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Ahora represéntate el estado de la naturaleza humana,

con relacion a la sabiduria y a la ignorancia, segun el cuadro que te voy a trazar:

imagina un antro subterraneo, y en esta caverna hombres encadenados desde la infancia...
...Mira ahora lo que debe ocurrir, si se les libra de sus cadenas y se les cura de su error.

Platon, La Republica.
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Resumen y Abstract

En la actualidad, y pese al desarrollo de tecnologias biomédicas avanzadas y de nuevos
métodos diagndsticos, la incidencia y mortalidad del cancer constituyen uno de los
principales riesgos para la salud y la esperanza de vida. Dentro de los tipos de cancer, el
cancer colorrectal ocupa la tercera posicion en incidencia y la segunda posicion en
mortalidad para la poblacion global. La terapia suele consistir en cirugia, acompafiada de
guimioterapia y radioterapia como terapia adyuvante. No obstante, estos tratamientos no
son especificos, ocasionando toxicidades inespecificas y comprometiendo directamente la
calidad de vida de los pacientes. Por ello, la inmunoterapia y el uso de anticuerpos
monoclonales ha constituido un avance primordial en el tratamiento de esta enfermedad,
al tratarse de terapias dirigidas de gran especificidad, presentando resultados clinicos

prometedores.

Dentro de la inmunoterapia pasiva basada en anticuerpos monoclonales destacan las
inmunotoxinas. Las inmunotoxinas son proteinas quiméricas que presentan un dominio
marcador (normalmente un anticuerpo o derivado suyo) que dirige especificamente la
accion de un dominio téxico (formado por una toxina de naturaleza proteica) hacia la célula
diana o tumoral, provocando la muerte de la misma. Desde los disefios iniciales, las
inmunotoxinas han experimentado una evolucién, tanto en su dominio marcador, mediante
la incorporacion de dominios de menor tamafio, como los formatos scFv (fragmento
variable de cadena unica) o VHH (nanobody), o con formatos triméricos (trimerbody); como
en su dominio toxico, mediante la utilizacién de toxinas de diferente origen o con variantes
menos inmunogeénicas. En este sentido, es destacable la utilizacion de ribotoxinas fungicas
como dominio téxico de inmunotoxinas, y en particular de su miembro mejor caracterizado,
la a-sarcina, debido a su elevada estabilidad térmica, a su pequefio tamafio, a su baja

inmunogenicidad y a su elevada eficacia catalitica.

Asi, la presente tesis doctoral se ha centrado en el disefio de variantes de inmunotoxinas
optimizadas, con una menor inmunogenicidad, una mayor eficiencia citotdxica, asi como
con una mayor penetracién tumoral y un mayor tiempo de vida medio en sangre. Por otro
lado, se ha iniciado una nueva estrategia mediante la combinacion del potencial terapéutico
de las inmunotoxinas con las propiedades de las nanoparticulas de oro, destacando su
elevada ratio superficie/volumen, su elevada reactividad quimica o la posibilidad de
transformar energia luminica en energia térmica mediante el efecto fototérmico (PTE)

constituyendo una nueva herramienta terapéutica para el tratamiento del cancer.

En primer lugar, se ha caracterizado una variante no inmunogénica de la a-sarcina,
mediante la mutacién de los epitopos de linfocitos T, mostrando que la nueva a-sarcina

deimmunizada (aSDI) mantenia las mismas caracteristicas estructurales y de interaccion
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con lipidos de membrana, asi como una actividad ribonucleolitica ligeramente mayor que
la a-sarcina wild type (aSWT). aSDI ha sido utilizada como dominio toxico, en el disefio de
una inmunotoxina no inmunogénica (IMTXA33aSDI) dirigida frente al antigeno tumoral
GPA33 gracias a su dominio marcador de formato scFv, concluyéndose que IMTXA33aSDI
mantenia las mismas caracteristicas funcionales de actividad ribonucleolitica, de union a
células tumorales GPA33+, de actividad citotéxica especifica y de actividad antitumoral in
vivo que la variante original, IMTXA33aS. Ademas, se ha disefiado otra variante de
inmunotoxina no inmunogénica, IMTXA33furaSDI, que incorpora un sitio de reconocimiento
y corte proteolitico por la enzima furina presente en los endosomas entre el dominio
marcador y el dominio téxico. Esta nueva inmunotoxina mostré una mayor eficacia
citotdxica in vitro, asi como una mayor inhibicion del crecimiento tumoral in vivo, a
consecuencia de un procesamiento intracelular y una liberacion del dominio téxico al citosol
més eficaz que la variante sin furina. Por ultimo, la caracterizacion inmunolégica mostré
que en general, tanto la inmunotoxina original (IMTXA33aS) como las variantes no
inmunogénicas (IMTXA33aSDlI y [IMTXA33furaSDI) no provocaban respuesta
inmunoldgica, observandose minimas diferencias entre variantes inmunogénicas y no

inmunogénicas.

Por otro lado, se han disefiado diferentes nanoinmunotoxinas que incluyen como dominio
marcador un VHH frente al antigeno EGFR, sobreexpresado en numerosos tumores
epiteliales, y cuyo dominio toxico es la a-sarcina, diferenciandose en su formato
monomeérico (VHHEGFRaS) o trimérico (TriVHHEGFRaS) en disolucion, o en la
incorporacion de biespecificidad (Biesp-aSDI). Las dos primeras nanoinmunotoxinas
mantuvieron la capacidad ribonucleolitica propia de la a-sarcina, presentaron capacidad de
unién especifica a células EGFR+, asi como actividad citotdxica in vitro. La variante
monomérica, ademas, mostré actividad antitumoral in vivo. En el caso de la
nanoinmunotoxina trimérica (TriVHHEGFRaS), que incorpora un dominio de trimerizacién
del colageno XVIII entre el dominio marcador y el dominio téxico, presenta una mayor
capacidad de unién y mayor eficacia citotéxica que su variante monomérica (VHHEGFRaS).
Por dltimo, Biesp-aSDI, que incluye los dos dominios marcadores mencionados
previamente: VHH frente a EGFR y scFv frente a GPA33, y la aSDI como dominio téxico,
exhibi6é capacidad de unién y citotoxicidad especifica frente a lineas tumorales GPA33+ o
EGFR+.

Finalmente, se han sintetizado nanoestrellas de oro (AuNS), que se han conjugado bien
con la inmunotoxina IMTXA33aS o con su dominio marcador exclusivamente (scFvA33)
formando el complejo AuUNS-A33aS o el complejo AuNS-scFVA33 respectivamente. La

caracterizacion de ambos complejos mostré que las AUNS mantenian sus propiedades
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fisico-estructurales, al igual que se mantenian las caracteristicas funcionales de
IMTXA33aS o scFvA33. Mediante ensayos de microscopia de fluorescencia, se observo
gue el complejo AUNS-scFVA33 permitia una mayor administracion intracelular de scFvA33,
qgue la llevada a cabo por la internacion mediada por receptor de scFvA33 aislado,
demostrando el papel de las AuNS como plataformas biomédicas de administracion de
farmacos. Los ensayos de toxicidad llevados a cabo con los distintos complejos mostraron
de manera preliminar un efecto fototérmico ligeramente mayor del complejo AUNS-scFVA33
respecto a las AuNS, debido posiblemente a la capacidad del dominio marcador de dirigir
todo el complejo hacia células GPA33+.

Por tanto, nuestros resultados suponen no so6lo un avance en la optimizacién de
inmunotoxinas, con nuevos disefios mas eficientes, sino que apoyan el desarrollo de
nuevas estrategias basadas en la combinacién de inmunotoxinas con nanoparticulas de
oro, con el objetivo de trasladar esta aproximacion al tratamiento terapéutico del cancer

colorrectal.
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Resumen y Abstract

Nowadays, the incidence and mortality of cancer remain one of the main risks to human
health and lifespan, in spite of the development of biomedical technology and new
diagnostic methods. Among the cancer classification, colorectal cancer remains in third
place considering incidence, and second place considering mortality for global population.
Current therapy consists of surgery, followed by chemotherapy or radiotherapy as adjuvant
treatment. However, these are non-specific therapies, leading to systemic toxicity and
affecting directly the quality of life of patients. That is why immunotherapy and the advent
of monoclonal antibodies have arisen as a breakthrough in the treatment of this disease, as
they are target therapies with great specificity and promising clinical results.

Regarding passive immunotherapy based on monoclonal antibodies, immunotoxins are a
type of immunoconjugates. Immunotoxins are chimeric molecules, with a target domain
(usually an antibody or a derived from it) that targets specifically the action of a toxic domain
(a toxic protein) towards the cancerous cell, leading to its death. Since immunotoxins were
first conceived, they have undergone an evolution in its designs, with the use of smaller
target domains, such as scFv (single chain fragment variable), VHH (nanobody) or trimeric
formats (trimerbody) or using toxins from different sources, being less immunogenic.
Regarding the latter, the use of fungal ribotoxins, being a-sarcin the most characterized
member of fungal ribotoxins, has earned quite interest because of its high thermal stability,

small size, low immunogenicity and high catalytic efficiency.

So, the present doctoral thesis has focused on the design of improved immunotoxins,
characterized by being less immunogenicity, a higher cytotoxic efficiency, a better tumor
penetration and longer bloodstream half-life. Besides, a new biomedical approach has been
carried out, combining the potential of immunotoxins with the properties of gold
nanoparticles, such as their high surface/volume ratio, their enhanced surface reactivity or
the possibility of turning light into thermal energy due to the photothermal effect (PTE) could

lead to a new therapeutic tool for cancer treatment.

First, a deimmunised variant of a-sarcin, by mutation of T-cell epitopes, has been
characterized, showing that the new deimmunized a-sarcin (aSDI) kept the same structural
and membrane lipids interaction features as the wild type a-sarcin (aSWT), with a slightly
higher ribonucleolytic activity. This aSDI has been used as the toxic domain for the design
of a non-immunogenic immunotoxin (IMTXA33aSDI), against the tumoral antigen GPA33
thanks to its target domain in a scFv format, concluding that IMTXA33aSDI kept the same
ribonucleolytic activity, binding to tumoral GPA33+ cells, specific cytotoxic activity against
these cells and antitumoral activity in vivo than the original immunotoxin (IMTXA33aS).

Besides a new non immunogenic with a furin site variant has been designed
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(IMTXAS33furaSDI) introducing a recognition and cleavage site by the enzyme furin, located
in the endosomes, between the target domain and the toxic domain. This new immunotoxin
showed an improved cytotoxic activity in vitro, and better antitumor activity in vivo compared
to the variant without the furin site, due to a more efficient intracellular processing, and a
faster release of the toxic domain to the cytosol. Last, the immunological characterization
concluded that, both the original immunotoxin (IMTXA33aS) and the non-immunogenic
variants (IMTXA33aSDI and IMTXA33furaSDI), didn’t trigger any immunological response,

with minimal differences between immunogenic and non-immunogenic immunotoxins.

Besides, different nanoimmunotoxins have been designed with the target domain consisting
of a VHH against EGFR, an overexpressed antigen in several epithelial tumors, and a-
sarcin as the toxic domain, with a monomeric (VHHEGFRaS) or a trimeric format
(TriVHHEGFRaS) or showing bispecificity (Biesp-aSDI). Both VHHEGFRaS and
TriVHHEGFRaS exhibited the ribonucleolytic activity of a-sarcin, specific binding to EGFR+
cells and cytotoxic activity in vitro. On top of this, the monomeric variant showed antitumoral
efficacy in vivo. As for the trimeric nanoimmunotoxin (TriVHEGFRaS), it included the
collagen XVIII derived trimerization domain between the target and the toxic domain,
exhibiting enhanced binding properties and cytotoxic activity compared with its monomeric
counterpart (VHHEGFRaS). Last, the bispecificimmunotoxin (Biesp-aSDI), with the 2 target
domains previously mentioned: VHH against EGFR and scFv against GPA33 and including
aSDI as the toxic domain showed specific binding and cytoxicity against both EGFR+ and
GPA33+ tumoral cells.

Finally, gold nanostars (AuNS) have been synthesized and biochemically conjugated to the
immunotoxin (IMTXA33aS) or just its target domain (scFvA33) forming the AuNS-A33aS or
the AuNS-scFvA33 complex respectively. The characterization of both complexes showed
that both AuNS kept their physical and structural properties, and the protein moieties kept
the same functional features than before the conjugation. Using fluorescence microscopy,
it was shown that the complex AuNS-scFvA33 allowed a higher intracellular uptake of
scFvA33 than observed for scFvA33 isolated, indicating the potential role of gold
nanoparticles as biomedical platforms for drug delivery. Preliminary cytotoxic assays
showed a slightly higher photothermal effect of the AuNS-scFvA33 complex, compared to
AuNS isolated, possibly due to the targeting effect of scFvA33 towards GPA33+ cells.
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In summary, these results are not only an advance in the improvement of immunotoxins,
with more efficient designs, but also support the development of new strategies combining
immunotoxins with gold nanoparticles, with the final aim of using these therapies for the

colorectal cancer treatment.
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aSWT: a-sarcina wild type.
aSDI: a-sarcina deimmunizada.
ADAs: anticuerpos anti-droga (anti-drug antibody).

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (antibody-dependent cellular
cytotoxicity).

ANTACo": complejo amida nitrilotriacético-Co".

AuNP: nanoparticulas de oro.

AUNS: nanoestrellas de oro.

BSA: albumina de suero bovino (bovine serum albumin).
CD: dicroismo circular (circular dichroism).

CDC: citotoxicidad celular dependiente del complemento (complement-dependent

cytotoxicity).

CDR: regién determinante de la complementariedad (complementary determinant

region).
CEA: antigeno carcinoembrionario (carcinoembryonic antigen).
CFSE: carboxifluoresceina succinimidil eéster.
CRC: cancer colorrectal (colorectal cancer).
DAB: diaminobencidina.
DMPG: 1,2-dimiristoil, 3-fosfatidil glicerol.
DNA: acido desoxirribonucleico.
DOL: grado de marcaje (degree of labelling).
ECL: electroquimioluminiscencia.
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.
EGF: factor del crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).
EGFR: receptor de factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor).

FBS: suero fetal bovino (fetal bovine serum).
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Fc: fragmento constante.
FDA: Food and Drug Administration de los EEUU.

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

Fv: fragmento variable.

GPA33: glicoproteina A33.

Ig: Inmunoglobulina.

IMTX: inmunotoxina.

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.
LPS: lipopolisacarido.

LSPR: resonancia localizada de plasmoén de superficie (localized surface plasmon

resonance).
mAb: anticuerpo monoclonal.
MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-difenil-tetrazolio.
NIR: radiacion del infrarrojo cercano (near infrared radiation).
O/N: overnight.
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrylamide gel electrophoresis).

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear

cell).
PBS: tampédn fosfato salino.
PEG: polietilenglicol.
PTA: agente de transduccion fototérmica (photothermal transduction agent).
PTE: efecto fototérmico (photothermal effect).
RNA: &cido ribonucleico.
RT: temperatura ambiente (room temperature).
scFv: fragmento variable de cadena Unica.

SDS: dodecilsulfato sédico.
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SRL: lazo sarcina-ricina (sarcin-ricin loop).

TAA: antigeno asociado a tumor (tumor associated antigen).

TEM: microscopia electrénica de transmisién (transmission electron microscopy).
TLR: Toll Like Receptor.

Tm: Temperatura media de desnaturalizacion.

VHH: nanobody o anticuerpo de dominio Unico.

VLS: sindrome de fragilidad vascular (vascular leak syndrome).
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0. La enfermedad del cancer

Gilgamesh, ¢ por qué vagas de un lado para otro?
La vida que persigues no la encontraras jamas.

Cuando los dioses crearon la humanidad
Asignaron la muerte para la humanidad,
Pero ellos guardaron entre sus manos la Vida.
(Andrew, 2017)

El Poema de Gilgamesh constituye la primera expresion literaria de lamento, desconcierto
y rechazo ante la muerte. Comienza desde entonces el recorrido del ser humano que se
sabe mortal y perecedero, y de este saberse mortal surgen las grandes construcciones
culturales de la humanidad: la organizacién social inter e intrafamiliar para defenderse de
ataques externos e internos, doctrinas religiosas que aventuran el mas alla, y una intensa

labor técnica destinada al mantenimiento de la vida y el cese de la enfermedad.

Todas las culturas se han enfrentado y teorizado con la enfermedad, siendo tan antigua
como la misma civilizacién. Asi, ya en Mesopotamia, surgid la creencia de que la
enfermedad era originada por una entidad demoniaca que habia tomado posesion de una
parte del cuerpo del enfermo, por lo que ademas de remedios naturales, era necesarios

rituales méagicos por parte del médico para su completa eliminacién (Roman, 2008).

El primer texto donde se documenta la primera aparicion de la enfermedad del cancer es
el papiro egipcio de Edwin Smith (3000 a.C), en el que se describe el crecimiento
descontrolado, y laimposibilidad de tratamiento de un cancer de mama. Por aquel entonces,
el tratamiento de los tumores y canceres se llevaba a cabo mediante cirugia con cuchillos,

o con hierbas medicinales.

Con los griegos, el paso del mythos al logos, y la busgqueda de causas racionales se aplico
también a la medicina. Hipécrates (460-375 a.C) postulé que el cancer era debido a causas
naturales, y no a supersticiones o elementos sobrenaturales. De los 4 fluidos que
componen el cuerpo humano, y determinan el caracter de cada individuo (sangre, flema,
bilis amarilla y bilis negra), el exceso de bilis negra era el responsable del desarrollo del
cancer. El crecimiento descontrolado del cancer, similar al movimiento de un cangrejo, llevé
a Hipdcrates a denominar y distinguir entre cancer (tumor maligno) y carcinoma (tumor
maligno ulceroso). Ademas, caracterizé pélipos colorrectales con ayuda de un espéculo
(Steven et al., 2011).
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A medida que transcurria el tiempo, la ciencia médica se enriquecié con los datos aportados
por autopsias (siendo el primero en llevarlas a cabo Giovanni Morgani de Padua, en 1761),
y los descubrimientos de los sistemas fisiolégicos humanos. Se adquirié un conocimiento
mucho més preciso de las condiciones patoldgicas de la enfermedad del cancer, y a lo
largo de los s. XVIII, XIX 'y XX se fueron esclareciendo sus posibles causas.

Asi, el zoblogo aleman Theodor Boveri (1862-1915), estudiando los embriones de erizos
de mar, concluy6é que los cromosomas debian tener la informacion para el desarrollo
normal del organismo, y que la alteracion de esta informacion podria estar asociada con la
transformacién neoplasica. Por otro lado, en 1911, Peyton Rous demostré que el cancer
podia ser causado por un virus, como el virus del sarcoma de Rous. Por su parte, en 1863
Rudolf Virchow propuso que las células cancerosas podian haber surgido a partir de otras
células, que habian sido alteradas por el estroma en estado de inflamacién (Pasqualini,
2012). Con ello, queda patente la heterogeneidad en las causas que conducen a la
aparicion de un cancer, heterogeneidad que queda enormemente ramificada por la azarosa
progresion del cancer, y que es responsable en ultima instancia de la dificultad de su

tratamiento terapéutico.

Un elemento clave en el desarrollo histérico de la terapia frente a la enfermedad del cancer
fue el descubrimiento en 1890 de los anticuerpos, realizado por el fisiblogo Emil von
Behring y el microbidlogo Shibasaburo Kitasato, como antitoxinas protectoras frente a la
toxina diftérica o tetanica en la sangre de animales (Behring & Kitasato, 1890), y su
aplicacion en lo que hoy se conoce como inmunoterapia (Smyth et al., 2001; Trapani &
Darcy, 2017; Johdi & Sukor, 2020).

Estas nuevas moléculas, los anticuerpos, se enriquecieron con el concepto de
especificidad, propuesto por Paul Ehrlich, como un rasgo propio de sus drogas (utilizando
por primera vez el concepto de quimioterapia), a las que denomind balas magicas, capaces
de matar y dirigidas exclusiva y especificamente contra un tipo celular (Ehrlich, 1911), lo
cual se demostré mas sencillo en el caso de organismos patdgenos, que frente a células

cancerosas.

No obstante, esta especificidad propia de los anticuerpos se referia normalmente a
poblaciones mas que a anticuerpos individualizados. Esta situacion cambié en 1975 con el
descubrimiento y sintesis por parte de Kéhler y Milstein de los anticuerpos monoclonales,

anticuerpos que homogéneamente reconocian un solo epitopo (Rajewsky, 2019).

Es destacable el largo proceso histérico que ha tenido esta enfermedad, y el no menos
largo recorrido de los intentos por erradicarla. A dia de hoy, el Instituto Nacional del Cancer

define el cancer como “todas aquellas enfermedades en las que hay células anormales que
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se multiplican sin control y pueden invadir los tejidos cercanos. Las células de céancer
también se pueden diseminar a otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo y
el sistema linfatico” (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.Cancer Colorrectal

Actualmente, las enfermedades no infecciosas son responsables de la mayor parte de
muertes globales, y se estima que el cancer se convertira en la primera causa de muerte y
la principal barrera al aumento de la esperanza de vida en el siglo XXI debido al progresivo
crecimiento y envejecimiento de la poblacion, asi como a la prevalencia y distribuciéon de

sus principales factores de riesgo.

De los diversos tipos de cancer, clasificados en funcién del 6rgano o sistema al que afectan,

el cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer con mayor incidencia (1,9 millones de casos

nuevos anuales) y el segundo de mayor mortalidad (935.000 muertes anuales) en el mundo

(Figura 1). Presenta una mayor prevalencia geografica en Europa, América del Norte y el

este asiatico, relacionandose con niveles elevados de desarrollo socioeconémico (Bray et
al.,, 2018; Sung et al.,
2021).

Incidence Mortality

La edad, los factores

Other
cancer
36.9%

genéticos/epigenéticos y

Colorectum
0

at medioambientales son

Colorectum
10.0%

Leukemia 3
31% = Liver

Corvcvieri 3% los principales factores

Pancreas 79 de desarrollo del cancer
Es/;phagus breast

55%  6.9% colorrectal. Asi, el

Bladder
3.0% B

Thyroid —/ 4
3.0% Cervix uteri
3.1%

Eéophagus

a1% cancer colorrectal
19.3 million 9.9 million S .
new cases deaths hereditario incluiria el

Figura 1. Graficos de incidencia y mortalidad para ambos sexos delos ~ Sindrome  de  Lynch

distintos tipos de céancer en el mundo en 2020. El cancer colorrectal (cancer colorrectal
aparece representado de color amarillo. Adaptado de Sung et al., 2021. o

hereditario no

polipdsico), la poliposis

adenomatosa familiar (FAP) y la poliposis asociada a MUTYH. No obstante, los casos de

cancer colorrectal hereditario sélo representan el 5% de todos los casos de cancer

colorrectal, siendo el 95% restante esporadicos o ambientales (Dekker et al., 2019).

Los principales factores del riesgo para desarrollar cancer colorrectal esporadico son la

obesidad, estilo de vida sedentario, factores dietéticos (consumo de carnes rojas y
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procesadas, alcohol), el tabaco, enfermedades inflamatorias del intestino (colitis ulcerosa
principalmente), diabetes mellitus, asi como infeccion por determinadas especies de
bacterias, como Fusobacterium nucleatum y Bacteroides fragilis (Kwong et al., 2018).

Por otro lado, se ha encontrado evidencia estadistica de ciertos factores protectores
respecto al cancer colorrectal, como la actividad fisica y ciertos factores dietéticos
(consumo de frutas y verduras, de fibra, de acido félico, calcio, vitamina B6, magnesio,
ajo...) (Thanikachalam & Khan, 2019).

La mayoria de los canceres colorrectales surgen de la acumulacién de alteraciones
genéticas y epigenéticas en las células madre localizadas en la base de las criptas
intestinales o criptas de Lieberkihn. (Nassar & Blancpain, 2016). A medida que estas
alteraciones genéticas se acumulan, se inhiben genes supresores de tumores y se activan
oncogenes, dando lugar a la formaciéon de un pélipo. El desarrollo aberrante del polipo
terminara por dar lugar al cancer colorrectal en un plazo aproximado de 10-15 afios. Este
progreso o extension tumoral permite su clasificacion en funcién del tamafio tumoral, del
grado de afeccién ganglionar y de la presencia/ausencia de metastasis (sistema de
clasificacion TNM) (Eguino et al., 2002; Sagaert et al., 2018). Asi, se describen distintas

etapas de la enfermedad (Figura 2), segun el criterio TNM:

Estadio 0 o carcinoma in situ. Se trata de la fase mas precoz de la enfermedad, en
la que las células tumorales no han traspasado la capa mas superficial del colon o

el recto (mucosa).

Estadio I. El tumor ha continuado proliferando, y penetrando en las distintas capas
de tejido de la mucosa, sin llegar a la capa muscular. No se ha producido afeccion

de los ganglios.

Estadio Il. Eltumor ha penetrado todas las capas que constituyen la pared del colon,

incluida la capa muscular. No se ha producido afeccién de los ganglios.

Estadio Ill. Existen ganglios afectados, independientemente de la profundidad de la

penetracién del tumor.

Estadio IV. Se ha producido metéstasis, y el tumor se ha diseminado a otros

6rganos y tejidos a distancia.
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Figura 2. Esquemade la progresién del cancer colorrectal, segun la clasificacion TNM. Se indican
los distintos estadios de desarrollo del cancer colorrectal, desde el estadio O hasta el IV, asi como un
esquema del corte histolégico de la mucosa intestinal. Fuente: medicine/health.

1.1 Diagnostico de cancer colorrectal

El cancer colorrectal es una enfermedad tratable y prevenible debido a su lento desarrollo.
Ademas, la supervivencia de los pacientes depende enormemente del estadio tumoral en
el momento en que este es diagnosticado. Por tanto, una deteccién y diagndstico precoz

es la primera linea de actuacion para reducir su incidencia y mortalidad.

En la actualidad, en la practica clinica rutinaria se llevan a cabo principalmente dos tipos

de técnicas diagnosticas (Soudabeh et al., 2017):

e Técnicas que detectan la presencia de sangre en las heces, cuyo origen puede ser
un polipo canceroso. Estas técnicas son: el test de sangre oculta en heces, basada
en guayacol (gFOBT) que detecta la actividad peroxidasa de la hemoglobina, y el
test de sangre oculta fecal inmunoquimico (FIT), que detecta el componente
globinico de la hemoglobina. No obstante, estas pruebas no son especificas, pues
no solo reconocen la hemoglobina humana, presentan baja sensibilidad clinica y un
resultado positivo no indica necesariamente la presencia de una neoplasia
colorrectal.

e Diagnosticos fisicos 0 examenes endoscoépicos, entre los que se encuentran la
sigmoidoscopia flexible, la rectoscopia, la tomografia computerizada y la
colonoscopia. Aunque la colonoscopia sea la practica diagnostica estandar del

cancer colorrectal presenta algunas limitaciones, pues es una técnica invasiva e
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incobmoda para el paciente, cara y que requiere de experiencia y un equipo técnico
adecuado.

Por tanto, la investigacion actualmente se dirige al desarrollo de test y técnicas no invasivas
gue detecten biomarcadores especificos de cancer colorrectal. Los biomarcadores serian
todas aquellas moléculas bioldgicas (DNA, RNA, miRNA, proteinas, alteraciones
epigenéticas o metabolitos) que se pueden detectar en fluidos o tejidos corporales
mediante técnicas Omicas, y tienen valor diagndstico, progndstico y de supervivencia.

Entre los biomarcadores, el antigeno carcinoembrionario (CEA, de Carcinoembryonic
Antigen) es uno de los mas utilizados. CEA es una glicoproteina, que puede encontrarse
como proteina de membrana o secretada al torrente sanguineo, con valor diagndstico
preoperatorio y prognostico. Asi, elevados niveles de CEA al comienzo de la deteccion se
relacionaban con un peor prognéstico (Duffy et al., 2013). No obstante, debido a la baja
sensibilidad de CEA como biomarcador unico, suele utilizarse junto con la deteccién de
otros biomarcadores como el antigeno carbohidrato 19-9 o la ratio neutréfilo-linfocito (NLR)
(Cai et al., 2019).

Debido a que los principales mecanismos involucrados en la acumulacion de alteraciones
tumorales son de naturaleza genética, como la inestabilidad cromosomica (CIN),
inestabilidad de microsatélites (MSI), alteraciones epigenéticas como metilacion del DNA,
y mutaciones y defectos en el sistema de reparacion del DNA (MMR o MisMatch Repair
System); la deteccion y discernimiento de estas alteraciones genéticas se han convertido
en biomarcadores con valor progndstico, pues el perfil genético es el responsable de la
respuesta o resistencia al tratamiento (Turano et al., 2019). Asi, determinadas mutaciones
en K-RAS confieren resistencia a la inmunoterapia frente a EGFR, mientras que otras,
como p.G13D confieren buen prondstico (Osumi et al., 2015), o0 mutaciones en B-RAF son
indicativas de mal progndstico en pacientes MSI-L (baja inestabilidad cromosémica) (Tran
etal., 2011).

Otros biomarcadores con potencial valor diagndstico y progndstico son los microRNAs
(miRs), debido a su sencilla extraccion a partir de fluidos biolégicos (como sangre o suero)
0 a partir de exosomas y a su elevada estabilidad y vida media. Los miRs pueden regular
negativamente la expresion de los genes supresores de tumores (denominandose
oncomiRs) o de oncogenes (denominandose anti-oncomiRs). Asi, en el CRC, se produce
un aumento de la actividad de oncomiRs (como miR-92% miR-21, miR143, miR-135b o
miR-155, entre otros), y una disminucion de la intensidad de los anti-oncomiRs (mir-378),

respecto a los perfiles control de individuos sanos (Gherman et al., 2020).
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Toda esta bateria de biomarcadores ha permitido una mejor aproximacién al diagnéstico
de la enfermedad, una mayor adecuacion de los tratamientos terapéuticos posibles, una
reduccion de tratamientos innecesarios y una disminucion en los costes. Todo ello

encuadrado en el contexto de una medicina cada vez mas personalizada.

1.2 Terapia actual de cancer colorrectal.

En la actualidad, existen diferentes aproximaciones terapéuticas para tratar el cancer
colorrectal, que varian en funcion del tipo, avance y perfil genético del tumor, determinados
por las técnicas diagndsticas y los marcadores; de los posibles efectos secundarios, y de

las circunstancias socioecondémicas de la region que se trate.

Asi, el principal tratamiento para pacientes con cancer colorrectal en estadio 0 o | es el
tratamiento endoscopico o la cirugia, sin necesidad de ninguna terapia adyuvante (Dekker
et al., 2019).

En los casos mas avanzados, se suele utilizar quimioterapia. La quimioterapia estandar
para el cancer colorrectal se basa en fluoropirimidinas (como el 5-Fluorouracilo, 5-FU; o
capecitabina), Oxaliplatino, Irinotecan o trifluoridina/tipiracilo (este ultimo utilizandose sélo
en caso de recurrencia de la enfermedad). El 5-FU actda inhibiendo la enzima timidilato
sintasa, una enzima crucial para la sintesis de DNA. El Irinotecan lleva a cabo su accion
citotoxica inhibiendo la enzima topoisomerasa de tipo 1 (TOPO 1). El oxaliplatino (L-OHP),
por su parte es un agente alquilante que interactuando con el DNA y formando puentes
intra e intercatenarios interrumpen su sintesis, llevando a cabo una accion sinérgica con

las fluoropirimidinas.

Los regimenes de quimioterapia que se suelen aplicar consisten en la administracion de 5-
FU+ Irinotecan (FOLFIRI) seguido por 5-FU + Oxaliplatino (FOLFOX), dando lugar a una
supervivencia media de 21 meses. Ademas, junto a la quimioterapia, en ocasiones se
utiliza radioterapia preoperativa para reducir el riesgo de recurrencia local, con una dosis
de 45-50 gray en 25-28 fracciones, utilizandose una fluoropirimidina como un sensor de

radiacion (Glynne-Jones et al., 2018).

Dependiendo del tipo de tumor y de las caracteristicas del paciente, en ocasiones, y junto
a la quimioterapia clasica, también se suelen administrar terapias dirigidas (Kuipers et al.,
2016). Este tipo de terapias dirigidas se basan fundamentalmente en la inmunoterapia,
como una terapia alternativa mas especifica que la quimioterapia convencional, que utiliza
células y moléculas del sistema inmune para la erradicacion del cancer, y que se expondra

mas exhaustivamente en el siguiente apartado. En la practica clinica del cAncer colorrectal,
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la terapia dirigida consiste en: anticuerpos monoclonales frente al Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR), como cetuximab y panitumumab; o inhibiendo la
sefializacion del Receptor del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGFR-A), como
bevacizumab; o mediante moléculas pequefias inhibidoras de actividad tirosina kinasa

(como regorafenib) (Figura 3).

La sefializacién por EGFR puede ser bloqueada mediante anticuerpos monoclonales
especificos del dominio extracelular del receptor, mediante moléculas que bloqueen el
ligando soluble, o mediante moléculas pequefias que inhiban la actividad quinasa,
blogueando el dominio citoplasméatico de unién al ATP. Asi, cetuximab es un anticuerpo
IgG1 monoclonal quimérico que se une al dominio extracelular de EGFR, provocando su
internacion y degradacion, mientras que panitumumab es un anticuerpo completamente
humanizado, especifico de EGFR (Jonker et al., 2007; Douillard et al., 2014; Xie et al.,
2020). No obstante, estas terapias dirigidas, que aumentan la supervivencia libre de
progresion y la supervivencia global, son eficaces solamente si no existen mutaciones
activantes downstream de la sefializacion por EGFR, como para el caso de KRAS y NRAS
(Douillard et al., 2013). En general, los canceres colorrectales del lado derecho no se
benefician de la terapia anti EGFR, debido a que presentan un origen embriolégico distinto
a los tumores del lado izquierdo, asi como un mayor nimero de mutaciones para KRAS
(Dekker et al., 2019).

Ademas, los tumores
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Figura 3. Esquemade las terapias dirigidas aprobadas frente a cancer que se une a sus
de colon. Se indican los anticuerpos monoclonales dirigidos frente a

EGFR (cetuximab o panitumumab), inhibiendo a VEGFR (bevacizumab o receptores tirosina
aflibercept) y moléculas pequefias inhibidoras de la actividad tirosina . .
quinasa (regorafenib). Fuente: www.scienceofcrc.orgtreat. kinasa en células
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endoteliales de vasos sanguineos y células no endoteliales: VEGFRR-1 y VEGFR-2,
aumentando la proliferacion y migracién de células endoteliales, constituyendo nuevos
vasos sanguineos y aumentando la permeabilidad vascular (Lopez et al., 2019). Asi,
bevacizumab es un anticuerpo monoclonal IgG humanizado dirigido frente a VEGF, que
inhibe el desarrollo de nuevos vasos sanguineos tumorales, y aumenta la supervivencia
total de los pacientes cuando es administrado junto a quimioterapia convencional (Hurwitz
et al., 2004). Hasta ahora, bevacizumab constituye el Unico anticuerpo dirigido frente a
VEGF aprobado por la FDA para el cancer colorrectal, aunque se estan desarrollando
nuevos agentes antiangiogénicos, como aflibercept, una proteina recombinante que
consiste en la fusion de los dominios de union de VEGFR-1 y VEGFRR-2 a VEGF con el
fragmento Fc de IgG1 humana (Tang et al., 2012).

Con el descubrimiento de los puntos de control inmunitarios (checkpoints), PD-1/PD-L1 y
CTLA-4, se ha comenzado a investigar en inhibidores de estos checkpoints para tratar el
cancer colorrectal. No obstante, esta inmunoterapia s6lo ha probado ser eficaz en
pacientes que presentan tumores del perfil genético dMMR (Mismatch Repair-deficient) y
MSI-H (High levels of MicroSatellite-Instability), debido a la amplia tasa de mutaciones, y a
la elevada infiltracion de linfocitos T expresando estos checkpoints (Overman et al., 2017).
Asi, se han desarrollado anticuerpos monoclonales frente a PD-1 (pembrolizumab o
nivolumab), PD-L1 (durvalumab) y CTLA-4 (ipilimumab) (Tintelnot et al., 2019).

Otras terapias que se estan investigando serian el efecto abscopal, que mediante la
radiacién de tumores inmunogénicos provoca la recesion de otros tumores distantes debido
a la activacion de células inmunes efectoras; la utilizacion de agonistas de TLR (Toll Like
Receptor), con el fin de estimular la maduracién de células dendriticas, y la consecuente
secrecién de citoquinas proinflamatorias; la utilizaciéon de virus oncoliticos, que lisen las
células tumorales y estimulen la respuesta inmune; o la termoterapia frente a cancer

colorrectal.
1.3 Termoterapia aplicada al cancer colorrectal.

Recientemente, la terapia fototérmica ha cobrado interés biomédico por su potencial
terapéutico, que se basa en el efecto fototérmico, por el cual determinados agentes de
transduccién fototérmica pueden convertir la energia de la luz en calor, y asi, si han sido
previamente dirigidas al tumor, aumentar la temperatura del ambiente circundante
causando la muerte de las células cancerosas. La terapia fototérmica constituiria una
terapia altamente especifica, con una menor invasividad y un menor dafio a tejidos sanos
gue las técnicas convencionales (Chen et al., 2020). No obstante, esta terapia también

presenta algunos inconvenientes: la limitada penetracion de la luz en el tejido, permitiendo
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el mantenimiento y recurrencia de las células tumorales fuera del area iluminada; una baja
retencion del agente fototérmico, con la consiguiente inespecificidad o resistencias a esta
terapia por parte de algunos tumores, al sobreexpresar proteinas de choque térmico
(Abadeer & Murphy, 2016).

El agente de transduccion fototérmica (PTA, de sus siglas en inglés) ideal deberia tener
una alta eficiencia de conversion fototérmica, una absorcion que no solape con el fondo del

tumor, y una elevada permeabilidad y acumulacion en tumores.

Con el fin de superar el obstaculo de la escasa penetracion de la luz en los tejidos, se han
disefiado diferentes agentes fototérmicos que absorben luz en longitudes de onda
transparentes para los tejidos, como la region infrarroja de longitudes de onda
comprendidas entre 650-1350 nm (Near Infrared Radiation, NIR), pues de esta manera la
radiacion puede penetrar en la piel con menores riesgos de dafiar los tejidos sanos. (Kirui
et al., 2010). Asi, debido a la elevada transmitancia de la hemoglobina y el agua para la luz
NIR, esta puede penetrar 10 cm en tejido submucoso y 4 cm en tejido nervioso o muscular
(Melancon et al., 2009).

Los agentes fototérmicos pueden estar constituidos por materiales inorganicos, como
materiales metélicos de oro, plata, platino (Dreaden et al., 2012; Tang et al., 2018), o
nanomateriales basados en carb6n como nanotubos de carbén o grafeno (Chen et al.,
2016). También pueden estar constituidos por materiales organicos (Li et al., 2018), que si
bien resultan mas aptos en términos de biocompatibilidad y biodegradacion, no resultan

tan estables ni térmicamente eficientes como los materiales inorganicos (Jung et al., 2018).

De entre los diferentes agentes fototérmicos, las nanoparticulas de oro (AuNP) son las
mas estudiadas debido a los avances en su sintesis y de la modificacion de su superficie,
asi como de su alta estabilidad en condiciones biologicas. En la superficie de estas AuUNP,
los electrones pueden ser excitados si la absorcion éptica de la nanoparticula es resonante
con la longitud de onda de la luz incidente, lo que se denomina resonancia localizada de
plasmén de superficie (LSPR) (Abadeer & Murphy, 2016; Liu et al., 2019), siendo esta
LSPR dependiente de la estructura (nanoesfera, nanorods, nanoestrellas) y tamafio de la
AuNP (Chen et al., 2013).

Estas propiedades, junto con la posibilidad de conjugar diversos compuestos, como
anticuerpos para dirigir especificamente las AUNP hacia las células diana, enzimas, sondas
fluorescentes 0 materiales supermagnéticos para detectar y rastrear las AuNP por
fluorescencia o resonancia magnética respectivamente han convertido a las AuNP en
potenciales agentes teragndsticos (diagnosticos y terapéuticos) (Bagheri et al., 2018)
(Figura 4).
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Terapia fototérmica
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Figura 4. Esquema de las multiples aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas de oro
(AuNP). En funcion de la naturaleza del componente que se conjugue a estas AuNP, se obtendran
distintas aplicaciones biomédicas, tales como dirigir especificamente estas AUNP mediante anticuerpos
hacia antigenos tumorales, conjugar moléculas toxicas, o compuestos fluorescentes o0 magnéticos para
monitorizar aspectos patolégicos por imagen o resonancia magnética respectivamente. Adaptado de
Bagheri et al., 2018.

Las distintas posibilidades de bioconjugacién, el LSPR y por tanto la longitud de onda
Optima para el efecto fototérmico asi como la distinta estrategia terapéutica a utilizar
dependen enormemente de la estructura de la nanoparticula de oro sintetizada. Asi, la
elevada ratio superficie/volumen de las nanoestrellas hace que sean especialmente
adecuadas para bioconjugacion, mientras que otras estructuras, como hanocages,
permiten almacenar compuestos terapéuticos en su interior, y ser liberados
controladamente (Bagheri et al., 2018; Chen et al., 2020) (Figura 5).

AuNP Tamaiio Aplicacion terapéutica
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. ® Nanocages 40>x60nm liberacién de agentes

terapéuticos

- Nanoshell 50nm Compartlment’acufan de
agentes terapéuticos y

técnicas de imagen
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difusion de particulas
Figura 5. Esquema de distintas estructuras de nanoparticulas de oro (AuNP) en funcion de las

distintas condiciones de produccion, sus tamafios medios de sintesis y sus aplicaciones 6ptimas. Fuente:
Bagheri et al., 2018
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Ademas de la estructura, el tamafio también interviene en la tasa de acumulacion de las
AuUNP en los tumores, pues un tamafio elevado presenta una menor penetracion en los
tumores, pero un tamafio muy pequefio podria no ser eficaz, debido a la elevada tasa de

aclaramiento tumoral y renal.

Ademas del ya descrito efecto fototérmico de las AUNP, estas presentan otras aplicaciones
biomédicas, como una mayor eficacia de la radioterapia, debido al elevado nimero de
electrones por atomo (Hainfeld et al., 2008) o su utilizacién para obtener imagenes
biomédicas con valor diagndstico (Siddique et al., 2020) gracias a la conjugacion de sondas
fluorescentes, materiales supermagnéticos, radionuclidos detectables para tomografia de
emision de positrones (PET) o mediante la obtencién de la imagen fotoacustica (PAl),
basada en que los tejidos producen ondas de sonido detectables al ser irradiados, a causa
del calentamiento local y de la expansion. Asi la irradiacion de las AUNP produciria un doble

efecto terapéutico y diagndstico, fototerapia e imagen fotoacustica (Zhang et al., 2016).

La aplicacion terapéutica de la fototerapia para el cancer colorrectal ain se encuentra en
fase experimental. Asi, se han funcionalizado nanoparticulas mediante la union de diversas
moléculas marcadoras de antigenos tumorales epiteliales, como nanobodies frente a
EGFR (El Hallal et al., 2021) o scFv frente al antigeno tumoral GPA33 provocando una
acumulacion especifica de nanoparticulas en tumores colorrectales xenoinjertados en
ratones, una disminucién de su volumen y una necrosis del tejido tumoral tras su irradiacion
con NIR (Kirui et al., 2010; Wei et al., 2020).

1.4 Marcadores proteicos de cancer colorrectal.

Los marcadores proteicos presentan varias ventajas sobre los marcadores genéticos a la
hora de llevar a cabo el diagndstico y el tratamiento frente al cAncer colorrectal. En primer
lugar, el proteoma es mucho mas dinamico que el genoma, constituyendo un reflejo méas
preciso del estado real del tumor. Ademas, los marcadores proteicos que son secretados
al torrente sanguineo pueden ser facilmente detectados por métodos no invasivos y
basados en anticuerpos, por lo que no generan dificultades en los pacientes (Veenstra et
al., 2005). Ademas, los marcadores proteicos que permanecen anclados a la membrana
celular constituyen antigenos asociados a tumor (TAAs, de las siglas en inglés Tumor
Associated Antigens), y pueden ser utilizados para el desarrollo de inmunoterapia

(Kavousipour et al., 2017).

Como se ha indicado anteriormente, CEA, también conocido como CEACAMDb, pertenece

a la superfamilia de inmunoglobulinas y constituye un biomarcador ampliamente utilizado
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para el diagndstico del cdncer colorectal (Labianca et al., 2013; Cai et al., 2019), asi como
para el desarrollo de agentes inmunoterapéuticos (Ibafiez-Pérez et al., 2019; Lazaro-
Gorines et al., 2019). Descrito originalmente como una oncoproteina fetal, presenta una
baja expresion en tejidos sanos de tipo epitelial, como el colon, estémago, prostata, (Prall
et al., 1996) y en todos casos su expresion esta limitada a la superficie apical, anclada a la
membrana celular por glicofosfatidil inositol (GPI). No obstante, en las células tumorales,
la expresion de CEA aparece deslocalizada por toda la membrana, contribuyendo a su
secrecion al torrente sanguineo (Kinugasa et al., 1994; S@rensen et al., 2016), y
permitiendo su deteccion como valor diagnéstico. Pese a ello, CEA representa un antigeno
adecuado para el disefio de agentes inmunoterapéuticos, debido a su rapida tasa de
internacion tras unirse a su anticuerpo, asi como a su elevada vida media, de entre 10y 16
horas (Schimdt et al., 2008) (Figura 6).

GPA33 es un antigeno de membrana sobreexpresado en el 95% de casos de cancer
colorrectal primario y metastasico, mientras que esta practicamente ausente en otros tipos
de cancer y en tejidos normales (Catimel et al., 1996; Heath et al., 1997). Pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulinas relacionadas con las proteinas de uniones estrechas
(JAM) que estan involucradas en la proliferacion celular (Goetsch et al., 2013), por lo que
se cree que GPAS33 podria estar implicado en el desarrollo y mantenimiento de la mucosa

del intestino delgado durante el desarrollo embrionario (Pereira-Fantini et al., 2010).

Ademads, a diferencia de otros antigenos de cancer colorrectal, como CEA, que son
secretados al medio extracelular, GPA33 permanece de manera constitutiva en la
membrana celular, siendo rapidamente internado tras la union del anticuerpo

correspondiente y la formacién del complejo antigeno-anticuerpo (Ackerman et al., 2008).

Por ello, GPA33 se postula como un candidato perfecto para el disefio de anticuerpos e
inmunotoxinas dirigidas frente a él. Asi, se ha disefiado un anticuerpo completamente
humanizado frente a este antigeno (Ritter et al., 2001; Scott et al., 2005), que se esta
utilizando conjugado con distintos is6topos radiactivos (Almqvist et al., 2006; Panjideh et
al., 2008) asi como su correspondiente scFv (scFvA33), para permitir una mayor

penetracién en el tumor a causa de su menor tamafio (Damasceno et al., 2009) (Figura 6).

EGFR, también denominado ErbB1, es un receptor tirosina kinasa perteneciente a una
familia de 4 receptores: ErbB1 (EGFR), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4).
Son glicoproteinas transmembrana que solo pueden ser activadas mediante homo o
heterodimerizacion tras la unién de su ligando, EGF o TGF-a (Simon & FitzGerald, 2016).
Su estructura tipica consiste en un dominio de unién al ligando extracelular, un dominio

transmembrana y un dominio intracelular con distintos residuos de tirosina que se fosforilan
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tras la activacion, activando a su vez las vias de sefializacion RAS/RAF/MEK/ERK,
PI3K/AKT y JAK/STAT3 cumpliendo un papel importante en la regulacion del crecimiento,
supervivencia y diferenciacion de un gran nimero de diferentes tipos celulares (Vecchione
et al., 2011; Xie et al., 2020).

A causa de este papel destacado en la proliferacion, supervivencia y angiogénesis, la
sobreexpresion de EGFR confiere una gran ventaja a las células tumorales. Concretamente,
EGFR se encuentra sobreexpresado en gran cantidad de tumores de origen epitelial, como
en el 15-30% de canceres de mama, el 60% de canceres de pulmoén y en el 25-77% de
canceres colorrectales (Roskoski, 2014). Aproximadamente, el 80% de los canceres
colorrectales sobreexpresa EGFR, mayoritariamente aquellos que se desarrollan en el lado
izquierdo del colon, sobreexpresion que se relaciona con una menor supervivencia y un

mayor riesgo de metastasis (Figura 6).

Figura 6. Esquemas de las estructuras proteicas de CEA (A), GPA33 (B) y EGFR (C). En A, se
muestran los 7 dominios tipo inmunoglobulina (N es un dominio variable tipo inmunoglobulina, y el resto
son dominios constantes tipo inmunoglubulina) que conforman CEA, asi como el GPI que lo mantiene
anclado a la membrana celular externa. Adaptado de Beauchemin & Arabzadeh, 2013. En B se muestra el
dominio variable y el dominio constante tipo inmunoglubulina que constituye GPA33. Adaptado de Murer
et al., 2020. En C se muestran los sitios de unién al lugando (L1 y L2) asi como el dominio tirosina kinasa
(TK) de EGFR. Adaptado de Simon & FitzGerald, 2016.

2. Inmunoterapia.

En la actualidad, la terapia frente al cancer basada en métodos no especificos, como
guimioterapia, radioterapia o cirugia se va sustituyendo por tratamientos especificos,

basados en la inmunoterapia, debido a que estos actlian especificamente en el tumor y en
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el ambiente tumoral, sin dafiar las células sanas, reduciendo la toxicidad y los potenciales
efectos secundarios (Kimiz-Gebologlu et al., 2018).

La inmunoterapia es el conjunto de técnicas y aplicaciones terapéuticas basadas en la
utilizacién y activacion general del sistema inmune del propio paciente o en el empleo de
alguno de sus componentes, especificamente dirigidos frente a antigenos. La
inmunoterapia puede clasificarse en inmunoterapia pasiva, si se basa en la transferencia
de moléculas o células inmunitarias generadas in vitro, o inmunoterapia activa, si busca la
activacion in vivo del sistema inmune del paciente. La inmunoterapia pasiva comprende
anticuerpos monoclonales dirigidos frente a antigenos tumorales o terapia de células
adoptivas, entre otros; mientras que la inmunoterapia activa consistiria en anticuerpos
inmunomoduladores, activadores de la respuesta inmune o vacunas frente al cancer, entre
otros (Johdi & Sukor, 2020) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de los distintos tipos de inmunoterapia utilizados actualmente, clasificandolos en
inmunoterapia activa o pasiva. Adaptado de Ruiz-de-la-Herran, 2021.

