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SUMMARY

"Expression and biological characterization of a fragment of antibody anti-
MICA scFv for development of a biopharmaceutical and its possible application in
the treatment of gastric cancer”

Gastric Cancer is the second most common cause of cancer death
worldwide. Cytolytic cells, such as natural killer (NK) cells and T lymphocytes, play
an important role in the immune defense of the host against transformed cells.
These cells express the activating receptor NKG2D, whose ligands, expressed on
the cell surface of transformed cells, belong to the MIC (MICA and MICB) and
ULBP/RAET (ULBP1-6) families. Although it is well established that these ligands
are generally overexpressed in tumor cells, tumors can grow in immunocompetent
hosts due to mechanisms of tumor escape from NKG2D-mediaed
immunosurveillance. One of these immune evasion strategies is the proteolytic
shedding of MICA from the surface of cancer cells; as a consequence, the increase
in the serum levels of soluble MICA would compromise the anti-tumor reactivity
mediated by NKG2D-bearing cytotoxic lymphocytes. The aim of this work was part
of a R&D of a new and completely human antibody against MICA with therapeutic
purposes and consisted in the expression and biological characterization of a
fragment of this antibody (scFv-MICA). In addition, we also expressed MICA in
HEK293T cells.

The expression of MICA was performed by transfection between the vector
carrying the gene of the protein and Poly(ethylenimine). Levels of concentration of
MICA in the culture supernatant were measured by ELISA. Was also performed a
co-transfection with XBP1s, and observed 4 times higher performance compared
to a simple transfection. The expression of the anti-MICA scFv was carried out in
E. coli (strain HB2151). ScFv-MICA was found mainly in the insoluble fraction of
the lysate, and its subsequent purification was performed by FPLC.

The biological characterization of anti-MICA scFv was demonstrated by
ELISA, as it bound specifically to recombinant MICA. Binding of the antibody was
also observed, by flow cytometry, to native MICA present in two human gastric
adenocarcinoma cell lines (AGS and MKN-45). However, it was not possible to
reverse the expression levels of NKG2D receptor on cytolytic cells (present in
PBMC) treated with 400 ng/mL of recombinant MICA in the presence of the
antibody. These latter results may have possibly been caused by the action of
imidazole, which generated more than 50% cell death. Nevertheless, based on all
the results presented herein, it is possible to visualize new insights into the
development of better strategies to express and purify anti-MICA scFv for future
functional assays.

Funding by IDeA FONDEF CA12110023 y FONDECYT 1130330
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RESUMEN

El Cancer Géstrico es la segunda causa mas comun de muerte por cancer
en todo el mundo. Las células citoliticas, como las células natural killer (NK) y
linfocitos T, desempefian un papel importante en la defensa inmune del huésped
contra las células transformadas. Estas células expresan el receptor de activacion
NKG2D, cuyos ligandos, expresados en la superficie celular, pertenecen a las
familias MIC (MICA y MICB) y ULBP/RAET (ULBP-1-6). Aunque esta bien
establecido que estos ligandos son generalmente sobreexpresados en las células
tumorales, los tumores son capaces de crecer en huéspedes inmunocompetentes
debido a mecanismos de escape del tumor a la inmunovigilancia mediada por el
receptor NKG2D. Una de estas estrategias de inmunoevasion es el corte
proteolitico de MICA desde la superficie de células tumorales; como consecuencia,
el aumento en los niveles séricos de MICA soluble disminuiria la reactividad
antitumoral de los linfocitos citotoxicos que expresan el receptor NKG2D. El
objetivo de este trabajo se enmarca en I&D de un nuevo anticuerpo
completamente humano anti-MICA con fines terapéuticos y consistio en la
expresion y caracterizacion biologica de un fragmento de este anticuerpo (ScFv-
MICA), ademas de la expresion del antigeno (MICA) en células HEK293T.

La expresion de MICA se realizé a través de un proceso de transfeccion,
entre el vector que porta el gen de la proteina y Polietilenimina Los niveles de
concentracion de MICA, en el sobrenadante de cultivo celular, fueron medidos por
ELISA. Se realizo, ademas, una co-transfeccion con XBP1s, observandose un
rendimiento 4 veces superior en comparacion a una transfeccion simple. La
expresion del scFv anti-MICA se realiz6 en bacterias E. coli (cepa HB2151),
encontrandose principalmente en la fraccion insoluble del lisado, con su
consecuente purificacion mediante la técnica de FPLC.

La caracterizacion biolégica del scFv anti-MICA consistié en demostrar, por
ELISA, su unién especifica a MICA recombinante, ademas de su unién, por
citometria de flujo, a MICA nativa presente en dos lineas celulares de Cancer
Gastrico (AGS y MKN-45). Sin embargo, no se pudo revertir los niveles de
expresion del receptor NKG2D en células citoliticas (provenientes de PBMC)
tratadas con 400 ng/mL de MICA recombinante en presencia del anticuerpo. Estos
ultimos resultados fueron probablemente provocados por accion del Imidazol, el
cual generé mas de un 50% de muerte celular. Sin embargo, consideramos que,
en base a los resultados obtenidos durante este estudio, se podrian visualizar
nuevas perspectivas en la metodologia tanto de la expresion como purificacién de
scFv-MICA para futuros ensayos funcionales.

Financiamiento: FONDEF IDeA CA12110023 y FONDECYT 1130330.
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INTRODUCCION

1.1 Generalidades del Cancer

Diversas evidencias indican que la carcinogénesis es un proceso que
involucra multiples pasos. Cada uno de estos se produce por un cambio genético
gue conduce a la transformacion progresiva de una célula normal en una célula
neoplasica. Durante este proceso Darwiniano, cada cambio genético sucesivo
confiere algun tipo de ventaja adicional para el crecimiento del tumor y
eventualmente el establecimiento de la metastasis [,

Se ha sugerido que existen alteraciones esenciales en la fisiologia de las
células, las cuales se pueden apreciar en la figura 1 con sus respectivos blancos
terapéuticos, que colectivamente permiten la transformacion tumoral. Estas
alteraciones provocan [: autosuficiencia en la produccién de factores de
crecimiento, pérdida de respuesta a sefales inhibitorias del crecimiento celular,
evasion de o resistencia a la apoptosis, adquisicion de potencial replicativo
ilimitado, promocion de angiogénesis sostenida e invasion de tejido (capacidad
metastasica).

