, la fusién de a-sarcina en posicion C-terminal
del nanobody no produjo ninguna reduccion adicional de esta. Este hecho, sumado a
que VHHCEA5v2aS presentd inalterada la actividad ribonucleolitica propia de su
dominio téxico, animé a proseguir su caracterizacion funcional con el claro objetivo de
comprobar en qué medida esta reduccion en la actividad de VHHCEA5v2 expresado en

P. pastoris condicionaba su efectividad citotOxica.

El estudio del efecto de VHHCEASv2 y VHHCEA5v2aS sobre cultivos de células Hela,
HelLa-CEA y SW1222; demostré que unicamente VHHCEA5v2aS, pero no VHHCEAS,
produjo una citotoxicidad especifica y dosis-dependiente sobre las células CEA-
positivas, no observandose efecto alguno sobre las células CEA-negativas. Aunque este
resultado fue consistente a nivel cualitativo con el mecanismo de accion de las
inmunotoxinas, cuantitativamente, su efecto sobre la inhibicion de la biosintesis de
proteinas en células SW1222 mostré una ICs significativamente mayor que la descrita
para IMTXCEAaS (330 vs 60 nM, respectivamente).

Este resultado, junto con los datos obtenidos para la union de la inmunotoxina

VHHCEAS5v2aS sobre las células CEA-positivas, sugiere que su reducido efecto
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citotoxico in vitro, en relacion con la también monomérica IMTXCEAQS, se debe a su
menor capacidad de marcaje antigénico. Ademas, este “defecto” en sus capacidades de
unién no parece originarse en la presencia de a-sarcina en el extremo C-terminal de la
construccién; sino que, segun lo mostrado, seria algo intrinseco a nuestro VHHCEA5v2
producido en P. pastoris. Por tanto, debido a estas evidentes limitaciones, la actividad
antitumoral de la VHHCEA5v2aS no fue ensayada in vivo, puesto que su reducida
capacidad citotoxica in vitro no permite una comparacion adecuada con IMTXCEAaS
gue nos informe sobre en qué medida su menor tamafio, a través de una mayor
capacidad de penetracion tumoral, influye sobre la potencia de su efecto antitumoral in

Vivo.

De este modo, teniendo en cuenta nuestros resultados y la literatura existente sobre
inmunotoxinas basadas en VHH (Geoghegan et al., 2015; Bachran et al., 2017; Deng
et al., 2017), el disefio efectivo de construcciones formadas por un VHH y a-sarcina
seria perfectamente viable; pero implica, inequivocamente, la utilizacién de dominios

marcadores con una funcionalidad intacta.

En suma, en primer lugar, el trabajo aqui presentado confirma el elevado potencial de
CEA como diana terapéutica para el direccionamiento de inmunotoxinas antitumorales.
Por un lado, las construcciones desarrolladas, basadas en MFE23 scFv y a-sarcina,
presentan la elevada citotoxicidad, altamente especifica, semejante a la descrita para
otras inmunotoxinas basadas en scFv y esta ribotoxina. Ademas, mediante la aplicacion
del disefio trimerbody a estos componentes se ha obtenido una inmunotoxina trimérica,
IMTXTRICEAQS, con propiedades citotoxicas y antitumorales in vivo significativamente
mejoradas frente a su andlogo monomeérico. De este modo, nuestros resultados indican
que la utilizaciéon de formatos de anticuerpos multivalentes otorga a las inmunotoxinas
una mayor capacidad de unién a su antigeno diana, una mejor biodistribucién in vivo y
una mayor carga téxica, que conduce a una reduccion en la dosis necesaria para
provocar el mismo efecto antitumoral que sus andlogos monoméricos, reduciendo de
este modo la posibilidad de provocar efectos secundarios no especificos. Por tanto, el
desarrollo de construcciones recombinantes multivalentes se presenta como una
prometedora alternativa para el disefio de la siguiente generacion de inmunotoxinas

antitumorales.
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1.-Antecedentes

1.1.-Enfermedad alérgica respiratoria

Las alergias o reacciones de hipersensibilidad de tipo | son desérdenes inmunoldgicos
caracterizados por una pérdida de tolerancia frente a ciertos antigenos ambientales
ubicuos e inocuos, denominados alérgenos. Entre sus manifestaciones clinicas mas
relevantes se encuentran el asma, la rinoconjuntivitis, la dermatitis atopica, la urticaria,
diversos trastornos digestivos y la anafilaxia (Galli et al., 2008). En las ultimas décadas,
la prevalencia de estas enfermedades ha aumentado considerablemente, en especial
en los paises de renta media y baja, afectando en la actualidad a mas de un 30% de la
poblacion mundial (Pawankar et al., 2013; Pawankar, 2014; Brozek et al., 2015). Con
notables efectos negativos sobre la calidad de vida de las personas que las sufren, y un
elevado impacto social y econémico, las alergias representan un problema de salud
publica de primer orden, requiriendo en la actualidad y en un futuro préximo, dada su
tendencia creciente, de la realizacibn de enormes esfuerzos para su prevencion,

diagnostico y tratamiento adecuados (Pawankar et al., 2014).

Respecto al desarrollo de estas patologias, en los individuos sanos, el sistema inmune
discrimina los estimulos patogénicos y no patogénicos, respondiendo apropiadamente
a ellos, protegiendo al anfitrion frente a sefiales estimuladoras exageradas y
proporcionando un estado de tolerancia inmune antigeno-especifica (Akdis, 2012). Por
el contrario, en aquellos individuos susceptibles, las enfermedades atopicas se
manifiestan mediante una sensibilizacion alérgeno-especifica caracterizada por la
produccién de anticuerpos IgE frente a esas sustancias. El desarrollo de la alergia esta
influido por multiples factores, tanto intrinsecos (genética, sexo, edad) como extrinsecos
(ambientales, estilo de vida), estando sus manifestaciones clinicas condicionadas por el
grado de afectacion de los 6rganos diana y por la presencia de determinados agentes
agravantes, como son las infecciones por patdégenos y los contaminantes ambientales
(Larche et al., 2006; Akdis, 2012; Akdis & Akdis, 2012).

Los alérgenos, mayoritariamente proteinas o glicoproteinas, pero también hidratos de
carbono o productos quimicos de bajo peso molecular, como isocianatos y anhidridos;
se encuentran presentes en diferentes fuentes ambientales, entre ellas pdlenes,
epitelios y heces de animales, alimentos, venenos de insectos y farmacos (Kennedy et
al., 2013; Scheurer et al, 2015; Woodfolk et al., 2015; Warrington et al., 2018). Segun
su naturaleza y origen, estas sustancias presentan diferentes vias de acceso al

organismo (contacto directo, inhalacion, ingestién o inyeccién) y con una exposicion
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preferencial a través de determinadas areas corporales (vias respiratorias, tracto
gastrointestinal, epidermis, subcutanea) que desempefia un rol determinante en la

sintomatologia particular de los diversos procesos alérgicos (Galli et al., 2008).

1.1.1.-Mecanismo etiopatoldqgico

En el caso de las alergias respiratorias, en los individuos atépicos, aeroalérgenos de
diversos origenes (pélenes, heces de acaros e insectos, epitelios de animales, esporas
de mohos y levaduras) son inhalados, entrando en contacto con las mucosas
respiratorias donde producen un proceso inflamatorio local responsable de su
sintomatologia mas destacada (Kim et al., 2008). La rinitis y el asma alérgico son
afecciones heterogéneas que comparten una elevada comorbilidad y un mecanismo
fisiopatolégico semejante (Galli et al., 2008; Kim et al., 2008). De hecho, en la
actualidad, ambas condiciones son entendidas como manifestaciones diferentes de un
Unico sindrome, el sindrome respiratorio alérgico cronico, explicandose sus variaciones
sintomatoldgicas sobre la base de las diferentes estructuras afectadas (Togias et al.,
2003). En la rinitis, frecuentemente acompafiada de conjuntivitis, la irritacién de la
mucosa nasal provoca secreciones, picor, obstruccion y, en ocasiones, pérdida de
olfato; mientras que el asma se caracteriza por la inflamacion de las vias respiratorias
inferiores, presentando un incremento en la produccion de moco, hiperreactividad
bronquial, angioedema, broncoconstriccion, sibilancias y falta de aire (Togias et al.,
2003; Bope et al., 2005). En ambos casos, la exposicion repetida o persistente a los
alérgenos produce una cronificacion de la inflamacién, causante de alteraciones
estructurales a largo plazo en los 6rganos afectados y de anormalidades sustanciales
en su funcionamiento, responsables del cuadro sintomatologico de esta enfermedad
(Galli et al., 2008).

El mecanismo fisiopatologico de las alergias respiratorias, y en general de las
hipersensibilidades de tipo |, incluye dos etapas diferenciadas, una de sensibilizacion y
otra de provocacion. En la primera de ellas, los alérgenos inhalados acceden a las
mucosas respiratorias, donde son capturados por las células presentadoras de antigeno
(APC; células de Langerhans, macréfagos, células B vy, principalmente, células
dendriticas) en compartimentos vesiculares intracelulares, siendo posteriormente
procesados enzimaticamente en endosomas y lisosomas (Galli et al., 2008). Una vez
activadas, las células dendriticas migran a los nodulos linfaticos locales, donde los
péptidos resultantes son presentados a los linfocitos T naive CD4+ mediante su

acoplamiento a los complejos de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II o HLA-II en
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humanos) promoviendo bajo determinadas condiciones su polarizacion a linfocitos
colaboradores de tipo 2 (Th2) (Pichavant et al., 2005). Los linfocitos Th2, a través de la
produccién de IL-4 e IL-13, estimulan el cambio de isotipo de la inmunoglobulina
asociada a los linfocitos B, induciendo su diferenciaciéon en células productoras de IgE
alérgeno-especificos y la produccion de estos anticuerpos IgE solubles (Minton, 2008).
Las IgEs producidas se distribuyen por el organismo, uniéndose a los receptores de IgE
de alta afinidad (FceRI) presentes en células granulociticas, células dendriticas,
mastocitos y basofilos. Ademas, como consecuencia de esta sensibilizacion, el individuo
queda provisto de una poblacién remanente de linfocitos Th2 y B alérgeno-especificos
de memoria que se activaran en caso de re-exposiciones posteriores al alérgeno (Figura
1 A) (Woodfolk, 2007; Shamji & Durham, 2017).

Reexposicion al alérgeno

Sensibilizacion

TSLP, IL-25, IL-33,
CCL2, cCL0

@@

IgE synthesis
cour ¥o®

&,
@ (@*
Lock of IFN-y @ “‘";;:L; @—’

Allergen-specific IgE

Figura 1. Mecanismos de la inflamacién alérgica respiratoria. Resumen de las respuestas inmunes frente a los
desencadenantes iniciales de la sensibilizacién alérgica (A) y de la inflamacién alérgica tras la re-exposicion a
alérgenos inhalantes (B). Adaptado de Shamji y Durham, 2017.

En la etapa de provocacion, la re-exposicion al alérgeno causa su contacto con la IgE
presente en la membrana de las células efectoras (mastocitos y basdfilos),
desencadenando el entrecruzamiento de los complejos IgE-receptor de IgE de alta
afinidad (FceRl) y su activacion celular. Dicha activaciéon se traduce en tres tipos de
respuestas biolégicas: a) secrecidon por exocitosis del contenido de granulos
preformados en el interior de las células cebadas, conteniendo histamina (Naclerio et
al., 1985), heparina, proteasas (Castells & Schwartz, 1988), etc.; b) sintesis y secrecion
de mediadores lipidicos derivados del acido araquidonico, entre ellos diversos
leucotrienos, el factor de activacion plaguetario y la prostaglandina D (Serrano-Mollar
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& Closa, 2005), y c) sintesis y secrecion de diversas citoquinas y quimioquinas, como
la IL-4 y el factor quimiotactico de eosinéfilos (ECF), que perpetldan y expanden la
inflamacién tipo Th2. La accion biolégica de estos mediadores es responsable de la
sintomatologia asociada a las patologias alérgicas, causando vasodilatacién, aumento
de la permeabilidad vascular, edema y cambios agudos en la funcionalidad de los
organos afectados (broncoconstriccién, secrecion de moco, urticaria) (Soyer et al.,
2013). Ademas, durante la re-exposicion alergénica, la IgE también patrticipa facilitando
el procesamiento y presentacion peptidica de los alérgenos por las células dendriticas
y los linfocitos B, a través de su union a FceRl y al receptor de IgE de baja afinidad
(FceRIl), respectivamente; promoviendo la amplificacion y desarrollo de las respuestas
Th2 alérgeno-especificas (Figura 1 B) (Galli & Tsai, 2012).

Ademas, esta fase temprana de la respuesta alérgica puede estar seguida de una
reaccion tardia, sucedida entre 6 y 12 horas después de la exposicion alergénica, y
provocada por la acumulacion y expansion local de leucocitos inflamatorios (neutréfilos,
eosinodfilos, baséfilos y linfocitos Th2). Estas células, reclutadas sobre el tejido por
gquimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesién endoteliales secretadas durante la
respuesta alérgica temprana, se reactivan y expanden liberando nuevos mediadores
inflamatorios y citoquinas de tipo 2, que perpetian la respuesta inflamatoria, causando
el estrechamiento de las vias respiratorias y la hipersecrecién de moco caracteristicos

de las alergias respiratorias (Durham et al., 1992; Galli et al., 2008).

1.1.2.-Células innatas linfoides tipo 2

Como se ha comentado anteriormente, los principales eventos fisiopatol6gicos de las
enfermedades alérgicas, incluyendo la activacion IgE-dependiente de los mastocitos, la
hipersecrecion de moco y la eosinofilia tisular, son provocados por la accién de las
citoquinas de tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13, principalmente), cuya produccion ha sido atribuida
mayoritariamente a los linfocitos Th2 alérgeno-especificos (LIoyd & Hessel; 2010). Sin
embargo, el papel protagonista desempefiado por el sistema inmune innato junto al
reciente descubrimiento en humanos de las células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2s)
(Allakhverdi et al., 2009) y su implicacién en el mecanismo etiopatogénico de la
inflamacién alérgica ha modificado profundamente las nociones preexistentes en torno
al desarrollo y progresion de estas enfermedades (Doherty & Broide, 2015; van Rijt et
al., 2016; Shamji & Durham, 2017; Starkey et al., 2019).
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Las células ILC2s han sido descritas como una poblacion de linfocitos innatos (ILCs)
carente de marcadores de linaje y del receptor especifico de antigeno de los linfocitos
Th2, pero positiva para la expresion de c-kit, Sca-1, IL-7Ra y ST2; y productora de
citoguinas de tipo 2 mediante un mecanismo de accion independiente de antigeno

(Moro et al., 2010; Neill et al., 2010; Mjosberg et al., 2011; Halim et al., 2014).
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Figura 2. Principales interacciones de las células ILC2s en la inmunopatologia del asma alérgico. Las células
ILC2s responden a las alarminas, IL-25, IL-33 o TSLP, producidos por las células del epitelio respiratorio en respuesta
a alérgenos, virus o helmintos. También pueden ser activadas por las células inmunes innatas a través de PGD2,
LTD4, TL1A, IL- 25, o IL-33. Su produccién de IL-5 e IL-13 contribuye a la eosinofilia, hiperproduccién de mucus e
hiperreactividad de las vias respiratorias, produce la acumulacién de macréfagos alternativamente activados y
promueve la migracion de células dendriticas del pulmén a los nédulos linfaticos. Ademas, las células ILC2s también
interaccionan con los linfocitos T y B, asi como con las células del epitelio respiratorio. Adaptado de van Rijt et al.,
2016.

Entre sus funciones se encuentran el mantenimiento de la inmunidad y la homeostasis
tisular en las barreras epiteliales (piel, tracto gastrointestinal, vias respiratorias),
participando en la respuesta inmune adaptativa de tipo 2, la regulacién del desarrollo
del tejido linfoide, la reparacion tisular y el metabolismo de glicidos y grasas (Monticelli
et al., 2011; Bar-Ephraim & Mebius, 2016; Wilhem et al., 2017; Starkey et al., 2019).
Ademas, debido a su capacidad para producir elevadas cantidades de citoquinas de tipo
2 (IL-5 e IL-13, principalmente), las células ILC2s ejercen como actores fundamentales
en la iniciacién y el mantenimiento del mecanismo inmunopatologico inflamatorio

subyacente a la rinitis, el asma, la dermatitis atopica y la enfermedad alérgica

153



RESULTADOS Y DISCUSION

gastrointestinal (Neill et al., 2010; Halim et al., 2014; Doherty & Broide, 2015; Starkey
et al., 2019).

Respecto a la alergia respiratoria, las células ILC2s pulmonares pueden ser activadas
por diferentes factores, incluyendo varias citoquinas, prostaglandinas (Barnig et al.,
2013) y leucotrienos (Figura 2) (Doherty et al.,2013). Entre sus estimulos activadores
destacan las citoquinas derivadas del epitelio -IL-25 (Hams et al., 2012), IL-33 (Imai et
al., 2013) y linfopoyetina estromal timica (TSLP) (Kim et al., 2013)-, que son secretadas
como consecuencia de la estimulacion alergénica u otro estimulo dafiino, como diversas
proteasas o la quitina procedente de helmintos. Estas citoquinas han mostrado un papel
destacado en la iniciacion de la respuesta inflamatoria mediada por las células ILC2s
(Barlow & McKenzie, 2014), si bien su contribucién relativa a este proceso es
especificamente dependiente del tejido y estado de la patologia (van Rijt et al., 2016;
Kouser et al., 2017).