2.1. Anticuerpos monoclonales

Dentro de la inmunoterapia pasiva especifica destaca la utilizacion de anticuerpos
monoclonales (Suzuki et al.,, 2015; Tsumoto et al.,, 2019) dirigidos frente a dianas
especificas de las células tumorales, como los antigenos asociados o especificos de tumor

(TAA o TSA), permitiendo su deteccion y eliminacién por el sistema inmune, o bien
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bloqueando la funcion biolégica de su diana molecular, normalmente asociada al desarrollo,

invasion o metastasis tumoral.

La utlizacion de los anticuerpos
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Figura 8. Esquema de los distintos tipos de
anticuerpos monoclonales (mAbs) en funcién
de su procedencia. En morado aparecen los basadas en anticuerpos gracias a la
componentes de origen murino, y en verde o » .

aparecen los elementos de origen humano.  Optimizacion en su produccion

Adaptado de Jin et al., 2021. (Hoogenboom, 2005).

permitiendo el desarrollo de las terapias

Sin embargo, la aplicacion clinica de esta primera generacion de anticuerpos monoclonales
presentd importantes limitaciones, en parte por su origen murino. Asi, los primeros mAbs
desarrollados como agentes terapéuticos presentaban una elevada inmunogenicidad, por
lo que los pacientes desarrollaban anticuerpos humanos anti-ratén, disminuyendo su vida

media en suero y su eficacia terapéutica (Klee, 2000).

El desarrollo de nuevas aproximaciones experimentales basadas en la tecnologia del DNA
recombinante y la ingenieria genética, ha permitido solventar en gran medida los problemas
de inmunogenicidad, reemplazando los anticuerpos monoclonales murinos por otros
guiméricos, humanizados o directamente de origen humano (Levene et al., 2005; Chames
et al., 2009; Mellman et al., 2011; Simpson & Caballero, 2014) (Figura 8).

La eficacia terapéutica de los mAbs se basa en 3 mecanismos principales:

1. Inhibiciébn de los receptores tras la unién de los mAbs, con el consiguiente
bloqueo de las vias de sefalizacién utilizadas por las células tumorales para su division y

angiogénesis.

2. La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la fagocitosis
celular dependiente de anticuerpos (ADCP), que se pone en marcha tras la unién de los
mADbs a los antigenos tumorales, y las interacciones entre la region Fc y receptores Fcy

presentes en células NK, macréfagos y otras células inmunes. El entrecruzamiento de
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estos receptores Fcy provoca la liberacién de agentes citotoxicos, como perforinas y

granzimas por parte de las células inmunes a las células tumorales.

3. La citotoxicidad celular dependiente del complemento (CDC), desencadenada
por la interaccién entre Fcy C1q, el primer componente en la via del complemento, provoca

mecanismos de citotoxicidad, tanto celulares como no celulares.

Nombre Nombre Aiio de Cancer
comercial | genérico aprobacion
por la FDA
1 Bavencio  Avelumab PD-L1 2017 Carcinoma de células de Merkel
metastasico
2 Imfinzi Durvalumab PD-L1 2017 Carcinoma urotelial
metastasico
3 Lartruvo Olaratumab PDGFR-a 2016 Sarcoma
4 Darzalex Daratumumab CD38 2015 Mieloma muiltiple
5 Empliciti Elotuzumab SLAMF7 2015 Mieloma muiltiple
6 Portrazza  Necitumumab EGFR 2015 Cancer de pulmadn NSC
7 Tecentriq  Atezolizumab PD-L1 2016 Cancer de pulmén NSC
8 Opdivo Nivolumab PD-1 2015 Céancer de pulmodn NSC,
Enfermedad de Hodgkin,
melanoma
9 Unituxin Dinutuximab GD2 2015 Neuroblastoma
10 Blincyto Blinatumomab CD19 2015 Linfoma

Tabla 1. Los 10 mAbs principales aprobados por la FDA para el tratamiento de distintos tipos de cancer.
Se indican los nombre comerciales y genéricos, el antigeno especifico al que estan dirigido, cuando fueron
aprobados por la FDA y frente al tipo de cancer que son eficaces. Adaptado de Johdi & Sukor 2020.

Es de destacar que estas funciones efectoras deberian ser atenuadas cuando los mAbs
estan dirigidos a las propias células inmune, para bloquear los checkpoints, mientras que
deberian ser mejoradas cuando la diana de los mAbs son células tumorales o patoldgicas.
Desde el primer mAb aprobado por la FDA para inmunoterapia del cancer, Rituximab,
dirigido al antigeno CD20 para el tratamiento de linfoma de células B no-Hodgkin, en la
actualidad existe una amplia gama de mAbs dirigidos frente a distintos antigenos tumorales
(Tabla 1).

No obstante, el disefio y optimizacién de mAbs terapéuticos frente al cancer todavia plantea
numerosos desafios: la principal caracteristica a optimizar en los mAbs son la especificidad
y la afinidad de union al antigeno, la mayor estabilidad conformacional (plegamiento) y
coloidal (solubilidad) de los mismos, asi como desarrollar anticuerpos multiespecificos, que
reconozcan distintos antigenos tumorales o distintos epitopos del mismo antigeno o

disefiar inmunoconjugados, como las inmunotoxinas (Tiller & Tessier, 2015). Por todo ello,
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surgié un nuevo campo de investigacion dirigido a la ingenieria de anticuerpos, con el fin
de disefiar y producir una nueva generacion de anticuerpos monoclonales o variantes
optimizadas de los mismos, no solo para solventar los problemas de los primeros, sino para

incorporar nuevas propiedades de interés para el diagnostico o el tratamiento.

2.2 Ingenieria de anticuerpos.

El conocimiento adquirido sobre la estructura y funcién de los mAbs y los avances
realizados en las técnicas de ingenieria genética han permitido el desarrollo de una
segunda generacion de anticuerpos monoclonales, en la que se incluyen fragmentos de
anticuerpo, anticuerpos quiméricos y humanizados, y anticuerpos de formato multivalente.
Estos nuevos disefios de anticuerpo presentan numerosas ventajas clinicas, como una
mayor penetracién tumoral, una eliminacion de la sangre mas rapida, una menor retencion
inespecifica en tejidos sanos, y una menor inmunogenicidad (Biteghe et al., 2020; Elshiaty
et al., 2021).

2.2.1. Fragmento variable de cadena Unica (scFv).

El fragmento variable (Fv) es la unidad mas pequefia de la molécula de inmunoglobulina
con capacidad de union especifica al antigeno. Un anticuerpo con formato scFv consiste
en las regiones variables de las cadenas pesadas (Vw) y ligera (VL) unidos por un linker
peptidico flexible (Ahmad et al., 2012). (Figura 9).

La longitud y composicién de aminoacidos del linker peptidico es fundamental para el
correcto plegamiento del scFv. Asi, se ha estimado que la longitud 6ptima del linker deberia
ser de 35 A, y su composicion incluir aminoacidos hidrofilicos, fundamentalmente
repeticiones de Gly y Ser para permitir el correcto plegamiento y flexibilidad de los dominios

marcadores (Huston et al.,

Vi 1991).
Fab
VH
En la actualidad se han
Fc - %VH disefiado numerosos scFv
VL

frente a antigenos tumorales
IgG (150 KDa) scFv (25 KDa) _
(Ruiz-de-la-Herran et al.,

Figura 9. Esquema comparativo entre un mAb completo, de 150 2019) y virus (Ahangarzadeh
KDa, y un scFv, de 25 KDa. En azul se representan los dominios

variables, en verde los dominios constantes, y en rojo los CDR. EI et al., 2020), lo que indica que
scFv presenta la misma especificidad que el mAb debido al

mantenimiento de los 6 CDR, 3 de V. y 3 de V.
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este formato de scFv tiene potencial como terapia médica y aplicaciones diagnésticas.

2.2.2. Nanobodies (VHH).

El descubrimiento de la existencia de anticuerpos constituidos inicamente por dos cadenas
pesadas (HcAbs) en camélidos (Hamers-Casterman et al., 1993) y peces cartilaginosos
(Greenberg et al., 1995) dio lugar a una nueva generacion de anticuerpos terapéuticos
basados en estos anticuerpos de dominio Unico, denominados VHH o nanobody,
consituyéndose como las unidades de menor tamafio que mantienen la capacidad de union
especifica y reconocimiento antigénico. La especificidad de un nanobody esta determinada
por 3 CDR, presentando el CDR3 una mayor longitud comparado con los dominios Vu de
humanos, permitiendo a los nanobodies interactuar con epitopos de otra manera

inaccesibles en los antigenos (Yang & Shah, 2020). (Figura 10).

) A g

HcAb (90 KDa) VHH (15 KDa) IgG (150 KDa) scFv (25 KDa)

Figura 10. Esquema de los distintos tipos de anticuerpos y derivados. De izquierda a derecha se
representa: HcAb (anticuerpos de camélidos de cadena pesada), VHH (nanobody), IgG (anticuerpo
completo de origen humano) y scFv (fragmento variable de cadena Unica). Se representan los dominios
variables (azul), los dominios constantes (verde) y los CDR (rojo). En la parte inferior se indican sus
respectivos tamafios moleculares.
Entre las principales ventajas de los nanobodies destaca su menor tamafio (15 KDa), lo
gue les permitiria una mayor penetracién en tumores sélidos, permitiendo en algunos casos
el paso a través de la barrera hematoencefalica (Muruganandam et al., 2002). Su menor
tamafo también les permitiria la eliminacion renal del torrente sanguineo, pues estan por
debajo del umbral de filtracion glomerular (60 KDa). Esto implica una menor vida media
circulando en el torrente sanguineo (< 2 horas), lo cual seria una ventaja en el caso de
nanobodies conjugados con agentes toxicos, 0 nanobodies marcados para diagndstico por
imagenes pues se reduciria su acumulacion en tejidos asi como toxicidades inespecificas.
No obstante, seria una desventaja para su aplicacion en enfermedades inflamatorias o
procesos tumorales, que podria ser solventando mediante regimenes de administraciéon

mas continuados (Moradi et al., 2020).

Los nanobodies también presentan una elevada termoestabilidad, manteniendo su

funcionalidad a 90°C (Van der Linden et al., 1999), tolerando elevadas presiones (500-700
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MPa), elevadas concentraciones de agentes desnaturalizantes (cloruro de guanidinio 2-3M,
urea 6-8M) (de Vos et al., 2013) y pH extremos, lo que les permitiria su administracion
terapéutica por via oral (Harmsen & Haard, 2007). Esta estabilidad es explicada porque la
renaturalizacion del nanobody s6lo implica el plegamiento del dominio variable, mientras
gue los anticuerpos convencionales requieren ademas la asociacion de los dominios Vi y
VL.

Ademas, la administracion terapéutica de los nanobodies no produce rechazo

inmunoldgico, ni generaciéon de

Nombre de VHH anticuerpos anti-VHH, ni

Anti-EGFR Nb EGFR proliferacion de células T, ni
CONAN-1 EGFR liberacion de citoquinas, debido
EGal-PEG-NPs EGFR . :
posiblemente a la ausencia de
A-PTX-SF-NPs EGFR _ )
P p——— — regiones Fc, a la elevada homologia
Anti-EGFR armed liposomes EGFR; IGF-1R de secuencia con los dominios V
Biespecific anti-EGFR-anti-TCR VHH  EGFR; V9V2-Tcell humanos, y a la ausencia de
Nb 139; Nb3 P53 agregacion a causa de su elevada
Al CIEEl estabilidad (Coppitiers et al., 2006).
VA12 VEGF-A
3VGR19 VEGFR2 Latecnologia del DNA recombinante,
NTV1; NTV2 VEGFR2 y el pequefio tamaifio de las
Anti-VEGFR2-PE38 VEGFR2 secuencias de los nanobodies ha

Tabla 2. Resumen de lainmunoterapia actual basada en permitido  su  optimizacion, en
nanobowes frenFe a cancer colo'rrectal, |ncluyen_do algunos casos mediante la fusién de
nanobodies asociados a nanoparticulas, nanobodies
biespecificos e inmunotoxinas basadas en nanobodies. un dominio Fc humano para
Adaptado de Moradi et al., 2020.
desencadenar la ADCCy la CDC tras
la unién al antigeno (de Buck et al., 2013) o disefiando formatos diméricos o triméricos que

presentan una mayor avidez por el antigeno (Moradi et al., 2020).

Desde la primera implementacion terapéutica de un nanobody frente al EGFR, inhibiendo
el crecimiento tumoral in vivo (Roovers et al., 2007), las propiedades Unicas de los
nanobodies, asi como la posibilidad de optimizarlos han permitido el disefio numerosos

formatos de inmunoterapia frente a cancer colorrectal. (Tabla 2).

2.2.3 Formatos multiméricos.

En general, los fragmentos scFv muestran un rapido aclaramiento del torrente sanguineo,

asi como poca capacidad de retencion en tumores a causa de su pequefio tamafio, y de
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sus capacidades de union monovalentes. Ademas, la presencia de multiples factores y
distintos mecanismos de sefializacion implicados en la patogénesis de las enfermedades,
asi como la resistencia a monoterapias disminuye la eficacia terapéutica de los mAb (El-
Sayes et al., 2021).

Para evitar este problema, se han desarrollado técnicas de multimerizacion para constituir
anticuerpos multiméricos, aumentando su valencia (sitios de unién al antigeno) como su
especificidad (epitopos distintos que son capaces de reconocer un anticuerpo) permitiendo
una mayor vida media en el torrente sanguineo al aumentar su peso molecular, una mayor
retencion en los tumores a causa de su multivalencia y del aumento de su afinidad funcional
0 avidez y una mayor versatilidad, al poder combinar distintos fragmentos de anticuerpos

con distintas especificidades (Cuesta et al., 2010) (Figura 11).

Asi, se han desarrollado anticuerpos biespecificos, que son capaces de reconocer dos
antigenos diferentes en dos tipos celulares distintos, dos antigenos diferentes sobre la
misma célula o dos epitopos distintos sobre un mismo antigeno, permitiendo una mayor
versatilidad en la union y en el bloqueo de distintas vias de sefializacién patolégicas.
Ademas, los costes de produccion de un anticuerpo biespecifico son menores que los de
sus correspondientes mAbs utilizados como un tratamiento combinado (Ahamadi-
Fesharaki et al., 2019).

Monovalente Bivalente Trivalente
Diabody E \ E}
Fab (40 KDa) (55KDa) L J
8 Trimerbody-scFv
scFv (25 KDa) IgG (150 KDa) (110 KDa)
O (scFv),/BiTE s O &
VHH (15 KDa) (55KDa) 1
Biespecifico LJ
(scFv-VHH) Trimerbody -VHH
(45 KDa) (90 KDa)

Figura 11. Esquema de distintos formatos de anticuerpos multiméricos clasificados segun sus
distintas valencias y especificidad. Se indica en azul o en rojo las distintas especificidades de las regiones
variables de los anticuerpos, en verde los dominios costantes, y en amarillo el dominio de trimerizacién del
colageno XVIII (TIE XV,

Un tipo de anticuerpo biespecifico es el bispecific T cell engager (BiTE), que consiste en

dos scFv unidos por un linker peptidico, uno de los cuales se une a CD3 en las células T,
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y el otro se une a un antigeno patoldgico o tumoral. La unién simultanea de BIiTE a la célula
Ty a la célula tumoral provoca la activacion de la célula T, la liberacion de citoquinas, con
sus consiguientes efectos sobre otras células inmunes y la secrecion de perforina y

granzima B, ocasionando la apoptosis de la célula tumoral (Zhou et al., 2021).

Otro tipo de anticuerpo biespecifico seria el diabody, constituido por dos cadenas
polipeptidicas, una de las cuales contiene el V4 del anticuerpo A junto con el V. del
anticuerpo B, mientras que la otra cadena presenta el Vy del anticuerpo B conectado con
el Vi del anticuerpo A (Ahamadi-Fesharaki et al., 2019).

En la actualidad, se estan utilizando los anticuerpos biespecificos para tratar un elevado
numero de patologias: infecciones viricas, mediante el empleo de anticuerpos biespecificos
dirigido a los antigenos del VIH gp41 y gp120 (Pham & Mespléde, 2018); infecciones
bacterianas, mediante anticuerpos biespecificos dirigidos frente a distintos factores de
virulencia de Pseudomonas aeruginosa (DiGiandomenico et al., 2018), o diversos tipos de
cancer, como el cancer colorrectal, desarrollando BiTEs especifico frente a CEA (Pishvaian
et al., 2016) o canceres hematolégicos, mediante el empleo de un BIiTE especifico frente a

CD19 para el tratamiento de la leucemia linfocitica aguda (Kantarjian et al., 2017).

En ocasiones no se utilizan linkers peptidicos para unir los distintos fragmentos de
anticuerpos entre si, sino dominios de oligomerizacién de otras proteinas. Asi, el factor de
necrosis tumoral a (TNFa), fusionado al extremo C-terminal de un scFv forma una
estructura homotrimérica que mantiene tanto las funciones efectoras de TNFa como el
reconocimiento antigénico de scFv (Halin et al., 2003). También se ha utilizado la fusion de
fragmentos scFv con el dominio de multimerizacion de la proteina supresora de tumores

p53, constituyendo anticuerpos tetraméricos (Deyeb & Lebedenko, 2008).

Ademas, se ha utilizado el dominio de trimerizacion (TIEX") N-terminal del dominio no
colagenoso (NC1) del colageno XVIlI para, tras la fusion al extremo C-terminal de un scFv,
constituir un anticuerpo trimérico, o trimerbody (110 KDa) (Blanco-Toribio et al., 2014;
Mikkelsen et al., 2019; Rios et al., 2019). Este dominio de trimerizaciébn presenta una
elevada estabilidad tanto en el microambiente tumoral rico en proteasas, como tras su

incubacién en suero en ensayos de estabilidad, lo que facilitaria su aplicacion terapéutica.

El modelo de trimerbody presentaria en condiciones nativas una estructura en forma de
tripode, con los dominios scFv localizados en los extremos del brazo, requiriendo para su
funcionalidad que los dominios scFv mantengan una flexibilidad suficiente para permitir la
adpocion de distintas conformaciones que favorezcan la union al antigeno. En este sentido
se ha demostrado que un linker peptidico de 21 residuos, que supone una longitud de 80
A, permite dicha flexibilidad (Cuesta et al., 2010).
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En estudios in vivo utilizando un trimerbody frente al antigeno tumoral de cancer colorrectal,
CEA, se observo una mayor retencion y una mayor vida media en el torrente sanguineo
que las de su correspondiente monémero, un scFv frente a CEA, mostrando que la mayor
masa molecular (superior al umbral de filtracion glomerular) y una mayor avidez a
consecuencia de su trivalencia son importantes para una mayor retencién tumoral, y un

menor aclaramiento del torrente sanguineo (Rios et al., 2019).

3. Inmunotoxinas

Desde el concepto de “bala magica”, propuesto por Paul Ehrlich en 1970, en términos de
una molécula téxica capaz de dirigirse especificamente a determinados receptores para el
tratamiento de enfermedades parasitarias, pasando por la propuesta del término
‘inmunotoxina” de Thorpe al desarrollar un anticuerpo antilinfocito conjugado con la toxina
diftérica para la eliminaciébn de células tumorales linfoblastoides, el concepto de
inmunoconjugado ha supuesto un enorme éxito a la hora de dirigir especificamente agentes
quimioterapéuticos o radiactivos frente a distintas enfermedades, tanto tumorales como

infectocontagiosas (Fercher et al., 2018).

Asi, las inmunotoxinas son una clase de inmunoconjugados, constituidas por un dominio
marcador, que dirige especificamente al dominio téxico, normalmente una toxina de

naturaleza proteica a la célula tumoral diana, ocasionando la muerte de esta.

El dominio marcador, disefiado para la unidon especifica a un antigeno expresado selectiva
0 mayoritariamente en las células tumorales, consiste principalmente en un anticuerpo o
derivado de él, aunque también se usan otros ligandos especificos de receptor, como
citoguinas (IL-2) o factores de crecimiento (TGFa) (Chaudhary et al., 1987; Pastan et al.,
2007; Fleming & Ho, 2020).

En cuanto al dominio téxico, inicialmente incluia proteinas téxicas procedentes de bacterias,
como la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (PE) o la toxina diftérica (DT) o derivadas
de plantas, como la ricina, la saporina o la gelonina (Polito et al., 2019; Xing et al., 2021).
Posteriormente se incluyeron toxinas de diferentes origenes, como las ribotoxinas fangicas
(Goyal & Batra, 2000; Carreras-Sangra et al., 2012; Lazaro-Gorines et al., 2019) o de origen

humano como las RNasas humanas (Jordaan et al., 2018).
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Figura 12. Esquema del mecanismo de actuacion de las inmunotoxinas. Tras la union del dominio
marcador al antigeno de superficie, se produciria la endocitosis de la inmunotoxina en los endosomas
tempranos. Posteriormente puede ser degradada por los lisosomas, o continuar por la via retrégada a
través del aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico hasta que finalmente el dominio téxico sea
traslocado al citosol. Por Gltimo, el dominio téxico en el citosol llevara a cabo su accién téxica provocando
la muerte de la célula diana.
El mecanismo de accion de las inmunotoxinas implica tres etapas: 1) La union al receptor
diana gracias al dominio marcador, y la consiguiente internacion de la inmunotoxina en la
célula diana mediante un proceso de endocitosis mediado por receptor. 2) La liberacion del
dominio téxico de los endosomas tempranos tras la internacion, y su acceso al citosol
celular; y 3) la muerte de la célula diana como consecuencia de la actividad enzimatica del

dominio toxico (Kim et al., 2020) (Figura 12).

3.1. Evolucién de las inmunotoxinas.

La primera generacion de inmunotoxinas se desarroll6 a comienzos de los afios 70,
estando las inmunotoxinas constituidas por una toxina unida quimicamente a un anticuerpo
completo (Figura 13). La mayoria de las toxinas de bacterias y plantas estan constituidas
por 2 subunidades, una subunidad de unién a la superficie celular, y una subunidad
enzimatica o tdxica propiamente dicha (Akbari et al., 2017). Uno de los problemas
principales en estos primeros disefios fue la utilizacién de toxinas completas de diferente

origen, que incluyen en su estructura la correspondiente subunidad de unién a la superficie
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celular, lo que supuso la aparicion de toxicidades inespecificas. Otras dificultades fueron la
heterogeneidad de productos tras la conjugacion entre el dominio marcador y el dominio
toxico a consecuencia de la inestabilidad del linker que las unia, asi como una elevada

inmunogenicidad (Moolten et al., 1970; Rust et al., 2017).

A partir de mediados de 1970 se desarrollé la segunda generacion de inmunotoxinas, cuya
principal mejora fue la utilizacion de toxinas que bloqueaban o carecian de la subunidad de
union a la superficie celular (s6lo estaban constituidas por la subunidad enzimatica), con lo
gue se redujo la toxicidad inespecifica, y permitio el desarrollo del primer ensayo clinico en
1986, utilizando la subunidad A de la ricina unida a un anticuerpo anti linfocito T (T101) en
el tratamiento de la leucemia. No obstante, continuaron los problemas de heterogeneidad
del inmunoconjugado y de la inmunogenicidad, pues tanto el anticuerpo como la toxina

eran de origen no humano (Moolten et al., 1976).

Por ultimo, la tercera generacion de inmunotoxinas utilizé las técnicas de ingenieria
molecular para generar inmunotoxinas recombinantes, constituidas por la unién de
anticuerpos, o derivados suyos de menor tamafo (scFv, VHH) a toxinas o subunidades de
las mismas, permitiendo de esta manera una mayor homogeneidad en el producto de la
expresion recombinante de la inmunotoxina, asi como un ajuste del tamafo final de la

inmunotoxina para una mayor penetracion en tumores sélidos (Li et al., 2017).

12 Generacion 22 Generacion 32 Generacion  Optimizaciones

Tre

Figura 13. Esquema de la evolucién en el disefio de inmunotoxinas. La primera generacién de
inmunotoxinas consistia en la fusién de anticuerpos completos con toxinas completas, constituidas tanto por
la subunidad enzimatica (A) como por la subunidad de union a las células (B). La segunda generacion eliminé
o0 bloqued la subunidad B de las toxinas. La tercera generacion consistio en la expresion recombinantes de
inmunotoxinas, con fragmentos de anticuerpos. Las optimizaciones incluyen eliminacién de epitopos
inmunogénicos en las toxinas, asi como dominios marcadores biespecificos o multiméricos. Adaptado de
Rust et al., 2017.
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Ademads, la produccion de inmunotoxinas recombinantes, gracias a las técnicas de
ingenieria genética y su expresion heterdloga, ha permitido la obtencion de nuevos disefios
optimizados incluyendo toxinas humanizadas sin epitopos antigénicos, introduciendo
dominios peptidicos que faciliten un mayor procesamiento y liberacion al citosol, o
modificando el dominio marcador para que reconozca distintos antigenos en la superficie

celular (Figura 13).

3.2. Optimizacién de Inmunotoxinas

Pese a que la evolucion en el disefio de inmunotoxinas ha supuesto un gran avance en su
potencial aplicacion terapéutica frente al cancer, en la actualidad hay algunos aspectos que
contintan dificultando su eficacia como herramientas terapéuticas, entre los que se

incluyen:
e Aparicion de toxicidades inespecificas.

La aparicion de toxicidades inespecificas es debida tanto al uso de toxinas completas, pues
su subunidad de unién se une a las fracciones lipidicas y glicosiladas presentes de manera
ubicua en numerosos receptores de células y tejidos humanos; como al uso de dominios
marcadores que estén dirigidos a antigenos que, si bien pueden estar sobreexpresados en

células tumorales, también se expresan en tejidos y células sanas.

El principal sintoma clinico de esta toxicidad es el sindrome de fragilidad vascular o VLS
(Vascular Leak Syndrome), causado por la accién inespecifica de las toxinas,
principalmente de las toxinas de Pseudomonas, de la toxina diftérica y de la ricina, en las
células endoteliales de los vasos sanguineos, provocando su muerte celular, y la
consiguiente infiltracion de fluidos del sistema circulatorio al espacio intersticial,
provocando edema, hipoalbuminemia, infiltraciones pulmonares e hipotensién (Alewine et
al., 2015; Kim et al., 2020). Ademas, pueden producirse alteraciones por toxicidad cardiaca,
renal o hepatica, siendo esta Ultima la responsable de la suspension terapéutica de la

inmunotoxina Gemtuzumab ozogamicina (Appelbaum & Bernstein, 2017).

Para minimizar estas toxicidades inespecificas, se modificaron las toxinas utilizadas,
mutando, blogueando o eliminando su subunidad de unién (constituyendo la 2° generacion
de inmunotoxinas) o seleccionando dominios marcadores para antigenos tumorales que
presenten una expresion muy diferencial entre el tejido tumoral y los tejidos sanos. Ademas,
el antigeno seleccionado deberia ser internado rapidamente tras la uniéon de la

inmunotoxina, para que pueda llevar a cabo su accion citotdxica (Antignani et al., 2020).
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e Liberacion al citosol.

Tras la unién de la inmunotoxina a su antigeno correspondiente, y su internacion mediante
endocitosis, el dominio toxico tiene que ser traslocado al citosol para llevar a cabo su accién
citotéxica. No obstante, una elevada porcion de las inmunotoxinas endocitadas, y
presentes en las vesiculas endociticas son degradadas en los lisosomas, sin haber llevado
a cabo su accion toxica, o bien recicladas por exocitosis al medio extracelular por lo que la
liberacién del dominio téxico desde los endosomas al citosol constituye un factor clave para

la eficacia terapéutica de las inmunotoxinas.

Algunas toxinas, como la toxina del antrax, presentan un dominio de traslocacién que les
permite la liberacién de los endosomas al citosol en respuesta a una bajada del pH
endosomal; mientras que otras, como la toxina diftérica o la ricina, son transportadas al
citosol via el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmaético, en lo que se conoce como la
via retrégrada (Williams & Tsai, 2016; Kim et al., 2020).

Otras estrategias para facilitar la liberacion de la toxina al citosol desde los endosomas es
la administracion conjunta de la inmunotoxina con potenciadores de liberacion endosomal,
como citolisinas formadoras de poros de la membrana (Pirie et al., 2013), 0 agentes
desestabilizadores de la membrana endosomal, como aminas lisosomotropicas, que

alteran la integridad de la membrana (Fuchs et al., 2016).

Por dltimo, se han disefiado inmunotoxinas con sitios de reconocimiento especificos de
proteasas presentes en las membranas de los endosomas, como la furina. La furina es una
serin-proteasa transmembrana perteneciente a la superfamilia de la subtilisina localizada
en la membrana plasmatica, en la membrana de los endosomas y en la membrana de la
red trans-Golgi, y cuya funcién biolégica consistiria en la maduracién postraduccional de
proteinas mediante rotura proteolitica (Thomas, 2002). Asi, una vez que la inmunotoxina
es internada, es cortada por la enzima furina en el sitio de restriccion, liberandose el
dominio toxico que se traslocaria al citosol para llevar a cabo su accién toxica (Goyal &
Batra, 2000; Ruiz-de-la-Herran et al., 2019).

3.3 Inmunogenicidad de las Inmunotoxinas.

Uno de los principales inconvenientes a la hora de utilizar inmunotoxinas como
herramientas terapéuticas es la aparicion de una respuesta inmune del paciente frente a
estas inmunotoxinas, produciendo anticuerpos anti-droga (ADAS). Este aspecto es de
mayor importancia si la proteina terapéutica requiere una administracién prolongada en el

tiempo mediante la administracion de repetidas dosis, pues los ADAs se detectan
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normalmente una o dos semanas después tras la primera administracién de la proteina
terapéutica, aumentando sus niveles con las sucesivas administraciones terapéuticas
(Fercher et al., 2018).

Los ADAs, al ser una respuesta inmunoldgica neutralizante de la proteina terapéutica, no
solo neutralizan la inmunotoxina administrada o aceleran su eliminacién del torrente
sanguineo, sino que pueden dar lugar a complicaciones inmunoldgicas, como reacciones

anafilacticas, hipersensibilidad o incluso autoinmunidad (Sauna et al., 2018).

En este sentido, la inmunogenicidad de las inmunotoxinas viene dada por la
inmunogenicidad de los componentes de sus dos dominios funcionales. La
inmunogenicidad del dominio marcador puede controlarse incrementando el contenido de
secuencia humana insertando las regiones determinantes de complementariedad (CDR)
en marcos humanizados. Este proceso de humanizacion esta perfectamente establecido
gracias al desarrollo tecnoldgico y metodoldgico asociado a la ingenieria de anticuerpos.
En el caso del dominio téxico, la utilizacién habitual de toxinas de origen bacteriano, resulta
en un caracter muy inmunogénico, siendo por tanto la toxina el principal desencadenante

habitual de los problemas de inmunogenicidad (Mazor et al., 2018).

Las principales aproximaciones para disminuir la inmunogenicidad de las inmunotoxinas, y
de su dominio téxico en particular, consisten en: 1) recubrimiento de la inmunotoxina con
polietilenglicol (PEG), 2) eliminacién de los epitopos reconocidos por los linfocitosBy T, y
3) administracién conjunta de agentes inmunosupresores e inmunomoduladores junto con

la inmunotoxina (Mazor et al., 2018; Sauna et al., 2018).

1) El recubrimiento de las inmunotoxinas con PEG, mediante PEGilacién puede
reducir la inmunogenicidad disminuyendo la degradacion de la proteina frente a las
células presentadoras de antigenos, y enmascarando los epitopos inmunogénicos
expuestos tras la degradacion. No obstante, la unién quimica de PEG puede afectar
a la funcionalidad y eficacia terapéutica de la inmunotoxina (Tsutsumi et al., 2000;
Molineux, 2002).

2) Eliminacion de epitopos de linfocitos B y T. Los epitopos de los linfocitos B son las
regiones en la superficie de la inmunotoxina que se unen a los receptores de las
células B y provocan la liberacion de ADAs. Asi, se han detectado 7 epitopos
principales de linfocitos B en la exotoxina A de Pseudomonas, mediante el mapeo
de fragmentos de la toxina y su reaccién con anticuerpos, y han sido eliminados
mediante mutacién y sustitucién de aminoacidos presentes en estos epitopos por
residuos de alanina (Onda et al., 2006; Liu et al., 2012). Esta variante de la toxina

de Pseudomonas deinmunizada para las células B ha sido utilizada para desarrollar
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inmunotoxinas, algunas de ellas biespecificas, frente a distintos tipos de leucemia
(Vallera et al., 2010). De la misma manera se han llevado a cabo mutaciones sobre
epitopos de células B de la toxina diftérica, dando lugar a una versién
deimmunizada de la misma (Schmohl et al., 2015), que ha sido empleada para el
disefio de inmunotoxinas no inmunogénicas, con mayor seguridad y eficacia para

los pacientes (Schmohl et al., 2018).

No obstante, la eliminacion completa de los epitopos de linfocitos B es compleja,
debida a la naturaleza adaptativa de las especificidades de las células B llevada a
cabo en el proceso de la maduracion de la afinidad. Por ello, la eliminacion de
epitopos de linfocitos T es una estrategia mas eficiente para reducir la
inmunogenicidad, ya que la especificidad de los linfocitos T no varia, y los linfocitos
T CD4+ son necesarios para la maduracion de afinidad de los linfocitos B y la

generacion de ADAs.

Para la identificacion de epitopos de linfocitos T, se suelen llevar a cabo modelos in
silico de unién de péptidos potencialmente inmunogénicos a las moléculas de HLA
(de las siglas en inglés Human Leucocyte Antigen), pues el procesamiento de los
péptidos, su unién a las moléculas de HLA y su posterior presentaciéon es una
condicion necesaria para la activacion de células T (Rosenberg & Sauna, 2018).
También se mapean secuencias peptidicas de las proteinas potencialmente
inmunogénicas, y se cultivan en contacto con células T, midiendo su activacién
mediante cuantificacion por ELISA de citoquinas como IL-2, IL-4 o IFNy. Asi, se han
identificado y mutado residuos concretos de epitopos de células T en la ribotoxina
fungica a-sarcina (Jones et al., 2016), y se han disefiado inmunotoxinas frente a
leucemia de células peludas utilizando una variante de la toxina de Pseudomonas

con los epitopos de células T silenciados (Mazor et al., 2014)

La eliminacién completa de epitopos de linfocitos B y de linfocitos T deberia
tedricamente provocar una ausencia completa de reaccién inmune. No obstante, al
tratar de suprimir ambos tipos de epitopos en una inmunotoxina dirigida frente a
mesotelina, se observé que la eliminacién de un epitopo conformacional de células
B habia sido la causa de la aparicibn de un nuevo epitopo frente a células T,
mostrando la dificultad de introducir numerosas modificaciones sin comprometer la

inmunogenicidad resultante y la funcionalidad (Mazor et al., 2016)

Administracion combinada de agentes inmunosupresores o inmunomoduladores.
Ademas de la reduccion de la inmunogenicidad al modificar epitopos especificos

de las inmunotoxinas, se ha observado que determinados agentes que suprimen la
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respuesta inmune retrasan la aparicion de ADAs (Mazor & Pastan, 2020). Asi, se
ha utilizado rituximab, que elimina las células B, como paso previo a la
administracién de la inmunotoxina, para retrasar la aparicion de anticuerpos
neutralizantes (Hassan et al., 2004). También se han utilizado combinaciones de
pentostatina y ciclofosfamida para eliminar tanto las células B como las células T, y
de esta manera retrasar la aparicion de ADAs frente a la inmunotoxina SS1P
(Hassan et al., 2013).

3.4 Inmunotoxinas en la actualidad.

En la actualidad, y gracias a las optimizaciones llevadas a cabo anteriormente, muchos
disefios de inmunotoxinas estan en ensayos clinicos no sélo a frente canceres
hematoldgicos y sélidos (Tabla 3), sino también frente a rechazos de trasplantes (Growth
et al., 2019), enfermedades virales (Sadraeian et al., 2017) y enfermedades autoinmunes
(Zhao et al., 2019).

Inmunotoxina Dominio marcador | Dominio toxico Enfermedad
IL-2

Denileukin difitox Linfoma células T cutaneo
Melanoma

E7777 1L-2 DT Linfoma células T recurrente
Linfoma células T periférico

Moxetumomab pasudotox Anti-CD22 (dsFv) PE38 Leucemia de células peludas
Leucemia linfoblastica aguda

Tagraxofusp-erzs IL-3 DT Neoplasma de células dendriticas
plasmacitoides
Leucemia mieloide aguda
Leucemia mielomonocitica cronica
Mieloma miuiltiple

MDNA55 IL-4 PE38 Glioblastoma
LMB-2 Anti-Tac (scFv) PE38 Leucemia de células peludas
Leucemia de células T
UCHT1 Anti-CD3 (BisFv) DT Melanoma
Micosis flngicas
DT2219ARL Anti-CD19 y anti-CD22 DT Leucemia células B
(scFv)
LMB100 Anti-mesotelina (Fab) PE24-DI Cancer pancreatico
Mesotelioma
SS1P Anti-mesotelina (dsFv) PE38 Mesotelioma
MOC31PE Anti-EpCAM (IgG1) PE Neoplasma colorrectal
Oportuzumab monatox Anti-EpCAM (scFv) PE38 Cancer de vesicula
T-Guard Anti-CD3 y anti-CD7 (IgG) Ricina Rechazo de trasplante
D2C7-IT Anti-EGFR scdsFv PE38 Glioma maligno
MT-3724 Anti-CD20 (scFv) Shiga Linfoma de células B

Tabla 3. Inmunotoxinas terapéuticas aprobadas y actualmente en ensayos clinicos. Se indica el
nombre de la inmunotoxina, su dominio marcador, su dominio téxico y la enfermedad para la que estan
disefiadas. DT, toxina diftérica truncada; PE38, exotoxina de Pseudomonas de 38 KDa; PE24-DlI,
exotoxina de Pseudomonas no inmunogénica de 24 KDa.
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No obstante, solo 3 inmunotoxinas han sido aprobadas por la FDA para su administracion
en humanos (Kim et al., 2020): Denileukin difitox (Ontak) frente a linfomas de células T,
moxetumomab pasudotox (Lumoxiti) frente a leucemia de células peludas y tragraxofusp
(Elzonris) frente a neoplasma de células dendriticas plasmocitoides. (Figura 14). Estas 3
inmunotoxinas estan disefladas para canceres hematoldgicos, en los que el sistema
inmune esta comprometido, disminuyendo el riesgo de rechazo inmunoldgico por parte del
paciente, y para los cuales la capacidad de penetraciébn no es critica. No obstante,
considerando que el 80% de los canceres humanos son tumores sélidos, el desarrollo de
inmunotoxinas frente a estos tumores exige seleccionar antigenos de membrana
apropiados, con disefios que permitan una mayor penetracion y biodistribucién en el tejido
tumoral, asi como utilizar toxinas que no presenten problemas de toxicidad inespecifica ni

de inmunogenicidad (Lambert & Morris, 2017).

Denileukin diftitox Tagraxofusp Moxetumomab pasudotox
(Ontak®, DT-IL2) (Elzonris®, DT-IL3) (Lumoxiti®, anti-CD22 dsFv-PE38)

Toxina  Dominio marcador Toxina Dominio marcador Dominio marcador Toxina
(DT) (1L2) (DT) (IL3) (anti-CD22 dsFv) (PE38)

Figura 14. Representacion tridimensional de las 3 inmunotoxinas aprobadas por la FDA para el
tratamiento de tumores hematolégicos en humanos. Se indica de cada una de ellas, el dominio marcador
y el dominio toxico. Adaptado de Kim et al., 2020.

4. RNAsas fungicas-Ribotoxinas.

Como ya se ha comentado anteriormente, ademas de las toxinas de origen bacteriano,
como la toxina de Pseudomonas o la toxina diftérica, que presentan una elevada toxicidad
inespecifica e inmunogenicidad, se estan utilizando otras toxinas para su aplicacién en el
disefio de inmunotoxinas, como las proteinas inactivadoras de ribosomas o RIPs
(Ribosome Inactivating Proteins), RNasas de origen fungico o humano (Ardelt, 2013;
D Avino et al., 2014; Jordaan et al., 2018) u otras proteinas citoliticas humanas (Mungra et
al., 2019).
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Las RIPs son una familia de toxinas que inhiben la sintesis de proteinas en células
eucariotas (Rust et al., 2017). Si bien anteriormente se incluian en esta familia toxinas de
diferente origen, como bacterianas o fungicas, actualmente se restringen a toxinas de
plantas, en las que desempefian una funcion de defensa a infecciones viricas. Ejemplos
de RIPs de plantas serian la saporina, la gelonina o la ricina, presente esta Ultima en las
semillas de la planta Ricinus communis como ejemplo mas caracteristico. Estas toxinas
llevan a cabo su accion toxica a través de su activididad N-glicosidasa sobre el RNA
ribosomal de 28S o0 23S, eliminando un Unico residuo de adenina (A4324) en una secuencia
GAGA en un lazo universalmente conservado, llamado lazo sarcina-ricina o SRL
(Sarcin/Ricin Loop) (Bolognesi et al., 2016; Polito et al., 2019).

Es precisamente el SRL, sobre el que ejercen su accién inhibitoria del ribosoma las
ribotoxinas fungicas, pertenecientes a la familia de RNasas fungicas, siendo la a-sarcina
su miembro mas representativo, justificando la inclusion de su nombre en dicho lazo
descrito anteriormente (Lacadena et al., 2007; Olombrada et al., 2014 y 2017a; Gotte et al.,
2019).

Las ribotoxinas fungicas son una familia de
ribonucleasas extracelulares que fueron
inicialmente descubiertas en 1960, gracias
a un estudio del departamento de salud de
Michigan para la busqueda de antibiéticos
y agentes antitumorales. El filtrado de un
hongo procedente del suelo de una granja
de Michigan presenté  actividades
inhibitorias para el crecimiento de sarcoma
180 y de carcinoma 755 (Olson et al.,
1965). ElI hongo fue identificado como

Aspergillus giganteus MDH18894, y la
molécula responsable de estos efectos Figura 15. A. Fotografia de un cultivo de Aspergillus
giganteus MDH18894. B. Primera determinacion de
antitumorales resulté ser una proteina, la estructura tridimensional de la ribotoxina o-
. sarcina. Adaptado de Lacadena et al., 2007.
llamada a-sarcina (Olson & Goerner, 1965)

(Figura 15).

Las ribotoxinas, ademas de ser RNasas extracelulares producidas por hongos filamentosos,
presentan actividad citotoxica. Son producidas mayoritariamente por especies del género
Aspergillus, aunque otros hongos entomopatdgenos, como Hirsutella thompsonii o

Metarhizium anisopliae también son capaces de sintetizarlas.
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Llevan a cabo su accién ribonucleolitica sobre
GAGA tetraloop

la subunidad mayor del RNA ribosomal %9»4- Ricina
. B G-2659
a-sarcina
~

A2662

inactivandolo, actuando sobre el lazo sarcina
ricina o SRL. Este SRL consiste en una
horquilla de rRNA, en el que los elementos
estructurales mas destacados son un tetraloop
GAGA y un residuo de guanina prominente. No
obstante, el mecanismo de accion es diferente,
pues las RIPs inactivan el ribosoma
depurinando un Unico residuo de adenina
(A2660), mientras que las ribotoxinas rompen
un Unico enlace fosfodiéster situado en el

; . Figura 16. Estructura del SRL. Se indica la
extremo 3’de G2661. (Figura 16). Este SRL,  adenia depurinada por la ricina, el enlace

fosfodiéster cortado por la a-sarcina, asi como
elementos estructurales del SRL, el tetraloop
L7/L12 y las proteinas ribosomales uL6 y uL14  GAGA (azul) y un residuo de guanina

] . » prominente (rojo). Adaptado de Lacadena et
constituye el sitio de union al factor de al, 2007

junto con la regién de unién uL11, el segmento

elongacion, requerido para la biosintesis de

proteinas (Lacadena et al., 2007).

La rotura del SRL por las ribotoxinas mediante una rotura endonucleolitica tipica de tipo
acido-base (Lacadena et al., 1998) produce un pequefio fragmento de 300-400 nucleétidos
de rRNA conocido como fragmento a, inhibiéndose la biosintesis de proteinas vy
produciéndose la muerte celular por apoptosis. (Garcia-Ortega et al., 2010; Olombrada et
al., 2017).

La toxicidad de las ribotoxinas es debida tanto a su actividad RNasa altamente especifica,
como a su capacidad de atravesar membranas lipidicas. Esta capacidad de las ribotoxinas
de atravesar membranas lipidicas es llevada a cabo sin la participacién de ningun receptor,
siendo particularmente capaces de atravesar las membranas de células transformadas o
infectadas por virus, asi como las membranas mas fluidas y finas de células de insecto
(Onaderra et al., 1993; Olmo et al., 2001). Esto es debido a la diferente permeabilidad de
estas membranas celulares, junto con la interaccién de determinados residuos basicos en
la superficie de las ribotoxinas con los fosfolipidos acidos presentes en las membranas
lipidicas (Lacadena et al., 2007; Olombrada et al., 2013).

Las ribotoxinas mas estudiadas y caracterizadas son la a-sarcina, producida por
Aspergillus giganteus; la restrictocina, producida por Aspergillus restrictus y Asp f 1,

producida por el patbgeno humano Aspergillus fumigatus (Gasset et al., 1994; Kao et al.,
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2001). Todas ellas muestran un alto grado de conservacion, asi como una similitud en la

secuencia de aminoacidos superior al 85%.

No obstante, la hirsutelina A, una ribotoxina extracelular producida por el hongo patégeno

Hirsutella thompsonii sélo presenta un 25% de identidad de secuencia con las ribotoxinas
previamente caracterizadas (Herrero-Galan et al., 2013). También se han encontrado
ribotoxinas en otros géneros
de hongos, como la pequefia
anisoplina producida por
Metarhizium anisopliae,
mostrando que la
produccion de ribotoxinas no
es exclusiva del género
Aspergillus (Olombrada et
al., 2017b).

Filogenéticamente préximas
a las ribotoxinas, pero sin

actividad citotoxica, son las

i i RNAsas extracelulares
Restrictocina Hirsutelina A RNasa T1 -
fangicas, de las que la

Figura 17. Estructuras tridimensionales de alguna de las RNAsa T1, producida por
principales ribotoxinas (a-sarcina, restrictocina e hirsutelina A) y de .

la RNasa T1. Los elementos estructurales comunes aparecen Aspergillus oryzae es el
indicados con los mismos colores. Adaptado de Olombrada et al.,

2017, miembro mas caracterizado

(Yoshida, 2001). Este grupo
presenta un alto grado de secuencia y similitud estructural con las ribotoxinas, pero no son
capaces de atravesar membranas lipidicas, razén por la cual no son citotéxicas. Ademas
de la RNasa T1, la RNasa U2, producida por Ustilago spaherogena es otra RNasa
extracelular fungica no toxica que esté filogenéticamente préxima a las ribotoxinas (Garcia-
Ortega et al., 2005).

Las ribotoxinas son proteinas mas grandes, de aproximadamente 150 aminodacidos,
generalmente bdsicas, que contienen loops largos cargados positivamente que estan
ausentes en las RNasas fangicas no citotoxicas, siendo estos loops los responsables de

su toxicidad. (Figura 17).

La determinacién de la estructura tridimensional de la a-sarcina por resonancia magnética
nuclear (Campos-Olivas et al.,, 1996; Pérez-Cafadillas et al., 2000) mostré que en

disolucion presenta 5 laminas B antiparalelas y una a-hélice de 3 vueltas, que constituyen
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una superficie concava donde se encuentran los residuos del centro activo enzimético:
His50, Glu96, Arg121 e His137. Ademas, los residuos 1-26 constituyen una larga horquilla
B. Se ha demostrado que el loop 2 de la a-sarcina (Pérez-Cafiadillas et al., 2000) y los
residuos de lisina del loop 3 son necesarios para el reconocimiento y contacto del SRL,

pues reconocen especificamente el residuo de guanina prominente.

Por otro lado, el alto contenido de aminoacidos basicos, el loop 2 y la horquilla 8 del extremo
N-terminal parecen estar implicadas en la interaccion y capacidad de atravesar membranas
lipidicas, pues la delecion de la horquilla B N-terminal en la a-sarcina produce un mutante
gue mantiene su actividad ribonucleolitica, pero con impedimentos para interactuar con

membranas (Martinez-del-Pozo et al., 1988; Garcia-Ortega et al., 2002).

La funcion biolégica de las ribotoxinas extracelulares en condiciones nativas es
desconaocida, pero se postula que son secretadas por los hongos para un papel defensivo
y predatorio. Asi, A. restrictus sintetiza la ribotoxina restrictocina en un momento especifico
del desarrollo vital del hongo, durante la formacion del conidioforo, para ser degradada
posteriormente cuando el desarrollo de los conidios se ha completado (Brandhorst et al.,
1992). Por su parte, Hirsutella thomposonii infecta &caros, desarrollandose los conidios del
hongo a través de la cuticula de estos artropodos, habiéndose demostrado el papel de la
actividad de la ribotoxina hirsutelina en la patogénesis e infeccién de acaros y otros insectos
(Peng et al., 2002; Herrero-Galan et al., 2013; Olombrada et al., 2013).

4.1 Aplicaciones biotecnologicas de las ribotoxinas.

Ribotoxinas como biopesticidas.

A medida que los progresos técnicos y médicos nos permiten alcanzar una mayor
esperanza de vida, la poblacion mundial se incrementa exponencialmente, y se estima que
en 2050 alcanzaremos los 9,5 billones de habitantes. Esta expansién demografica requiere
un crecimiento equivalente de recursos alimenticios, y una de las principales amenazas a
las fuentes de alimentacion son las plagas, que causan la pérdida del 40% de la produccion

agricola al afio (Olombrada et al., 2017).

Tradicionalmente, se han empleado pesticidas quimicos para controlar las plagas, como el
DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) en 1940. No obstante, la escasa especificidad de estos
compuestos, su toxicidad y la emergencia de resistencias ha llevado a buscar otras formas
de controlar las plagas, surgiendo los biopesticidas como una solucién prometedora (Glare
et al., 2012).
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Los biopesticidas incluyen todas aquellas técnicas de control de plagas que utilizan
microorganismos (bacterias, hongos, virus...) asi como los metabolitos (péptidos y

proteinas) producidos por ellos.

En particular, los hongos entomopatégenos han sido utilizados para controlar determinadas
plagas de artrépodos, como B. bassiana frente a insectos y moscas, M. anisopliae frente
al mosquito Anopheles gambiae o H. thompsonii para el control del &caro Varroa destructor
(Whetstone & Hammock, 2007; Kim et al., 2014).

