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. RESUMEN

Los canceres del aparato digestivo (CAD) son, en su conjunto, la principal
causa de defunciones por cancer a nivel mundial. Pese al gran desarrollo de
diversas terapias, el tratamiento contra este tipo de cancer continta siendo
poco eficaz y conlleva un amplio nimero de efectos secundarios que
disminuyen la calidad de vida del paciente. Esto hace necesario investigar y
desarrollar nuevas terapias que combatan de forma especifica y eficaz el
desarrollo de tumores. En la actualidad, la inmunoterapia es una de las
estrategias terapéuticas mas promisorias. El sistema inmune posee el potencial
de reconocer y eliminar especificamente a las células tumorales mediante el
reconocimiento de proteinas expresadas diferencialmente en estas células,
denominadas antigenos tumorales. Sin embargo, el tumor genera un
microambiente que inhibe la respuesta inmune antitumoral, por lo que el
desarrollo de terapias capaces de interrumpir esta inhibicion puede permitir que
el sistema inmune elimine eficientemente las células tumorales. Actualmente
existen dos tratamientos de este tipo aprobados para su uso en humanos.

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteina de superficie
altamente expresada en una gran variedad de CADs y por ende, un blanco
atractivo para el desarrollo de inmunoterapias especificas contra este conjunto
de canceres. En este trabajo se gener6 un bacteriéfago filamentoso M13
especifico contra CEA para ser usado en una futura inmunoterapia como un
agente inmunogénico que se una a CEA en la superficie de las células
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tumorales. Asi, el fago, a través de su ADN gendmico de hebra simple,
activara a las células del sistema inmune innato infiltrantes del tumor y
promovera un microambiente proinflamatorio capaz de revertir la
inmunosupresion del tumor y permitir que la respuesta inmune adaptativa
elimine a las células tumorales de forma especifica.

El bacteriéfago anti-CEA se generé en cultivos de E. coli transformadas con
fagomio e infectadas con un fago auxiliar. ElI fagomidio pSEX81 permitio
expresar un fragmento variable de anticuerpo de cadena simple (scFv)
especifico contra CEA fusionado a la proteina plll. El fago auxiliar (denominado
hiperfago) permitid expresar las proteinas que conformaran la nueva particula
viral. La presencia de la proteina de fusion scFv-plll en el bacteriéfago M13
anti-CEA se confirmé mediante western blot usando un anticuerpo especifico
contra la proteina plll. La especificidad del fago anti-CEA contra el antigeno
CEA purificado se confirmé mediante ensayos de ELISA. Por otra parte, se
comprobd in vitro que el bacteriéfago anti-CEA se une a la proteina CEA
expresada en la superficie de lineas celulares tumorales de origen humano y
murino mediante citometria de flujo. Los resultados obtenidos en esta tesis
sugieren que este fago se unira al antigeno tumoral CEA in vivo, convirtiéndolo
en una potencial inmunoterapia contra CADs.

Este trabajo de tesis fue realizado en el Laboratorio de Inmunoterapia
Génica, perteneciente a la Fundaciéon Ciencia & Vida, bajo el financiamiento del

proyecto CORFO Innova L2 1+D Aplicada N°12IDL2-13348.



1. ABSTRACT

Gastrointestinal cancers are the leading cause of cancer-related deaths
worldwide. Despite the great development of cancer therapies, the treatment of
this type of cancer remains ineffective and involves a large number of side
effects that negatively impact the life quality of patients. In order to solve these
problems, development of new therapies able to specifically and effectively
eradicate tumors is needed. Currently, immunotherapy is one of the most
promising therapeutic strategies. The immune system has the potential to
specifically eliminate tumor cells by recognizing tumor antigens, which are
proteins differentially up-regulated in these cells. However, tumors create an
immunosuppressive microenvironment that inhibits the immune responses
against the tumor, therefore development of therapies capable of disrupting this
inhibition may allow the immune system to eliminate tumor cells efficiently.
Currently, two drugs following this principle have been approved for human use.
Carcinoembryonic antigen (CEA) is a surface protein highly expressed in a
variety of gastrointestinal cancers, thus it is an attractive target for the
development of immunotherapies targeting this type of cancers. In this thesis, a
M13 filamentous bacteriophage able to bind CEA at the surface of tumor cells
was generated as an immunogenic agent for a future immunotherapy. This
CEA-specific M13 filamentous bacteriophage, through its genomic single-
stranded DNA, is expected to activate tumor-infiltrating innate immune cells
promoting a proinflammatory microenvironment capable of disrupting tumor-

induced immunosuppression and allowing adaptive immune responses to



efficiently eliminate tumor cells. Furthermore, this strategy will promote the
presentation of tumor antigens and the generation of tumor-specific adaptive
immune responses The CEA-specific bacteriophage was generated in E. coli
cultures transformed with a phagemid and infected with a helper phage. The
phagemid vector pSEX81 was used for generating the CEA-specific single
chain variable fragment (scFv) fused to the plll protein on the surface of M13
bacteriophages. The helper phage (or hyperphage) allowed the expression of
the other viral proteins needed to form the bacteriophage particles. The
presence of scFv-plll fusion protein in CEA-specific bacteriophage preparations
was confirmed by western blot analysis using an M13 plll-specific antibody. The
capability of the bacteriophage to specifically bind purified CEA in vitro was
confirmed by ELISA. Moreover, it was demonstrated that the CEA-specific
bacteriophage binds CEA expressed on the surface of mouse and human tumor
cell lines. The results obtained in this thesis suggest that this CEA-specific
bacteriophage will bind to CEA-expressing tumors in vivo, and it represents a

potential immunotherapy against gastrointestinal cancer.

The in vitro observed specificity of the anti-CEA M13 bacteriophage
suggests that this phage will bind to this tumor antigen in vivo, making it a

powerful tool for potential gastrointestinal cancer targeted immunotherapies.

This thesis work was performed at "Laboratorio de Inmunoterapia Génica",
belonging to "Fundacion Ciencia & Vida", under funding project "CORFO Innova

L2 I+D Aplicada No. 12IDL2-13348".



I1l. INTRODUCCION

1. 1. EL CANCER EN CHILE Y EL MUNDO

El cancer se caracteriza por la proliferacion descontrolada de células que
invaden progresivamente el érgano de origen y posteriormente se diseminan a
tejidos distantes. Generalmente provoca la muerte si no es detectado y tratado
a tiempo, por lo que es uno de los mayores problemas que enfrenta la salud
humana actualmente. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el
afio 2012 fallecieron aproximadamente 8,2 millones de personas en todo el
mundo producto de esta enfermedad. Dentro de este total de muertes por
cancer, 723 mil fueron causadas por cancer gastrico, 694 mil por cancer
colorrectal y 400 mil por cancer de eséfago [1], convirtiendo de esta manera a
los canceres del aparato digestivo (CADs) en los principales causantes de
muerte por cancer en el mundo. En nuestro pais el cancer es la segunda causa
de muerte, siendo responsable del 25,9% del total de defunciones en el afio
2011 [2].

Dentro de los CADs mas frecuentes a nivel mundial se encuentra al
cancer colorrectal (CCR), calculandose que en el afio 2012 fueron
diagnosticados 746 mil nuevos casos en hombres y 614 mil nuevos casos en
mujeres, ocupando el tercer y segundo lugar, respectivamente, en las listas de

canceres mas comunes para cada género [3]. En Chile el CCR fue responsable
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de 1.718 defunciones en el afio 2008, correspondiendo a la tercera causa de
muerte por CADs. Ademas, ese mismo afio fueron diagnosticados 2.737
nuevos casos, llegando a ser el quinto tipo de cancer mas comun en nuestro

pais [2].

Por otra parte, el cancer géastrico (CG) corresponde a la tercera causa de
muerte por cancer en el mundo, con un total de 723 mil muertes que
corresponden al 8,8% del total de vidas perdidas por causa de tumores
malignos, lo que lo convierte en la principal causa de muerte por CAD [3]. En
Chile el CG es la primera causa de muerte por cancer, con 3.229 victimas en el
aflo 2008 y el tercer tipo de cancer mas comun, con 3.762 nuevos casos

diagnosticados en ese mismo afio [2].

Se agrega a esta lista el cancer de vesicula biliar (CVB), quinto cancer
mas comun del aparato digestivo a nivel mundial y responsable de 100 mil
muertes en el afio 2008 [4]. Si bien a nivel mundial este tipo de cancer tiene
una menor incidencia comparado con otros canceres del tracto intestinal, en
Chile el CVB presenta la mayor tasa de incidencia del mundo (> 30 por
100.000). En el afio 2008, en nuestro pais fueron diagnosticados 2.152 nuevos
casos de CVB, transformando a este tipo de cancer en el sexto mas frecuente
a nivel nacional. Ese mismo afo fallecieron 1.858 personas a causa de esta

enfermedad [2].
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Indudablemente, la busqueda de nuevas terapias antitumorales que
combatan de forma eficaz al conjunto de CADs se ha vuelto una necesidad

creciente a nivel mundial y por supuesto en nuestro pais.

1. 2. TRATAMIENTO CONTRA CADs

La medicina ha intentado por muchos afios encontrar un método para
eliminar de forma eficaz los tumores malignos. Sin embargo, las terapias
utilizadas actualmente (cirugia, quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida,
criocirugia y/o ablacion por radiofrecuencia) no son eficaces en la erradicacion
de CADs, considerando que aunque el tumor puede ser removido
completamente, la tasa de sobrevida a 5 afios continda presentandose en
aproximadamente un 70% de los casos para tratamientos contra canceres en
estadios muy tempranos y hasta en un 1% de los casos en estadios tardios
(porcentajes dependientes del tejido de origen). Ademas, se debe considerar
que estos tratamientos generan efectos secundarios no deseados (como
vomitos, diarrea y caida del cabello, entre otros) que aumentan la tasa de

abandono de la terapia por parte del paciente.

El tratamiento a utilizar depende directamente del tipo de CAD que
padece el paciente, la localizacién, el tamafio y numero del o los tumores y la

condicion clinica del individuo. Si existe la posibilidad de erradicar

12



completamente el cancer, el tratamiento se llevara a cabo a pesar de los
efectos secundarios que se generen, priorizando la opcion de salvar la vida del
paciente por sobre el dafio colateral que involucre el tratamiento. Por el
contrario, si el cancer no puede ser erradicado, el paciente recibird un
tratamiento paliativo que intentara entregar un apoyo psicolégico, emocional y
nutricional, ademas de disminuir el dolor a través de medicamentos o terapias.
Este tratamiento paliativo busca ayudar a preservar la calidad de vida del

paciente [5, 6].

Dentro de las principales dificultades del tratamiento de los CADs se
encuentra la dificil deteccién de la enfermedad en sus primeras etapas, debido
a la ausencia o la interpretacion equivocada de los sintomas asociados. Asi, la
deteccion se realiza generalmente en un estado avanzado de la enfermedad,
cuando las terapias convencionales son menos eficaces debido principalmente
a la capacidad de las células cancerigenas de resistir las terapias e invadir
otros tejidos para desarrollar nuevos focos tumorales, incluso en 6rganos
distantes (metéastasis), lo que provoca que la tarea de erradicar completamente

el cancer sea aun mas compleja.
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1. 3. INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL

La basqueda de terapias més eficaces y con menos efectos secundarios
ha promovido el estudio y desarrollo de inmunoterapias antitumorales, ya que
prometen ser mas especificas y efectivas, generando menos efectos
secundarios no deseados en el paciente. Este tipo de terapias se diferencia de
las terapias convencionales en que utilizan la capacidad intrinseca del sistema
inmune del paciente para combatir el cancer. La inmunoterapia antitumoral se
basa en la capacidad que poseen los mecanismos de inmunidad innata y

adaptativa para destruir células tumorales [7].

El principal mecanismo de inmunidad adaptativa antitumoral
corresponde a la destruccion de células cancerigenas efectuada por los
linfocitos T CD8+. Este tipo de linfocitos, previamente activados por una célula
presentadora de antigeno profesional, es capaz de reconocer y destruir
mediante diferentes mecanismos citotoxicos a las células que expongan en su
superficie el antigeno tumoral presentado por moléculas del complejo de
histocompatibilidad mayor (MHC) [8]. Ha sido demostrado que en el organismo
existe una frecuente generacion de células malignas, las que son eliminadas
constantemente por el sistema inmune controlando la formacion de masas
tumorales, proceso denominado inmunovigilancia [9, 10]. Los linfocitos T CD4+
secretan citoquinas que participan en la activaciéon de linfocitos T CD8+ y

favorecen o aumentan la expresion de MHC de clase | en la superficie de
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células tumorales, incrementando la eficacia en el reconocimiento por parte de
los linfocitos T CD8+. La respuesta inmune mediada por linfocitos T efectores
especificos es clave al momento de evitar el inicio o la progresion del cancer.
De hecho, la infiltracion intratumoral de linfocitos T citotOxicos se asocia a
menudo con parametros clinicos favorables, tales como una reduccion en la
recurrencia de la enfermedad y mayor supervivencia en pacientes con distintos

tipos de cancer [11].