En los dltimos afos se han ido incorporando otras alteraciones
fisiopatoldgicas de las células cancerigenas, una de ellas es la reprogramacion del
metabolismo energético que estas mismas necesitan para continuos procesos de
crecimiento y proliferacion, principalmente a través de reacciones glicoliticas 2. La
otra alteraciéon que ha tomado una importante area de investigacion es la que
relaciona al sistema inmunoldgico con la progresion del cancer, la cual a través de
la teoria de la inmunovigilancia, propone que las células y los tejidos estan en un
constante monitoreo por una parte siempre latente del sistema inmune, y esta es
la responsable del reconocimiento y eliminacion de la gran mayoria de incipientes
células carcinogénicas [,

Un incremento de la evidencia, desde el punto de vista de la ingenieria
genética y de la epidemiologia clinica, ha demostrado que el sistema inmune
opera como una barrera significativa para la formacion y progresion de los

tumores. Tal comportamiento ha sido demostrado a través de que células
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cancerigenas, altamente inmunogénicas son rapidamente eliminadas en
huéspedes inmunocompetentes, fendmeno llamado inmunoedicion.

Como resultado de esto quedarian clones débilmente inmunogénicos, los
cuales posteriormente creceran y generaran tumores solidos; estos mismos clones
en un futuro podran colonizar tanto a huéspedes inmunodeficientes como
huéspedes inmunocompetentes, para asi generar un subito crecimiento y

diseminacion del cancer Bl
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Figura 1: Marcadores fisiolégicos del cancer y sus blancos terapéuticos. Drogas que
interfieren con cada una de las capacidades que adquieren las células cancerigenas para su
crecimiento y progresién, que han sido desarrolladas y actualmente estan en ensayos clinicos o en
algunos casos su uso clinico ha sido aprobado en algunos tipos de canceres .

vy <«

La patologia del cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. En 2012 hubo 14,1 millones de casos y 8,2 millones de muerte por
cancer (GLOBOCAN: Agencia Internacional para Investigaciéon del Cancer de la
OMS); 57% de los casos y 48% de las muertes ocurrieron en paises en vias de
desarrollo. En los paises desarrollados, el cancer de pulmén, mama, colorectal y

préstata representan el 46% del total de los canceres; mientras que en los paises
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en vias de desarrollo: sarcoma de Kaposi, cancer cérvicouterino, cancer hepético,
cancer gastrico y de esofago representan el 43% de la carga de enfermedad por
cancer. En Chile, el cancer de estbmago es el que presenta mayor porcentaje de

la carga por cancer, seguido de vesicula biliar, pulmén y mama ™,

1.2 Cancer gastrico

El cancer gastrico (CG) es un crecimiento tisular maligno, por proliferacion
contigua de células anormales de los tejidos que revisten el estbmago, con
capacidad de invasion y destruccion de los otros tejidos y érganos, principalmente
el eséfago e intestino delgado .

La etiologia especifica del cancer gastrico se desconoce, pero hay gran
cantidad de agentes ambientales que son sospechosos de intervenir en ella. Se le
relaciona con dietas elevadas en concentracion de nitratos, alimentos secos y
salados, ahumados y mal refrigerados o almacenados ©, asi como con bajo
contenido de fibras y vitaminas [’l, antecedentes familiares con cancer, edad
mayor a 60 afios, nivel socioeconémico bajo ®, tabaquismo, alcoholismo y con
grupo sanguineo A positivo. También se ha sugerido que patologias como gastritis
atrofica, Ulcera gastrica e infeccion por Helicobacter pylori aumentan el riesgo de
desarrollar este tipo de cancer [l

La incidencia del cancer gastrico ha disminuido en la mayoria de los paises,
probablemente como resultado de una reduccion significativa de los factores de
riesgo, incluyendo cambios en la preservacion de los alimentos y una disminucion
en la prevalencia de infeccién por H. pylori 19,

En Chile, esta enfermedad corresponde a la segunda causa principal de
muerte segun el MINSAL (Minsal, 2010). El cancer gastrico es el cuarto cancer
mas comun en el mundo y la segunda causa de muerte relacionada con el cancer,
con 989.600 casos nuevos y 738.000 muertes por afio, abarcando cerca de un 8%
de todos los nuevos casos de cancer y un 10% del total de las muertes debido a
esta enfermedad Y. Su incidencia varia de un pais a otro, y Chile esta dentro de
los paises con las tasas mas altas, junto a Japon, Costa Rica y Singapur 12, En

Chile, el CG representa la primera causa de muerte por tumores malignos para
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ambos sexos, y fallecen al aflo por esta causa alrededor de 3.000 personas
(Minsal, 2010). La probabilidad media de que un chileno muera por cancer gastrico
es cerca de un 3% 13,

El cuadro clinico del cancer géastrico es inespecifico; muchos pacientes no
presentan sintomas o0 signos iniciales que faciliten el diagndstico. La
sintomatologia es vaga: dolor o “pesadez” en el abdomen, que aumenta después
de comer, ademas se presentan nauseas y vomitos. En etapas mas avanzadas,
se presenta fatiga, pérdida de peso, falta de apetito y dificultad para tragar 4.

El 95% de todas las neoplasias géastricas malignas son adenocarcinomas, 1o
gue significa que se originan en cualquiera de las tres capas germinales de las
células epiteliales, con un patrén microscopico de crecimiento glandular. El
adenocarcinoma gastrico avanzado se describe morfologicamente de acuerdo con
la clasificacion de Bormann que los divide en cinco tipos: tipo | polipoide o
exofitico; tipo Il ulcerado o de bordes elevados; tipo Il ulcerado infiltrante; tipo 1V
infiltrante difuso y tipo V no clasificado 291,

Esta clasificacion guarda relacion con el prondstico, ya que en su mayoria
las lesiones de tipo | estan bien diferenciadas, entendiendo diferenciacién como el
grado en que las células neoplasicas se asemejan a las células normales
equivalentes, tanto morfologica como funcionalmente. Mientras que de los tipos I
en adelante pueden comprender neoplasias indiferenciadas, las cuales, por lo
general, tienen un peor pronéstico 15,

Las opciones de tratamiento para el CG incluyen cirugia, quimioterapia,
radioterapia 0 una combinacion de ellas, alternativamente anticuerpos
monoclonales 2. 16. 171 | a cirugia es el Unico tratamiento potencialmente curativo,
lo cual involucra la reseccion quirdrgica, mas comunmente una gastrectomia total
o subtotal, acompafiada de una linfadenectomia. En Chile, se estima que cerca del
50% de los pacientes ya tienen metastasis ganglionares o compromiso de érganos
vecinos al momento del diagndstico, y aun la mayoria de los enfermos que pueden
ser resecados se presentan en etapas avanzadas de la enfermedad. Este
problema se complica aun mas debido a que entre el 40% a 65% de los pacientes

resecados, con intento curativo, presentara recurrencia. Por esto, la tasa de



sobrevida a 5 afios en pacientes con cancer gastrico resecable varia entre el 10%
al 30%, con un tiempo de sobrevida promedio cercano a los 24 meses *8l. Debido
a estos antecedentes, la morbilidad del CG es debida, en gran parte, a las
metastasis, y la mayoria de los pacientes con cancer gastrico avanzado mueren a
causa de las complicaciones por las metastasis, no por el tumor primario. Por lo
tanto, una forma de aminorar la carga de enfermedad por el cancer seria por
medio de intervenciones de prevencion primaria o0 detecciones tempranas

efectivas.