La activacion antigeno-independiente de las células ILC2s implica su expansion
poblacional y una potente produccién de citoquinas proinflamatorias de tipo 2, que sitda
a estas células en una posicidn intermediaria entre la respuesta inmune innata y la
respuesta proinflamatoria antigeno-dependiente propia de la inmunidad adquirida
(Figura 2). Por tanto, a través de la secrecion de estas citoquinas (mayoritariamente IL-
5 e IL-13, pero también IL-4) y otros mediadores, las células ILC2s generan una
respuesta inflamatoria alternativa, que favorece de forma directa el reclutamiento y
activacion local de células dendriticas y eosindfilos, y la activacion de linfocitos B via
Th2 para la sintesis de IgE antigeno-especifica; contribuyendo en conjunto a la
sensibilizacion alérgica, la inflamacién de la mucosa, la hipersecrecion de moco, la
hiperreactividad de las vias aéreas y la remodelacion tisular en el epitelio subyacente
(Doherty & Broide, 2015; van Rijt et al., 2016; Starkey et al., 2019). Ademas, las
células ILC2s presentan la capacidad de adquirir un fenotipo de memoria, perdurando
en el tejido una vez que la inflamacién ha desaparecido, pudiendo responder
posteriormente frente a alérgenos no relacionados, promoviendo la exacerbacion y
cronificacion de la enfermedad (Christianson et al., 2015; Martinez-Gonzalez et al.,
2016).

En este proceso de polarizacion de la respuesta inflamatoria de tipo 2 en el epitelio
respiratorio, 1L-33 desempefia una funcién fundamental, al actuar como un factor de
crecimiento y activacion de las células ILC2s y otras poblaciones inmunes involucradas
en las respuestas inmunes innatas y adaptativas frente a diversos patégenos y

alérgenos respiratorios. Por este motivo, la desregulacion de la sefalizacion por IL-33
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puede actuar en determinados contextos patolégicos como un potente inductor de las
enfermedades alérgicas respiratorias y de otras enfermedades inflamatorias crénicas
(Lloyd, 2010; Paul & Zhu, 2010; Griesenauer & Paczesny, 2017; Chen et al., 2018,
Gabrielska et al., 2019).

1.1.3.-Senalizacion por IL-33/ST2

IL-33 es un miembro de la familia de citoquinas de la IL-1 que desempefia multiples
roles en la homeostasis tisular, el metabolismo energético y la defensa frente a
patdgenos en diferentes drganos (pulmaén, piel, rifién, sistema nervioso central, sistema
cardiovascular y sistema gastrointestinal); incluyendo tanto funciones inmunes de
respuesta, como protectoras y reparadoras (Liew et al., 2016). Ademas, participa de
forma destacada en la patogénesis de varias afecciones inflamatorias, incluyendo
diversas enfermedades alérgicas (Liew et al., 2016; Griesenauer & Paczesny, 2017),
autoinmunes (Pei et al., 2014; Theoharides et al., 2015), infecciosas (Donovan et al.,

2016), cardiovasculares (Tu et al., 2013) y cancerigenas (Larsen et al., 2018).
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Figura 3. Mecanismo molecular de la sefializacion por IL33/ST2. Los principales eventos implicados en este
mecanismo incluyen: a) la liberacion de IL-33 al espacio extracelular en caso de necrosis celular, en oposicién a su
inactivacién via caspasa 3 y 7 durante los eventos apoptéticos, b) su procesamiento por proteasas extracelulares
dando lugar a formas de IL-33 con mayor capacidad de uniéon a ST2 y c) su bloqueo por sST2 restringiendo la
disponibilidad de IL-33 soluble capaz de unirse a ST2 en las células diana. Adaptado de Molofski et al., 2015.
IL-33 se expresa constitutivamente en las barreras epiteliales y las células endoteliales,
localizandose primariamente en el nucleo celular (Moussion et al., 2008; Pichery et
al., 2012). Sin embargo, debido a situaciones de dafio tisular o lesion, IL-33 es
rapidamente liberada al espacio extracelular donde se une a su receptor especifico ST2,
situado en la membrana de sus células diana, activando los mecanismos inmunes de la
respuesta inflamatoria de tipo 2. Por este motivo, IL-33 ha sido clasificada como una

“alarmina” o molécula indicadora de dafio tisular (Carriere et al., 2007; Lefrancais et
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al., 2012). El complejo receptor de IL-33 consiste en dos subunidades: ST2, subunidad
especifica de IL-33, y la proteina accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RAcP) (Pychery et
al., 2012; Cayrol & Girard, 2014). ST2 existe en dos variantes transcripcionales
alternativas, una forma transmembrana de mayor longitud, propiamente ST2; y una
forma soluble, sST2, que carece de dominio transmembrana y actla como un receptor
sefiuelo previniendo la sefalizacién a través de ST2 mediante el secuestro de IL-33
soluble (Hayakawa et al., 2007; Mildner et al., 2010). La sefializacion por IL-33, se
produce mediante su unién a ST2 y la posterior asociacién con el receptor accesorio IL-
1RAcP formando un complejo heterotrimérico, IL-33/ST2/IL-1RAcP, que induce la
sefalizacién intracelular dependiente de MyD88 e IRAK1/4, activando las rutas de NF-
kB, JNK 'y ERK (Ali et al., 2007; Chackerian et al., 2007; Liew et al., 2016) (Figura 3).

La activacion de la sefializacion por IL-33/ST2 desencadena multiples respuestas
inmunes pleiotropicas implicando a diversas células expresando ST2 (Griesenauer &
Paczesny, 2017), entre las que se incluyen linfocitos Th2 (Lohning et al., 1998),
linfocitos T reguladores (Schiering et al., 2014), células ILC2s (Neill et al., 2010),
macrofagos polarizados M2 (Kurowska-Stolarska et al., 2009), mastocitos (Moritz et
al., 1998), eosindfilos (Cherry et al., 2008), basdfilos (Suzukawa et al., 2008),
neutrdéfilos (Suzukawa et al., 2008) y linfocitos NK inflamatorios (Smithgall et al., 2008).
En estas células, IL-33 activa preferencialmente la respuesta inflamatoria tipo 2
mediante la polarizacion de los macréfagos al fenotipo M2 y la promocion de la sintesis
de citoquinas de tipo 2 por las células ILC2s y los linfocitos Th2 (IL-5 y IL-13,
principalmente), asi como por los mastocitos (IL-4, IL-5, IL-6) (Griesenauer &
Paczesny, 2017; Tu et al., 2017). De este modo, el eje IL-33/ST2 parece representar
un papel critico en la sensibilizacion y la promocion de la patologia alérgica, y en
particular en la génesis y fisiopatologia del asma, la rinoconjuntivitis y la dermatitis

atopica (Garlanda et al., 2013; Griesenauer & Paczesny, 2017).

La relevancia clinica de las células ILC2s y la sefalizacion por IL-33/ST2 en la alergia
respiratoria ha sido recogida por diferentes estudios. Los pacientes asmaticos presentan
una mayor cantidad de células ILC2s (Christianson et al., 2015) y una mayor expresion
de ST2 respecto a los sujetos control (Spooner et al., 2013; Yagi et al., 2014). Asi
mismo, los niveles de IL-25, IL-33 y células ILC2s en las vias respiratorias y la sangre
de pacientes con rinitis y asma alérgicos fueron superiores durante la temporada de
polinizacion o tras sufrir una estimulacion alérgica (Corrigan et al., 2011; Lao-Araya et
al., 2014; Smith et al., 2016); correlaciondndose positivamente, junto a los niveles de
IL-5 e IL-13, con la severidad de los sintomas mostrados (Hirose et al., 2017). Ademas,

recientes analisis gendmicos han relacionado polimorfismos en los genes codificantes
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para IL-33, ST2, RORa e IL-13 -criticos para el desarrollo y la activacion de las células
ILC2s- con una elevada susceptibilidad a padecer asma tipo 2 (Moffat et al., 2010;
Stadhouders et al., 2018).

En conjunto, estos resultados presentan a las células ILC2s y a la via de sefalizacién
IL-33/ST2 como actores criticos e interrelacionados en la iniciacion, progresion y
cronificacion del mecanismo inflamatorio de tipo 2 asociado a las patologias alérgicas
respiratorias. Por tanto, ambos actores representan dianas terapéuticas prometedoras
para el desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos frente a la enfermedad alérgica, en
especial frente a aquellos procesos cronicos y refractarios a los tratamientos
convencionales, como el asma severo resistente a corticoides y la rinoconjuntivitis
cronica (Starkey et al., 2019). Ademas, debido a la multiplicidad de procesos fisiol6gicos
en los que participa la sefializacion por IL-33/ST2, la modulacién de este eje también
representa una estrategia potencial para el tratamiento de otros desdrdenes inmunes
caracterizados por la desregulacion de la sefializacion por citoquinas de tipo 2, entre los
que se incluyen varias enfermedades inflamatorias pulmonares, cardiovasculares,
renales, gastrointestinales y del sistema nervioso central (Griesenauer & Paczesny,
2017; Chen et al., 2018).

1.2.-Tratamiento de la enfermedad alérgica respiratoria

Segun su forma de intervencion sobre el mecanismo etiopatogénico de la enfermedad,
los tratamientos existentes frente a las patologias alérgicas se dividen en tres grandes
blogues: preventivo, sintomatico y etiolégico. El tratamiento preventivo esta basado en
la maxima terapéutica de la evitacion de los agentes causantes de una patologia
mediante la aplicacion de una serie de pautas conductuales para la minimizacion de la
exposicion alérgica. Aunque indudablemente resulta el tratamiento mas efectivo, su
consecucion total no es siempre factible, pudiendo llegar a ser practicamente imposible
en procesos como la alergia respiratoria, causada por alérgenos ambientales cuya

evitacion absoluta es dificilmente alcanzable (Garrote & Bonet, 2004).

El tratamiento sintomatologico incluye la administracion de diferentes farmacos que
acttan contrarrestando o compensando diferentes procesos del mecanismo patogénico
de las reacciones alérgicas responsables de sus manifestaciones sintomatolégicas y
clinicas. Al no tener efecto sobre la progresion de la enfermedad, este tipo de
tratamiento exige una administracion repetida mientras persistan los sintomas, lo que
frecuentemente significa de por vida, a no ser que se produzca una desensibilizacion

espontanea o terapéutica del paciente. Entre las familias de farmacos utilizadas para el
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tratamiento de la alergia respiratoria se incluyen los antihistaminicos, diferentes
broncodilatadores (metilxantinas, anticolinérgicos y agonistas 32 de larga duracién), los
corticoides, los cromomas, los antagonistas del receptor de leucotrienos y los macrélidos

inmunomoduladores (Schultz & Martin, 2013).

Por ultimo, los tratamientos etiol6gicos (curativos) son acciones dirigidas frente a las
causas subyacentes de la enfermedad, con el objetivo de lograr la recuperacion de la
tolerancia y el restablecimiento de una respuesta inmune adecuada. La inmunoterapia
alérgeno-especifica (AIT) es, hasta la fecha, el unico tratamiento curativo para las
patologias alérgicas reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Su
mecanismo de accion, basado en la administracion controlada y progresiva de un
extracto alergénico, actia sobre la base inmunopatolégica de la enfermedad, de modo
que no solo promueve una mejora sintomatica duradera, sino que mediante la induccion
de la tolerancia inmune alérgeno-especifica es capaz de modificar el curso natural de la
misma proveyendo de una curacién a largo plazo. Su aplicacion clinica ha resultado
efectiva frente a la rinoconjuntivitis y el asma alérgico, las alergias alimentarias y la

anafilaxia inducida por venenos (Burks et al., 2013; Jutel et al., 2016).

1.2.1.-Terapias mediante agentes bioldgicos

Pese a los importantes avances realizados en el tratamiento de las enfermedades
alérgicas, aproximadamente el 5-10% de la poblacién con estas patologias presenta
asma recurrente o dermatitis atopica severa inadecuadamente controlados. Por este
motivo, el desarrollo de terapias alternativas -mas efectivas y con menores efectos
adversos- frente a estas patologias persiste como uno de los retos fundamentales para
la investigacion biomédica contemporanea. Estas nuevas terapias deberian consistir
en tratamientos curativos dirigidos a superar las limitaciones de los medicamentos
farmacologicos actuales, que en su mayoria Unicamente alivian temporalmente los
sintomas clinicos de la enfermedad mediante la supresién de la inflamacion
(Bousquet et al., 2009; Aktis, 2014), y de la AIT, que aungque en ocasiones puede
proveer de una curacion a largo plazo, normalmente solo presenta un efecto moderador
de la enfermedad conduciendo a una mejoria sintomatica y a un descenso en la

necesidad de tratamiento de control (Durham et al., 2010 Aktis & Aktis, 2012).

En este sentido, la terapia biolégica se presenta como un tipo de inmunoterapia
sistémica capaz de modular de forma dirigida el mecanismo patogénico de la
enfermedad alérgica, provocando una mejora en su curso y/o sintomatologia. Siendo

empleada actualmente en el tratamiento de numerosas enfermedades, incluyendo el
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cancer y diferentes patologias autoinmunes e inflamatorias, su aplicacion en el campo
de las enfermedades alérgicas esta especialmente enfocada al tratamiento de aquellos
procesos alérgicos severos, que como el asma cronico refractario se muestran
resistentes a la AIT y cuya sintomatologia no puede ser controlada adecuadamente
mediante los medicamentos habituales. Ademas, la especificidad de su mecanismo de
accion convierte a los terapéuticos bioldgicos en herramientas idoneas para una
medicina de precision, personalizada y ajustada a las condiciones concretas de cada
paciente, especialmente en aquellos procesos cuya heterogeneidad clinica y patogénica
dificultan su tratamiento convencional (Katial et al., 2017; Busse et al., 2019). Entre las
diferentes aproximaciones bioldgicas al tratamiento de las enfermedades alérgicas
destacan aquellas basadas en la utilizacion de anticuerpos monoclonales, incluyendo
cuatro medicamentos aprobados para el tratamiento del asma, la rinitis y la dermatitis
atopica refractarios (Figura 4), mediante los cuales se ha logrado disminuir
significativamente la frecuencia de las exacerbaciones y la severidad de los sintomas
de estas patologias (Katial et al., 2017; Renert-Yuval & Guttman-Yassky, 2018;
Tsetsos et al., 2018; Busse et al., 2019).

El mecanismo de acciébn de estos anticuerpos terapéuticos estid dirigido a la
neutralizaciéon especifica de determinadas moléculas que desempefan un rol
fundamental en la respuesta inflamatoria de tipo 2, comprendiendo dos aproximaciones
principales segun la diana molecular utilizada: la terapia anti-IgE y la terapia antagonista
de citoquinas de tipo 2 (Figura 4) (Katial et al., 2017; Busse et al., 2019).

Terapia anti-IgE

La IgE desempefia un rol fundamental en la fisiopatologia de las hipersensibilidades de
tipo |, incluyendo la enfermedad alérgica respiratoria, la dermatitis atdpica y la anafilaxis
causada por alimentos o venenos de himendptero (Gould & Sutton, 2008). Mediante
su uniodn a FceRI sensibiliza a mastocitos y basofilos para la liberacion de mediadores
inflamatorios en respuesta a la estimulacion alérgica (Stone et al., 2010; Galli & Tsai,
2012). Ademas, su union a FceRI o FceRIl puede servir para la amplificacion de la
respuesta inmune alérgica mediante la facilitacién de la presentacién de antigeno por

las células dendriticas y los linfocitos B, respectivamente (Galli & Tsai, 2012).

La principal aproximacion de la terapia bioldgica anti-lgE esta basada en el uso de
anticuerpos bloqueantes, que mediante su union a la region Fc de la IgE soluble
neutralizan sus funciones biolégicas al impedir su unién a sus receptores (Figura 4).
Entre estos anticuerpos destaca el omalizumab (Xolair, Genentech/Novartis), el Gnico

agente terapéutico anti-lgE disponible para uso clinico, aprobado para el tratamiento del
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asma moderado y severo (Pelaia et al., 2011); cuya administracion ha provocado una
mejora general en la calidad de vida de los pacientes, una reduccién en los sintomas de
la enfermedad, y una disminucién significativa en la frecuencia de las exacerbaciones y
la necesidad de medicacion de control (Busse et al., 2001; Soler et al., 2001; Hanania
et al., 2011; Deschildre et al., 2015). Ademas, omalizumab parece prevenir nuevas
sensibilizaciones, detener la progresion de la enfermedad (Molinari et al., 2014), y
recientemente se ha demostrado también efectivo para ciertos casos de rinosinusitis
(Pelaia et al., 2011), alergia alimentaria (Rafi et al., 2010), dermatitis atopica

(Sheinkopf et al., 2008) y urticaria autoinmune cronica (Kaplan et al., 2008).

Estos efectos clinicos reflejan la capacidad de omalizumab para reducir la concentracién
de IgE libre en sangre, bloqueando su union al receptor FceRI en la membrana de las
células efectoras, evitando la liberacion alérgeno-dependiente de mediadores
proinflamatorios y reduciendo la expresién de FceRI en mastocitos, basdfilos y células
dendriticas por un mecanismo de regulacion negativa (MacGlashan, et al. 1997; Beck
et al., 2004; Prussin et al., 2013).