Sin embargo, existen mecanismos mediante los cuales las células
tumorales evaden al sistema inmune. En primer lugar, por provenir del mismo
organismo, este tipo de células presenta antigenos que son reconocidos como
propios y no activan eficientemente al sistema inmune. Este proceso se
denomina tolerancia inmunolégica y se debe a la eliminacién de linfocitos T
autorreactivos que ocurre durante su generacion en el timo (tolerancia central)
y en los 6rganos linfoides periféricos, bazo y ndédulos linfaticos (tolerancia
periférica). Ademas, las células tumorales tienen la capacidad de disminuir la
expresion de moléculas de MHC y de antigenos inmunogénicos que
potencialmente pueden ser reconocidos por el sistema inmune. Las células
tumorales también pueden secretar citoquinas que inhiben la funcion y la
infiltracion hacia el microambiente tumoral de los linfocitos T efectores o que
inducen la llegada de células reguladoras o supresoras de la respuesta
antitumoral. Como resultado, el microambiente tumoral induce tolerancia
inmunoldgica e impide la accién de los linfocitos T efectores [10].
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La inmunoterapia antitumoral busca activar al sistema inmune contra las
células cancerigenas ya sea al inducir o reforzar la respuesta inmune
antitumoral o al bloquear la inmunosupresién tumoral. La inmunoterapia activa
busca producir que el propio sistema inmune del paciente active una respuesta
de linfocitos T especificos contra antigenos tumorales y que, de esta forma,
elimine a las células cancerigenas. En cambio, la inmunoterapia pasiva se basa
en la administracion de moléculas o células efectoras, activadas in vitro, que
poseen especificidad contra las células tumorales. Estas nuevas
aproximaciones terapéuticas se basan principalmente en la activacion de
linfocitos T especificos contra el tumor y en la antagonizacién de las vias
reguladoras que causan la supresion de la actividad de los linfocitos T sobre el

tumor [12].

En el afio 2010 la FDA (U.S. Food and Drug Administration) aprobd en
Estados Unidos la primera inmunoterapia especifica comercializable,
“Provenge” de Dendron Corporation. Esta terapia utiliza células presentadoras
de antigeno propias del paciente en combinacion con un antigeno expresado
en células cancerigenas de prostata. Asi, estas células presentaran el antigeno
tumoral a los linfocitos T del paciente, iniciando una respuesta inmune
antitumoral especifica contra las células tumorales. A nivel nacional, el grupo
de cientificos de Oncobiomed y la Universidad de Chile han implementado
actualmente “TAPcells”, la primera inmunoterapia especifica nacional que se
encuentra en fase de ensayos clinicos. Esta terapia esta disefiada para el
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tratamiento de pacientes con melanoma con un fundamento similar a la

inmunoterapia “Provenge”.

Uno de los antigenos tumorales ampliamente estudiados es el antigeno
carcinoembrionario (CEA), el cual se expresa en un alto porcentaje en los
CADs vy, por lo tanto, representa un blanco atractivo para desarrollar
inmunoterapias contra CADs y otros tumores soélidos que expresen este

antigeno [13].

I11.4.  ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO

En 1965 Gold y Freedman detectaron una molécula desconocida en
distintas muestras de tejido de cancer de colon humano y la denominaron
antigeno carcinoembrionario (CEA, del inglés “carcinoembryonic antigen”) [14].
Algunos afos después, el mismo grupo de investigacion descubrié que el CEA
podia ser detectado en el suero de pacientes con cancer colorrectal [15]. Al
comparar la concentracion del CEA en el suero de pacientes con individuos
sanos se observé que en estos Ultimos era considerablemente menor (incluso
indetectable), por lo que surgié gran interés desde el area clinica para utilizarlo
en el monitoreo, diagndéstico y prondéstico de carcinomas. Asi, la investigacion
demostré que este antigeno es un excelente marcador para el monitoreo

postoperatorio de ciertos canceres [16]. Este marcador sigue siendo utilizado
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en la actualidad y se ha demostrado que la concentracién del CEA en el suero
del paciente se correlaciona directamente con la reaparicion y progresion del
cancer. Algunos estudios han demostrado que pacientes con altas
concentraciones de proteina CEA preoperatorias tienen un peor pronéstico en

comparacién a pacientes con bajas concentraciones [17-22].

Desde el punto de vista bioquimico, el CEA, CD66e o CEAcam5 es una
proteina de membrana abundantemente glicosilada que pesa
aproximadamente 200 kDa. Se expresa principalmente en células tumorales de
cancer gastrico, colorrectal, pancreatico, pulmonar y de mamas. El CEA pasa
rapidamente desde la sangre al higado, donde es degradado por sus lisosomas
[23]. Un estudio mediante RT-PCR comprobd que de un total de 88 pacientes
con cancer colorrectal, el 95,5% fue positivo para la expresion de CEA [24].
Otro estudio mostrd su expresion mediante inmunohistoquimica en un 89% de
muestras de tejido cancerigeno de vesicula biliar [25]. Por otra parte, un
estudio clinico demostr6 mediante RT-PCR que 45 de 123 pacientes con
cancer gastrico (36,6%) eran positivos para la expresion de CEA, lo que se
correlacionaba con una mayor reincidencia postoperatoria de la enfermedad

[26].

En resumen, la expresion de CEA en pacientes con cancer se relaciona
directamente con la gravedad de la enfermedad (mayor dafo tisular por

tumores y/o mayor metastasis), siendo casi nula en tejidos sanos. Por lo tanto,
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una terapia que permita reconocer células que posean esta proteina en su
superficie con el fin de activar una respuesta inmune innata y adaptativa contra
estas células tumorales, podria convertirse en un tratamiento realmente eficaz
y seguro. Una estrategia que potencialmente puede cumplir este objetivo
consiste en el uso de un agente inmunogénico capaz de reconocer y unirse al
CEA de forma especifica. De esta forma, el agente inmunogénico unido a la
superficie de las células tumorales atraerd a las células del sistema inmune
innato, activandolas y provocando la presentacion de antigenos tumorales,
iniciando asi una respuesta adaptativa citotoxica que posteriormente generara

memoria y proteccion antitumoral a largo plazo.

El éxito de las inmunoterapias antitumorales no sélo depende de la
induccion de una respuesta inmune especifica contra un antigeno tumoral
determinado, sino que también de la eliminacion de la actividad
inmunosupresora en el tumor [27, 28]. Se puede restablecer la inmunidad
antitumoral ya sea al eliminar o inhibir la actividad de poblaciones celulares
inmunosupresoras [27, 28]. Ciertos estimulos inflamatorios dados, pueden
bloguear la actividad inhibitoria de las diferentes poblaciones
inmunosupresoras e incluso reprogramarlas para adquirir un fenotipo que
estimule la respuesta efectora, por la activacion de la inmunidad innata [29, 30].
Agentes que induzcan la activacion del sistema inmune innato para asi
reprogramar o disminuir la supresion antitumoral representan una novedosa
evidencia para la generacion de inmunoterapias antitumorales. Un buen
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candidato para ser usado como agente inmunogénico es el bacteriéfago M13,
un virus ampliamente utilizado para expresar fragmentos de anticuerpo de
cadena unica (scFv) en su superficie. Este bacteriéfago inmunogénico pero es
inocuo para la salud humana, por lo tanto representa una alternativa segura

para el desarrollo de una nueva inmunoterapia antitumoral.

1. 5. BACTERIOFAGO M13 Y PHAGE DISPLAY

El bacteriofago filamentoso M13 infecta Unicamente bacterias Gram
negativo que expresan pilus F, por lo que es incapaz de infectar células
eucariontes y se considera inocuo para el organismo humano. Su genoma es
circular, de hebra simple y codifica once proteinas (denominadas desde pl a
pXI, ver Figura 1) que se encargan de la replicacion, formacién y migracion de
la particula viral [31]. Al igual que cualquier otro virus de tipo lisogénico, el fago
M13 no provoca la muerte de la bacteria hospedera; sin embargo, se distingue
del resto del grupo porque continda su ciclo replicativo mientras esta al interior
de la bacteria, sin pasar al estado silente caracteristico de este tipo de virus.
Esto quiere decir que, luego de infectar la célula, el bacteriofago comienza a
replicar su genoma, expresar proteinas y formar estructuras virales que saldran
continuamente de la bacteria sin provocar la lisis celular [32]. Como se muestra

en la Figura 2, el bacteriéfago requiere de la presencia del factor F en la
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bacteria para unirse especificamente al pilus F a través de la proteina plll y asi

iniciar el proceso de infeccion.

Por otra parte, el método de seleccién conocido como phage display se
basa en la expresion y presentacion de una gran variedad de péptidos en la
superficie de bacteriéfagos filamentosos, con el fin de encontrar y caracterizar
un péptido especifico para un antigeno determinado. Las proteinas del fago
M13 mas utilizadas para expresar estas variables peptidicas corresponden a
plll 'y pVIIl. Sin embargo, se ha descrito que la proteina plll favorece la
expresion de péptidos de mayor tamafio [33]. El conjunto de bacteriéfagos
unidos a distintos péptidos es conocido como biblioteca de bacteri6fagos. Esta
biblioteca estd compuesta por bacteriéfagos que expresan millones de
secuencias peptidicas distintas, por lo que es muy probable encontrar una
secuencia que se una especificamente a una proteina de interés. Asi, desde
una biblioteca de bacteriéfagos se busca encontrar, mediante ensayos de
seleccion por especificidad (Figura 3), una particula viral que exprese un
péptido que se una especificamente al antigeno en estudio. El paso final para
la obtencion de un péptido especifico se hace purificando el bacteridfago y
posteriormente obteniendo la secuencia nucleotidica codificante del péptido

especifico [34-36].
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Figura 1. Representacién del genoma del fago M13 y su respectivo
proteoma. Los genes se encuentran agrupados segun la funcion que cumple su
producto peptidico. Las proteinas pll, pX y pV participan en la replicacion del genoma
viral efectuada por enzimas bacterianas. Las proteinas de membrana pl y pXI junto
con el canal multimérico plV participan en la salida del fago M13 desde la célula
bacteriana. pVIl, pIX, pVIll, pVI y plll conforman la cépside del virus. Imagen
modificada desde “Introduction to phage biology and phage display”, Russel M, et al
(2004).
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Figura 2. Ciclo infectivo del bacteriéfago M13. La proteina viral plll reconoce y
se une al pilus F de la bacteria E. coli. Tras la interaccion con el complejo proteico
bacteriano TolA, el virus deposita su genoma dentro del citoplasma. En el interior,
enzimas bacterianas convierten el genoma viral a ADN de doble hebra, el cual sirve de
templado para la expresion de proteinas virales. De esta forma comienzan a
producirse simultdneamente nuevas copias genomicas y proteicas del bacteriéfago.
Dimeros de proteina pV rodean las copias del ADN de hebra simple y lo acompafian
hasta la membrana, donde actda el complejo pl-pXI-plV, el cual promueve el
intercambio proteico entre pV y las 5 proteinas de la capside viral (pVIl, pIX, pVIil, plll
y pVI), permitiendo la formacion y salida del bacteriéfago definitivo. Imagen modificada
desde “Introduction to phage biology and phage display”, Russel M, et al (2004).
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Figura 3. Etapas de seleccién en método phage display.

) Biblioteca de bacteri6fagos, en la que cada virus expresa una secuencia
peptidica diferente fusionada a su proteina plll. Estos fagos son expuestos al antigeno
blanco.

(2) Los bacteriéfagos no especificos son descartados.

3) Los bacteriéfagos especificos para el antigeno blanco son eluidos por
competencia con un ligando especifico para el antigeno o por intercambio i6nico al
disminuir el pH.

(4) Los bacteriéfagos obtenidos son amplificados y, luego de repetir tres veces las
etapas anteriores, los clones especificos son aislados y secuenciados.

Imagen modificada desde “Ph. D. Phage Display Libraries — Instruction manual” New
England Biolabs.
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Mediante la tecnologia phage display en el afio 2000, Fukuda y Ohyama
encontraron un péptido que redujo satisfactoriamente la metastasis tumoral en
modelos de melanoma de raton, este péptido inhibia la unién entre una
proteina de la célula tumoral y selectinas especificas impidiendo su migracion
[37]. Del mismo modo, estudios in vivo han demostrado que péptidos
seleccionados mediante phage display bloqueaban la acciéon del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), inhibiendo la angiogénesis tumoral [38-
40]. Uno de estos péptidos fue un scFv especifico para VEGF. Este ultimo
estudio, asi como muchos otros, han mostrado la capacidad de generar nuevos
anticuerpos especificos utilizando bibliotecas de bacteriéfagos que expresan

scFv [41-43].