1.3 Tratamiento de cancer gastrico

La adicion de anticuerpos monoclonales a los tratamientos convencionales
con antineoplasicos, ha sido una excelente estrategia que ha demostrado una
mejoria en pacientes con cancer gastrico. Un estudio internacional, randomizado,
doble ciego, con control de placebo y en fase Il (REGARD) *¥ fue llevado a cabo
con la utilizacion de ramucirumab (anti-VEGFR-2, receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular), para ver su eficacia frente al aumento de
sobrevida de pacientes con CG. Pacientes con estados avanzados de
adenocarcinomas, tanto gastrico como gastroesofagico y con progresion de la
enfermedad (n = 355), luego de una quimioterapia con compuestos de platino y
compuestos de fluoropirimidina, fueron asignados con una terapia intravenosa de
ramucirumab (8 mg/kg) (n = 238) o estar en el grupo control con placebo (n = 117).
La supervivencia en término general en el primer grupo fue de 5,2 meses y en el
grupo control fue de 3,8 meses, datos demuestran también que el grupo de
ramucirumab presentdé un mayor grado de hipertension (16%), en comparacion
con el grupo control (8%) 19,

El estudio clinico RAINBOW fase Il %, tomé como tratamiento de segunda
linea al ramucirumab mas paclitaxel, comparandolo sélo con paclitaxel, el primer
grupo demostr6 mejoria en la supervivencia en término general y en la
supervivencia libre de progresién, en pacientes con adenocarcinoma gastrico
metastasico y con adenocarcinoma de la unién gastroesofagica, que habian

experimentado un régimen de tratamiento con cisplatino y 5-fluorouracilo. Los
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Pacientes (n = 655) fueron asignados aleatoriamente para recibir s6lo el paclitaxel
(80 mg/m? en los dias 1, 8 y 15) o con ramucirumab (8 mg/kg por via endovenosa,
cada 2 semanas) en ciclos indefinidos de 4 semanas. La supervivencia en término
general para pacientes con ramucirumab y paclitaxel fue de 9,6 meses,
comparado con los 7,4 meses que tuvieron los pacientes que solamente recibieron
paclitaxel, lo que representd una disminucion del riesgo de un 19%. La
supervivencia libre de progresion media fue de 4,4 meses y 2,9 meses,
respectivamente, con un 27% en la disminucion del riesgo. Los principales efectos
adversos que se presentaron en el grupo con ramucirumab mas paclitaxel fueron
neutropenia, leucopenia, hipertension, anemia, fatiga, dolor abdominal y astenia
[20]_

Otro estudio en fase Il, multicéntrico, randomizado y doble ciego quiso ver
la eficacia del anticuerpo monoclonal nimotuzumab (anti-EGFR, Receptor del
Factor de Crecimiento Epidermal) cuando era administrado junto a irinotecan, en
comparacion a la monoterapia de irinotecan en pacientes con CG avanzado tras
haber estado con terapia de 5-fluorouracilo 24, Los regimenes de administracion
para el primer grupo fueron de nimotuzumab 400 mg semanalmente mas
Irinotecan 150 mg/m? por cada dos semanas y para el grupo de monoterapia fue
de Irinotecan 150 mg/m?, hasta la progresiéon de la enfermedad. El “endpoint”
primario fue supervivencia libre de progresion y el “endpoint” secundario fue la
supervivencia en términos generales, seguridad, tolerabilidad y la correlacion entre
la eficacia y la expresion del EGFR. De los 83 pacientes en dicho estudio, 40 y 43
pacientes fueron aleatoriamente asignados al grupo de la biterapia y monoterapia,
respectivamente. La supervivencia libre de progresién media para el primer grupo
fue 73 dias, en comparaciéon con los 85 dias del grupo que tenia solamente al
irinotecan como terapia. La supervivencia en términos generales en el grupo de
nimotuzumab mas irinotecadn fue de 18 meses y para el segundo grupo de
pacientes fue de 18,4 meses. La conclusion de este estudio fue que no hubo
superioridad en la eficacia, cuando se incorporé el anticuerpo monoclonal a los

pacientes con una terapia refractaria con 5-fluorouracilo. Sin embargo,



nimotuzumab mas irinotecdn mostré una importante mejoria en la disminucién en
la expresién de los niveles de EGFR 24,

El estudio ToGA, de fase Ill y randomizado quiso evaluar la efectividad de
trastuzumab (anti-HER2) en pacientes con CG avanzado. Pacientes con cancer
gastrico o de la unién gastroesofagica fueron randomizados en dos grupos 1:1, el
primer grupo consistia en la quimioterapia de capecitabina mas cisplatino o 5-
fluorouracilo mas cisplatino administrado cada 3 semanas por 6 ciclos y el otro
grupo con la misma quimioterapia antes sefialada, més el anticuerpo trastuzumab
por via endovenosa (8 mg/kg) 1. En total fueron 584 pacientes, de los cuales 290
fueron asignados al primer grupo, y 294 al segundo grupo con el anticuerpo
monoclonal. El tiempo de supervivencia en términos generales fue de 17,1 y 18,6
meses, respectivamente. Las principales reacciones adversas (en ambos grupos)
fueron de nauseas, vOmitos y neutropenia, aunque se llegé a la conclusion que
todas ellas fueron debido mas a la quimioterapia convencional que al trastuzumab.
Cabe mencionar que los pacientes, en general, que tuvieron una mejor respuesta
a trastuzumab, fueron aquellos que tenian altos niveles de expresion de la
proteina HER2 7],