En conjunto, la experiencia clinica con omalizumab apoya el conocimiento acumulado
sobre el rol fundamental de la IgE y la potencialidad de su utilizacion como diana
terapéutica en las patologias alérgicas, contribuyendo al desarrollo de nuevas
aproximaciones terapéuticas frente a esta molécula. Entre ellas se encuentran el disefio
de péptidos blogueantes de la unién IgE-FceRI (Buku et al., 2008), la vacunacién anti-
IgE mediante péptidos sintéticos (Peng et al., 2007), la potenciacién de la regulacién
negativa de la sefalizacion a través de FceRI en mastocitos y basofilos (Zhu et al., 2002)
y el desarrollo de un anticuerpo frente al epitopo principal M1 de la IgE anclada a
membrana de los linfocitos B (Gauvereau et al., 2014a; Harris et al., 2016).

Terapia antagonista de citoquinas de tipo 2

Las citoquinas IL-4, IL5, e IL-13, producidas principalmente por los linfocitos Th2 y las
células ILC2s, pero también por otras células inflamatorias como los mastocitos, los
basofilos y los eosindfilos, desempefian un papel destacado en diversos procesos de la
etiopatogenia de las enfermedades atépicas (Shamiji et al., 2017). Este hecho, junto al
incremento de sus niveles en la mucosa respiratoria, la piel y la sangre en determinados
procesos alérgicos, ha impulsado su utilizacién como dianas terapéuticas frente a estas

patologias (Maes et al., 2012; Hanania et al., 2016; Bagnasco et al., 2018).

Entre las principales estrategias terapéuticas basadas en la utilizacién de anticuerpos
frente a la sefalizacion por estas moléculas sobresalen la terapia anti-IL-5 y aquella

dirigida frente a la subunidad a del receptor de IL-4 (IL-4Ra) (Figura 4). La primera
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modalidad engloba tres anticuerpos terapéuticos aprobados para el tratamiento del
asma severo eosinofilico, dirigidos tanto al bloqueo de IL-5 (mepolizumab, Nucala,
GlaxoSmithKline; reslizumab, Cingair, Teva Respirator) como de la subunidad a de su
complejo receptor (IL-5Ra) (benralizumab, Fasenra, Medimmune) (Katial et al., 2017;
Bagnasco et al., 2018; Markham et al., 2018). Respectivamente, la terapia frente a IL-
4Ra (dupilumab,Dupixent, Regeneron/Sanofi) actia neutralizando la senalizacién por
IL-4 e IL-13, y ha sido aprobada para el tratamiento de la dermatitis atGpica moderada y
severa (Wenzel et al., 2016).
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Figura 4. Dianas relevantes en la respuesta inflamatoria de tipo 2 para las terapias con anticuerpos
bloqueantes. La imagen muestra las diferentes dianas moleculares y agentes terapéuticos aprobados y en desarrollo
para el tratamiento de la inflamacion alérgica de tipo 2.

Ademas, otras citoquinas implicadas en las respuestas inmunes de tipo 2 estan siendo
investigadas como dianas moleculares para el tratamiento de las enfermedades
atopicas (Figura 4). Algunas de las aproximaciones mas relevantes en este nuevo
campo son el anticuerpo bloqueante anti-TSLP AMG 157 (Gavreau et al., 2014b) y los
diferentes agentes dirigidos frente a las rutas de estimulacion por IL-33 (Chen et al.,
2018), IL-6 (Chu et al., 2015), IL-9 (Antoniu, 2010), IL-17 (Busse et al., 2013) e IL-25
(Ballantyne et al., 2007; Shin et al., 2015).
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1.2.2.-Aproximaciones terapéuticas dirigidas a la sefalizacion via
IL-33/ST2

En las dltimas dos décadas se han desarrollado mdltiples aproximaciones
experimentales que bloquean la sefializacion por IL-33/ST2. Esta estrategia ha
demostrado un elevado potencial terapéutico para el tratamiento de diferentes
enfermedades inflamatorias, siendo especialmente efectiva frente a las patologias
cronicas pulmonares, como el asma alérgico severo y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (Chen et al., 2018 Gabryelska et al., 2019). Ademas, el
reciente reconocimiento de las células ILC2s como actores fundamentales en la
iniciacion, progresion y cronificacion de las respuestas inflamatorias de tipo 2, junto al
papel destacado que desempefia la via IL-33/ST2 en sus funciones patolégicas, ha
potenciado el interés en la investigacion sobre los terapéuticos que actian sobre estas
dianas (Gabryelska et al., 2019; Chen et al., 2018; Starkey et al., 2019).

Las diferentes aproximaciones experimentales al bloqueo de IL-33/ST2 se dividen en
tres clases, segun el mecanismo por el que inhiban la unién de IL-33 a ST2: a)
anticuerpos anti-IL-33, b) anticuerpos anti-ST2 y c) basadas en la utilizacion del receptor
soluble sST2 (Chen et al., 2018; Gabrielska et al., 2019).

En un modelo de asma murino, el uso de un anticuerpo anti-1L-33 ha demostrado reducir
la produccién de citoquinas de tipo 2 por las células ILC2s (Halim et al., 2012), mientras
gue un anticuerpo anti-ST2 demostré causar el descenso de la expresion de IL-4 en los
pulmones tras la provocacién con OVA (Kearley et al., 2009). En otro estudio, el
tratamiento con anticuerpos anti-IL-33 provoc6é una supresion de la inflamacion e
hiperreactividad de las vias respiratorias tras la exposicion a alérgeno (Gauvreau et al,
2014b). El bloqueo de IL-33 0 ST2 mediante anticuerpos, o la adicion de sST2 en un
modelo de inflamacion alérgica respiratoria inducida mediante OVA, también redujo el
namero de eosinofilos detectados en el lavado del fluido broncoalveolar, a la par que los
niveles de IL-4, IL-5 e IL-13 (Oshikawa et a., 2002; Lee et al., 2014). La vacunacion
anti-IL-33 en un modelo murino de asma producido por alergia a acaros produjo una
disminucion de la hiperreactividad de las vias respiratorias, la eosinofilia y la inflamacion
pulmonar (Lei et al., 2015). Adema4s, el tratamiento anti-ST2 mediante anticuerpos
también tuvo efectos positivos sobre la rinitis alérgica (Liu et al., 2009; Kim et al., 2012)
y redujo la severidad de la anafilaxia en un modelo de alergia alimentaria (Galand et al.,
2016). Entre estos agentes, actualmente se estan evaluando en ensayos clinicos (Fase
I y Il, respectivamente) dos anticuerpos bloqueantes de IL-33 (ClinicalTrials.gov:
NCT03112577) y de ST2 (ClinicalTrials.gov:NCT03207243) para el tratamiento del

asma alérgico severo (Gabryelska et al., 2019).
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Ademas, mas all4 de estas aplicaciones en el tratamiento de la alergia y el asma, la
inhibicién de la sefalizacion por IL-33/ST2 ha demostrado evitar la enfermedad de
injerto versus huésped (GVHD) (Scott et al., 2016), mejorar el cuadro cinico y
sintomatolégico de la colitis ulcerosa (Sedhom et al., 2013), y reducir significativamente
la inflamacion pulmonar y la infiltracion de neutroéfilos y macréfagos producida por el
humo de tabaco (Qiu et al., 2013). Igualmente, su aplicacion frente a la EPOC también
se haya en fase 2 de estudio clinico, tanto con anticuerpos frente a IL-33 como a ST2
(Gabryelska et al., 2019).

En conclusion, segun los resultados obtenidos en ensayos clinicos y preclinicos, las
terapias dirigidas especificamente frente al eje IL-33/ST2 representan una estrategia
prometedora, con elevado potencial para el tratamiento de la enfermedad alérgica, en
especial frente a aquellos procesos crénicos y refractarios a los tratamientos

convencionales (Chen et al., 2018; Gabrielska et al., 2019).

1.3.-Inmunotoxinas frente a la enfermedad alérgica
respiratoria: dos nuevas estrategias terapéuticas

Hasta la fecha, Unicamente dos terapias con agentes bioldgicos han mostrado
capacidad para prevenir nuevas sensibilizaciones alérgicas y detener la progresion de
estas patologias: la inmunoterapia alérgeno especifica (AIT) y la terapia con anticuerpos
anti-lgg; aunque desafortunadamente, ninguno de estos tratamientos asegura una
recuperacion completa y eficaz de la enfermedad (Molinari et al., 2014; Pelaia et al.,
2018). Para superar estas limitaciones en el tratamiento del asma y la alergia, gran
parte de los esfuerzos investigadores se concentran en el desarrollo de nuevos
inmunomoduladores de origen bioldgico (anticuerpos, citoquinas receptores solubles)
dirigidos frente a moléculas y células involucradas en el mecanismo patogénico de la
inflamacion de tipo 2 (Akdis, 2014; Chen et al., 2018).

En los dltimos afios, entre las terapias biolégicas dirigidas, las inmunotoxinas han
surgido como herramientas prometedoras para el tratamiento del cancer, enfermedades
viricas, parasitarias y autoinmunes, debido a su habilidad para producir muerte celular
de manera antigeno-especifica (Alewine et al., 2015; Spiess et al., 2016; Bachran et
al., 2017; Fernandes et al., 2017). En la actualidad, debido a los progresos realizados
en su disefio y funcionalizacion, la aplicacién potencial de estas moléculas a la terapia
experimental de una patologia concreta parece estar restringida Unicamente por dos

factores: a) la existencia de al menos una “tipologia celular” desempefando un papel
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central en la patogenia de dicha enfermedad, susceptible de deplecién selectiva; y b) la
existencia de marcadores celulares especificos para dicha “tipologia celular” frente a los

que dirigir la inmunotoxina.

En base a lo descrito anteriormente, las enfermedades inflamatorias mediadas por una
hipersensibilidad de tipo | son procesos inmunoldgicos complejos cuyos cuadros clinicos
se asientan sobre la expansién y activacion patolégica de diferentes “tipos celulares”
(mastocitos, basdfilos, linfocitos B y Th2 alergeno especificos, células ILC2s,
eosindfilos, etc.). Ademds, en la medida en que estos tipos celulares estan
caracterizadas por la expresién de fenotipos antigénicos propios en su membrana
celular, las enfermedades alérgicas, o mejor dicho, ciertos endotipos de estas; parecen
cumplir los requisitos necesarios para el desarrollo efectivo de inmunotoxinas

terapéuticas.

Partiendo de la premisa anterior, en este Bloque Il se propone la aplicacién del concepto
de inmunotoxina para el desarrollo de dos aproximaciones terapéuticas experimentales
frente a las enfermedades alérgicas. Cada una de ellas conforma una estrategia
funcional diferenciada, que caracterizada por una diana molecular y un mecanismo de
accion propios, actia a un nivel diferente de la respuesta inflamatoria de tipo 2. La
primera estrategia se basa en un mecanismo de accioén antigeno-dependiente, en el que
la especificidad de la construccion esta dirigida por la interaccién alérgeno-IgE. Por el
contrario, la segunda estrategia plantea un mecanismo de acciéon antigeno-
independiente, no limitado a la especificidad de un alérgeno; sino dirigido, mediante la
especificidad de reconocimiento entre una interleuquina y su receptor, a una etapa

mediadora de la respuesta alérgica general.

En relacion al disefio de las construcciones, ambas estrategias se basan en
inmunotoxinas monocatenarias, producidas como proteinas de fusiéon con el dominio
marcador en posicion N-terminal, conectado mediante un linker peptidico de tres
residuos (Gly-Gly-Arg) a a-sarcina. Es decir, siguen el disefio presentado para nuestras
inmunotoxinas antitumorales en el apartado de “Resultados. Bloque I. Antecedentes. 1.-

Inmunotoxinas antitumorales basadas en RNasas fungicas”.
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1.3.1.-Estrategia alérgeno-dependiente: proDerp1aS

Como un primer paso en la aplicacidbn experimental de las inmunotoxinas como
herramientas terapéuticas frente a las enfermedades alérgicas, se busca estudiar si es
posible eliminar de forma dirigida aquellas poblaciones celulares con una implicacién
determinante en la inflamacién alérgica. En concreto, la estrategia de accion alérgeno-
dependiente plantea la posibilidad de deplecionar de forma especifica aquellas células
gue participan en la respuesta inmune adquirida de tipo 2 mediante la interaccién con el

alérgeno sobre su membrana.

Cuadro 1: El alérgeno Der p 1

Der p 1, el alérgeno mayoritario de Dermatophagoides pteronyssinus, es uno de los alérgenos
mas prevalentes a nivel mundial apareciendo altamente relacionado con el asma y la
rinosinusitis severos (Calderon et al., 2015). La sensibilizacién a este aeroalérgeno alcanza a
mas del 80% de los sujetos alérgicos a acaros, afectando a un 85% de los sujetos asmaticos
y en total a mas de un 20% de la poblacion mundial (Dumez et al., 2014).

Der p 1 es una cistein-proteasa perteneciente a la familia de la papaina, cuya forma natural
(nDer p 1) es sintetizada como una proenzima de 34 kDa (proDer p 1), incluyendo un dominio
cistein proteasa (222 aminoacidos) y un propéptido N-terminal que inhibe la actividad
proteolitica (Takai et al., 2002; Herman et al., 2014). Este propéptido parece actuar también
como una chaperona intramolecular asegurando el correcto plegamiento y secrecion de la
proteina nativa (Chevigné et al., 2007); de modo que su inclusion en las formas recombinantes
de Der p 1 ha sido descrita como necesaria para su produccién en P. pastoris y plantas de
tabaco (Jacquet et al., 2002; Zhang et al., 2009; Marconi et al., 2012).

A modo de prueba de concepto y para la exploracion de las posibilidades efectivas de
esta aproximacion terapéutica, se ha disefiado una inmunotoxina alérgeno-dirigida,
proDerp1aS, conformada como proteina de fusion de la forma precursora del alérgeno

Der p 1 (Cuadro 1) (dominio marcador) y de la ribotoxina a-sarcina (dominio toxico).

De acuerdo a sus componentes, la construccion proDerp1aS presentaria un mecanismo
de accion antigeno-dependiente, en el que su actividad citotoxica esta dirigida frente a
aquellos tipos celulares relevantes en la inflamacion alérgica que presentan IgE Der p
1-especifica unida a membrana (linfocitos B IgE+) o anclada a través de FceRI
(mastocitos y basofilos) (Figura 5) (Stone et al., 2011; Zuidscherwoude & van Spriel,
2012). En base a este hipotético mecanismo de accidén, mediante deplecion de las

células efectoras de la respuesta alérgica y los linfocitos B productores de IgE,
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proDerp1aS se plantea como una herramienta experimental con potencial terapéutico

para el tratamiento de la alergia a acaros.
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Figura 5. Mecanismos de accién de las inmunotoxinas frente a la alergia. Diagrama representando las dianas
moleculares y celulares del mecanismo patogénico de la enfermedad alérgica respiratoria en el epitelio pulmonar. 1)
Estrategia alérgeno-dependiente: tras su interaccién especifica a través de la IgE Der p 1-especifica con las células
efectoras (basofilos y mastocitos), proDerp1aS provocaria su deplecion selectiva. 2) Estrategia alérgeno-
independiente: la inmunotoxina IL33aS produciria la eliminacion selectiva de las células ILC2s y los linfocitos Th2
mediante union especifica al receptor ST2 en su superficie celular.

1.3.2.-Estrateqgia alérgeno-independiente: IL33aS

La segunda inmunotoxina frente a la alergia, IL33aS, es una proteina de cadena unica
que incluye como dominio marcador la forma madura de IL-33 de ratén (IL-33109-266)

(Cuadro 2) fusionada a la ribotoxina a-sarcina (dominio téxico).

Como se ha mencionado anteriormente, las células ILC2s han sido descritas como
actores fundamentales en la iniciacion, progresion y mantenimiento de la inflamacion
alérgica en el epitelio respiratorio, mediante un mecanismo de activacion antigeno-
independiente (Paul & Zhu, 2010; Liew et al., 2016). En diferentes modelos animales
para el asma alérgico, el tratamiento con anticuerpos blogueantes frente a sus rutas de

activacion TSLP, IL-25 e IL-33-dependientes ha mostrado reducir la inflamacién y la
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hiperreactividad de las vias respiratorias, asi como el nUmero de células ILC2s y los
niveles de IL-5 e IL-13 en la mucosa pulmonar tras la exposicion a alérgeno (Gauvreau
et al, 2014b; Lee et al., 2014; Shin et al., 2015). Ademas, el uso de tratamientos
combinados, blogueando simultdneamente estas citoquinas, ha mostrado suprimir la
inflamacién de tipo 2, junto a la produccién de IL-13 e IL-5 por las células ILC2s, el
remodelado de las vias respiratorias y la fibrosis durante la inflamacién alérgica

pulmonar (Vannela et al., 2016).

Cuadro 2: Lainterleuquina IL-33

IL-33 murina esta formada por seis exones codificantes, que dan lugar a una proteina de 266
aminoacidos. Los exones 1-3 codifican para los dominios N-terminal implicados en la
localizacion nuclear y actividades moduladoras de la transcripcién de 1L-33, mientras que los
exones 4-7 codifican para el dominio C-terminal homélogo a IL-1, implicado en la union al
receptor ST2 (Carriere et al., 2007). Este dominio homélogo a IL-1 (aminoacidos 109-266)
consiste en un plegamiento tipo trébol formado por 12 I&minas (3, similar a otros miembros de
la familia de la IL-1 (Lingel et al., 2009).