Se sabe que el bacteri6fago M13 induce una respuesta inmunoldgica en
organismos superiores ya que sus proteinas estructurales son degradadas y
presentadas por las células presentadoras de antigeno, generando una
respuesta inmune adaptativa tanto humoral como celular a través de un
mecanismo dependiente de la proteina adaptadora MyD88 [44, 45], la que
participa en la sefalizacion de los receptores de reconocimiento de patron
denominados TLR (del inglés Toll Like Receptors). Uno de los componentes del
bacteriéfago que probablemente media la activacién del sistema inmune innato
es su ADN circular de hebra simple. Se ha descrito que este tipo de ADN activa
receptores inmunes endosomales y citoplasmaticos, induciendo la secrecion de
interferones de tipo | y citoquinas proinflamatorias, permitiendo el uso de
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bacteriéfagos para estimular células dendriticas in vitro o para su uso como
vehiculo de entrega de antigenos in vivo [46, 47]. En el afio 2006 se demostro
que la inyeccion peritumoral de bacteri6fagos especificos contra células
tumorales logréo aumentar la sobrevida y en algunos casos producir regresion
tumoral en un modelo de melanoma murino [48]. Este hallazgo nos permite
postular al bacteriofago M13 como un agente inmunoestimulador que, dada su
capacidad de presentar un scFv anti CEA en su superficie, se asociara a
células tumorales que expresen al antigeno CEA induciendo la accién del
sistema inmune innato y, en consecuencia, la reversion de la inmunosupresion
generada por el microambiente tumoral. De esta forma se espera producir

finalmente la regresion tumoral.

I1. 6. RESUMEN DE LA ESTRATEGIA PROPUESTA

En esta tesis se busca generar la herramienta basica para el desarrollo
futuro de una terapia inmunolégica antitumoral. Esta herramienta consiste en
un bacteriéfago que se une especificamente al antigeno CEA presente en la
superficie de células tumorales provocando la activacion del sistema inmune
innato. La inmunogenicidad de los bacteri6fagos filamentosos permitira activar
a las células del sistema inmune innato cercanas e infiltrantes del tumor,

promoviendo un microambiente proinflamatorio que traera como consecuencia
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la reversion de la inmunosupresion tumoral y la destruccion de las células
tumorales que asocien el bacteriofago en su superficie ya que seran
reconocidas como antigenos exégenos o potencialmente peligrosas. Ademas,
las células presentadoras de antigeno presentes en el tumor maduraran y
presentaran en sus moléculas de MHC péptidos derivados de antigenos
tumorales a linfocitos T especificos, iniciando una respuesta inmune adaptativa
antitumoral que impedira a largo plazo (memoria inmunoldgica) y de forma

especifica la aparicion de nuevos focos tumorales (Figura 4).

( R. Adaptativa h
Fago (largo plazo)
anti CEA
R. Innata
 —dooll, (inmediata)

L\ scFv® ]

Figura 4. Representacion gréfica de la respuesta inmune esperada al
inyectar bacteriéfago anti-CEA en un modelo tumoral murino.
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IV. HIPOTESIS

Un bacteriofago M13 que expresa un scFv especifico para el antigeno
carcinoembrionario se une especificamente al antigeno purificado y localizado

en la superficie de células tumorales.

V. OBJETIVO GENERAL

Generar un bacteri6fago M13 que tenga fusionado a su superficie un
scFv anti-CEA y comprobar que se una de manera especifica tanto al antigeno

purificado como al CEA presente en la superficie de células tumorales.
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VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Generacion del bacteriofago M13 modificado con el scFv anti-CEA.
Insertar el gen del fragmento anti-CEA en el extremo 5 del gen Il del
bacteriéfago M13 (el cual codifica la proteina de la capside plll) con el fin de
generar la proteina de fusion scFv-plll expresada en la superficie del

bacteriéfago.

2.- Produccién de bacteri6fagos M13 anti-CEA. Optimizar la produccién
de bacteriofagos M13 que presenten la proteina de fusion scFv-plll en su
superficie. Concentrar y purificar los bacteri6fagos anti-CEA en cantidades

suficientes para realizar ensayos in vitro.

3.- Evaluacion in vitro de la especificidad de unién a CEA del
bacteriéfago M13 modificado. Realizar ensayos in vitro para comprobar que
el bacteriofago modificado se une tanto al CEA purificado como al CEA
presente en la superficie de células tumorales, mediante las técnicas de ELISA

y citometria de flujo, respectivamente.
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VII.

VII. 1.

MATERIALES

Material bioldgico

1. La cepa bacteriana Escherichia coli K12 ER2738, cuyo genotipo es

F proA*B* lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ fhuA2 ginV A(lac-proAB) thi-

1 A(hsdS-mcrB)5, se obtuvo de New England Biolabs.

2. Lineas celulares:

a. MCF7: células derivadas de tejido humano de adenocarcinoma

mamario. Descritas como positivas para la expresion de CEA en

su superficie. Se obtuvieron desde la ATCC.

. HEK293T: células derivadas de tejido embrionario de rifidn

humano. Se obtuvieron desde la ATCC.

. C15A3: células derivadas de adenocarcinoma de colon murino.

Corresponden a células MC38 modificadas para expresar el
antigeno CEA en su superficie. Donadas por el Dr. Hinrich Abken,
investigador en el Hospital Universitario de Colonia (Uniklinik

Kdln), Alemania.

. MC38: linea «celular de origen murino derivada de

adenocarcinoma de colon. Donada por el Dr. Hinrich Abken.
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VII. 2. Plasmidos

En esta tesis se utilizaron 4 vectores diferentes:

1. El vector M13KE (Figura 5) se obtuvo de New England Biolabs y se
utilizé para generar un vector gendmico que permitiera producir fagos
gue expresen la proteina de fusion scFv-plll.

2. El pasmido pUC57 (Figura 6) es un vector de clonamiento en el cual la
empresa GenScript clond la secuencia scFv anti-CEA, por lo que fue
utilizado para obtener esta secuencia y posteriormente clonarla dentro
del vector M13KE.

3. El fagomidio pSEX81 (Figura 7) se obtuvo de PROGEN Biotechnik y
esta diseflado para generar una proteina de fusion scFv-plll. La empresa
GenScript clono la secuencia scFv anti-CEA en el inicio del gen lll.

4. El fago auxiliar denominado hiperfago (mapa desconocido) se obtuvo de
PROGEN Biotechnik y posee el genoma completo del bacteri6fago M13

menos el gen llI.
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Figura5. Mapa del vector genémico M13KE. Este plasmido de 7222 pares de
bases posee el genoma completo del bacteri6fago M13, incluyendo su origen de
replicacién. Ademas, posee el gen lacZa que codifica el fragmento N-terminal (péptido
a) de la enzima B-galactosidasa para facilitar su deteccion en colonias bacterianas. En
el inicio del gen Ill posee dos sitios de corte enziméticos especificos para dos enzimas
de restriccion, Kpnl y Eagl. Estas son las enzimas que se utilizaron para clonar el
fragmento scFv anti-CEA dentro del vector M13KE.
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Figura 6. Mapa del vector de clonamiento pUC57. Este plasmido de 2710 pares
de bases posee un sitio de mdltiple clonamiento (MCS) con 6 sitios de restriccion
dentro del gen lacZ. Ademas, contiene un origen de replicacion de alta copia (rep
pMB1) y un gen que codifica B-lactamasa (resistencia a ampicilina). La empresa
GenScript sintetizo la secuencia scFv anti-CEA y la cloné dentro de este vector de
clonamiento.
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Figura 7. Mapa del fagomidio pSEX81. Este plasmido de 4882 pares de bases
esta diseflado para insertar secuencias genéticas de cadenas liviana y pesada de
anticuerpos dentro del gen lll del bacteri6fago M13, con el fin de producir fagos que
expresen proteinas de fusion scFv-plll en su superficie. Posee el origen de replicacién
ColE1, el terminador T7 y el gen que codifica B-lactamasa (amp®). Ademas, posee la
region intergénica del bacteriéfago filamentoso f1, la cual permite que el plasmido
pPSEX81 sea encapsulado por las proteinas del fago M13 en el proceso de formacion
de nuevas particulas virales.
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VII. 3. Medios de cultivo
1. Medios de cultivo bacteriano y otros reactivos
a. Medio Luria-Bertani (LB): bacto triptona 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/l y NaCl 5 g/l.
b. Agar LB: bacto triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl
5 g/ly agar 15 g/l.
c. Agar LB semisodlido: bacto triptona 10 g/l, extracto de levadura
5g/l, NaCl 5 g/l y agar 7 g/l
d. Ampicilina (US Biological): 100 pg/ml en medio LB.
e. Kanamicina (Sigma-Aldrich): 50 pg/ml en medio LB.
f. Tetraciclina (Applichem): 20 ug/ml en medio LB.
g. IPTG (Thermo Scientific): 50 pyg/ml en medio LB agar.
h. X-Gal (Thermo Scientific): 40 yg/ml en medio LB agar.
I.  Glicerol (Invitrogen): 20% en medio de cultivo LB.
j- PEG 8000 (Promega): 20% en solucion de NaCl 2,5 M.
2. Medios de cultivo celular y otros reactivos
Los medios de cultivo DMEM + GlutaMAX™-| y RPMI 1640 junto con
los reactivos: azul de tripan 0,4%, suero fetal bovino, L-glutamina
200mM, aminoacidos no esenciales 100X (glicina, L-alanina, L-
asparragina, L-acido aspartico, L-acido glutdmico, L-prolina y L-serina,
todos a una concentracion de 10 mM), piruvato de sodio 100 mM y la

solucion antibidtica-antimicotica 100X que contiene 10,000 U/ml de
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penicilina, 10,000 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml del antimicoético
Fungizone, se obtuvieron de Gibco Life Technologies. Ambos medios de
cultivo se suplementaron con solucion antibiética-antimicotica, FBS al
1%, piruvato de sodio 1mM, aminoacidos no esenciales y L-glutamina

2 mM.

VII. 4. Soluciones y reactivos comerciales

1. Tampon fosfato salino (PBS): KH2PO4 1,06 mM, Na:HPO4*7H20 2,97
mM, NaCl 155,17 mM, pH 7,4 (Gibco).

2. Acrilamida:Bis-acrilamida 29:1 solucion 30% p/v (winkler).

3. Sustrato quimioluminiscente: Super Signal West Pico (Thermo
Scientific).

4. Marcador de tamafio molecular de para ADN: 1 Kb Plus Ladder
(Invitrogen Life Technologies).

5. Tampon de reaccion SAP: Tris-HCI 0,1 M, MgCl2 0,1 My BSA 1 mg/ml.

6. Marcador de peso molecular para proteinas: PageRuler prestained
protein ladder (Thermo Scientific).

7. Agua bidestilada estéril (Apiroflex).

8. Tampon de carga de proteinas 5X: Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), glicerol
10%, SDS 2%, DTT 100 mM y azul de bromofenol 0,01%.

9. Gelred 10.000X (Biotium).

10.Tween 20 (Sigma).
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11.TMB (Thermo Sientific).

12.Proteina CEA purificada desde tejido cancerigeno humano (Abcam).

VII. 5. Reactivos de biologia molecular

1. Kits de extraccion y purficacion de ADN plasmidial “NucleoBond®
Plasmid Miniprep” y “NucleoBond® Xtra Midi” (MACHEREY-NAGEL).

2. Enzimas de restriccion: Xbal, EcoRl, Ncol, Mlul y BamHI (Invitrogen);
Eagl, Kpnl, Ncol, BamHI, FD-Eagl, FD-Kpnl, FD-Ncol y FD-BamHI
(Thermo Scientific); Eagl-HF y Kpnl-HF (New England Biolabs).

3. Kit de purificacién de ADN desde gel de agarosa “NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up” (MACHEREY-NAGEL).

4. Enzima fostasa alcalina de camardon (SAP, de su nombre en inglés
Shrimp Alkaline Phosphatase) (Fermentas).

5. Enzima ADN ligasa del fago T4 (Promega).

6. Mezcla de reactivos para PCR “GoTaq Green Master Mix” (Promega)
compuesta por: enzima ADN polimerasa Tag, tampon de reaccidé “2X
Green GoTag®” (pH 8.5), dATP 400uM, dGTP 400uM, dCTP 400uM,

dTTP 400puM y MgCl2 3mM.
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VII. 6. Tampones y otras soluciones

. Tampodn de corrida para western blot: glicina 0,23 M, Tris 25 mM y SDS
al 0,1%.

. Tampodn de transferencia para western blot: glicina 0,23 M, Tris 25 mM,
SDS al 0,1% y metanol al 20%.

. Tampon TE para electroforesis de ADN: Tris-HCI 10 mM, Naz:EDTA
1 mM (pH 8).

. TAE 50X: Tris-Base 242 g/L, &cido acético glacial 57,1 ml/L, Na2zEDTA
(solucién 500 mM, pH 8) 100 ml/L.

. Tampon de bloqueo para ELISA: NaHCOs 0,1 M (pH 8,6) y BSA
5 mg/ml.