Ademas de la infeccion llevada a cabo por el microorganismo completo, también se podrian
utilizar sus factores de virulencia, como las ribotoxinas producidas por ellos para controlar
las plagas. En este sentido, uno de los principales inconvenientes radicaria en la toxicidad
de estas proteinas para las células de vertebrados, pero este inconveniente se podria
superar caracterizando e investigando variantes de ribotoxinas toxicas para insectos, pero
inocuas para los vertebrados, como los mutantes de hirsutelina, que mantienen su actividad
ribonucleolitica, pero son incapaces de entrar en las células de mamifero, reduciendo su

toxicidad inespecifica (Herrero-Galan et al., 2012).
Ribotoxinas en inmunotoxinas

Pese a que las ribotoxinas fueron inicialmente descubiertas como agentes antitumorales,
su investigacion fue abandonada debido a la aparicién de toxicidades inespecificas frente
a células no tumorales (Roga et al., 1971). No obstante, con el desarrollo de las
inmunotoxinas se reavivd su interés, al poder constituir el dominio téxico de estas

inmunotoxinas, y ser especificamente dirigidas a las células diana.

Las ribotoxinas flungicas presentan una serie de propiedades que las convierten en
candidatas idéneas para su inclusion como dominio toxico de las inmunotoxinas.
Destacando, entre otras, su pequefio tamafio, elevada termoestabilidad, una baja
inmunogenicidad, resistencia a proteasas y una elevada especificidad para inactivar
ribosomas, produciendo la muerte de la célula diana por inhibicion de la biosintesis de

proteinas (Lacadena et al., 2007; Olombrada et al., 2017).

Asi, se disefiaron y caracterizaron inmunotoxinas de primera generacién, utilizando
anticuerpos completos conjugados quimicamente a la a-sarcina, dirigidas especificamente
frente a células tumorales que expresan el receptor de transferrina (Rathore et al., 1997) o
frente a cancer de vejiga (Wawrzynczak et al., 1991). También se ha utilizado la ribotoxina
restrictocina como dominio téxico para la construccion de inmunotoxinas (Rathore & Batra,
1996).
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5. Inmunotoxinas desarrolladas en nuestro grupo.

Los estudios realizados por nuestro grupo de investigacion desde hace mas de 20 afios,
relacionados con el esclarecimiento de la relacion estructura-funcion en las RNasas
extracelulares fungicas, centrado especialmente en las ribotoxinas, ha permitido trasladar
este conocimiento a su potencial aplicacién biomédica o biotecnolégica. De este modo, se
han obtenido diferentes disefios de inmunotoxinas frente a cancer y mas recientemente

frente a alergia (Lazaro-Gorines et al., 2020).

Centrandonos en el caso de los disefios de inmunotoxinas antitumorales desarrollados por
nuestro grupo, inicialmente se disefiaron dos inmunoRNasas, IMTXA33aS y scFvVA33T1,
basadas en la ribotoxina a-sarcina 'y en la RNasa T1, respectivamente (Carreras-Sangra et
al.,, 2012; Tomé-Amat et al., 2012). Ambas compartiendo el mismo dominio marcador
basado en scFvA33, que reconoce el antigeno tumoral GPA33, sobreexpresado en cancer

colorrectal.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion in vitro de dichas inmunoRNasas mostré
gue ambas eran capaces de unirse especificamente y provocar la muerte por apoptosis de
las células diana (GPA33+), presentando IMTXA33aS una eficacia citotoxica mucho mayor
(Carreras-Sangra et al., 2012). Ademas, se estudié el efecto antitumoral de IMTXA33aS in
Vivo, observandose que la administracion de esta inmunotoxina produjo una inhibicion muy
significativa del crecimiento tumoral, presentando propiedades antiangiogénicas y
antiproliferativas sobre tumores colorrectales xenoinjertados en modelo de raton (Figura
18). Estos resultados supusieron una prueba de concepto del potencial uso terapéutico de

las inmunotoxinas basadas en la ribotoxina a-sarcina (Tomé-Amat et al., 2015c).
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Figura 18. Analisis in vivo de la inmunotoxina IMTXA33aS. Se indica el control negativo al que se le
administr6 PBS, IMTX50 o tratamiento con 50ug de inmunotoxina e IMTX100 o tratamiento con 100ug de
inmunotoxina. En A, se observa la disminucién del volumen tumoral con los distintos tratamientos. En B se
representan macroscopicamente los tumores, en los que se puede observar que presentan un menor
tamafio, y una menor vascularizacion en los tratamientos con inmunotoxina respecto al control de PBS.
Adaptado de Tomé-Amat et al., 2015c.
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Para tratar de explicar las diferencias observadas en su eficacia citotdxica se llevé a cabo
un estudio en profundidad del mecanismo de accion de estas dos construcciones,
realizando para ello estudios de colocalizacion intracelular mediante microscopia confocal
de inmunofluorescencia (Tomé-Amat et al.,, 2015a). De este modo, se realiz6 un
seguimiento de la ruta intracelular seguida por las diferentes construcciones. En estos
estudios se incluy6 un nuevo disefio de inmunotoxina basada en una variante no citotoxica
de la hirsutelina A (IMTXA33HtAA3W), que mantenia las caracteristicas ribonucleoliticas
de las ribotoxinas, pero que habia perdido su capacidad para interactuar con membranas
(Tomé-Amat et al., 2015b). Esta nueva construccion se comportdé de forma similar a
SCFVA33T1.

Los resultados indicaron que las diferencias en actividad antitumoral observadas entre las
diferentes construcciones se debian especialmente a la ruta intracelular seguida por cada
una de las RNasas, siendo este procesamiento intracelular determinante para la
citotoxicidad (Tomé-Amat et al., 2015a). Asi, la a-sarcina se traslocaria al citosol desde los

endosomas, mientras que la RNasa T1 se dirigiria mayoritariamente hacia los lisosomas.

Por ello, se plantearon nuevos disefios optimizados de las construcciones originales
(Figura 19), incluyendo un sitio de reconocimiento y corte por la proteasa furina entre el
dominio marcador y el dominio téxico (IMTXA33furaS y scFvA33furTl) (Ruiz-de-la-Herran
et al., 2019). Los resultados mostraron un incremento en la eficacia citotéxica de ambas

construcciones en comparacion con las construcciones originales.

Por otro lado, se disefiaron dos inmunotoxinas dirigidas frente a CEA, otro antigeno tumoral
en cancer colorrectal, utilizando un formato clasico de inmunotoxina de una Unica cadena
basada en scFv y un formato novedoso de conformacion trimérica en disolucion,
incorporando en este Ultimo un dominio de trimerizacion TIEXY" entre el dominio marcador
y el dominio toxico (Cuesta et al., 2009). Asi, se obtuvieron las inmunotoxinas IMTXCEAaS
e IMTXTRICEAaS (Lazaro-Gorines et al., 2019) (Figura 19). Ambas construcciones
presentaron una elevada especificidad y eficacia antitumoral in vitro e in vivo, siendo mucho
mayor en el caso de la inmunotoxina trimérica, asociado a un efecto sinérgico debido a una
mayor avidez en la interaccién con el antigeno, al posible incremento de la vida media de
la construccién y a un aumento en la carga téxica durante el tratamiento. Estos resultados,
supusieron una prueba de concepto para el potencial terapéutico de las inmunotoxinas con

formato trimérico.

No obstante, quedan numerosos obstaculos para la aplicacién terapéutica de las
inmunotoxinas a gran escala: la inmunogenicidad que presentan las toxinas utilizadas, que

provoca la generacion de ADAs y la consiguiente reduccion terapéutica para tratamientos
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gue requieren varias dosis; disefiar inmunotoxinas con un tamario y formato adecuado, que
permita su penetracion en tumores soélidos, la permanencia en ese tejido diana, y una baja
tasa de aclaramiento renal; disefiar inmunotoxinas frente a distintos antigenos para que el
tumor no adquiera resistencia al tratamiento por desarrollo de rutas proliferativas paralelas
o combinar distintas estrategias terapéuticas a la hora de curar una enfermedad como el
cancer que, si por algo se caracteriza, es por su versatilidad de aparicion, desarrollo y
resiliencia. Algunos de estos disefios son objeto de estudio en esta Tesis doctoral.

GPA33 CEA
- _——
S @
IMTXA33a5 IMRNasaA33T1 IMTXCEAQS

.ﬂ furina ‘@
IMTXA33furas (@ E %
(c

% @ IMTXA33HtA3AW ceA
ffe} D

t& ﬁ IMTXTRICEAQS

IMTXTriA33aS

Figura 19. Esquema de las distintas inmunotoxinas disefiadas y caracterizadas en nuestro grupo

de investigacion, tanto frente a GPA33 como frente a CEA. Se indican los dominios marcadores en azul

(scFv frente a GPA33) o naranja (scFv frente a CEA), y los dominios toxicos en morado (a-sarcina), rosa

(RNasa T1) o gris (hirsutelina A 3AW).
La experiencia acumulada en el grupo de investigacion, y los resultados obtenidos con las
diferentes inmunotoxinas descritas anteriormente, son el punto de partida para los disefios
planteados en esta Tesis Doctoral. Para ello, disponemos de un sistema de expresion
heteréloga perfectamente establecido, basado en la levadura metilotréfica Pichia pastoris
gue, ademas de ser considerado un organismo seguro para la salud o GRAS (de las siglas
en inglés: Generally Regarded As Safe) (Tran et al., 2017) permite la produccién de
cantidades suficientes de inmunotoxinas para su posterior caracterizacién funcional

(Carreras-Sangra et al., 2012; Lazaro-Gorines et al., 2019; Ruiz-de-la-Herran et al., 2019).

75



Introduccion

76



Objetivos

Objetivos

1



Objetivos

78



Objetivos

Los trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion en el disefio, produccion y
caracterizaciéon de inmunotoxinas antitumorales, publicados en numerosos articulos de
investigacion y tesis doctorales, han permitido confirmar el enorme potencial terapéutico

de las inmunotoxinas basadas en ribonucleasas fangicas.

Asi, el objetivo general de este trabajo se centra en el disefio y caracterizacion de nuevos
disefios optimizados de inmunotoxinas, que eviten los principales problemas de la
aplicacion terapéutica de las inmunotoxinas, como la elevada inmunogenicidad del dominio
toxico, su escasa penetracion en tumores soélidos, un trafico intracelular ineficiente; asi
como el disefio de nuevas plataformas biomédicas, que combinen las propiedades fisicas

de las nanoparticulas de oro, con las propiedades terapéuticas de las inmunotoxinas.

Este objetivo general puede concretarse en los siguientes objetivos especificos, agrupados

en tres bloques:

Bloque A. Produccién y caracterizacion de inmunotoxinas no inmunogénicas

basadas en una variante no inmunogénica de la a-sarcina.

Se van a estudiar las caracteristicas estructurales y funcionales de la variante no
inmunogénica de la a-sarcina, asi como su inclusién como dominio toxico en inmunotoxinas
frente a GPAS33, y en inmunotoxinas optimizadas que incorporan un sitio de reconocimiento

y corte de furina para facilitar su procesamiento intracelular.

Blogue B. Produccidon y caracterizacion de nanoinmunotoxinas basadas en un
nanobody (VHH) frente a EGFR.

Este blogue se basa en el disefio, produccién y caracterizacion de nanoinmunotoxinas,
cuyo dominio marcador consiste en un nanobody frente a EGFR, asi como de variantes
optimizadas como nanoinmunotoxinas triméricas, o inmunotoxinas biespecificas, que

reconozcan tanto al antigeno EGFR como a GPASS3.
Blogue C. Vehiculizacion de inmunotoxinas mediante nanoparticulas de oro.

Se va a aprovechar el potencial de las nanopatrticulas de oro como plataformas biomédicas
aptas para la uniébn en su superficie de diferentes moléculas, para la obtencion y
caracterizacion de complejos nanoparticula-inmunotoxina, y estudiar su efecto terapéutico

combinado.
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MATERIALES Y METODOS.
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MATERIALES

1. TIPOS CELULARES Y ORGANISMOS

1.1 Escherichia coli

Cepa BL21 (DE3): Genotipo: F-, lon-11, A(ompT-nfrA)885, A(galM-ybhJ)884, ADE3 [lacl,
lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5], A46, [mal+]K-12(AS), hsdS10. Cepa utilizada para la

amplificacién, purificacion y propagacién del plasmido pINPGaSDI.

Cepa RB791 (W3110laclL8): Genotipo: F’, laclp-4000(laclQ), A-, IN(rrnD-rrnE)1. Cepa
gue, una vez que incorporado el plasmido pINPGaSDI en su citoplasma, ha sido utilizada

para la expresion, y exportacion de aSDI al espacio periplasmico.

Cepa DH5aF : Genotipo: F’ endA1 hsdR17 (r-K m-K) supE44 thi-1 recAl gyr A (NalR) relAl
A(lacZYA-argF) U169 deoR [©80 dlac A(lacZ) M15]. Cepa utilizada para la amplificacion,
propagacion y purificacion del plasmido pPICZoA. Al ser de genotipo F’ presenta un factor
F’, o factor de fertilidad, que le confiere la capacidad de transferir DNA por conjugacion. Se
utilizan cepas competentes, preparadas mediante el método de Hanahan con una

modificacion que implica la adicion de RbCl.

1.2 Pichia pastoris

Cepa KM71H: Genotipo aox1l: ARG4. Fentipo: His+, MutS. Se trata de una cepa de la
levadura Pichia pastoris, que tiene interrumpido el gen de la enzima alcohol oxidasa I. Este
gen es responsable del metabolismo del 80% del metanol, por lo que dicho metabolismo
debe ser llevado a cabo por la enzima alcohol oxidasa Il (del gen AOXII), de actividad mas

lenta. De ahi que la cepa sea MutS (Methanol Utilization Slow).

CepaBgll (PPS-9011): Genotipo: aox1A, Fenotipo: His+, MutS. Cepa derivada de la cepa
salvaje BG10, desarrollada por la compafiia Biogrammatics. Debido a la delecién completa
del marco de lectura del gen AOX1, esta cepa presenta un crecimiento lento cuando el

metanol es la Unica fuente de carbono disponible.

1.3 Lineas celulares de mamiferos

SW1222 (ATCC HB-11028): Linea celular adherente de cancer de colon humano. Su
crecimiento es rapido y forma agrupaciones o “domos”. Se ha utilizado como modelo de

células GPA33-positivas. Ceélulas crecidas en medio RPMI 1640, suplementadas con 50
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U/ml de penicilina, 50 mg/ml| de estreptomicina, 300 mg/ml de L-glutamina y FBS al 10%

(v/v). Su propagacion se realizé rutinariamente por tripsinizacion.

A431 (ATCC CRL-1555): Linea celular adherente de carcinoma epidermoide. Su
crecimiento es rapido, formando varias capas celulares ordenadas. Se ha utilizado como
modelo de células EGFR-positivas. Células crecidas en medio RPMI 1640, suplementadas
con 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 300 mg/ml de L-glutamina y FBS al

10% (v/v). Su propagacion se realizé rutinariamente por tripsinizacion.

HelLa (ATCC CCL-2): Linea celular de adenocarcinoma de cérvix. Su crecimiento es rapido,
formando monocapas ordenadas. Se ha utilizado como modelo de GPA33-negativo, y
también como modelo celular EGFR-positivo. Células crecidas en medio DMEM,
suplementadas con 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 300 mg/ml de L-

glutamina y FBS al 10% (v/v). Su propagacion se realizé rutinariamente por tripsinizacion.

THP-1-XBlue™ (ATCC TIB-202): Linea celular en suspension derivada de THP-1, siendo
ésta una linea celular de monocitos humanos. Se ha utilizado como modelo de activacion
inmunoldgica de monocitos, debido a que ante la activacion de TLR (2-5) y la consiguiente
ruta de sefializacion NF-kB, secretan al medio extracelular una fosfatasa alcalina (SEAP).
Células crecidas en medio RPMI 1640, suplementadas con 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml|
de estreptomicina, 200 ug/ml de zeocina, 300 mg/ml de L-glutamina y FBS al 10% (v/v). Su

propagacion se realiz6 rutinariamente por centrifugacion y dilucién.

1.4 Células obtenidas de humanos.

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica aisladas de 3 donantes sanos. Se
utilizaron para ensayos de activacion inmunologica, y deteccion de citoquinas. Una vez
aislados de la sangre total utilizando una centrifugacion en gradiente de Ficoll, se crecieron
en suspension en medio RPMI 1640, suplementado con 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml

de estreptomicina, 300 mg/ml de L-glutamina y FBS al 10 % (v/v).

1.5 Organismos

Ratones BALB/c nude: Cepa de raton, caracterizada por presentar una mutacion génica
en el gen FOXNL1, que provoca la ausencia, o el deterioro del timo, por lo que el nUmero de
linfocitos T maduros es muy reducido provocando inmunodeficiencia. Dicha

inmunodeficiencia es necesaria para no provocar rechazo inmunolégico por parte del ratén
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cuando se injertan las células tumorales. Los ratones provinieron de la empresa Harlan y

Envigo (Barcelona).

2. Vectores de secuenciacion y expresion heterdloga.

pEMBL18 (+) (Dente & Cortese, 1987): Vector utilizado para la obtencion del ssDNA

correspondiente a la aSDI. Contiene un gen de resistencia a ampicilina.

pINPG: Vector utilizado para la expresion de aSDI en E. coli, y su secrecion al espacio
periplasmico. Presenta el péptido sefial OmpA, que permite la secrecién al periplasma de
la proteina producida. La induccion de la expresion se lleva a cabo mediante la adicion de
IPTG, que provoca la activacion del complejo promotor/operador lac. Contiene un gen de

resistencia a ampicilina.

pPICZaA (Invitrogen): Vector utilizado para la expresion de inmunotoxinas en la levadura
P. pastoris. Presenta regiones homélogas al gen AOX1 de P. pastoris, permitiendo su
integracion en el genoma de la levadura. Presenta el péptido sefal factor a, que permite la
secrecion al medio extracelular de la proteina producida. Ademas, detras del sitio de
multiclonacién contiene la secuencia correspondiente a una extensién de 6 histidinas
(Histag), que permite la posterior purificacion de la proteina. La induccion de la expresion
se lleva a cabo mediante la adicion de metanol, que provoca la activacion del gen AOX1.

Contiene un gen de resistencia a zeocina.

3. Secuencias de cDNA

scFvA33 (cDNA): Secuencia de DNA codificante de los fragmentos variables de cadena
Unica frente al antigeno GPA33. El cDNA se obtuvo gracias al grupo del Dr. Carl Batt de la
Universidad de Cornell en Ithaca (NY). Dicha secuencia esta incluida en los plasmidos
pPICZaAA33aS, pPICZaAA33furaS, pPICZaA33TriaS y pPICZaAscFvA33Histag.

Fur (cDNA): Secuencia de DNA codificante del sitio minimo de reconocimiento y corte de
la proteasa furina, presente en endosomas y aparato de Golgi. Dicha secuencia esta

incluida en el plasmido pPICZaAA33furaS.
aS (cDNA): Secuencia de DNA codificante de la ribotoxina fungica a-sarcina.

VHH anti-EGFR 7D12v2 (cDNA): Secuencia de DNA codificante del nanobody o VHH

frente a EGFR. El cDNA se obtuvo gracias a la colaboracién con el grupo de la Dra. Laura

85



Materiales y Métodos

Sanz Alcober del Departamento de Inmunologia Molecular del Hospital Puerta del Hierro
de Madrid. Dicha secuencia esta incluida en el plasmido pPICZaA-EGFR-CD3.

L21-hNC1-L21 (cDNA): Secuencia de DNA codificante del dominio de trimerizacién del
coladgeno humano tipo XVIII (TIEXVII), flanqueado a ambos lados por un linker de 21
aminoacidos (L21). EI cDNA se obtuvo gracias a la colaboracion con el grupo de la Dra.
Laura Sanz Alcober del Departamento de Inmunologia Molecular del Hospital Puerta del
Hierro de Madrid. Dicha secuencia esta incluida en el plasmido pPICZaAA33TriaS.

4. Medios de cultivo

4.1 Medios de cultivo para E. coli.

LB (Sambrook et al., 1989): Medio general para el mantenimiento de cepas. Contiene
Bacto triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/l, pH 7,5. Para prepararlo como
medio soélido, se afiadié agar 10 g/l. Para la seleccion de cepas transformantes resistentes

a ampicilina, se afiadié ampicilina, a una concentracion final de 100 pg/ml.

LB-soso: Medio general para el mantenimiento de cepas resistentes a zeocina. Contiene
Bacto triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/l pH 7,5. Para prepararlo como
medio sélido, se afiadio agar 10 g/l. Para la seleccion de cepas transformantes resistentes

a zeocina, se afiadioé zeocina, a una concentracion final de 25 pg/ml.

Medio Minimo (Sambrook et al., 1989): Medio utilizado para la expresién de aSDI.
Contiene la mezcla de sales M9 1x (Na:HPO. 3 g/l, KH.PO4 1,5 g/l, NaCl 0,25 g/l, NH4ClI
0,5 g/l), MgSO4 1 mM, CaCl; 0,01 mM y glucosa 0,2 (p/v).

Y-Broth: Medio utilizado para la obtencion de células competentes de E. coli, y su posterior
transformacion con DNA plasmidico. Contiene Bacto triptona 2% (p/v), extracto de levadura
0,5% (p/v), MgSO4 0,4% (p/v) y KCI 10 mM pH 7,6.

TfB1: Medio utilizado para la obtencién de células competentes de E. coli, y su posterior
transformacion con DNA plasmidico. Contiene: RbCl 100 mM, Ch3;CO2K 30 mM, MnCl, 50
mM, CaCl, 10 mM, glicerol 15 % (v/v), pH 5,2.

TfB2: Medio utilizado para la obtencién de células competentes de E. coli, y su posterior
transformacion con DNA plasmidico. Contiene: RbCl 10 mM, MOPS 10mM, CaCl; 75 mM,
glicerol 15% (v/v), pH 7.
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4.2 Medios de cultivo para P. pastoris

YPD: Medio utilizado para el mantenimiento de cepas de la levadura P. pastoris. Contiene
extracto de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l y dextrosa 2% (p/v). Para prepararlo como medio
sélido se afiadié agar 20 g/l. Para la seleccion de cepas resistentes a zeocina, se afiadié
zeocina a diferentes concentraciones (de 100 pg/ml hasta 750 pg/ml).

YPDS: Medio utilizado para el mantenimiento de cepas de P. pastoris tras la
electroporacioén. Tiene la misma composicion que el medio YPD, afiadiendo sorbitol 1 mM.

BMGY: Medio utilizado para el crecimiento de las cepas de P. pastoris. Contiene extracto
de levadura 10 g/l, peptona 20 g/l, tampén fosfato potasico 100 mM pH 6, YNB 1,34% (p/v),
Biotina 4x10°° (p/v) y glicerol 1% (p/v).

BMMY: Medio utilizado para la induccién de la expresion de proteinas recombinantes en
P. pastoris. Tiene la misma composicién que el medio BMGY, pero sustituyendo el glicerol

1%, por metanol 0,5% (v/v).

Tampon fosfato sddico. NaH2PO4 50 mM, Na,HPO4 50 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,5. Tampon
utilizado para la dialisis del medio inducido, previo a la purificaciébn por cromatografia de
afinidad. También es el tampdn general de disolucién de las proteinas liofilizadas y el

utilizado en la mayoria de los ensayos.

4.3 Medios de cultivo para lineas celulares.

RPMI-1640: Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las células SW1222, A431,
PBMCs y THP1-xBlue. Contiene el agente reductor glutatién y altas concentraciones de
colina, inositol y vitaminas (biotina, vitamina B12, acido 4-aminobenzoico). Debido a que
utiliza bicarbonato sédico como tampén, necesita un ambiente de CO» 5-10% (v/v) para el

mantenimiento del pH. Requiere suplementacion con FBS al 10% (v/v).

DMEM: Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las células HelLa. Al igual que el

RPMI-1640, requiere un ambiente de CO; y suplementacion con FBS al 10% (v/v).

5. Disoluciones y tampones

5.1 Electroforesis de acidos nucleicos:

TAE 1X: Tris-base 484 g/l, acido acético glaciar 1,14 ml/l y EDTA 1 mM.
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Tampon de aplicacion 6X: Azul de bromofenol 0,25% (p/v), cianol de xileno 0,25% (p/v) y
glicerol 30% (v/v).

5.2 Electroforesis de proteinas.

Tampon de aplicacion 1X: Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, SDS 1% (p/v), glicerol 10% (v/v)
y azul de bromofenol 0,02% (p/v), pH 7,6. Para reducir las proteinas, se afiadi6 2-
mercaptoetanol 5% (p/v).

Tampon de desarrollo de electroforesis: Tris-HCI 25 mM, glicina 0,2 My SDS 0,1% (p/v).

Azul de Coomassie: Azul de Coomassie R-250 0,26% (p/v), metanol 45,4% (v/v), acido
acético glacial 9,2% (v/v).

Solucion de destefido: Metanol 20% (v/v) y &cido acético glacial 7,5% (v/v).

5.3 Inmunodeteccién (Western Blot).
PBS: NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM y Na,HPO4 8,1 mM pH 7,4.

Solucién de revelado: Tetrahidroclorato de 3,3"-diaminobencimidina (DAB) 0,03% (p/v) y
HzOz 0,016% (V/V).

Tampon de transferencia: Tris 48 mM, Glicina 39 mM, SDS 0,0375% (p/v) y metanol 20%
(VIv).

Tampoén de bloqueo: Leche en polvo 3% (v/v) en PBS, o al 0,1% en el caso de bloqueo

durante 16 horas.

Tampon de lavado: Tween-20 al 0,1% (v/v) en PBS.

5.4 Ensayos de actividad RNasa.

Tampoén A: Tris 40 mM, EDTA 10mM, pH 7,5; para el ensayo de reticulocitos.
Tampo6n B: Tris 50 mM, SDS 5%, pH 7,4; para el ensayo de reticulocitos.
Tampoén C: Tris 40 mM, pH 7,5; para el ensayo de reticulocitos

MOPS 10X: MOPS 0,2 M; EDTA 10 mM, NaAC 50 mM, pH 7; para el ensayo de

reticulocitos
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TBE 10X: Tris 108 g/l (p/v), &cido bdrico 55 g/l (p/v), EDTA 83,2 g/l (p/v), para el ensayo
con SRL.

Azul de toluidina 0,2%, para el zimograma.

5.5 ELISA

Solucion de tapizado: PBS.

Solucion de lavado: PBS, Tween20 0,05%.

Solucion de bloqueo: PBS, BSA 2%, Tween20 0,05%.
Solucién de revelado: TMB.

Solucion de parada: H.SO4 2 M.

6. Columnas de cromatografia utilizadas.

Columna de Amberlita IRC-50. Utilizada para llevar a cabo una cromatografia de

intercambio catiénico para la purificacién de aSDI (Olson et al., 1965).

Columna Biogel P-10. Utilizada para llevar a cabo una cromatografia de exclusion

molecular para la purificacion de aSDI (Gasset et al., 1991).

Columna de Ni**-NTA (Histrap FF Crude, GE Healthcare). Columnas con niquel
inmovilizado utilizadas para llevar a cabo una cromatografia de afinidad para la purificacion

de las inmunotoxinas objeto de estudio de esta tesis doctoral.

Columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Columna de exclusién molecular
utilizada en el sistema FPLC Akta Purifier para la estimacién de masas moleculares de

proteinas en solucién en condiciones nativas.

7. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo | Antigeno | Tipo | Aplicacién/ | T2(°C) | T (h) | Origen
Dilucion
Anti a- | a-sarcina | Rabbit | WB/ 1:3000 25°C 3 UCM

sarcina
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Anti poliHis- | Histag Mouse | WB/ 1:2000 25°C 1 Sigma-
HRP Aldrich
GAR-HRP Rabbit IgG | Goat | WB/ 1:3000 25°C 1 BioRad
Anti poliHis- | His-tag Mouse | FACs/ 1:100 25°C 1 Sigma-
Alexa488 Aldrich

8. Oligonucleodtidos utilizados

GGTCTCGATTGAGAGTG

Numero | Secuencia 5°...3" Amplificacién

1 GCGGCCGCGCGGTGACCTGGACCTGC | Insercion de la mutacion D9T
TTGAACACCCAGAAGAACCCCAAGACC | para la construccion de
AACAAGTATGAGACC IMTXA33aSDI

2 ATTCATCAGTCGACTCAGTGGTGGTGG | Insercion de la mutaciéon
TGGTGGTGGTGCTCGAGATGAGAGCA | Q142T para la construccion de
GAGCTTAAGTTCGCCCGTGTTCTCCTT | IMTXA33aSDI
AGTATGAGCAATGATACC

3 ATTCATCAGCGGTGACCTGGACCTGCT | Insercion de la mutacion D9T
TGAACACCCAGAAGAACCCCAAGACC | para la construccion de aSDI
AACAAGTATGAGACC

4 ATTCATCAGGATCCTCAATGAGAGCAG | Insercion de la mutacion
AGCTTAAGTTCGCCCGTGTTCTCCTTA | Q142T para la construccion de
GTATGAGCAATGATACCACAGAACAC aSDI

5 ATTCATCAGCGGCCGCTGGCGGAGGT | Insercion del sitio de restriccion
GGCTCTGCGGTGACCTGGACCTGCTT | Notl y el linker de 5 aa para el
GAACGACCAGAAG fragmento Notl-L5-aS

6 ATTTCACAGTCGACTTATTAATGGTGAT | Oligo  utlizado para la
GATGGTG amplificacion del fragmento

Notl-L5-aS-Sall.

7 ATTCATCAGAATTCCAAGTGAAGCTGG | Insercion del sitio EcoRl para la

AAGAGTCTGGCGGCGGATCT obtencion del fragmento
EcoRI-VHHEGFR-L5-EcoRI
8 ATTCATCAGAATTCTCTCGGTGGAGGC | Insercion del sitio EcoRl para la

obtencién del
EcoRI-VHHEGFR-L5-EcoRI

fragmento
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METODOLOGIA

1. Técnicas de purificacién y caracterizacién de acidos nucleicos

1.1 Amplificacién de DNA por PCR

Las reacciones de amplificacion de DNA por PCR se han llevado a cabo en un
termociclador Gene AmpSystem 2400 (Perkin-Elmer). Para la amplificacion del DNA de las
distintas construcciones se han utilizado 50 pl de una mezcla de reaccién conteniendo: el
molde de cDNA sobre el que amplificar, los oligonucleétidos indicados en el apartado de
Materiales como cebadores (1 uM), dNTPs (200 uM cada uno) y la enzima Pfu polimerasa
(Promega), junto con su tampdn comercial. El programa base utilizado para la amplificacion
consistié en una primera etapa de desnaturalizacion del molde de DNA a 95°C durante 10
minutos, seguidos de 30 ciclos de amplificacion consistentes cada uno de ellos en: 30
segundos de desnaturalizacion a 95°C, 45 segundos de hibridacién a una temperatura
10°C menor que la Tm de los oligonucleétidos empleados en la reaccion y 2 minutos de
elongacién a 72°C. Una vez transcurridos los ciclos de amplificacién, se mantiene la

muestra a 72°C durante 10 minutos, para finalizar la elongacion.
1.2 Digestion de DNA mediante enzimas de restriccién.

Las digestiones de DNA se realizaron siguiendo las temperaturas y tampones marcados
por la enzima utilizada. En todas ellas, se utiliz6 BSA (albumina de suero bovino) a 1 mg/ml.
Los volumenes finales de reaccién fueron de 80 o 10 pl para las digestiones preparativas

0 analiticas, respectivamente. En la mayoria de los casos se mantuvo la digestién O/N.
1.3 Purificacién de fragmentos de DNA.

La purificacion se realiz6 con el kit comercial Wizard PCR preps (Promega). Una vez
localizado y recortado el bloque del gel de agarosa donde se encuentra el fragmento de
interés, se fundié mediante su incubacion a 65°C, y se sigui6 el protocolo del kit. Finalmente,

se eluyé el fragmento deseado en 50 ul de H,Od.
1.4 Ligacion de fragmentos de DNA.

La reaccion de ligacion entre los fragmentos de DNA de interés se llevé a cabo mediante
la adicién de la DNA ligasa del bacteriéfago T4 (ThermoScientific), su tampén y ATP 1 mM.

La reaccidon se mantuvo a 22°C durante 4 horas.

En los casos en los que los fragmentos a ligar tuviesen extremos romos, y para evitar la

religacion del plasmido digerido en lugar de la ligacién entre los fragmentos, se utilizé el kit
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para desfosforilar (Thermoscientific) el fragmento correspondiente al plasmido digerido,

previamente a la ligacion con el inserto.
1.5 Electroforesis en geles de agarosa.

Los geles de agarosa se prepararon al 0,7% (en el caso de plasmidos o fragmentos de
DNA purificados) o al 1% (p/v) (en el caso de separar los fragmentos de DNA resultantes
de la digestion) en TAE 1X. La electroforesis se desarroll6 a 100 V durante 1 hora. Las
muestras se aplicaron con el tampdén de aplicacion 6X. Una vez desarrollada la
electroforesis, se tifié el gel con bromuro de etidio (1 pg/ml), observandose las bandas de

DNA bajo la luz ultravioleta en un transiluminador Universal Hood Il (Biorad).
1.6 Purificacion de plasmidos de DNA-Miniprep.

El DNA plasmidico se purificé con el kit comercial de Minipreps (ThermoScientific). Se
partié de un cultivo de 5 ml de LB o LB so0so, en funcién del antibiético utilizado, junto con
una colonia aislada de las bacterias transformadas. El cultivo se creci6 24 horas a 37°C,
con 220 rpm de agitacion. Pasado ese tiempo, se recogieron las bacterias por
centrifugacion, y se resuspendieron en el tampon de resuspension. Posteriormente se
lisaron utilizando el tampdn de lisis, y la reacciéon se paré con el tamp6n de neutralizacion,
mediante el ajuste del pH de la mezcla. Se centrifugaron los extractos bacterianos para
eliminar los restos celulares, y el sobrenadante se introdujo en las columnas
proporcionadas, cuya resina presenta afinidad por el DNA. Tras unos lavados con el

tampon de lavado, el plasmido de DNA se eluy6 en 75 pul de agua destilada autoclavada.
1.7 Purificaciéon de pldmidos de DNA-Maxiprep.

Una vez que se obtuvo un plasmido conteniendo la construccion de interés, se llevd a
secuenciar mediante secuenciacion Sanger al CAl de Gendmica de la Facultad de Biologia
UCM. Si la secuencia resultaba ser correcta, se llevaba a cabo una Maxiprep, con el fin de
obtener mayor cantidad de plasmido. Para ello, se utilizé el kit de Maxipreps (Quiagen),
cuyo protocolo era basicamente idéntico al descrito anteriormente, pero partiendo de un
cultivo bacteriano de 500 ml de LB o LB so0s0, y la elucién del plasmido en la etapa final se
llevé a cabo mediante adicion de 500 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5-8).

1.8 Preparacion de células competentes de E. coli.

Para la preparacion de alicuotas de células E. coli DH5aF" competentes se siguid el
protocolo de Hanahan modificado, que incluye el uso de RbCI (Hanahan, 1983). Para ello,
se crecieron las células en 5 ml de w-Broth a 37°C con agitacion, hasta que alcanzaron una

densidad 6ptica (DOsoonm) de 0,3. Una vez alcanzado, se afiadieron otros 95 ml de w-Broth
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fresco, y las células se mantuvieron en condiciones de crecimiento hasta que se alcanzé
una DOsoonm de 0,48. A continuacion, se centrifugaron las células a 4°C, 2200 rpm durante
20 minutos, y el sedimento se resuspendié en 30 ml de tampo6n TfB1 frio, manteniéndose
en hielo durante 90 minutos. Pasado ese tiempo, se sedimentaron las células, y se
resuspendieron en 4 ml de TfB2 frio. Tras la completa resuspensiéon de las células, se

mantuvieron en alicuotas de 0,2 ml a -80°C.
1.9. Transformaciéon de células de E. coli.

Alicuotas de 0,2 ml de células competentes para ser transformadas se descongelaron en
hielo durante 10 minutos. A continuacion, se afiadié el DNA de interés (10 ng de DNA) y
se mantuvo otros 15 minutos en hielo. La entrada del plasmido al interior de las células se
llevd a cabo mediante choque térmico (4 minutos a 37°C, y posterior enfriamiento en hielo
durante 2 minutos). Para la recuperacién de la integridad de las membranas plasmaéticas,
y la expresion del gen de resistencia al antibiético, se incubaron las células en 4 volimenes
de yp Broth a 37°C con agitacion. Pasado ese tiempo, se plaquearon diferentes volumenes
en placas de LB o LB soso en funcién del antibiético que llevasen, y las placas se incubaron

a 37°C hasta la aparicion de las colonias transformadas.
1.10. Electroporacién de células de P. pastoris

Para la electroporacién de P. pastoris, y debido a la necesidad de linealizar el plasmido
pPICZaA, se llevé a cabo previamente la digestién de este con la enzima de restriccion
Pmel. El plasmido digerido se fenolizd, y el DNA se concentré y purific6 mediante

precipitacién con etanol a -20°C y posterior centrifugacion.

Se utilizaron 10 pg del DNA digerido, y se afiadio a las células electrocompetentes de P.
pastoris. La mezcla se incub6 5 minutos en hielo, y se pasé a la cubeta de electroporacion.
Se dio un pulso de 5 ms, voltaje: 2,3 kV, capacitancia 25 uF y resistencia 200 ohms, de
acuerdo con las condiciones establecidas por el electroporador (Biorad) para el protocolo
de P. pastoris, e inmediatamente se afiadi6 1 ml de sorbitol 1 M para favorecer la
regeneracion de la membrana. La mezcla se mantuvo en hielo 2 minutos, y posteriormente
se incub6 a 30°C en medio YPD durante 4 horas. Pasado ese tiempo se recogieron las
células por centrifugacién, y se plaquearon en placas de YPDS-agar con diferentes
concentraciones de zeocina. Las placas se incubaron a 30°C hasta la aparicion de colonias

transformadas.
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2. Técnicas de produccién y purificacion de proteinas.

2.1 Produccion y purificacion de aSDI.

La produccion de aSDI en E. coli se realiz6 de acuerdo con lo descrito previamente para la
a-sarcina recombinante nativa (Lacadena et al., 1994) Para ello, se crecieron bacterias
RB791 transformadas con el plasmido pINPGaSDI en 100 ml de LB-Ampicilina (100 pg/ml),
a 30°C durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se paso el cultivo a 2 L de medio minimo con
ampicilina, manteniéndose la incubacion a 37°C, hasta que la DOegoo Se encontré entre 0,7
y 0,8. En ese momento se afiadié IPTG para una concentracion final de 1 mM, y se indujo
la expresion de la proteina durante 16 horas. A continuacion, se recogieron las células por
centrifugacion, y el sedimento bacteriano se resuspendi6é en 60 ml de Tris 33 mM, EDTA
33 mM, pH 7. Se sometieron a un choque osmaético mediante una primera incubacién con
sacarosa (40%) a RT, y una segunda incubacién en H,O fria. De esta manera se favorece
la rotura de la pared celular, separandose la fraccién periplasmica del sedimento celular
por centrifugacion. Por ultimo, se lisaron las células mediante sonicacion y se obtuvo la

aSDI perteneciente a la fraccion soluble.

Para la purificacién de aSDI se juntaron las fracciones en las que se observé expresion de
la proteina mediante analisis electroforético en PAGE-SDS. Seguidamente, se llevé a cabo
una primera cromatografia de intercambio i6nico en una resina Amberlita IRC-50,
eluyéndose aSDI con un contenido en NaCl de 0,6 M. El volumen del conjunto de
fracciones que tenia proteina se concentré utilizando el sistema Centriprep 10 (Amicon).
Una vez concentrado, se llevé a cabo una cromatografia de penetrabilidad en Biogel P-10.
Una vez analizadas las distintas fracciones en las que se encontraba la proteina, se

juntaron y dializaron frente a 4cido acético 50 mM, pH 5 para su posterior liofilizacion.
2.2 Produccién y purificacién de inmunotoxinas.

El vector de expresion pPICZaA fue el utilizado para la producciéon de inmunotoxinas a
partir del sistema de expresion heterélogo de la levadura metilotréfica P. pastoris (Carreras-
Sangra et al., 2012; Tomé Amat et al., 2012). Debido a que las levaduras necesitan para
su crecimiento una mayor agitacion y oxigenacién que en el caso de bacterias, se cultivaron
en Erlenmeyers tabicados, tapados en la parte superior con una gasa Miracloth (Merck)
gue permitia el intercambio gaseoso. Inicialmente se inoculd un precultivo de 100 ml de
BMGY Zeocina 100 pg/ml, con la levadura que ha incorporado el vector de expresion
deseado durante 24 horas, a 30°C, 200 rpm. Posteriormente, el precultivo se distribuyd en
2 L de BMGY para su crecimiento éptimo, a 30°C y 200 rpm durante 24 horas. Pasado ese
tiempo, se centrifug6 el cultivo y las células se resuspendieron en 1 L de BMMY para la

induccion de la produccion de las inmunotoxinas. Las condiciones de induccion se
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optimizaron para cada inmunotoxina. Tras el periodo de induccion, se centrifug6 el cultivo

para obtener el medio extracelular.

Dicho medio se dializ6 varias veces frente al tampon fosfato sodico (Ver apartado 4.2 de
Materiales). Una vez centrifugado y filtrado, el sobrenadante dializado se dej6 pasando por
una columna de Ni**-NTA (GE Healthcare), utilizando una bomba peristaltica con un flujo
maximo de 1 ml/min, recogiéndose el volumen no retenido para su posterior andlisis. Previo
a la elucion, se llevo a cabo un lavado con tampdn de cromatografia y posteriormente con
el mismo tampo6n conteniendo imidazol 20 mM. La elucién de la proteina purificada se llevo
a cabo utilizando tampo6n de cromatografia con imidazol 250 mM. La presencia de la
inmunotoxina de interés en cada caso se analiz6 mediante electroforesis en PAGE-SDS.
Las fracciones conteniendo la inmunotoxina purificada se juntaron y dializaron frente al

tampodn de cromatografia.
2.3 Liofilizacion de proteinas.

En los casos en los que se requiri6 el almacenamiento por tiempos prolongados, o la
necesidad de concentrar las proteinas, se llevo a cabo la liofilizacién de las mismas. Para
ello, en primer lugar, se dializé la disoluciébn de proteinas frente a un tampén volatil,
NH4HCO3;50mM en el caso de las inmunotoxinas, o acido acético 50 mM, pH 5 en el caso
de aSDI. Tras la dialisis, se centrifugd la disolucion a 14.000 rpm, 4°C durante 15 minutos,
para precipitar la proteina desnaturalizada a causa de la didlisis y, tras recoger el
sobrenadante, se congel6 utilizando N liquido, y se liofilizé utilizando un liofilizador Lioalfa6
(Telstar).

2.4 Caracterizacién de proteinas mediante electroforesis.

Se desarrollaron electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras, en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato sdédico (PAGE-SDS), para determinar la presencia,
pureza, y masa molecular de las proteinas en condiciones reductoras. Los geles se
prepararon con una concentracion de acrilamida-bisacrilamida (30:1) del 15%. Las
muestras a analizar se disolvieron en tampén de aplicacibn 3X en presencia de B-
mercaptoetanol, como agente reductor, y se mantuvieron en ebullicién (90°C) durante 15
minutos para su desnhaturalizacion. Una vez aplicadas las muestras en el gel, se desarrolld
la electroforesis con amperaje constante de 25 mA por gel, hasta que el azul de bromofenal,
presente en el tampdén de aplicacion, alcanzo6 el final del gel. Posteriormente, se tifi6 el gel
usando azul de Coomassie durante 15 minutos, y se destifié utilizando solucién de
destefido hasta la visualizacion de las bandas deseadas. Las imagenes se obtuvieron con

el transiluminador Universal Hood Il (Biorad), utilizando el software Quantity One.
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2.5 Inmunodetecciéon (Western Blot).

Cuando se quiso llevar a cabo la inmunodeteccion de las inmunotoxinas, tras la
electroforesis, se sumergio el gel durante 5-10 minutos en tampén de transferencia. Pasado
ese tiempo, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de transferencia
Inmobilon-P (Merck) utilizando un transferidor (Scieplas) a un amperaje constante de 0,9
mA/cm? de gel durante 1 hora. A continuacién, se incubd la membrana en tampén de
blogueo, y se afiadié el anticuerpo primario segun las condiciones indicadas para cada
caso (Ver Apartado Materiales). Posteriormente, se lavé la membrana con tampén de
lavado y se incubd con el anticuerpo secundario, que en la mayoria de los casos fue un
GAR-HRP (Biorad), a una dilucién 1:3.000, durante 1 hora. Tras otro lavado, se procedi6
al revelado, utilizando la solucion de revelado, hasta la visualizacién de las bandas,
momento en el que se paro la reaccion sumergiendo la membrana en H>O destilada. Las
imagenes se obtuvieron mediante un transiluminador Universal Hood Il (Biorad), utilizando

el software Quantity One.

En los casos en los que la cantidad de proteina fue muy baja para utilizar la solucién de
revelado basada en DAB, se revel6 mediante electroquimioluminiscencia (ECL), que
presenta mayor sensibilidad, obteniéndose las imagenes en el aparato Chemidoc-it 810

Imager (Bioimaging Systems), con el software Vision Works.

3. Caracterizacion estructural de proteinas

3.1 Calculo del coeficiente de extincion.

Los coeficientes de extincion (E®*) de las proteinas purificadas se estimaron mediante el

software ProtParam (ExPASy, Swiss Institute of Bioinformatics).
3.2 Espectroscopia de dicroismo circular.

Los espectros de dicroismo circular se realizaron en un dicrégrafo JASCO J-715. La
concentracion de proteina empleada fue de 0,1-0,2 mg/ml, y se utilizaron cubetas de cuarzo
de 0,1 cm. Cada espectro resultante se obtuvo a partir del registro de 4 acumulaciones, en
el caso del blanco, y 6 acumulaciones, en el caso de las muestras de proteina, con una
velocidad de barrido de 40 nm/min. Para el estudio de la termoestabilidad de las proteinas,
se calculé la temperatura media de desnaturalizacion (Tn), mediante el registro de la
variacion de la elipticidad molar por residuo (MWR) a 220 nm, en el intervalo de 20-80°C,
con una variacion de temperatura de 0,5°C/min. En todos los casos los espectros se

registraron mediante el software Spectra Manager.
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3.3 Espectroscopia de emision de fluorescencia.

Los espectros de emision de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro SLM
Aminco 8000C, que contaba con una ldmpara de arco de xendn de 450 W. Se utilizaron
cubetas de cuarzo de 0,2 cm de paso 6ptico. La anchura de rendija utilizada fue de 4 nm,
tanto para el haz de excitacién (275 nmy 295 nm), como para el de emision. El voltaje de
los canales se ajust6 en cada caso, de modo que la sefal recibida se encontrase en los
limites 6ptimos aconsejados. La contribucién de tirosina se calcul6 como la diferencia entre

los 2 espectros normalizados.

4. Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica.

Todos los ensayos de caracterizacion de la actividad ribonucleolitica de la a-sarcina o su
variante no inmunogeénica, incluidas en las diferentes construcciones de inmunotoxinas, se

llevaron a cabo utilizando material y reactivos RNasa-free.
4.1 Zimograma.

Para la evaluacion de la actividad ribonucleolitica inespecifica de las ribotoxinas se llevé a
cabo un zimograma (Blanck et al., 1982). Para ello, se llevé a cabo un PAGE-SDS con poli
adenina 0,3 mg/ml embebida en el gel separador, y se utilizaron muestras no reducidas,
para permitir la posterior renaturalizacion de la proteina. Una vez finalizada la electroforesis,
se llevaron a cabo lavados consecutivos con Tris 10 mM, pH 7,5 y con el mismo tampon
conteniendo isopropanol (25%), para eliminar el SDS y permitir la renaturalizacion.
Posteriormente se incubd el gel en Tris 0,1M pH 7,5 a 37°C durante 2 horas, para favorecer
la actividad enzimatica. Posteriormente, se tifid el gel con azul de toluidina al 0,2%, y se
lavd con agua hasta la aparicion de las bandas, apareciendo estas sin tincion como

consecuencia de la degradacion del polinucleétido.
4.2 Actividad frente a SRL (lazo sarcina-ricina).

Se partié de un oligonucleétido sintético, que imitaba la secuencia y estructura del SRL.
(Kao et al., 2001; Garcia-Ortega et al., 2010) La secuencia de este oligonucleétido era 5”-
GGGAAUCCUGCUCAGUACGAGAGGAACCGCAGGUU-3" (La secuencia de corte por
parte de la a-sarcina aparece subrayada). El SRL (2 uM) fue incubado en contacto con
diversas cantidades de proteina durante 15 min a 37°C en un tampén Tris 50 mM MgCl; 1
mM pH 7,5. Para la visualizacién del resultado, se llevé a cabo un PAGE-SDS (acrilamida
19%, bis-acrilamida 0,5%, Urea 7 M) en tampdn TBE 1X y posterior tincidén con bromuro de

etidio.
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4.3 Ensayo frente aribosomas (Ensayo de reticulocitos).

Para la evaluacion de la actividad ribonucleolitica especifica de las ribotoxinas frente al
SRL de ribosomas de mamifero, y la consiguiente liberacion del fragmento de RNA
caracteristico de 400 nucledtidos (fragmento a), se pusieron en contacto las construcciones
que contenian a-sarcina con un lisado de reticulocitos de conejo libre de células (Promega)
(Kao et al., 2001; Martinez-Ruiz et al., 2001). Para ello, se diluyé la muestra de reticulocitos
con tampoén A (1,5: 2,5), y se centrifugd para eliminar agregados. Se incubaron 50 pL de la
muestra de reticulocitos con diferentes cantidades de proteinas a ensayar, a RT con
agitacion durante 15 minutos. Pasado ese tiempo, se afiadieron 250 ul de tampén B para
parar la reaccion, y el RNA fue purificado mediante extraccion con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), y una precipitacion con isopropanol. Para la visualizacion del RNA
ribosémico y del fragmento a, se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa 2% (p/v)
y paraformaldehido 16 % (v/v) en tampén MOPS. El gel fue posteriormente tefiido con
bromuro de etidio, y las bandas se visualizaron bajo luz UV con el transiluminador Universal
Hood II.

5. Ensayos de agregacion de lipidos

Con el objetivo de evaluar la capacidad de interacciéon de la a-sarcina no inmunogénica
con los lipidos de la membrana celular, se llevdé a cabo un ensayo de agregacion de
liposomas, uno de los ensayos clasicos de caracterizacién funcional de las ribotoxinas,
fundamentado en la interaccién entre los aminoacidos basicos de la a-sarcina y los

fosfolipidos acidos de la membrana (Gasset et al., 1989).