Existen otros estudios en los cuales su fin es ver diferencia significativa de
eficacia, frente a dos vias de administracién con regimenes de antineoplasicos
distintos, uno de ellos es donde el objetivo principal del estudio clinico es
comparar la eficacia de dos quimioterapias coadyuvantes, FLEEOX y XELOX, con
diferentes vias de administracion en pacientes con CG no resecable 22, Con un
namero de pacientes de 85, 48 de ellos recibieron el régimen FLEEOX (5-
fluorouracilo, leucovorina, epuribicina, etopdsido y oxiplatino), los cuales fueron
administrados por via arterial y venosa de manera combinada, por 1 6 2 ciclos,
mientras que para el régimen XELOX (capecitabina mas oxiplatino) 37 pacientes
fueron administrados por via venosa por 2 6 4 ciclos. El "endpoint™ a comparar fue
la respuesta clinica. En el grupo FLEEOX, la respuesta clinica de la quimioterapia
fue de 85,4% y la supervivencia en término general fue de 25 meses. En el grupo
con la quimioterapia neoadyuvante XELOX la respuesta clinica fue de un 59,5%,

con una supervivencia en término general de 9 meses. También se comprob6 que



entre los dos grupos no hubo diferencias significativas entre las reacciones
adversas, toxicas ni en las complicaciones post-operatorias. Por tanto se concluyé
que la administracién por via arterial y venosa es Util para mejorar la eficacia de
guimioterapia neoadyuvante para pacientes con CG.

De esta forma se estan realizando diversos estudios clinicos, no tan soélo
para el CG, sino que para multiples canceres, combinando otras terapias como
son radioterapia, cirugia de linfonodos cercanos al estdmago, cirugia total o parcial
y los tratamientos que utilizan distintos tipos de células y mediadores celulares.

1.4 Anticuerpos terapéuticos

Desde su aparicion en la clinica a mediados de los afios 80, los anticuerpos
terapéuticos han tenido un gran éxito en el tratamiento de diversas enfermedades,
especialmente del cancer y patologias autoinmunes, entre otras. Su eficacia y sus
efectos adversos relativamente leves, han permitido llegar a estar dentro de los
medicamentos mas vendidos en el mundo. Asi, estos farmacos se estan volviendo
cada vez mas importantes en la practica clinica [23,

Los anticuerpos monoclonales recombinantes son  anticuerpos
monoclonales cuya generacion se basa en la incorporacion, mediante ingenieria
genética, de una mayor proporcion de proteina humana en la estructura de los
anticuerpos monoclonales murinos, evitando de esta manera el rechazo del
sistema inmune al ser introducidos en el organismo. De este modo, hoy se
dispone de anticuerpos monoclonales recombinantes quimeéricos y humanizados y,
mas recientemente, de los anticuerpos monoclonales recombinantes
completamente humanos o anticuerpos humanos. Con el fin de ordenar la
nomenclatura de los anticuerpos monoclonales, coémo farmacos, se utiliza el sufijo
“-omab”, "-ximab”, “-zumab” y “-umab” para nombrar los anticuerpos de origen
murino, quimérico, humanizado y completamente humano, respectivamente 24,

En los anticuerpos quiméricos, ambos dominios variables, tanto de las
cadenas livianas como de las cadenas pesadas, son codificados por genes de
origen murino. La parte murina o variable (un 34%) es indispensable para que el

anticuerpo reconozca al antigeno; en tanto, la parte humana (un 66%) es
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responsable de la accion efectora del anticuerpo, y en la que el sistema
inmunolégico del paciente receptor, mediante otras moléculas y células inmune,
contribuira a afiadir efectividad a esta accion. De este modo, es posible modificar
los anticuerpos monoclonales recombinantes casi de manera infinita, para dotarlos
de propiedades efectoras y de reconocimiento diferente a los originales, ademas
de minimizar la posibilidad de generar respuesta inmune al propio anticuerpo
terapéutico 24,

Por su parte los anticuerpos humanizados, con un 90% de contenido
proteico humano, han demostrado reducir significativamente su inmunogenicidad,
es decir, el rechazo del sistema inmunoldgico. La humanizacién es una técnica
gue se basa en modificar la estructura terciaria del sitio de combinacion del
anticuerpo (paratopo) con el antigeno. En el paratopo, existen regiones
responsables de la union directa al antigeno denominadas CDR, mientras que
otras zonas soOlo sirven de soporte estructural, conocidas como FR. En los
anticuerpos monoclonales, solo las regiones CDRs son codificadas por genes
murinos, mientras que el resto de la molécula es de origen humano. Por lo tanto,
las regiones estructurales se obtienen de un anticuerpo humano, mientras que las
regiones hipervariables CDRs proceden del anticuerpo monoclonal murino 24,

Los anticuerpos completamente humanos pueden ser obtenidos a partir de
ratones transgénicos o utilizando genotecas en fagos filamentosos de genes que
codifican scFv (Single-Chain Variable Fragment), fusionada a una proteina de un
fago filamentoso. Los scFv, también denominados anticuerpos monocatenarios,
son la fusion de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de las
inmunoglobulinas, unidas mediante un péptido conector (linker), que
principalmente consta de residuos de glicina (para aportarle flexibilidad) y de
serina o treonina para darle solubilidad 4.

Sin duda, los anticuerpos terapéuticos mas exitosos hasta ahora han sido
aquellos desarrollados para el tratamiento del cancer. Sin embargo, la principal
causa de muerte en esta enfermedad deriva de complicaciones por metastasis, no
por tumores primarios, por lo que la mayoria de estos anticuerpos estan disefiados

contra moléculas involucradas en los multiples eventos secuenciales y selectivos



que ocurren en esta etapa, como desprendimiento de células tumorales, invasion
local, motilidad, angiogénesis, invasion de vasos, supervivencia en la circulacion,
adhesion a células endoteliales, extravasacion y recrecimiento en diferentes
organos. Asi estos nuevos farmacos, dentro de los cuales los anticuerpos
terapéuticos cumplen un rol central, se podrian agrupar en agentes que:
a) Interfieren directamente con las sefiales de crecimiento, tales como
aquellos que inhiben al Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR) (cetuximab) % o al Receptor de Tirosina Quinasa ErbB2,
miembro de la familia de moléculas HER (trastuzumab) [€l,
b) Inhiben la formacion de nuevos vasos o al proceso de angiogénesis,
como aquellos que inhiben el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial
(VEGF) (bevacizumab) 271,
c) Interfieren con el potencial que presentan las células de replicarse
ilimitadamente, como los inhibidores del ciclo celular (flavopiridol) 28],
d) Promueven la apoptosis, como los inhibidores del proteosoma
(bortezomib) (291,
e) Inhiben la invasion del tejido y el proceso de la metastasis, como los
inhibidores de las metaloproteasas de la matriz (marimastat) 0.
f) Revierten la inhibicibn o regulacion de las funciones efectoras del
sistema inmune (ipilimumab) B3,
Para el desarrollo de un potencial blanco terapéutico es importante o
necesario conocer los mecanismos por el cual los tumores deberian ser

eliminados naturalmente y como estos evaden al sistema inmune.