. TBS: Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y NaCl 150 mM.

VII. 7. Anticuerpos

. Para la técnica de western blot se utilizé6 un anticuerpo especifico contra
la proteina plll del fago M13 (New England Biolabs).

. Para los ensayos de ELISA se utilizaron anticuerpos anti-M13
(Fitzgerald, clon B62-FE2), anti-CEA (Cell Signaling, isotipo IgG1l de
ratdn) y especificos contra inmunoglobulinas de raton acoplados a HRP
(Thermo Scientific, poli-HRP)

. Para los ensayos de citometria de flujo se utilizaron anticuerpos
anti-M13 (GE Healthcare, isotipo IgG2a de raton), anti-CEA (Cell
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Signaling, isotipo IgG1l de raton), anti-lgGl de raton acoplado al
fluoréforo PE (Biolegend, clon RMG1-1) y anti-lgG2a de ratén de ratdn
acoplado a PerCP/Cy5.5 (Biolegend, clon RMG2a-62). Ademas, se

utilizé el marcador de viabilidad Zombie Aqua (Biolegend).

VIIl. METODOS

VIIlL.1. Transformacién de bacterias quimiocompetentes

En primer lugar se generd un stock en glicerol de bacterias E. coli ER2738
quimiocompetentes. Para esto, se cultivaron bacterias en medio LB a 37°C y
con agitacién hasta alcanzar una lectura de densidad 6ptica (OD) a 600 nm de
aproximadamente 0,5. En ese momento, las bacterias se precipitaron mediante
centrifugacion y se resuspendieron en una solucién de NaCl 10 mM. Luego se
precipitaron nuevamente, se resuspendieron en una solucion de CaClz 75 mM
y se inbucaron a 4°C durante 30 minutos. Finalmente, las bacterias se
precipitaron nuevamente y se resuspendieron en la solucion de CaClz 75 mM.
De esta solucion final se generaron alicuotas en glicerol 20%, las que se

almacenaron a -80°C.

La transformacién de las bacterias quimiocompetentes generadas se
realiz6 sometiendo dichas bacterias a un shock térmico de breve duracién. El

primer paso en este proceso consistié en incubar 100 pl de bacterias junto con
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50 ng de ADN plasmidial durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, la solucién
se incub6 a 42°C durante 90 segundos e inmediatamente después a 4°C
durante 90 segundos. Finalizada esta incubacion se agregaron 800 pl de medio
LB y se incubd la solucién durante 1 hora a 37°C y con agitacion. Finalmente,
las bacterias se precipitaron mediante centrifugacion y luego se sembraron en
una placa con agar LB suplementado con el antibiético o reactivo necesario
para la seleccion de colonias (IPTG + Xgal o ampicilina para los vectores
M13KE y pSEX81, respectivamente). Dicha placa se incubd durante 16 horas a

37°C.

VIII.2. Transformacién de bacterias mediante electroporacion

Por cada plasmido que se requeria amplificar se utilizaron 1,5 ml de cultivo
de bacterias E. Coli ER2738 en medio LB (ODeoo cercana a 0,5). Las bacterias
del cultivo se precipitaron (5000 g por 5 minutos a 4°C) y luego se
resuspendieron en 1 ml de agua bidestilada estéril temperada a 4°C. Este
proceso se repiti6 4 veces consecutivas con el fin de eliminar las sales
presentes en el medio. Luego de los 4 lavados, las bacterias se centrifugaron,
se resuspendieron en 100 ul de agua estéril bidestilada (a 4°C) y se le agrego
1 pl de ADN plasmidial. La mezcla de bacterias mas ADN plasmidial se vertio
en una cubeta de electroporacion temperada a -20°C y luego se electroporé a

25 uF, 200 Q y 2.500 V en el equipo electroporador “BIO-RAD Gene Pulser II”.
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Inmediatamente después de la electroporacion se agreg6 1 ml de medio LB
a la mezcla y se traslado a un tubo de microcentrifuga para ser incubado con
agitacion a 37°C durante 1 hora. Finalmente, las bacterias incubadas se
precipitaron y luego se sembraron en una placa con agar LB suplementado con
el antibidtico o reactivo necesario para la seleccién de colonias (IPTG + Xgal o
ampicilina para los vectores M13KE y pSEX81, respectivamente). Dicha placa

se incub6 durante 16 horas a 37°C.

VIIL3. Amplificaciéon de pladsmidos

La amplificacion de los plasmidos utilizados se llevé a cabo mediante
protocolos de transformacion bacteriana y extraccion de ADN plasmidial desde
las bacterias transformadas. Para esto, se utilizaron alternativamente las
técnicas de electroporacién o transformacion de bacterias quimiocompetentes
y, luego de la incubacion de la placa con agar LB, se seleccionaron
aleatoriamente 3 0o mas colonias bacterianas. El numero de colonias
seleccionadas era dependiente de la cantidad y morfologia de las colonias
observadas en toda la placa. Cada colonia seleccionada se incubd con
agitacion en 5 ml de medio LB durante 16 h y a 37°C para extraer el ADN
plasmidial respectivo mediante el kit “NucleoSpin® Plasmid Miniprep”
(MACHEREY-NAGEL). EI ADN extraido desde cada cultivo se analizo

mediante PCR o digestidon enzimatica para seleccionar el conjunto de bacterias
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gue posee el plasmido deseado. El cultivo de bacterias seleccionado se crecid
en un volumen mayor de medio LB (~400 ml) durante 16 h a 37°C y con
agitacion para luego extraer el ADN plasmidial respectivo mediante el kit
“‘NucleoBond® Xtra Midi” (MACHEREY-NAGEL). La concentracion del ADN
obtenido se cuantifico utilizando el equipo “Thermo-Scientific NanoDrop

ND2000” y su integridad se analizé mediante PCR y/o digestion enzimatica.

VIIl.4. Digestion enzimatica de plasmidos

La digestion de los plasmidos M13KE y pUC57-scFv se realizé en primer
lugar incubando ambos vectores con las enzimas Eagl y Kpnl (Thermo
Scientific) durante 90 minutos a 37°C. Con el fin de optimizar la digestion se
utilizaron distintas cantidades de ADN vy diferentes combinaciones de tiempo y
temperatura. Ademas, se utilizaron enzimas de digestion de alta fidelidad
Eagl-HF y Kpnl-HF (New England Biolabs), las que mejoraron la eficiencia de
la técnica utilizando un protocolo de 60 minutos a 37°C, y enzimas de digestion
rapida FD-Eagl y FD-Kpnl (Thermo Scientific) que permitieron digerir los

plasmidos en 5 min a 37°C.

Las enzimas Xbal, EcoRIl, Ncol, Mlul, BamHI (Invitrogen), Ncol y BamHI
(Thermo Scientific) se utilizaron para verificar los plasmidos pSEX81 y pUC57

utilizando un protocolo de digestion de 90 minutos a 37°C. Las enzimas

41



FD-Ncol y FD-BamHI (Thermo Scientific) permitieron optimizar la digestion a un

protocolo de 5 minutos a 37°C.

VIILS. Purificaciéon de ADN desde gel de agarosa

Luego de la digestion enzimatica en el proceso de clonamiento de la
secuencia scFv anti-CEA dentro del vector M13KE, el vector digerido y el
fragmento scFv anti-CEA se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al
0,6% y 1%, respectivamente. Luego de resolver las bandas de tamafio
molecular esperado se utilizdé un bisturi para cortar los productos de digestion
requeridos. EI ADN se obtuvo desde cada corte de gel siguiendo el protocolo
descrito en el kit de purificacion “NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up”

(MACHEREY-NAGEL).

VIII.6. Desfosforilacion del vector M13KE

El vector M13KE purificado desde un gel de agarosa se desfosforild
incubando la enzima fosfatasa alcalina de camaron SAP (Fermentas) con la
solucion tampon SAP (Fermentas) durante 1 hora a 37°C. La enzima se

inactivo incubando 15 minutos a 65°C.
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VIIIL7. Ligacién de acidos nucleicos

La ligacion entre el vector M13KE desfosforilado y el inserto scFv anti-CEA
se llevd a cabo incubando la enzima ligasa del fago T4 (Promega) a 16°C
durante 16 horas. La cantidad de ADN utilizado se calculdé segun la relacion

molar requerida mediante la siguiente formula:

ng de vector X kb del inserto » inserto )
X relacion molar = ng de inserto
kb del vector vector
VI1II.8. PCR convencional

La presencia del fragmento scFv anti-CEA dentro de los vectores M13KE,

pUC57 y pSEX81 se estudi6 utilizando los siguientes pares de partidores:

M13KE Fw &-GCTCCTTTTGGAGCCTTTTT-3’
Rv 5-CAGGGATAGCAAGCCCAATA-3

M13KE, pUC57 y pSEX81 Fw 5-GCCCGCGAAGATTATGACTA-3
Rv §-TAATAATCCGCCGCATCTTC-3’

La amplificacion del fragmento anti-CEA se efectu6 utilizando la mezcla de
reactivos “GoTaq Green Master Mix” (Promega). Esta mezcla contiene la

enzima polimerasa Taq, dNTPs y MgCl-.
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El producto de la amplificacion se someti6 a electroforesis en gel de

agarosa al 1% (Axygen).

VIIIL.9. Produccién de bacteri6fago M13 silvestre

A 500 ml de medio LB suplementado con tetraciclina 20 pg/ml (el cassette
de expresion del pilus F posee el gen de resistencia a tetraciclina) se le
agregaron 5 ml de un cultivo saturado de bacterias E. coli ER2738 y 10 ul de
bacteri6fago M13 silvestre (102 ufp/ml). La mezcla se incub6é con agitacion
(250 rpm) durante 4,5 horas a 37°C. Luego, las bacterias se centrifugaron a
5.000 g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se recupero e incubo a 4°C
durante 16 horas con 83 ml (1/6 del volumen total) de solucion PEG 8.000 al
20% en NaCl 2,5 M para precipitar los bacteriéfagos presentes en la solucion.
Los fagos precipitados se centrifugaron a 5.000 g durante 30 minutos a 4°C y
luego resuspendidos en 100 ml de TBS estéril. Para eliminar restos de bacteria,
la solucién se centrifugé a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante
se recupero e incubd durante 16 horas a 4°C con 17 ml de solucion PEG/NacCl.
Finalmente, los fagos se centrifugaron a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C y
luego respuspendidos en 5 ml de PBS estéril. Los bacteri6fagos son titulados
en placas de agar LB con IPTG y X-Gal. El titulo promedio obtenido con este

protocolo es aproximadamente 102 ufp/ml.
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VI111.10. Titulacion de bacteri6fagos M13 silvestres mediante

infeccion de bacterias E. coli ER2738

Para conocer la cantidad de fagos presentes en una solucion determinada
se realizaron diluciones seriadas de dicha solucion. Luego, se mezclaron 30 pl
de cada dilucion con 270 ul de bacterias E. coli ER2738. Esta mezcla se
agreg6b a 3 ml de agar LB blando o semisélido temperado a 45°C e
inmediatamente después se vertié sobre una placa con agar LB (que posee
IPTG y X-Gal en su superficie). Finalmente, cuando el agar blando gelifico por
completo, la placa se incub6 a 37°C durante 16 h. El conteo de placas azules
multiplicado por el factor de dilucién respectivo entrego el titulo de la dilucion en

unidades formadoras de placa por ml (ufp/ml).

VIIIL11. Deteccidn de bacteri6fagos mediante ELISA indirecto

Para detectar la presencia de bacteri6fagos anti-CEA en las
preparaciones obtenidas mediante la técnica de fagomidio mas hiperfago, cada
solucion se diluyé 10 veces en una solucién de bicarbonato 0,1M y luego se
incubo durante 16 horas a 4°C en una placa de 96 pocillos. Posteriormente, la
placa se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente con una solucion de
bloqueo que contiene PBS BSA al 1%. Los fagos presentes en la placa se
detectaron con un anticuerpo (Ac) murino especifico contra el bacteriéfago M13

(Fitzgerald), el cual se incub6 durante 90 minutos a temperatura ambiente.
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Luego la placa fue lavada e incubada a temperatura ambiente durante 90
minutos con un Ac especifico contra las inmunoglobulinas murinas (Thermo
Scientific Pierce), acoplado a la enzima peroxidasa de rdbano. Finalmente, se
agrego el sustrato TMB y la absorbancia del producto azul se cuantificO a

603 nm utilizando el lector multi-modal de microplacas “Synergy HT” (BioTek).

VIIL12. Titulaciéon de bacteri6fagos mediante ELISA indirecto

Como método alternativo a la titulacion de fagos mediante infeccion
bacteriana, se estandarizé un protocolo de titulacion mediante ELISA indirecto.
Este protocolo consiste en la cuantificacion de la absorbancia otorgada por una
solucién de bacteriéfago M13 anti-CEA (de titulo desconocido) y su posterior
interpolacibn en una curva de absorbancia construida con cantidades
conocidas de M13 silvestre (curva estandar). La deteccion de ambos tipos de
bacteriofago en la placa se realiz6 utilizando el protocolo descrito anteriormente

para la deteccion de bacteriéfagos mediante ELISA indirecto.