Mientras que la protedlisis llevada a cabo por las caspasas-1, -3y -7 en el dominio homdlogo
a IL-1 inactiva la unién de IL-33 a ST2 (Luthi et al., 2009), el procesamiento N-terminal de la
proforma de IL-33 es fundamental para el adecuado desempefio de sus actividades biol6gicas.
Este es llevado a cabo por diversas proteasas extracelulares, comunes en sitios de inflamacion
(incluyendo la catepsina G de neutréfilos y diversas serin-proteasas de mastocitos), que actian
sobre una region corta de aminoacidos situada entre el dominio de unién nuclear y el homdlogo
alL-1. Las formas de IL-33 procesadas resultantes, 19 kDa, exhiben una bioactividad, mediada
por la unién a ST2, entre 10 y 30 veces superior a la proforma, y son funcionalmente similares
a IL-33109-266 Murina recombinante (mIL-33), 18 kDa, disponible comercialmente (Lefrancais
et al., 2012; 2014).

De acuerdo con estos resultados, el desarrollo de estrategias experimentales que
neutralicen por completo la actividad de las células ILC2s se presenta como una
aproximacion terapéutica prometedora para el tratamiento de aquellas patologias, como
en el asma severo y crénico, en las cuales las ILC2s desempefian un rol patogénico

crucial.

En este sentido, IL33aS presenta un mecanismo de accion dirigido a producir la
deplecién especifica de aquellas células expresando el receptor ST2, destacando
durante la inflamacién alérgica pulmonar crénica los linfocitos Th2 y, especialmente, las
células ILC2s (Liew et al., 2016; Starkey et al., 2019) (Figura 5).
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2.-Resultados

2.1.-proDerp1a$S

En este primer apartado del Bloque Il se presentan los resultados obtenidos en relacion
con el disefio, produccion, purificacion y caracterizacion de proDerp1aS, una
inmunotoxina alérgeno-especifica para el tratamiento de la alergia a &caros, utilizando

como control rproDer p 1 (Figura 6):

1. proDerp1aS: inmunotoxina quimérica en cadena Unica compuesta por la forma
precursora del alérgeno Der p 1 (dominio marcador) unido mediante el linker
peptidico Gly-Gly-Arg a a-sarcina (dominio toxico).

2. rproDer p 1: forma precursora recombinante del alérgeno Der p 1 producida en
P. pastoris. Purificada y caracterizada para ser utilizada como control no

citotoxico en la caracterizacion funcional de la inmunotoxina proDerp1aS.

rproDer p 1

q pro

v

35 kDa
proDerp1aS
L pe— — m
52,4 kDa

Figura 6. Diagramas mostrando la disposicion genética y los dominios proteicos de rproDer p 1y proDerp1aS.
En ambos casos, los componentes de las secuencias de cDNA (izquierda) y los dominios estructurales de ambas
proteinas (derecha) se indican del siguiente modo: péptido sefial para la secrecion factor-a (S, negro), secuencia pro-
(verde claro), Der p 1 (verde oscuro), linker Gly-Gly-Arg (gris) a-sarcina (rojo), y extension de histidinas (T, amarillo).

2.1.1.-Diseino y obtencion de los plasmidos de expresion

La obtencion de los plasmidos de expresion para proDerp1aS y la forma precursora del
alérgeno Der p 1 se realizé a partir de los vectores pPICZaAIMTXA33aS y pUCIDT-
proDerUCM, que contenian el cDNA de a-sarcina y proDer p 1, respectivamente.
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Para la obtencion de pPICZaAproDerp1aS se digirié el plasmido pUCIDT-proDerUCM
con EcoRI y Notl, y se inserté el fragmento liberado “5’EcoRI-proDer p 1-Notl3™ en el
fragmento grande del plasmido pPICZaAIMTXA33aS digerido con EcoRIl y Notl. De esta
manera, el cDNA codificante para proDer p 1 se clon6 en fase con el extremo 3’ del
factor a y el extremo 5’ del linker peptidico Gly-Gly-Arg. El producto de la ligacién se
transformo en células de E. coli DH5aF’ para su amplificacion. Una vez comprobada la
identidad de secuencia de los transformantes, 10 pg de plasmido lineal se

electroporaron en células de P. pastoris, cepas BG11 y KM71.

El plasmido pPICZaAproDer1 para la expresion de proDer p 1 en P. pastoris, se
construyé mediante el clonaje en fase con el factor a del cDNA de proDer p 1, en este
caso sin incluirse una extension de histidinas en su extremo C-terminal. La amplificacion
del fragmento “5’EcoRI-proDerpl-STOP-Sall3” se realizd desde el vector
pUCIDTproDerUCM mediante los oligonucleétidos 9 y 10, incluyendo los sitios de
restriccion EcoRI (5’) y Sall (3°). Tras ello, el fragmento amplificado por PCR vy el vector
pPICZaAIMTXA33aS se digirieron con las mismas endonucleasas, insertandose el
fragmento “5’EcoRI-proDerpl1-STOP-Sall3” en el plasmido pPICZaA. El producto de la
ligacién se transformé en células E. coli DH5aF' para su amplificacién y, por ultimo, el

plasmido linealizado mediante Pmel fue electroporado en células P. pastoris KM71.

2.1.2.-Produccion v purificacion de proDerplaS

Las pruebas de produccion para ambas construcciones se realizaron de acuerdo con lo
descrito para las inmunotoxinas antitumorales anti-CEA en el Bloque | de Resultados.
En ambos casos, el analisis electroforético en condiciones desnaturalizantes y
reductoras de los medios de expresion tras 24 y 48 h de induccion mostro la presencia

de bandas acordes al tamafio esperado (resultados no mostrados).

La produccion a gran escala de proDerp1aS se realiz6 mediante 24 h de crecimiento a
30°C en medio BMGY. Tras esto, la masa celular del cultivo se indujo en medio BMMY
durante 48 h a 25°C, suplementando con metanol al 0,5% (v/v) tras 24 h de induccion.
Tras dializar el medio de expresion frente a tampodn fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M,
pH 7,5; este se aplicé en una columna de afinidad de metal inmovilizado Ni?*-NTA
agarosa, obteniendo la proteina de fusion altamente concentrada mediante la elucion

con tampédn de dialisis suplementado con imidazol 250 mM (Figura 7 A). El imidazol de
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las fracciones conteniendo la proteina purificada se eliminé consecutivamente, mediante
su dialisis frente a tampon fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5.
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Figura 7. Andlisis electroforético y Western blot de la purificacién de proDerplaSy rproDer p 1. A) Tincién con
azul de Coomasie del PAGE-SDS de las fracciones recogidas durante la purificacién de proDerp1aS mediante
cromatografia de afinidad Ni?*-NTA. Se muestran: NR, no retenido; Lav, fraccion de lavado con tampén de
cromatografia; 20 mM, fraccién de lavado con tampon de cromatografia conteniendo imidazol 20 mM; y las primeras
seis fracciones (1 ml) eluidas con imidazol 250 mM. B) PAGE-SDS e inmunodeteccién de proDerp1aS purificado
mediante sendos anticuerpos policlonales frente a a-sarcina'y Der p 1. C) Muestra de las fracciones obtenidas durante
cromatografias para la purificacion de rproDer p 1. Izquierda, elucién en DEAE-celulosa, y derecha, andlisis preparativo
en Superdex 75. D) PAGE-SDS (tincién azul de coomasie, CBS) e inmunodeteccion mediante un anticuerpo policlonal
frente a Der p 1 de rproDer p 1 purificado.

La produccion de rproDer p 1 se llevo a cabo de manera idéntica a la de proDerp1aS,
siguiendo el protocolo descrito en el parrafo anterior. Para su purificacion, el medio de
induccién, una vez separado de la fraccion celular, se dializé frente a tampdn
bicarbonato amonico 20 mM, pH 8,2 en bolsas de dialisis de 6-8 kDa, tras lo que se
aplico a una columna de DEAE-celulosa para su purificacion mediante cromatografia de
intercambio idnico. La proteina retenida se eluyé mediante tampdn bicarbonato aménico
20 mM, NaCl 1M, pH 8,2; obteniéndose un pico de elucion simétrico y homogéneo en
composicién, cuya movilidad mediante analisis electroforético PAGE-SDS se ajusté con
el tamafio esperado para rproDer p 1 (Figura 7 C, izquierda). Como paso previo a su
liofilizacion, las fracciones conteniendo proteina fueron homogeneizadas y dializadas
frente a tampoén bicarbonato aménico 20 mM pH 8,2. Una vez liofilizada, la muestra se
resuspendié altamente concentrada en PBS (1 mg/ml), aplicandose de forma seriada en

una columna Superdex 75, mediante la cual rproDer p 1 se separé de los contaminantes
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peptidicos de pequefio tamafio arrastrados desde su produccion. Las diferentes
fracciones de la cromatografia de penetrabilidad FPLC se analizaron mediante
electroforesis en PAGE-SDS en condiciones deshaturalizantes para comprobar su

composicion y pureza (Figura 7 C, derecha).

De este modo, tanto proDerp1aS como rproDer p 1 fueron producidos en altas
cantidades y purificadas a homogeneidad, de acuerdo a criterios de movilidad
electroforética e inmunodeteccion mediante Western blot (Figura 7 C y D). Los
rendimientos finales de purificacion para ambas proteinas fueron 1 mg/l de medio
induccioén para proDerp1aS y 30 mg/l para rproDer p 1; y sus €2gonm tedricos 75.325 M-

L.emty 51.800 Mt.cm?, respectivamente.

2.1.3.-Caracterizacion estructural

La identidad estructural de las construcciones purificadas se comprobé mediante
andlisis electroforético PAGE-SDS conteniendo B-mercaptoetanol, seguido de la
inmunodeteccion de sus componentes estructurales mediante Western blot. La banda
proteica correspondiente a proDerp1aS purificado fue reconocida especificamente por
sendos antisueros anti-a-sarcina y anti-Der p 1, mostrando la naturaleza de quimérica
de la construccion (Figura 7 B). De forma paralela, rproDer p 1 fue reconocido por el
antisuero anti-Der p 1 (Figura 7 D). Ademas, los tamafios moleculares experimentales
obtenidos mostraron que ambas proteinas purificadas incluian en su estructura el
propéptido N-terminal de 80 aminoacidos correspondiente a la forma precursora

inmadura del alérgeno Der p 1.

El espectro de CD en el UV-lejano registrado para proDerp1aS se correspondié con un
plegamiento globular formado mayoritariamente por hélice a, junto a una considerable
contribucién de lamina 3 (Figura 8 A). Este espectro es concordante con las estructuras
secundarias de los dos componentes de la inmunotoxina, mayoritaria en hélice a para
Der p 1 (Chruszcz et al., 2008) y en lamina B para a-sarcina (Martinez del Pozo et al.,
1988; Garcia-Ortega et al., 2002).

Mediante el andlisis por espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF, proDerp1aS revel6
un tamafio monomérico de 53.073 Da (Figura 8 B), el cual estd en concordancia con el
tamafio tedrico esperado para la construccion (52,4 kDa). La diferencia entre ambos
valores se explica por la protedlisis del factor a durante la secrecion de la proteina,
donde el corte por Kex2 afiade 4 residuos extra a la construccion en posicién N-terminal

(EasySelect™ Pichia Expression Kit, Invitrogen).
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Figura 8. Caracterizacion estructural de proDerp1aS. A) Espectro de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano (Byrw,
elipticidad molar por residuo expresada como: grado x cm?x dmol™). Espectro realizado en tampon fosfato sédico 50
mM, NaCl 0,1 M, pH 7,4 con una concentracion de proteina de 0,15 mg/ml. B) Espectro de masas MALDI-TOF
registrado para la proteina purificada.

2.1.4.-Caracterizacion funcional

La caracterizacién funcional de proDerp1aS incluyé el estudio de las actividades
enzimaticas de las proteinas que conforman sus dominios marcador y téxico. Es decir,
la caracterizacion de la actividad cistein proteasa propia de Der p 1y, como viene siendo

habitual, la actividad ribonucleolitica de a-sarcina.

La especificidad de la accion citotoxica de proDerp1aS depende de su correcto
reconocimiento por IgE Der p l-especifica. Esta funcién se estudi6 mediante ensayos

de ELISA utilizando sueros de pacientes sensibilizados y no sensibilizados a Der p 1.

Por dltimo, el efecto de la inmunotoxina sobre células presentando IgE en su membrana
plasmatica se estudié utilizando cultivos celulares de hFceRlI RBL-2H3, tratados con
sueros de pacientes alérgicos y no alérgicos a Der p 1, y sobre basdfilos circulantes
contenidos en preparaciones de PBMCs obtenidas desde muestras sanguineas de

pacientes alérgicos y no alérgicos a Der p 1.

2.1.4.1.-Caracterizacion de la actividad cistein proteasa

La actividad cistein proteasa de rproDer p 1 y proDerp1aS se caracterizé mediante el
ensayo del péptido fluorogénico Boc-QAR-AMC (Schultz et al., 1998). El registro de la
fluorescencia emitida por el AMC libre, producto de la protedlisis del sitio QAR, mostré
una considerable actividad cistein proteasa de proDerp1aS frente a este substrato

peptidico; si bien esta fue menor a la registrada para la forma madura del alérgeno
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obtenida a partir del extracto de acaros, nDer p 1 (Figura 9 A). Por el contrario, rproDer

p 1 no mostré ninguna actividad hidrolitica sobre Boc-QAR-AMC (Figura 9 B).
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Figura 9. Caracterizacion de la actividad cistein proteasa sobre el péptido fluorogénico Boc-QAR-AMC.
Comparacién equimolar de la hidrélisis producida por 15 pmol de proDerp1aS (A) y rproDer p 1 (B) frente a nDer p 1
como control. Ambos ensayos incluyen muestras tratadas con el inhibidor de cistein proteasas E64. Los resultados
representan la media + desviacién tipica de duplicados para cada ensayo.

En concordancia con lo descrito en la bibliografia, el resultado para rproDer p 1 mostré
como la presencia del propéptido N-terminal en proDer p 1 inhibe la actividad cistein
proteasa caracteristica de la forma madura de Der p 1 (Jacquet et al., 2002; Takai et
al., 2002). Sin embargo, la actividad proteolitica mostrada por proDerp1aS sugiere que
la fusion del dominio a-sarcina en posicion C-terminal de proDer p 1 altera de algun
modo esta actividad inhibidora. Este hecho, podria explicarse atendiendo a la estructura
tridimensional de proDer p 1 (Meno et al, 2005), donde los residuos N- y C-terminal se
sitan proximos en la superficie de la molécula. Asi, la presencia de a-sarcina en
posicion C-terminal de proDerp1aS afectaria al correcto plegamiento o disposicion del
propéptido sobre el centro activo de Der p 1, impidiendo su funcion inhibidora de la

actividad cistein proteasa.

a-Sarcina  proDerpia$S

C 3 6 12 3 6 12

Figura 10. Caracterizaion de la actividad ribonucleolitica. Ensayo de reticulocitos comparando la actividad
ribonucleolitica de cantidades equimolares (pmol) de a-sarcina y proDerp1aS sobre el SRL de ribosomas de mamifero.
La flecha indica la movilidad electroforética correspondiente al fragmento a liberado, producto caracteristico de la

actividad ribonucleolitica de a-sarcina. C, control negativo (ausencia de proteina).
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2.1.4.2.-Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

Los ensayos de reticulocitos mostraron que proDerp1aS presenta la actividad
ribonucleolitica inactivadora de ribosomas de a-sarcina. Como se muestra en la Figura
10, cantidades equimolares de a-sarcina wt y proDerp1aS, ensayadas frente a un

extracto de reticulocitos, causaron una liberacion equivalente de fragmento a.

2.1.4.3.-Caracterizacion del reconocimiento por IgE especifica

El estudio del reconocimiento de proDerp1aS por IgE humana, mediante ELISA
indirecto, mostré una unidon semejante para las tres proteinas ensayadas, nDer p 1,
proDer p 1 y proDerp1aS, para todos los sueros de pacientes alérgicos a Der p 1
analizados (#1-15). Esta union alérgeno-IgE no se registré en ningun caso con los
sueros de pacientes no alérgicos ensayados (C1, C2) (Figura 11 A). Los ELISA de
inhibicibn mostraron una inhibicibn semejante sobre el reconocimiento por IgE de nDer
p 1 por rproDer p 1 y proDerp1aS, pero ésta fue significativamente menor en ambos

casos a la inhibicion autologa del propio nDer p 1 (P< 0,05) (Figura 11 B).

En conjunto, estos resultados indican un comportamiento similar en la union por IgE a
nDer p 1, rproDer p 1 y proDerp1aS, siendo las tres proteinas reconocidas
especificamente por aquellos sueros de pacientes alérgicos a Der p 1, pero no por los
sueros control. Las diferencias observadas mediante ELISA de inhibicion, que indicaron
un menor reconocimiento alergénico de rproDer p 1y proDerp1aS respecto a nDerp 1,
se podrian explicar por las diferencias estructurales y epitopicas existentes entre la
forma natural de Der p 1 -procesaday glicosilada-, y la forma recombinante del precursor
de dicho alérgeno utilizado para la expresion recombinante (Meno et al., 2005).
Ademas, hay que destacar que la inclusion de a-sarcina en la construccién proDerp1aS,
no alterd significativamente el reconocimiento epitdépico por IgE respecto al alérgeno

rproDer p 1 independiente.