1.5 Inmunidad antitumoral

La inmunidad antitumoral, al parecer, no so6lo desempefia un papel
importante en la prevencién y eliminacién del tumor, sino que también en la
conformacién de la enfermedad neoplasica. Asi, en la interaccion entre el huésped
y las células tumorales, se han propuesto tres fases esenciales: eliminacién,
equilibrio y escape (Figura 2) B2, La fase de eliminacion corresponde a la

hipétesis original de la inmunovigilancia antitumoral de Burnet y Thomas, mediante
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el cual el sistema inmunitario reconoce y destruye las células tumorales que se
han desarrollado, como resultado del fallo de la vigilancia no inmunoldgica
intrinseca (por ejemplo, la reparacion del ADN y el control de la apoptosis). Como
consecuencia de la fase de eliminacion todas las células tumorales pueden ser
destruidas o parcialmente erradicadas. En este Ultimo caso, se establece la
segunda fase, donde se observa un equilibrio entre el crecimiento o desarrollo del
tumor y el sistema inmunoldgico, que puede llegar a durar varios afios. Durante
este periodo, el desarrollo del tumor puede permanecer latente o seguir
evolucionando y se acumulan mas cambios (por ejemplo, modificaciones
epigenéticas, mutaciones en el ADN, cambios relacionados en la expresion
geénica, entre otros). Estos cambios pueden modular la expresion de los antigenos
especificos del tumor y el estrés inducido por las células tumorales, lo que hace
gue sean sensibles o resistentes a la eliminacion por el sistema inmune del
huésped. Durante la fase de escape, el sistema inmune no restringe el crecimiento
del tumor, lo que resulta en un tumor de crecimiento progresivo. Las células, con
inmunogenicidad reducida, son ahora mas capaces de sobrevivir y crecer en un
huésped inmunocompetente, o que explica la aparente paradoja de la formacion
de tumores en individuos inmunoldgicamente intactos 32,

En el proceso de eliminacion se combinan los efectores de la inmunidad
innata y adaptativa para destruir las células transformadas 3. El éxito de esta
fase depende de moléculas tales como receptores de tipo Toll (TLR), citoquinas,
otras diversas moléculas y células. Las principales células de la inmunidad
adaptativa e innata, primera barrera inmunoldgica, son los linfocitos citotoxicos T
yd, linfocitos T citotoxico CD8* y células natural killer. La actividad de estos
linfocitos infiltrados en el tumor se asocia con el perfil de citoquinas locales T

“Helper™ 1 (Th1) y la produccion de interferén (IFN-y) 34,
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Figura 2: Esquema sobre las tres etapas de la inmunologia antitumoral: eliminacion,
equilibrio y escape. En la hipétesis de la inmunoedicion, el sistema inmune tiene un balance
con respecto a los cambios del tumor entre el escape de este mismo (mutaciones de antigenos
especificos), equilibrio y eliminacion, de las cuales son las responsables de generar tumores en
pacientes inmunocompetentes 51,

1.6 Células NK

Las células NK comprenden aproximadamente de un 5 a un 15% de las
células linfoides circulantes en sangre periférica. Derivan de un precursor CD34" y
completan su desarrollo en la médula 6sea. De acuerdo a sus marcadores de
superficie celular, normalmente estan definidas como CD3 CD56* y se pueden
dividir en dos sub-paoblaciones principales: CD569M™CD16* y CD56”9"CD16". La
poblacion CD569™ predomina en sangre periférica (aproximadamente 95% de las
células NK) y en los sitios de inflamacion, y presenta un alto potencial citotéxico
gue las hace capaces de lisar células tumorales in vitro e in vivo. Al contrario, las
células de la poblacién CD569" predominan en los linfonodos (aproximadamente
75% de las células NK) y una vez activadas estas Ultimas, producen

principalmente citoquinas inmunorreguladoras (IFN-y, TNF-a, TNF-3, IL-10, IL-13,
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GM-CSF) que juegan un papel muy importante durante el desarrollo de la
respuesta inmune innata y el disparo de la respuesta inmune adaptativa 6.,

Las células NK fueron descritas hace mas de 30 afios por su capacidad de
lisar células tumorales o células infectadas con virus, que no expresaban
moléculas de clase | del complejo de mayor histocompatibilidad (MHC). Este
complejo dio origen a la hipétesis del missing self, en la que se proponia que las
células NK monitoreaban los niveles de expresion de moléculas de clase | del
MHC sobre la célula y destruian a aquéllas células que por diversos mecanismos
habian dejado de expresar niveles normales de estas moléculas B, generalmente
células tumorales o infectadas con virus. Aunque se las asocié inmediatamente
con el fenomeno de vigilancia inmunoldgica, el reconocimiento de células con
niveles bajos o nulos de moléculas MHC de clase I, implicaba necesariamente la
existencia de receptores activadores de citotoxicidad que dispararan la actividad
biologica de las células citotoxicas, ya que los glébulos rojos, células sin MHC, no
eran lisados por las células NK. Asi, también las células NK lisan células
infectadas que aumentan la expresion de receptores de activacion, sin variar la
expresion de MHC de clase | 28],

La union de receptores activadores a moléculas de membrana de células
blanco no sélo desencadena la citotoxicidad sino que también promueve la
produccion de citoquinas, la migracion de las células NK, su activacién y su
proliferacion [, Cada célula NK parece expresar su propio repertorio de
receptores activadores e inhibidores (usualmente entre 3 y 4 de cada tipo) de
manera que la citotoxicidad se encuentra finalmente regulada por un balance de
sefales provenientes de receptores inhibidores, que interactian con las moléculas
del MHC clase | y de receptores activadores que reconocen moléculas relacionas

con el MHC de clase | en las células blanco 19,

1.6a Receptores de células NK

A diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T y B, las células NK no
emplean un unico receptor para el reconocimiento de las células blanco. Por el

contrario expresan un conjunto de receptores asociados a cascadas de
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sefalizacion intracelular especificas. Durante los Udltimos afios se han
caracterizado un numero importante de estos receptores, todos los cuales son
proteinas integrales de membrana asociados a subunidades transductoras de
sefales especificas.