VII1.13. Ensayo de especificidad contra CEA purificado

La deteccion de fagos que se unen especificamente al antigeno CEA
purificado se realiz6 mediante un ensayo de ELISA indirecto. En primer lugar

se incub6 (16 h a 4°C) una placa de 96 pocillos con proteina CEA de origen
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humano (Abcam) diluida en una solucion de bicarbonato 0,1 M. Luego, la placa
se incubd durante 1,5 horas a temperatura ambiente con una solucidén de
bloqueo que contiene proteina BSA al 1%. Posteriormente, la placa se lavé con
PBS Tween 0,1% (PBST) y se incub6 con 10%° ufp de bacteriéfagos M13 anti-
CEA (o M13 silvestre como control) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Luego de lavar nuevamente con PBST para remover los fagos no unidos a
CEA, la placa se incub6 con anticuerpo anti-M13 (Fitzgerald) durante 1,5 horas
a temperatura ambiente. Para confirmar la presencia de proteina CEA se
incubo simultdneamente un par de pocillos con Ac anti-CEA (Cell Signaling). En
seguida, se lavo con PBST 0,1% para remover el anticuerpo primario no unido
y se incubd con un anticuerpo acoplado a HRP especifico contra las
inmunoglobulinas murinas (Thermo Scientific Pierce). Finalmente la placa se
lavé con PBST 0,1% y se agreg6d a cada pocillo una solucion de TMB y
peréxido de hidrégeno. La enzima HRP acoplada al Ac secundario utiliza esta
solucion como sustrato y genera un producto de color azul. De esta forma, la
intensidad del color azul presente en cada pocillo estara relacionada con la
cantidad de bacteri6fago que se ha unido al antigeno CEA. La absorbancia del
producto azul se cuantific6 a 630 nm utilizando el lector multi-modal de

microplacas “Synergy HT” (BioTek).
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VIIl.14. Cultivo celular

Para la mantencidén de las lineas celulares de origen murino se utilizé
medio de cultivo RPMI (Gibco) y las células tumorales de origen humano se
cultivaron con medio de cultivo DMEM (Gibco). Ambos medios de cultivo se
suplementaron con solucién antibiética-antimicética, FBS al 1%, piruvato de

sodio 1mM, aminoacidos no esenciales y L-glutamina 2 mM.

VIII.15. Deteccién de bacteri6fagos unidos a la superficie

células tumorales mediante citometria de flujo

En primer lugar, los bacteriéfagos se incubaron con una solucién de leche
al 2,5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion para
disminuir uniones inespecificas. Las lineas celulares analizadas se despegaron
desde una botella o placa de cultivo incubandolas durante 5 minutos a 37°C
con una solucién de EDTA 0,5 mM. Luego se lavaron con solucion PBS/FBS al
2% y se incubaron con los bacteriéfagos en solucion PBS/leche 2,5% durante
1,5 h a 4°C. Nuevamente se lavaron con solucion PBS/FBS al 2% y se
incubaron simultdneamente con Ac anti-M13 de origen murino (GE Healthcare,
isotipo 1gG2a) y Ac anti-CEA (Cell Signaling, isotipo IgG1 murino) durante 1
hora a 4°C. Posteriormente se lavaron con PBS/FBS 2% y se incubaron con
dos Ac especificos contra las inmunoglobulinas de raton IgGl e IgG2a

(Biolegend), ambos acoplados a los fluoréforos PE y PerCP/Cy5.5,
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respectivamente. Ademas se incubaron con el marcador de viabilidad Zombie
Aqua (Biolegend). Finalmente, las células se lavaron nuevamente con solucion

PBS/FBS 2% vy se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 2% en PBS.

La fluorescencia de las células fue detectada y cuantificada en el equipo
BD FACSCanto Il (BD Biosciences) utilizando el software BD FACSDiva (BD
Biosciences). El analisis de los datos se llevd a cabo utilizando el software

FlowJo (Tree Star Inc.).

VI1II1.16. Deteccion de la proteina plll mediante western blot

En primer lugar, se agreg6é un volumen determinado de cada solucion de
bacteriéfagos en una solucion tampén que genera condiciones denaturantes
para ser sometida a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%. Las
proteinas que se desplazaron a través del gel se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa a 300 mA por 2 h. La membrana cargada con proteinas se
incubd con leche al 5% en PBS durante 1 hora, a temperatura ambiente y en
agitacién constante. Posteriormente la membrana se incubd con un anticuerpo
anti-plll (New England Biolabs) en una dilucién de 1:1000 en solucion de leche
al 5% durante 16 h a 4°C. Luego de hacer 3 lavados de 10 min, cada uno con
una solucion de PBS/Tween20 al 0,1% en agitacion constante, la membrana se
incubd con el anticuerpo especifico contra las inmunoglobulinas de ratén que

estd acoplado a la enzima HRP (Thermo Scientific Pierce) en una dilucién
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1:3000 en solucion de leche al 5% por 3 h a temperatura ambiente y en
agitacion constante. Luego de hacer nuevamente 3 lavados con una solucion
de PBS/Tween208 al 0,1%, la membrana se incubd por 3 min con un reactivo
sustrato EZ-ECL (Biological Industries) que al ser degradado por la enzima
HRP genera un producto quimioluminiscente. Finalmente, un trozo de film
fotografico se expuso sobre la membrana de nitrocelulosa y luego se reveld y

fij0, generando una imagen representativa de las bandas detectadas.

VIIL.17. Analisis estadistico

Los resultados de la evaluacion de la especificidad del fago M13 anti-CEA
contra la proteina CEA se expresan como promedio + desviacion estandar. Las
diferencias observadas son valoradas estadisticamente mediante la aplicacion
del test no paramétrico Mann Whitney para datos no pareados usando el
software de analisis estadistico Graph Pad Prism (GraphPad Software, Inc.)
Las diferencias entre grupos experimentales se consideran estadisticamente

significativas para p < 0,05.
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IX. RESULTADOS

OBJETIVO 1
Generacidn del bacteriéfago M13 modificado con el scFv anti-CEA

Primera estrategia:

La primera estrategia utilizada para generar un bacteriofago M13 que
presente la proteina de fusiébn scFv-plll en su superficie, consisti6 en la
insercién de la secuencia que codifica el scFv anti-CEA (782 pares de bases)
dentro del vector gendmico M13KE. El vector M13KE (New England Biolabs)
contiene el genoma completo del bacteri6fago M13 y presenta dos sitios de
corte especificos para las enzimas de restriccion Kpnl y Eagl en el inicio
(extremo 5’) del gen lll. La secuencia scFv anti-CEA utilizada en este proyecto
se disefié con los mismos sitios de restriccion flanqueantes (Kpnl al extremo 5’
y Eagl al extremo 3’) para ser digerida y clonada manteniendo el marco de
lectura del gen lll. Ademas, se agregd un espaciador compuesto de 3 codones
codificantes de glicina para separar el scFv anti-CEA de la proteina plll y asi
otorgar flexibilidad a este fragmento anti-CEA. Luego del disefio, esta
secuencia de cadena unica anti-CEA se sintetiz0 y clon6 dentro del vector de

clonamiento pUC57 por la empresa GenScript.

Los vectores pUC57 y M13KE se digirieron simultaneamente con las

enzimas Kpnl y Eagl. Ambos productos de digestion se sometieron a
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electroforesis para luego purificar tanto el fragmento scFv anti-CEA como el
vector M13KE lineal, desde un gel de agarosa al 1% y al 0,6%,
respectivamente. El vector lineal M13KE purificado desde el gel al 0,6% se
desfosforil6 utilizando la enzima fosfatasa alcalina para evitar ligaciones
espontaneas. Luego, el fragmento scFv anti-CEA purificado desde el gel de
agarosa al 1% se ligo al vector M13KE desfosforilado utilizando la enzima ADN
ligasa del fago T4. La insercion de la secuencia scFv anti-CEA dentro del
vector M13KE se verific6 mediante PCR, utilizando dos partidores que
flanquean el sitio de insercion en el vector M13KE. El producto de este PCR se
someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se observo la formacion
simultdnea de dos bandas con tamafios de 1.000 y 300 pb (Figura 8). Las
bandas observadas corresponden a los productos amplificados desde los
vectores M13KE-scFv (con inserto) y M13KE (sin inserto), respectivamente.
Este resultado confirma la presencia de ambos vectores (M13KE-scFv y

M13KE) en el producto de ligacién.

El producto de la ligacion entre el inserto y el vector lineal se utilizé para
transformar bacterias E. coli ER2738. Las bacterias transformadas se
sembraron en placas de agar LB con IPTG y X-Gal utilizando un agar
semisolido saturado con bacterias de la misma cepa. El sistema IPTG/X-Gal
permiti6 detectar las bacterias que incorporaron el vector M13KE (con o sin
inserto), ya que este vector otorga la capacidad de sintetizar una enzima
B-galactosidasa funcional (gen lacZ) y, por lo tanto, permite a la bacteria
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degradar el compuesto X-Gal, generando un producto de color azul. El agar
semisolido saturado con bacterias se utilizé para permitir la amplificacion de los
vectores M13KE-scFv o M13KE sin inserto, ya que la amplificacion de ambos
vectores es dependiente de la produccion de nuevas particulas virales que
infectaran bacterias adyacentes (no poseen un gen de resistencia a antibiético).
Las bacterias infectadas por los fagos generados desde el vector M13KE-scFv
o M13KE formaron placas azules, las que se seleccionaron y cultivaron para
luego extraer y analizar por PCR su ADN, utilizando el mismo par de partidores
mencionado anteriormente. De esta forma, se analizé un gran numero de
clones provenientes desde distintos intentos de clonamiento y todos resultaron

ser negativos para el vector M13KE-scFv (Figura 9).

El analisis de los resultados obtenidos con esta estrategia sugiere la
presencia de ambos vectores, M13KE y M13KE-scFv, en un mismo clon de
bacterias transformadas con el producto de ligacion (Figura 9, clon 4.1). Para
comprobar la presencia del vector M13KE-scFv se electropor6 nuevamente con
el ADN del clon 4.1 (clon que posiblemente contiene el vector M13KE-scFv) y
se analizaron los nuevos clones obtenidos. No se logré detectar clones

positivos para el vector modificado M13KE-scFv (datos no mostrados).

Los resultados obtenidos con la primera estrategia se explicaron por los
siguientes fundamentos. Este primer objetivo busca producir un bacteriéfago

M13 que contenga un péptido (scFv) de aproximadamente 250 aminoacidos
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fusionado a cada una de las 5 copias de la proteina plll presentes en su
superficie. Sin embargo, la proteina plll del bacteriofago M13 cumple la funcion
de reconocer y unirse al pilus F de las bacterias E. coli ER2738, etapa
fundamental en el proceso de infeccién. Por lo tanto, la infectividad del fago
generado puede disminuir considerablemente debido a que su proteina plll
esta fusionada al scFv de 250 residuos. Por otro lado, es probable que en el
proceso de purificacion del vector M13KE digerido con Kpnl y Eagl se obtenga
tanto el vector lineal doblemente digerido como el vector digerido s6lo con una
enzima. Esto se debe a que ambos sitios de corte estdn muy cercanos en el
vector M13KE y los tamarfos de los productos de digestiéon generados por la
accion de una (7.222 pb) o ambas enzimas (7.202pb) son muy similares y no
se pueden resolver mediante electroforesis en gel de agarosa en las
condiciones usadas. De esta forma, el vector M13KE que no haya sido digerido
por ambas enzimas puede ser recircularizado sin el inserto (scFv) durante el
proceso de ligacion, siendo capaz de generar bacteriofagos silvestres con
capacidad infectiva normal. Todo esto, sumado al hecho de que el vector
M13KE no posee resistencia a antibidtico y su amplificacion depende de
numerosas rondas de replicacién de los fagos, sugiere que el fago silvestre,
aunque esté presente inicialmente en cantidades menores, podria competir y
desplazar al fago que presenta el fragmento de anticuerpo, impidiendo la

obtencion de un clon positivo para el vector M13KE-scFv.
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Segunda estrategia:

En consecuencia, se propuso utilizar una nueva estrategia basada en el
uso de dos vectores: pSEX81 (fagomidio) y M13K07Aplll (fago auxiliar
denominado hiperfago). El vector pSEX81 (PROGEN Biotechnik) es un
plasmido disefiado para expresar una proteina de fusion scFv-plll, ya que
presenta varios sitios de clonamiento en el inicio del marco de lectura del
gen lll, los que permiten la insercion de dos secuencias codificantes de
regiones variables (de cadenas liviana y pesada) de un anticuerpo. El hiperfago
M13K07Aplll (PROGEN Biotechnik), por su parte, posee el genoma completo
del bacteriofago M13 a excepciéon del gen Ill. En consecuencia, la
transformaciéon de bacterias F* con pSEX81 y su posterior infecciéon con el
bacteriéfago auxiliar que contiene al vector M13K07Aplll permite generar
bacteriéfagos que expresen exclusivamente la proteina de fusion scFv-plll en
su superficie. Este proceso es garantizado por la presencia en ambos vectores

de genes que otorgan resistencia a antibidtico.