Para ello, se prepararon vesiculas de DMPG (1,2-dimiristoil,3-fosfatidil glicerol) de 100
nanometros de didmetro, calentando los lipidos a 37°C, y posteriormente haciéndolos
pasar por un extruder (Avanti Polo Lipids, Inc) para obtener vesiculas lipidicas homogéneas

(LUV, de Large Unilamellar Vesicles).

Tras la obtencion de las vesiculas, se analizé la capacidad de agregacion lipidica de la a-
sarcina no inmunogénica registrando la variacion de la absorbancia a 360 nm durante 900
segundos de una disolucioén con las vesiculas de DMPG a 0,3 uM, a la que se afadieron
distintas concentraciones de aSDI o aSWT. El ensayo se llevo a cabo en tampdén MOPS
50 mM; NaCl 0,1 M; EDTA 1 mM pH 7. Se utiliz6 un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu)
equipado con portacubetas termostatizado. Como control negativo del ensayo, se afadio

tampoén en vez de proteinas.
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6. Caracterizacion de la interaccidon antigeno-anticuerpo.

6.1 Ensayo de unién mediante ELISA.

Para estudiar la capacidad de union de la nanoinmunotoxina VHHEGFRaS a su antigeno,
EGFR, se llevo a cabo un ensayo de union de la nanoinmunotoxina a EGFR inmovilizado
en placas de ELISA. Para ello, se tapizaron placas de ELISA con EGFR (0,25 pg/pocillo) a
37°C, O/N. Pasado ese tiempo, se llevaron a cabo varios lavados con tampén de lavado, y
se bloquearon los pocillos con PBS-BSA 2%. A continuacion, se afadid la
nanoinmunotoxina a ensayar (1uM) incubandose durante 1 hora a RT. Posteriormente, se
llevaron a cabo lavados con tampén de lavado, y se incubaron los pocillos con el anticuerpo
de deteccion anti-poliHis-HRP durante 2 h a RT. Tras la incubacion, los pocillos se lavaron
nuevamente con tampén de lavado, y se incubaron con 100 pl de tampén de revelado,
parandose la reaccion con 100 pl de H.SO4 2 M. Como control positivo de unidn se utilizé

el nanobody VHHEGFR y como control negativo se utilizé albimina de suero bovino (BSA).
6.2 Ensayo de union mediante citometria de flujo.

Este ensayo se llevo a cabo para evaluar la capacidad de unién de las proteinas a sus
respectivos antigenos en la superficie de membranas celulares, en condiciones nativas.
Para ello, las diferentes células fueron levantadas, y alicuotadas en 1 ml de medio, a razén
de 330.000 células/ml. Posteriormente se centrifugaron las células a 4°C, 1,6 g, 10 minutos,
se lavaron con 500 pul de PBS-BSA 1% e incubaron con 100 ul de la concentracion de
proteina disuelta en tampén PBS-BSA 1%, a RT, con agitacion durante 45 minutos.
Posteriormente, se volvieron a centrifugar las células y se lavaron con 500 pl de PBS-BSA
1%, y se resuspendieron en 100 pl de anticuerpo secundario anti-poliHis-Alexa488 (Ver
Apartado Materiales) en tampon PBS-BSA 1% a RT durante 45 minutos. Pasado ese
tiempo, se volvieron a centrifugar las células, se volvieron a lavar con PBS-BSA 1% y se
resuspendieron en 300 pl de paraformaldehido (PFA) 1% en PBS hasta ser llevados al

citometro de flujo Scan (CAl). Los resultados se analizaron utilizando el software Flow.Jo.

7. Caracterizacion de la actividad enzimatica de la enzima furina.

Para analizar la incorporacion del sitio de reconocimiento y corte de furina en la
construccion IMTXA33furaSDI, se llevd a cabo un ensayo enzimatico de protedlisis con
dicha enzima. Se disolvieron 0,1 mg de IMTXA33furaSDI en 70 pyL tampon HEPES 100
mM, CaCL, 1 mM, X-Triton 0,5% a los que se afiadieron 1 pL de enzima furina

(ThermoFisher), manteniendo la actividad enzimatica durante 0, 3 y 24 horas a 37°C.
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Tras el tiempo de incubacion, la reaccion se paré mediante la adicion de 35 pl tampon de
aplicacion de electroforesis 3X conteniendo B-mercaptoetanol, calentdndolo a 95°C
durante 15 minutos. El resultado se analizé mediante electroforesis PAGE-SDS, y posterior
tincion con azul de Coomassie. Como control interno de degradacion inespecifica, se
mantuvo una muestra a 37°C durante 24 horas sin adicion de la enzima. Las mismas
condiciones se llevaron a cabo para la inmunotoxina no inmunogénica sin sitio de

reconocimiento de furina, IMTXA33aSDI.

8. Caracterizacion de la estabilidad de proteinas.

Para analizar la estabilidad estructural y funcional de las distintas proteinas producidas, se
incubaron alicuotas de las diferentes inmunotoxinas producidas con FBS a 37°C
(condiciones fisiolégicas), durante 24, 48, 72 y 96 horas. De esta manera, se evaluaba la
termoestabilidad, y resistencia a degradacién por proteasas de las inmunotoxinas
purificadas. La caracterizacion se llevé a cabo mediante inmunodeteccién por Western Blot,
espectroscopia de dicroismo circular, ensayo de reticulocitos para cuantificar la actividad
ribonucleolitica especifica y ensayo de union mediante citometria de flujo frente a células
antigeno positivas. Para el ensayo del Western Blot, y dicroismo circular, las inmunotoxinas
sélo se incubaron con PBS a 37°C, debido a que el elevado nimero de proteinas presentes
en el suero dificultaba la ejecucién e interpretacién del resultado. En todos los casos se

tomé una alicuota en FBS (o0 PBS) a tiempo 0, como control interno del ensayo.

9. Caracterizacion de la eficacia citotéxica in vitro.

9.1 Ensayo de inhibicion de la biosintesis de proteinas.

Para evaluar la actividad citotoxica especifica de las inmunotoxinas frente a las células, se
analiz6 la capacidad de incorporacion de leucina marcada radiactivamente por parte de
estas, debido a que las ribotoxinas, al cortar el SRL, inactivan el ribosoma, e impiden a la
célula incorporar aminoacidos para sintetizar sus proteinas. Siguiendo el protocolo descrito
(Kao et al., 2001), las células se incubaron en placas de 96 pocillos, en el medio y cantidad
de células descritas para cada tipo celular. Pasadas 24 horas para su adhesion, se retird
el medio, y se afiadieron 200 ul de medio libre de suero con la concentracién de proteina
deseada, incubandose durante 72 horas, para permitir su accién citotéxica. Finalmente, se
afadié a cada pocillo 1 mCi de L-4,5-*H-Leucina (Amersham, UK) durante 6 horas. A
continuacion, se retird el medio, y los sedimentos celulares fueron fijados con acido

tricloroacético 5% (p/v) en PBS a RT durante 15 minutos. Tras una serie de lavados con
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100 pl de etanol frio (-20°C), los sedimentos celulares se disolvieron en 200 ul de NaOH
0,1 M; SDS 0,1% (p/v) y se incorporaron a viales de centelleo conteniendo 10 ml de liquido
de centelleo. La sefal de radiactividad incorporada fue registrada mediante un contador de
centelleo Beckman LS3802. Como control de muerte, en vez de proteina se afiadi6 DMSO
(dimetilsulféxido) 20%, mientras que para el control de viabilidad celular no se adicion6
proteina. Se realizaron todas las muestras por cuatriplicado. El resultado se representé
como porcentaje de biosintesis de proteinas, siendo el 100% el porcentaje de
radioactividad incorporada en las muestras control incubadas sin proteina, y se utilizo para

calcular el valor ICso en el ensayo de viabilidad celular.
9.2 Ensayo de viabilidad celular por MTT.

Para evaluar la muerte celular causada por las inmunotoxinas, también se llevé a cabo un
segundo tipo de ensayo, en este caso un ensayo clasico de viabilidad celular por MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio). Se sembraron los diferentes
tipos celulares en placas de 96 pocillos, en el medio y cantidad de células descritas para
cada tipo celular. Tras 24 horas en estufa de CO;, se aspiré el medio y se afiadieron las
proteinas cuyo efecto citotoxico se queria analizar, en 200 ul de medio libre de suero.
Pasado el tiempo a estudiar, se afiadié 20 ul de MTT a 5 mg/ml y se dej6é incubando 3
horas. Posteriormente, se aspiré el medio, y se disolvieron los cristales de formazan
formados por la actividad enzimatica de las células vivas, capaces de reducir el MTT, con
100 pl de DMSO:Metanol (1:1). La cuantificacién colorimétrica se llevé a cabo midiendo la
absorbancia a 570 nm menos la absorbancia de fondo de 655nm, utilizando un lector de

placas (Biorad).

10. Caracterizacion inmunoléqgica.

10.1 Ensayo de estimulacién de la divisién celular: Recuento de PBMCs.

Este ensayo consiste en una primera aproximaciéon a la capacidad inmunogénica de una
proteina, y se basa en la estimulacién de la divisibn de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs, mayoritariamente linfocitos y monocitos) cuando son activadas
por un estimulo inmunogénico. El aislamiento de los PBMCs se llevo a cabo a partir de
sangre completa de donantes sanos mediante un gradiente de Ficoll. En primer lugar, se
diluyé la sangre 1/2 con PBS, y se afiadieron 35 ml de sangre lentamente sobre 15 ml de
Ficoll. Se centrifugd a 800 g, a RT, sin agitacion y sin freno durante 20 minutos y se recogio
la fraccién correspondiente a los PBMCs. Esta fraccién se lavé con 2 volimenes de NacCl

0,9%, y tras cada lavado se centrifugd la muestra a 1600 g, con freno y aceleracion, durante
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5 minutos. Se lisaron los eritrocitos con H.O miliQ, y tras el dltimo lavado, se
resuspendieron los PBMCs en medio RPMI y se sembraron en placas de 96 pocillos, a una
densidad celular de 50.000 células/pocillo. A las 24 horas, se afiadieron diferentes
concentraciones de las proteinas a ensayar. Como control de activacion se afadié LPS
(lipopolisacérido) (100 ng) y como control negativo se afiadié medio sin suero. Todas las
muestras se realizaron por triplicado. Tras incubacién durante 48 horas en estufa, a 37°C
y CO; al 5%, se contaron los PBMCs utilizando un hemocitometro convencional o camara
de Neubauer.

10.2 Ensayo de proliferacion de linfocitos mediante CFSE.

Este ensayo se basa en la utilizacion de una sonda fluorescente, la carboxifluoresceina
succinimidil éster (CFSE), para cuantificar la proliferacion de linfocitos. Cuando el CFSE
entra al interior de las células, es degradado por esterasas intracelulares formando un
compuesto fluorescente. A medida que proliferan los linfocitos, la cantidad de CFSE en el
interior de cada una de las células hijas va siendo menor, de manera que la disminucion
de la fluorescencia se corresponde con una mayor activacion inmunolégica (Palomares et
al., 2019).

Para la realizacion del ensayo, se sembraron PBMCs (5.000 células/pocillo) en medio
RPMI, y se incub6 con CFSE (5uM) a RT, en oscuridad, durante 5 minutos. Pasado ese
tiempo, se lavaron las células 3 veces con 5 ml de PBS, centrifugando las células tras cada
lavado a 800 g, durante 5 minutos. Se sembraron en los pocillos, con diferentes
concentraciones de la proteina que se queria analizar. Como control positivo de activacion,

se usoO LPS (100 ng) y como control negativo, medio RPMI.

A los 5 dias, se midi6 la fluorescencia celular a 520nm por citometria de flujo,
representando el indice de estimulacion, como la intensidad de fluorescencia de cada

tratamiento/intensidad de fluorescencia para el control positivo.
10.3 Ensayo de activacién de THP-1-xBlue.

Para analizar la respuesta inmunogénica de los monocitos frente a las diferentes
inmunotoxinas, se usaron las células THP-1-xBlue (linea celular de leucemia humana
utilizada como modelo de actividad de monocitos). Cuando estas células son activadas via
los TLR (Toll-Like-Receptor), se pone en marcha la cascada de sefalizacién de NF-kB
secretandose al medio extracelular una fosfatasa alcalina embriénica (SEAP). Esta
activacion se puede cuantificar colorimétricamente con el compuesto QUANTI-Blue, que

se torna azul/morado en contacto con SEAP (Chanput et al., 2014)
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Para el ensayo, se siembran 200.000 células/pocillo, en 200 pl de medio RPMI con zeocina
(200 pg/ml), y se incuban con diferentes concentraciones de la proteina a analizar en estufa
a 37°C, 5% CO,. Como control positivo de activacion, se afiadieron 100 ng de LPS, y como

control negativo medio de cultivo.

Pasadas 24 horas, se afiadieron 20 ul del sobrenadante a 180 pl del compuesto QUANTI-
Blue (InvivoGen) previamente atemperado, y se dej0 incubando durante 6 horas.
Midiéndose finalmente la absorbancia de cada pocillo a 620 nm utilizando un lector de

placas (Biorad), se determind el nivel de activacion de los monocitos.
10.4 Ensayo de cuantificacion de citoquinas mediante ELISA.

Para analizar la activacion inmunolégica de los PBMCs en contacto con las inmunotoxinas
de manera mas especifica, ademas de su respuesta proliferativa, se cuantific la secrecion
de diversas citoquinas al medio extracelular (Tordesillas et al., 2008; Roth-Walter et al.,
2014). Para ello, se llevé a cabo un ELISA para cuantificar las siguientes citoquinas: IL-4,
IL-10 e IFNy.

Se sembraron PBMCs, a partir de 2 donantes, a razoén de 50.000 células/pocillo en 100 pL
de medio RPMI. A las 24 horas, se afiadi6 el estimulo en un volumen de 100 pl, de tal
manera que la concentracion final del estimulo fuese de 0,5; 1 y 2 uM; como control positivo
de activacion se utilizé LPS 100 ng, y como control negativo PBS. Cada tratamiento se
realizé por triplicado. A las 48 horas, se llevo a cabo un recuento de PBMCs, para medir la
proliferacion celular con cada estimulo, mediante una camara de Neubahuer,
representandose el indice de Estimulacion (Stimulation Index, Sl), definido como el nimero

de PBMCs de cada tratamiento dividido entre el nimero de PBMCs del control negativo.

Para la posterior cuantificacion de citoquinas, se centrifugé cada cultivo a 1.500 rpm, a 4°C
durante 10 minutos para separar el sedimento celular. Se recogieron los sobrenadantes,
en los que se encontrarian las citoquinas secretadas, que se congelaron a -20°C. Todo el

proceso de cultivo y estimulacion se llevd a cabo en estufa a 37°C, CO; 5%.

Una vez obtenidos los sobrenadantes de cada tratamiento, se llevd a cabo el ensayo de
ELISA, siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial para cada citoquina (Sigma-
Aldrich). La descripcion de las diferentes disoluciones utilizadas se detalla en el
correspondiente apartado de Materiales. De manera general, se tapiz6 la placa de ELISA,
con el anticuerpo de captura de la citoguina diluido en solucién de tapizado, manteniéndose
a 37°C, O/N. A continuacién, se blogque6 cada pocillo con 300 pl de la solucién de bloqueo
durante 1 hora a RT. Se afiadieron 100 pl del sobrenadante del cultivo de PBMCs a cada

pocillo, y se incubaron durante 2 horas a RT. A continuacion, se afiadio el anticuerpo de
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detecciodn de la citoquina, durante 2 horas a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se
afadié un HRP-Estreptavidina, para unirse al anticuerpo de deteccién durante 30 minutos,
afadiéndose a continuacion 100 pL de solucion de sustrato a cada pocillo. Una vez
producido el viraje de color, se paro la reaccién afiadiendo 50 pl de solucién de parada. Se
midi6 la absorbancia a 450 nm usando un lector de placas. Para cada una de las citoquinas,
se llevé a cabo una recta patron con distintas cantidades de citoquinas, para interpolar
posteriormente la medida de absorbancia de las muestras. Antes de cada incubacién se
incluyé una etapa de lavado por adicion de 100 ul de solucion de lavado, secandose

posteriormente el exceso vigorosamente.

11. Caracterizacion de la eficacia antitumoral in vivo.

Todos los procedimientos que implicaron los ensayos in vivo se realizaron con la
aprobacion del Comité de Experimentacién Animal de la Universidad Complutense de
Madrid y de la autoridad competente de la Comunidad Auténoma de Madrid, segun lo

establecido y regulado en el Real Decreto 53/2013.

La eficacia antitumoral in vivo de las diferentes inmunotoxinas se estudié mediante modelo
de ratén xenoinjertado con células SW1222 o A431, dependiendo de la construccion a
ensayar, utilizando ratones Balb/c nude de siete semanas de edad. Todos los estudios se
llevaron a cabo en el Animalario del Centro de Investigaciones Biologicas del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CIB-CSIC) en Madrid. Los ratones, una vez
ubicados en el animalario, se mantuvieron en un periodo de adaptacion de siete dias con

acceso libre a alimentos y agua, previamente a la inoculacion de las células tumorales.

Se partié de cultivos celulares en confluencia de células SW1222 o A431 que fueron
tripsinizados y lavados tres veces en PBS. Las células se resuspendieron en el volumen
adecuado de PBS para la administracion de 2x10° células en 200 ul de PBS-Matrigel (BD
Biosciences) (1:1) a cada ratén. Para ello, se hicieron alicuotas de 4x10° células en 100 pl
de PBS, que se mezclaron suavemente con 100 pl de matrigel, conservandose en frio para
evitar la gelificacion del matrigel. La suspension con las correspondientes células se inoculd
bajo la piel en el flanco derecho de cada ratén. El crecimiento del tumor se determiné
mediante la utilizacién de un calibre, calculando su volumen con la férmula (ancho? x largo)
x 0.52. Una vez que los tumores alcanzaron un tamafio superior a 50 mm? se comenzé el
tratamiento. Para ello, los ratones se distribuyeron de forma aleatoria en los diferentes
grupos experimentales (n= 5), existiendo para cada ensayo un grupo control al que se le
suministré PBS, y dos o tres grupos de tratamiento por inmunotoxina a ensayar,

correspondientes a la cantidad de inmunotoxina a ensayar (25 o 50 pg de
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inmunotoxina/dosis). El tratamiento consistié en la administracion por via intravenosa de
seis dosis, mediante inyeccion cada 48 horas de 100 ul de PBS o de inmunotoxina a la

concentracion deseada.

La evolucion del crecimiento tumoral se realiz6 mediante determinaciéon del volumen del
tumor en cada ratén, cada dos dias durante la duracién del tratamiento. Paralelamente, los
ratones fueron pesados tanto a su llegada al animalario como al inicio y finalizacion del
experimento. Tras la finalizacion del tratamiento, en alguno de los ensayos se continué con
el registro del volumen del tumor, con el fin de estudiar la duracién del efecto sobre la
inhibiciéon del crecimiento tumoral. Asi, el volumen de los tumores se midié del modo
anteriormente descrito. En todos los ensayos, los animales fueron sacrificados, en caso de
evidencia de sufrimiento, o para evitar un posible sufrimiento potencial causado por un
crecimiento desproporcionado del tumor, a partir de un volumen de 2.000 mm3, o a partir

del dia 30 desde el inicio del ensayo, como limite temporal del experimento.

12.- Métodos asociados al estudio con nanoparticulas de oro

12.1 Sintesis y caracterizacion de AuNS.

Se han sintetizado nanoestrellas de oro (AuNS) mediante el método de crecimiento asistido
por semillas (Yuan et al., 2012). Dicha sintesis se realizd en colaboracion con el grupo del

Dr. Andrés Guerrero del Dpto. de Quimica Fisica de la UCM.

En primer lugar, se sintetizaron las semillas, a partir de HAuCl,. Para ello, a partir de 200
ml de H;O agitdndose en ebullicién, se afiadieron 30 ml de citrato sédico (3%) y 2 ml de
Au*50mM, formandose las semillas. Una vez formadas las semillas cluster, se procedi6 al
crecimiento de las nanoestrellas de oro. Para ello, a partir de 250 ml de H,O, se afiadieron
3 ml de la muestra conteniendo las semillas cluster, 1,25 ml de Au®** 50 mM, 250 pl de HCI
1M, 1,25 ml de acido ascérbico 100 mM, y 2,5 ml de Ag*™ 10 mM, manteniéndose la mezcla
a 27°C a lo largo del tiempo. Para favorecer la estabilizacién de las nanoestrellas, se
afiadieron 4 mg de PEG-SH.

A continuacion, se llevd a cabo la funcionalizacion de las AUNS mediante la introduccion
del complejo ANTACOo'". Para ello, se afiadié en primer lugar una disolucién de &cido lipoico
10 mM, que se adicion6é al precipitado de nanoestrellas durante 4 horas a RT.
Seguidamente, se realizaron 3 lavados con tampén HEPES 20 mM pH 8 a 9.000 rpm
durante 30 minutos, resuspendiéndose el precipitado final en 500 pl de HEPES 20 mM.
Para la activacion del grupo carboxilico del acido lipoico, y que tuviese lugar la reaccién

con aminas primarias dando lugar a amidas se utiliz6 EDC 35 mM (N'(3-
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Dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimina clorhidrato) y NHS 35 mM (N-hidroxisuccinimida),
gue se dejaron reaccionando durante 30 minutos a RT.

Por ltimo, se introdujo el complejo ANTACOo'", preparando por separado una disolucion de
ANTA (Nq, Ng-Bis(carboximetl)-L-lisina hidrato) 100 mM y mezclandola con otra disolucion
de cloruro de cobalto (Il) 150 mM. De la disolucion final se adicionaron 500 ul a las
nanoestrellas. Se elimind el exceso de los reactivos mediante centrifugacion a 7.000 rpm
durante 45 minutos, resuspendiendo el sedimento en un volumen final de 2 ml de tampon
HEPES 20 mM.

La caracterizacion de las nanoestrellas de Au se llevo a cabo mediante espectroscopia del
UV-Vis, ya que la interaccion entre la radiacion electromagnética y las nanoparticulas de

oro es dependiente del tamafio y forma de estas nanoparticulas.

También se estudié la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas mediante microscopia
electronica de transmision (TEM), que, a diferencia de la microscopia Optica, utiliza un haz
de electrones como fuente de emisién a través de una muestra delgada de tejido, para
producir una imagen bidimensional en una pantalla fosforescente. El microscopio utilizado
fue el modelo JEOL JEM1400, del Centro Nacional de Microscopia. Este microscopio
posee una tension de aceleracion de 40 kV a 120 kV, en pasos de 33 V y cafidén termoidnico
con filamento de W o LaB6. Para la visualizacion de las muestras, se afiadieron 10 pl de la
muestra sobre rejillas de cobre, recubiertas con un polimero y con carbono amorfo, dejando

que se evaporasen a RT.
12.2 Caracterizacion de la union AuNS-proteina.

Para la optimizacion de las condiciones de unidn entre las nanoestrellas de Au y la proteina
de interés (se utilizo en primer lugar la proteina scFvA33, y posteriormente la inmunotoxina
completa, IMTXA33aS), se ensayaron en primer lugar distintas ratios de concentracion
Nanoestrella Au/ Proteina. Se incubaron en agitacion durante 1 hora a 4°C las distintas
disoluciones con una concentracion de proteina de 5 pM y una concentracion de
nanoestrellas con concentraciones variables entre 50 y 0,05 pM. Posteriormente se
centrifugd a 5.000 rpm, 10°C durante 10 minutos recogiéndose en el sobrenadante la
proteina no unida. Se resuspendio el sedimento en 200 pL de tampén fosfato sédico y se
mantuvo en agitacién a 4°C durante 10 min. Pasado ese tiempo, se centrifugé nuevamente
a 5.000 rpm, 10°C durante 10 minutos, separandose el sobrenadante (Lavado inespecifico)
y el sedimento con el complejo AuNS-Proteina unida. El sedimento se resuspendié en 200
pL de tampdn fosfato sédico, EDTA 6 mM, y se dej6 incubando durante 15 min, a RT con
agitacion. Se centrifugé nuevamente a 5.000rpm, 10°C, 10 minutos, obteniéndose en el

sobrenadante la proteina liberada del complejo (Sobrenadante tras la liberacion). Las
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distintas alicuotas se analizaron mediante Western Blot usando un anticuerpo anti poliHis-
HRP, detectdndose las bandas mediante ECL.

Una vez determinada la ratio de concentraciébn Nanoestrella Au/Proteina en la que se
observaba mayor presencia de proteina en la alicuota “Complejo AuNS-Proteina unida”, se
determind el tiempo de incubacion Optimo para una mayor presencia de proteina en la
alicuota “Complejo AuNS-Proteina unida”. Para ello, se incubé la proteina 5 pM y las
nanoestrellas Au 5pM durante 1, 4, 8, 12 y 24 horas a 4°C en agitacion. Las diferentes

fracciones se recogieron y analizaron siguiendo el mismo protocolo indicado anteriormente.

Tras la optimizacién de las condiciones de unién, como la ratio concentracién Nanoestrellas
Au/Proteina y tiempo de incubacion de las Nanoestrellas Au con la proteina, se procedio a
evaluar la capacidad de liberacion de la proteina del complejo con la AuNS, para lo cual, la
alicuota “Complejo AuNS-Proteina unida” se resuspendié en tampoén fosfato sddico con o

sin EDTA 60mM, analizandose nuevamente mediante inmunodeteccion.

Con el fin de determinar si la unién de la proteina a las nanopatrticulas era especifica de la
interaccidon del cobalto de las nanoparticulas con el Histag de la proteina, una vez
determinadas las condiciones de unién, se repiti6 el ensayo de unién con las AuNS

recubiertas de PEG, sin la incorporacion del grupo ANTA-CO".

Estos ensayos se llevaron a cabo inicialmente con la proteina scFvA33. Una vez
determinadas las condiciones 6ptimas se analiz6 la union de las nanoestrellas de Au con

IMTXA33aS, con el fin de determinar si se comportaba igual que scFvA33.

12.3 Caracterizacion del complejo AuNS-proteina
12.3.1 Caracterizacién morfoldgica y espectroscopica del complejo AUNS-proteina.

Se prepar6 una disolucién del complejo AuNS-scFvA33 a una concentracion de 2,5 pM-2,5
UM en tampon fosfato sédico, que se deposité en una rejilla de cobre recubierto de carbén
para la visualizacién en el TEM Jeol JEM 1400. Para la caracterizacion espectroscopica,
se realizd un espectro de absorbancia en el rango UV-Visible (300 nm-900 nm) utilizando
un espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu). Como control, tanto del analisis morfoldgico
como espectroscépico, se utilizé una disolucion de Nanoestrellas de Au 2,5 pM en tampdn

fosfato sadico.
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12.3.2 Caracterizacion de la funcionalidad de la proteina en el complejo AUNS-proteina.

A) Caracterizacion de la capacidad de unién especifica a células GPA33+ del complejo

AuUNS-proteina.

El andlisis de la capacidad de unién del complejo AuNS-proteina se llevé a cabo mediante
citometria de flujo (Ver apartado Materiales y Métodos) utilizando células SW1222, GPA33-
positivas. Para ello, en primer lugar, se analizé la capacidad de union del complejo AuUNS-
scFvA33 a distintas concentraciones (10 nM - 5 uM), sobre las células SW1222,
representando el porcentaje de células marcadas fluorescentemente. Como control

positivo del ensayo, se utilizé el dominio marcador scFvA33 sin unirse a las nanoestrellas.

Posteriormente se analizé la capacidad de unién del complejo AuNS-IMTXA33aS, de

manera idéntica que el apartado anterior, utilizando IMTXA33aS libre como control positivo.

B) Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica del complejo AUNS-proteina.

Para evaluar la actividad ribonucleolitica del complejo AUNS-IMTXA33aS, causada por la
ribotoxina a-sarcina presente en dicho complejo, se llevo a cabo el ensayo de reticulocitos
frente a ribosomas, descrito anteriormente (Ver apartado Materiales y Métodos: Ensayo de

Reticulocitos).

Se analizaron distintas cantidades de complejo AUNS-IMTXA33aS (correspondiendo a 2,
6 y 12 pmoles de IMTXA33aS), llevandose a cabo la reaccién en presencia del tampén C,
en lugar del tampdn A, debido a la presencia de EDTA 10 mM en este ultimo (Ver apartado
Materiales: 4.4 Ensayos de actividad RNasa), que implicaria la separaciéon de los
componentes del complejo. Nuevamente, se utilizé la inmunotoxina IMTXA33aS como

control positivo.
12.3.3 Caracterizacion de la internacion del complejo AuNS-proteina.

Con el fin de determinar la internacién del complejo AuUNS-scFvA33 en el interior de las
células, se llevd a cabo un ensayo mediante microscopia de fluorescencia, para observar
la presencia de scFvA33 (fraccion proteica del complejo) marcada con el fluor6foro
Alexab55, mientras que para la visualizacion de las nanoestrellas del complejo, se realizé

microscopia electrénica de transmision.

A) Visualizacion de la internacion del complejo mediante microscopia de fluorescencia.

Para determinar la correcta internacion de la fraccion proteica del complejo AUNS-scFVA33,
fue preciso en primer lugar marcar la proteina scFvA33 con el fluoréforo Alexa555, previo

a la union con las nanoparticulas.
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Siguiendo las indicaciones del Kit “Alexa Fluor 555 Protein Labeling Kit” (Invitrogen), a partir
de una alicuota de scFvA33Histag a 1 mg/ml se adicion6 NaHCO3; 1 M, pH 8 y la sonda
fluorescente Alexa555 (44,6 nmol) y se mantuvo en agitacion en oscuridad durante 1 hora
a RT. Pasado ese tiempo, se afadio tampon Tris 1 M pH 8,8 para parar la reaccién. Se

llevaron a cabo varias dialisis frente a tampon fosfato sodico con el fin de retirar el exceso

Abs 555nm

de sonda fluorescente sin unir. Se calcul6 el DOL como DOL = ———
150000%[scFvA33]

, para

determinar la eficiencia del marcaje fluorescente.

Tras la obtencion de scFvA33-Alexab55, se llevé a cabo el experimento de microscopia de
fluorescencia. Se sembraron células SW1222 en placas de 24 pocillos con un cubreobjetos
de 12 nm, a razdn de 80.000 células/pocillo, incubandose 24 horas a 37°C en estufa de
CO.. Posteriormente, se afiadieron los diferentes componentes (scFvA33-Alexa555 1 uM,
AUNS-scFVA33 Alexa555 1 pM-1 pM, o AuNS 1 pM) en un volumen de 300 pyL de RPMI,

durante 24 horas.

Las muestras se lavaron tres veces con 300 uL de PBS. A continuacion, se fijaron las
células mediante adicion e incubacion con paraformaldehido (PFA) 4%, durante 15 minutos.
Pasado ese tiempo, se realizaron tres lavados con PBS, y se fijaron las muestras en los
cubres a un portaobjetos con ProlonGold-DAPI (Invitrogen), para poder visualizar los
nidcleos. Las muestras ya preparadas se guardaron a 4°C, hasta su utilizacion en

microscopia.

B) Visualizacion de la internacion del complejo mediante microscopia electrénica de

transmision.

Para analizar la internacién mediante la visualizaciéon de las nanoparticulas del complejo
AUNS-Proteina, se llevé a cabo el ensayo mediante microscopia electrénica de transmision.
Al igual que en el caso anterior, se sembraron células SW1222 en placas de 24 pocillos, a
razon de 80.000 células/pocillo, y se incubaron de forma similar a lo indicado anteriormente.
Posteriormente, se afiadieron los estimulos (AuNS 0,5 pM; AUNS-scFvA33 0,5 pM-0,5 uM;
AUNS-IMTXA33aS 0,5 pM-0,5 uM) en 1 mL de RPMI, durante 24 horas.

Pasado ese tiempo, se levantaron las células mediante tripsinizacién, y se fijaron las
células con una disolucién de paraformaldehido (4%) y glutaraldehido (2,5%) a 4°C durante
5 horas. Se realizaron tres lavados de las células con tamp6n HEPES 200 mM y se dejaron
secar a RT durante 24 horas, realizandose tres nuevos lavados con PBS, seguidos de una
segunda fijacién con una disolucién de tetradxido de osmio (tetraéxido de osmio: H»Od,
1:1) durante 1 hora a RT, con el fin de aumentar el contraste de las imagenes. A

continuacion, se efectu6 una deshidratacién con 500 pL de concentraciones crecientes de
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acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% y 100%) mediante incubaciones de 15 min a
RT para cada concentracion. A continuacion, se llevo a cabo la infiltracion en resina de tipo
epoxy, para lo cual se resuspendid el sedimento de células en diferentes ratios de
resina:acetona (1:3, 1:1, 3:1), dejando actuar cada concentracion de resina durante 1 hora.
Finalmente se dejaron secar los sedimentos durante 48 horas a 70°C. Mediante unas
pinzas EPON se cortaron las muestras por ultramicrotomia en secciones de 60 nm de
espesor para su observacion al microscopio electronico de transmision JEOL JEM 1400.

12.3.4 Caracterizacion del potencial terapéutico del complejo AuNS-Proteina

A) Potencial citotdxico del complejo AUNS-Proteina sin efecto fototérmico.

Para evaluar la eficacia antitumoral tanto de las nanoestrellas con o sin cobalto, como del
complejo formado por las nanoestrellas unidas a scFvA33 o IMTXA33aS, se llevaron a
cabo ensayos de citotoxicidad mediante analisis de viabilidad por MTT (Ver apartado

Materiales y Métodos: Caracterizacion de la actividad citotoxica).

B) Potencial citotdxico del complejo AuNS-scFvA33Histag con efecto fototérmico.

Para evaluar la citotoxicidad del complejo AuNS-scFvA33 provocada por el efecto
fototérmico de las nanoestrellas al ser irradiadas por luz infrarroja, se sembraron células
SW1222 en placas de 96 pocillos con 10.000 células/pocillo, en 200 puL de RPMI. A las 24
horas, se afiadié el estimulo, nanoestrellas o el complejo AuUNS-scFvA33, a diferentes
concentraciones. Tras 24 horas de incubacion, se irradiaron los pocillos con un laser CW
(MDL HB808, con una fuente PSU-H-LED, Changchun New Industries, China), a 808 nm,
con una potencia de 800mW, durante 2 minutos/ pocillo; estando la altura de la fuente del
laser a 29 nm, siendo el diametro del haz infrarrojo de 5-8 mm, y las dimensiones de la
superficie del laser de 155x77x60 mm?® (Lépez de Pablo et al., 2014). Tras la irradiacién de
los pocillos, se evalud la viabilidad celular por MTT (Ver apartado Materiales y Métodos:

Ensayo de viabilidad celular por MTT).
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BLOQUE A
PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE
INMUNOTOXINAS NO INMUNOGENICAS BASADAS EN
UNA VARIANTE NO INMUNOGENICA DE LA a-SARCINA

En este primer bloque, se presentan los resultados relativos a la expresion y
caracterizacion de inmunotoxinas no inmunogénicas, a partir de la inclusion de una variante

no inmunogénica de la a-sarcina (aSDI).

El esquema seguido corresponde a la caracterizacion de cada una de las proteinas

caracterizadas; siendo estas:

1. aSDI. Variante de la ribotoxina a-sarcina, incluyendo las mutaciones D9T y Q142T
gue la convierten en una proteina no-inmunogénica; (Jones et al., 2016). Se ha
llevado a cabo su caracterizacién estructural y funcional, comparandola con la a-
sarcina recombinante (aSWT), paso previo a su inclusion en el disefio optimizado

de nuevas inmunotoxinas.

2. IMTXA33aSDI. Inmunotoxina recombinante, cuyo dominio marcador es un
fragmento variable de cadena sencilla (scFv) frente al antigeno GPA33
(glicoproteina A33) y cuyo dominio téxico es la variante no inmunogénica de la a-
sarcina (aSDI). Se ha llevado a cabo su caracterizacion estructural, funcional e
inmunoldgica, comparandola con la inmunotoxina original conteniendo aSWT como

dominio toxico (IMTXA33aS) ya descrita previamente (Carreras-Sangra et al., 2012).

3. IMTXA33furaSDI. Inmunotoxina recombinante optimizada, similar a la indicada
anteriormente, pero que incluye entre ambos dominios, un sitio de reconocimiento
y corte por la proteasa furina, una enzima transmembrana que se encuentra en
endosomas tempranos y aparato de Golgi, y es responsable de la maduracion
proteolitica de diferentes proteinas. Esta variante se ha disefiado con el fin de
facilitar la liberacion del dominio toxico, al citoplasma celular (Alewine et al., 2015;
Ruiz-de-la-Herran et al., 2019). Se ha llevado a cabo su caracterizacion estructural,

funcional e inmunolégica.

113



Resultados Bloque A

1. Disefio, purificacién y caracterizacion de aSDI.

1.1. Obtencién del vector de expresién (pINPGaSDI)

La obtencion del vector de expresion requirié una etapa previa de clonaje sobre el plasmido
pEMBLaS, debido a la presencia de 2 sitios de restriccion para BstEIl en el plasmido
pINPGaS.

Brevemente, se amplificé el fragmento BstEIll-aSDI-BamHI utilizando los oligos 3y 4 (Ver
apartado Materiales y Métodos, Oligonucle6tidos utilizados) y como molde el plasmido
pPICZaAA33aS. El producto de dicha amplificacion y el plasmido pEMBLaS se digirieron
con las enzimas de restriccion BstEll y BamHI, obteniéndose el nuevo plasmido

pEMBLaSDI mediante la ligacion de los fragmentos de interés obtenidos.

Posteriormente, el plasmido pEMBLaSDI se digirié con las enzimas Xbal y BamHlI, y el
fragmento resultante, Xbal-aSDI-BamHI se clon6 en el vector pINPGaS digerido con las
mismas enzimas, obteniéndose el vector de expresion pINPGaSDI. El nuevo plasmido

pINPGaSDI se secuencié para comprobar que presentaba la secuencia correcta.
1.2. Produccién y purificacién de aSDI.

La produccién de aSDI se llevo a cabo en la cepa de E. coli RB791 tras la transformacion
de esta cepa con el vector de expresion pINPGaSDI. Una vez llevada a cabo la
transformacion, y tras el crecimiento de distintas colonias en placas de LB-agar Ampicilina,
se llevo a cabo una prueba de expresion, para analizar la expresion de aSDI por parte de
distintas colonias. El resultado se analizé6 mediante inmunodeteccion (Western Blot)
utilizando un anticuerpo primario anti a-sarcina, seleccionandose la colonia que expresaba

una mayor cantidad de aSDI para su posterior produccién a gran escala.

La produccién a gran escala se llevé a cabo como aparece descrito en el apartado de
Materiales y Métodos, y a lo largo de la purificacién se llevé a cabo un analisis
electroforético en PAGE-SDS, con el fin de determinar la presencia/ausencia de la aSDI
en las diferentes fracciones y pasos de la purificacion (Figura A.1). Tras la induccién y la
obtencion de las diversas fracciones celulares en las primeras etapas de produccién, se
detectd la presencia de aSDI soluble en las fracciones periplasmica tras los diversos ciclos
de sonicaciéon (Figura A.1A). Las fracciones de interés se juntaron y se incubaron con la
resina Amberlita IRC-50 a 4°C durante 16 horas. Posteriormente se separ6 por decantacion
el volumen no retenido y se dieron lavados sucesivos con el tampén de cromatografia y
con dicho tampon conteniendo 0,2 M NaCl. Finalmente, se eluyd aSDI por la adicién en
dos etapas del tampén con 0,6 M NaCl. Las diferentes fracciones obtenidas en la

cromatografia de intercambio i6nico se analizaron mediante electroforesis en PAGE-SDS
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(Figura A.1B). Como se observa, se detecto la presencia de aSDI en las fracciones
obtenidas por la eluciéon con tampoén 0,6 M NaCl. Estas fracciones conteniendo aSDI se
juntaron y concentraron para su aplicacién en una cromatografia de penetrabilidad en
Biogel P-10. A partir del perfil de elucién obtenido por determinacion de los valores de Azso
se seleccionaron diferentes fracciones que se analizaron por PAGE-SDS para detectar la
presencia de aSDI (Figura A.1C), obteniéndose aSDI purificada a homogeneidad (Figura
A1.D) con un rendimiento de 2 g/L de cultivo.

A B Elucién 0.6M
NI | Sb Sac Pr Son FSI ESIIL MW NR Lavado 0.2M #1 #11 MW aS
-
-
S 5
-

C aSDI P-10 D
MW  aSDI aSWT

0,08 =

0,06 =

0,04 =

Abs 280

0,02 -

0,00

§ b ¢ PO

-0,02

Fraccion

Figura A.1. Andlisis electroforético de las diferentes etapas de la produccion y purificacion de aSDI.
Tincidon con azul de Coomassie del analisis electroforético correspondiente a: (A) Alicuotas de las
diferentes fracciones celulares; cultivo no inducido (NI), cultivo inducido (I), sobrenadante tras
centrifugacién (Sb), choque osmético con sacarosa (Sac) fraccion periplasmica (Pr), fraccion sonicada
(Son), las fracciones solubles de los ciclos de sonicacion (FSI y FSII) ; (B); Alicuotas de las diferentes
fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio iénico con Amberlita IRC-50: No retenido, lavado
con tampdn de cromatografia; lavado con tampén de cromatografia conteniendo 0,2 M de NaCl y elucion
en dos etapas con el mismo tamp6n incluyendo 0,6 M NacCl. (C) Perfil de elucién de la cromatografia de
penetrabilidad en Biogel P-10. Inset: Analisis electroforético de alicuotas de las fracciones seleccionadas.
(D) Alicuota de aSDI purificada. En todos los casos MW corresponde con patrones de masa molecular y
aS con un control de la ribotoxina.
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1.3. Caracterizacion estructural de aSDI

La caracterizacion estructural de aSDI, se llevd a cabo mediante espectroscopia de
dicroismo circular (CD) en el UV-lejano (Ver apartado Materiales y Métodos,
caracterizacion estructural), con el fin de obtener informacién sobre el plegamiento y
estructura secundaria de la proteina, asi como sobre su termoestabilidad mediante la
determinacion de su Tm (Ver apartado Materiales y Métodos, caracterizacion estructural).

Como se observa en la Figura A.2A, aSDI presenta un plegamiento compatible con el de
una proteina globular soluble en disolucién, con un predominio mayoritario de estructura
secundaria 3, similar al descrito para la a-sarcina nativa fungica y recombinante (Martinez-
del-Pozo et al., 1988; Lacadena et al., 1994).

Por otro lado, a partir del registro de la elipticidad molar por residuo a 220 nm en funcién
de la temperatura, se obtuvo un valor de Tm de aSDI de 52°C (Figura A.2B), siendo

idéntica a la descrita para la aSWT fungica (Lacadena, 1997).
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Figura A.2. Analisis conformacional mediante dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de aSDI. A)
Espectros de CD en el UV-legjano de aSDI (0,2 mg/ml). Se representa Burw, €lipticidad molar por residuo,
expresada como: grado-cm?-dmol™L. Los espectros se realizaron en tampdn fosfato sédico 50 mM, NaCl 0,1 M
pH 7,4 con una concentracién de proteina de 0,2 mg/ml. B) Tm de aSDI.
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La caracterizacion estructural se completd con el registro de los espectros de emision de
fluorescencia de aSDI y aSWT recombinante (Figura A.3), observandose que la
contribucién de tirosina (Tyr) y de triptéfano (Trp) era igual en ambas proteinas, por lo que
la incorporacién de las mutaciones no inmunogénicas en aSDI no implicé ningin cambio
estructural a nivel de estructura secundaria, ni en el entorno de estructura terciaria de los

residuos aromaticos.
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Figura A.3. Espectros de emisién de fluorescencia de aSDI (izquierda) y de aSWT recombinante (derecha).
En ambos casos se muestran los espectros obtenidos por excitacion a 275 nm (linea continua); a 295 nm
(linea punteada); contribucion de Trp (linea discontinua) y de Tyr (linea de rayas y puntos).

1.4 Caracterizacion funcional de aSDI.

El disefio y caracterizacion inicial de aSDI (Jones et al., 2016) se centrd directamente en
el andlisis de su inmunogenicidad y de su citotoxicidad in vitro. Sin embargo, no se llevo a
cabo una caracterizacion mas exhaustiva de su actividad ribonucleolitica ni de su
capacidad de interaccion con fosfolipidos acidos, ambos responsables de sus propiedades
citotoxicas. Por ello, se ha profundizado en su caracterizacién funcional, antes de plantear

su inclusion como dominio téxico en nuestros disefios de inmunotoxinas.
1.4.1. Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica.

Para evaluar la actividad ribonucleolitica de aSDI, se llevaron a cabo los ensayos descritos
y establecidos por nuestro grupo para la a-sarcina (Lacadena et al., 2007; Olombrada et
al., 2017).

En primer lugar, se realizé un zimograma, para determinar su actividad ribonucleolitica
inespecifica sobre un homopolimero de poli adenina (polyA) embebido en un gel de

poliacrilamida, empleandose distintas cantidades de aSDI y de aSWT (Figura A.4).
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Como se observa, aSDI mantuvo la
actividad ribonucleolitica inespecifica,
siendo ésta ligeramente mayor que la
descrita para el caso de la aSWT. La
practicamente idéntica intensidad en
las bandas de las 2 proteinas
patentes por el PAGE-SDS tefido
con azul de coomassie indica que
esta diferencia de actividad seria
intrinseca a la actividad enzimatica de
aSDI, y no seria debida a una
diferencia en la cantidad de proteina

ensayada.

aS WT aS DI
1 05 01 1 05 01
Zimograma : :
(poly A)
PAGE-SDS
(Coomasie)

Figura A.4. Estudio de la actividad RNasa inespecifica
de aSDI en comparacién con aSWT. Se muestra el
resultado del andlisis electroforético en condiciones no
reductoras del zimograma, tras tinciéon con azul de metileno
(arriba) y tras tincion con azul de Coomassie (abajo) de las
mismas muestras aplicada en dos PAGE-SDS en
condiciones no reductoras, utilizando poly A embebido en
los geles como sustrato.

Por otro lado, una de las principales caracteristicas de las ribotoxinas fungicas, y de la a-

sarcina en este caso particular, es su extraordinaria especificidad ribonucleolitica frente a

una region altamente conservada en el RNAr de la subunidad grande de los ribosomas,

concretamente en la zona conocida como lazo sarcina-ricina (SRL), que implica una

horquilla formada por el tetrabucle GAGA. Su accion sobre el SRL libera un pequefio

fragmento de RNA de 400 nucledtidos, conocido como fragmento a (Lacadena et al., 2007;

Olombrada et al., 2017).

Para evaluar el mantenimiento de la actividad ribonucleolitica especifica de aSDI se

realizaron dos ensayos diferentes. En primer lugar, se ensay0 si era capaz de cortar un

oligorribonucleétido  sintético que
imitaba la secuencia y la estructura
SRL (Ver apartado Materiales y
Métodos, Ensayo de SRL). (Figura
A.5). En

actividad RNasa frente al

la figura se observa
SRL
sintético en funcibn de la
concentracion de ribotoxina
utilizada, tanto para aSWT como

para aSDI.

De modo similar a lo observado en el
zimograma, aSDI presentaria una
ribonucleolitica

mayor actividad

aS WT oS DI

c- 1 05 01 1 05 0,1

35-m

21-m

14-m

Figura A.5. Ensayo de actividad ribonucleolitica sobre
SRL, utilizando distintas concentraciones de aSDI y de
aSWT. C-, es un control negativo realizado en ausencia de
ribotoxina. Se muestra la movilidad electroforética
correspondiente a los oligonucleétidos de 21-mer y de 14-
mer resultantes del corte del SRL de 35-mer. Se ensayaron
1; 0,5y 0,1 uM de ribotoxina.
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respecto a aSWT, de acuerdo con la mayor desaparicion de la banda correspondiente a la
banda de 35-mer observada ya a 0,5 yM de aSDI, concentracion a la cual practicamente
no se detecto el fragmento de 35 mer. No obstante, no se observo correlacion entre la
disminucion de la intensidad del fragmento de 35 mer y un incremento en la intensidad del
fragmento de 21 mer, que si se aprecia en el caso del fragmento de 14 mer en el caso de
aSDI. Ello podria ser debido a la existencia de degradacion inespecifica del fragmento de
21 mer por la propia aSDI.

Finalmente, para comprobar que aSDI era ribonucleoliticamente funcional y especifica
frente a su sustrato, los ribosomas, se realizé un ensayo con un lisado de reticulocitos libre
de células, analizandose Ila

liberacion del fragmento a.

Los resultados mostraron (Figura
A.6) que aSDI era
ribonucleoliticamente funcional vy
especifica frente a los ribosomas,
& Fragmentoa -,mo se deduce de la liberacion
del fragmento a. Ademds, esta
actividad fue dependiente de la

concentracién, pues la intensidad

del fragmento a aumenté a medida

Figura A.6. Ensayo de actividad ribonucleolitica Que se incremento la
especifica frente a reticulocitos, comparando aSDI con
aSWT. El C- es tampon sin ribotoxina. Se ensayaron 2,6y 12
pmoles de aSDI y de aSWT recombinante. Se indica con una ensayada.
flecha la banda correspondiente al fraamento a.

concentracion de ribotoxina

1.4.2. Caracterizacién de la interaccién con lipidos.

Una vez comprobado que aSDI mantenia las caracteristicas ribonucleoliticas de la
ribotoxina original, se evalué su capacidad para interaccionar con lipidos. Como se ha
mencionado en la introduccién, la a-sarcina es capaz de atravesar las membranas lipidicas
de células transformadas o infectadas por virus, debido a alteraciones de su permeabilidad
(Olson et al., 1965), a través de la interaccion de los residuos cargados positivamente de

la a-sarcina con los fosfolipidos acidos presentes en las membranas (Gasset et al., 1989).
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Figura A.7. Ensayo de agregacion de vesiculas de DMPG tras
incubacién con diferentes concentraciones de aSDI (negro) y de
aSWT (rojo). Se registro la absorbancia a 360 nm a lo largo de 15

minutos (900s).

Para evaluar la capacidad de
aSDI de interactuar con lipidos,
se llevd a cabo un, ensayo de
agregacion de vesiculas de
DMPG, uno de los ensayos
establecidos y descritos por

nuestro grupo para la
caracterizacion de las
ribotoxinas (Gasset et

al.,1989; Ofiaderra et al., 1993).

Como se observa en la figura
(Figura A.7) la agregacion de
de DMPG
causado por las interacciones
de

las vesiculas

la a-sarcina implica un

aumento en la Aseso, Observandose que la pendiente de la curva va aumentando a medida

que se incrementa la ratio proteina: lipido.