2.1.4.4.-Caracterizacion de la actividad biologica sobre células hFceRIl RBL-
2H3

Una vez comprobado que la inmunotoxina proDerp1aS es reconocida de manera
especifica por IgE de sueros de pacientes alérgicos a Der p 1, pero no por los sueros
de pacientes control; se procedié a la caracterizacion de su actividad bioldgica in vitro
utilizando el modelo celular hFceRI RBL-2H3. Mediante ensayos de liberacion de B-
hexosaminidasa y de inhibicion de la viabilidad celular se analizé6 la unién de

proDerp1aS a IgE anclada sobre el receptor hFceRI; asi como la desgranulacion y la
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citotoxicidad especifica producida por la inmunotoxina tras sensibilizar las células con

IgE Der p 1-especifica procedente de los sueros alérgicos a Der p 1.
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Figura 11. Ensayos de reconocimiento por IgE sérica. A) ELISA indirecto sobre nDer p 1, rproDer p 1y proDerp1aS
utilizando sueros (diluidos 1/10) de pacientes alérgicos (#1-15) y no alérgicos (C1, C2) a Der p 1. Las flechas indican
los sueros seleccionados para los ensayos celulares in vitro con células hRBL-2H3 y los asteriscos aquellos pacientes
utilizados en los test de activacion de basdfilos. B) ELISA de inhibicion del reconocimiento de nDer p 1 por IgE
(pacientes #1, 3, 9), mediante la competicion epitépica con rproDer p 1 y proDerp1aS, utilizando cantidades
equimolares para las tres proteinas. Los resultados muestran las medias + desviacion tipica de ensayos realizados por
duplicado.

Los niveles de desgranulacion de las células hFceRI RBL-2H3 sensibilizadas con sueros
de pacientes alérgicos a Der p 1 (n=5), medidos 1 h después de la estimulacién, fueron
similares para rproDer p 1 y proDerp1aS (Figura 12). En ambos casos, la liberacion de
B-hexosaminidasa manifestd un efecto dosis-dependiente, sufriendo una saturacién y
reduccion de sus niveles a concentraciones de proDerp1aS en torno a 100 nM. Ademas,
la activacion de las células hFceRI RBL-2H3 se observd nicamente cuando los cultivos
fueron sensibilizados con sueros de pacientes alérgicos, pero no con los sueros control
(n=2), lo que indica la estricta dependencia de IgE Der p 1-especifica de esta activacion
celular. a-Sarcina wt nunca causé desgranulacion, independientemente del suero

utilizado para la sensibilizacion (Figura 12).
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Figura 12. Ensayos de desgranulacion y citotoxicidad in vitro con células hRBL-2H3. A) Células hRBL-2H3
sensibilizadas previamente con suero de pacientes alérgicos (#1, 5, 6, 12, 13) y no alérgicos (C1) a Der p 1 fueron
tratadas con proDerplaS, analizandose la liberacion de B-hexosaminidasa (3-Hex. % del total) y la viabilidad celular
mediante un ensayo de MTT (* indica la limitacion de suero disponible de este paciente). a-Sarcinay rproDer p 1 fueron
utilizados como controles para ambos ensayos, mostrandose el resultado de para el suero #1 (B), representativo de
los paciente alérgicos, y del suero control C1 (C). Todos los experimentos se realizaron por duplicado, indicando las
barras su promedio + su desviacion tipica.

El efecto de proDerp1aS sobre la viabilidad celular de cultivos de células hFceRI RBL-
2H3 sensibilizadas, y su especificidad segun el suero contenga IgE Der p 1-especifica
0 no, se analizé 24 horas después de la estimulacion con la inmunotoxina. En este caso,
proDerp1aS mostré una citotoxicidad especifica promoviendo la muerte celular
exclusivamente en aquellas células sensibilizadas con sueros de pacientes alérgicos a
Der p 1 (n=5), pero no sobre aquellas sensibilizadas con sueros de pacientes no
alérgicos a Der p 1 (n=2) (Figura 12). Comparativamente a los valores de inhibicion de
la viabilidad celular para proDerp1aS sobre las células sensibilizadas con IgE Der p 1-
especifica, ni rproDer p 1 ni a-sarcina wt produjeron un efecto citotoxico resefiable en
las células hFceRI RBL-2H3 sensibilizadas (n=5) y no sensibilizadas (n=2) con IgE Der
p 1-especifica. Los resultados para estos controles con un suero IgE anti-Der p1 positivo

(alérgico) y otro negativo (no alérgico) representativos se muestran en la Figura 12.

176



RESULTADOS Y DISCUSION

2.1.4.5.-Caracterizacion de la toxicidad de proDerp1aS

Ademas de los ensayos sobre las células hFceRlI RBL-2H3, como preambulo a la
caracterizacion de la actividad de proDerp1aS sobre los baséfilos de pacientes alérgicos
a Der p1, la toxicidad inespecifica de la construccion se evalué sobre diferentes modelos
celulares (HelLa, Calu-3, LAD2, Raw 264.7).
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Figura 13. Ensayos de viabilidad celular comparando el efecto téxico de a-sarcina wt (barras negras) y
proDerp1aS (barras grises) sobre diversos modelos celulares. Resultados de los experimentos de viabilidad
celular obtenidos, mediante ensayos de MTT incubando durante 24 h con diluciones seriadas de las proteinas
analizadas diferentes cultivos celulares: A) HelLa, B) Calu-3, C) LAD2 y D) Raw 264.7. Los resultados muestran las
medias + desviacion tipica de ensayos realizados por duplicado.

Tras 24 h de incubacién, proDerp1aS mostré un efecto toxico inespecifico limitado,
siendo la viabilidad de los cultivos igual o superior al 90% para los ensayos de
concentracion 1 pyM, excepto EN el caso de las células Calu-3 (69,97 + 4,94 %) (Figura
13). Ademas, proDerp1aS causé siempre una inhibicion de la viabilidad celular menor a
la producida por a-sarcina wt, mostrando como la fusion de un componente proteico a
a-sarcina reduce su citotoxicidad inespecifica como parte de las inmunotoxinas, tal y
como ha sido descrito para anteriores construcciones caracterizadas por nuestro grupo

(Carreras-Sangra et al., 2012).
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2.1.4.6.-Caracterizacion de la actividad biolégica en basdéfilos humanos

De forma semejante a los estudios realizados con las células hFceRlI RBL-2H3, la
actividad de proDerp1aS sobre basdfilos circulantes de pacientes alérgicos y no
alérgicos a Der p 1 se caracterizd6 mediante ensayos de desgranulacién/activacion y

ensayos de citotoxicidad.

A 10K ] 43
] 10 10 A
. 3 CD63+
800 7 10 1 259
g g ]
E 8 < 2
] 8 10 g 10 _;
0 o [§) ]
o O ]
1 1]
10 10 3
o
10 10
ooy Ty Ty .
o 1 2 3 4 0 1 2 3 4
100 10 10 10" 10 o 10 10 100 10
CCR3-APC CD63 FITC
B 4 4
10 10 3
3 CD63+
w " N 92,7
T ; é ]
8 o 1o o 102_5
(%] q @ =
Q @) E
O 8]
1 1
o 10
10 10El
T LR | AL | T
1 2
0 400 800 o 10 10 100 10
FSC-H CCR3-APC CD63 FITC

Figura 14. Gréficos de citometria de flujo obtenidos para los ensayos de BAT. Resultados obtenidos en los
estudios de desgranulacion utilizando sangre de un paciente alérgico a Der p 1 (#13). Los ensayos muestran: A) sangre
no estimulada con alérgeno y B) estimulada con 2,3 nM de nDer p1l. Las diferentes graficas muestran: la representacion
de tamafio (FSC-H) y complejidad (SSC-H) de los leucacitos obtenidos tras la estimulacion y la lisis de los eritrocitos,
mostrandose la region linfocito-basoéfilo R1 (izquierda); el doble marcaje CCR3-APC/CD203c-PE de la subpoblacién
R1, mostrando aquellos eventos doblemente positivos identificados como baséfilos (Bas) (centro), y el marcaje de
activacion con el indicador de desgranulacion CD63-FITC (derecha).

La desgranulacién de baséfilos mediada por alérgeno se evalio de manera rutinaria
mediante el ensayo de activacion de baséfilos (BAT). Tras la estimulacion de muestras
de sangre completa con las diferentes proteinas ensayadas, los eritrocitos se lisaron y
los basofilos se seleccionaron con un marcaje CCR3+/CD203c+ dentro de la poblacion
de linfocitos-basofilos. Los niveles de desgranulacion se evaluaron mediante la
cuantificacion de la exposicion en la membrana plasmatica del marcador CD63 (Figura
14).
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Los ensayos de BAT mostraron una tendencia similar, dosis dependiente, en la
desgranulacién causada por nDer p 1, rproDer p 1y proDerp1aS en el caso de pacientes
alérgicos a Der p 1 (n=5), mientras que a-sarcina wt no provocé desgranulacion
observable en ningun paciente (Figura 15 A). Por otro lado, los individuos control, no
alérgicos a Der p 1 (n=5), no mostraron para ninguna de las proteinas ensayadas ninguin
efecto sobre la expresién de CD63 diferenciable de los controles no estimulados (datos
no mostrados). De acuerdo a la concentracion de alérgeno necesaria para producir un
50% de la activacibn maxima (ECsg), dentro de la muestra de cinco pacientes alérgicos,
nDer p 1 (0,00187 + 0,00267 nM) presenté una actividad estimulatoria casi 10 veces
mayor que rproDer p 1 (0,0123 £ 0,0134 nM) y proDerp1aS (0,0151 £ 0,0138 nM)
(Figura 15 B). Respectivamente, los valores de ECs para rproDer p 1 y proDerp1aS no

mostraron diferencias significativas en un andlisis estadistico ANOVA (P< 0,186).
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Figura 15. Desgranulacion de baséfilos de pacientes alérgicos a Der p 1. A) Test de activacion de basofilos
mostrando la desgranulacion (CD63+) dosis dependiente para la estimulacion con nDer p 1, rproDer p 1y proDerplaS
en muestras de sangre de pacientes alérgicos a Der p 1 (n=5). C, células no estimuladas, y algE, control positivo de
activacion. B) Representaciones individuales y promedio de la ECs, obtenida para los cinco pacientes alérgicos a Der
p 1 mostrados en la imagen A. La barra gruesa horizontal indica la media de las ECsg, mostrandose la desviacion tipica
superior.

Una vez comprobado que proDerp1aS se unié de forma especifica a IgE anti-Der p 1
anclada al receptor FceRI en los basdfilos, provocando su desgranulacion de manera

semejante a nDer p 1, se estudio su capacidad citotdxica especifica sobre estas células.

Con este fin, de acuerdo a lo descrito en el apartado de Materiales y Métodos, cultivos
celulares conteniendo 200.000 PBMCs de pacientes alérgicos (n=3) o no alérgicos (n=2)
a Der p 1 se incubaron con diluciones seriadas de proDerp1aS, rproDer p 1 y a-sarcina
wt (0,1; 10; 1000 nM) durante 24 y 72 h. Finalmente, las células se marcaron mediante
un anticuerpo anti-CCR3-APC para la seleccion de los baséfilos, y mediante los
marcadores LIVE/DEAD y Anexina V-FITC para el andlisis de la viabilidad celular y la

apoptosis, respectivamente.

Los resultados obtenidos, presentados en la Figura 16, no mostraron ningun efecto
citotoxico especifico de proDerp1aS sobre los basofilos de los pacientes alérgicos a Der

p 1. En primer lugar, en los ensayos utilizando las proteinas a una concentraciéon de 0,1

179



RESULTADOS Y DISCUSION

24 h 72h
60 60
: I Derpl-(n=2) I Derpl-(n=2)
< [ Derp 1+ (n=3) [ Derp 1+ (n=3)
+
Q 404 : -
S 40
(2]
o
=
9 204 r - 20
©
g Il (N
0. 0
9
. 80 - - 80
%
o 604 - - 60
&
3 407 - 40
=
Sl T (i L T
[11]
0- 0
“\ Q\ A0 0‘5 “\ A a2 0‘5
c ooe‘ 5&‘(‘\ 0“"&'\ c 0()""“> g,a‘c‘\ e(?'\
o o o < o Y
B Y °
24 h 72h
60 60
E Derpl-(n=2) I Derpl-(n=2)
9 [ Derp 1+ (n=3) [ Derp 1+ (n=3)
+ 404 ! L 40
3
(2]
o
5 20 4 r - 20
(7]
©
AN [N Tl
04 0
& 80 - 80
2
> 601 L 60
g
o 40 4 - 40
)
5 201 i ﬂ I ﬂ i ﬂ 20
0
©
A A R S N . &
¢ °0°‘Q 51>‘°\ ed’\ c Ooe‘v ¢ 9‘9\
of o° Q‘OO of o° Q‘OO

Figura 16. Efecto citotéxico de proDerp1aS sobre baséfilos de pacientes no alérgicos (barras negras) y
alérgicos a Der p 1 (barras grises). Las graficas muestran el efecto de las diferentes proteinas ensayadas a una
concentraciéon de 1 nM (A) y 1 uM (B) sobre la viabilidad celular, mediante el marcaje con LIVE/DEAD, y sobre los
niveles de apoptosis, mediante el marcaje con Anexina V-FITC tras 24 y 72 h de incubacion. Los resultados incluyen
los valores promedio + desviacion tipica obtenidos para dos pacientes no alérgicos y tres pacientes alérgicos a Der p
1.

0 10 nM no se observo ninguna variacion significativa ni en el marcaje con Anexina V ni
con la sonda LIVE/DEAD para ninguno de los tratamientos a ninguno de los tiempos
analizados, 24 y 72 h (Figura 16 A). En los ensayos realizados a 1 pM, tras 72 h de
incubacién, tanto a-sarcina wt como proDerp1aS causaron un aumento significativo en
el porcentaje de baséfilos apoptéticos y no viables independientemente del tipo de

paciente del que se habian obtenido (P <0,05) (Figura 16 B). Sin embargo, la ausencia
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de este mismo efecto a las 24 h de estimulacion, junto con la consideracién de que este
efecto unicamente se observo en los ensayos de concentracion 1 uM, parece indicar
que este resultado es consecuencia de la acumulacién temporal de cierta citotoxicidad

inespecifica frente a los basofilos causada tanto por proDerp1aS como por a-sarcina wt.

Por tanto, aunque proDerp1aS mostré interaccionar de forma especifica con la IgE
presente en la membrana celular de los basofilos de los pacientes alérgicos a Der pl
(ensayos de BAT), al no mostrarse ningun efecto significativo sobre su viabilidad celular
0 apoptosis relativa respecto al nimero total de PBMCs; estos resultados cuestionaron
la internacion del complejo alérgeno-IgE-FceRl tras su formacion en la membrana celular

de los basofilos.
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Figura 17. Ensayo de internacién de IgE unida a FceRl tras la estimulacién con proDerp1aS. Representacion de
los histogramas obtenidos para el marcaje anti-IgE de los basoéfilos(CCR3+/CD203c+) contenidos en las distintas
alicuotas de sangre ensayadas. Después de su estimulacién con proDerp1aS durante 10 min a 37°C, las diferentes
alicuotas de sangre del paciente #17 (alérgico a Der p 1) fueron incubadas durante: 4 h a 4°C como control de no-
internacion (rojo), 20 min a 37°C y después a 4°C (azul), y 4 h a 37°C (verde). Un tubo sin marcar, incubado 4 h a 37°C
se incluyé como control (gris).

Para comprobar si esta internacion alérgeno-dependiente, necesaria para el mecanismo
de accién de proDerp1aS, ocurre en los basdfilos; se realizé un seguimiento de la
cantidad IgE presente en su superficie celular transcurridos diferentes tiempos desde su
estimulacion con proDerp1aS. Como se muestra en la Figura 17, los niveles de IgE en
la membrana de los basofilos sensibilizados a Der pl (paciente #17), detectados
utilizando un anticuerpo anti-hlge-PE, se mantuvieron estables durante las 4 h
posteriores a la incubacion con proDerp1aS. Por tanto, estos resultados indican que el
complejo IgE Der p 1-especifica-FceRI no sufrié una internacion alérgeno-dependiente

al menos durante las 4 h siguientes a la estimulacion con proDerp1aS.
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2.2.-IL33aS

En este segundo apartado del Bloque Il se presentan los resultados en relacién con el
disefio, produccién, purificaciobn y caracterizacion de una inmunotoxina alérgeno-
independiente dirigida frente a aquellas células expresando el receptor ST2 en el
contexto de la respuesta inflamatoria de tipo 2. Esta inmunotoxina, IL33aS, se desarrollo
siguiendo nuestro disefio de inmunotoxina monomérica incorporando como dominio
marcador la forma madura de IL-33 murina (mlL-33). De forma paralela se muestra la
produccion y purificacion de miL-33, utilizada como control no téxico durante la

caracterizacion la inmunotoxina.

1. mlL-33: forma madura de la IL-33 murina (aminoacidos 109-266) producida de
forma heterdloga en P. pastoris para ser utilizada como control funcional del

dominio interleuquina en la caracterizacion de la inmunotoxina IL33aS.