La secuencia codificante del scFv anti-CEA se sintetizé y clon6 dentro
del vector pSEX81 por la empresa GenScript. El vector pSEX81 que contiene la
secuencia scFv anti-CEA se utilizé para transformar bacterias E. coli ER2738.
Once clones obtenidos de esta transformacion se amplificaron e infectaron con
hiperfago. Todos los clones utilizados se conservaron a -80°C en alicuotas de

1 ml de glicerol 20% (denominado stock N°1), previo a la infeccibn con
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hiperfago. La infeccion con M13K07Aplll (kanR®) de cada clon de bacterias
transformadas con pSEX81 (ampR) y su posterior cultivo en un medio de
crecimiento (LB) suplementado con kanamicina y ampicilina permitié originar un
nuevo stock de bacterias en glicerol, compuesto por 11 clones de bacterias
productoras de fago anti-CEA (denominado stock N°2). Los bacteriéfagos
presentes en el medio se precipitaron y resuspendieron en TBS estéril. La
presencia de bacteriéfagos en las 11 soluciones de fago obtenidas desde los
11 clones de bacterias del stock N°2 se confirmé mediante un ensayo de ELISA
indirecto (Figura 10). Para demostrar de forma preliminar la presencia de una
cantidad detectable de fagos se compararon los valores obtenidos con la
absorbancia de una muestra de hiperfagos con titulo conocido (10%? ufp/ml,
control positivo). Para evaluar la unién inespecifica de los anticuerpos utilizados
se midio la absorbancia de una muestra sin fagos (control negativo). Cuatro de
las 11 preparaciones analizadas presentaron una absorbancia cercana al
control positivo. Este resultado demostré que 4 de los 11 clones de bacterias E.
coli ER2738 transformadas con pSEX81 y posteriormente infectadas con
hiperfago generaron bacteri6fagos M13 que potencialmente presentan la
proteina de fusién scFv-plll en su superficie. Por lo tanto, la nueva estrategia
experimental permitié solucionar los problemas que se originaron con la

primera estrategia de produccion del bacteriéfago M13 anti-CEA.
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Figura 8. Anadlisis por PCR del producto de ligacién entre el vector M13KE y
el fragmento scFv anti-CEA. El producto de PCR generado al utilizar dos partidores
gue flanquean el sitio de insercién en el vector M13KE fue sometido a electroforesis en
gel de agarosa (1%). Para conocer la longitud aproximada de las bandas observadas
se utilizé un estandar de fragmentos de ADN con tamafios conocidos (Ladder 1 Kb).
Como control de la técnica se utilizé el producto de amplificacion del vector M13KE
original (PCR M13KE). Las bandas con un tamafio aproximado de 300 pb se obtienen
desde el vector M13KE original, mientras que la banda de aproximadamente 1.000 pb
se obtiene desde el vector ligado al fragmento anti-CEA. En la amplificacién por PCR
del producto de ligacion entre el vector M13KE y el fragmento scFv anti-CEA (PCR
ligacion) se observaron ambas bandas.
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Figura 9. Analisis por PCR de posibles clones positivos para la ligacién
M13KE-scFv anti-CEA. El producto de PCR formado al utilizar dos partidores que
flanquean el sitio de insercion en el vector M13KE fue sometido a electroforesis en gel
de agarosa (1%). El carril denominado Ladder 1 Kb corresponde a una muestra
estandar de oligonucleétidos. Como control de la técnica se utilizd el producto de
amplificacién del vector M13KE original (M13KE). Los carriles clon 3.1, clon 3.2, clon
3.3, clon 4.1, clon 4.2 y clon 4.3 corresponden a los productos de amplificacion del
ADN de 6 clones de bacterias transformadas con el resultado de la ligacion. Las
bandas con un tamafio aproximado de 300 pb se obtienen desde el vector M13KE
original, mientras que un vector ligado al fragmento anti-CEA genera una banda de
aproximadamente 1.000 pb. En el producto de PCR del clon 4.1 se detectd una banda
con tamafio aproximado de 1.000 pb (évalo rojo).
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Figura 10. Deteccion de bacteriofago M13 mediante ensayo de ELISA
indirecto. Absorbancia detectada a 630 nm de 11 soluciones de fago obtenidas en
forma independiente con la estrategia de fagomidio mas hiperfago. Como control
positivo se adhirieron a la placa 10 ufp de hiperfago. La absorbancia de las
preparaciones 1, 4, 5 y 6 fue cercana al control positivo de hiperfago. El control sin
fagos permitié descartar uniones inespecificas propias de los anticuerpos primario y/o
secundario. La absorbancia fue medida a los 6 minutos. Todas las mediciones se
efectuaron en duplicado.
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OBJETIVO 2
Produccién de bacteri6fagos M13 anti-CEA

La produccion de bacterifago anti-CEA mediante la técnica de
fagomidio méas hiperfago se puede resumir en 3 pasos (Figura 11). En primer
lugar, las bacterias E. coli ER2738 son transformadas con fagomidio (stock
N°1) y cultivadas hasta alcanzar una ODsoo de aproximadamente 0,4. Luego,
estas bacterias son infectadas con hiperfago (stock N°2) y cultivadas durante
16 horas a 30°C para favorecer la formacion de las nuevas particulas virales.
Finalmente, los bacteri6fagos anti-CEA presentes en el sobrenadante del
cultivo bacteriano son precipitados, concentrados y titulados para luego evaluar

su especificidad.

En base a protocolos descritos en la literatura, se disefid6 un método
basico para generar bacteriéfagos anti-CEA. En primer lugar, los clones de
bacterias que generaron fagos M13 anti-CEA (stock N°2, ver Figura 11) se
cultivaron con agitacibn en LB suplementado con tetraciclina, ampicilina y
kanamicina, durante 16 horas a 37°C. Luego, cada cultivo se centrifugd
(12.000 g durante 15 minutos a 4°C) con el fin de recuperar el sobrenadante
con fagos anti-CEA. Para precipitar los fagos en solucion, cada sobrenadante
recuperado se incubd con una soluciéon de NaCl 2,5M con PEG 8.000 al 20%

durante 16 horas a 4°C. De esta forma, luego de centrifugar se obtuvo un
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precipitado con bacteriéfagos anti-CEA. Finalmente, los fagos precipitados se
resuspendieron en PBS estéril para analizar su especificidad contra CEA. Este
meétodo de produccion genero fagos anti-CEA directamente desde un stock de
bacterias conteniendo ambos vectores (fagomidio e hiperfago), sin la necesidad
de efectuar los pasos de transformacion con fagomidio e infeccion con

hiperfago en cada nueva produccion.

Para comprobar la eficiencia del método de produccion de bacteriéfagos
anti-CEA propuesto fue necesario disefiar un método de titulacién, debido a
que él usado hasta ese momento requeria la infeccion de bacterias E. coli
ER2738 y la presencia del scFv anti-CEA disminuye la infectividad del fago
especifico. Por lo tanto, se estandariz6 un protocolo de titulacion de
bacteriéfagos mediante un método de ELISA indirecto. Este protocolo se basa
en el uso de una curva estandar de concentraciones conocidas de bacteriéfago
M13 silvestre y en la interpolacion de la absorbancia cuantificada para los fagos
anti-CEA (de titulo desconocido) dentro de dicha curva. Concentraciones de
bacteri6fago M13 silvestre entre 1x10° y 1x10' ufp/ml generaron una curva

logaritmica que correlaciona absorbancia y titulo (ver ejemplo en Figura 12).

La titulacion del bacteriofago M13 anti-CEA permitid concluir que el
método utilizado para la produccion de este bacteriéfago era ineficiente. Los
titulos de fago anti-CEA obtenidos con este método no superaban la

concentracion de 10 ufp/ml en 1 ml, y la produccién desde un mayor volumen
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inicial de cultivo bacteriano (1 litro) y luego su concentracién a un volumen de 1
ml sélo aumento los titulos a valores cercanos a 10! ufp/ml. A pesar de la baja
produccion del bacteriéfago anti-CEA, al evaluar su especificidad mediante
ensayos de ELISA se detectd su union a la proteina CEA purificada (ver mas

adelante en el objetivo 3).

La literatura y los datos obtenidos sugieren que la produccién de
bacteriéfagos anti-CEA desde un stock de bacterias que poseen ambos
vectores, fagomidio e hiperfago en su interior (stock N°2) es poco eficiente.
Esto se explicaria por el bajo nUumero de copias del vector hiperfago, factor
limitante en la generacion de nuevas particulas virales completas. Con el fin de
revertir esta situacion, se prob6 una nueva estrategia experimental: bacterias
provenientes del stock N°1 (s6lo con fagomidio en su interior) se cultivaron y
luego infectaron con hiperfago. De esta forma, siguiendo los pasos ya
mencionados de purificacion y concentracion del bacteriéfago desde un cultivo
bacteriano de 500 ml, se logré obtener una solucion de 2 ml con un titulo
aproximado de 1x10'2 ufp/ml, el cual representa el limite de la técnica segln
algunos autores. Para confirmar que los bacteriéfagos producidos expresan la
proteina scFv-plll se determind el tamafio de la proteina plll mediante la
técnica western blot. El peso molecular de esta proteina es cercano a 65 kDa y
cuando estd fusionada al scFv anti-CEA el peso observado es de
aproximadamente 100 kDa (Figura 13 A). Este resultado demostr6 que los

bacteriéfagos generados tienen la proteina de fusion scFv-plll. Ademas, se
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observo la presencia de una banda del tamafio de la proteina plll silvestre (65
kDa), fenomeno que ha sido explicado por algunos autores como un producto

correspondiente de la degradacion de la proteina de fusion scFv-plil.

La produccion desde el stock N°1 aumenté considerablemente la
concentracion final de bacteriéfagos M13 anti-CEA. Sin embargo, el alto costo
del fago auxiliar no permiti6 aumentar los volimenes de produccién, por lo que
se evaluaron nuevas condiciones para optimizar el protocolo. Luego de evaluar
distintas multiplicidades de infeccion (MOI) de hiperfago en cultivos bacterianos
con diferentes indices de crecimiento (ODsoonm desde 0,1 a 1), se concluy6 que
la infeccién con un MOI igual a 20 en un cultivo de bacterias (desde stock N°1)
con una ODeoo cercana a 0,2 permitia disminuir la cantidad de hiperfago
requerida sin reducir la concentracion final de bacteriéfagos anti-CEA. Ademas,
se observd que el volumen del cultivo podia aumentarse hasta 10 veces mas
luego de finalizar la infeccién con hiperfagos, aumentando el titulo final de
fagos anti-CEA. Esto ultimo quiere decir que se maximizé el volumen al que
puede llevarse un cultivo de bacterias con fagomidio e hiperfago en su interior
(etapa 2 de la Figura 11). Con el fin de confirmar la mejora en la produccién de
fagos anti-CEA se realiz6 una nueva deteccion de la proteina plll mediante
western blot. El resultado obtenido demostré que tanto la eficiencia como la
eficacia de la produccidon aumentaron, ya que se observé claramente la banda
correspondiente a la proteina de fusion scFv-plll y no se observé la banda del

tamafo de plll silvestre en las muestras de fago M13 anti-CEA (Figura 13 B).
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Figura 11.Resumen esquematico de la produccién de bacteri6fagos anti-
CEA. Etapas para la preparacion de fagos anti-CEA mediante la técnica de fagomidio
mas hiperfago. Las bacterias E. coli ER2738 son transformadas con el fagomidio,
vector que posee el gen de la proteina plll ligado al gen del scFv anti-CEA. (1) Las
bacterias transformadas son cultivadas en medio LB suplementado con ampicilina y
tetraciclina. De este cultivo se obtiene el stock en glicerol N°1. Luego, estas bacterias
son infectadas con hiperfago, bacteriéfago M13 que posee su genoma completo a
excepcion del gen lll. (2) Las bacterias transformadas e infectadas son cultivadas en
medio LB suplementado con tetraciclina, ampicilina y kanamicina. De este nuevo
cultivo se obtiene el stock en glicerol N°2. (3) Los nuevos bacteri6fagos generados a
partir de la expresién de los genes presentes en ambos vectores son purificados
desde el sobrenadante del cultivo, concentrados y utilizados en los ensayos de
especificidad correspondientes.