Funcionalmente, los receptores de células NK se dividen en inhibidores y
activadores de citotoxicidad (Figura 3). Los receptores inhibidores poseen en su
cola citoplasmatica un dominio ITIM (motivo de inhibicién basado en tirosina), que
luego de fosforilarse recluta fosfatasas de la familia SHP-1 que previenen las
funciones efectoras de las células NK [ Por el contrario, los receptores
activadores de citotoxicidad poseen una cola citoplasmatica corta que carece del
dominio ITIM. Para llevar a cabo la sefalizacion se asocian con diferentes
moléculas adaptadores, tales como CD3(, FceRly y DAP12, que poseen motivos
ITAM o DAP10, que contiene un motivo YxXM. La union de estos receptores a sus
ligandos resulta en la activacion de una cascada de fosforilacion, mediada por
tirosin-quinasas intracelulares, que en Ultima instancia llevan a la produccion de
citoquinas y movilizacion de granulos secretorios que contienen perforina y

granzimas 12,
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Figura 3: Receptor de activacion (A) con un motivo ITAM es inhibido en trans por un
receptor inhibidor (B) con un motivo ITIM. Una secuencia aminoacidica conservada
localizada en los dominios citoplasmaticos de una familia de proteinas de transmembrana que
pueden regular negativamente (ITIM) o positivamente (ITAM) las funciones efectoras de las células
NK [0,
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1.6b NKG2D (Natural Killer Group 2, type D)

Dentro de los receptores activadores de las células NK, el receptor NKG2D
es uno de los que ha sido mejor caracterizado y a la vez méas investigado. Este
receptor es una proteina de transmembrana de tipo |l que pertenece a la familia de
lectinas de tipo C 3], y se expresa en linfocitos NK, NKT y T yd de la inmunidad
innata y algunos linfocitos T CD8* citotoxicos de la inmunidad adquirida. El
receptor NKG2D consiste en dos proteinas de transmembrana de tipo Il unidas por
un puente de disulfuro. EI dominio de transmembrana posee aminoacidos
cargados positivamente; el dominio intracelular es muy corto y no tiene propiedad
de sefializaciéon, por lo que, para la transduccion de sefiales, NKG2D se asocia,
como muchos otro receptores activadores, con proteinas adaptadoras por medio
de los residuos ITAMs cargados en su dominio de transmembrana. En humanos,
el receptor NKG2D forma un complejo con la molécula adaptadora DAP10
(proteina activadora DNAX de 10 kDa), la cual se asocia con el receptor NKG2D
como homodimeros 1“4, El complejo de sefializacion NKG2D forma una estructura
hexamérica debido a que cada homodimero de NKG2D se une a dos
homodimeros de moléculas adaptadoras %, DAP10 tiene en su cola
citoplasmatica un motivo Tyr-lle-Asn-Met (YINM), que, al ser fosforilado, recluta la
subunidad p85 de la fosfoinositol 3-quinasa (PI13K) y a la proteina adaptadora Grb2
(proteina 2 de union al receptor de factor de crecimiento), la cual interacciona con
Vavl. Esta sefal estimula la proliferacion y citotoxicidad de las células NK, y
provee de co-estimulacion a los linfocitos T activados 61,

El grado de respuesta del receptor de NKG2D no sélo depende de la union
con sus respectivos ligandos, sino que también de otros estimulos que pueden
influenciar el estado de activacion de la via NKG2D-DAP10, tales como la

presencia de IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, entre otras citoquinas 74,
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1.7 Ligandos de NKG2D (NKG2DL)

Una caracteristica del sistema NKG2D es que existen mdltiples ligandos
para este receptor (Figura 4), que comparten una lejana homologia con la
proteina del MHC de clase I. Los primeros ligandos identificados fueron los MHC
class | chain related proteins (MIC) A y B, que se encuentran codificados en el
MHC humano (6p21.3) 9. Su secuencia se asemeja a la de las proteinas clase |
del MHC en so6lo 27%, y aunque presenta tres dominios: al, a2 y a3, éstos no se
asocian con B-2-microglobulina ni al péptido B% 51 Una segunda familia de
ligandos de NKG2D, la UL16 binding proteins (ULBP), se codifica fuera de la
region del MHC (6q24.4-¢25.3) 152,

{lumon)
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Figura 4: Diversidad de los ligandos del receptor NKG2D vy las vias de sefializacién
implicadas en la regulacién de las células NK. La activacion de NKG2D promueve la
funcion citotéxica de las células NK, como también su capacidad para secretar citoquinas
inmunomoduladoras. Una vez activado NKG2D (de ratén), SYK o ZAP70 son reclutadas a través
de los motivos ITAM conjunto al adaptador DAP12. En humanos, NKG2D una vez activado
promueve el reclutamiento de las proteinas DAP10, PI3K y Grb2/Vav1 53],

Los ULBPs también son conocidos como la familia de primeros
transcriptores del acido retinoico 1 (RAET1), ya que muestran homologia con la
secuencia de las proteinas tempranas del acido retinoico 1 de raton (Rael-e).
Existen en total diez miembros de la familia de genes RAET1 en humanos, de los
cudles unicamente cinco se expresan y codifican proteinas funcionales que son

capaces de ligar NKG2D B4,
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1.8 Expresion de los ligandos de NKG2D

Aunque el mRNA de MICA/B y ULBPs puede ser encontrado en algunas
células normales %, los niveles de expresion de NKG2DL en la superficie celular
de la gran mayoria de células sanas son nulos o bajos, y claramente por debajo de
lo necesario para activar las células inmunes que expresan receptores NKG2D. En
cambio, la expresion en superficie de estas moléculas aumenta en diversos tipos
celulares bajo condiciones de estrés (como el shock térmico), infeccion y
frecuentemente durante la carcinogénesis 161,

Se ha visto que los NKG2DL se expresan constitutivamente en una gran
variedad de tumores primarios y lineas celulares derivadas de tumores P71, Por
ejemplo, los ULBPs se expresan en una variedad de tumores, incluyendo
neuroblastomas, gliomas malignos, leucemias y carcinomas ovaricos 4. MICA/B
se expresan en melanomas, neuroblastomas, carcinomas (mama, pulmon,
prostata, colon, recto, ovarico) y distintos tipos de neoplasias hematopoyéticas [°8l.