El comportamiento observado para aSDI fue similar al de aSWT recombinante, utilizado

como control, con pendientes similares para las diferentes concentraciones de ribotoxinas

utilizadas. Por tanto, aSDI mantenia intacta la capacidad de interaccién con vesiculas

formadas por fosfolipidos acidos.
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2. Disefo, purificacion y caracterizacion de IMTXA33aSDI

En este apartado se exponen los resultados obtenidos en el disefio, produccion,
purificacién y caracterizacion, estructural y funcional, de una variante no inmunogénica de
la inmunotoxina basada en aSDI, dirigida contra el antigeno tumoral GPA33, especifico de
cancer colorrectal (Figura A.8).

2.1 Construccion del vector de expresion pPICZaAA33aSDI.

Para la obtencion del vector de expresion pPIZaAA33aSDI se amplificd mediante PCR el
fragmento aSDI, utilizando los oligos 1 y 2 para la incorporacién de las mutaciones no
inmunogénicas D9T y Q142T (Jones et al., 2016) y como molde el plasmido
pPICZaAA33aS. Una vez obtenido el fragmento de PCR, se digirié con las enzimas Notl y
Sall, obteniéndose el fragmento Notl-aSDI-Sall. El plasmido pPICZaAA33aS se digirié con
las mismas enzimas llevandose a cabo la ligacion entre el fragmento pequefio Notl-aSDI-
Sall y el fragmento grande, obteniéndose el vector de expresion pPICZaAA33aSDI (Figura
A.8). El vector de expresion se secuencié comprobandose que presentaba la secuencia

correcta.

A

B
2 o — scFvA33 — asDI — Histag — - (@ $

Figura A.8. Diagrama esquematico mostrando la secuencia codificante (A) y proteica
correspondiente al modelo de estructura en disolucion (B) de la inmunotoxina IMTXA33aSDI. Se
destacan los diferentes componentes del cDNA de la inmunotoxina. De izquierda a derecha, el factor q, el
dominio marcador scFvA33, el dominio téxico correspondiente a la a-sarcina no inmunogénica y el tag de
histidinas para la posterior purificacion. En cuanto a los dominios estructurales de la inmunotoxina, se
muestra el dominio marcador scFvA33 y el dominio toxico constituido por aSDI.

2.2 Produccion y purificacion de IMTXA33aSDI

La produccion de IMTXA33aSDI se llevd a cabo en la cepa Bg11 de la levadura P. pastoris,
mediante electroporacion con el vector de expresion pPICZaAA33aSDI. Con la mezcla de
electroporacion se sembraron placas de cultivo con diferentes concentraciones de zeocina
para seleccionar posteriormente aquellas colonias con alto nivel de expresion, de acuerdo

con el protocolo descrito en Materiales y Métodos.
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Asi, se llevo a cabo una prueba de expresion a pequefia escala con las diferentes colonias,

con el fin de determinar qué colonia era capaz de producir mayor cantidad de proteina, asi

como las condiciones 6ptimas de expresion. El nivel de expresion de las diferentes colonias

se analiz6é mediante Western Blot, observandose en todos los casos un maximo de

expresion a las 24 horas de induccion.

A partir de una de las colonias que
presentd una mayor expresion de
IMTXA33aSDlI, se llevé a cabo su
produccion y purificacion siguiendo
la metodologia descrita en el
de
Materiales y Métodos, y ya empleada

correspondiente apartado
con otras variantes de inmunotoxinas
grupo de

investigacion. De este modo, tras 24

producidas en el

horas de induccién en medio BMMY

a 25°C, el cultivo se centrifugd, y el

Imidazol 250 mM
Imidazol

20mm 1 2 3
— ——

Mw VNR NaP

45 KDa =)

Figura A.9. Andlisis electroforético mediante PAGE-SDS
de las distintas alicuotas recogidas durante el proceso de
purificaciéon. Se indica: VNR, volumen no retenido en la
columna; NaP, lavado de la columna con tampén fosfato
sodico; Imidazol 20mM, lavado de la columna con tampén
fostato soédico Imidazol 20mM; Imidazol 250 mM, las
diferentes alicuotas obtenidas mediante la elucion con
tampan fosfato sédico imidazol 250 mM.

medio extracelular se dializé frente a tampoén fosfato 50 mM, NaCl 0.1M, pH 7.5, para su

posterior aplicacion en una cromatografia de afinidad utilizando una columna de Ni?*-NTA

agarosa.

A partir de las diferentes alicuotas recogidas en las distintas etapas de la cromatografia de

afinidad, se llevé a cabo su andlisis electroforético mediante PAGE-SDS en condiciones

reductoras (Figura A.9).

Como se observa en la figura, la inmunotoxina se detect6 en las primeras fracciones del

eluido con imidazol 250 mM. La masa molecular de 45 KDa obtenida, fue coherente con el

esperado, de acuerdo con los componentes

de la inmunotoxina.

MW Coomasie wB MW
.z , P of
Por otro lado, también se observé un patron 45 KDa == J— PR
. . . . et
de bandas de degradacion muy minoritario,

correspondiente seguramente a la escision

de ambos dominios.

Se juntaron las fracciones conteniendo la

inmunotoxina y se dializaron en bolsas de

Figura A.10. Andlisis electroforético mediante
PAGE-SDS y posterior tincion con azul de
Coomasie (izquierda) y Western-Blot (derecha)
utilizando un anticuerpo anti a-sarcina y revelado
mediante DAB-H,0- de la fraccion final purificada
de IMTXA33aSDI (1 pg).

didlisis de 25 KDa de diametro de poro, frente

a tampdn de cromatografia, eliminandose el imidazol, y los productos de degradacién. De
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este modo se logr6 purificar a homogeneidad la inmunotoxina no inmunogénica

IMTXA33aSDI con un rendimiento de 1 mg/L de medio de induccion (Figura A.10).

2.3 Caracterizacion estructural de IMTXA33aSDI

Existe una intima relacion estructura-funcién en las proteinas, por la cual la adecuada
funcionalidad de las proteinas esta intimamente ligada a la estructura de la proteina global,
y al adecuado plegamiento de cada uno de sus dominios en particular.

Una vez purificada a homogeneidad la inmunotoxina no inmunogénica, se confirmoé su
identidad molecular mediante inmunodeteccién y se determind su coeficiente de extincion
al 0,1% (E®'*) de la proteina,

mediante el software

ProtParam, obteniéndose un

valor de 1,6 (cm.mg/ml)*

Para obtener informacién

acerca del plegamiento de la

OMWR (x10%)

proteina, y la composicion de

los diferentes elementos de —— IMTXA330SDI

=== IMTXA33aS

estructura secundaria en la

proteina (a-hélice, lamina 3,

estructura aleatoria) se

registr6 el espectro de A (nm)

Figura A.11. Andlisis conformacional mediante dicroismo
circular (CD) en el UV-lejano de IMTXA33aSDI (linea continua) y
UV-lejano de IMTXA33aSDI de IMTXA33asS (linea discontinua). En ambos casos se utilizé una

. concentracion de 0,2 mg/ml en tampon fosfato sodico. Buwr
(Figura A.11). representa la elipticidad molar por residuo como grados x cm? x
dmol - para las distintas longitudes de onda.

dicroismo circular (CD) en el

El resultado, mostrado en la

figura confirm6 que la nueva inmunotoxina IMTXA33aSDI presentaba un plegamiento
coherente con el de una proteina globular en disolucion, semejante a la ya descrita para
IMTXA33aS (Carreras-Sangra et al., 2012), con predominio de lamina B, lo cual es
coherente con la estructura secundaria de cada uno de sus 2 dominios componentes: el
scFvA33 (Carmichael et al., 2003, Wilkinson et al., 2009) y la a-sarcina (Martinez del Pozo
et al., 1988; Pérez-Cafadillas et al., 2000).
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2.4 Caracterizacion funcional de IMTXA33aSDI

La caracterizacion funcional consistié en la evaluacion de cada uno de los dominios de la
inmunotoxina por separado. Asi, en primer lugar, se analiz6 si el dominio téxico (aSDI)
mantenia su capacidad ribonucleolitica, llevandose a cabo un ensayo de reticulocitos, tal y
como se ha descrito anteriormente (Ver apartado Materiales y Métodos). Por otro lado,
para la caracterizacion funcional del dominio marcador, se llevé a cabo un ensayo de union

mediante citometria de flujo, utilizando células SW1222, GPA33+.

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad frente a dichas células, con el fin

de evaluar la accion conjunta de ambos dominios y el efecto terapéutico de la inmunotoxina.

2.4.1 Caracterizacion del dominio toxico de IMTXA33aSD!.

Para la evaluacion del dominio téxico, se llevé a cabo un ensayo de reticulocitos, siguiendo
el protocolo descrito anteriormente, que permite caracterizar la actividad ribonucleolitica
especifica de las ribotoxinas. Como se muestra en la Figura A.12 la incubacion del lisado
de reticulocitos con diferentes cantidades de IMTXA33aSDI produjo la liberacion del

fragmento a caracteristico,
IMTXA33aSDI IMTXA33aS

C+ 2 6 6 12

siendo esta liberacion c

mayor a medida que se
incrementaba la cantidad
de inmunotoxina ensayada, Erigioo
y similar a la producida por
la inmunotoxina original.
Asi, se confirm6 que la

nueva variante no Figura A.12. Ensayo de actividad ribonucleolitica especifica frente
. o ; a reticulocitos comparando la actividad de IMTXA33aSDI con la de
inmunogenica mantenia la  |MTxA330S. En la imagen se muestra el gel de agarosa del ensayo.

- : - Como control negativo (C-) se usé tampdn y como control positivo (C+)
actividad ribonucleoliticade " " corcina WT 2 pmol. De IMTXA33aSDI y IMTXA33aS se
la inmunotoxina original. ensayaron 2, 6 y 12 pmol. La flecha indica la posicién del fragmento a.

2.4.2 Caracterizacion del dominio marcador de IMTXA33aSDI.

Estudios previos realizados por nuestro grupo demostraron que el dominio marcador
scFVA33 es capaz de reconocer y unirse especificamente a células que presentan el

antigeno GPA33 en su membrana, como las células SW1222, de carcinoma de colon
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primario, o las células AspCl, de carcinoma pancredtico (Tomé-Amat et al., 2012;

Carreras-Sangré et al., 2012).

Por ello, se estudié la capacidad de union especifica de IMTXA33aSDI a células SW1222,
empleando diferentes concentraciones de inmunotoxina en ensayos de union mediante
citometria de flujo, utilizando como control el dominio marcador scFvA33Histag. Los
resultados obtenidos, se muestran en la Figura A.13. Como se observa en la figura,
IMTXA33aSDI se unié de forma especifica a las células SW1222, observandose que a
medida que aumenta la concentracion de IMTXA33aSDI, se produce un aumento de la
fluorescencia, que se relaciona con un mayor nimero de moléculas unidas por célula,
alcanzandose la saturaciéon en torno a 100 nm. Por otro lado, la cuantificacion de la union
(Figura A.13B), mostré6 que la capacidad de IMTXA33aSDI de reconocer y unirse
especificamente a las células en condiciones de saturacion es la misma que la observada

con scFvA33.

100
A33aSDI 10nM e =

A33aSDI 100nM
A33aSDI 1pM

250

i 80
200 -
] = A330SDI

60 F = scFvA33Histag -

150 -

Eventos (n°)

100 40

50 20 .
: | :
0 0 T T
10

% células marcadas

LN S S B S S B S e R S e

1 2 3 4 T
10 10 10 10 10 100 1000

Intensidad de Fluorescencia (u.a.) Concentracion de proteina (nM)

Figura A.13. Ensayo de union mediante citometria de flujo de IMTXA33aSDI sobre células SW1222. A)
Se muestra la intensidad de fluorescencia obtenida tras incubacion de las células SW1222 con distintas
concentraciones de inmunotoxina. B) Cuantificacién del porcentaje de células marcadas tras incubacion con
IMTXA33aSDI (negro) o scFvA33Histag (gris).

2.4.3 Caracterizacion de la capacidad citotoxica de IMTXA33aSDI.

Una vez evaluada la funcionalidad por separado de ambos dominios de la inmunotoxina,
se procedid a la caracterizacion citotéxica in vitro de la inmunotoxina frente a las células
diana. Para ello, se llevaron a cabo dos tipos de ensayos de citotoxicidad: ensayos de
viabilidad celular clasicos basados en la capacidad de las células vivas de reducir el MTT
(Ver apartado Materiales y Métodos, ensayos de citotoxicidad), y ensayos de inhibicién de
biosintesis de proteinas basados en la menor incorporacion de Leu-H2 por parte de las

células, siendo este ultimo el ensayo utilizado habitualmente para analizar la citotoxicidad
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Figura A.14. Ensayo de viabilidad celular mediante
MTT. Se representa la viabilidad celular alas 24, 48y 72
horas de incubacion de las células SW1222 con distintas
concentraciones de IMTXA33aSDI. La linea discontinua
indica el 50% de viabilidad celular.
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Figura A.15. Ensayo de inhibicion de biosintesis de
proteinas. Se analiza la inhibicion de la biosintesis sobre
células SW1222 de IMTXA33aSDI (linea continua) o
frente a su variante inmunogénica IMTXA33aS (linea
discontinua) a las 72 horas de incubacién. La linea
horizontal indica el 50% de viabilidad celular.

especifica de las ribotoxinas, o de las
inmunotoxinas derivadas de ellas
(Sangra etal., 2012; Tomé-Amat et al.,
2012).

En primer lugar, para el ensayo de
viabilidad MTT, se
sembraron células SW1222, y se

clasico por
analizaron distintas concentraciones
de IMTXA33aSDI (0,001 yM-0,5 pM) a
diferentes tiempos. Como se observa
en la Figura A.14, se produjo una
disminucion de la viabilidad celular en
funcion de la concentracion de
IMTXA33aSDI, obteniéndose una ICs
de aproximadamente 0,15 pM, a las 72

horas de incubacion.

En cuanto al ensayo de inhibicion de
biosintesis de proteinas, este se realizé
por incubacién con distintas
concentraciones de IMTXA33aSDI con
células SW1222 durante 72 horas
(Figura A.15). Como se observa en la
figura, la citotoxicidad de
IMTXA33aSDI fue similar a la obtenida
y descrita previamente con IMTXA33aS
(Carreras-Sangra et al., 2012), con una

ICso alrededor de 20 nM.

2.4.4 Caracterizacion de la estabilidad de IMTXA33aSD|

La integridad estructural y el mantenimiento de la funcionalidad de las inmunotoxinas en

las condiciones del entorno fisioldgico es fundamental tanto para el correcto desarrollo de

su actividad citotéxica in vitro, como para el desempefio de su actividad antitumoral in vivo.

Por este motivo, como paso previo a los ensayos de inhibicion del crecimiento tumoral in

vivo, se analiz6 el efecto de la incubacion de las inmunotoxinas en FBS a 37°C sobre la

funcionalidad de sus dominios funcionales (Ver apartado: Materiales y Métodos.
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Metodologia para el estudio de la estabilidad en condiciones fisiologicas de las

inmunotoxinas).

Para la efectiva aplicacién terapéutica de inmunotoxinas, estas deben mantener su
integridad estructural y su funcionalidad en condiciones fisiolégicas, a 37°C, y en un entorno
en el que se dan interacciones con proteinas plasmaticas presentes en el torrente
sanguineo. Por este motivo, se estudid la estabilidad estructural y funcional de la
inmunotoxina por incubacién en FBS a 37°C, tal y como se describe en el correspondiente
apartado de Materiales y Métodos. Para ello, se procedi6 a la incubacion de IMTXA33aSDI
1 uM con FBS (para los ensayos de funcionalidad) o PBS (para la integridad estructural
mediante Western Blot) a 37°C durante 24, 48, 72 y 96 horas, utilizandose una alicuota de

t=0 como control interno del ensayo.

Como se observa en la Figura A.16, el

andlisis electroforético y posterior
— == 45 KDa

inmunodetecciéon con un anticuerpo -
anti a-sarcina de las alicuotas de -
IMTXA33aSDI a diferentes tiempos de o=

incubacién, no mostr6 una pérdida

significativa de la integridad de la
. . . Figura A.16. Ensayo de estabilidad de laintegridad de
inmunotoxina, siendo algo mayor a IMTXA33aSDI, mediante inmunodetecciéon por
partir de las 72 horas de incubacion, Western Blot de diferentes alicuotas de IMTXA33aSDI,

incubadas con PBS a 37°C durante 0, 24, 48, 72 y 96

apreciable por un aumento de la banda  horas. Para su revelado se utilizé un anticuerpo primario
. . . . anti a-sarcina y se revel6 con DAB y H,0,,
inferior, correspondiente a la a-sarcina

libre del dominio marcador.

En cuanto al mantenimiento de la funcionalidad del dominio toxico, la actividad
ribonucleolitica de IMTXA33aSDI se mantuvo practicamente intacta para los diferentes
tiempos de incubacién analizados (Figura A.17A), sin que se observase en este caso una
disminucion de la actividad a partir de las 72 horas. Del mismo modo, en cuanto a la
capacidad de reconocimiento y unién del domino marcador (Figura A.17B), esta se
mantuvo estable a todos los tiempos de incubacion ensayados. Por tanto, IMTXA33aSDI
presentd una elevada estabilidad, manteniendo intacta la funcionalidad de sus dos

dominios constituyentes.
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(o:2:1:}
A) B) A33aSDI 1pM t=0

A33aSDI 1uM t=72h
A33aSDI 1uM t=96h

Intensidad de Fluorescencia

Figura A.17. Ensayos de estabilidad funcional de alicuotas de IMTXA33aSDI incubadas a 37°C a
diferentes tiempos. A) Ensayo de actividad ribonucleolitica especifica, usando un C+ (a-sarcina), un C-
(solo tamp6n) y las alicuotas de inmunotoxinas incubadas a 37°C a distintos tiempos. B) Ensayo de union
mediante citometria de flujo sobre células SW1222 con alicuotas de las mismas muestras. C488,
corresponde con el control negativo de isotipo. En todos los casos los tiempos de incubacion fueron 0, 24,
48, 72 'y 96 horas.

2.4.5 Caracterizacion inmunoldgica de IMTXA33aSDI.

Como se ha mencionado en la introduccién, uno de los principales problemas para la
aplicacion terapéutica de las inmunotoxinas radica en su posible inmunogenicidad, en parte
por el origen y naturaleza de las toxinas que componen su dominio toxico. Por ello, es de
vital importancia reducir la inmunogenicidad de las inmunotoxinas. En el caso de
IMTXA33aSDI, debido a que el dominio marcador se trata de un scFv humanizado, la
eliminacion de los epitopos de células T del dominio toéxico deberia ser suficiente para
convertir a IMTXA33aSDI en una inmunotoxina no inmunogénica, pues ninguno de sus dos

dominios presentaria epitopos inmunogénicos.

Con el fin de caracterizar inmunolégicamente las inmunotoxinas disefadas, y comprobar
gue efectivamente las variantes no inmunogénicas no estimulaban el sistema inmune, se
llevaron a cabo diferentes tipos de ensayos sobre distintos tipos de células implicadas en
la respuesta inmunoldgica. En esta seccién se mostraran los ensayos relativos a la
activacion de monocitos, utilizando las células THP1-XBlue como modelo de activacion de
monocitos en sangre y los ensayos de proliferacion de PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells), extraidos a partir de sangre de donantes, y su cuantificacion mediante
la medicién de una sonda fluorescente como es el CFSE por citometria de flujo (Ver

apartado Materiales y Métodos, Caracterizacion Inmunolégica).

Los ensayos relativos a la secrecion y cuantificacion de citoquinas, (IL-4, IL-10 e IFNy) se
mostraran junto con los resultados de la caracterizacion inmunoldgica de IMTXA33furaSDI,

en el siguiente apartado (3.4.6. Caracterizacion inmunoldgica de IMTXA33furaSDI).
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Inicialmente, se analiz6 el efecto de IMTXA33aS, y su variante no inmunogénica
IMTXA33aSDI sobre monocitos, linfocitos producidos en la médula 6sea que se encuentran
en el torrente sanguineo, y son capaces de extravasarse a los tejidos conectivos del
organismo para diferenciarse a macréfagos con actividad fagocitica en contextos
inflamatorios. Por tanto, el sistema monocito-macréfago formaria parte de la respuesta
inmune innata, por lo que su activacién temprana por parte de las inmunotoxinas reduciria
su potencial terapéutico. Se utilizaron células THP1-xBlue como modelo celular de

activacion monocitica.

Asi, utilizando esta linea celular, y la medida de absorbancia resultante de la interaccion
entre el compuesto Quanti-Blue y SEAP, producto de activacion de las células se puede
inferir la respuesta de activacion monocitica. En la Figura A.18, se observa que ninguna
de las dos inmunotoxinas

30 analizadas, ni IMTXA33a$S, ni su

2,5

variante no inmunogénica

- provocaron activacion

. E MTXA336S monocitica, pues el valor de
' [0 IMTXA33aSDI .
absorbancia producto de la
1,0 ., . .

reaccion previamente descrita es

Absorbancia A=620 nm

0,5 muy inferior al observado por la

TTTTTTT T T T T T T T T
P PEETE FTEY FETTE FETTY P

0,0 activacion mediante LPS.
0,5 1 2

[Inmunotoxina] (uM) Para el ensayo de proliferacion

Figura A.18. Ensayo de activacion de las células THP1-XBlue de PBMCs, y su cuantificacion

por IMTXA33asS (color negro) y por IMTXA33aSDI (color gris). mediante CFSE, se llevd a cabo
La linea discontinua horizontal indica el valor de absorbancia

de las células estimuladas por el LPS. el protocolo descrito en

Materiales y Métodos. Se
ensayaron nuevamente ambas inmunotoxinas, utilizando tres concentraciones diferentes,
0,5 uM; 1 uM y 2 uM, las cuales eligieron arbitrariamente, escogiendo un intervalo entre la
concentracion a la cual se cual se da la ICso en los ensayos de viabilidad in vitro, y la
maxima concentracion a la cual se suelen realizar los ensayos funcionales de
inmunotoxinas. No se analizaron mayores concentraciones, pues el uso farmacolégico de
cualquier tratamiento terapéutico busca encontrar la dosis a la cual se produce el maximo
efecto con la minima toxicidad. El fundamento del ensayo se basa en que la presencia de
un estimulo inmunogénico induce la activacion y division de los PBMCs, de tal manera que
al afiadir una sonda intracelular fluorescente, la fluorescencia media por célula sera menor

cuanto mas inmunogénico sea el estimulo.
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Los resultados obtenidos se recogen en la Figura A.19. La estimulacién inmunolégica por
LPS establecio6 el valor de 0.7 unidades de fluorescencia como limite de inmunogenicidad
positiva. De tal manera que valores menores de fluorescencia indicaran una mayor division
de los PBMCS, y por consiguiente una activacion inmunogénica positiva. Asi, se observo
que ni IMTXA33aSDI, ni IMTXA33aS pueden ser consideradas inmunogénicas. Ademas,

el ligero aumento de la fluorescencia de los PBMCs incubados con IMTXA33aSDI

mostraria que es

L (o] g ]
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ks i ]
[l 3 E . ;s -
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£ - ]
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Figura A.19. Ensayo de proliferacién de PBMCs, cuantificado mediante
CFSE de la IMTXA33aS (negro) y la IMTXA33aSDI (blanco). La linea recta
discontinua representa el control + de inmunogenicidad, por debajo del cual se
considera que el estimulo es inmunogénico.

2.4.6 Caracterizacion del efecto antitumoral in vivo de IMTXA33aSDI

La eficacia citotdxica in vitro de IMTXA33aSDI, junto con su estabilidad funcional a lo largo
del tiempo, y su caracter no inmunogénico justificé la realizacién de un ensayo de inhibicién
del crecimiento tumoral en ratones xenoinjertados con células SW1222, para caracterizar

su efecto antitumoral in vivo.

En este ensayo se utilizaron 5 ratones para cada grupo experimental: grupo control, tratado
con PBS, y dos grupos tratados con 25 pg o 50 pg de inmunotoxina respectivamente cada
48 horas, para un total de seis dosis. En todos los casos se comenzo6 el tratamiento una
vez que el volumen tumoral del xenoinjerto alcanzé los 50 mm?3. El seguimiento del
volumen tumoral se inicié tras la primera dosis, y se prolongd hasta el dia 30, siendo

necesario sacrificar los ratones cuando el volumen tumoral super6 los 2500 mm?.

Los resultados recogidos en la Figura A.20 mostraron un potente efecto antitumoral in vivo
de IMTXA33aSDI. El volumen tumoral fue cuatro veces menor en los ratones tratados con
25 ug de IMTXA33aSDlI, y seis veces menor en los tratados con 50 pug de IMTXA33aSDI

al final del tratamiento. Tras la administracion de las dosis, se observé una recuperacion
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del crecimiento tumoral, alcanzandose un volumen de 2500 mm? a los 25 dias para el caso
de los ratones tratados con 25 pg de IMTXA33aSDI, y a los 30 dias para el caso del
tratamiento con 50 pg. El andlisis de supervivencia mediante representacion de Kaplan-
Meier (Figura A.20.B) mostro que la administracion de 25 pg de la inmunotoxina duplicaba
el tiempo de supervivencia respecto al control, y que la administracion de 50 pg de
IMTXA33aSDI provoc6d una supervivencia del 80% a los 30 dias, momento en el que
finalizd el ensayo, indicando que la administracién de IMTXA33aSDI, ademas de promover
una significativa inhibicién del crecimiento tumoral, aumentaba considerablemente la
supervivencia.
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Figura A.20. Eficacia antitumoral in vivo de IMTXA33aSDI en ratones xenoinjertados con células
SW1222 (n=5). A) Gréfica con la evolucion del crecimiento tumoral de los 3 grupos experimentales: tratados
con PBS (negro), con 25 ug/dosis (azul) o 50 pg/dosis (rojo) de IMTXA33aSDI cada 48 horas. La linea
vertical indica el final del tratamiento. B) Gréfica de supervivencia de Kaplan-Meier de los distintos grupos
experimentales: tratados con PBS (negro) o 25 pug (azul) o 50 pg (rojo) de IMTXA33aSDI.
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3. Disefo, purificacion y caracterizacion de IMTXA33furaSDI

Debido a que el procesamiento intracelular y la velocidad de traslocacion al citosol de una
inmunotoxina determinan de manera critica su eficiencia citotdxica, se llevé a cabo el
disefio, produccién, purificacion y caracterizacion de una nueva inmunotoxina
(IMTXAS33furaSDI) cuyo dominio variable consiste en el scFv frente a GPA33, cuyo dominio
téxico consiste en la ya caracterizada aSDI, y que presenta entre ambos dominios un sitio
de reconocimiento y corte por la enzima furina (Figura A.21). La inclusion de este sitio de
restriccion de furina permitiria una mayor liberacion del dominio toxico al citosol, en vez de
ser degradada en los lisosomas o reciclada el dominio extracelular, traduciéndose en un

aumento de su eficacia citotdxica (Tortorella et al., 2012; Ruiz-de-la-Herran et al., 2019)

A B
—B®_ o — scFvA33 — Fur — aSDI — Histag - ‘ a

Figura A.21. Diagrama esquematico mostrando la secuencia codificante (A) y proteica
correspondiente al modelo de estructura en disolucion (B) de la inmunotoxina IMTXA33furaSDI. Se
destacan los diferentes componentes del cDNA de la inmunotoxina. De izquierda a derecha, el factor a, el
dominio marcador scFvA33, el sitio de reconocimiento y corte de la furina, el dominio téxico correspondiente
a la a-sarcina no inmunogénica y el tag de histidinas para la posterior purificacién. En cuanto a los dominios
estructurales de la inmunotoxina, se muestra el dominio marcador scFvA33 y el dominio téxico constituido
por aSDI.

3.1 Obtencidn del vector de expresiéon pPICZaA33furaSDI.

A partir del plasmido previamente obtenido en el laboratorio pPICZaAA33furaS se digirié
con las enzimas de restriccion EcoRI y Notl, obteniéndose el fragmento EcoRI-A33fur-Notl.
A la vez, se digiri6 el plasmido pPICZaAA33aSDI con las mismas enzimas, obteniendo el
fragmento grande EcoRI-pPICZaA33aSDI-Notl, sin el DNA correspondiente a la secuencia
codificante de A33. Se llevé a cabo una ligacion entre el fragmento pequefio EcoRI-A33fur-
Notl y el fragmento grande, obteniéndose el vector de expresién pPICZaAA33furaSDI. El
nuevo plasmido se secuencié con el fin de comprobar que presentaba la secuencia correcta.
(Figura A.21).

3.2 Produccion y purificacion de IMTXA33furaSDI

La produccion de IMTXA33furaSDI se llevd a cabo en la cepa KM71H de Pichia pastoris,

siguiendo la misma metodologia empleada con la inmunotoxina IMTXA33aSDI.

Asi, nuevamente, tras la electroporacion, y posterior selecciébn de colonias suUper

productoras de la inmunotoxina mediante la realizacién de pruebas de expresion, se llevo
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a cabo la produccion y purificacion de IMTXA33furaSDI, a partir de 1 L de BMMY, tras
induccion durante 24 horas a 25°C.

El analisis electroforético de las

alicuotas obtenidas en las diferentes -~

etapas de la purificacion mediante 45 KDa mmp S -"-.—-" T
cromatografia de afinidad se muestra
en la Figura A.22. Del mismo modo -

que con IMTXA33aSDI se observé un
n——

patron de bandas de menor tamafio, -

correspondiente  a una posible Figura A.22. Andlisis electroforético en PAGE-SDS de

» . . las distintas alicuotas de la purificacion de
degradacion de la inmunotoxina por el |MTXA33furaSDI. Se muestra el patrén de masas
moleculares, y a continuacion las fracciones obtenidas

linker de union entre los dos dominios. tras la elucibn con 250 mM de imidazol en la

Las fracciones conteniendo  cromatografia de afinidad.
IMTXA33furaSDI se juntaron vy A B
dializaron para eliminar el imidazol y los Coomasie _WB

Asi, se purific6 a homogeneidad la 45 kDa = z. = 45KDa
nueva inmunotoxina IMTXA33furaSDI -

con un tamafo esperado de 45 KDa y

productos de degradacién observados.

un rendimiento final de 0.9 mg/L de  FiguraA.23. Andlisis electroforético mediante PAGE-
. . ., . SDS vy posterior tinciéon con azul de Coomassie (A) y
medio de induccién. Asimismo, se Western Blot (WB) utilizando un anticuerpo anti a-

- ; ; sarcina y revelado mediante DAB-H,O, (B) de la
confirmo su identidad molecular por fraccion final purificada de IMTXA33furaSDI (1 pg).

inmunodeteccién (Figura A.23).

3.3 Caracterizacion estructural de IMTXA33furaSDI.

En primer lugar, se determiné el coeficiente de extincion al 0,1% (E®**)de IMTXA33furaSDI

mediante el software ProtParam, obteniéndose un valor de E®'* de 1,6 (cm.mg/ml)™.

Para la caracterizacion estructural de la nueva inmunotoxina IMTXA33furaSDI se llevo a
cabo espectroscopia de dicroismo circular en el UV-lejano. Se observa en la Figura A.24
gue IMTXA33furaSDI presentd un plegamiento coherente con el de una proteina globular

en disolucion, con un predominio de estructura B, lo cual es coherente con la estructura
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secundaria de sus 2 dominios por 0 * . . .
separado (Martinez del Pozo et al., - :
1988; Wilkinson et al., 2009). < 2F ]
Ademés, se confirma que la 53 ]
introduccidn del sitio de restriccion E :

de furina no modific6 ni el ° 45- ]
plegamiento ni la estructura de °F ]
IMTXA33furaSDI. 0 0 e 20 0 2w

A (nm)

Figura A.24. Espectro de dicroismo circular en el UV-lejano
de IMTXA33furaSDI (0,2 mg/ml). Buwr representa la
elipticidad media por residuo, expresada como grados x cm?
x dmol ™.

3.4 Caracterizacion funcional de IMTXA33furaSDI.

Para llevar a cabo la caracterizacion funcional de la nueva inmunotoxina IMTXA33furaSDI
se analiz6é la funcionalidad de sus dos dominios por separado, mediante el ensayo de
actividad ribonucleolitica especifica, para el dominio toxico y mediante un ensayo de union
a células SW1222 (GPA33+) por citometria de flujo, para el dominio marcador.
Posteriormente se analiz6 la eficacia del procesamiento proteolitico de IMTXA33furaSDI
en presencia de la enzima furina. Por altimo, se analizé la eficacia citotdxica in vitro de
IMTXA33furaSDI.

3.4.1. Caracterizacion del dominio téxico de IMTXA33furaSDI.

Para la caracterizacion del dominio téxico de IMTXA33furaSDI, se llevé a cabo el ensayo

de reticulocitos, descrito previamente.

Asi, se observa en la Figura A.25 que IMTXA33furaSDI mantenia la actividad
ribonucleolitica propia de la a-sarcina, como se observa por la liberacion del fragmento a
tras la incubacién con el lisado de reticulocitos, siendo esta actividad mayor a medida que
se aumento la cantidad de inmunotoxina ensayada. En el ensayo también se incluyé una
muestra con 2 pmoles de la previamente caracterizada IMTXA33aSDI, observandose que,
en igualdad de -cantidad, la actividad ribonucleolitica era semejante en ambas

inmunotoxinas.
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IMTXA33furasDI
C+ C. 6 12

Eventos (n°)

L lle= Fragmento a

4
100 10‘ 102 103 10

Figura A.25. Ensayo de actividad Intensidad de Fluorescencia (u.a.)
ribonucleolitica especifica comparando la

actividad de IMTXA33furaSDI con la de Figura A.26. Ensayo de union mediante
IMTXA33aSDI. En la imagen se muestra el ge| de citometria de ﬂujo de IMTXA33furaSDI sobre las
agarosa del ensayo. Como control negativo (C-) se ~ Células  SW1222.  Se analizaron distintas
us6 tampon y como control positivo (C+) se uso concentraciones de inmunotoxina: 10 nM (verde),
aSWT. Se ensayaron 2, 6 y 12 pmoles de 100 nM (naranja) y 1 uM (azul). En rojo se muestra
IMTXA33furaSDI y 2 pmoles de IMTXA33aSDI (2 €l control de segunda capa.

DI). La flecha indica la posicion del fragmento a.

3.4.2. Caracterizacion del dominio marcador de IMTXA33furaSDI.

Para evaluar la capacidad de uniéon de la nueva IMTXA33furaSDI a células de cancer
colorrectal GPA33+, se llevé a cabo un ensayo de citometria de flujo frente a células
SW1222, tal y como se llevé a cabo con IMTXA33aSDI.

Se observa en la Figura A.26 que IMTXA33furaSDI fue capaz de unirse a las células
SW1222, y que la intensidad de fluorescencia fue mayor a medida que se incrementaba la
concentracion de inmunotoxina, lo cual se relaciona con un mayor nimero de moléculas
unidas por célula. Por otro lado, no se observé saturaciéon de la unién a ninguna de las

concentraciones empleadas.

3.4.3 Caracterizacion del sitio de corte de furina de IMTXA33furaSDI

Uno de los principales aspectos que condicionan la eficacia de las inmunotoxinas para su
aplicacion terapéutica es la tasa de liberacion al citosol del dominio toxico desde los
endosomas tempranos en los que se encuentra la inmunotoxina tras su internaciéon en la
célula. En caso de no liberarse al citosol, la inmunotoxina presente en los endosomas seria
degradada en los lisosomas o secretada al medio extracelular al reciclarse el receptor
(Tortorella et al., 2012; Weldon et al., 2015; Antignani et al., 2020).
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Con este fin, se ha incorporado el sitio de reconocimiento de furina entre los dominios
marcador y toxico de IMTXA33furaSDI. Asi, tras la internacién y compartimentacion de
IMTXA33furaSDI en los endosomas tempranos, la enzima furina presente en la membrana
de estos endosomas liberaria el dominio toxico, la a-sarcina no inmunogénica, que debido
a su capacidad de interaccionar con lipidos de membrana podria translocarse libremente
al citosol, ejerciendo su accion citotoxica (Thomas, 2002; Tomé-Amat et al., 2015a; Ruiz-
de-la-Herran et al., 2019).

Con el fin de comprobar si el sitio de restriccion de furina, situado entre el dominio marcador
y téxico de IMTXA33furaSDI podia ser escindido por la enzima furina, se llevé a cabo un

ensayo de digestion proteolitica por furina (ver apartado Materiales y Métodos).

IMTXA33FuraSDI IMTXA33aSDI
MW 1 2 3 4 1 2 3 4

45 KDammp q ———-u“_“-—“

-

a-sarcinammp| & i

Figura A.27. Andlisis electroforético mediante PAGE-SDS y posterior tincién por
Coomasie del procesamiento proteolitico por parte de la furina de IMTXA33furaSDI
e IMTXA33aSDI (utilizada como control negativo). Las distintas condiciones de
incubacién para ambas inmunotoxinas fueron: 1. Ausencia de enzima; 2. En presencia
de furina, a 37°C durante 3 horas; 3. En presencia de furina, a 37°C durante 24 horas.
4. Ausencia de enzima, a 37°C durante 24 h.

Como se observa en la Figura A.27, la incubacion de IMTXA33aSDI con furina no liberd
significativamente la a-sarcina incluida como el dominio toxico, en ninguna de las
condiciones ensayadas, debido a que IMTXA33aSDI no presenta el sitio de reconocimiento
de furina. Sin embargo, en el caso de IMTXA33furaSDI, si bien se observé cierta
degradacion y liberacion inespecifica de la a-sarcina en ausencia de la enzima (carriles 1
y 4), esta aumentd significativamente en presencia de la enzima furina, siendo esta
liberacion dependiente del tiempo de incubacién, y maxima a las 24 horas (carriles 2 y 3),
indicando que IMTXA33furaSDI efectivamente ha incorporado la secuencia de
reconocimiento y corte por furina y que en presencia de esta enzima se produce la

liberacién del dominio toéxico.
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3.4.4. Caracterizacion de la actividad citotoxica de IMTXA33furaSDI

Una vez comprobada la correcta funcionalidad por separado de ambos dominios de

IMTXA33furaSDI, y de que en presencia de la enzima furina se producia un procesamiento

proteolitico que conducia a la liberacion del dominio toxico, se procedi6 a la caracterizacion

de la actividad citotoxica de IMTXA33furaSDI in vitro, tal y como se llevé a cabo para

IMTXA33aSDI. Se llevaron a cabo ensayos clasicos de viabilidad celular por MTT, y de

inhibicién de la biosintesis de proteinas analizando la menor incorporacion celular de Leu-

H3
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Figura A.28. Ensayo de viabilidad mediante MTT. Se
muestran las viabilidades a las 24, 48 y 72 horas de
incubacién de las células SW1222 con distintas
concentraciones de IMTXA33furaSDI. La linea
discontinua representa el 50% de viabilidad celular.
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Figura A.29. Ensayo de viabilidad por MTT,
analizandose la actividad citotoxica a 72 horas de
IMTXA33aSDI (circulos blancos) y de IMTXA33furaSDI
(circulos negros) sobre células SW1222. La linea
discontinua representa el 50% de viabilidad celular.
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Asi, se llevé a cabo el ensayo de
MTT sobre células
SW1222 (GPA33+) y se ensayaron
distintas

viabilidad por

concentraciones de
IMTXA33furaSDI a distintos tiempos.
Asi se observa en la Figura A.28 que
IMTXA33furaSDI
citotoxica frente a las células tumorales
GPA33+,

citotoxica dependiente del tiempo, y de

presenta actividad

siendo esta actividad

la concentracion de inmunotoxina

ensayada.

En la Figura A.29 se compara el efecto
IMTXA33aSDI y de
IMTXA33furaSDI por MTT a las 72
horas, obteniéndose una ICso de 12 nM
para IMTXA33furaSDI, frente a la ICs
de IMTXA33aSDl, de

aproximadamente 0,15 pM, siendo la

citotoxico de

eficacia citotoxica sobre la viabilidad
IMTXA33furaSDI
aproximadamente 10 veces superior a
la de IMTXA33aSDI. Este aumento de

celular de
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eficacia citotoxica de IMTXA33furaSDI respecto a IMTXA33aSDI solo puede ser explicado

debido a la escision de la inmunotoxina tras su internacion en los endosomas tempranos

por la furina y una mayor liberacion de aSDI al citosol, donde llevaria a cabo su accion

toxica.
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Figura A.30. Ensayo de inhibicion de biosintesis de
proteinas. Se analiza la inhibicion de la biosintesis sobre
células SW1222 de IMTXA33furaSDI (linea continua) o
de IMTXA33aSDI (linea discontinua) a las 72 horas. La
linea horizontal indica el 50% de viabilidad celular.

Ademas, se llevo a cabo un ensayo de
inhibicién de la biosintesis de proteinas
por IMTXA33furaSDI frente a células
SW1222  (GPA33+), cuantificado
mediante la incorporacion de Leu-H3. El
ensayo se llevd a cabo en idénticas
condiciones  al efectuado con
IMTXA33aSDI durante 72 horas. Asi,
se observa en la Figura A.30 que el
efecto inhibidor de la biosintesis de
proteinas de IMTXA33furaSDI es
similar al descrito para IMTXA33aSDlI,
con una ICso de aproximadamente 0,02

UM en ambos casos.

3.4.5 Caracterizacion de la estabilidad de IMTXA33furaSDI.

Con el fin de analizar la estabilidad de IMTXA33furaSDI en condiciones fisioldégicas (37°C,

presencia e interaccién con otras
proteinas en el plasma sanguineo)
asi como paso previo al analisis
antitumoral in vivo, se incubaron
alicuotas de proteina
IMTXA33furaSDI purificada con
medio de cultivo o PBS, durante o=
24, 48, 72 y 96 horas a 37°C; y

posteriormente se analiz6 el

0h 24h 48h 72h 96h

G e c— <~ - =15 KDa

Figura A.31. Ensayo de estabilidad. Andlisis de la
integridad molecular mediante Western Blot de las

mantenimiento estructural y  alicuotas de IMTXA33furaSDI incubadas en PBS a 37°C
durante distintos tiempos. Se utilizé un anticuerpo anti a-

funcional de la inmunotoxina. sarcina.

La integridad de la proteina y su degradacién se analizé6 mediante Western Blot de las

distintas alicuotas incubadas en PBS, observandose en la Figura A.31 que la banda

correspondiente a la inmunotoxina completa se mantiene en todos los tiempos hasta las
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96 horas, si bien a partir de 72 horas la intensidad de la banda de 45 KDa va siendo cada

vez menor.

Debido a la ligera degradacion observada en el Western Blot a las 96 horas, asi como a la
posible modificacion de estructura secundaria a lo largo tiempo por la inclusion del linker
de furina, se analiz6 la estabilidad de la conformacion estructural de IMTXA33furaSDI
mediante espectroscopia de dicroismo circular en el UV-lejano. Tal como se ha indicado
anteriormente, las alicuotas se incubaron con PBS para evitar las distorsiones que las

proteinas presentes en el medio de incubacién pudiesen ocasionar en el espectro.

oFrT—Crx-_crxo_vrvrxxrrx Se observa en la Figura

A.32 que el plegamiento
1§

i estructural de
oy 2F . IMTXA33furaSDI,  asi
e C i
i’ 3: ] como su conformacion
§ [ ] estructural con
© 4r ] predominio de estructura

sk ] B se mantuvo en todos
[ t=96h 1 los tiempos de
_6 1 1 1 [ 1 1 1 [ 1 1 1 [} 1 1 1 [ 1 1 1 . .
200 210 220 230 240 250  incubacién  ensayados
A (nm) sin que se aprecie en
Figura A.32. Andlisis conformacional mediante dicroismo circular ningun caso

(CD) en el UV-lejano de los distintos tiempos de incubacion de desnaturalizacion
IMTXA33furaSDI (1 puM). (Buwr equivale a la elipticidad molar por ’
residuo, expresada como grados x cm? x dmol?).

Tras comprobar que no se produce degradacion ni desnaturalizacién de IMTXA33furaSDI,
se procedi6 a evaluar si se mantenia la funcionalidad de sus dominios. Para ello, se llevé
a cabo el ensayo de actividad ribonucleolitica especifica (ver apartado Materiales y
Métodos) para estudiar la actividad ribonucleolitica del dominio téxico. No se analiz6 la
estabilidad de la funcion del dominio marcador, pues ya se habia descrito previamente que
el linker de furina no modificaba la estabilidad de la capacidad de unién del dominio
marcador scFvA33 frente a células SW1222 (Ruiz-de-la-Herran et al., 2019), y las
mutaciones llevadas a cabo para obtener la inmunotoxina IMTXA33furaSDI no afectan al

dominio marcador.
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Los resultados del ensayo de actividad
ribonucleolitica especifica (Figura A.33) C+ C- Oh 24h 48h 72h 96h
mostraron que IMTXA33furaSDI

mantiene la actividad ribonucleolitica

sobre el ribosoma, observandose la
presencia del fragmento a en todos los = Fragmento a
tiempos ensayados. No obstante, la
intensidad de la banda del fragmento a
fue disminuyendo a medida que aumento
el tiempo de incubacién, lo cual es
coherente con el resultado obtenido en el Figura A.33. Ensayo de estabilidad de la actividad

ribonucleolitica especifica de IMTXA33furaSDI. En la
Western Blot (Figura A.31), en el que a  imagen se muestra el gel de agarosa del ensayo; usando
96 horas se observaba que la banda de  aiicuoras a dsintos tempos. La flecha inica Ia posicen

IMTXA33furaSDI es menor. del fragmento a.

3.4.6. Caracterizacion inmunologica de IMTXA33furaSDI.

Para la caracterizacion inmunoldgica de IMTXA33furaSDI se llevé a cabo en primer lugar
un ensayo de activacion de las células THP-1XBlue, con el fin de analizar si la nueva
inmunotoxina provocaba activacion de monocitos y, por tanto, podia desencadenar una

respuesta inmune innata (Chanput et al., 2014; Roth-Walter et al., 2014).

Ademas, se llevd a cabo un analisis mediante ELISA del perfil de citoquinas secretadas al
medio extracelular por activacion inmunoldgica de PBMCs extraidos a partir de sangre de
donantes en presencia de las tres inmunotoxinas con las que se ha trabajado hasta ahora:
IMTXA33aS, y las variantes no inmunogénicas: IMTXA33aSDI e IMTXA33furaSDI. Las
citoquinas que se analizaron fueron IL-4, IL-10 e IFNy, por ser las citoquinas
frecuentemente cuantificadas en los estudios de inmunogenicidad (Tordesillas et al., 2008;

Palomares et al., 2019).

Asi, se llevo a cabo en primer lugar el ensayo sobre las células THP1-XBlue, de manera
idéntica a lo descrito con IMTXA33aSDI. Como control positivo de activacion, se utilizaron
100 ng de LPS, de tal manera que la inmunotoxina se consideraria inmunogénica si
produce una respuesta similar a la de este. Se observa en la Figura A.34 que
IMTXA33furaSDI no provocé activacion de las células THP1-XBlue, pues el valor de
activacion esta muy por debajo del valor obtenido con el LPS. Ademas, el valor de

absorbancia se mantuvo bajo independientemente de la concentracibn de
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IMTXA33furaSDI utilizada, mientras
gue en el caso de IMTXA33aS sique
se observd un aumento de la
respuesta dependiente de la

concentracion.

A continuacion, se analizo el perfil de
citoquinas de la  activacion
inmunoldgica de PBMCs extraidos
de sangre de donante, cuando estos
diferentes

se incubaban con

inmunotoxinas. Asi, se incubaron
PBMCs con
descritas hasta ahora (IMTXA33aS,

IMTXA33aSDI e IMTXA33furaSDI),

las 3 inmunotoxinas
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Figura A.34. Ensayo de activacion de células THP1-XBlue
por IMTXA33aSWT (negro) y IMTXA33furaSDI (gris) a
distintas concentraciones. La linea discontinua horizontal
indica la absorbancia obtenida con LPS 100 ng (Control
positivo de activacion).

a concentraciones de 0,5; 1 y 2 uM, siendo estas las concentraciones utilizadas en el

presente trabajo para los analisis inmunoldgicos. A las 48 horas de incubacién de los

PBMCs con las inmunotoxinas, se cuantificaron los PBMCs, mediante recuento celular con

la camara de Neubauer, pues la proliferaciéon de estas células es una medida de su

activacion inmunologica (Tordesillas et al.,

muestras separando el sedimento
celular, y el sobrenadante donde se

encontrarian las citoquinas.

Asi, en la Figura A.35 se muestra el
indice de Estimulacién, o S.l.
(Stimulation Index) de los PBMCs en
respuestas a las tres inmunotoxinas
ensayadas, a diferentes
concentraciones. Se observa que en
alcanza la

ningn caso, se

estimulacion provocada por el
Control +, y que solamente en el
caso de IMTXA33aS se daria un
aumento de la activacion
inmunolégica dependiente de la

concentracion.

2008). Posteriormente, se centrifugaron las

. IMTXA330S
1 IMTXA33aSDI
N IMTXA33furaSDI

S.L

5 1
[Inmunotoxina] (M)

Figura A.35. Ensayo de proliferacion de PBMCs en
respuesta a IMTXA33aS, y las variantes no
inmunogénicas: IMTXA33aSDI e IMTXA33furaSDI. La
linea discontinua horizontal indica el indice de Estimulacién
del control +, LPS 100 ng. El indice de Estimulacion (S.1.)
se calculé como el n° de PBMCs de cada muestra dividido
entre el n°® de PBMCs del control -, PBS.
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para cada una de las citoquinas,

L, . Figura A.36. Cuantificacion de IL-4 por ELISA de PBMCs
se siguio el protocolo descrito  estimulados por distintas inmunotoxinas: IMTXA33aS y las
(ver apartado Materiales y variantes no inmunogénicas: IMTXA33aSDI e IMTXA33furaSDI.

La linea discontinua horizontal muestra los niveles de IL-4 con

Métodos). En cada caso, se LPS100ng.
realiz6 una recta patrén, con
cantidades de citoquina conocidas con el fin de calcular la concentracién de citoquina de

cada muestra a partir de su absorbancia en el ELISA.

IL-4 es una citoquina inflamatoria secretada principalmente por linfocitos T CD4+ (Th2), y
en menor medida por baséfilos y mastocitos. IL-4 esta implicada en el aumento de la ratio
de linfocitos Th2/Th1, disminuyendo la inmunidad mediada por células; en la maduracion
de linfocitos B, promoviendo el cambio de isotipo de IgM a lgG1 y IgE. Suele estar implicada

en infecciones por parasitos gastrointestinales (Choi et al., 1998).

Como se observa en la Figura A.36, ninguna de las inmunotoxinas analizadas provoco
liberacion de IL-4 por encima del control de activacidon inmunoloégica, indicando que no

provocarian activacion de linfocitos T CD4+ (Th2).