64



0,7 -

03 - y = 0,1924In(x) - 4,5501

0,2 - R2=0,9918

Absorbancia (630 nm)

0 T T 1
1E+10 2,1E+11 4,1E+11 6,1E+11

Titulo (ufp/ml)

Figura 12.Curva estandar de M13 silvestre detectados mediante ELISA. Curva
de titulacion obtenida al medir cinco soluciones de M13 silvestre de titulos conocidos
mediante un ensayo de ELISA indirecto. La muestra mas concentrada posee un titulo
aproximado de 5x10 ufp/ml y las siguientes se obtuvieron mediante diluciones
seriadas a la mitad. La linea de tendencia dibujada se ajusta matematicamente a una
ecuacion logaritmica. Cada punto de la curva corresponde al promedio de dos
mediciones. La absorbancia se midi6 a los 10 minutos. La gréfica es representativa de
3 experimentos independientes.
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Figura 13.Deteccién de la proteina de fusién scFv-plll mediante western blot.
Se comprobé la presencia de la proteina scFv-plll en bacteriéfagos M13 anti-CEA al
observar el aumento en el tamafio de la proteina plll. La banda cercana a los 70 kDa
corresponde a plll silvestre y la de 100 kDa a la proteina de fusion scFv-plll. Como
control negativo se utilizé una muestra de bacteriéfago M13 silvestre con un titulo de
5x10*2 ufp/ml (M13 WT). (A) Andlisis de bacteriéfagos M13 anti-CEA obtenidos luego
de infectar con hiperfago a bacterias provenientes del stock N°1, a una ODggo Ccercana
a 0,4. (B) Andlisis de fagos anti-CEA obtenidos luego de infectar con hiperfago a un
cultivo bacteriano proveniente del stock N°1 con una ODeoo cercana a 0,2. El fago M13
anti-CEA 2 fue producido maximizando el volumen de cultivo luego de la infeccién con
hiperfagos y M13 anti-CEA 1 no lo fue. Los tamafios indicados se obtuvieron desde un
estandar de peso molecular (STD). Este resultado es representativo de 3
experimentos independientes.
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OBJETIVO 3

Evaluacion in vitro de la especificidad de unién a CEA
del bacteriéfago M13 modificado

La finalidad de este proyecto es generar un bacteri6fago que se una
especificamente al antigeno CEA expresado en la superficie de células
tumorales. Por esta razon, la capacidad del fago anti-CEA de unirse al antigeno
CEA purificado y presente en la superficie de células tumorales se evalud

utilizando las técnicas de ELISA y citometria de flujo, respectivamente.

Anédlisis de la unién del fago anti-CEA al antigeno CEA purificado

La union del fago anti-CEA a la proteina CEA purificada se evalué
mediante ensayos de ELISA indirecto. Para esto, los bacteriéfagos anti-CEA se
incubaron con el antigeno CEA inmobilizado en placas de 96 pocillos y
posteriormente los bacteriéfagos unidos se detectaron con un anticuerpo
especifico contra M13. Con el fin de demostrar la especificidad otorgada por el
scFv anti-CEA contra el antigeno CEA, los ensayos de ELISA se efectuaron
utilizando dos controles: bacteriéfagos anti-CEA incubados en pocillos sin la
proteina CEA y fagos M13 silvestres incubados con CEA (Figura 14 A).
Ademas, para descartar resultados falsos positivos otorgados por uniones no
especificas del anticuerpo secundario se utilizd un control sin anticuerpo anti-
M13 en presencia de ambos tipos de fagos.
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Como se menciond anteriormente (objetivo 1, Figura 10), luego del
primer intento de produccion de fagos anti-CEA mediante la técnica de
fagomidio mas hiperfago se detectdé bacteriofago M13 en 4 de las 11
preparaciones de fago anti-CEA. La especificidad de unién a CEA de las
preparaciones 4, 5 y 6 se evalué por ELISA indirecto (fagos A, B y C,
respectivamente en Figura 14 B). El resultado confirm6 que la solucion B
(proveniente de la preparacion 5 de la Figura 10) contiene fagos especificos
contra la proteina CEA purificada, ya que la absorbancia detectada en
presencia de CEA es aproximadamente 3 veces mayor que la absorbancia del
control sin CEA. No se realiz6 un analisis estadistico de estos resultados ya

que corresponden al promedio de dos mediciones.

Luego de estandarizar el protocolo de titulacion de fagos anti-CEA, se
realiz6 una nueva produccion de bacteri6fagos anti-CEA desde el stock de
bacterias N°2. De las soluciones de fagos obtenidas se incubaron
aproximadamente 10° ufp de ambos bacteriéfagos (anti-CEA vy silvestre) y se
evalué su especificidad contra la proteina CEA purificada (Figura 15). Se
observdé que el fago anti-CEA se une especificamente a la proteina CEA
purificada, ya que la absorbancia medida al incubarlo con proteina CEA es
significativamente mayor a la absorbancia medida sin proteina CEA
(aproximadamente 3 veces) y a la absorbancia del control de fago silvestre

incubado con proteina CEA (aproximadamente 2,5 veces).
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Analisis de la unién del bacteriéfago anti-CEA a lineas tumorales gque expresan

CEA en su superficie

Una vez demostrada la unién del bacteriéfago anti-CEA a la proteina
CEA purificada, el siguiente paso fue demostrar que dicho fago se une
especificamente a células tumorales que expresan el antigeno CEA en su
superficie. Se incubaron 10! ufp de fagos M13 anti-CEA con células tumorales
de origen murino (C15A3, de adenocarcinoma de colon) y humano (MCF7, de
cancer mamario) que expresan CEA en su superficie y luego se detectd la
presencia de bacteriéfagos en su superficie mediante citometria de flujo. Como
control se utilizaron células de origen murino (MC38, de adenocarcinoma de
colon) y humano (HEK293T, embrionarias de rifidbn) que no expresan el
antigeno en su superficie. Ademas, como control de la especificidad otorgada
por el scFv anti-CEA, todas las células se incubaron con bacteri6fago silvestre.
Los fagos unidos a la superficie de las células se detectaron utilizando un
anticuerpo especifico contra bacteri6fagos M13 (isotipo IgG2a de raton), el cual
se detectd mediante un Ac especifico contra el isotipo IgG2a de
inmunoglobulinas de ratdbn acoplado al fluéroforo PerCP/Cy5.5.
Simultaneamente, la expresion de CEA por parte de estas células se evaluo
mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-CEA de origen murino
(isotipo 1gG1), el cual se detectdé mediante un Ac especifico contra el isotipo
IgG1 de inmunoglobulinas de raton acoplado al fluéroforo PE. De esta forma, la
deteccidon simultdnea de fagos y proteina CEA en la superficie de las células
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permitid6 demostrar que la unién del bacteriéfago anti-CEA es especifica contra
este antigeno (Figura 16). En el resultado obtenido se observé que la deteccidn
del fago M13 anti-CEA en las células CEA* es directamente proporcional a la
deteccion de CEA en la superficie de las mismas, lo que indica una clara
relacion entre la expresion del antigeno y la unién del bacteriéfago anti-CEA.
No se detectd unién de fagos en los controles de células sin CEA y de
incubacion con fago silvestre, lo que confirma que la unién observada se debe

a la presencia del fragmento scFv anti-CEA expresado por el fago especifico.

Los ensayos de evaluacion de especificidad permitieron demostrar que
el bacteriéfago M13 anti-CEA producido mediante la estrategia de fagomidio
mas hiperfago se une especificamente a la proteina CEA purificada y a células
que expresan este antigeno en su superficie. Esta especificidad se debe a la
expresion del scFv anti-CEA fusionado a la proteina plll del bacteriéfago. La
union especifica a células tumorales CEA* fundamenta el estudio del fago M13

anti-CEA como potencial inmunoterapia contra canceres del aparato digestivo.
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Figura 14.Evaluacion de la especificidad del bacteri6fago M13 anti-CEA
mediante ELISA. (A) Representacion esquematica de las condiciones experimentales
utilizadas en el ensayo de ELISA indirecto. Los controles sin CEA y con M13 WT
descartan uniones inespecificas del scFv anti-CEA e interacciones entre CEA y las
proteinas del bacteriofago M13 silvestre, respectivamente. El control sin Ac aM13
descarta resultados falsos positivos generados por uniones inespecificas del
anticuerpo secundario. (B) Resultado de la evaluacion de especificidad mediante
ELISA indirecto. Las muestras Fago A, Fago B y Fago C corresponden a 3
preparaciones de fago anti-CEA. La absorbancia de cada muestra, incluyendo el
control de fago inespecifico (M13 silvestre), fue cuantificada a los 10 minutos (a 630
nm). Todas las condiciones fueron realizadas en duplicado.
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Figura 15.El bacteriéfago M13 anti-CEA se une especificamente a la proteina
CEA purificada. La especificidad del bacteri6fago M13 anti-CEA contra CEA se
evalu6é mediante ELISA indirecto. El grafico muestra la absorbancia promedio medida
al incubar bacteriéfagos anti-CEA con la proteina CEA (columna verde en extremo
derecho). Como controles se incubaron el fago anti-CEA en ausencia de CEA
(columna verde en el centro), el fago M13 silvestre en presencia (columna sin relleno
en el centro) y ausencia (columna sin relleno a la izquierda) de CEA. El resultado
corresponde a dos preparaciones independientes de bacteriéfagos M13 anti-CEA. La
absorbancia de cada muestra fue medida en duplicado o triplicado a los 10 minutos.
Las barras representan el promedio de las mediciones *+ desviacion estandar. El
analisis estadistico se realiz6 utilizando el test de Mann Whitney. * = p<0,05,
** = p<0,005
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Figura 16. El bacteri6fago M13 anti-CEA se une especificamente a células que
expresan CEA en su superficie. La especificidad de union del fago M13 anti-CEA a
células que expresan CEA en su superficie se evalu6 mediante ensayos de citometria
de flujo. Como control de especificidad se utilizaron bacteriéfagos M13 silvestres (M13
WT). La unién de ambos fagos se evalu6 en células que expresan (C15A3 y MCF7) y
gue no expresan (MC38 y HEK293T) el antigeno en la superficie. Las células MC38 y
C15A3 son de origen murino y las células HEK293T y MCF7 son de origen humano.
Los bacteriofagos fueron detectados mediante un anticuerpo especifico contra M13, el
cual fue detectado con un anticuerpo especifico contra el isotipo 1gG2a de
inmunoglobulinas de ratén acoplado al fluor6foro PerCP/Cy5.5. La proteina CEA fue
detectada mediante un anticuerpo especifico contra este antigeno, el cual fue
detectado con un anticuerpo especifico contra el isotipo IgG1 murino acoplado al
fluoréforo PE. Los niumeros en cada cuadrante indican el porcentaje de la poblacién
correspondiente dentro de la poblacibn de células vivas. Los graficos son
representativos de al menos 3 experimentos independientes.
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X. DISCUSION

Debido a su alta tasa de mortalidad, los canceres que afectan el aparato
digestivo son un problema de salud de vital importancia a nivel mundial. Los
tratamientos utilizados actualmente para combatir este tipo de canceres no son
totalmente eficaces y producen una gran cantidad de efectos secundarios no
deseados que disminuyen la calidad de vida del paciente [1]. Este proyecto de
tesis tuvo como objetivo generar la herramienta basica de una nueva
inmunoterapia antitumoral contra CADs, un bacteriéfago M13 especifico contra
el antigeno tumoral CEA, antigeno expresado en un alto porcentaje en CADs.
Esta terapia se basa en la alta inmunogenicidad del fago M13 y la posibilidad
de expresar péptidos en su superficie, y en la sobreexpresion de CEA en las

células tumorales de este tipo de canceres.

1.-Primera estrategia utilizada para la generacion del fago M13 anti-CEA

La primera estrategia utilizada consistia en insertar la secuencia
codificante para un fragmento variable de cadena simple de un anticuerpo
especifico contra la proteina CEA dentro del gen Il en el vector M13KE. El
vector M13KE posee el genoma completo del bacteriéfago M13 mas el gen
lacZ que permite a las bacterias E. coli ER2738 expresar la enzima

B-galactosidasa funcional, pero no posee gen de resistencia a antibiotico. Por
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esta razon, las bacterias transformadas con el producto de la ligacion entre
M13KE y scFv anti-CEA se identificaron exclusivamente por su capacidad de
degradar el compuesto X-Gal, generando un producto de color azul. En
consecuencia, este método de identificacion se basaba Unicamente en la
capacidad de los fagos generados para infectar nuevas bacterias y replicarse.
Sin embargo, en el producto de ligacion utilizado para transformar las bacterias
se encontrd presente tanto el vector M13KE-scFv como el vector M13KE sin
inserto (objetivo 1, Figura 8). Esta coexistencia de ambos vectores fue el
principal obstaculo para la obtencién del bacteriéfago M13 anti-CEA, ya que se
ha demostrado que la infectividad de los bacteriéfagos puede disminuir cuando
presentan péptidos en su proteina plll [49-51]. Esto quiere decir que al cultivar
las bacterias transformadas con el producto de ligacion, el fago M13 silvestre
generado por el vector M13KE sin inserto compite con el fago M13 anti-CEA
generado por el vector M13KE-scFv y probablemente logra desplazarlo gracias
a su mayor capacidad infectiva. Esta situacién dificulté la identificacion de
bacterias que contenian exclusivamente el vector M13KE-scFv (objetivo 1,

Figura 9) por lo tanto se decidio utilizar una nueva estrategia experimental.