Debido a que los tumores se desarrollan a partir de células propias, son
generalmente poco inmunogénicos y muchas veces nho son reconocidos
eficientemente por el sistema inmune. Por lo tanto, estos ligandos, presentes en la
superficie de células tumorales, actuarian como una sefial de peligro para su
deteccion.

Estudios in vivo e in vitro han demostrado que las células NK pueden
eliminar células tumorales %, Ademas, la expresion de NKG2DL en tumores los
hace susceptibles a su eliminacién por las células NK in vitro 9, y la formacién de
tumores puede ser prevenida a través de la via de sefalizacion del receptor
NKG2D. Estudios in vivo han demostrado que la expresion de NKGD2L en las
células tumorales luego de ser transplantadas en ratén, resulta en la eliminacién
del tumor mediada por NKG2D 61, Ademas, se ha demostrado que la regulacion
negativa o el knockout del receptor NKG2D en ratones resulta en una respuesta
inmune comprometida contra células tumorales, un mayor nivel de expresién de

los ligandos de NKG2D y una elevada incidencia de ciertos tumores (62,
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Por lo tanto, el sistema receptor NKG2D/NKG2DL es importante en la
inmunidad antitumoral, tanto para prevenir el desarrollo del tumor como también

Su progresion.

1.9 Mecanismos de escape que involucran al sistema NKG2D-NKG2DL

Aunque los tumores expresen NKG2DL, estos son capaces de crecer
progresivamente debido a mdultiples mecanismos de evasion de la respuesta
inmune (Figura 5). Las células tumorales utilizan diversas estrategias para
prevenir su eliminacion mediada por el receptor NKG2D. Una de estas
corresponde a la regulacion negativa de los NKG2DL. Se ha demostrado que
muchos tumores inhiben activamente la expresién de los NKG2DL 31, Un
mecanismo importante para la regulacidon negativa de los NKG2DL seria la
produccion de citoquinas inmunomoduladoras, como el TGF-B, el cual puede ser
secretado directamente por las propias células tumorales o por células
inmunoreguladoras que se expanden durante la progresion del tumor 4, En
nuestro laboratorio se demostré6 que IL-10, una citoquina inmunosupresora,
también reduce la expresion de los NKGD2L en la superficie de células de
melanoma, afectando la citotoxicidad mediada por las células NK 65,

En células tumorales, la expresion en superficie de NKG2DL también puede
disminuir por la accion de enzimas metaloproteasas, que son secretadas por las
células cancerigenas. Estas enzimas son capaces de proteolizar los ligandos de
NKG2D expresados en la superficie celular, resultando en la liberacion de formas
solubles de los ectodominios de estos ligandos ¢, De hecho, se han encontrado
ligandos de NKG2D solubles (sNKG2DL), como el MICA soluble (sMICA), en el
sobrenadante de lineas celulares tumorales positivas para NKG2DL y en el suero
de pacientes con diferentes tipos de tumores malignos. Por ejemplo, se ha
detectado sMICA en el suero de pacientes con cancer de prOstata, cancer de
colon, cancer de pancreas, neuroblastoma, osteosarcoma y tumores
hematopoyéticos severos 5%,

Debido al hecho de que altos niveles de sMICA en el suero de pacientes

con algunos tipos de cancer, se correlacionan significativamente con el estadio del
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cancer, diferenciacion y metéstasis, este ligando soluble podria ser usado como
marcador para la progresion del tumor y como posible blanco terapéutico 7],

Por otro lado, se ha descrito que sSMICA facilita la internalizacién y
consecuente degradacion lisosomal del receptor NKG2D, disminuyendo asi sus
niveles de expresion en superficie en células NK vy linfocitos T CD8* [68, Como
resultado, la capacidad de las células efectoras en reconocer v,
consecuentemente, lisar la célula tumoral se ve afectada, lo que favoreceria la
evasion inmune por el tumor.

Otros tumores utilizan una estrategia opuesta para manipular la
sefalizacion mediada por el receptor NKG2D, al presentar mayor expresion de los
NKG2DL en su superficie. La expresion sostenida de los NKG2DL en los tumores
puede también promover la disminucion de la expresion del receptor de NKG2D
de las células efectoras, comprometiendo asi su citotoxicidad. Por lo tanto, una
exposicion cronica de las células NK a los NKG2DL de superficie o solubles, llevan
a la modulacion del receptor NKG2D, lo que afectaria la activacion celular
dependiente de este receptor 9],

En pacientes con cancer gastrico, se ha observado que existen defectos
inmunes sistémicos y locales, los cuales se correlacionan con la progresion de la
enfermedad y el mal prondstico. Por ejemplo, se ha demostrado que, en estos
pacientes, las células NK, linfocitos T CD8* y linfocitos T yd, tanto en sangre
periférica como aquellos infiltrados en tumores, expresan bajos niveles del
receptor de NKG2D, lo que compromete la funcién efectora de estas células
citotéxicas, contribuyendo a la severidad de la patologia [,

Debido a que se ha asociado una disminucion del receptor NKG2D con la
presencia de sMICA, en suero de pacientes con diferentes tumores malignos [0 67,
%] es posible que esto también esté pasando en los pacientes con cancer
gastrico. Por ello, MICA podria ser un blanco terapéutico a ser investigado, tanto
para entender la fisiopatologia del CG, como para generar una terapia dirigida

para el tratamiento de esta patologia.
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Figura 5: Distintos mecanismos de evasion inmune por el ataque a las células NK .
El microambiente del tumor puede suprimir a las células NK en diferentes vias (indicadas en lineas
azules). Las células cancerigenas (de color café) pueden producir "down-regulation” de diferentes
tipos de receptores de activacion de las células NK por diferentes mecanismos: liberacion del factor
de migracion inhibitorio del macréfago, TGF-B, la exposicidn cronica de los ligandos de NKG2D a
su receptor, etc "4,

1.10 Anticuerpos monoclonales como productos biofarmacéuticos

La investigacion que se esta realizando en el Laboratorio de la Dra. Maria
Carmen Molina y Dr. Juan Carlos Aguillén se focaliza en generar un anticuerpo
recombinante anti-MICA, el cual se clasificaria, segun los mecanismos de los
anticuerpos terapéuticos en aquellos que revierten la inhibicién o la regulacién de
las funciones efectoras inmune, ya que su funcién principal seria revertir la
tolerancia de estos linfocitos, inducida por la expresion sostenida de esta
molécula, y asi mejorando la inmunidad antitumoral.