IFNy es una citoquina proinflamatoria, siendo el Unico representante de la familia de los
interferones de tipo Il. Es producida principalmente por linfocitos T CD4+ (Thl), y también
por linfocitos T CD8+, células NK y células mieloides, como neutréfilos, macréfagos y
células dendriticas. Su principal funcién es potenciar la respuesta inmune mediada por

células (Mata-Espinosa et al., 2008).
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Figura A.37. Cuantificacion de IFNy por ELISA de PBMCs
estimulados por distintas inmunotoxinas: IMTXA33aS y las
IMTXA33aSDI e
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Como se observa en la Figura
A.37, solo IMTXA33aS a una
concentracion de 0,5 uM produjo
secrecion de IFNy por encima del
valor del LPS 100 ng, mientras
gue a mayores concentraciones
no se observan dichos
incrementos. Por el contrario, ni la
incubacion con IMTXA33aSDI ni
IMTXA33furaSDI implicaron la

liberaciéon de IFNy por encima del

valor de activaciéon a ninguna

concentracion.

IMTXA33furaSDI. La linea discontinua horizontal muestra los

niveles de IFNy con LPS 100 ng.

IL-10 es una potente citoquina anti-inflamatoria producida en multitud de tipos celulares

(linfocitos T y B, células NK, células dendriticas, neutrofilos, mastocitos, eosindfilos y

gueratinocitos). Su principal funcion es la supresion de la inflamacion y de los procesos

autoinmunes. Inhibe la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias, la
presentacion de antigenos y la
proliferacion celular a través de la
inhibicion de la traslocacion del Nf-
KB y la consiguiente activacion

génica (Saxena et al., 2015).

En la Figura A.38 se observa que
las 3 inmunotoxinas dieron lugar a
una baja estimulacion de la
liberacion de IL-10, cuyos valores
permanecieron muy por debajo del

umbral de activacién inmunogénica.
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Figura A.38. Cuantificaciéon de IL-10 por ELISA de
PBMCs estimulados por distintas inmunotoxinas:

IMTXA33aS vy

las variantes no inmunogénicas:

IMTXA33aSDI e IMTXA33furaSDI. La linea discontinua
horizontal muestra los niveles de IL-10 con LPS 100 ng.
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3.4.7. Caracterizacion del efecto antitumoral in vivo de IMTXA33furaSDI

El mayor efecto citotdxico observado en el ensayo in vitro, junto con la estabilidad
estructural y funcional de IMTXA33furaSDI, asi como su baja inmunogenicidad justificaron
la realizacion de un ensayo in vivo de inhibicion tumoral en ratones xenoinjertados con
células SW1222.

Se seleccionaron 3 grupos de 5 ratones cada uno: tratados con PBS como control negativo
o tratados con 25 o 50 pg/dosis de IMTXA33furaSDI. La administracion de las dosis
comenz6 cuando el tumor alcanz6 un volumen de 50 mm?, administrandose 6 dosis cada
48 horas. El seguimiento del volumen tumoral se llevé a cabo desde el comienzo del
tratamiento hasta 30 dias después.
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Figura A.39. Actividad antitumoral in vivo de IMTXA33furaSDI en ratones xenoinjertados con células
SW1222 (n=5). A) Gréfica con la evolucién del crecimiento tumoral de los 3 grupos experimentales: tratados
con PBS (negro), con 25 pg/dosis (azul) o 50 pg/dosis de IMTXA33furaSDI cada 48 horas. La linea vertical
indica el final del tratamiento. B) Gréfica de supervivencia de Kaplan-Meier de los distintos grupos
experimentales: tratados con PBS (negro) o 25 pug (azul) o 50 pg (rojo) de IMTXA33furaSDI.

Los resultados (Figura A.39) mostraron que la administracion de IMTXA33furaSDI produjo
una disminucién del volumen tumoral de 7 veces respecto al control, para el grupo de 25
pg/dosis y de 9 veces para el de 50 pg/dosis, tras la administracién de las dosis (dia 10).
Es particularmente significativo que una vez finalizado el tratamiento, en el grupo de 25 g
se observé una recuperacion del crecimiento tumoral, superandose los 2000 mm? a partir
del dia 25, mientras que en el grupo de 50 pg/ dosis la inhibicién del crecimiento tumoral,
se mantuvo, sin superar los 700 mm? al final del ensayo. Estos datos de volimenes
tumorales traducidos en datos de supervivencia (Figura A.39B), mediante representacion

de Kaplan-Meyer, mostraron una supervivencia a los 30 dias del 20 % de los ratones
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tratados con 25 ug/ dosis de IMTXA33furaSDI, y un 100% de supervivencia para el grupo
tratado con 50 pg/ dosis.

Todo ello evidenci6 que la inclusion de un sitio de reconocimiento de furina, facilita no solo
un procesamiento intracelular mas eficiente, y una mayor liberacion del dominio téxico al
citosol, sino que se traduce, in vivo, en una mayor inhibicién del crecimiento tumoral,
llegando a anular el crecimiento exponencial del tumor, con una mortalidad del 0% para la
administraciéon de 50 pg/dosis de inmunotoxina.
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Bloque B

Produccién y caracterizacion de nanoinmunotoxinas

basadas en un nanobody (VHH) frente a EGFR.

En este segundo bloque, se muestran los resultados relativos al disefio, produccion y
caracterizacion de diferentes nanoinmunotoxinas, basadas en el nanobody o anticuerpo de
dominio dnico (VHH) 7D12 (Gainkam et al., 2008) frente al antigeno EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) que aparece sobreexpresado en diversos tumores epiteliales,

como en cancer colorrectal.

1. VHHEGFRaS. Nanoinmunotoxina cuyo dominio marcador es el VHH 7D12 frente
a EGFR, y cuyo dominio toxico es la ribotoxina fungica a-sarcina. Tras la construccion del
vector de expresion y su produccion en P. pastoris, se llevdé a cabo su purificacion y

caracterizacion estructural y funcional, tanto in vitro como in vivo.

2. TriVHHEGFRaS. Nanoinmunotoxina, cuyo dominio marcador es el VHH 7D12
frente a EGFR, cuyo dominio téxico es la ribotoxina fungica a-sarcina, incluyendo el
dominio de trimerizacion del colageno XVIII (TIEXY™), dando como resultado una
nanoinmunotoxina con formato trimérico en disolucion. Se procedié a su caracterizacion
estructural y funcional, comparandola con el formato monomeérico original, VHHEGFRaS,

indicado anteriormente.

3. VHHEGFR-scFvA33-aSDI. Inmunotoxina biespecifica que presenta como
dominios marcadores el VHH 7D12 frente a EGFR, y el scFv frente a GPA33, y como
dominio téxico la variante no inmunogénica de la a-sarcina (aSDI). Se llevé a cabo su
produccion heteroéloga, purificacién y posterior caracterizacién estructural y funcional. Para

referirnos a esta nanoinmunotoxina en adelante, la denominaremos: Biesp-aSDI.
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1. DISENO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE VHHEGFRaS.

1.1 Construccion del vector de expresion pPICZaAVHHEGFRaS.

A partir del vector de expresion pPICZaA33aS, utilizando los oligos 5y 6 (Ver Materiales y
Métodos), se amplificé mediante PCR el fragmento de DNA: L5-aS-Histag, correspondiente
al linker de 5 aminoacidos, la a-sarcina y el tag de histidinas. Dicho fragmento se digirid
con las enzimas de restriccion Notl y Sall, dando lugar al fragmento pequefio Notl-L5-aS-
Histag-Sall. Simultdneamente se digirié el plasmido pPICZaA-EGFR-CD3, cedido por el
grupo de la Dra. Sanz Alcober del Hospital Puerta de Hierro de Madrid con las mismas
enzimas de restriccion, obteniendo el fragmento grande Notl-VHHEGFR-Sall. Ambos
fragmentos se ligaron y el producto de ligacién se transformé en células E. coli DH5aF". A
partir de las colonias obtenidas se purificé el vector de expresion pPICZaAVHHEGFRaS,
comprobandose mediante secuenciacion que la construccion (Figura B.1) presentaba la

secuencia correcta.

A B

L o {VRREGHRI- oswr - Histag - m—>

FiguraB.1. Diagrama esquematico mostrando la secuencia codificante (A) y proteica correspondiente
al modelo de estructura en disoluciéon (B) de la nanoinmunotoxina VHHEGFRaS. Se destacan los
diferentes componentes del cDNA de la nhanoinmunotoxina (A). De izquierda a derecha, el péptido a, el
dominio marcador VHH 7D12 frente al EGFR, el dominio toxico a-sarcina y el tag de histinas para su
purificacién. EL dominio téxico esta separado del dominio marcador por el linker de 5 aa (L5). En cuanto a
los dominios estructurales de VHHEGFRaS (B) se muestra el dominio marcador VHHEGFR y el dominio
téxico constituido por la a-sarcina.

1.2 Produccién y purificacion de VHHEGFRaS.

El vector de expresién pPICZaAVHHEGFRaS, se linealizé con la enzima de restriccion
Pmel y se electroporé en la cepa KM71H de Pichia pastoris. Siguiendo una metodologia
similar a la descrita en el bloque anterior, se llevé a cabo una prueba de expresion a
pequefia escala, para determinar las condiciones 6ptimas de produccién y secrecion, asi
como para identificar aquellas colonias con mayor expresién de nanoinmunotoxina. Para
ello, se seleccionaron diferentes colonias, y se indujo la expresién por incubacién en BMMY,
a diferentes temperaturas, tomandose alicuotas cada 24 horas. El resultado de la prueba
de expresion se analizé6 mediante Western Blot utilizando un anticuerpo primario anti a-
sarcina, concluyendo que las condiciones dptimas de induccién implicaban incubacién en
BMMY a 25°C durante 24 horas.
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Figura B.2. Andlisis electroforético por PAGE-SDS, y posterior
tincion con azul de Coomasie de las distintas alicuotas obtenidas
durante el proceso de purificacion de VHHEGFRaS. De izquierda
a derecha se indica: VNR, volumen no retenido; NaP, lavado con
tampon fosfato sédico; Imid20, lavado con tamp6n fosfato sodico
imidazol 20 mM; MW, patron de pesos moleculares; 1-4, las
fracciones eluidas con tampén fosfato sédico imidazol 250 mM.
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A continuacion, para la
produccion de VHHEGFRaS
se seleccion6 la colonia con
mayor nivel de expresion, y se
siguié la metodologia descrita
anteriormente y recogida en el
correspondiente apartado de
Materiales y Métodos. Tras 24
horas de induccién se recogio
el medio extracelular, y se
dializ6 frente a tampoén fosfato
sédico 50 mM, NaCl 0,1M, pH
7,5; en bolsas con un tamafio

de diametro poro de 6-8 kDa.

VHHEGFRaS se purifico mediante cromatografia de afinidad en columnas de Ni?*-NTA

agarosa (Figura B.2).

Tal y como se observa en la Figura B.2, se detectaron grandes cantidades de

VHHEGFRaS, tanto en el lavado con 20 mM de imidazol, como en las diferentes fracciones

recogidas de la elucién con imidazol 250 mM. Ademas, y de acuerdo con la cantidad de

proteina aplicada en el gel, no se detecto practicamente degradacion de la inmunotoxina.

Coomasie Western Blot
e
-— s 34 __
kDa

Figura B.3. Andlisis electroforético mediante PAGE-SDS y
posterior tincién con azul de Coomasie y Western Blot utilizando
un anticuerpo anti a-sarcina y revelado mediante DAB-H,0; de la
fraccion final purificada de VHHEGFRaS (1 pg).

Se juntaron las fracciones
conteniendo VHHEGFRaS y se
dializaron frente al tampon de
cromatografia, con el fin de
retirar el imidazol. La identidad y
pureza de la hanoinmunotoxina

aislada se analiz6 mediante

electroforesis e inmunodeteccion (Figura B.3), obteniéndose un rendimiento final de 4

mg/L de medio de induccion de nanoinmunotoxina VHHEGFRaS, purificada a

homogeneidad que presentaba el tamafio esperado de aproximadamente 34 KDa.
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1.3. Caracterizacion estructural de VHHEGFRaS.

Tras la purificacion de la nanoinmunotoxina, se calculé su coeficiente de extincién al 0,1%

(E®1"), utilizadndose el software ProtParam y obteniéndose un valor de 1,718 (cm.mg/ml)™.

El espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano registrado para VHHEGFRaS
(Figura B.4A) fue compatible con el de una proteina que presenta un plegamiento globular
en disolucién, con un alto contenido de estructura secundaria en lamina B y una pequefia
contribucién de hélice a, y por tanto coherente con lo descrito para las contribuciones
estructurales nativas de sus dominios (Campos-Olivas et al., 1996; Pérez-Cafiadillas et al.,
2000; Schmitz et al., 2013; Harmsen et al., 2007).

Por otro lado, se llevé a cabo el célculo de la temperatura de desnaturalizaciéon (Tm) de
VHHEGFRaS, registrando la variacion de elipticidad molar por residuo a 220 nm en funcion
de la temperatura (Figura B.4B). La determinacion de la Tm se calcul6 mediante la
derivada primera del registro de la Bwrw/AT, obteniéndose un valor de 50°C, frente a las
temperaturas de 80-90°C a los cuales los VHH aislados mantienen la capacidad de unirse

a sus antigenos (Van der Linden et al., 1999; Harmsen et al., 2007).
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Figura B.4. Andlisis conformacional mediante dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de VHHEGFRaS
A) Espectro de dicroismo circular de VHHEGFRaS (0,2 mg/ml, en tampdn fosfato sodico) en el UV lejano.
Bwwr representa la elipticidad molar por residuo como grados x cm? x dmol . B) Tm de VHHEGFRaS, a 0,2
mg/ml en tampdn fosfato sddico. En el eje de ordenadas se representa la elipticidad molar por residuo a 220nm
como grados x cm? x dmol L.

1.4 Caracterizacion funcional de VHHEGFRaS.

La caracterizacion funcional de VHHEGFRaS consistio, en primer lugar, en la
caracterizacion de sus dominios por separado: el dominio téxico y el dominio marcador,
mediante el analisis de su actividad ribonucleolitica y capacidad de unién especifica a

EGFR, respectivamente. Ademas, se incluyeron estudios de estabilidad por incubacién de
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la construccion en condiciones homologas a las fisioldgicas. Posteriormente, se caracterizo
la eficacia citotoxica especifica sobre células EGFR-positivas, asi como su eficacia
antitumoral in vivo en ratones xenoinjertados. La metodologia empleada, descrita en
Materiales y Métodos, fue similar a la empleada con las inmunotoxinas descritas en el
bloque anterior.

1.4.1 Caracterizaciéon del dominio téxico de VHHEGFRaS.

La actividad ribonucleolitica
especifica de la a-sarcina incluida en
VHHEGFRaS se evalué mediante el
ensayo de reticulocitos. Como se
observa en la Figura B.5 la
nanoinmunotoxina mantenia la 4= Fragmento o
actividad ribonucleolitica del dominio
toxico, como se deduce por la

liberacion del fragmento a, siendo la

intensidad de la banda del fragmento

amayor a medida que se incrementa  Figura B.5. Ensayo de actividad ribonucleolitica
especifica de VHHEGFRaS. De izquierda a derecha: C+,
Control positivo con a-sarcina 2 pmol; C-, control negativo

ensayada. Asi, VHHEGFRaS  sin ribotoxina; 2, 6 y 12 corresponden a 2, 6 y 12 pmol de
VHHEGFRaS. La flecha indica la posicion del fragmento a.

la cantidad de nanoinmunotoxina

mantiene la funcionalidad de su

dominio toxico.

1.4.2 Caracterizacion del dominio marcador de VHHEGFRaS.

Para la caracterizacion del dominio marcador de la nanoinmunotoxina VHHEGFRaS, se
realizaron dos tipos de ensayo de union, frente al antigeno EGFR inmovilizado y frente a
células EGFR-positivas. En primer lugar, como una primera aproximacion de la union, se
llevé a cabo un ELISA con el antigeno EGFR inmovilizado en los pocillos, utilizando un
VHHEGFR como control positivo (Figura B.6).

Como se observa en la figura, tanto VHHEGFR como VHHEGFRaS se unieron
especificamente al antigeno EGFR, sin que se apreciase unién inespecifica a la albimina
de suero bovino (BSA) utilizada como control negativo. Ademas, el dominio téxico no
interfirié significativamente con la capacidad de unién, siendo ésta aproximadamente de un

80%, respecto al control.
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Figura B.6. ELISA de uniéon de VHHEGFRaS a EGFR
inmovilizado en placa. Los pocillos fueron tapizados con
EGFR o con BSA como control -. Como control positivo
del ensayo, se utiliz6 un VHH frente a EGFR. Como
control negativo de union se utilizé tampon sin proteina.

Una vez evaluada la unién al antigeno
inmovilizado por ELISA, se llevo a
cabo un ensayo de unién mediante
citometria de flujo sobre células
EGFR+y EGFR- (Figura B.7), de este
modo, se tiene en cuenta la
disposicion en la membrana celular del
EGFR en un contexto celular de
interaccibn con otras proteinas,
pudiendo modificarse los epitopos a

los que se une el VHH.

Los resultados mostrados en la

Figura B.7 confirmaron la capacidad de reconocimiento especifico y unién a las células

A431, que presentan 10’ moléculas de EGFR en su superficie por célula (Lee et al., 2005),

sin que se observe unién en el caso de las células SW1222, descritas como EGFR- (Lee

et al., 2005), de acuerdo con la variacion en la intensidad de fluorescencia observada.

Por otro lado, con las células A431, se observdé una mayor unidbn a medida que se

aumentaba la concentracion de VHHEGFRaS, sin detectar saturacion a la concentracion

de 5 uM de nanoinmunotoxina de los receptores en la superficie celular y por tanto de la

union.
A
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Figura B.7. Ensayo de union mediante citometria de flujo de VHHEGFRaS a células A431 (A) y
SW1222 (B). En ambos casos las concentraciones de nanoinmunotoxina empleada son 10 nM (rojo), 100
nM (verde) 1 uM (azul) y 5 uM (morado). En negro se representa el control de segunda capa.
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1.4.3. Caracterizacion de la capacidad citotoxica de VHHEGFRaS

Una vez demostrado que la nanoinmunotoxina VHHEGFRaS se unia al antigeno EGFR en

la superficie de las células A431 y que no se producia union a las células SW1222; se

procedi6 a evaluar su eficacia citotéxica, utilizando como modelo las células A431, EGFR+.

Para ello, en primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular por MTT, tal y

como se describe en el apartado correspondiente de Materiales y Métodos. Debido a la

-
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Figura B.8 Ensayo de viabilidad clasico mediante MTT de la
nanoinmunotoxina VHHEGFRaS, a las 24 (triangulos), 48
(cuadrados) y 72 horas (circulos) sobre células A431. La linea
discontinua horizontal marca el 50% de viabilidad.
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Figura B.9. Ensayo de inhibicion de biosintesis de proteinas de
VHHEGFRGaS, a las 72 horas de incubacion sobre células A431. La
linea discontinua horizontal marca el 50% de inhibicién de la biosintesis
de proteinas.
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elevada tasa de crecimiento
de las células A431,
respecto de las SW1222
utilizadas habitualmente con
los otros disefios de
inmunotoxinas  frente a
GPA33, se parti6 de un
menor numero de células
por pocillo, concretamente

2.000 células/pocillo.

Los resultados, mostrados
en la Figura B.8, mostraron
una citotoxicidad especifica
de VHHEGFRaS sobre las
células A431, siendo este
efecto citotoxico mayor vy
dependiente del tiempo y la
concentracion de
inmunotoxina. Asi,
VHHEGFRaS presentd una
ICso de aproximadamente
300 nM a las 72 horas de

incubacion.

Por otro lado, se llevo a cabo
el ensayo de inhibicién de
biosintesis de proteinas,
caracteristico de las
ribotoxinas, por incubacion
de VHHEGFRaS con las
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células A431 (Ver apartado Materiales y Métodos: Ensayos de citotoxicidad). Para ello se
sembré el mismo nimero de células por pocillo que en el caso del MTT, y se incubaron con
distintas concentraciones de VHHEGFRaS durante 72 horas (Figura B.9), obteniéndose
un valor de ICso de aproximadamente 200 nM.

1.4.4. Caracterizacion de la estabilidad de VHHEGFRaS.

Una vez evaluada la eficacia citotoxica de VHHEGFRaS, y la funcionalidad de cada uno
de sus dominios integrantes, se procedié a la evaluacién de su estabilidad en condiciones

similares a las fisiol6gicas, tal y como se explicé en el bloque anterior.

Para ello, se tomaron alicuotas de VHHEGFRaS a 1uM, y se incubaron en PBS o medio
durante 24, 48, 72 y 96 horas a 37°C, utilizando como control interno de los diversos
ensayos una alicuota de proteina sin incubacion previa. La integridad y estabilidad
estructural, se evalu6 mediante Western Blot, y registro de los espectros de dicroismo
circular de cada una de las alicuotas, evaluandose el mantenimiento de la funcion del
dominio marcador (VHH) mediante un ensayo de unién a células A431 por citometria de

flujo.

Como se observa en la Figura B.10, VHHEGFRaS mantuvo mayoritariamente su
integridad estructural, sin que se observase una pérdida significativa de la misma a lo largo
del tiempo. Unicamente, se observo la aparicion de una segunda banda tenue por debajo

de la banda correspondiente a la inmunotoxina, debido a una posible degradacion.

Por otro lado, el registro de los

MW 0 24 48 72 96 _ _
espectros de dicroismo circular

S S S S Sl < 34KDa  op g| UV lejano de VHHEGFRaS

a los diferentes tiempos de

Figura B.10. Ensayo de estabilidad. Analisis de laintegridad  jncubacién (Figura B.11)
molecular ~mediante Western Blot de alicuotas

correspondientes a los distintos tiempos de incubacién de  confirmd que la inmunotoxina
VHHEGFRaS en PBS a 37°C. De izquierda a derecha: MW, . .
patrén de pesos moleculares; y 0, 24, 48, 72 y 96 horas de mantiene la misma estructura
incubacién. Se utilizé un anticuerpo primario anti a-sarcina. secundaria, caracterizada por el

predominio de estructura B, e
indicativo de un plegamiento adecuado para una proteina globular en disolucién. Por tanto,
la ligera degradacién observada en el Western Blot no tiene efectos perceptibles a nivel de

estructura secundaria.
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Respecto al dominio marcador
de VHHEGFRaS, los i S N S S S RS

resultados del ensayo de union e _
por citometria de  flujp ®
mostraron que la  unién E’ 2 ]
especifica a las células A431, % -3 -
EGFR-positivas se mantenia, 4 .
independientemente del tiempo
de incubacién en medio a 37°C -5200 o = 5w P . '2-50
(Figura B.12A), obteniéndose % (nm)

un orcentaje  de células _ . .
P J Figura B.11. Ensayo de estabilidad. Analisis

marcadas por VHHEGFRaS conformacional mediante dicroismo circular (CD) en el UV-
lejano de alicuotas correspondientes a los distintos tiempos de

practicamente constante,  incubacion de VHHEGFRaS (1 pM). (Buwr equivale a la
o ) )
alrededor del 80% respecto al Slrlr?ct;fll;iad molar por residuo, expresada como grados x cm? X
control a tiempo cero (Figura
B.12B).
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Figura B.12. Ensayo de estabilidad funcional del dominio marcador de VHHEGFRaS. A) Analisis de
la intensidad de fluorescencia para cada una de las alicuotas de la estabilidad de VHHEGFRaS 1uM en
citometria de flujo frente a células A431. En negro se representa el control de segunda capa. B) % de
células marcadas por VHHEGFRaS 1uM para cada una de las alicuotas de estabilidad. El control + se trata
de VHHEGFRaS 1uM en PBS.
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1.4.5. Caracterizacion del efecto antitumoral in vivo de VHHEGFRaS.

Tras la comprobaciéon que VHHEGFRaS presentaba actividad citotoxica sobre células
EGFR+ in vitro, y que mantenia su integridad estructural y funcional a lo largo del tiempo,
se procedid a analizar su efecto antitumoral in vivo sobre ratones xenoinjertados con
células A431.

Para ello, se disefié un experimento in vivo con tres grupos experimentales de cinco ratones
cada uno: grupo control tratado con PBS y dos grupos de tratamiento con 25 o 50 pg/dosis
de VHHEGFRaS. De manera similar a los ensayos in vivo del bloque anterior, se comenzé
el tratamiento cuando el volumen del tumor xenoinjertado alcazdé los 50 mm?3, se

administraron 6 dosis cada 48 horas, y se monitoriz6 el volumen tumoral hasta los 27 dias.

>
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Figura B.13. Actividad antitumoral in vivo de VHHEGFRaS en ratones xenoinjertados con células A431
(n=5). A) Grafica con la evolucion del crecimiento tumoral de los 3 grupos experimentales: tratados con PBS
(negro), con 25 pg/dosis (azul) o 50 pg/dosis (rojo) de VHHEGFRaS cada 48 horas. La linea vertical indica
el final del tratamiento. B) Grafica de supervivencia de Kaplan-Meier de los distintos grupos experimentales:
tratados con PBS (negro) o 25 ug (azul) o 50 pg (rojo) de VHHEGFRaS.

Los resultados mostrados en la Figura B.13A indicaron un potente efecto inhibidor del
crecimiento tumoral, con una reduccion del volumen tumoral de 3 veces para el caso de la
administracion de 25 ug y de 5 veces para el caso de la administracion de 50 g respecto
al control el ultimo dia de tratamiento. No obstante, tras el tratamiento, tanto el grupo de 25
g como el de 50 ug mostraron una recurrencia del volumen tumoral alcanzando ambos
grupos un volumen de 2000 mm? el dia 27, sin que se observase diferencia entre ambos
grupos al final del ensayo. No obstante, cuando se analiza la supervivencia (Figura B.13B),
el grupo tratado con 50 pg si que mostré una mayor supervivencia que el grupo tratado con

25 ug, mostrando una supervivencia del 80% y del 40% respectivamente a los 27 dias.
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2. DISENO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TriVHHEGFRaS

En este apartado se presentan los resultados correspondientes al disefio, produccion,
purificacién y caracterizacion de una variante con formato trimérico de la nanoinmunotoxina
VHHEGFRaS original, mediante la inclusién de un dominio de trimerizacion basado en el
extremo amino terminal del dominio NC1 del colageno XVIII (TIEXY") (Figura B.14)

2.1 Construccion del vector de expresion pPICZaAVHHEGFRTriaS.

Se partié del plasmido pPICZaAA33TriaS, previamente obtenido en nuestro grupo de
investigacion para la produccién de la inmunotoxina con formato trimérico IMTXTriA33aS
el cual se digiri6 con la enzima Notl, obteniéndose un fragmento pequefio de extremos
romos Notl-L21TriL21-Notl, incluyendo la secuencia codificante del dominio de
trimerizaciébn y de los linkers flanqueantes. Paralelamente, se digiri6 el plasmido
pPICZaAVHHEGFRaS con la misma enzima y se desfosforilé para evitar su religacion (Ver
Materiales y Métodos: Ligacion de DNA). Posteriormente, se llevé a cabo la ligacion del
fragmento grande

A desfosforilado
pPICZaAVHHEGFRaS-

- a - Tri— aSWT - Histag — Notl y el fragmento
pequefio Notl-L21Tri-L21-
Notl. La mezcla de ligacién

se transformé en E. coli

DH5aF’ obteniéndose el

IMTXTriVHHEGFRaS
L e IMTXTHVHHEGFRaS vector de  expresion

(trimero, 126 kDa) )
pPICZaAVHHEGFRTriaS

Figura B.14. Diagrama esquematico mostrando la secuencia g partir de las colonias
codificante (A) y proteica correspondiente al monémero (B) y a la

estructura trimérica en disolucién (C) de la nanoinmunotoxina transformantes. Mediante
TriVHHEGFRaS. Se destacan los diferentes componentes del cDNA de la
nanoinmunotoxina (A). De izquierda a derecha, el péptido a, el dominio
marcador VHH 7D12 frente al EGFR, el dominio de trimerizacién, el
dominio tdxico a-sarcina y el tag de histinas para su purificacion. En cuanto
a los dominios estructurales de TriVHHEGFRaS (B y C) se muestra el de la construcciéon génica
dominio marcador VHHEGFR y el dominio tdxico constituido por la o- .

sarcina. Se indica el tamafio molecular teorico del monémero y de la  €ON la secuencia correcta
inmunotoxina trimérica en disolucion. (Figura B.14).

secuenciacion se

comprobé que se disponia
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2.2 Produccion y purificacion de TriVHHEGFRaS.

Una vez obtenido el vector de expresion pPICZoAVHHEGFRTriaS, se digirié con la enzima
de restriccion Pmel para su linealizacion, y su posterior electroporacion en la cepa KM71H
de P. pastoris.

Tras el crecimiento y seleccion de colonias que habian incorporado el plasmido en placas
de YPDS-zeocina se llevé a cabo una prueba de expresién con diferentes colonias, a
diferentes tiempos y temperaturas de induccion, con el fin de determinar las condiciones
Optimas de induccion, asi como la colonia que expresaba mayor cantidad de
TriVHHEGFRaS. Se selecciond la colonia adecuada y se determiné que las condiciones

Optimas de induccibn  eran,
Imidazol 250 mM

incubacion en BMMY a 25°C durante NaP
VNR NaP ,0 MW 1 2 3 4
72 horas. -—
a—y
.. .. S — 4= 45 KD:
Una vez fijadas las condiciones, se - ’
realizé una expresion a gran escala, - — 4= 30 KDa

utilizando la colonia seleccionada.

Se crecié en medio BMGY durante L
. . A -
24 horas a 30°C, y se indujo la —

expresion de la proteina en medio Figura B.16. Andlisis electroforético mediante PAGE-
SDS y posterior tincién con azul de Coomasie de la

BMMY durante 72 horas a 25°C. purificacion de TriVHHEGFRaS. De izquierda a derecha:

. . ., VNR, volumen no retenido; NaP, lavado con tampén fosfato

Tras el tiempo de induccion, se sédico; NaP 20, lavado con tampédn fosfato sédico Imidazol

recogidé el medio extracelular y se 20 mM; MW,_ patrén de pes_qs moleculares; Imidazol 250
mM, las fracciones de la elucion.

dializ6 frente a tampon fosfato

sadico.

Siguiendo la metodologia descrita para las otras construcciones de inmunotoxina,
TriVHHEGFRaS se purifico a partir del medio extracelular mediante cromatografia de
afinidad de Ni?*-NTA. El andlisis electroforético, en condiciones desnaturalizantes y
reductoras, de la purificacion (Figura B.16) mostro la presencia de 2 bandas de proteina
en las fracciones de elucién, una banda superior correspondiente a unos 45 KDa, que
coincidiria con el tamafio molecular esperado para un monémero de TriVHHEGFRaS (42

KDa) y otra banda de menor tamafio correspondiente a 30 KDa.

Las fracciones conteniendo TriVHHEGFRaS se juntaron y dializaron frente a tampon
fosfato sddico para eliminar el exceso de imidazol presente en la disolucién, purificandose

la nanoinmunotoxina con un rendimiento final de 0,4 mg/L de medio de induccién.
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Figura B.17. Andlisis electroforético por
PAGE-SDS y posterior tincion con azul de
Coomasie (derecha) y Western Blot
(izquierda) de TriVHHEGFRaS purificada de
(1 pg). Para el Western Blot se utilizd un
anticuerpo primario anti a-sarcina.
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Como se observa en la Figura B.17, de las 2
bandas que se observaban en la tincion por
Coomasie, solamente la de 45 KDa presentaba el
dominio téxico a-sarcina, de acuerdo con la
inmunodeteccién realizada utilizando un Ab anti
a-sarcina, y que corresponderia a un monémero
de TriVHHEGFRaS. Sin embargo, la banda de 30
KDa, por tamafio, corresponderia a un monémero
de TriVHHEGFR sin el dominio téxico. Este
aspecto se desarrollara con mayor profundidad
en el apartado de Discusion.

2.3. Caracterizacion estructural de TriVHHEGFRaS.

Tras la purificacion de la nanoinmunotoxina, se calcul6 el coeficiente de extincion al 0,1%

(E°1") de la proteina, mediante el software ProtParam, obteniéndose un valor de E > de

1,67 (cm.mg/ml).

La caracterizacion estructural de TriVHHEGFRaS implicd, en primer lugar, el registro del

espectro de dicroismo circular en el UV-lejano, con el fin de determinar el correcto

plegamiento de la proteina en disolucion, asi como el contenido de estructura secundaria

mayoritario.

En la Figura B.18 se observa que

OMWR (x102)

N TN TN TN (NN TR TN SO [N SO SN SN (NN SN SN SU W S _—

TriVHHEGFRaS

plegamiento

presento un
adecuado, y un
contenido de estructura secundaria
mayoritario de lamina B y estructura
no ordenada. El incremento

observado en la contribuciéon de

estructura no ordenada se justifica por

200 210 220 230
A (nm)

Figura B.18. Andlisis

conformacional
registro de dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de
TriVHHEGFRaS (0,2mg/ml), en tampodn fosfato sddico.
Bmwr representa la elipticidad molar por residuo como
grados x cm? x dmol ! a las distintas longitudes de onda.

e la presencia y flexibilidad de los linkers

de 21 aminoéacidos que flanquean el

mediante

dominio de trimerizaciéon (Blanco-
Toribio et al., 2014; Lazaro-Gorines et
al., 2019).
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Una vez determinado el plegamiento adecuado de TriVHHEGFRaS, se procedido a
comprobar si la nueva variante de nanoinmunotoxina se encontraba en disolucién como
una proteina trimérica en condiciones nativas, para lo cual se llevé a cabo una

cromatografia de exclusion molecular en FPLC con una columna Superdex 200 10/300 GL.

El perfil de elucién de la cromatografia (Figura B.19A) mostré un pico principal (c, en la
figura) cuyo analisis electroforético por tincion con azul de Coomasie (Figura B.19B), asi
como por Western Blot con un anticuerpo anti a-sarcina (Figura B.19C), mostro la
presencia de TriVHHEGFRaS. Por otro lado, en el resto de los picos obtenidos no se
detectd la presencia ni de TriVHHEGFRaS, ni de ninguna otra proteina. El volumen de
elucion de este pico corresponde con una masa molecular de aproximadamente 130 KDa,
lo que corresponde con el peso molecular teérico de TriVHHEGFRaS en formato trimérico
(126 KDa), confirmando que en condiciones nativas, TriVHHEGFRaS presentaba formato

trimérico en disolucion (Blanco-Toribio et al., 2014; Lazaro-Gorines et al., 2019).

A) B)
C+ MW a b ¢ d e f
(Y17 T ———
S—— e 4 45KDa
- S 30 KDa
0,03 |- - Lo
=
o [
& |
0,02 i -
< | =t
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2 ) MW a b ¢ d e f
0,01
A V. e S 445 KDa

0,00 &

5 10 15 20 25 30 35
Volumen (ml)

Figura B.19. Analisis de la cromatografia de penetrabilidad por FPLC. A) Perfil cromatogréfico de las
distintas fracciones obtenidas durante la elucion. B) Andlisis electroforético mediante PAGE-SDS y
posterior tincion por Coomasie de las distintas fracciones (a-f) de la cromatografia. C) Western Blot de las
distintas fracciones (a-f) de la cromatografia. Se utilizé un anticuerpo primario anti a-sarcina y se reveld
mediante DAB-H;0,. Tanto en B) como en C) se incluyé un C+ de TriVHHEGFRaS previo a cargar la
proteina en la columna y un patron de pesos moleculares (MW).

2.4. Caracterizacion funcional de TriVHHEGFRaS.

La caracterizacion funcional de TriVHHEGFRaS consisti6 en primer lugar en la
caracterizacion de sus 2 dominios por separado: el dominio téxico constituido por la a-
sarcina, y el dominio marcador consistente en el VHH frente al antigeno EGFR.
Posteriormente se evalud su eficacia citotoxica frente a células tumorales A431 (EGFR+)

como indicativo de la accién conjunta de sus 2 dominios.
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A lo largo de toda la caracterizacion funcional de TriVHHEGFRaS, la concentracion
empleada en los ensayos fue la del monomero, para facilitar su comparacion con

VHHEGFRaS y evaluar la incidencia del formato trimérico sobre la eficacia antitumoral.

2.4.1. Caracterizacion del dominio téxico de TriVHHEGFRaS.

Para la caracterizacion de la
TriVHHEGFRaS VHHEGFRaS

C+ C- 2 6 12 2 6 12

funcionalidad del dominio téxico de
TriVHHEGFRaS se llevd a cabo el

ensayo de reticulocitos para evaluar

la actividad ribonucleolitica

4= Fragmento a

especifica.

Como se observa en la Figura B.20
TriVHHEGFRaS mantenia la
capacidad ribonucleolitica especifica

Figura B.20. Ensayo de actividad ribonucleolitica

de su dominio téxico, como queda de especifica frente a ribosomas. Se indican: C+, a-sarcina
. . 2 pmoles; C-, tampon; TriVHHEGFRaS 2, 6 y 12 p moles;
manifiesto por la presencia del VHHEGFRaS 2,6y 12 pmoles. La flecha indica la posicién

fragmento a, siendo esta actividad del fragmento a.

similar a la observada con la
inmunotoxina monomeérica
VHHEGFRaS.

2.4.2. Caracterizacion del dominio marcador de TriVHHEGFRaS.

Al igual que para VHHEGFRaS, para la caracterizacion del dominio marcador de
TriVHHEGFRaS, se llevé a cabo un ensayo de unién mediante citometria de flujo sobre
células tumorales A431 (EGFR+).

En la Figura B.21, se recogen los resultados obtenidos tras la incubacién de las células
con diferentes concentraciones de TriVHHEGFRaS. Los resultados mostraron que la
variante trimérica se uni6é especificamente a las células A431, alcanzandose la saturaciéon

en la union incluso a la concentracion mas baja ensayada (10 nM).

Cuando se comparo la capacidad de unién de TriVHHEGFRaS y VHHEGFRaS, a igualdad
de concentracién de monémero (Figura B.22), se observé que a 10 nM hay una mayor
unién por parte de TriVHHEGFRaS a las células A431 que por parte de VHHEGFRaS,
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obteniéndose asi un mayor porcentaje de

= cass células marcadas (Figura B.22B). Esto
= 200 10 nM indicaria una mayor avidez en la union,
@ 1s0- 100 nM confirmando lo descrito previamente en
£ ] 1uM . o ,
§ ] - otra variante trimérica caracterizada en
] 100 -] L, .
: nuestro grupo (Lazaro-Gorines et al.,
50 ., . .
. 2019), lo que sugeriria que la union de
0] .
o 1 5 g uno de los dominios marcadores a su
10 10 10 10 10 ] ) o
Intensidad de Fluorescencia (u.a.) correspondiente antigeno facilitaria la

Figura B.21. Ensayo de unién mediante citometria union del resto de dominios marcadores;

de flujo de diferentes concentraciones de posibilitado por la flexibilidad que le
TriVHHEGFRaS sobre las células A431. Se utilizaron

distintas concentraciones de TriVHHEGFRaS: 10 nM  confieren a la molécula los linkers de 21
(rojo), 100 nM (verde) y 1 uM (azul). En negro se

muestra el control de segunda capa. residuos. (Cuesta et al., 2010).
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Figura B.22. Ensayo de union mediante citometria de flujo de TriVHHEGFRaS y VHHEGFRaS sobre
células A431. En A) se muestra el histograma comparando la Intensidad de Fluorescencia de las células con
TriVHHEGFRaS 10 nM (rojo) y VHHEGFRaS 10 nM (morado). En B) se indican el porcentaje de células
marcadas por distintas concentraciones de TriVHHEGFRaS (negro) o VHHEGFRaS (gris).

162



Resultados Bloque B

2.4.3. Caracterizacion de la eficacia citotoxica de TriVHHEGFRaS.

Finalmente, se llevé a cabo un ensayo de citotoxicidad, mediante un ensayo de viabilidad

celular clasico por MTT sobre células tumorales A431, para evaluar la eficacia antitumoral

de la nueva nanoinmunotoxina con formato trimérico.

Para ello, se sembraron 2.000
células/pocillo, y se afiadieron
diferentes concentraciones de
TriVHHEGFRaS, que se
incubaron a distintos tiempos.
Los resultados, recogidos en la
Figura B.23, demostraron la
citotoxicidad especifica sobre
las células tumorales A431,
disminuyendo su viabilidad a

medida que se incremento tanto

la concentracion de
TriVHHEGFRaS como el
tiempo de incubacion,

obteniéndose una ICsp de 10
nM a las 72 horas de

incubacion.

Al comparar estos resultados
con los obtenidos con la
construccion monomerica
original (Figura B.24) se
observo un incremento
significativo de la eficacia
citotdxica, con una ICsp 30
veces menor en el caso de la
variante trimérica (ICsp de 10 y
300 nM para TriVHHEGFRaS y
VHHEGFRaS

respectivamente).
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Figura B.23. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT de
TriVHHEGFRaS sobre células A431 a diferentes tiempos. Se
representan los resultados obtenidos a 24 horas (triangulos), 48
horas (cuadrados) y 72 horas (circulos). La linea discontinua
horizontal indica el 50% de viabilidad celular
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Figura B.24. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT de
TriVHHEGFRaS (negro) y VHHEGFRaS (blanco) sobre células

A431 tras 72 horas de incubacioén. La linea discontinua horizontal
indica el 50% de viabilidad celular.
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3. DISENO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE VHHEGFRA33aSDI
Biesp-asDI

En este apartado se presentan los resultados correspondientes al disefio, produccion,
purificacién y caracterizacién de un nuevo disefio de inmunotoxina biespecifica, que incluye
como dominio marcador la combinacion de VHHEGFR y scFvA33, y como dominio téxico

la variante no inmunogénica de la a-sarcina (aSDI) (Figura B.25).

3.1. Construccion del vector de expresion pPICZaABiesp-aSDI.

Para la obtencion del vector de expresion de la nueva construccion se siguié una
metodologia similar a la descrita en los apartados anteriores. Brevemente, se amplificé el
fragmento de DNA EcoRI-VHHEGFRL5-EcoRI a partir del plasmido pPICZaAVHHEGFRaS,
descrito anteriormente, utilizando los oligos 7 y 8 como cebadores (Ver apartado Materiales
y Métodos: Oligonucledtidos utilizados). Posteriormente, se digirieron con la enzima de
restriccion EcoRlI tanto el fragmento pequefio obtenido como el plasmido pPICZaAA33aSDl,
obteniendo de esta manera el fragmento grande (EcoRI-pPICZaAA33aSDI). El fragmento
grande se desfosforil6 para evitar su religacion, y se llevé a cabo la ligaciéon con el
fragmento pequefio EcoRI-VHHEGFRL5-EcoRI, obteniéndose el vector de expresion
pPICZaABiesp-aSDI, a partir de las colonias transformadas. El plasmido obtenido se

secuencié comprobandose que presentaba la secuencia correcta (Figura B.25).

A
P o | VHHEGFR  scFvA33 — aSDI — Histag -

-2

Figura B.25. Diagrama esquemético mostrando la secuencia codificante (A) y proteica
correspondiente al modelo de estructura en disolucion (B) de la inmunotoxina Biesp-aSDI. Se destacan
los diferentes componentes del cDNA de la nanoinmunotoxina (A). De izquierda a derecha, el péptido q, el
dominio marcador VHH 7D12 frente al EGFR, el dominio marcador en formato scFv frente a GPA33, el
dominio toxico a-sarcina-Dl y el tag de histinas para su purificacion. En cuanto a los dominios estructurales
de Biesp-aSDI (B) se muestran los dominios marcadores VHHEGFR y scFvA33 y el dominio toxico
constituido por la a-sarcina no inmunogénica.
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3.2 Produccion y purificacion de Biesp-aSDI

Una vez obtenido el plasmido pPICZaABiesp-aSDI se digiri6 con Pmel para linealizarlo y
se llevo a cabo la electroporacion en la cepa KM71H de P. pastoris. Tras la electroporacion,
se seleccionaron algunas de las colonias obtenidas y se llevdé a cabo una prueba de
expresion con el fin de determinar las condiciones Gptimas para su produccion, resultando
en induccion a 25°C durante 24 horas, de acuerdo con el andlisis mediante Western Blot

de las diferentes alicuotas.

Siguiendo el protocolo correspondiente, la produccién a gran escala se llevo a cabo a partir
de la colonia seleccionada. Tras la induccion, se centrifugé el medio inducido para retirar

los restos celulares, y el
Imidazol 250 mM

NaP sobrenadante se dializ
VNR NaP 20 MwW 1 2 3 4 tid ¢ ¢
r i Y ren

_— - I‘ = 5510 epetidas veces frente a

- 2 tampon de didlisis fosfato

sodico. Biesp-aSDI se

Figl_J,ra B.26. Andlisis elec_:troforético_ por PAGI?-SDS, y post_erior purific() mediante
tincion con azul de Coomasie de las distintas alicuotas obtenidas
durante el proceso de purificacion de Biesp-aSDI. De izquierda a ~ cromatografia de afinidad
derecha: VNR, volumen no retenido; NaP, lavado con tampén fosfato o4
sédico; NaP20, lavado con tampén fosfato sédico imidazol 20mM; MW, en columna de Ni*-NTA,
patrén de pesos moleculares; 1-4 , las fracciones eluidas con tampdén 4 ¢
fosfato sédico imidazol 250 mM. eluyendose la  proteina
con fosfato sédico

conteniendo imidazol 250
mM. La presencia de Biesp-aSDI se determindé mediante analisis electroforético y posterior
tinciébn con azul de Coomasie (Figura B.26), detectdndose en las diferentes fracciones
recogidas durante la elucién con 250 mM de imidazol, sin que se observasen bandas de
mayor movilidad, correspondientes a una posible degradacién de la inmunotoxina
biespecifica. Tras la electroforesis, se recogieron

las fracciones en las que se detectd la presencia de Radisie Caorisie wa

Biesp-aSDI, y se dializaron frente a tampén de

dilisis fosfato sodico, hasta retirar todo el imidazol €58 KDamp

presente en disolucién. La identidad e integridad de

la inmunotoxina se evalu6 mediante analisis  FiguraB.27. Andlisis electroforético por
PAGE-SDS y posterior tincion con azul de
Coomasie (izquierda) y Western Blot

comprobandose su purificacion a homogeneidad,  (derecha) de Biesp-aSDI purificada (1
pg). Para el Western Blot se utilizd un

con una masa molecular de 58 KDa y un anticuerpo primario anti a-sarcina.

electroforético e inmunodeteccion (Figura B.27),

rendimiento final de 3 mg/L de medio de induccidn.
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3.3 Caracterizacion estructural de Biesp-aSDI.

Tras la purificacion, se procedioé en primer lugar a la caracterizacion estructural de Biesp-
aSDI, mediante espectroscopia de dicroismo circular en el UV lejano, y andlisis de su
estabilidad térmica, mediante el calculo de su Tm, a partir de la variacién de la elipticidad

molar por residuo a 220 nm en funcién de la temperatura.

Para ello, en primer lugar, se calculd el coeficiente de extincién tedrico al 0,1% (E>** de la
proteina, mediante el software ProtParam obteniéndose un valor de E°®* de 1,72

(cm.mg/ml)?.

El espectro de CD obtenido (Figura B.28A) se correspondié con el de una proteina globular
en disolucién, con un predominio de estructura secundaria en lamina 3, compatible con la

estructura descrita para los componentes de sus diferentes dominios.

Por otro lado, se determiné un valor de Tm de Biesp-aSDI, correspondiente a 55°C
aproximadamente (Figura B.28B), muy por encima de la temperatura fisiolégica en la que
llevaria a cabo su actuacion terapéutica (37°C) indicando la termoestabilidad de la

inmunotoxina recombinante en condiciones fisioldgicas.
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Figura B.28. Analisis conformacional mediante dicroismo circular (CD) en el UV-lejano de Biesp-
aSDI A) Espectro de dicroismo circular de Biesp-aSDI (0,2 mg/ml, en tampén fosfato sodico) en el UV
lejano. Buwr representa la elipticidad molar por residuo como grados x cm? x dmol 1. B) Tm de Biesp-aSDlI,
a 0,2 mg/ml en tampdn fosfato sddico. En el eje de ordenadas se representa la elipticidad molar por residuo
a 220nm como grados x cm? x dmol *

3.4 Caracterizacién funcional de Biesp-aSDI.

Tal como se ha llevado a cabo en la caracterizacién funcional de las inmunotoxinas
anteriores, se analizé en primer lugar la funcién de cada uno de los dominios de Biesp-

aSDI por separado: la a-sarcina no inmunogénica como dominio toxico y de VHHEGFR y
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scFvA33 como dominios marcadores. Finalmente, se analizd la eficacia citotoxica de Biesp-
aSDI, sobre los dos tipos celulares diana, A431, como células EGFR+ y SW1222, como
células GPA33+.

3.4.1. Caracterizacion del dominio téxico de Biesp-aSDI.

Los resultados anteriores del bloque |, mostraron que la a-sarcina no inmunogénica
mantenia la actividad ribonucleolitica especifica sobre ribosomas eucariotas, bien como

VHHEGFRA33aSDI ribotoxina recombinante en disolucion, bien

2 6 12

c+ C-

formando parte de una inmunotoxina con el
- Y i Al dominio marcador de scFvA33. Pese a ello, y
NN~ debido al posible efecto del dominio marcador

biespecifico sobre dicha actividad
Fragmento o fibonNucleolitica, se llevé a cabo el ensayo de

reticulocitos, descrito anteriormente.

Como se observa (Figura B.29), Biesp-aSDI
mantuvo la capacidad ribonucleolitica de la a-

Figura B.29. Ensayo de actividad Sarcina no inmunogénica, como queda de

ribonucleolitica  especifica frente a
ribosomas de Biesp-aSDI. Se indican: C+, a-
sarcina 2 pmoles; C-, tampoén; Biesp-aSDI 2,  gpservada.
6 y 12 pmoles. La flecha indica la posicion del

fragmento a.

manifiesto por la liberacion del fragmento a

3.4.2 Caracterizacion del dominio marcador de Biesp-aSDI.

Si bien la capacidad de reconocimiento y union a las células diana por parte de los dos
dominios marcadores separados, VHHEGFR y scFvA33, ya se ha demostrado
anteriormente y en trabajos previos del grupo de investigacion, la presencia de ambos
dominios juntos en este nuevo disefio de inmunotoxina biespecifica podria afectar a su
funcionalidad. Por ello, se llevaron a cabo ensayos de unidon mediante citometria de flujo

sobre ambos tipos celulares.

En primer lugar, se llevé a cabo la citometria de flujo sobre las células A431, para evaluar
la funcién de reconocimiento y union del dominio marcador VHHEGFR a su antigeno

respectivo, el EGFR en la superficie de estas células.