2. IL33aS: inmunotoxina quimérica en cadena Unica compuesta por la forma
madura de la IL-33 murina (dominio marcador) fusionada a a-sarcina (dominio

toxico) mediante el linker tripeptidico Gly-Gly-Arg.

2.2.1.-Disefio y obtencion de los plasmidos de expresion

La obtencion de los plasmidos de expresion para IL33aS y mIL-33 de ratdn se realizo,
de manera analoga a lo descrito para las anteriores construcciones, desde los vectores
pPICZaAIMTXA33aS (anteriormente obtenido por el grupo) y pUCIDT-prolLUCM, el
cual contenia el cDNA de la IL-33 murina completa.

Para la construccion del vector pPICZaAIL33aS, la secuencia codificante para mlL-33
se amplific6 mediante PCR utilizando los oligonucleétidos 11 y 13. El fragmento
amplificado se digiri6 con EcoRI y Notl y se insert6 en la posicion del dominio marcador
del pPICZaAIMTXA33aS, anteriormente digerido con las mismas enzimas. La mezcla
de ligacion se transformoé en células E. coli cepa DH5aF’, tras lo que se electropord en

células de P. pastoris BG11.

El plasmido pPICZaAIL33 para la expresiéon de mIL-33 en P. pastoris, se construyo
mediante el clonaje del cDNA de mlIL-33 en fase con el factor q, incluyéndose una
extension de seis histidinas en posicion C-terminal. El fragmento “5’EcoRI-mIL-33-
STOP-Sall3” se amplificé desde el vector pUCIDTILUCM mediante los oligonucleétidos
11 y 12, incluyendo los sitios de restriccion EcoRI (5') y Sall (3’). El fragmento

amplificado se digiri6 con esas mismas endonucleasas, y se clondé en el vector
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pPICZaAIMTXA33aS digerido también con EcoRl y Sall. El producto de la ligacion se
transformo en células E. coli DH5aF' y el plasmido de uno de los transformantes se

utilizé para electroporar células P. pastoris BG11 y KM71.

2.2.2.-Produccion vy purificacion de IL33aS

La primera prueba de produccion de IL33aS, realizada segun las condiciones estandar
para las inmunotoxinas anteriormente descritas, mostré una gran cantidad de proteina
secretada al medio extracelular, pero susceptible de degradacién, para las cuatro
colonias ensayadas (Figura 18 A). Esta degradacion, detectada mediante un antisuero
anti-a-sarcina, mostré dos bandas mayoritarias que se corresponden con los tamafios

de IL33aS completa y a-sarcina escindida.
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Figura 18. Andlisis electroforético PAGE-SDS de la produccién y purificacion de IL33aS. A) Analisis de los
medios extracelulares de las pruebas de produccion de IL33aS mediante Western blot anti-a-sarcina tras 24 y 48 h de
inducciéon a 25°C en BMMY. B) Analisis de los medios extracelulares tras 12 y 24 h de induccién en diferentes
condiciones: temperatura, 15/25°C (25°C para todos aquellos casos no especificados); medio de induccion,
BMMY/BMGMY, e inclusion de PMSF 1 mM (en los casos indicados). C) Seguimiento de la produccién a gran escala
de IL33aS mediante Western blot anti-a-sarcina del medio extracelular. D) Tincién con azul de Coomasie del PAGE-
SDS de las fracciones recogidas durante la purificacion de IL33aS mediante cromatografia de afinidad NiZ*-NTA. Se
muestran: NR, no retenido; Lav, fraccion de lavado con tamp6n de cromatografia; 20 mM, fraccién de lavado con
tampén de cromatografia conteniendo imidazol 20 mM; y las primeras seis fracciones (1 ml) eluidas con imidazol 250
mM. E) IL33aS purificada: tincion azul de Coomasie (CBS) e inmunodeteccién mediante un anticuerpo policlonal anti-
a-sarcina o un monoclonal anti-IL-33.

Las nuevas pruebas de expresion, buscando eliminar la degradacion de la construccion,
incluyeron las siguientes modificaciones en las condiciones de induccién de los cultivos:

a) reduccién de la temperatura de 25 a 15°C, b) adicion de 1mM fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo (PMSF), c) utilizacién del medio de induccion BMGMY y d) reduccion
del tiempo de induccion maximo de 48 a 24 h. Ademas, esta segunda ronda de pruebas
de expresion, se realizd con la colonia #3, la cual habia presentado la menor
degradacién entre las colonias ensayadas en las primeras pruebas (Figura 18 A). De
este modo, como se muestra en la Figura 18 B, la reduccién de la temperatura a 15°C
y la adicion de PSMF 1 mM, provocaron una disminucién independiente de la
degradacion de IL33aS. Por ultimo, mediante la combinacién de estas dos condiciones
en una nueva prueba de expresién se consiguio la secrecion al medio extracelular de

IL33aS en gran cantidad y sin degradacion observable (Figura 18 C).
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Figura 19. Andlisis electroforético de la produccién y purificaciéon de mlIL-33 recombinante. A) Andlisis de los
medios de extracelulares de las pruebas de produccion de mIL-33 mediante Western blot anti-IL-33 tras 24 y 48 h de
induccién a 25/15°C en BMMY suplementado con PMSF 1 mM. B) Andlisis del medio extracelular de la produccién a
gran escala de miL-33, tincion azul de Coomasie. C) Tincién con azul de Coomasie del PAGE-SDS de las fracciones
recogidas durante la purificacion de mlIL-33 mediante cromatografia de afinidad Ni?*-NTA. Se muestran: cuatro
fracciones de lavado imidazol 20 mM (L 20Mm 1-4) y las primeras cinco fracciones eluidas con imidazol 250 mM. D)
mlL-33 purificada: tincién azul de Coomasie (CBS) e inmunodetecciéon mediante un anticuerpo monoclonal anti-IL-33.

La produccion a gran escala de IL33aS se llevo a cabo mediante el crecimiento habitual
del cultivo, pero con una induccion en medio BMMY conteniendo PMSF 1mM durante
24 h a 15°C. El medio de expresion se dializé exhaustivamente en tampén fosfato 50
mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5 y se aplicé a una columna de Ni**-NTA agarosa. Tras los
correspondientes lavados, mediante la elucion con tampdn de dialisis suplementado con
imidazol 250 mM se obtuvieron diferentes fracciones conteniendo la inmunotoxina

altamente concentrada (Figura 18 D). Por ultimo, tras la dialisis para eliminar el imidazol,
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se obtuvo la inmunotoxina IL33aS purificada a homogeneidad, presentando una muy
baja degradacién de sus componentes, de acuerdo con el analisis electroforético
(Figura 18 E).

Las condiciones de expresion optimizadas para la produccion de IL33aS fueron
ensayadas para la produccion recombinante de mlL-33. Tanto en las pruebas de
expresion (Figura 19 A) como en la produccion a gran escala (Figura 19 B), el andlisis
de los medios de induccién mostré una banda proteica acorde al tamafio esperado para
mIL-33 murina (18,4 kDa).

La produccion a gran escala de mIL-33 se realizd en las mismas condiciones que para
IL33aS, tras lo cual la purificacion desde el medio extracelular se realiz6 mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna Ni?*-NTA agarosa. Debido a la gran
cantidad de proteina presente en el medio de induccién, la proteina eluyé tanto en los
lavados con tampdn fosfato imidazol 20 mM como en las fracciones recogidas tras la
elucién con imidazol 250 mM (Figura 19 C). Finalmente, las diferentes fracciones
conteniendo mIL-33 recombinante fueron homogeneizadas y dializadas para eliminar el

imidazol.

Por tanto, tras su produccién en P. pastoris, ambas proteinas, 1L33aS y mIL-33, se
purificaron en altas cantidades y a homogeneidad, de acuerdo a los criterios de
movilidad electroforética y de inmunodeteccién de sus componentes (Figura 18 E y
Figura 19 D, respectivamente). Los rendimientos finales fueron de 5 mg/l de medio de
induccién para IL33aS y de 15 mg/l para mIL-33, con unos coeficientes de extincion

molar €250nm de 37.360 y 14.690 M*.cm™, respectivamente.

2.2.3.-Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural de IL33aS incluyé el analisis de sus componentes
mediante Western blot, el registro de su espectro de CD en el UV-lejano y el estudio de

su tamafo molecular en disolucion.

El analisis de la identidad molecular de IL33aS mediante analisis electroforético en
condiciones desnaturalizantes y reductoras, seguido de una inmunodeteccién por
Western blot, mostré un reconocimiento especifico anti-IL-33 y anti-a-sarcina,

confirmando la naturaleza quimérica de la construccion (Figura 18 E).

El espectro de CD para la inmunotoxina purificada, mostrado en la Figura 20 A, sugiere

un plegamiento globular formado mayoritariamente por lamina 3, concordante con la
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estructura secundaria de mIL-33 (Liu et al., 2013) y a-sarcina (Martinez del Pozo et
al., 1988; Garcia-Ortega et al., 2002).
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Figura 20. Caracterizacion estructural de IL33aS. A) Espectro de CD en el UV-lejano (Burw, €lipticidad molar por
residuo expresada como: grado x cm?x dmol™). Espectro realizado en tamp6n fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M, pH
7,4 con una concentracién de proteina de 0,15 mg/ml. B) Andlisis cromatografico en columna Superdex 75 mediante
FPLC. La proteina mostré un Unico pico simétrico de elucién al volumen esperado para su tamafio teérico de 35,8 kDa.
C) Espectro de masas MALDI-TOF registrado para la proteina purificada.

Finalmente, el andlisis del tamafio molecular de la proteina en disolucion mediante
cromatografia de penetrabilidad FPLC mostr6 un Unico pico de elucion acorde al
volumen estimado para su tamafio tedrico (Figura 20 B), correspondiéndose con una
estructura de 36.470 Da mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 20 C).

2.2.4.-Caracterizacion funcional

Los estudios funcionales de IL33aS incluyeron la evaluacion in vitro de las actividades
especificas de sus dominios IL-33 y a-sarcina, junto al examen de su actividad biol6gica
conjunta y citotéxica sobre las células Raw 264.7, descritas en la literatura como células
ST2-positivas (Bae et al., 2012; Li et al., 2014).

2.2.4.1.-Caracterizacion de la union al receptor ST2/IL1IRAP

En términos de unién a su receptor en superficie celular, IL33aS se comporté de manera
semejante a miL-33 recombinante. Ambas proteinas marcaron de una manera
especifica aquellas células ST2-postivas, Raw 264.7; pero no las células HelLa, ST2-
negativas (Figura 21 A). Los ensayos de internacion realizados con células en cultivo a
37°C, mostraron que, tras su union al receptor, mIL-33 sufri6 una veloz internacién
celular (Figura 21 B), donde se acumul6 de manera progresiva con el incremento del
tiempo de incubacion (Figura 21 C). Contrariamente, cuando la unién y la internacion
se desarrollaron a 4°C, las células mostraron un menor marcaje, que ademas, fue
apagado en gran proporcion mediante el apagamiento de la fluorescencia extracelular

con azul de Tripan (Figura21 By C).
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Figura 21. Estudios de unién e internacién mediante citometria de flujo. A) Ensayos de unién mediante citometria
de flujo de mIL-33 (izquierda) e IL33aS sobre células Raw 264.7 (ST2-positivas) y HelLa (ST2-negativas). Los
histogramas muestran el marcaje registrado tras la incubacién de las células con ambas construcciones marcadas con
Alexa 488 durante 1 h a temperatura ambiente. B) Histogramas de los ensayos de internacion en células Raw 264.7
utilizando mlL-33-Alexa 488. Se muestran las fluorescencias registradas tras la incubacion de las células con la
construccién durante 1 h a 4°C y 2 h a 37°C, antes y después del apagamiento de la fluorescencia externa con azul
de Tripan. C) Representacion del % de células Raw 264.7 positivas para Alexa 488 en las diferentes condiciones de
incorporadas en los ensayos de internacion con mlL-33.

2.2.4.2.-Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica

De forma semejante al resto de inmunotoxinas descritas a lo largo de este trabajo,
IL33aS mantiene la actividad ribonucleolitica de a-sarcina. Como se muestra en la
Figura 22, ambas proteinas, a-sarcina e IL33aS, mostraron una actividad
ribonucleolitica especifica similar.

a-Sarcina IL33aS

c 3 6 3 6

-

Figura 22. Caracterizacion funcional del dominio téxico de la IL33aS. Ensayo de reticulocitos mostrando la
liberacion del fragmento-a, marcado por una flecha negra, como consecuencia de la actividad hidrolitica de a-sarcina
sobre el SRL. Gel mostrando un ensayo realizado con 3 y 6 pmol de la inmunotoxina y a-sarcina fungica. C, control
negativo (ausencia de actividad ribonucleolitica).

2.2.4.3.-Caracterizacion de la actividad bioldgica y citotoxica sobre las células
Raw 264.7

Por ultimo, como parte de su caracterizacion funcional in vitro, se estudio el efecto de
IL33aS sobre la activacién celular y la promocion de la apoptosis en cultivos de células
Raw 264.7, ST2-positivas.
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Figura 23. Actividad bioldgica y citotoxica de IL33aS sobre células Raw 264.7. A) Cuantificacion de la secrecion
de TNF-a por células Raw 264.7 tras 24 h de estimulacion con miL-33 comercial, mIL-33 e IL33aS. Actividad citotoxica
de IL33aS sobre células Raw 264.7 evaluada mediante marcaje con Anexina V-FITC/ioduro de propidio (IP) tras 24 h
de incubacion de los cultivos con la proteina: B) células marcadas como Anexina V positivas y C) células viables,
Anexina V negativas e IP negativas.

Tras 24 h de incubacion con las células, IL-33100266 cOmercial producida en E. coli
(BioLegend) y la forma recombinante mlL-33 producida en P. pastoris (mlL-33)
produjeron un potente incremento, dosis dependiente, en los niveles de TNF-a
secretados al medio extracelular respecto al control de células no estimuladas (Figura
23 A). Por el contrario, aquellos cultivos tratados con IL33aS mostraron unicamente un
ligero incremento en los niveles de TNF-a extracelular respecto al control sin
tratamiento. Ademas, el resultado para IL33aS no se diferencio, a ninguna de las tres
concentraciones ensayadas, de la secrecion inespecifica de TNF-a producida por a-
sarcina (Figura 23 A).

Por ultimo, la citotoxicidad promovida por IL33aS sobre las células Raw 264.7 se evalud
mediante ensayos de muerte/apoptosis. Tras 24 h de incubaciéon, el marcaje con
Anexina V indicé un efecto proapoptoético de la construccion superior al mostrado por a-
sarcina wt y mIL-33 recombinante producida en P. pastoris (Figura 23 B). De forma
paralela, el porcentaje de células vivas, Anexina V-FITC-negativas y yoduro de propidio-
negativas, se redujo en mayor medida en aquellos cultivos tratados con IL33aS, que en
los tratados con a-sarcina wt y mIL-33 (Figura 23 C).

3.-Discusion

3.1.-proDerp1a$S

En la actualidad, las hipersensibilidades de tipo | representan un importante problema
de salud a nivel global, cuya prevalencia e impacto socioecondémico esta previsto que
aumente durante las proximas décadas; por lo que su adecuada prevencion, diagnéstico

y tratamiento se plantean como uno de los grandes retos sanitarios del siglo XXI
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(Pawankar et al., 2013). En lo referido a su tratamiento, pese al amplio conocimiento
alcanzado acerca de su mecanismo etiopatogénico; la variabilidad, complejidad y origen
multifactorial de estas enfermedades persisten como importantes impedimentos para el
desarrollo de una terapia plenamente efectiva. De este modo, aunque la inmunoterapia
alérgeno-especifica (AIT) se presenta en la actualidad como el Unico tratamiento con
potencial curativo frente a las enfermedades alérgicas (Campana et al., 2017; Curin et
al., 2018), su aplicacién clinica plantea considerables restricciones, mostrando una
efectividad variable entre pacientes, posibles efectos secundarios adversos y una
limitada accién sobre los mecanismos efectores de la respuesta inflamatoria de tipo 2;
factores que en conjunto pueden llegar a contrarrestar los beneficios clinicos potenciales
de las terapias (Akdis et al., 2014; Dhami et al., 2017; Nurmatov et al., 2017; Valenta
et al., 2018). Por otra parte, los mecanismos subyacentes al éxito o fracaso de la AIT
contindan siendo mayoritariamente desconocidos, dificultando su optimizacién funcional

y la adecuada aplicacién en la practica clinica de estas terapias.

Por este motivo, con el objetivo de desarrollar tratamientos mas eficaces, convenientes
y seguros para los pacientes alérgicos, en las ultimas décadas se han desarrollado
numerosas aproximaciones terapéuticas alternativas y/o complementarias a la AlT.
Muchas de ellas, frecuentemente basadas en agentes biolégicos, buscan superar las
limitaciones del mecanismo de accidn de la AIT mediante la modulacion especifica de
la fase efectora de las reacciones de hipersensibilidad de tipo |, para asi provocar una

mejora en el curso y/o sintomatologia de estas patologias.