2.-Segunda estrategia usada para la generacién del fago M13 anti-CEA

Se encontré6 en la literatura que la estrategia mas utilizada para

presentar scFv en la proteina plll del fago M13 consistia en el uso conjunto de
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un vector que contiene Unicamente el gen Il (denominado fagomidio) y de un
fago auxiliar que contiene el genoma completo del bacteriéfago M13 menos el
gen que codifica plll [42, 52-59]. Este método tiene la ventaja de que el
fagomidio utilizado para expresar la proteina de fusion scFv-plll también otorga
resistencia a un antibiético determinado, por lo tanto las bacterias que
adquieren este fagomidio son de facil seleccion. Por otro lado, el fago auxiliar
aporta la informacion genética necesaria para generar nuevas particulas virales
completas, eliminando la necesidad de utilizar un vector Gnico que contenga el

genoma completo del fago [60-62].

Bajo estos fundamentos se decidié utilizar en conjunto al fagomidio
pPpSEX81 y al fago auxiliar denominado hiperfago, ambos de la empresa
alemana Progen. El vector pSEX81 posee distintos sitios de corte enziméatico
en el inicio del gen l1ll, lo que facilita la insercion de la secuencia scFv anti-CEA.
Ademas, este fagomidio posee un gen codificante de la enzima B-lactamasa,
por ende las bacterias que tengan el fagomidio en su interior seran resistentes
a ampicilina. Por su parte, el hiperfago es un fago auxiliar que infecta bacterias
F* ya que su estructura proteica es completa y funcional, pero es incapaz de
replicarse porgue en su genoma no se encuentra el gen que codifica plll. Se ha
demostrado que el uso de este hiperfago genera un mayor numero de
proteinas de fusion scFv-plll ya que todas las copias de proteina plll
producidas provienen Unicamente del gen presente en el fagomidio [63, 64].
Ademas, es importante destacar que este fago auxiliar confiere a la bacteria
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hospedera resistencia a kanamicina. De esta forma, al transformar bacterias E.
coli ER2738 con el fagomidio pSEX81, infectarlas con el hiperfago y luego
incubarlas en medio LB suplementado con ampicilina y kanamicina, se
obtienen bacterias con la informacidn genética necesaria para generar
bacteriéfagos M13 que expresen el scFv anti-CEA en su superficie. Dicho esto,
se procedid a optimizar el protocolo de produccibn mediante el sistema

fagomidio/hiperfago.

3.-Optimizacién de la produccion de bacteri6fagos M13 anti-CEA

La estrategia de presentaciéon de péptidos basada en el uso de un
fagomidio mas fagos ayudantes ha sido ampliamente utilizada para generar
grandes bibliotecas de fagos que expresan fragmentos de anticuerpo [42, 52-
60, 65-67]. El fin de estos estudios es encontrar, mediante phage display, una
secuencia genética que codifique un fragmento de anticuerpo especifico contra
un antigeno determinado. Asi, la secuencia genética que codifica estos
fragmentos es utilizada para sintetizar (de forma independiente al bacteri6fago)
el fragmento de anticuerpo especifico para el antigeno en estudio. Por esta
razon, la produccibn a gran escala de bacteri6fagos que presenten el
fragmento de anticuerpo especifico no es relevante en este proceso. En
consecuencia, los protocolos de produccién presentes en la literatura no

consideran estrategias para aumentar considerablemente el numero de
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bacteriéfagos especificos contra el antigeno en estudio, ya que el titulo
obtenido con las metodologias descritas es suficiente para ejecutar cada paso

del proceso de seleccion [68-72].

4.-Titulacion del bacteriofago M13 anti-CEA

El bacteriéfago M13 silvestre utilizado en esta tesis posee el gen lacZ en
su genoma por lo que cada bacteria E. coli ER2738 infectada es capaz de
degradar el reactivo X-Gal. De esta forma, al sembrar una mezcla de
bacteriéfagos y bacterias en agar suplementado con X-Gal se observa la
formacion de placas de infeccion azules. El conteo de placas azules entrega un
namero aproximado de particulas virales definido en unidades formadoras de
placa (ufp). Este método de titulacion no puede ser utilizado para cuantificar el
fago M13 anti-CEA debido a que la disminuciéon en su capacidad infectiva por la
presencia del scFv en la proteina plll generaria una subestimacion del nimero
real de fagos en la solucion, por lo que el titulo obtenido no seria comparable
con el titulo de los fagos M13 silvestres. En consecuencia, basandonos en
protocolos que describen el uso de la técnica de ELISA para titular
bacteri6fagos mediante la comparacion con una curva de concentraciones
conocidas de fago (curva estandar) [63, 68, 69] desarrollamos un nuevo
protocolo de titulacion de bacteriéfagos M13 anti-CEA. Este protocolo consistio

en la adhesion de los bacteriéfagos M13 anti-CEA de titulo desconocido y de
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una curva de concentraciones conocidas de fagos M13 silvestre a una placa de
ELISA para ser detectados mediante un anticuerpo contra bacteriofagos M13.
Este anticuerpo anti-M13 se detectd con un anticuerpo secundario anti-IgG de
ratén acoplado a la enzima HRP y luego de agregar un sustrato especifico para
esta enzima se midi6 la absorbancia del producto de color azul. Asi, la
absorbancia medida en las muestras de fago anti-CEA se interpol6 dentro de la
curva estandar de fago silvestre para calcular el titulo aproximado de cada

muestra.

5.-Deteccion de la proteina plll mediante western blot

La migracion de la proteina plll en un SDS-PAGE y su posterior
inmunodeteccion es una estrategia utilizada por varios autores para demostrar
la expresion de la proteina de fusidbn compuesta por un fragmento de
anticuerpo y la proteina plll [63, 64, 73, 74]. En el resultado presentado en la
Figura 13 se observa una banda correspondiente a la proteina plll silvestre en
la muestra de fago M13 anti-CEA, ademas de la banda correspondiente a la
proteina de fusion scFv-plll. La presencia de esta proteina concuerda con los
resultados obtenidos en los trabajos citados y ha sido explicada por la
degradacion de la proteina de fusién, la que puede producirse dentro de la
bacteria debido a que el fagomidio pSEX81 codifica una secuencia peptidica de

corte enzimético especifica para tripsina. Este sitio de corte esta disefiado para
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recuperar los fagos unidos al antigeno blanco en el proceso de seleccion
mediante phage display, permitiendo recuperar la infectividad de estos al
presentar una proteina plll sin scFv. Aunque la tripsina es una enzima ausente
en bacterias, se han descrito enzimas con actividad similar a la tripsina en
ciertas cepas bacterianas [75-77]. Indudablemente, falta investigacion para
fundamentar certeramente que la digestion de la proteina scFv-plll se debe a

este tipo de enzimas similares a tripsina.

6.-Deteccion de bacteriéfagos unidos a la proteina CEA purificada

La especificidad del bacteriéfago anti-CEA contra la proteina CEA
purificada se evalu6 mediante un ensayo de ELISA indirecto basado en
protocolos previamente descritos [63, 78, 79]. Esta evaluacion se hizo en cada
nueva produccion de bacteriéfagos anti-CEA con el fin de verificar directamente

que los fagos obtenidos poseen el fragmento scFv anti-CEA en su superficie.

La Figura 15 (objetivo 3) muestra el resultado obtenido en la evaluacion
de especificidad contra CEA mediante ELISA indirecto. Si bien se observa una
diferencia significativa entre la deteccion del fago M13 anti-CEA y sus
controles, la absorbancia cuantificada fue menor a lo esperado. Esto puede
explicarse en términos de la sensibilidad de la técnica ya que para eliminar

sefales de union inespecifica el nUmero de bacteridfagos incubados debié ser

80



disminuido a 10° ufp y probablemente la unién especifica es muy débil para ser

detectada mediante este tipo de ensayo de ELISA.

7.-Expresion de CEA en las lineas celulares estudiadas

La linea celular humana MCF7 ha sido estudiada como modelo celular
de cancer positivo para la expresion de CEA [80, 81], por lo tanto representa un
modelo confiable y funcional para la evaluacion de la especificidad del fago
M13 anti-CEA. La deteccion de CEA mediante citometria de flujo corroboré

empiricamente la presencia de este antigeno en la superficie de estas células.

Es importante destacar que la expresion de la proteina CEA sélo se ha
descrito en células humanas, por lo tanto el estudio de inmunoterapias basadas
en la expresion de este antigeno debe realizarse en modelos murinos
modificados para expresar CEA. Las linea celular de origen murino C15A3 que
expresa CEA en su superficie proviene de células tumorales que han sido
modificadas por el grupo de investigacion del Dr. Hinrich Abken [82, 83]. En
consecuencia, la evaluacion de la expresion de CEA mediante citometria de
flujo fue necesaria para confirmar la expresion de esta proteina en la superficie
de esta linea celular y para confirmar la ausencia de CEA en la superficie de
células MC38. Tal como se esperaba, la linea celular C15A3 expresa CEA en
su superficie, mientras que las células MC38 no (objetivo 3, Figura 16). La

importancia de utilizar células de origen murino se fundamenta en su posterior
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uso in vivo como modelos tumorales CEA*. Esto quiere decir que luego de
confirmar que el fago anti-CEA se une a las células C15A3, estas seran
utilizadas para generar tumores CEA* en ratones C57BL6 y asi analizar el

potencial terapéutico del fago anti-CEA.

8.-Deteccion del bacteriofago M13 anti-CEA unido a la superficie de lineas
celulares que expresan CEA en su superficie

El nimero minimo de bacteriéfagos necesario para analizar su

especificidad en células es 10! ufp. Al incubar esta cantidad de particulas

virales se logré observar union del fago anti-CEA a las células tumorales CEA*

lo que sugiere fuertemente que el fago producido se une especificamente a

estas células (Figura 16).

Las condiciones escogidas para optimizar el protocolo de evaluacion de
especificidad mediante citometria de flujo fueron muy similares a las descritas
por Eriksson, et al en el afio 2006 [48]. Esta publicacién describe la generacion
de tres bacteri6fagos M13 especificos contra la linea tumoral de melanoma
murino B16 y la posterior evaluacion de su potencial como inmunoterapia
antitumoral en el modelo de melanoma in vivo. Uno de estos tres bacteriéfagos
posee caracteristicas similares al fago M13 anti-CEA ya que se generd
mediante el uso de un fagomidio y expresa un fragmento de anticuerpo (Fab)

fusionado a su proteina plll. Segun lo descrito por los autores, mediante
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citometria de flujo se logré detectar la union del fago Fab a un 32% de las
células tumorales B16-F10. Sin embargo, al momento de evaluar el efecto in
vivo del fago Fab en el modelo de melanoma murino, se observo que este fago
indujo regresion tumoral completa en mas de un 50% de los ratones vy, en
consecuencia, aumento significativamente el porcentaje de sobrevida. De esta
forma, si comparamos los resultados descritos por este grupo de investigacion
con el resultado obtenido en este trabajo de tesis podemos concluir que la
deteccién de fago M13 anti-CEA unido a la superficie de células tumorales
CEA* es un dato promisorio en cuanto a su potencial uso como inmunoterapia

antitumoral.

9.-Proyecciones

Luego de optimizar la produccion de bacteriéfagos especificos contra
CEA, el siguiente paso es realizar estudios in vivo de su especificidad y
funcionalidad en modelos tumorales murinos. En estos estudios se evaluara
tanto la regresién tumoral como la respuesta inmune antitumoral generada,
detectando las poblaciones celulares infiltrantes del tumor. El protocolo de
analisis de poblaciones celulares infiltrantes ya ha sido estandarizado en

nuestro laboratorio para el modelo celular C15A3.
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XI.

1.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir lo siguiente:

Las condiciones utilizadas en este trabajo para clonar la secuencia
codificante del scFv anti-CEA dentro del vector gendémico M13KE no
permitieron generar bacteriofagos que expresaran el fragmento anti-
CEA fusionado a la proteina plll, dado que la baja infectividad de los
fagos generados y la ausencia de un gen de resistencia a antibiotico
impiden la seleccion y purificacion del fago buscado.

El uso de la estrategia basada en los vectores fagomidio e hiperfago
permiti6 producir bacteri6fagos que expresan una proteina plll
fusionada al scFv anti-CEA.

El bacteri6fago M13 anti-CEA que presenta la proteina de fusion
scFv-plll en su superficie se une especificamente al antigeno CEA
purificado.

El bacteri6fago M13 anti-CEA que presenta la proteina de fusion scFv-
plll en su superficie se une especificamente a células tumorales que
expresan la proteina CEA en su superficie.
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