Asi, los resultados sobre las células A431, mostraron que se mantenia la capacidad de

union del dominio VHHEGFR, alcanzandose la saturacion en dicha unién a partir de 100
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nM de inmunotoxina (Figura B.30). Como control + de unién a las células A431, se utilizd

la nanoinmunotoxina previamente caracterizada, VHHEGFRaS.

Ademas, las caracteristicas de esta interaccion, de acuerdo con la cuantificacion del
porcentaje de células marcadas por Biesp-aSDI, fue idéntico al observado previamente con
VHHEGFRaS para las células A431, siendo en ambos casos superior al 90% a partir de
10 nM de inmunotoxina ensayada.
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Figura B.30. Ensayo de unién mediante citometria de flujo de Biesp-aSDI frente a células A431. A)
Histograma de la intensidad de fluorescencia para distintas concentraciones de Biesp-aSDI: 10 nM (rojo),
100 nM (verde), 1uM (azul) frente a células A431. B) % de células marcadas por Biesp-aSDI (negro) frente
al control VHHEGFRaS (gris) a distintas concentraciones.

De manera similar, se procedi6 a la caracterizacion del dominio marcador scFvAS33,
utilizdndose en este caso como control de unién el dominio marcador ya caracterizado
scFvA33Histag (Tomé-Amat et al., 2015a).

Nuevamente, se comprobd6 que el dominio scFvA33 presente en Biesp-aSDI mantenia la
capacidad de unién a las células SW1222, alcanzandose la saturacion de dicha unidn con
10 nM de inmunotoxina (Figura B.31), y con un comportamiento idéntico al observado con
la construccién scFvA33 libre, de acuerdo a la cuantificacién del porcentaje de células

marcadas.
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Figura B.31. Ensayo de unién mediante citometria de flujo de Biesp-aSDI frente a células SW1222. A)
Histograma de la intensidad de fluorescencia para distintas concentraciones de Biesp-aSDI: 10 nM (rojo), 100
nM (verde), 1uM (azul) frente a células SW1222. B) % de células marcadas por Biesp-aSDI (negro) frente al
control scFvA33Histag (gris) a distintas concentraciones.

3.4.3 Caracterizacion de la actividad citotoxica de Biesp-aSDI.

Una vez analizada y demostrada la correcta funcionalidad del dominio toxico, y la de los

dos componentes del dominio marcador en la inmunotoxina biespecifica, se procedi6 a la

caracterizacion de su eficacia citotoxica sobre los dos tipos celulares diana, utilizados

previamente, A431 (EGFR+) y SW1222 (GPA33+), utilizando como control positivo en cada

ensayo, las construcciones descritas a lo largo de este trabajo, VHHEGFRaS e

IMTXA33aSDl, respectivamente.

En primer lugar, se llevo a cabo el
ensayo de viabilidad clasico con
MTT sobre las células A431,
incubando las células con distintas
concentraciones de Biesp-aSDl y a
diferentes tiempos (24, 48 y 72

horas).

Los resultados (Figura B.32)

mostraron una citotoxicidad

especifica de Biesp-aSDI sobre las
Células A431 (EGFR+), a las 72
horas, con una ICsg alrededor de 1
HM, que  sin

embargo, es

100

80

60

Viabilidad (%)

40

—&— VHHEGFRA33aSDI

20 —O— VHHEGFRaS

0 T | I

T T rrrrry

e |

0,01 0,1

1

Concentracion de proteina (pM)

Figura B.32. Ensayo de viabilidad clasico por MTT de Biesp-
aSDI (negro) y VHHEGFRaS (blanco) sobre células A431
(EGFR+) a las 72 horas. La linea discontinua horizontal
horizontal indica el 50% de viabilidad celular.
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sensiblemente superior a la ICso observada para VHHEGFRaS (0,3 yM). Este resultado,
no seria coherente con los resultados previos obtenidos en cuanto a la capacidad de union
y reconocimiento del antigeno en las células diana, lo que podria sugerir una menor eficacia

de internacién de la construccion en este tipo celular.

Por otro lado, y en cuanto a la eficacia citotoxica frente a las células SW1222 (GPA33+),
los resultados obtenidos en las mismas condiciones de ensayo que las descritas
anteriormente, confirmaron la citotoxicidad especifica de Biesp-aSDI (Figura B.33), con un
valor de ICsp a las 72 horas de 0,7 uM, superior al observado con IMTXA33aSDI (0,2 uM).

Por tanto, si bien queda demostrada la eficacia citotoxica de la nueva inmunotoxina
biespecifica, sobre las dos lineas celulares diana, en ambos casos la eficacia citotoxica es
menor que la obtenida con las correspondientes inmunotoxinas conteniendo Unicamente
uno de los dos dominios marcadores incorporados en la construccion biespecifica. Estas
diferencias podrian estar relacionadas con un efecto sobre la capacidad de internacién y

eficacia en el procesamiento intracelular de la inmunotoxina biespecifica.
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Figura B.33. Ensayo de viabilidad por MTT de Biesp-aSDI
(negro) e IMTXA33aSDI (blanco) sobre las células SW1222
(GPA33+) alas 72 horas. La linea discontinua horizontal indica el
50% de viabilidad celular.
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Bloque C

Vehiculizacion de inmunotoxinas mediante

nanoparticulas de oro.

En este apartado, se muestran los resultados relativos a la obtencién y caracterizacion de
complejos nanoparticula-inmunotoxina. Para ello, en primer lugar, se llevdo a cabo la
sintesis de nanoestrellas de oro (AuNS) funcionalizadas gracias a la incorporacion de un
grupo ANTACOo", lo cual le permite interactuar con proteinas que contengan en su
estructura un tag de histidinas. Posteriormente se utilizaron el dominio marcador scFvA33
y lainmunotoxina IMTXA33aS, descritas previamente (Carreras-Sangra et al., 2012; Tomé-
Amat et al., 2015a), conteniendo ambas un tag de histidinas en su extremo C-terminal para
llevar a cabo su union a las AuNS, formando los complejos AuNS-proteina (Figura C.1).
De este modo, el dominio marcador de la inmunotoxina dirigiria especificamente la
nanoparticula a las células tumorales GPA33+, donde se producira la muerte celular por el
efecto toxico de la a-sarcina, combinado con el efecto térmico, asociado a la hanopatrticula,

tras la irradiacién con luz del infrarrojo cercano (NIR).

Finalmente, se incluyen asimismo los resultados preliminares de la caracterizacion de los
complejos AuNS-proteina, el estudio del mantenimiento de la funcion biolégica de la
inmunotoxina, asi como una aproximacion preliminar al potencial antitumoral de este

complejo AUNS-proteina.

AuNP Complejo AuNP-Inmunotoxina

Figura C.1. Esquema de formacion del complejo AuNP-Inmunotoxina, mediante la union del tag de
histidinas de las proteinas (inmunotoxina o sélo dominio marcador) al complejo ANTA-Co" de las
nanoparticulas de oro.
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1. Sintesis de AuNS.

Se llevd a cabo la sintesis de las AuNS en colaboracion con el grupo del Dr. Andrés
Guerrero del Departamento de Quimica Fisica de la Universidad Complutense de Madrid.
De entre la diversidad de formas que pueden obtenerse en la sintesis de nanoparticulas
de oro, se seleccionaron las nanoestrellas, debido a su menor citotoxicidad, mayor
internacion celular y mayor eficacia en la generacion de calor al ser irradiadas con radiacion
infrarroja (Pakravan et al., 2021). La sintesis se llevé a cabo tal y como aparece descrito
en el apartado correspondiente de Materiales y Métodos (Sintesis y caracterizacion de las
nanopatrticulas de oro). Tras su sintesis, las AuNS se estabilizaron mediante la adicién de
polietilenglicol (PEG) y se funcionalizaron mediante la adicion del grupo ANTACo", para la
posterior union de las proteinas de interés (Figura C.2).

AuNS-ANTACo" Inmunotoxina-Histag

200 nm

Figura C.2. A) Imagen obtenida mediante TEM (Microscopia Electronica de Transmision) de las nanoestrellas
de oro obtenidas. B) Esquema de la naturaleza quimica de la unién entre el cobalto de las AuNS con el tag de
histidinas de la inmunotoxina IMTXA33aS.

2. Formacion del complejo AuNS-Proteina.

Tras la sintesis de las AuNS, se llevaron a cabo distintos experimentos para seleccionar
las condiciones 6ptimas de unién a las proteinas. En primer lugar, se estudié la unién de
las AuNS con el dominio marcador scFvA33 (complejo AUNS-scFVA33), y tras la seleccion
de las condiciones O6ptimas, se evaludé la unién con IMTXA33aS (complejo AuNS-
IMTXA33aS).

Para ello, se sigui6é la metodologia descrita en el apartado de Materiales y Métodos
(Caracterizaciéon de la uniébn AuNS-proteina). Brevemente, se incubaron las AuNS con las

proteinas en distintas condiciones, variando la ratio AUNS: proteina y a distintos tiempos.
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Posteriormente, se centrifugaron las muestras, separandose el sobrenadante tras la union.
El sedimento, que deberia incluir los complejos AuNS-proteina se resuspendioé en tampon
fosfato sodico, y se realiz6 una nueva centrifugacion para eliminar posibles uniones
inespecificas. Finalmente, el sedimento se sometié a distintas condiciones para favorecer
la liberacion del componente proteico de la AuNS, y evaluar la presencia del contenido
proteico mediante analisis

electroforético.

1 2 3 4 5 }

, L — e - esssss S0pM 5uM

Asi, y siguiendo el
[RrH 5 pM 5uM

esquema indicado, - e -
inicialmente se estudiaron pE— —
distintas ratios AuNS: -
proteina para determinar -.—— 0,05 pM 5 um
en cual se daba una mayor P 0,005 pM 5 uM

unién. Los resultados

(Figura C_3) mostraron Figura C.3. Andlisis mediante Western Blot de las distintas

. i fracciones del proceso de caracterizacion del complejo AuNS-

que tras la incubacion la  scrvA33 a distintas ratios de concentracién AuNS:scFvA33. Las

fracciones representan: 1. Sobrenadante tras la union; 2. Lavado

inespecifico; 3. AuNS-scFvVA33 unida; 4. Sobrenadante tras la

“AuNS-scFVA33 aumentd liberacion; 5. Pellet tras la liberacion. Se utilizé un anticuerpo anti-
HistagHRP, y se revel6 mediante ECL.

presencia del complejo

significativamente para

una ratio entre 1:10° y 1:10°%, de acuerdo con la intensidad de la banda observada en el
sedimento inicial (Carril C3.3). Ademas, la adicion de EDTA 6 mM, como agente quelante
de cationes divalentes, permiti6 la liberacién del scFvA33 unido a AUNS de forma mas

efectiva para la ratio de 1:10° Tiempo (horas)

A B C D E
(Carril C3.4). 1 -— e —
A la vista de estos resultados se s Yy = D —

mantuvo esta ratio AuNS:
scFvA33 y se estudio el efecto 8 Pr— -_—,
del tiempo de incubacion inicial

., 12 - G ~—
sobre la unién de scFvA33 a

AuNS, cuyos resultados se 24

ST S S w———

Figura C.4. Andlisis mediante Western Blot de las distintas
fracciones del proceso de caracterizacién del complejo
AuNS-proteina a distintos tiempos de incubacion entre AUNS
medida gue se incrementd el (5pM) y scFvA33 (5uM). Las fracciones representan: A.
) ) . } Sobrenadante tras la union; B. Lavado inespecifico; C. AUNS-
tiempo de incubacion, se detectd proteina unida; D. Sobrenadante tras la liberacion; E. Pellet tras
la liberacion. Se utiliz6 un anticuerpo anti-HistagHRP, y se reveld
mediante ECL.

muestran en la Figura C.4.

Como se observa en la figura, a

una mayor intensidad de la
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banda correspondiente a scFvA33 en la fraccion “AuNS-scFvA33 unida”, indicandose que
se da una mayor union. Debido a que la intensidad de la banda a las 24 horas fue
practicamente la misma que a las 12 horas, se fijo en 12 horas el tiempo de incubacion
entre AuUNS y scFvA33. Asi, se determinaron las condiciones de unién en una ratio AUNS-
proteina de 1 pM-1 pM (1:10°) y un tiempo de incubaciéon entre ambos componentes de 12
horas.

Posteriormente, se analizo la capacidad de liberacion de scFvA33, una vez que la proteina

ya estaba unida a AUNS mediante la adicion
B C
WSS sin EDTA

de EDTA, que competiria en la uniéon con A
los grupos cobalto de AuNS, provocando la —
-

liberacion de scFvA33. Como se observa en Lo W EDTA 60 mM

la Figura C.5 la adicion de EDTA sobre el _ o _
Figura C.5. Andlisis mediante Western Blot de

complejo AuNS-scFVA33 provocd la las distintas fracciones del proceso de

caracterizacion del complejo AuNS-proteina.

Las fracciones representan: A. AuNS-proteina

antes de liberacion; B. Sobrenadante tras la

liberacion; C. Pellet tras la liberacion. Se utilizé un

(Carril C.5.B), mientras que en ausencia de  anticuerpo anti-HistagHRP, y se revel6 mediante
ECL.

liberacion de scFvA33, aumentando la

deteccion de este tras la centrifugacion

EDTA, scFVvA33 se localizé principalmente

en el sedimento tras la centrifugacion, permaneciendo unido a AuUNS (Carril C5.C).

Con el fin de confirmar que la unién de scFvA33 a AuUNS era debida a la interaccién del tag
de histidinas de scFvA33yistag cON el Cobalto de AUNS-ANTACO", y no se trataba de una
union inespecifica, se sintetizaron AuNS sin funcionalizar con ANTACo", solamente
recubiertas de PEG con el fin de

estabilizarlas (AUNS-PEG). Asi, se analizo Lavado Inespecifico Retenido

la capacidad de uni6n de SCFVA33 a AUNS-  _ AuNSPEG AuNsCol
ANTACo" o AUNS-PEG. Los resultados o
mostraron (Figura C.6) que AUNSPEG no

AuNS-PEG AuNS-Co"

tiene capacidad de unir scFVA33, Figura C.6. Analisis mediante Western Blot de

las fracciones del lavado inespecifico y de
AuNS-Proteina retenida segin se utilicen
marcador en el sobrenadante del lavado  AuNSANTACo" o AuUNSPEG. Se utilizé un

. . L anticuerpo anti-HistagHRP y se revelé mediante
inespecifico, y estando practicamente gcL.

encontrandose la mayor parte del dominio

ausente en el pellet retenido. Por el
contrario, AUNS-ANTACo" si unié de forma especifica scFvA33, siendo significativamente

menor la cantidad de proteina liberada en el lavado.

Por otro lado, se quiso estudiar si la union de scFvA33 provocaba algin cambio morfolégico

en la estructura de las AuNS. Para ello, se llevé a cabo observacién directa por TEM y se
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registraron los espectros de absorcion entre 300 nm-900 nm de las AuUNS en ausencia y
presencia de scFvA33. Los resultados, recogidos en la Figura C.7 mostraron que la
morfologia de las AuNS era idéntica, independientemente de la unién de scFvA33, con un
diametro medio de 55 nm, y espiculas de 15 nm de longitud media, sin que ademas se
apreciase una mayor agregacion de nanoparticulas en el caso de presentar scFvA33
adsorbidas en su superficie. El espectro de absorcion tampoco sufrié cambios sustanciales,
presentando un maximo de absorcién a los 650 nm tanto si existia unién o no de scFvA33,
siendo este pico en torno a 655 nm caracteristico de la absorbancia de las nanoestrellas
(Xie et al., 2007; Wang et al., 2020). El incremento de absorbancia se correspondi6 con la
resonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR), extendiéndose a lo largo de la
region infrarroja (700-900 nm), lo cual es necesario para el efecto fototérmico y la

generacion de calor, al irradiar con luz infrarroja.

0,065
AuNS sin scFvA33Histag
0,060 |
200 g
RS I 2 0,055
3
Q
c
8 0,050
-
o
3
< 0,045
H AuNS con scFvA33Histag
AuNS con SCFVA33HIStag 0,040 } == === AuNS sin scFv‘;uJHlslag J
300 400 500 600 700 800 900
A (nm)
200 nm

Figura C.7. A) Imagenes obtenidas mediante TEM de las AuNS (2,5 pM) en ausencia de scFvA33
(superior) o con el dominio marcador unido (2,5 pM-2,5 uM) (inferior). B) Espectro de absorcion obtenido
de AuNS (2,5 pM) con (linea continua) o sin (linea discontinua) dominio marcador scFvA33 unido.

Una vez caracterizada la unién de scFvA33 a la superficie de las AuNS, se trasladaron las
condiciones de unién y liberacién (condiciones de ratio de concentracion y tiempo de union)
al estudio de la unién de IMTXA33aS a la superficie de AuNS. IMTXA33aS comparte el
mismo dominio marcador que scFvA33, y tiene como dominio téxico la ribotoxina a-sarcina,

incluyendo en su extremo C-terminal el tag de histidinas.

Como se observa en la Figura C.8, los resultados del ensayo de unién y liberacion de
IMTXA33aS en las mismas condiciones de ratio AuNS:proteina y tiempo de unién,

mostraron un comportamiento idéntico, confirmandose la formacién del complejo AuNS-
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IMTXA33aS y la posterior liberacion de la inmunotoxina por adicion de EDTA (Figura C.8).
Sin embargo, se observdé una mayor capacidad de union, y consecuentemente mayor
cantidad de IMTXA33aS tras la liberacién de acuerdo con la intensidad de las bandas
detectadas tras el andlisis electroforético e inmunodeteccion, respecto a lo observado con
ScFVA33.

IMTXA33a$

scFvA33 ‘ -

Figura C.8. Andlisis mediante Western Blot de las distintas fracciones del
proceso de caracterizacion del complejo AuNS-proteina segin se una
IMTXA33aS 5 uM (arriba) o scFvA33 5 uM (abajo) a AuNS (5 pM). Las
fracciones representan: 1. Sobrenadante tras la unién; 2. Lavado inespecifico;
3. AuNS-proteina unida; 4. Sobrenadante tras la liberacion; 5. Pellet tras la
liberacion. Se utilizé un anticuerpo anti-HistagHRP, y se revelé mediante ECL.

- a» W

1 2 3 4 5
|

3. Caracterizacion del complejo AuNS-proteina.

Cuando las proteinas quedan adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas de oro,
tienden a formar coronas proteicas, dotando a las nanoparticulas de una nueva identidad
(Mahmoudi et al., 2011; Wang et al., 2017). No obstante, en ocasiones, las proteinas que
constituyen la corona proteica pueden sufrir cambios estructurales, perdiendo su
funcionalidad y dando lugar a la agregacion de nanoparticulas. Estos cambios estructurales
en las proteinas parecen ser mayores cuanto mas irregular sea la forma de las

nanoparticulas a las que estan adsorbidas (Wang et al., 2020).

Por ello, una vez obtenido el complejo AUNS-proteina, se procedid a caracterizar la correcta
funcionalidad de las proteinas, en primer lugar, del dominio marcador scFvA33, y
posteriormente de la inmunotoxina completa IMTXA33aS. En todos casos, las
concentraciones indicadas se refieren a su concentracion durante la incubacién para formar

el complejo AuNS-proteina.

Asi, para comprobar la correcta funcionalidad del complejo AuUNS-scFVvA33, se llevd a cabo
un ensayo de unién mediante citometria de flujo tras incubacion de AuNS-scFvA33 con
células SW1222 (GPA33+) (Ver apartado Materiales y Métodos).
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Los resultados mostraron (Figura
C.9) que scFvA33 mantenia la
capacidad de union especifica a
GPA33+
encontraba

células cuando se

formando parte del
complejo AuNS-proteina. La unién a
las células aument6 en funcion de la
concentracion del complejo AuNS-
scFVvA33 hasta una concentracion de
1 uM, si bien a partir de 5 uM se
produjo una disminucién de la unién.
Por otro lado, en todos los casos, la

capacidad de uni6on del complejo
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Figura C.9. Ensayo de unién mediante citometria de
flujo de AuUNS-scFvA33 sobre células SW1222.
Representacion del % de células SW1222 marcadas en la
citometria de flujo por scFvA33 libre (gris) o por el complejo
AUNS-scFVvA33 (1:10°) (negro) a distintas concentraciones.

AUNS-scFvVA33 fue menor que el

control utilizando scFvA33 libre, en el que no hay ningun tipo de impedimento en la uniéon

al antigeno GPA33.

Posteriormente, se procedi6 a analizar el mantenimiento de la funcionalidad de

IMTXA33aS, cuando se encontraba unida a las AuNS formando el complejo AuNS-

IMTXA33aS. Para ello, se llevaron a cabo los ensayos habituales para la caracterizacion

de cada uno de sus dominios, tal y como se han descrito previamente en los apartados

anteriores.
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[ = AuNS-IMTXA330S
100 b 1 IMTXA33aS
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Figura C.10. Ensayo de unidon mediante citometria de
flujo de AuUNS-IMTXA33aS sobre células SW1222.
Representacion del % de células SW1222 marcadas por
IMTXA33aS libre (gris) o por el complejo AuNS-
IMTXA33aS (1:10°) (negro).
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La capacidad de union de AuUNS-
IMTXA33aS SW1222

(GPA33+) se mantuvo, de acuerdo

a células

con los resultados obtenidos
mediante citometria de flujo (Figura
C.10). Asi, el porcentaje de células
IMTXA33aS

como control, fue superior al 90%

marcadas al utilizar

para todas las concentraciones
ensayadas. En el caso del complejo
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obteniéndose el mismo porcentaje de
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células marcadas, y por tanto de unién, que en el caso de IMTXA33aS libre, al ensayar

concentraciones superiores.

Comparando la capacidad de union de AuNS-scFvA33 (Figura C.9) y de AuUNS-
IMTXA33aS (Figura C.10), se observo que el complejo AUNS-IMTXA33aS presentaba una
mayor capacidad de reconocimiento y unién, uniéndose a una mayor cantidad de células
GPAS33 positivas en todas las concentraciones analizadas, asi como mostrando datos de

unién mas similares a los obtenidos con la proteina libre.

Una vez evaluada la capacidad de union del dominio marcador del complejo AuNS-
IMTXAS33aS, se evalud la actividad ribonucleolitica especifica de la a-sarcina, mediante el
ensayo de reticulocitos, modificandose ligeramente el ensayo (Ver apartado Materiales y
Métodos: Caracterizacion de la actividad ribonucleolitica), debido a la presencia de EDTA
en el tampén A, que produciria la liberacién de IMTXA33aS de AuNS, y por tanto
distorsionaria la interpretacion de los resultados sobre la actividad de la a-sarcina incluida
en el complejo AuNS-IMTXA33aS intacto.

Como se observa (Figura C.11),
el complejo AuNS-IMTXA33aS

mostro la actividad

AuNS-IMTXA33a$ IMTXA33aS
C+ 2 6 12 2 6 12

ribonucleolitica caracteristica de

la a-sarcina, detectandose la
Fragmento a

liberacién del fragmento a, si

bien esta actividad es menor en

el complejo en comparacién con

la de IMTXA33aS libre, como

Figura C.11. Ensayo de actividad ribonucleolitica especifica .

frente a ribosomas del complejo AuNS-IMTXA33aS. Se Pone de manifiesto la menor
indican: C-, tampdn C+, a-sarcina 2 pmoles; AUNS-IMTXA33aS:
2, 6 y 12 pmoles de proteina; IMTXA33aS: 2, 6 y 12 pmoles. La

flecha indica la posicion del fragmento a. correspondiente al fragmento a.

intensidad de la banda

4. Caracterizacién de la internacion del complejo AuUNS-Proteina.

Tras comprobar que tanto el dominio marcador scFvA33, como la inmunotoxina
IMTXA33aS mantenian su funcionalidad unidas a la superficie de las AuNS, se procedié a
estudiar la internacién del complejo AuNS-proteina en las células diana ensayadas. Para
ello, en primer lugar, se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia la internacion del
dominio marcador scFvA33, y su variacion al estar unido a AuNS. Posteriormente, se

analizé mediante TEM si la presencia del dominio marcador scFvA33, o de la inmunotoxina

178



Resultados Bloque C

IMTXA33aS provocaban un aumento de la endocitosis e internacion de las AuNS por parte

de las células.

En primer lugar, se analizé6 mediante microscopia de fluorescencia la internacion en las
células SW1222 de scFvA33 libre o unido a las AuNS. Para ello, se llev6 a cabo el marcaje
de scFVvA33 (ver apartado Materiales y Métodos Métodos: Microscopia de fluorescencia)
con el fluoréforo Alexa555, obteniéndose una DOL de 0,385 y una concentracion final de
scFvA33Alexa555 de 16 pM.

Posteriormente, las células SW1222 (GPA33+) se incubaron con scFvA33Alexa555 libre
(1uM), con el complejo AUNS-scFVA33Alexa555 (1pM:1uM) o con AUNS (1pM), de acuerdo

con lo descrito en Materiales y Métodos (Microscopia de fluorescencia).

Se observé (Figura C.12) la presencia de scFvA33 en el interior de las células SW1222
(detectable en color rojo por Alexas55), tanto en el tratamiento con scFvA33Alexa555 libre
como con AuNS-scFVvA33, por lo que la unién del dominio marcador a las nanoestrellas de
oro no dificulta la internaciéon de este. De hecho, se observé una mayor intensidad de
fluorescencia correspondiente a scFvA33Alexa555, en el caso de AUNS-scFvVA33Alexa5s55,
sugiriendo que las AuNS podrian actuar como plataformas de vehiculizacion permitiendo

la unién de compuestos terapéuticos, y facilitando su suministro e internacion celular.

A B

scFvA33Histag

AuNS-
scFvA33Histag

AuNS

Figura C.12. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células SW1222 incubadas con
scFvA33Alexa 555 1 puM (fila superior), AUNS-scFvA33Alexa555 1pM:1uM (fila del medio) y AuNS 1 pM
(fila inferior). Se observa en A) los nucleos en azul, en B) Alexa555 en rojo y en c¢) las imagenes
correspondientes a la mezcla de canales (los nicleos en azul pasan a ser grises).
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Tras comprobar que el dominio marcador no solo mantenia la capacidad de internacion
formando parte del complejo AuNS-proteina, sino que este complejo permitiria una mayor
internacion de moléculas, se analiz6 la internacién de las AuNS en el interior de las células
SW1222 mediante TEM, con el fin de determinar si los dominios marcadores
(scFvA33Histag, o el dominio marcador de IMTXA33aS) eran capaces de dirigir
especificamente a las AuUNS hacia el antigeno tumoral GPA33, dando como resultado una
mayor endocitosis e internacién de estos complejos AuNS-proteinas, acumulandose las
AuUNS en el citoplasma celular. Para ello, se incubaron AuUNS solas (0,5pM), AUNS-scFvA33
(0,5pM:0,5uM) y AUNS-IMTXA33aS (0,5pM:0,5uM) con las células tumorales SW1222, y
se siguid el protocolo descrito en Materiales y Métodos (Microscopia Electronica de

Transmision).

En la figura (Figura C.13) se muestran los resultados de la caracterizacion de la internacion
mediante TEM. Las nanoestrellas de

oro aparecen densas a los
electrones, de color negro,
agrupadas en el interior de
endosomas, posiblemente debido a
la endocitosis de las células en las 3

condiciones de incubacién. Debido a

las condiciones del protocolo,
resultod imposible delinear los bordes
de las membranas celulares, por lo
gue la cuantificacion de las AuNS
internadas por célula en cada una de

las condiciones no resulta

concluyente. En cualquier caso, ho
se aprecio una diferencia
significativa en el nUmero de AuNS
internadas causada por la unién en
su superficie del dominio marcador
scFvA33, o de la inmunotoxina

IMTXA33aS, indicando que las

AUNS tendrian por si solas una Figura C.13. Caracterizacion mediante TEM de células
P SW1222 a distintas mangnificaciones incubadas con AuNS
elevada tasa de fagocitosis e  0,5pM (A); AuNS-scFvA33Histag 0,5pM-0,5uM (B) y AuNS-

. L IMTXA33aS 0,5pM-0,5uM (C). Se indican las barras de
internacion (Pakravan et al., 2021). tamafio en cada micrografia.

180



Resultados Bloque C

5. Potencial antitumoral del complejo AuNS-Proteina.

Entre las principales aplicaciones biotecnolégicas de las nanoparticulas de oro, se
encuentran su capacidad de vehiculizacién de distintos agentes y drogas terapéuticas en
su superficie, facilitando la administracion y la liberacion en el tejido de destino (Yang et al.,
2005; Sun et al., 2014) y el efecto fototérmico al ser irradiadas con luz infrarroja (Kennedy
etal., 2011).

En nuestro caso, buscamos un doble efecto: 1) La union de IMTXA33aS a las AuNS,
formando el complejo AUNS-IMTXA33aS, constituiria una plataforma de vehiculizacion de
la ribotoxina flngica a-sarcina especificamente dirigido a las células tumorales,
ocasionando con ello un aumento de su potencial citotéxico. 2) Determinar si la union del
dominio marcador scFvA33 a las AuNS las dirige especificamente a las células SW1222,
ocasionando con ello un aumento de eficacia fototérmica, que llevaria a cabo una accion

sinérgica con la toxicidad de la a-sarcina.

Asi, se estudié en primer lugar el potencial citotéxico de las AUNSANntaCo" sobre células
SW1222 (GPA33+), mediante un ensayo clasico de viabilidad por MTT a las 72 horas, de

manera analoga a los ensayos

120 LELELEY [N U B B B F N B N R

realizados para la caracterizacion de

inmunotoxinas. 100

En la Figura Cl14 se muestra el &8

ensayo de viabilidad celular por MTT 60

sobre células SW1222, al anadir 40

—O— AuNS-PEG
—8— AuNS-ANTACO!!
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observdé que AUNS recubiertas con [AuNS] (pM)

con el complejo ANTACo" Se

-

PEG no resultaron citotoxicas para Figura C.14. Ensayo de viabilidad celular por MTT a las

las células permaneciendo la 72 horas sobre células SW1222, utilizando AuNS
’ recubiertas solo por PEG (circulos blancos) y AuNS
viabilidad por encima del 80% para funcionalizadas con el complejo ANTACO" (circulos negros).

todas las concentraciones

ensayadas. Por el contrario, cuando se ensayaron las mismas AuNS recubiertas con PEG
pero funcionalizadas con ANTACo'" resultaron citotoxicas para las células, con viabilidades
inferiores al 50% incluso a concentraciones tan bajas como 0,05 pM. Este descenso brusco
de la viabilidad se explicaria por la toxicidad de los grupos cobalto constituyentes del
complejo ANTACOo", y necesarios para la uniéon de proteinas a través del tag de histidinas
(Koga et al., 2006; Wu et al., 2021).
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Por tanto, fue necesario modificar las condiciones del ensayo, disminuyendo el tiempo de
incubacion a 48 horas, con el fin de encontrar la ventana farmacolégica adecuada, en la
cual el efecto de AUNSANTACo" no fuese toxico per se, pero en la cual si se observase el
efecto citotoxico del domino téxico de IMTXA33aS, cuando ésta se encuentra formando el
complejo AuNS-IMTXA33aS.

Asi, los resultados del ensayo de
viabilidad por MTT de SW1222

con 48 horas de incubaciéon con 80

100 LB | T T L B B T 1 LN B N | T

LN N I B B R S

citotoxicidad era menor que a las —A— AuNS-scFvA33
—@— AuNS-IMTXA33aS
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pM. El complejo AuNS-scFvA33 0,004 0,01 gt
[AuNS] (pM)
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AuNS-scFvA33 o] AuUNS- g
IMTXA33aS  (Figura  C.15) g i .
mostraron que AuNS continuaba é 40
siendo citotéxico, si bien esta = -
20k —® Auns-ANTACO!!

72 horas, con una ICso de 0,04

presenté una menor citotoxicidad,

Figura C.15. Ensayo de viabilidad celular por MTT a las 48
horas sobre células SW1222, utilizando AuNS (circulo negro),
ligera disminucién de la  AuNS-scFvA33 1:10° (triangulos azules) y AUNS-IMTXA33aS

] o i ] 1:10® (circulos rojos). La linea discontinua horizontal
citotoxicidad podria ser debido a  representa el 50% de viabilidad.

con una ICso de 0,07 pM. Esta

gue la unién del tag de histidinas

del dominio marcador unido al cobalto de las nanoestrellas, disminuye la cantidad de
cobalto libre, potencialmente tdxico, dispuesto en la superficie de las AUNS. El complejo
AUNS-IMTXA33aS presenta una mayor citotoxicidad, tanto respecto a las AuNS solas,
como unidas al dominio marcador, debido a la internalizacién del complejo, y a la accién

téxica de la ribotoxina a-sarcina, con una ICso de 0,02 pM.

Con el fin de cerciorarse que la toxicidad de la a-sarcina ejercida por el complejo AuNS-
IMTXA33aS estaba determinada por la especificidad del dominio marcador scFvA33, se

llevé a cabo un ensayo de viabilidad por MTT sobre células HeLa (GPA33-) a las 48 horas.

En la Figura C.16, se observa que las células HelLa fueron menos sensibles a la
citotoxicidad ejercida por el cobalto de las nanoestrellas que las células SW1222, pues,
aunque la viabilidad celular disminuye con la concentracion de AuNS, la viabilidad es

superior al 50% para todas las concentraciones.

Tanto el complejo AuNS-scFVA33 como el complejo AuNS-IMTXA33aS presentan
viabilidades del 100% para todas las concentraciones. Ello indica que el tag de histidinas

tanto del scFvA33 como de IMTXA33aS, al estar unido al cobalto de AuNS disminuye la
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citotoxicidad de este. Por otra
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Figura C.16. Ensayo de viabilidad celular por MTT a las 48

horas sobre células Hela, utilizando AuNS (circulo negro), Una de las principales

AUNS-sCFVA33 1:1(,)6 (circulos azules) y AUNS-IMTXA33aS 1:10°  caracteristicas de las
(circulos rojos). La linea discontinua horizontal representa el 50%
de viabilidad. nanoparticulas de oro, (o

nanoestrellas en este caso) es
el efecto fototérmico o capacidad que presentan de transformar energia luminica infrarroja
en energia calorifica, aumentando la temperatura del ambiente circundante y provocando

la muerte de las células tumorales. (Liu et al., 2019).

Por ello, se llevé a cabo un experimento de viabilidad tras irradiacion infrarroja, con el fin
de determinar, en primer lugar, si el calor producido por las AuNS al ser irradiadas
provocaba muerte celular en las células SW1222, y en segundo lugar si esta muerte celular
causada por el efecto fototérmico se veia aumentada para el caso del complejo AUNS-
scFvA33, al dirigir el dominio marcador el complejo al interior de las células, siendo
posteriormente irradiadas con luz infrarroja. El laser utilizado fue un laser de haz continuo
a 808 nm (Lépez de Pablo et al., 2014), con lo que la longitud de onda emitida solaparia
con el pico de absorbancia de las AuNS sintetizadas, siendo esta una condicion necesaria
para la transduccion fototérmica. La utilizacion de un laser de haz continuo en vez de un
laser de pulsos en nano o femto segundos radica en que esta Ultima irradiacion causa
necrosis, mientras que la muerte celular con haz continuo es por apoptosis (Huang et al.,
2010).

Asi, tal y como se describe en Materiales y Métodos (Potencial citotéxico del complejo
AuNS-scFVA33 con efecto fototérmico) se sembraron las células SW1222, a razéon de
10.000 células/well, y se incubaron con AuUNS y con AuNS-scFvA33 a distintas
concentraciones. Pasadas 24 horas, se irradiaron los pocillos con el laser de haz continuo

a 808 nm durante 2 minutos, y se midi6 la viabilidad celular mediante MTT.
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En la Figura C.17 se muestra el resultado de la viabilidad de las células SW1222 a las 24
horas. La incubacion con el complejo AUNS-scFVA33 no resultd citotoxico a las 24 horas,
permaneciendo la viabilidad en torno al 100% para todas las concentraciones, debido como
ya se ha indicado a que el cobalto esta unido al tag de histidinas de scFvA33, en vez de
permaneciendo libre y potencialmente toxico. No obstante, cuando tras la incubaciéon con
AuNS-scFVvA33 se irradiaron los pocillos con luz infrarroja, la viabilidad disminuy6 hasta el
80%, alcanzandose el 60% a los 0,1 pM, indicando efectivamente que se estaba dando
muerte celular por el efecto fototérmico. Esta muerte celular térmica es practicamente
idéntica a la provocada cuando las células son incubadas con AuNS, sin dominio marcador,
y posterior irradiadas con luz infrarroja, reduciéndose la viabilidad al 80%. No obstante, a
partir de 0,1 pM de AuNS, comienza a darse una mayor muerte térmica con AUNS-scFvA33
(60% viabilidad) respecto a AuNS (80%) que si podria ser debida a la direccién especifica

de las AuNS hacia las células tumorales, llevada a cabo por el dominio marcador.
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Figura C.17. Ensayo de viabilidad celular por MTT de células SW1222 tras ser incubadas
con AuNS-scFVvA33 sin irradiacion (circulos negros); o con AuNS (triangulos verdes) o AuNS-
scFvA33 (circulos azules) durante 24 horas y posterior irradiacion infrarroja a 808 nm.
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El aumento en la incidencia y la mortalidad del cancer, y la relacion de algunos tipos con la
riqueza econémica y estilo de vida occidental, como es el caso del cancer colorrectal, ha
llevado a una busqueda global de tratamientos y nuevas estrategias terapéuticas para
hacerle frente. En este sentido, el campo de la inmunoterapia y las inmunotoxinas ha
experimentado un notable avance desde el concepto de “bala magica” propuesto por Paul
Ehrlich en 1856, hasta el desarrollo clinico de inmunotoxinas frente a diversos tipos de
cancer. No obstante, la aparicion de problemas de inmunogenicidad, de toxicidades
inespecificas, de escasa penetracion tumoral en canceres sélidos, asi como una elevada
degradacion intracelular en los lisosomas, han puesto de manifiesto la necesidad de

optimizar los disefios actuales de inmunotoxinas.

Nuestro grupo de investigacion lleva mas de 30 afios dedicados a la investigacion de
inmunotoxinas basadas en ribonucleasas fungicas, siendo la a-sarcina la mas utilizada por
su elevada eficacia catalitica, su exquisita especificidad y su elevada estabilidad. La
presente Tesis Doctoral se ha centrado en investigar el desarrollo de optimizaciones de
inmunotoxinas tomando como molde la inmunotoxina IMTXA33aS, ya caracterizada in vitro
e in vivo (Carreras-Sangra et al., 2012; Tomé-Amat et al., 2015c), construyendo nuevos
disefios mas eficientes y seguros, asi como combinando los ya existentes para constituir
potentes herramientas nanobiotecnoldgicas que permitan una aproximacion mas completa

para erradicar esta enfermedad.

D1. Produccion y caracterizacion de toxinas e inmunotoxinas no

inmunogénicas.

Pese al prometedor potencial terapéutico de las inmunotoxinas, el uso de componentes de
origen bacteriano o de plantas, incluidos en su dominio toxico, conlleva la aparicion de una
serie de afectos adversos, fundamentalmente por su caracter inmunogénico, que implica
una disminucién de su eficacia terapéutica (Mazor et al., 2018; Mazor & Pastan 2020). Por
un lado, la generacién de anticuerpos anti-droga (ADAS) y de anticuerpos neutralizantes
por parte del sistema inmune del paciente disminuye la concentracion de agente
terapéutico, obligando a repetidas administraciones a lo largo del tiempo. Ademas, la
circulacion repetida y sistémica de estos complejos antigeno-anticuerpo, asi como los
propios ADAs puede producir efectos adversos en el paciente, como reacciones
autoinmunes, reacciones de hipersensibilidad o hepatotoxicidad, entre otros (Appelbaum
& Bernstein, 2017). Por ello, una de las principales estrategias desarrolladas actualmente
en el disefio de inmunotoxinas va dirigida a la humanizacién de las inmunotoxinas, tanto

en su dominio marcador como téxico.
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Las inmunotoxinas desarrolladas en nuestro grupo de investigacion, basadas en el dominio
marcador frente al antigeno GPA33 y presentadas en el bloque A de resultados de esta
Tesis Doctoral, incluyen un scFvA33 humanizado, por lo que no provocaria una respuesta
inmune. En el caso de la a-sarcina, se ha descrito el caracter poco inmunogénico de las
ribotoxinas fangicas (Rathore & Bathra 1996; Goyal & Bathra, 2000). Sin embargo, parece
obvio que considerando una aplicacion terapéutica de las inmunotoxinas basadas en ellas,

la eliminacion completa de su inmunogenicidad es absolutamente necesaria.

Se han identificado 2 epitopos principales de linfocitos T en la ribotoxina fungica a-sarcina,
el epitopo 1 (aminoéacidos 9-18) y el epitopo 2 (aminoacidos 134-142) (Jones et al., 2016).
Pese a que son epitopos débiles, pues las ribotoxinas son poco inmunogénicas (Rathore
& Bathra 1996; Goyal & Bathra 2000; Lacadena et al., 2007), el doble mutante de la a-
sarcina D9T/Q142T (aSDI) no provoca activacion, ni proliferacién de linfocitos T cuando
estos son estimulados por aquella, concluyéndose que es una variante no inmunogénica
de la a-sarcina (Figura D.1). No
obstante, y debido a que las
mutaciones puntuales pueden alterar
la estructura y funcion de una proteina,
se llevdo a cabo una caracterizacion
estructural y funcional de aSDI, con el
fin de determinar si mantenia la misma
estructura y funciéon que la a-sarcina
“wild type” (aSWT).

Los resultados de la presente Tesis

Doctoral muestran que aSDI se

expreso como una proteina

Figura D.1. Representacion tridimensional de la a-
sarcina con los 2 aminoacidos (gris) que se han mutado  recombinante en cepas de E. coli
para eliminar los epitopos de células T. Los distintos

componentes de estructura secundaria se representanen  RB791, purificandose a
diferentes colores: lAmina 8 (amarillo), a-hélice (rojo) y los
loops con estructura aleatoria (verde).

homogeniedad con un rendimiento

final de 2 g/L de induccion.

La caracterizacion estructural mostré que aSDI estaba correctamente plegada en
disolucién, con un predominio de estructura secundaria f3, y una estabilidad térmica y
emision de fluorescencia idénticos a los de aSWT, con lo que ningun aspecto estructural
se ve modificado por las mutaciones D9T/Q142T (Martinez-del-Pozo et al., 1988; Lacadena,
1997).
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La caracterizacion funcional se baso en la evaluacion de la actividad ribonucleolitica de la
a-sarcina frente al RNA ribosomal, y en su capacidad para interactuar con membranas
lipidicas. El andlisis de la capacidad ribonucleolitica mostrd, a partir de los tres ensayos
llevados a cabo, que aSDI presentaba una actividad ribonucleolitica similar o incluso algo

superior que aSWT.

Este aumento de eficacia ribonucleolitica no seria debida, o al menos no exclusivamente,
a una mayor interaccion de aSDI con el ribosoma, o con alguno de sus componentes, pues
en el ensayo de SRL y en el zimograma, en los que no hay ribosomas, también se observo
esta mayor actividad. Es posible que la cercania de la mutacion Q142T, con el residuo
His137, perteneciente al centro activo de la a-sarcina, modifique su actividad enzimética,
incrementandola. En concreto, el epitopo 2 se localiza en el loop 5 de la a-sarcina, estando
este loop en contacto con otras partes de la proteina a través de interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrégeno y enlaces salinos, lo que podria explicar este pequefio aumento de

eficacia catalitica (Pérez-Cafiadillas et al., 2000; Jones et al., 2016).

Respecto a la interaccion con lipidos, aSDI muestra la misma actividad de interaccién con
lipidos, y agregacion de vesiculas que la aSWT, por lo que ninguna de las mutaciones esta
implicada en la interaccién, ni en la capacidad de atravesar membranas lipidicas, pese a
que el epitopo 1 esta localizado en la horquilla B terminal, estructura implicada en la

interaccion con lipidos (Garcia-Ortega et al., 2002)

Debido al mantenimiento de las funciones propias de la a-sarcina, y a su caracter no
inmunogénico, aSDI resulta 6ptima como componente del dominio téxico en el disefio de
inmunotoxinas. Asi, se ha disefiado la inmunotoxina no inmunogénica, IMTXA33aSDI, cuyo
dominio marcador es un scFv humanizado frente a GPAS33, y cuyo dominio tdxico es la a-
sarcina no inmunogénica (aSDI). Esta nueva inmunotoxina, IMTXA33aSDI, se ha
expresado en la levadura P. pastoris, con un rendimiento final de 1 mg/L de induccion. La
caracterizacion in vitro realizada mostré que IMTXA33aSDI mantiene las mismas
caracteristicas estructurales, de actividad ribonucleolitica, de unién especifica y accién
citotoxica frente a células tumorales que su variante inmunogénica, la inmunotoxina ya
caracterizada IMTXA33aS (Carreras-Sangra et al., 2012), mostrado que las diferencias de
incremento de actividad ribonucleolitica detectadas para aSDI son indiferentes cuando se
encuentra formando parte del dominio téxico de una inmunotoxina. La caracterizacion in
vivo mostré que IMTXA33aSDI era capaz de disminuir el volumen tumoral de ratones
xenoinjertados con células tumorales SW1222, pasando de 2.000 mm?3 de volumen tumoral
en los ratones tratados con PBS a los 300 mm? de volumen tumoral en los ratones tratados

con IMTXA33aSDI. Este efecto antitumoral es idéntico al observado para la inmunotoxina
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IMTXA33aS, para la cual en el dia 10 de tratamiento el volumen tumoral no superé los 400
mm?3 (Tomé-Amat et al., 2015c). El andlisis prolongado en el tiempo del crecimiento tumoral
tras la administracién de IMTXA33aSDI, mostré una recurrencia del tumor, aumentando el
volumen tumoral y alcanzandose los 2500 mm? a los 25 dias con 25 pg de IMTXA33aSDlI,
y a los 30 dias con 50 pg de IMTXA33aSDI (Figura D.2). Por tanto, si bien IMTXA33aSDI

no eliminé completamente el tumor, si que aument6 de forma significativa el tiempo de

supervivencia.
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Figura D.2. Evolucidn del crecimiento tumoral en ratones xenoinjertados con células SW1222
tras el tratamiento con las distintas inmunotoxinas. Las curvas representan al grupo tratado con
PBS (negro), con IMTXA33aSDI 25 ug (verde) y 50 pg (azul) y con IMTXA33furaSDI 25 ug (rosa) y
50 pg (rojo). La linea discontinua vertical marca el tiempo a partir del cual se dejé de administrar el
tratamiento.

Por otro lado, considerando que la eficacia de una inmunotoxina esta determinada de
manera critica por su procesamiento intracelular, en funcién de la ruta intracelular seguida,
fundamentalmente por el dominio toxico, hasta su liberacién al citosol (Tortorella et al.,
2012; Tomé-Amat et al., 2015a; Ruiz de la Herran et al., 2019) se disefid la inmunotoxina
no inmunogénica IMTXA33furaSDI, que al igual que IMTXA33aSDI presentaba un scFv
frente al GPA33 como dominio marcador, y aSDI como dominio toxico, pero incluyendo
una secuencia de reconocimiento de la enzima furina. La actividad proteolitica de la furina
tiene lugar sobre el aminoacido posterior a la secuencia de reconocimiento, siendo Arg-X-

(Arg/Lys)-Arg la secuencia de mayor afinidad, y Arg-X-X-Arg la secuencia minima de
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reconocimiento (Van de Ven et al., 1991; Ruiz-de-la-Herran et al., 2019). Para el disefio de
IMTXAS33furaSDI se utilizé la secuencia minima, al basarse la expresion de la inmunotoxina
en la eliminacién del factor a y la consiguiente secrecion al medio extracelular por la
proteasa de la levadura Kex2. Al ser Kex2 de la familia de serin-porteasa del tipo subtilisina,
como la furina, se incopord la secuencia minima, pues con esta secuencia la eficacia
catalitica de Kex2 por la secuencia de reconocimiento de la furina es muy reducida
(Rockwell et al., 2002; Bader et al., 2008). Este menor reconocimiento de la enzima furina
por la secuencia minima explica que en el ensayo de furina, la liberacion del dominio toxico,
la aSDI, no sea completa, y tras 24 horas de reaccion enzimatica, la mayor parte de la

inmunotoxina adn no esté escindida.

La caracterizacion estructural y funcional in vitro de IMTXA33furaSDI mostré que mantenia
su actividad ribonucleolitica y de unién especifica a las células tumorales SW1222, siendo
la eficacia citotoxica de IMTXA33furaSDI (ICso de 12 nM) en el ensayo de MTT superior a
la de IMTXA33aSDI (ICsp de 150 nM) (Tabla D.1), debido al procesamiento de la
inmunotoxina por la enzima furina presente en la membrana de los endosomas tempranos
y del reticulo endoplasmatico, la liberacién de aSDI y su traslocacibn mas rapida al
citoplasma. No obstante, en el ensayo de Leu-H3 no se observé ninguna mejora
significativa de la citotoxicidad de IMTXA33furaSDI respecto a IMTXA33aSDI. Ello puede
ser debido a que el ensayo de Leu-H? detecta la inhibicién de la biosintesis de proteinas,
gue en un tiempo posterior dara lugar a la muerte celular, detectada por el ensayo de MTT,
por lo que puede que la deteccidon de la mayor eficacia citotdxica por parte de A33furaSDI

requiera tiempos menores para el ensayo de Leu-H3,

Inmunotoxina IC50 72h (MTT) | 1C50 72 h (Leu-H?)
IMTXA33aSDI 150 nM 20 nM
IMTXA33furaSDI 12 nM 20 nM

Tabla D.1: Resumen de las ICso para los 2 ensayos de citotoxicidad llevados a cabo (MTT y
Leu-H®) de las 2 inmunotoxinas no inmunogénicas analizadas (IMTXA33aSDI vy
IMTXA33furaSDl).