Entre los diferentes agentes moduladores de la fase efectora de la respuesta alérgica
propuestos como potenciales agentes terapéuticos destacan aquellos que presentan
como diana molecular la IgE. Segun su diana terapéutica particular y su mecanismo de
accion, en este grupo se encuadran tres estrategias principales: a) los anticuerpos IgE
blogueantes, con el omalizumab (Xolair®, Novartis) a la cabeza (Busse et al., 2001;
Schulman, 2001; Kopp, 2011), b) los anticuerpos dirigidos frente a la forma de IgE de
membrana (mIgE) expresada en los linfocitos B de memoria (Feichtner et al., 2008;
Chen et al., 2010; Chowdhury et al., 2012; Gauvreau et al., 2014a; Nyborg et al.,
2016), y c) los anticuerpos dirigidos frente a FceRI, buscando originar la inhibicién de las

células efectoras (Khodoun et al., 2013; Hong et al., 2016).

De este modo, aunque en la actualidad los anticuerpos IgE bloqueantes se presentan
como una opcidn terapéutica adecuada para el tratamiento de diversas enfermedades
alérgicas, en las que la IgE desempefia un papel significativo; las limitaciones relativas

a sus posibilidades de aplicacién y eficacia clinica han impulsado el desarrollo de otras
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alternativas experimentales dirigidas a la inhibicion funcional y/o la neutralizacion de los
linfocitos B mIgE+ y las células efectoras de la alergia. Entre estas estrategias destacan:
a) la deplecién selectiva de mastocitos y basdfilos, bien mediante micelas cargadas de
farmacos proapopt6ticos conjugadas a un Fab anti-FceRI (Peng et al., 2015) o mediante
la inhibicién del check point inmune mediante la proteina de fusion CTLA4-Fce (Perez-
Witzke et al., 2016); y b) la eliminacion de los linfocitos B memoria migE+ mediante la
citotoxicidad celular asociada a anticuerpo dirigida sobre mIige (Chen et al., 2010;
Chowdhury et al., 2012; Gauvreau et al., 2014a; Nyborg et al., 2016).

Incluida en esta estrategia terapéutica, basada en agentes citotoxicos dirigidos frente
aquellas células IgE- y/o FceRI-positivas, se encuentra nuestra propuesta de
inmunotoxina alérgeno-dirigida proDerp1aS; cuya produccion y caracterizacion se han
presentado en el Bloque Il de Resultados. Debido a su mecanismo de accion,
sustentado en la especificidad del reconocimiento IgE-alérgeno, proDerp1aS se postula
como un agente citotoxico de precision frente a aquellas células inmunes que presentan
IgE Der p 1l-especifica en su membrana celular. De manera que, segln nuestro
planteamiento, su aplicacion sistémica en un contexto de alergia a D. pteronyssinus
promoveria una deplecién selectiva, y potencialmente terapéutica, de las células
efectoras y de los linfocitos B memoria migE+ Der p 1-especifcos. En este sentido, el
desarrollo y caracterizacion de proDerp1aS responde a su utilizacién como prueba de
concepto de una nueva clase de inmunotoxinas alérgeno-dirigidas, incluyendo el estudio
de sus propiedades citotoxicas y la evaluaciéon de sus posibilidades de aplicaciéon

terapéutica  frente a las enfermedades alérgicas.

La produccion de proDerp1aS se realizé satisfactoriamente en P. pastoris, purificandose
desde el medio de expresion como una unica especie proteica de 53 kDa, altamente
homogénea, soluble y monomérica en disolucion. Su tamafio se correspondio con el
esperado para la proteina quimérica completa, incluyendo el propéptido N-terminal de
la forma inmadura de Der p 1, necesario para el correcto plegamiento y secrecion al
medio extracelular de Der p 1 (Chevigné et al., 2007; Zhang et al., 2009). Por tanto,
pese a la complejidad molecular de la construccion y a la potencial actividad
endoproteasa del dominio Der p 1, proDerp1aS presenté una integridad molecular
adecuada, cumpliendo los requisitos para su correcta purificacion y posterior

caracterizacion.

Los resultados de su caracterizacién bioquimica indicaron que esta inmunotoxina
presenta integradas en una sola molécula la actividad endopeptidasa propia de Der p 1

y ribonucleolitica de a-sarcina. De forma interesante, en linea con lo descrito en la
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literatura, el precursor inactivo rproDer p 1 no presento actividad catalitica alguna sobre
el substrato peptidico Boc-QAR-AMC (Jacquet et al., 2002; Takai et al., 2002),
mientras que la construccién proDerp1aS desplegd una actividad similar a la forma
natural de Der p 1. Una explicacion a este fendmeno reside en la proximidad fisica
descrita entre el dominio inhibidor N-terminal y el extremo C-terminal dentro de la
estructura tridimensional de proDer p 1 (Meno et al., 2005). De modo que, la presencia
del dominio a-sarcina en posicién C-terminal de proDerp1aS podria interferir sobre la
adecuada funcionalidad y posicién del dominio inhibidor N-terminal de proDer p 1 dentro

de la inmunotoxina.

La especificidad citotoxica de proDerp1aS, como en todas las inmunotoxinas, depende
de la correcta funcionalidad de su dominio marcador. En este caso, como éste no esta
formado por un anticuerpo, sino por la forma inmadura del alérgeno Der p 1; segun la
hipétesis planteada para su mecanismo de accion, su correcta funcionalidad se define
en base a su adecuado reconocimiento por las IgEs especificas de Der p 1. En todos
los ensayos realizados para la caracterizacion de esta unién, la inmunotoxina se
comporté de manera analoga al alérgeno rproDer p 1. Es decir, tanto en los ensayos de
unién directa por IgE sérica, de inhibicion competitiva, de desgranulacién con células
hFceRI RBL-2H3 como de BAT, la presencia de a-sarcina en proDerp1aS no alteré de
forma significativa, ni por exceso ni por defecto, el reconocimiento de la construccién
por IgE. Ademas, dicho reconocimiento fue en todo caso especifico, sucediendo
Unicamente con los sueros y basofilos de pacientes alérgicos a Der p 1, pero nunca con
aguellos individuos no alérgicos a Der p 1. Finalmente, mediante los ensayos de ELISA
inhibicidén competitiva y BAT, rproDer p 1 y proDerp1aS mostraron un reconocimiento
por IgE analogo, aunque ligeramente inferior a nDer p 1. Un resultado esperable, dadas
las diferencias moleculares existentes entre la molécula rproDer p 1, no procesada y no
glicosilada en N132, y la forma natural de Der p 1 frente a la que se han sensibilizado
los pacientes alérgicos, mayoritariamente procesada y glicosilada en N132 (Jacquet et
al., 2002; Meno et al., 2005; Zhang et al., 2009).

En conjunto, los resultados obtenidos para el reconocimiento por IgE, junto con los del
andlisis espectroscopico mediante CD en el UV-lejano, acordes con los de los
componentes individuales de proDerp1aS (Garcia-Ortega et al., 2002; Chruszcz et al.,
2008), sugirieron una elevada similitud conformacional y un elevado grado de
conservacion de los epitopos alergénicos entre el dominio proDer p 1 de proDerp1aS y
la forma natural de Der p 1. Por tanto, proDerp1aS mostré comportarse en términos de

actividad serin proteasa y alergenicidad de un modo equivalente a nDer p 1, pero
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incorporando en su estructura la actividad ribonucleolitica potencialmente citotdxica de

a-sarcina.

Abundando en los ensayos celulares, proDerp1aS produjo una desgranulacién dosis-
dependiente tanto sobre las células hFceRl RBL-2H3 sensibilizadas con sueros
conteniendo IgEs Der p 1l-especificas como sobre los basoéfilos de pacientes alérgicos
a Der p 1, pero en ningun caso sobre las células hFceRl RBL-2H3 sensibilizadas con
sueros negativos para IgE Der p l-especifica o sobre basoéfilos de individuos no
alérgicos a Der p 1. Estos resultados, junto al mecanismo de desgranulacion mediada
por alérgeno descrito para las células efectoras de la respuesta alérgica (Passante &
Frankish, 2009; Stone et al., 2010), indican que la unién de proDerp1aS a la superficie
celular de hFceRl RBL-2H3 y los basdfilos se produce especificamente a través del
complejo IgE-FceRI, provocando como consecuencia el entrecruzamiento de los

receptores FceRl y la consiguiente desgranulacion celular.

En consonancia con los ensayos de desgranulacion, el efecto citotéxico de proDerp1aS
sobre las células hFceRI RBL-2H3 se mostrd estrictamente dependiente de la presencia
de IgEs Der p l-especificas en su superficie celular, causando la inhibicién de la
viabilidad celular anicamente sobre los cultivos sensibilizados con suero de pacientes
alérgicos a Der p 1. En estos casos, aungue la concentracién necesaria para causar un
descenso significativo de la viabilidad celular fue elevada (ICso > 0,1 pM), cuando
proDerp1aS se ensay6 a 1 uM si produjo una potente inhibicién de la viabilidad celular
que alcanz6 valores del 75-80% para los cinco sueros IgE anti-Der p 1 positivos
utilizados. Ademas, estos ensayos reafirmaron la especificidad de accion de
proDerp1aS, que no produjo ningun efecto significativo sobre la viabilidad de los cultivos
de células hFceRI RBL-2H3 sensibilizados con suero de individuos no alérgicos a Der p
1.

A diferencia de los resultados obtenidos con las células hFceRIl RBL-2H3, proDerp1aS
no produjo ningun efecto citotdxico especifico sobre los baséfilos de los pacientes
alérgicos a Der p 1. Dado que la union de la inmunotoxina a los basofilos IgE Der p 1-
positivos fue comprobada previamente mediante el ensayo de BAT, mostrandose
altamente especifica y eficaz, existen tres posibles explicaciones causales para esta
ausencia de accion citotdxica: a) la carencia de internacion celular del complejo
proDerp1aS-IgE-FceRI, b) la degradacion completa del dominio toxico de la
construccién antes de su liberacién al citoplasma y c) la resistencia de los basdéfilos al
mecanismo de accion citotoxico de las ribotoxinas. Debido a que las opciones 2) y 3) no

han sido descritas previamente para ninguna otra inmunotoxina ni ribotoxina, que alguna
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de ellas sucediese en los baséfilos parece extremadamente improbable (Alewine et al.,
2015; Olombrada et al., 2017 a). Por tanto, la opcién mas factible es la ausencia de
internacién en los basofilos de los complejos IgE-FceRI tras su entrecruzamiento en la
membrana plasmatica mediado por la union del alérgeno. De este modo, la explicacion
del comportamiento radicalmente divergente, en términos de citotoxicidad especifica
producida por proDerp1aS, entre las células hFceRI RBL-2H3 y los basoéfilos humanos
IgE Der p 1-positivos se fundamentaria en las diferencias en el destino de la IgE celular
tras su unién al alérgeno. Para las células RBL-2H3 ha sido descrito un rapido proceso
de internacién de estos complejos alérgeno-IgE-FceRI (Isersky et al., 1983; Furuichi
et al., 1986), semejante al que tiene lugar en los mastocitos tisulares (Sancho-Serra et
al., 2011; Hellman et al., 2017). Por su parte, los basoéfilos humanos han mostrado
internar IgE sérica a través de FceRI de una forma alérgeno-independiente (Greer et al,
2014), pero esta internacion no ha sido demostrada tras la union de alérgeno, lo que
concuerda con la comprension actual de los basoéfilos circulantes como células
puramente efectoras, que no participan en la presentacion de antigeno y que por tanto
no lo internan (Eckl-Dorna et al., 2012; Sharma et al., 2013).

Apoyando esta conjetura, los ensayos estudiando la internacién de los complejos
proDerp1aS-IgE-FceRI en basofilos de pacientes alérgicos a Der p 1 mostraron que los
niveles de IgE en la membrana celular permanecieron invariables durante las 4 h
posteriores a la estimulacion con proDerp1aS. Por tanto, aun sin datos experimentales
sobre el destino de la IgE a tiempos mayores y sin el registro directo de la internacion
celular de proDerp1aS; estos resultados, sumados a la ausencia de algun efecto
citotoxico especifico observable tras 72 h desde a la estimulacién con la inmunotoxina,
sugieren que los baséfilos humanos circulantes no internan el alérgeno una vez unido a
IgE, sino que lo capturan y mantienen unido en su membrana durante largos periodos

de tiempo.

De este modo, segun nuestros resultados, el requerimiento de internacién celular
implicito al mecanismo de accién de proDerp1aS imposibilita su efecto citotoxico IgE-
mediado sobre los basofilos circulantes; pero si permite su actividad sobre las células
hFceRIl RBL-2H3, donde el alérgeno unido a IgE presente en membrana si parece ser
internado (Isersky et al., 1983; Furuichi et al., 1986). Por tanto, aunque derivadas a
partir de basofilos, pero habitualmente descritas como una linea modelo de mastocitos
con una mezcla heterogénea de las funciones de ambos tipos celulares (Passante &
Frankish, 2009), las células RBL-2H3 se comportan de manera semejante a los
mastocitos tisulares, en los que también se ha demostrado la internacion del complejo

alérgeno-IgE-FceRI (Sancho-Serra et al., 2011; Hellman et al., 2017).
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Por tanto, en el contexto sistémico de la alergia a D. pteronyssinus, proDerp1aS se
presenta como una molécula con potencial citotoxico especifico sobre los mastocitos
tisulares marcados con IgE Der p l-especifica, pero no sobre los baséfilos primados
circulantes. Por otra parte, debido a sus implicaciones en el riesgo de anafilaxia, la
activacion alérgeno-dependiente de las células efectoras producida por proDerp1aS se
presenta como una importante limitacion para el desarrollo de aproximaciones
terapéuticas frente a la alergia basadas en este tipo de moléculas alérgeno-dirigidas. En
este sentido, pese a que la utilizacién de a-sarcina como dominio toxico de la
construccién parece ideal para evitar la liberacion extracelular de mediadores
anafilacticos durante la eliminacion citotoxica de las células cebadas (Min et al., 2012;
Peng et al., 2015); las posibilidades de utilizacion de un alérgeno como dominio
marcador de la construccion parecen restringidas en base al mecanismo de accién de
la inmunotoxina alérgeno-dirigida, donde la desgranulacién sucede minutos después de
la unién del dominio alergénico al complejo IgE-FceRI (Galli & Tsai, 2012; Gould &
Ramadani, 2015, Hellman et al., 2017), mientras que la accién citotoxica de las
inmunotoxinas basadas en a-sarcina requiere del transcurso de horas a dias (Nelson-
Sangraet al., 2012; Jones et al., 2016).

Por altimo, hemos discutidos el efecto potencial que presentaria proDerp1aS sobre los
linfocitos B memoria mlgE-Der p 1+; los cuales, debido a su funcién productora de IgE-
especifica soluble, se plantean como la diana celular mas relevante de nuestra
aproximacion en un contexto in vivo, cuya eliminacién proveeria de un mayor impacto
terapéutico sobre el curso de la enfermedad alérgica (Hu et al., 2018). Para estas
células ha sido descrita una eficiente internacion de alérgenos naturales tras su unién a
mIgE (Laffleur et al., 2015; Laffleur et al., 2017), que el caso de proDerp1aS actuaria
mediando el acceso de la construccioén al interior celular, permitiendo el desempefio de
su actividad citotoxica. Lamentablemente, debido a la escasez de esta poblacion celular
en sangre periférica, no se ha podido corroborar esta hipétesis mediante ensayos con
PBMCs. Para estos estudios, analizando el impacto citotoxico de proDerp1aS sobre los
linfocitos B mIgE+ alérgeno-especificos, la opcion mas adecuada seria la utilizacién de
un modelo de ratén alérgico a Der p 1. Un modelo que ademas permitiria estudiar el
efecto in vivo de la inmunotoxina sobre el balance desgranulacién/citotoxicidad de las
células efectoras y su efecto citotoxico sobre otras poblaciones celulares implicadas en
el mecanismo etiopatogénico de la alergia, asi como su efecto sistémico sobre los
niveles de diversos marcadores de la enfermedad alérgica (IgE-especifica en sangre,
citoquinas Th2, produccién de mucus, infiltracion de eosinéfilos en el epitelio pulmonar,

etc).
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En conclusion, en base a los resultados obtenidos con proDerp1aS, las inmunotoxinas
alérgeno-dirigidas se muestran como un nuevo tipo de herramientas biotecnolégicas
capaces de provocar muerte celular de forma especifica sobre aquellas células que
reconozcan su dominio marcador a través de IgE. En este sentido, estas construcciones
se comportarian de manera semejante a los disefios de inmunotoxina antitumoral
desarrollados previamente por nuestro grupo (Carreras-Sangra et al., 2012; Tome-
Amat et al.,, 2015c), mostrando una actividad citotéxica altamente efectiva y
dependiente de su internacién celular. Respecto a sus posibilidades de aplicacion como
agentes terapéuticos frente a las enfermedades alérgicas, los resultados aqui
presentados corroboran el planteamiento de estas moléculas como agentes citotoxicos
frente a las células efectoras de la alergia, pero resultan insuficientes para afirmar
rotundamente su potencial terapéutico, manifestando la necesidad de una
caracterizacion in vivo en profundidad de los efectos de estas moléculas sobre el curso
de la enfermedad alérgica. Por Ultimo, en caso de confirmarse que la utilizacién de un
alérgeno como dominio marcador supusiese un impedimento definitivo para la adecuada
funcion in vivo de estas construcciones, existen otros dominios marcadores con
potencial terapéutico para el disefio de inmunotoxinas frente a la alergia. Entre estos
destacan los anticuerpos frente a FceRI y frente al dominio CemX de mIgE, utilizados
actualmente en diversas aproximaciones terapéuticas centradas en la eliminacion de las
células efectoras de la alergia (Peng et al., 2015) y los linfocitos B mIgE+ (Gavreau et
al., 20142; Nyborg et al., 2016), respectivamente. En definitiva, la existencia de multitud
de dianas moleculares potencialmente aptas para el desarrollo de inmunotoxinas frente
a estas patologias (Hu et al., 2018), la relevancia actual de los anticuerpos terapéuticos
en el tratamiento de las enfermedades alérgicas (Landolina & Levi-Schaffer, 2016;
Katial et al., 2017) y las excelentes propiedades de estas moléculas en términos de
especificidad y potencia citotoxica (Alewine et al., 2015), convierten a las inmunotoxinas
en una familia de herramientas biotecnolédgicas con un gran potencial de desarrollo en

el campo de los tratamientos de las enfermedades alérgicas.