La inclusion de un sitio de restriccion de furina mejora la eficacia citotoxica de las
inmunotoxinas con distintos dominios téxicos, como la toxina de Pseudomonas (Weldon et
al., 2015) o ribotoxinas, como la restrictocina (Goyal & Batra, 2000) o la a-sarcina (Ruiz-
de-la Herran et al., 2019) cuando estas son analizadas in vitro. No obstante, hay pocos

estudios que analicen su eficacia antitumoral in vivo.
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En el caso de IMTXA33furaSDI, cuando se administrd a ratones nude con xenoinjertos de
cancer colorrectal produjo una disminucion de volumen tumoral idéntico al llevado a cabo
por la administracion de IMTXA33aSDI. Sin embargo, si se observaron diferencias en la
duracion de su eficacia tras la administracion de la inmunotoxina. Asi, mientras que el
volumen de los tumores tratados con 50 ug de IMTXA33aSDI aumentd hasta los 2.500
mm?3 (volumen a partir del cual son sacrificados) a los 30 dias, el volumen de los tumores
tratados con 50 pg de IMTXA33furaSDI se mantiene en torno a los 700 mm? hasta los 30
dias (Figura D.2). Estos resultados indicarian que la inclusion del sitio de corte por furina
no sélo conduce a un procesamiento mas Optimo de la inmunotoxina, permitiendo una
liberacién mas rapida al citosol, sino que este procesamiento se traduce in vivo en una
disminucién del volumen tumoral, un retraso en su recurrencia y recuperacion y una mayor
supervivencia, pues ningun ratén tratado con IMTXA33furaSDI 50 ug tuvo que ser

sacrificado por alcanzar un alto volumen tumoral en el tiempo de duracién del ensayo.

Tanto IMTXA33aSDI como IMTXA33furaSDI seguirian una ruta intracelular que implicaria
a los endosomas tempranos-aparato de Golgi-reticulo endoplasmatico, y concluiria con la
liberacién en ultima instancia de aSDI al citosol de las células tumorales (Ruiz de la Herran
et al., 2019; Ruiz de la Herran, 2021). No obstante, la presencia de un sitio de furina
permitiria que la enzima furina presente en las membranas de los endosomas tempranos
y del aparato de Golgi (Thomas, 2002) liberase el dominio toxico de IMTXA33furaSDI. Esta
aSDI libre, debido a su capacidad de interactuar con fosfolipidos acidos presentes en las
membranas internas de estos endosomas (Gruenberg, 2003; Zhao et al., 2013), alcanzaria
el citosol de las células tumorales mas rapido y en mayor nimero respecto al dominio téxico
de la variante sin furina, en la que parte de las moléculas de aSDI seria degradada en los
lisosomas o alcanzaria el citosol mas lentamente a través de la via retrégrada. De esta
manera IMTXA33furaSDI alcanzaria y eliminaria mas células tumorales y a mayor
velocidad, lo que explicaria la ausencia de recurrencia en el crecimiento tumoral para la
dosis de 50 ug. Las diferencias observadas para las dosis de 25 pg o 50 ug de
IMTXA33furaSDI suministrada plantean la realizaciéon de nuevos ensayos para determinar

la dosis 6ptima en relacién con su eficacia a largo plazo.

Como ya ha sido indicado, uno de los principales problemas a la hora de administrar
multiples dosis de inmunotoxinas como agentes terapéuticos es el desarrollo de
anticuerpos neutralizantes por parte del paciente, que ademas de reducir la eficacia de la
inmunotoxina, puede provocar efectos secundarios adversos. Por ello, se llevo a cabo la
caracterizacion inmunoldgica de las dos inmunotoxinas que incluian la variante no
inmunogénica de la a-sarcina (IMTXA33aSDI y IMTXA33furaSDI) en comparacion con la

inmunotoxina incluyendo la forma wild type de la a-sarcina (IMTXA33aS).
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El rechazo inmunolégico de una inmunotoxina comprende tanto al sistema inmune innato
como al sistema inmune adquirido. El sistema inmune innato comprende monocitos,
macrofagos, células dendriticas... cuyas principales funciones son el reconocimiento de
receptores de reconocimiento de patron (PRRs) presentes en bacterias, hongos..., el
reclutamiento de células inmunes, la liberacion de citoquinas proinflamatorias, y la
fagocitosis de los patdégenos, y su procesamiento como péptidos antigénicos para la
posterior presentacion y activacion de linfocitos By T (Si-Tahar et al., 2009). Por tanto, la
activacion inmune innata es un elemento clave y temprano en el reconocimiento de las
inmunotoxinas como agentes inmunogénicos. La utilizacién de las células THP-1 como
modelo de monocito y activacion del sistema inmune innato es un método frecuentemente
utiizado para estudios de enfermedades inflamatorias (Pandur et al., 2021) y
administracién de agentes terapéuticos (Sun et al.,, 2020). Para el caso de las
inmunotoxinas estudiadas, no se produjo activacibn de monocitos en ningln caso,
indicando que ninguna de las inmunotoxinas no inmunogénicas, ni la inmunotoxina wild

type era reconocido por los monocitos.

Para la generacion de ADAS, se precisa la activacion de linfocitos B, para que cambien su
fenotipo a células plasmaticas productoras de anticuerpos. En este proceso intervienen las
células presentadoras de antigenos y los linfocitos T CD4+, siendo estas células
componentes del sistema inmune adquirido. Debido al papel necesario de los linfocitos T
en la activaciéon de los linfocitos B, al intervenir en los procesos de maduracion de la
afinidad y de class switching, y a la invariabilidad de las especificidades de los linfocitos T
(frente a la variabilidad de los linfocitos B), la eliminacion de los epitopos de las células T
es una estrategia mas eficaz que la eliminacién de los epitopos de las células B para la

reduccién de la inmunogenicidad (Yeung et al., 2004; Mazor et al., 2017).

Para la evaluacion de la activacion inmunolégica de los linfocitos por parte de las
inmunotoxinas, se analizo la activacion y proliferacion de células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), asi como la secrecion de citoquinas. La proliferacion de PBMCs es un
método adecuado para medir la activacion de linfocitos, al ser la composicion de los PBMCs
aislados un 5% de monocitos, 10% linfocitos NK, 15 % linfocitos B y 70% linfocitos T, de
los cuales el 70% son linfocitos T CD4+ (Corkum et al., 2015). Los resultados de la
proliferacion de PBMCs estimulados con las inmunotoxinas no inmunogénicas o con la
inmunotoxina original, tanto por contaje con hemocitbmetro como por disminucién de la
sefial de la sonda fluorescente intracelular CFSE al dividirse los PBMCs, mostraron que
ninguna de las inmunotoxinas analizadas provocaba activacién de linfocitos, mientras que
IMTXA33aS si producia un aumento de proliferacion de PBMCs al aumentar la

concentracion, si bien no llegaba a superar el umbral de activacion inmunologica.
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Estos datos fueron corroborados con la cuantificacion de la secrecion de citoquinas. Asi,
para el caso de IL-4, como modelo de citoquina producida por linfocitos Th2 en respuesta
a parasitos y procesos alérgicos, ninguna concentracion de ninguna inmunotoxina provoco
secreciéon por encima del umbral de activaciéon inmunoldgica. En el caso del IFNy, como
modelo de citoquina producida por linfocitos Thl en respuesta a virus y bacterias, asi como
de activaciéon de linfocitos T estimulados por antigenos (Tassignon et al., 2005) so6lo la
inmunotoxina original a la concentracion mas baja mostro activacién por encima del umbral
inmunoldgico, mientras que las inmunotoxinas no inmunogénicas no mostraron activacion
a ninguna concentracion. La activacion de IMTXA33aS a 0,5 uM podria deberse a un error
experimental en ese punto pues a mayores concentraciones de IMTXA33aS no se observo
activacion, o algun efecto derivado de su citotoxicidad sobre los linfocitos, pese a que en
los ensayos de proliferacion de PBMCs en ninglin momento se muestra una disminucién
de la viabilidad. M&s bien se produce un incremento en la proliferacion al aumentar la
concentracion de IMTXA33aS que en ningln caso sobrepasaba el umbral de activacion
inmunoldgica. Recientemente se esta utlizando IL-2 como modelo de activacion,
diferenciacién y memoria de células T, al ser més especifico de estas, por lo que analizar
la secrecion de esta citoquina por parte de los PBMCs podria aportar mas informacion
(Mazor & Pastan, 2020).

En los ensayos realizados para el estudio de la secrecién de IL-10, ninguna inmunotoxina
a ninguna concentracion superoé el umbral de activacion inmunolégica, con niveles muy por
debajo de dicho umbral. No obstante, la IL-10 es una citoquina producida por muy diversos
tipos células (células de linea linfoide, mieloide, células epiteliales y tumorales) con efectos
muy diversos. Aungue tiene un papel clasico antiinflamatorio e inmunosupresor, inhibiendo
la respuesta de linfocitos T limitando la presentacion de antigenos por macréfagos y células
dendriticas también se han descrito efectos estimuladores sobre los linfocitos T CD8+,
aumentando su proliferacién y la secrecién de IFNy (Saraiva et al., 2019). Por ello, seria
necesario contextualizar con distintos tipos celulares los efectos bioldégicos concretos de la

baja secrecién de esta citoquina.

Queda por tanto corroborado que, pese a que la a-sarcina provoca activacion de linfocitos
y es posible reducir su inmunogenicidad (Jones et al., 2016), cuando esta ribotoxina forma
parte del dominio téxico de una inmunotoxina, en general se comporta como no
inmunogénica, con minimas diferencias de inmunogenicidad entre variantes de
inmunotoxinas inmunogénicas (IMTXA33aS) y no inmunogénicas (IMTXA33aSDI y
IMTXA33furaSDI) (Rathore & Bathra 1996; Lacadena et al, 2007). Ello puede ser debido a
que, a causa del pequefio tamafio de las ribotoxinas, sus epitopos débilmente

inmunogénicos queden enmascarados por el dominio marcador, que en nuestro caso
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consiste en un scFv humanizado de mayor tamafio (25 KDa) que el dominio toxico (17
KDa).

D2. Produccién y caracterizacién de nanoinmunotoxinas basadas
en un nanobody (VHH) frente a EGFR.

El segundo de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral implicaba el disefio,
produccion y caracterizaciéon de nanoinmunotoxinas, incluyendo como dominio marcador
un nanobody frente a EGFR, el VHH 7D12. Asi, se plantearon tres disefios, la
nanoinmunotoxina (VHHEGFRaS); esta misma construccion, pero con formato trimérico
(TriVHHEGFRaS), debido a la incorporacion de un dominio de trimerizacion del colageno
XVIIl a VHHEGFRaS; y finalmente una nanoinmunotoxina biespecifica no inmunogénica
(Biesp-aSDI), que ademas del dominio marcador VHHEGFR frente al EGFR presenta el
dominio marcador scFvA33, frente a GPA33, incorporando ademas la variante no

inmunogénica de la a-sarcina (aSDI).

EGFR esta sobreexpresado en un elevado nimero de canceres de origen epitelial, por lo
gue constituye una diana terapéutica apropiada para el desarrollo de anticuerpos
monoclonales e inmunotoxinas (Biteghe et al., 2020). En la actualidad, la administracion
del anticuerpo monoclonal cetuximab, dirigido frente a este marcador tumoral, esta
aprobado como terapia dirigida ampliamente empleada para el tratamiento de canceres
colorrectales con sobreexpresion de EGFR, habiéndose desarrollado diferentes
inmunotoxinas basadas en cetuximab como dominio marcador, con efecto antitumoral in
vitro (Niesen et al., 2015; Wu et al., 2020). Sin embargo, al utilizarse anticuerpos completos,
las inmunotoxinas presentan un elevado tamafio que dificulta la penetracién en tumores
sélidos, limitindose la accion citotoxica a la periferia del tumor, por lo que se han
desarrollado también inmunotoxinas cuyos dominios marcadores son scFv de cetuximab,
presentando efecto antitumoral tanto in vitro como in vivo (Azemar et al., 2000; Bruell et al.,
2005)

La aparicion de los nanobodies ha supuesto un avance significativo en el disefio de
inmunotoxinas debido entre otros a su menor tamafio, lo que les permite una mayor
penetracién en tumores soélidos (Allegra et al., 2018), asi como a través de la barrera
hematoencefalica (Abulrob et al., 2005), su elevada estabilidad, su baja inmunogenicidad,
asi como un rapido aclaramiento renal, reduciendo toxicidades inespecificas. Por ello,
disefiar y producir nanoinmunotoxinas, con nanobodies como dominio marcador y un

menor tamafio facilitaria la penetracion tumoral, y la eliminacién de células tumorales en el
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interior del tumor, donde se encuentran mayoritariamente las células madre del cancer,
responsables en Ultima instancia de la recurrencia. Los resultados obtenidos con nuestras
construcciones basadas en VHHEGFR suponen una confirmacion de su potencial
terapéutico.

En primer lugar, VHHEGFRaS, se expreso en P. pastoris, con un rendimiento final de 4
mg/L de induccion, rendimiento muy superior al obtenido para inmunotoxinas con scFv
como dominio marcador (1mg/L), debido al menor tamafio de la construccién, lo que
favoreceria una mayor y mejor secrecion al medio extracelular. La caracterizacion
estructural mostré que VHHEGFRaS estaba correctamente plegada, con un predominio de
estructura 3, al ser esta la estructura secundaria mayoritaria tanto de los VHH como de la
a-sarcina, con una Tm de 50°C. Si bien esta es menor que la descrita para los VHH solos
(Harmsen et al., 2007; Moradi et al., 2020; Sun et al., 2021), sugiriendo que la incorporacion
del dominio téxico de la a-sarcina disminuiria su estabilidad, sin embargo sigue siendo una
construccion con una alta termoestabilidad, en cualquier caso por encima de la temperatura
fisiolégica a la que debe actuar como agente terapéutico. VHHEGFRaS mantiene la
capacidad ribonucleolitica especifica de su dominio toxico y mostré capacidad de union
especifica a las células EGFR+ (A431), mientras que no se unio a células EGFR- (SW1222).
Coherentemente, VHHEGFRaS solo presenté actividad citotdxica especifica frente a las
células A431, con una ICs, de 500 nM en el ensayo de viabilidad celular por MTT tras 72
horas de incubacion, y de 200 nM para el ensayo de inhibicion de biosintesis de proteinas.
La menor ICso en el ensayo de Leu-H? respecto al de MTT, también observable en el resto
de inmunotoxinas estudiadas, puede deberse como se ha indicado a que la inhibicién de
la biosintesis de proteinas, medida por el ensayo de Leu-H?, es un proceso que ocurre
previamente a la muerte celular, medida por el ensayo de MTT. En cualquier caso, los
valores obtenidos de ICsp son mas elevados que los obtenidos por otras
nanoinmunotoxinas basadas en el VHH 7D12 (Deng et al., 2017), pudiendo deberse al
elevado crecimiento de las células A431 (Barnes, 1984), capaz de enmascarar el efecto
citotoxico de VHHEGFRaS, o a la dificultad de la a-sarcina para separarse del dominio

marcador tras su internacion.

Por otro lado, los ensayos de estabilidad muestran que la nanoinmunotoxina VHHEGFRaS
mantiene su integridad estructural y su capacidad de unién especifica a las células A431 a
37°C y en presencia de medio hasta las 96 horas, lo cual es coherente con la elevada
estabilidad de los nanobodies, lo que favoreceria enormemente su aplicaciéon terapéutica

in vivo.
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La caracterizacién in vivo mostré6 que la administraciéon cada 48 horas de VHHEGFRaS
inhibia el crecimiento tumoral de los tumores xenoinjertados en ratones. No obstante,
después de la administraciéon de VHHEGFRaS a los 10 dias, el volumen tumoral de los
ratones tratados crecié rapidamente a la misma velocidad que el control de PBS,
alcanzandose un volumen tumoral de 2.000 mm? a los 25 dias, sin que se observasen
diferencias significativas en funcién de la concentracién de nanoinmunotoxina suministrada,
ni en el volumen del tumor final alcanzado, ni en la velocidad de crecimiento en relacion
con los dias transcurridos hasta alcanzar dicho volumen final. Esto podria explicarse por el
menor tamano de VHHEGFRaS (32 KDa), respecto a las construcciones basadas en
formato scFv, ya que esta muy por debajo del umbral de filtracion glomerular (60-70 KDa),
por lo que la nanoinmunotoxina podria ser eliminada rapidamente de la sangre (Gainkam
et al., 2008; Huang et al., 2008). Asi, el efecto observado durante el tratamiento, con un
régimen de administracion cada 48 horas compensaria el rapido aclaramiento renal,
permitiendo la penetracién de VHHEGFRaS en el tumor, facilitada por su pequefio tamafio,
y produciendo una mayor inhibicion del crecimiento tumoral, en relacién con lo descrito
para otras inmunotoxinas basadas en cetuximab y que, debido a su mayor tamafio, eran
incapaces de penetrar en el tumor tan eficientemente (Wu et al., 2020). No obstante,
cuando se paré el régimen de administracion, el aclaramiento de VHHEGFRaS permitio la

rapida recuperacion del crecimiento tumoral.

Por otro lado, una de las estrategias utilizadas para aumentar la vida media en sangre de
anticuerpos o derivados consiste en disefar formatos triméricos que sobrepasen el umbral
de filtracién glomerular y que presenten una elevada retencion en el tumor a causa de su
mayor avidez o afinidad funcional (Cuesta et al., 2010; Rios et al., 2019). Estos formatos
triméricos, en el caso de las inmunotoxinas, aumentarian la carga tdxica, incrementando
su eficacia citotdéxica antitumoral (Lazaro-Gorines et al., 2019). Asi, se ha disefiado la
nanoinmunotoxina trimérica TriVHHEGFRaS mediante la incorporacion del dominio de
trimerizacién derivado del colageno XVIII (Tie ") entre el dominio marcador (VHHEGFR)
y el dominio téxico (a-sarcina). Tras su expresion en P. pastoris y posterior purificacion, se
observaron en el analisis electroforético dos bandas, correspondientes al monémero de
TriVHHEGFRaS, reconocida por el anticuerpo anti a-sarcina; y otra correspondiente a un
monomero de TriVHHEGFR, que no es reconocida por el anticuerpo anti a-sarcina. Estas
dos formas eluyeron de forma conjunta en una cromatografia de penetrabilidad, en el pico
correspondiente a 130 KDa (el tamafio de la nanoinmunotoxina en formato trimérico). La
Unica explicacion seria que la banda de 30 KDa efectivamente correspondiese a un
monomero de TriVHHEGFR, mondémero que en disolucidon se encuentra trimerizando

(razén por la cual aparece en el pico Unico de 130 KDa en la cromatografia de
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penetrabilidad), y al menos uno de los mondmeros del trimero es TriVHHEGFRaS (lo que
explicaria que las 2 bandas aparezcan en una proporcion 1:1 tras la cromatografia de Ni?*-
NTA, al estar el tag de histidinas en el extremo C-terminal de TriVHHEGFRaS). La razon
de que aparezcan estas dos bandas, en vez de la Unica banda de 45 KDa correspondiente
al monémero de TriVHHEGFRaS, puede ser debido al proceso de sintesis y potencial corte
proteolitico previo a la secrecion al medio extracelular de la cepa de levadura utilizada,
pues las pruebas de expresion llevadas a cabo tras la electroporacion determinaron que
segun la cepa y la colonia analizada aparecian las dos bandas, solo la banda de 30 KDa,

0 no se observaba ninguna banda (datos no mostrados).

La caracterizacién estructural de TriVHHEGFRaS mostré que la nanoinmunotoxina
trimérica presentaba una estructura secundaria caracterizada por la presencia de un
elevado porcentaje de lamina B (debido a los componentes estructurales de VHHEGFR y
de la a-sarcina) y de estructura aleatoria, a causa de los linkers flexibles situados entre el
dominio de trimerizacion y los dominios marcadores y téxicos que conforman lazos de
estructura aleatoria (Blanco-Toribio et al., 2014; Lé&zaro-Gorines et al.,, 2019). La
caracterizacion funcional mostré que TriVHHEGFRaS mantenia la capacidad
ribonucleolitica especifica sobre los ribosomas, liberando el fragmento a, asi como la
capacidad de unién especifica a células EGFR+. Cabe destacar, que a baja concentracion
(10 nM), TriVHHEGRaS presenté mayor capacidad de union a las células que su variante
monomeérica, VHHEGFRaS. Ello es coherente con lo observado para otras construcciones
triméricas (Lazaro-Gorines et al., 2019), y puede ser debido a que la primera unién de un
VHH a EGFR, favorece que se produzca una segunda y tercera union, interaccion que se
ve facilitada por la flexibilidad del linker peptidico de 21 aminoacidos que flanquea el
dominio de trimerizacién (Cuesta et al., 2009; Cuesta et al., 2010). El ensayo de
citotoxicidad llevado a cabo mostré que TriVHHEGFRaS presentaba actividad citotoxica
especifica frente a las células EGFR+, con una ICs, de 10 nM, 30 veces menor que la ICso
de su variante monomérica, VHHEGFRaS frente a las mismas células, a igualdad de
concentracion de mondmero. Este aumento en la eficacia citotoxica de la variante trimérica
respecto a la monomérica, debida a su multivalencia, al aumento de su avidez y al mayor
numero de moléculas toxicas dirigidas al interior de las células, permitiria una reducciéon en
la dosis administrada requerida para la obtencién del mismo beneficio terapéutico,

disminuyendo los efectos secundarios derivados de su toxicidad inespecifica.

La terapia dirigida frente a EGFR, con el desarrollo de cetuximab y panitumumab ha
constituido una estrategia terapéutica que ha mejorado la respuesta clinica y la
supervivencia en pacientes con cancer colorrectal metastasico. No obstante, pacientes que

inicialmente responden a cetuximab adquieren resistencia al tratamiento a lo largo de la
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terapia, a consecuencia de mutaciones en las vias de sefializacion downstream de EGFR,
como en KRAS o en PIK3CA (Karapetics et al., 2008; Wu et al., 2020). Por otro lado,
mutaciones o deleciones en EGFR, como la variante EGFRVIII, presentan un dominio
extracelular truncado que elimina el sitio de unioén al ligando o al potencial terapéutico,
otorgandole actividad kinasa constitutiva (Gan et al., 2013). Ademas, la heterogeneidad
intrinseca y la evolucion tumoral permite a los tumorales evadir tratamientos
monoespecificos mediante la evasion antigénica (Vyas et al., 2017; El-Sayes et al., 2021),
o el desarrollo de resistencias frente al tratamiento con inmunotoxinas (Dieffenbach &
Pastan, 2020). Por ello, desde hace mas de 50 afios (Nisonoff & Rivers, 1961) y gracias a
la tecnologia de anticuerpos es posible construir anticuerpos biespecificos, que estén
dirigidos a distintos epitopos de EGFR, o que estén dirigidos a distintos marcadores de
membrana, con el fin de bloquear distintas vias de sefializacion, y permitir la continuidad
en la eficacia antitumoral en caso de que alguno de esos marcadores se vuelva refractario

a la unioén de su correspondiente anticuerpo.

De acuerdo con esta idea, se ha diseflado y producido una inmunotoxina biespecifica
(Biesp-aSDI), que presenta como dominios marcadores el VHH 7D12 frente a EGFR y el
scFv frente a GPA33, y como dominio toxico la variante no inmunogénica de la a-sarcina
(aSDI). De esta manera, se combina la doble especificidad de los dos dominios marcadores,
junto con la potencia toxica y seguridad inmunogénica de la aSDI, ya analizada en el
Bloque A. Esta inmunotoxina biespecifica se expresdé nuevamente en P. pastoris
purificAndose a homogeneidad con un rendimiento de 3 mg/L de induccién. Al igual que en
el caso de VHHEGRaGaS, la presencia del dominio VHH en el extremo N-terminal parece
favorecer un incremento en el rendimiento de produccién y purificacion de las

construcciones en las que se incluye.

La caracterizacion estructural mostrd6 que Biesp-aSDI presentaba un plegamiento
adecuado con un predominio de estructura secundaria en lamina {3, debido al predominio
de este componente estructural en sus 3 componentes (el VHH7D12, el scFv frente a
GPA33, y la aSDI) y una Tm de 55°C, por encima de los 37°C a los que la inmunotoxina
llevaria a cabo su accién terapéutica, indicando la elevada estabilidad de Biesp-aSDI, pese

a su elevado tamafio molecular (58 KDa).

Del mismo modo, Biesp-aSDI mantenia la actividad ribonucleolitica especifica de la a-
sarcina sobre los ribosomas, liberando el fragmento a. Ademas, la funcionalidad de los dos
componentes del dominio marcador se puso de manifiesto por su capacidad de
reconocimiento y de unién, tanto a células EGFR+ (A431) como a células GPA33+

(SW1222). Ademas, cuando se compard la union de Biesp-aSDI con sus variantes
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monoespecificas (VHHEGFRaS o IMTXA33aSDI), se observa que la inmunotoxina
biespecifica mantiene la misma capacidad de unién, de acuerdo con el porcentaje de
células marcadas, que las variantes monoespecificas, indicando que ni el mayor tamafio
molecular de la inmunotoxina biespecifica, ni el hecho de que el dominio marcador scFvA33
esté flanqueado en su extremo N-terminal por VHHEGFR y en su extremo C-terminal por
aSDI provocd una disminucién en la capacidad de unidn de Biesp-aSDI a sus marcadores
tumorales diana, EGFR y GPA33.

Los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo con la inmunotoxina biespecifica mostraron
gue Biesp-aSDI presentaba actividad citotoxica especifica sobre células EGFR+ y GPA33+,
sin embargo, las ICsy obtenidas fueron mayores que las observadas con sus variantes
monoespecificas (1 uM frente a 300 nM para el caso de células A431 y 700 nM frente a
150 nM para el caso de células SW1222) (Tabla D.2). Estos resultados, sugeririan una
menor tasa de internacion de la inmunotoxina biespecifica, de mayor tamafio molecular
gue sus variantes monoespecificas, a pesar de no verse afectada la union a sus
marcadores tumorales, como se ha indicado anteriormente. Por tanto, serian necesarios
nuevos estudios que determinasen la eficacia de internacion y procesamiento intracelular
de la inmunotoxina biespecifica, y consecuentemente la tasa de liberacién del dominio
téxico (aSDI) al citosol. A pesar de todo, la biespecificidad citotéxica de Biesp-aSDI sobre
células que presenten en su membrana el antigeno tumoral GPA33, EGFR 0 ambos, junto
con la seguridad inmunogénica proporcionada por aSDI, convierten a Biesp-aSDI en un

seguro y potencial agente terapéutico para el cancer colorrectal.

IMTXA33aSDI 1mg/L 150 nM 20 nM

IMTXA33furaSDI 0,9 mg/I 12 nM 20 nM

VHHEGFRaS 4 mg/| 300 nM 200 nM
TriVHHEGFRaS 0,4 mg/l 10 nM -
VHHEGFRA33aSDI 3 mg/I 1uM (A431) -

700 nM (SW1222)

Tabla D.2. Tabla indicando el rendimiento de la produccion y las 1Csg, tanto para los ensayos de MTT como
para los ensayos de Leu-H? de todas las inmunotoxinas disefiadas y caracterizadas en la presente tesis
doctoral.

Por tanto, el conjunto de resultados obtenidos con las tres construcciones basadas en el

empleo de nanobodies confirman y apoyan su potencial aplicacién en el tratamiento y
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diagnostico del cancer. Su elevada capacidad de union, su termorresistencia y elevada
estabilidad, asi como su baja inmunogenicidad los convierten en candidatos idoneos para
su incorporacion en el disefio de inmunotoxinas de nueva generacion. En la actualidad,
existen numerosos ensayos clinicos de terapia antitumoral basada en nanobodies frente a
tumores hematol6gicos (Wu et al., 2014), glioblastoma (Van de Water et al., 2012), cancer
colorrectal (Behar et al., 2009; Allegra et al., 2018), confirmando el inmenso potencial que
tienen los nanobodies y sus derivados como agentes terapéuticos antitumorales. Ademas,
el caracter modular de las inmunotoxinas permite la incorporacion de dominios de
trimerizacién, incrementando su avidez y carga tdxica, asi como de otros dominios
marcadores, permitiendo la unién simultdnea a diferentes marcadores, bloqueando

distintas vias de sefalizacion.

D3. Vehiculizacion de inmunotoxinas mediante nanoparticulas de

oro.

Recientemente, ha surgido un elevado interés en el empleo de nanomateriales para el
tratamiento de enfermedades, no solo con el fin de reducir la invasividad y la toxicidad
inespecifica, sino por sus caracteristicas especificas que aportan nuevas propiedades con
potencial aplicacion terapéutica. Una de las principales caracteristicas de estos
nanomateriales es que, debido a la reactividad de su superficie en funcion del material del
gue estén constituidos, y a su elevada ratio superficie/volumen, se pueden fusionar con
distintos agentes, combinando diferentes propiedades de interés médico (absorcion
infrarroja y efecto fototérmico, fluorescencia, magnetizacién, unién especifica mediante
anticuerpos, agentes quimioterapéuticos) en una Unica particula de dimensiones
nanomeétricas para desarrollar plataformas o vehiculos nanomédicos para la administracion
terapéutica, marcaje especifico, efectos antitumoral, monitorizacién... (Park et al., 2008;
Wang et al., 2008; Singh et al., 2018; Chen et al., 2020).

Ademas de servir como plataformas nanomédicas, estos nanomateriales pueden presentar
un efecto fototérmico en funcién del material del que estén constituidos, convirtiendo la
energia luminica incidida a través de la penetracion en los tejidos en energia térmica,
pudiendo utilizarse para la eliminacién de células tumorales (Jaque et al., 2014). Asi, puede
utilizarse este efecto dual de las nanoparticulas para diseflar nuevas estrategias
terapéuticas que combinen la fototerapia de las nanoparticulas, con el efecto terapéutico

de las inmunotoxinas adheridas a la superficie de estas nanoparticulas.
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Para ello, en primer lugar, se sintetizaron nanoparticulas de oro (AuNP), que presentan
una elevada eficiencia fototérmica, sencillez y rapidez de sintesis y modificacion de su
superficie, una elevada estabilidad, asi como ausencia de toxicidad o inmunogenicidad, y
una elevada penetracion y retencion en tejidos (Chen et al., 2013; Singh et al., 2018; Liu et
al., 2019). Ademas, la resonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR, de Localized
Surface Plasmon Resonance) de las AuNP puede ser usado tanto para monitorizar por
imagen como para terapia fototérmica, convirtiéndolas en agentes terandsticos, utilizados

tanto para terapia como para diagnéstico. (D Hollander et al., 2020)

Entre las diferentes morfologias posibles de nanoparticula, se seleccionaron aquellas con
morfologia de nanoestrellas (AuNS), sintetizandolas mediante un crecimiento mediado por
semillas (Yuan et al., 2012; Ahijado-Guzman et al., 2020), debido a que las AuNS presentan
una baja toxicidad, una elevada endocitosis celular y una elevada generacién de calor
comparado con otras morfologias, como nanorods, nanojaulas o nanoesferas (D Hollander
etal., 2020; Pakravan et al., 2021). Tras su sintesis, se recubrieron con PEG para aumentar
su estabilidad y disminuir su agregacion, y se funcionalizaron con el grupo funcional ANTA-
Co'", para la union del tag de histidinas, presentes en el extremo C-terminal de nuestras
inmunotoxinas. El diametro de las AuNS sintetizadas fue de 55 nm, siendo el tamafio de
didmetro de 50 nm el 6ptimo para la interaccion de las AuNS con las células (Verma et al.,
2010) y para la penetracion en los fragiles vasos sanguineos de la vasculatura tumoral
(Zhao et al., 2018). No obstante, diametros superiores a 100 nm han resultado mostrar una

mayor retencion tumoral (Nomura et al., 1988; D"Hollander et al, 2020).

Tras la sintesis de AuNS, se analizaron las condiciones 6ptimas de unién (inicialmente
solamente al dominio marcador scFvVA33, y posteriormente a la inmunotoxina completa
IMTXA33aS), determinandose que la union era dependiente de la ratio proteina/AuNS, del
tiempo de interacciéon entre ambos componentes, y de la presencia de ANTA-Co'" en la
superficie de las AUNS para la interaccion con el tag de histidinas. Se determiné que las
condiciones Optimas de uniéon implicaban una ratio Au:proteina de 1:10%, asi como un
tiempo de incubacion entre ambos componentes de al menos 12 horas. La unién de las
proteinas a las AuNS no modificaba la morfologia de estas (pues mantienen el mismo
didmetro y el mismo tamafio de espiculas) ni sus propiedades fisicas, al mantenerse el pico
de absorcién entre los 650 nm, con una amplitud que abarca desde los 550 nm hasta los
800 nm, correspondiente a la regién infrarroja proxima (NIR) o ventana fototerapéutica,
desde los 650 a los 1000 nm (Wei et al., 2020), donde la transmisividad del agua y la
hemoglobina es mayor y la luz puede penetrar hasta la localizacion tumoral de las AuNS
(Melancon et al., 2009; Liu et al., 2019). Este maximo de absorcion, correspondiente con

la resonancia del plasmon de superficie localizada, depende del tamafio y angulo de las
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espiculas (Kumar et al., 2008), y en algunos casos puede llegar hasta los 800 nm (Pakravan
et al., 2021). En nuestro caso, la localizaciébn del maximo de absorcion en la ventana

fototerapéutica fue suficiente para aprovechar el efecto fototérmico.

Cuando las proteinas quedan adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas, tienden a
formar una corona intersticial o corona proteica, con interacciones proteina-proteina y
proteina-nanoparticula que las dota de una nueva identidad biolégica (Mahmoudi et al.,
2011; Wang et al., 2017; Bai et al., 2021). No obstante, estas interacciones en la corona
proteica pueden modificar la estructura y funciéon de las proteinas adsorbidas, siendo esta
modificacion mayor con las AuNS que con otras morfologias de nanoparticulas, como las
nanoesferas o los nanorods (Wang et al., 2020). En nuestro caso, se observo que cuando
el dominio marcador scFvA33 aparecia unido a AuNS, el complejo AUNS-scFVA33 fue
capaz de reconocer y unirse especificamente a células SW1222 (GPA33+). La union
observada con una baja concentracion (10 nM) del complejo fue menor que la del dominio
marcador solo (20% de células marcadas respecto al 85% para el caso de scFvA33 libre)
debido posiblemente a impedimentos estéricos resultantes del tamafio de la nanoparticula;
mientras que a concentraciones superiores, 100 nm y 1 uM, el porcentaje de células
marcadas tanto por AuNS-scFvA33 como por scFvA33 libre fue similar, disminuyendo
nuevamente a partir de 5 pM. Este dltimo efecto podria explicarse por alteraciones
celulares durante los procesos de centrifugacién de la citometria de flujo, debido a la

presencia de gran cantidad de nanoparticulas.

En el caso de IMTXA33aS unida a las AuNS formando el complejo AUNS-IMTXA33aS, se
observd no sélo que se mantenia la capacidad de unirse especificamente a las células
SW1222, sino que el porcentaje de células marcadas fue mayor que para el caso de AUNS-
scFVvA33 y proximo a los resultados descritos con IMTXA33asS libre (Carreras-Sangra et al.,
2012). Esta diferencia observada entre los dos complejos podria ser debido a que, al
presentar el dominio téxico en el extremo C-terminal, el dominio marcador se encuentra
mas alejado de la AuNS, permitiendo una menor interaccion proteina-complejo y la
funcionalidad integra del dominio marcador, asi como menores impedimentos estéricos.
Ademas, el ensayo de actividad ribonucleolitica especifica mostré que el dominio téxico,
constituido por la a-sarcina, del complejo AuNS-IMTXA33aS mantenia su actividad
ribonucleolitica especifica, liberando el fragmento a de los ribosomas, pese a estar
flanqueado en su extremo C-terminal por AuNS, y en su extremo N-terminal por el dominio

marcador scFvA33.

Los andlisis de internacién por TEM muestran que no se observé un incremento en la

internacion de nanoestrellas por estar estas unidas al dominio marcador scFvA33, 0 a la
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inmunotoxina IMTXA33aS, respecto a la internacion de nanoestrellas solas, con una
estimacion de en torno a 10 AuNS/célula. Este hecho, podria ser debido a la dificultad de
delimitar las membranas celulares, necesario para contabilizar las nanoparticulas / célula;
0 a que la endocitosis mediada por receptor tras la unién de scFvA33 desempefie un papel
secundario respecto a la endocitosis de las AuNS, favorecido en este caso por la mayor
internacion celular de las AuNS respecto a otras morfologias de nanoparticulas (Pakravan
et al, 2021). En condiciones fisioldgicas, la endocitosis pasiva de las nanoparticulas en los
tumores se veria favorecida por la débil vasculatura tumoral, lo que permitiria la rapida
acumulacion y endocitosis de las nanoparticulas, conocido como aumento del efecto de
permeabilidad y retencion (EPR, de Enhanced Permeation and Retention effect) (Bahrami
et al, 2017; Zhao et al., 2018).

La internacion del complejo AuNS-scFVA33, y su visualizacion por microscopia de
fluorescencia requiri6 la conjugacion previa de scFvA33 con el fluoréforo Alexa Fluor 555,
obteniéndose una DOL de 0,385, indicando la media del nimero de moléculas de fluoréforo
por cada molécula de scFvA33. Las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia
muestran en primer lugar que las AuNS sin conjugar no mostraban ninguna fluorescencia,
indicando que la fluorescencia observada era debida al fluor6foro. Ademas, se observé un
incremento en la fluorescencia al tratar las células con AuNS-scFvA33 respecto a tratarlas
Unicamente con scFvA33, debido al uso de las AUNS como plataformas o vehiculos con
una elevada ratio superficie/volumen, permitiendo una mayor acumulacién y liberacién de
agentes terapéuticos al interior de las células (Singh et al, 2018) y de esta manera, la
reduccién en la cantidad de agente terapéutico administrado si este esta vehiculizado con
nanoparticulas de oro. No obstante, habria sido adecuado haber hecho un control con
células GPA33-, o comparando la fluorescencia en el interior de las células de AuNS-
scFVA33 con AuNS-BSA, con el fin de determinar si el incremento de fluorescencia era
debido directamente a la endocitosis mediada por receptor, tras la uniéon del dominio

marcador, como si se ha visto en algunos casos (Kirui et al., 2010).

La toxicidad de las nanoparticulas de oro sobre los sistemas biolégicos es compleja,
dependiendo del tamafio, forma, quimica de superficie, asi como de la heterogeneidad
intrinseca a las células y tejidos biolégicos. Por ello, se estudio la toxicidad de las AuUNS
sobre las células SW1222 (GPA33+). Los resultados mostraron que las AuNS recubiertas
con PEG no son toxicas para las células, mientras que cuando estan funcionalizadas con
el grupo ANTA-Co'" si son téxicas, con viabilidades inferiores al 20% a partir de los 0,1 pM.
Ello es coherente con lo descrito para la influencia de la carga en la toxicidad de las
nanoparticulas, siendo mas téxicas las particulas cargadas positivamente, que las

particulas neutras o cargadas negativamente (Feng et al., 2015). En concreto, los iones de
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cobalto, necesarios para la unién del tag de histidinas de las distintas proteinas, han
resultado ser toxicos frente a diversos tipos celulares (Koga et al., 2006; Kanaji et al., 2014;
Wu et al., 2021), por lo que es preciso disminuir el tiempo de incubacion y la dosis para
alcanzar la ventana farmacolégica en la que el cobalto no resulte toxico, pero se observe

la toxicidad debida al dominio téxico de la inmunotoxina unida a la nanoparticula de oro.

Asi, a las 48 horas, sobre las células SW1222, se obtuvo una ICs, de 0,04 pM para las
AuUNS, mientras que para el complejo AUNS-IMTXA33aS, la ICs fue de 0,02 pM. Queda
por tanto de manifiesto el efecto toxico de la a-sarcina sobre las células SW1222 por
encima de la toxicidad inespecifica de los iones cobalto de la superficie de las AuNS. Por
otra parte, el complejo AuNS-scFvA33 es menos toxico, con una ICso de 0,07 pM, debido
a la ausencia de dominio toxico, y al hecho de que la unién del tag de histidinas al cobalto
de la superficie de las AuUNS disminuye la cantidad de cobalto libre en la superficie de las

nanopatrticulas, reduciendo su toxicidad.

Cuando se estudio la toxicidad sobre células HelLa (GPA33-) se observd que las AuNS
eran menos toxicas que para las células SW1222, sin bajar del 60% de viabilidad a
concentraciones de 1 pM, poniendo de manifiesto que la toxicidad de las nanoparticulas,
no solo depende de su tamafio, forma, o superficie quimica, sino también del tipo celular
gue se trate. Ademas, ni el complejo AUNS-scFvA33, ni el complejo AUNS-IMTXA33aS
resultd toxico para las células, manteniéndose en viabilidades del 95% para todas las
concentraciones. Ello indica que, pese a que en los estudios de microscopia no se ha
observado un incremento en la internacion de las nanoparticulas debida a la unién del
dominio marcador (scFvA33) al receptor (GPA33) en la superficie de las células SW1222,
al estudiar la citotoxicidad, si parece que la endocitosis mediada por receptor
desempefiaria un papel importante en la internacién de las nanoparticulas, pues si la
endocitosis de las células HelLa fuese debida solo a las nanoparticulas, el complejo AUNS-
IMTXA33aS tendria que haber sido internado de igual manera, y se apreciaria el efecto

toxico de la a-sarcina.

Finalmente, cuando se estudi6 el efecto fototérmico de las AuNS in vitro, sobre las células
SW1222, se observo que a las 24 horas, el complejo AuNS-scFvA33, internado en el
interior de las células, no provocaban la muerte de las células, mientras que al aplicar el
laser de luz infrarroja, el efecto fototérmico provocaba la emision de calor por parte de las
AUNS, viéndose reducida la viabilidad celular hasta el 80%, alcanzandose el 60 % con 1
pM de complejo. Cuando se aplic6 luz infrarroja sobre las células tras haberlas incubado
con el complejo AuNS libres, la viabilidad de estas se redujo, manteniéndose en torno al

80%. Esta disminucion del 20% en la viabilidad a partir de 1 pM entre la incubacion con
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AuNS-scFVvA33 frente a la incubacion con AuNS y posterior irradiacion infrarroja podria ser
explicado por la unién especifica de scFvA33 al antigeno de membrana GPA33, y la mayor
endocitosis mediada por receptor del complejo AUNS-scFvA33, dando lugar a la internacion
de un mayor numero de nanoparticulas de oro y una consiguiente mayor muerte celular
debido al efecto fototérmico. En otros estudios utilizando nanoparticulas hibridas de oro y
hierro y funcionalizandolas con scFvA33, se observé un mayor efecto fototérmico in vitro
empleando mayores intensidades de laser, con viabilidades de 11% y 1% para
intensidades de 31, 5y 100 Wxcm™2 respectivamente (Kirui et al., 2010). No obstante, la
mayor parte de la muerte a elevadas intensidades de laser era debida a procesos
necréticos (Lim et al., 2008; Kirui et al., 2010); mientras que conjugando scFvA33 con el
fotoabsorbente IR700, se producia una fototoxicidad del 5% para una concentracion de 1
MM de scFvA33 (Wei et al., 2020). Todo ello indica que es preciso optimizar las condiciones
de nuestro ensayo, aumentando el tiempo, la intensidad de irradiacion, o la concentracion
de complejo AuNS-scFvA33 con el fin de obtener una fototoxicidad especifica mas eficiente,
asi como estudiar el efecto combinado del efecto fototérmico y la toxicidad especifica de la

a-sarcina, al irradiar las células incubadas con el complejo AUNS-IMTXA33asS.

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral apoyan la versatilidad del empleo de
este tipo de nanoparticulas de oro para el tratamiento terapéutico de diversas
enfermedades. Asi, a sus propiedades fisicas, que permiten un efecto fototérmico,
fotoacustico o la fototerapia dinamica, habria que afadir su elevada estabilidad, asi como
su elevada ratio superficie/volumen y la posibilidad de modificar quimicamente su superficie
(Plaza-GA et al., 2019; Siddigue & Chow, 2020). Gracias a ello, se han podido conjugar las
nanoparticulas y fotosensores con anticuerpos, para dirigirlas especificamente a tumores
de préstata (Tan et al., 2020), o tumores que expresan EGFR (Siddiqui et al., 2019); con
nanobodies frente a tumores que expresan HER2 (Van de Broek et al., 2011; Deken et al.,
2020) e incluso se han funcionalizado nanorods para prevenir la amiloidogénesis que se
produce en la enfermedad del Alzheimer o del Parkinson (Fernandez et al., 2016). En la
presente Tesis Doctoral, hemos realizado una aproximacion al efecto terapéutico
combinado de nanoparticulas de oro funcionalizadas con la inmunotoxina IMTXA33aS,
para por un lado, aprovechar el papel de las nanoparticulas como vehiculos o plataformas
biomédicas, permitiendo la acumulacién y liberacién de agentes terapéuticos en el tejido
diana, disminuyendo la cantidad de dosis administrada y las posibles toxicidades
inespecificas; y por otro lado dirigir especificamente las nanoparticulas a las células
tumorales mediante el dominio marcador scFvA33, para localizar en el tumor el efecto de

la fototoxicidad y la toxicidad de la a-sarcina.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, correspondientes a los distintos

objetivos, pueden resumirse en primer lugar en las siguientes conclusiones generales:

1. Se han producido y purificado a homogeneidad distintas variantes de inmunotoxinas
basadas en la ribotoxina a-sarcina que presentan diferentes especificidades y propiedades

optimizadas para su potencial aplicacion terapéutica frente a cancer de colon.

2. Entodos los casos, las inmunotoxinas purificadas presentaron un plegamiento acorde al
de una proteina globular en disolucién. Ademas, dicho plegamiento, asi como la integridad

molecular de las mismas se mantuvo estable tras incubacion a 37°C a tiempos largos.

3. Nuevamente, en todos los disefios de inmunotoxinas incluidos en este trabajo, su
caracterizacion funcional confirmé el mantenimiento de la actividad ribonucleolitica
caracteristica de la a-sarcina presente en sus dominios toxicos, asi como la capacidad de
reconocimiento y unién especifica del dominio marcador a las células diana, a través de

sus correspondientes antigenos tumorales.

4. Todas las inmunotoxinas objeto de estudio de esta Tesis Doctoral exhibieron una potente

actividad citotoxica especifica in vitro, con valores de ICso en el rango nanomolar.

5. Por Ultimo, los resultados obtenidos demuestran el potencial terapéutico de las
inmunotoxinas basadas en la ribotoxina a-sarcina, asi como de su versatilidad y fiabilidad

para su incorporacion en el disefio de inmunotoxinas con diferentes formatos y propiedades.

En cuanto a las conclusiones particulares de los diferentes disefios se destacan las

siguientes:

6. La incorporaciéon de la variante no inmunogénica de la a-sarcina (aSDI), una vez
comprobado que se mantenian las caracteristicas estructurales y funcionales de la
ribotoxina original, como dominio téxico en las inmunotoxinas IMTXA33aSDI e
IMTXA33furaSDI, ha permitido obtener disefios de inmunotoxinas no inmunogénicas, de
acuerdo con los resultados obtenidos en la caracterizacion inmunoldgica, sin que se vea

afectada la funcionalidad de cada uno de sus dominios, ni su eficacia citotoxica.

7. La caracterizacion in vivo de estas dos variantes no inmunogénicas mostré que ambas
inmunotoxinas eran capaces de inhibir significativamente el crecimiento tumoral en ratones

xenoinjertados, asi como de aumentar su supervivencia.

8. La incorporacién del sitio de reconocimiento y corte por furina en la inmunotoxina
IMTXA33furaSDI supuso un aumento muy importante de su eficacia antitumoral in vitro e

in vivo, con un aumento de la supervivencia de los ratones xenoinjertados tratados, como
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consecuencia de una mejor liberacién de aSDI y una traslocacién mas rapida del dominio
toxico al citosol de las células tumorales. De este modo se pone de manifiesto que la
incorporacion del sitio de reconocimiento y corte por furina mejora el procesamiento y la

eficacia antitumoral de las inmunotoxinas.

9. En cuanto a las inmunotoxinas que incorporan en su dominio marcador el nanobody
VHHEGFR, tanto en formato monomeérico (VHHEGFRaS) como en formato trimérico

(TriVHHEGFRaS), han mostrado una elevada citotoxicidad especifica in vitro.

10. La caracterizacion in vivo de VHHEGFRaS mostré que esta nanoinmunotoxina era
capaz de reducir el volumen de tumores colorrectales, asi como de aumentar la
supervivencia de ratones xenoinjertados. No obstante, tras la serie de administracion de
las dosis, se produjo una rapida recuperacion del crecimiento tumoral posiblemente debido

a la elevada tasa de filtracion glomerular de esta nanoinmunotoxina.

11. La caracterizacion de TriVHHEGFRaS demostré no solo su formato trimérico en
disolucién, sino que ademas este disefio presenta una mayor capacidad de unién y
actividad citotoxica frente a células EGFR+ que la variante monomérica VHHEGFRaS. Asi,
la incorporacién de un dominio de trimerizaciéon constituye una herramienta adecuada para
el incremento del potencial terapéutico de las inmunotoxinas, quedando pendiente la

caracterizacion de su eficacia antitumoral in vivo.

12. Por ultimo, en cuanto al disefio de nuevas inmunotoxinas, se ha obtenido la primera
inmunotoxina biespecifica en nuestro grupo de investigacion, basada en la ribotoxina a-
sarcina no inmunogénica y dirigida frente a dos marcadores de cancer colorrectal. Los
resultados han mostrado que esta inmunotoxina era capaz de unirse, y eliminar
especificamente a células tanto EGFR+ como GPA33+, mostrando su biespecificidad a la
hora de reconocer distintos antigenos tumorales. Ademas, el caracter no inmunogénico de
su dominio toxico, la aSDI, proporciona a esta inmunotoxina una versatilidad y potencial

terapéutico frente al cancer de colon.

13. Finalmente, y en cuanto al dltimo objetivo de este trabajo; se han sintetizado
nanoestrellas de oro, AuUNS, mediante un crecimiento mediado por semillas, y se han
determinado las condiciones de unién 6ptimas con el dominio marcador scFvA33, o la
inmunotoxina IMTXA33aS, para constituir el complejo AUNS-scFvA33 o el complejo AUNS-

IMTXA33aS, respectivamente.

14. Ambos complejos AuNS-proteina fueron capaces de unirse especificamente a las
células GPA33+, mientras que el complejo AUNS-IMTXA33aS ademas exhibié la actividad

ribonucleolitica especifica propia de la ribotoxina.
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15. Los estudios de internacién mostraron que tanto las AuNS, como el dominio marcador
son efectivamente internadas en el interior de las células tumorales GPA33+, con un
incremento de la internacion de scFvA33 cuanto este se encuentra unido a las AuNS,
mostrando su uso potencial como plataformas biomédicas o vehiculos de administracion

de farmacos.

16. El estudio de fototoxicidad, debido al efecto fototérmico de las AuNS, mostro la
potencial aplicacion del complejo AuNS-scFvA33 como terapia combinada, incorporando
el efecto de liberacion de calor en la muerte celular de las células diana. No obstante, son
precisos mas estudios para optimizar las condiciones del ensayo, asi como para analizar
el efecto dual de la fototoxicidad, y la toxicidad debida a la a-sarcina del complejo AuNS-
IMTXA33aS.
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