3.2.-IL33aS

Las citoquinas son importantes reguladores de la inmunidad innata y adaptativa que
contribuyen decisivamente a la etiopatogenia de diversas enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. En los udltimos afos, el desarrollo de diferentes inmunomoduladores
especificos actuando sobre las rutas de sefializacion en las que participan estas

moléculas, principalmente anticuerpos monoclonales e inhibidores de citoquinas, ha
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ampliado las opciones de tratamiento existentes frente a multiples enfermedades como
el cancer, la alergia, la depresion y la artritis reumatoide (Thompson et al., 2016; Katial
et al., 2017; Kappelmann et al., 2018; Conlon et al., 2019).

Hasta la fecha, respecto al tratamiento de las enfermedades alérgicas, la investigacion
en este tipo de agentes se ha centrado en el desarrollo de anticuerpos antagonistas de
la sefializacion por citoquinas de tipo 2, especificamente frente a IL-4, IL-5 e IL-13, y Sus
receptores celulares. Aunque esta estrategia ha generado importantes resultados,
destacando los diferentes anticuerpos terapéuticos aprobados para el tratamiento del
asma y la rinitis alérgica (Katial et al., 2017; Busse et al., 2019), el reciente
descubrimiento de nuevos actores moleculares implicados en la génesis y
mantenimiento de la respuesta inflamatoria subyacente a las enfermedades alérgicas
ha inaugurado un frente de investigacion inédito centrado en la neutralizacion de
citoquinas como TSLP (Gavreau et al., 2014b), IL-25 (Shin et al., 2015) e IL-33 (Chen
et al., 2018).

En el marco de estas estrategias experimentales, la inmunotoxina IL33aS se plantea
como una aproximacion dirigida frente a aquellas células que responsivas a IL-33, en
especial las células ILC2s, que desempefian un rol fundamental en la exacerbacion y
mantenimiento de la inflamacion alérgica pulmonar crénica de tipo 2 (Liew et al., 2016;
Starkey et al., 2019). Debido a su mecanismo de accion, dirigido a provocar la muerte
especifica de las células ST2-positivas, IL33aS representa un planteamiento diferencial
y altamente novedoso frente a las aproximaciones terapéuticas convencionales
actuando sobre el eje IL-33/IL-1RAP, centradas en su mayoria en la neutralizacion

funcional de esta via de sefalizacién (Chen et al., 2018; Gabrielska et al., 2019).

Respecto a la utilizacion de citoquinas como dominio marcador de las inmunotoxinas,
esta aproximacion ha sido explorada desde los primeros disefios de esta clase de
moléculas (Strom et al., 1990), habiendo quedado refrendada su validez y efectividad
tras la aprobacion para uso terapéutico de dos agentes antineoplasicos, formados,
respectivamente, por IL-2 e IL-3 fusionadas a la toxina diftérica (denileukin diftitox,
Ontak®, y tagraxofusp, Elzonris®) (Kim et al., 2020). De este modo, aunque IL33aS
supone un desarrollo novedoso, debido a que sus dianas celulares no han sido
abordadas previamente mediante este tipo de agentes, la viabilidad funcional de su

especificidad y mecanismo de accion aparece respaldada por estos antecedentes.

La produccion de IL33aS se realizo, siguiendo los métodos habituales para nuestras
inmunotoxinas basadas en a-sarcina, mediante su expresion heter6loga en la levadura

P. pastoris. Sin embargo, a diferencia del resto de construcciones presentadas en esta
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Tesis Doctoral, su induccién en condiciones estandar (medio de induccion BMMY y
25°C) dio lugar a una importante degradacién molecular que resultaba incompatible con
su adecuada purificacion y caracterizacion. Con el objetivo de optimizar este balance se
realizaron pruebas de expresién adicionales, lograndose eliminar por completo la
degradacion de la proteina mediante su induccion a 15°C en presencia del inhibidor de
serin proteasas PMSF. De este modo, tras la optimizacion de sus condiciones de
induccién, IL33aS se purific6 a homogeneidad, de forma soluble y monomérica,
poseyendo la construccién un tamafio molecular acorde a su naturaleza quimérica y un
espectro de CD consistente con un plegamiento globular formado mayoritariamente por
lamina B, estructura secundaria dominante en a-sarcina e IL-33 (Garcia-Ortega et al.,
2002; Liu et al., 2013).

La especificidad de la accion citotéxica de IL33aS depende de su capacidad de unién al
receptor heterodimérico ST2/ILLRAcP a través de su dominio marcador anclado a
membrana, mlL-33. Para IL-33, esta interaccion ha sido descrita como un mecanismo
dividido en dos fases consecutivas, incluyendo una unién de alta afinidad de IL-33 a su
receptor primario ST2 y una unién posterior de baja afinidad del correceptor ILLRAcCP
sobre el heterodimero formado por IL-33/ST2, que da lugar a la estructura
heterotrimérica. De este modo, la interaccion especifica de I1L-33 con ST2 actlda como
requisito indispensable para el posterior ensamblaje de ILLRACP y la activacién de la
sefalizacion via MyD88/MAPK/NFkB por el complejo receptor heterotrimérico (Lingel
et al., 2009; Molofski et al.,, 2015). Tal y como se explica a continuacién, la
particularidad de este mecanismo en dos etapas secuenciales resulté fundamental para
entender la interaccion ocurrida entre 1L33aS vy los receptores ST2 e IL1RACP en la

superficie de sus células diana.

En los ensayos de citometria de flujo para caracterizar su unién a ST2, IL33aS se
comporté de manera analoga a mlL-33 recombinante, mostrando una unién altamente
eficaz y especifica sobre las células Raw 264.7, ST2-positivas (Bae et al., 2012; Li et
al., 2014), pero no sobre las células HelLa, ST2-negativas. Sin embargo, aunque las dos
proteinas marcaron las células Raw 264.7 de una manera semejante -presumiblemente
a través de su interaccion especifica con ST2-, en los posteriores ensayos de
estimulacion celular anicamente mIL-33 recombinante produjo la respuesta biolégica
esperada, expresada como la liberacion de TNF-a equivalente a la inducida por la forma
comercial de mIL-33; mientras que el tratamiento con IL33aS no causo ningun efecto
significativo respecto a las células no estimuladas. De esto puede deducirse que, pese
a no impedir la union de IL33aS a ST2, la presencia del dominio a-sarcina en el C-

terminal de la construccion si parece interferir con la posterior union de ILLRAcCP sobre
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el heterodimero IL33aS/ST2, impidiendo la activacion de la senalizacion via
MyD88/MAPK/NF-kB vy, por tanto, la secrecion de TNF-a. Esta explicacion se ve
reforzada por el modelo estructural descrito para la interaccién de IL-33 con ST2 y
ILLRACP, donde el extremo C-terminal de IL-33 se sitia proximo a la region de
interaccion entre ST2 y ILIRAcP, pero alejado de la superficie de union de IL-33 con
ST2 (Lingel et al., 2009). Por tanto, segun esta hipétesis, el propio disefio estructural
de IL33aS seria el responsable de impedir la activacion de las células ST2-positivas

esperada como consecuencia de su dominio miL-33.

Respecto a su dominio toxico, IL33aS incorporé adecuadamente la actividad
ribonucleolitica de a-sarcina sin que la presencia del dominio marcador mIL-33 alterase
su funcionalidad. De este modo, de acuerdo a su naturaleza quimérica, IL33aS se
presenta como una proteina de fusién que incorpora en una sola molécula la capacidad
de IL-33 para unirse especificamente a las células ST2-positivas y de la ribotoxina a-
sarcina para causar la inhibicién de la sintesis proteica una vez en el interior celular.
Ademas, de manera fundamental para sus posibilidades de aplicacion terapéutica, su
unién a través de ST2 a sus células diana no provocé la activacion celular via
MyD88/MAPK/NF-kB propia de IL-33 (Lingel et al., 2009; Bae et al., 2012; Molofski et
al., 2015). Un aspecto, este Ultimo, que actuaria como un elemento afiadido a su
potencial citotoxicidad ST2-dirigida para conseguir el objetivo propuesto para IL33aS de
neutralizar la respuesta inflamatoria desencadenada por las células responsivas a IL-
33.

Como paso previo a la caracterizacion de su actividad citotoxica, nos propusimos
estudiar si, tras su union a ST2, IL33aS sufria la internacién celular necesaria para el
correcto desempefio de su mecanismo de accién. En conjunto, la internacion de los
receptores de citoquina inducida por ligando es un proceso bien descrito entre los
eventos implicados en la regulacion de su sefializacion (Carpenter & Cohen, 1990). En
el caso de ST2, frente a una elevada estabilidad en superficie celular en condiciones de
no estimulacién, la uniéon de IL-33 ha demostrado provocar la rapida internacion,
ubiquitinacién y degradacion del complejo receptor (Zhao et al., 2012). De forma
coherente, nuestros experimentos con las células Raw 264.7 también mostraron una
veloz internacién de miL-33 recombinante, que parecia confirmar lo adecuado del uso
de la dualidad de IL-33/ST2 como dominio marcador y diana molecular de nuestra
inmunotoxina IL33aS. Sin embargo, debido a la limitacion temporal de esta investigacion
y a la hipotesis —demostrada errénea- de que en términos de internacién IL33aS se
asemejaria a mlL-33, estos experimentos no se realizaron con IL33aS. De este modo,

tras los ensayos de activacion celular donde se mostré que la union de IL33aS a ST2
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no promovia la formacion del complejo receptor heterotrimérico, se evidencié que los
resultados obtenidos para la internacion de miL-33, que si promueve dicha trimerizacion,
no pueden aplicarse a IL33aS. Por tanto, sin informacion directa sobre su internacién,
pero con la certeza de que el comportamiento de ésta debe diferir fundamentalmente
del observado para mlL-33, a falta de futuros de ensayos para estudiar este proceso, la

realidad de la internacion de IL33aS se tendra que inferir en base a su efecto citotoxico.

Por ultimo, en los ensayos realizados para evaluar su actividad citotdxica frente a las
células Raw 264.7, tras 24 h de incubacion, IL33aS exhibié un efecto proapoptético e
inhibidor de la viabilidad celular superior al causado tanto por a-sarcina wt como por
mIL-33, para la que también ha sido descrita cierta actividad proapoptética (Akcay et
al., 2011; Na et al., 2012). Este resultado, afiadido a la capacidad de marcaje celular
ST2-dependiente de la construccién, se muestra indicativo de que la actividad citotoxica
de IL33aS presenta un comportamiento ST2-dirigido, en el que el dominio marcador
mIL-33 actia guiando y potenciando de forma especifica el efecto citotéxico de a-
sarcina frente a sus células diana. Dado lo preliminar de este resultado, para confirmar
que IL33aS presenta la accion citotoxica ST2-especifica predicha por su mecanismo de
accion, se requiere completar su caracterizacion incluyendo ensayos con al menos otra
linea celular ST2-positiva y una linea ST2-negativa. Ademas, su bajo efecto citotéxico,
gue provoca un descenso en la viabilidad celular del 35% tras 24 h de tratamiento a una
concentracion de 1 uM, deberia evaluarse en profundidad, ampliando los tiempos de
incubacion hasta las 48 y 72 h, para obtener una perspectiva mas amplia de su efecto
citotoxico real. Asi, la evaluacion directa del comportamiento de internacion de IL33aS
también aportaria informacion relevante para la interpretaciéon de estos resultados;
puesto que, aunque el efecto citotdxico potenciado de IL33aS respecto a a-sarcin indica
que la construccién sufre algun tipo de internacion celular tras su union a ST2, su
actividad inhibidora de la union de IL1LRAcP sobre ST2 sugiere que el complejo
IL33aS/ST2 no seria internado del modo descrito para 1L-33/ST2/ ILLRAcCP, sino
siguiendo el reciclaje basal del receptor ST2. Un proceso que, debido a su vida media
de 5 h en superficie celular y su degradacion proteasomal (Zhao et al., 2012), podria

dar cuenta de una reducida accién citotoxica de IL33aS sobre sus células diana.

Recapitulando, la caracterizacion de IL33aS mostré un tamafo molecular y un
plegamiento compatibles con las propiedades estructurales y funcionales de una
proteina de fusion formada por mIL-33 murina (IL-331090-266) Yy a-sarcina. Ademas, ambos
dominios exhibieron una correcta funcionalidad, dotando a IL33aS de capacidad de
marcaje celular ST2-dependiente y de la actividad ribonucleolitica inactivadora de

ribosomas propia de las ribotoxinas. Por ultimo, IL33aS mostré provocar la muerte
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celular de las células Raw 264.7, ST2-positivas, sin causar su activacion celular como

consecuencia de su unién a ST2.

En base a estos resultados, la actividad citotoxica especifica de IL33aS se plantea como
una herramienta con potencial para producir la deplecion selectiva de las células ILC2s
y los linfocitos Th2, ST2-positivas, en un contexto de inflamacion alérgica pulmonar
crénica caracterizado por elevados niveles locales de estas subpoblaciones celulares
(Doherty & Broide, 2015; Liew et al., 2016; Starkey et al., 2019). De modo que,
siguiendo nuestra hipotesis de partida, la reduccién o eliminacion de estas poblaciones
celulares en el epitelio pulmonar podria contribuir a la mejora o resolucion del proceso

inflamatorio subyacente a dichas patologias.

En conclusion, la caracterizacion recogida en este trabajo, presenta a IL33aS como una
prueba de concepto funcional de una inmunotoxina cuya actividad citotoxica esta
especificamente dirigida por la uniéon de mlL-33 al receptor ST2. La determinacién de
su potencial de aplicacion in vivo, su efecto frente a las células ILC2s ST2-positivas y
las consecuencias fisiopatolégicas de esta actividad sobre el curso y sintomatologia de
la enfermedad permitiran evaluar con mayor profundidad el potencial de IL33aS u otras
aproximaciones similares como posibles opciones terapéuticas de las patologias
alérgicas respiratorias cronicas. En cualquier caso, IL33aS inaugura todo un campo de
herramientas citotoxicas ST2-dirigidas con posibilidades de aplicacion terapéutica frente
a las enfermedades alérgicas independientemente del alérgeno causante de las

mismas.
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Los resultados expuestos en la presente Tesis Doctoral, en consonancia con los objeti-
vos planteados, permiten concluir que:

1.-Se dispone de la metodologia necesaria para la produccion, purificacion vy
caracterizacion estructural y funcional de inmunotoxinas recombinantes compuestas por
multiples dominios marcadores (scFv, VHH, proDer p 1, IL-33) fusionados a la ribotoxina

a-sarcina, dirigidas frente a diferentes enfermedades, como el cancer o la alergia.

2.-Los diferentes disefios de inmunotoxinas antitumorales (IMTXCEAaS,
IMTXTRICEAaS y VHHCEASv20S) muestran una combinacion eficaz de la
funcionalidad de sus respectivos dominios marcadores y a-sarcina, produciendo un

potente efecto citotoxico CEA-especifico sobre sus células diana.

3.-En base a su formato trimerbody, IMTXTRICEAaS posee una capacidad de union a
CEA, una citotoxicidad especifica in vitro y una actividad antitumoral in vivo
significativamente superiores a su analogo monomeérico, IMTXCEAaS. Asi, la
generacion de inmunotoxinas triméricas basadas en el formato trimerbody se muestra

como una estrategia adecuada para la optimizacion de estos inmunoterapéuticos.

4.-La quimera alérgeno-toxina, proDerp1aS, no sélo reconoce especifica y eficazmente
sueros de pacientes sensibilizados, en forma analoga al alérgeno Der p 1, sino que la
incorporacion del domino toxico afiade un efecto citotdxico sobre las células RBL-2H3
hFceRI sensibilizadas con IgE Der p 1-especifica, utilizadas como modelo. Sin embargo,
este efecto citotdéxico no aparece sobre los basdfilos de pacientes alérgicos a Der p 1,

debido a la falta de internacién del complejo inmunotoxina-lgE-FceRI en estas células.

5.-IL33aS mostré una unién celular ST2-especifica semejante a IL-33, pero sin provocar
la activacion celular propia de la interaccién IL-33/ST2. Sin embargo, la construccion si
causo un efecto citotoxico ST2-dependiente sobre las células Raw 264.7 basado en un

mecanismo de accion alérgeno-independiente.

6.-La capacidad para provocar muerte celular antigeno-especifica postula a las
inmunotoxinas basadas en a-sarcina como herramientas con potencial terapéutico, no

solo frente al cancer, si no también frente a otras patologias, como la alergia.
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