Otro elemento importante a tener en cuenta y que explican la existencia de
una oportunidad es el hecho que, en este laboratorio, en el contexto del Proyecto
FONDEF D0611005, se generd una genoteca de fragmentos de DNA que codifican
las regiones variables de cadenas pesadas y livianas de inmunoglobulinas en una

sola cadena (scFv), las que se expresan en fagos filamentosos y son base para la
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generaciéon de anticuerpos humanizados [?. Utilizando esta libreria se
seleccionaron los fagos cuyos scFv reconocen MICA, proteina recombinante.
También, se dispone de un vector de expresion de células eucariontes que porta
la porcion del gen que codifica para la cadena pesada yl1 de la inmunoglobulina
humana, construida durante la quimerizacion de un anticuerpo monoclonal anti-
TNF (FONDEF DO03I1055). Ademas, recientemente en el laboratorio se ha
observado que pacientes con adenocarcinoma gastrico con tamafio tumoral
aumentado presentan, en las células tumorales, mayor expresion de MICA y
ULBP-2 (Ribeiro et al, 2013, enviado a publicacion), ademas de expresarse
simultdneamente otros 4 ligandos de NKG2D, lo que ayudaria a la regulacion de
las células NK, y explicaria el crecimiento tumoral (FONDECYT N° 11060452 y N°
310-0151).

Los medicamentos biofarmacéuticos estan definidos como productos
farmacéuticos que consisten en productos glicoproteicos, tales como enzimas,
anticuerpos monoclonales, citoquinas y/o &cidos nucleicos. Estos son
desarrollados por alguin medio o por alguna combinacion de metodologias que
involucran una préactica biotecnolégica que compromete a técnicas del DNA
recombinante, control de la expresion de genes o utilizacion de técnicas
inmunoldgicas. Desde esa perspectiva, se ha postulado que la elaboracién de las
sustancias activas de los biofarmacéuticos provienen de organismos vivientes
como medios de expresion, tales son bacterias (E. coli, productos no glicosilados),
levaduras (Saccharomyces cerevisae), células mamiferas (células CHO, productos
glicosilados), células humanas, animales transgénicos (cabras) y/o plantas
transgénica (tabaco) 31,

Para tener un mayor conocimiento sobre los productos biofarmacéuticos,
estos presentan las siguientes caracteristicas en comun "4 alto peso molecular,
estructura tridimensional compleja, produccion en organismos vivos, capacidad de
generar una respuesta inmunitaria, la actividad biolégica depende de la
reproducibilidad del proceso de elaboracién y dificultad de caracterizar
completamente la molécula por andlisis fisicoquimicos y/o por métodos de

bioensayos.
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Con respecto al proceso de manufactura de los productos biofarmacéuticos,
la European Pharmacopoeia en el afio 2008 ha esquematizado sobre las distintas
fases que se necesitan para la elaboracion de un biofarmaco como tal, estas se
pueden dividir en 3 74: desarrollo de la célula huésped, establecer el blanco
farmacoterapéutico, produccién de la proteina (producto biofarmacéutico),
purificacion para la eliminacion de proteinas indeseables e impurezas (tales como,
priones, virus, endotoxinas, iones metalicos, antibioticos, azlcares, acidos grasos
y factores de crecimiento), andlisis fisicoquimico y bioldgico (algunos que se
deben tener en cuenta son la determinacion de la secuencia aminoacidica de la
estructura terciaria y cuaternaria, patrones de glicosilacion, nivel de agregacion,
perfil de la isoforma, heterogeneidad y potencia biologica) y por ultimo el proceso
de fabricacion de la droga.

La formulacion ya finalizada consiste principalmente en proteinas,
estabilizadores y otros excipientes, los estabilizadores que se utilizan son los
aminoacidos, azucares, metales y surfactantes. Los productos biofarmacéuticos
son muy sensibles a los cambios del medio ambiente, los cuales los puede dejar

sujeto a una degradacion quimica y/o fisica 73],
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HIPOTESIS

Como se ha descrito anteriormente MICA, ligando de NKG2D, se expresa
tanto en la membrana de diversas células tumorales como en sobrenadante de
cultivos de células provenientes de tumores gastricos (resultados previos de
laboratorio) y de otras lineas celulares. Ambas situaciones dan cuenta de
mecanismos de evasion de la inmunidad antitumoral, como por ejemplo promover
la endocitosis del receptor de activacion NKG2D de células citoliticas. Por ello
MICA podria ser un blanco terapéutico selectivo en el desarrollo de anticuerpos
recombinantes completamente humanos, para el tratamiento de diversos canceres
con células tumorales que sobre expresen la proteina MICA.

Los anticuerpos completamente humanos pueden construirse con dos
cadenas glicoproteicas idénticas, unidas por enlace disulfuro, y formadas por la
fusidon de una cadena simple de regiones variables (scFv) y una cadena constante

pesada de inmunoglobulina.

En base a esta informacion se plantea la siguiente hipotesis:

“Fragmentos de anticuerpos scFv anti-MICA que se unen selectivamente a
MICA recombinante y a MICA de superficie celular de lineas celulares de cancer

gastrico, provocan una reversion en la expresion de los niveles del receptor de

activacion NKG2D en la superficie de células citoliticas”

23



OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Investigacion y desarrollo de un anticuerpo recombinante de origen humano

anti-MICA para la generacion de un biofarmaco contra el cancer gastrico.

3.2 Objetivos Especificos:

O.E.1.Generar MICA recombinante en un sistema de expresién transiente.

O.E.2.Expresar el fragmento scFv anti-MICA (scFv-MICA) a partir de una
biblioteca de presentacion de fagos establecida previamente y disponible en el
laboratorio.

O.E.3.Caracterizar la capacidad de union del scFv anti-MICA a MICA
recombinante por ELISA, y a MICA nativa mediante FACS.

0O.E.4. Analizar la capacidad de expresion del receptor de activacion NKG2D

en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), en presencia de

moléculas de scFv anti-MICA mediante citometria de flujo.
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METODOLOGIA

41 O.E.1l. Generar MICA recombinante en un sistema de expresidn

transiente

1. Materiales

Para la realizacion de este objetivo especifico se utilizé la linea celular
HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 with the SV40 large T antigen, ATCC,
EE.UU), la cual se mantuvo en medio de cultivo DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12, Invitrogen®, EE.UU.), suplementado con un
10% de suero fetal bovino (SFB) (HyClone®, EE.UU.), penicilina/estreptomicina
(HyClone®, EE.UU.) al 1% y L-glutamina (HyClone®, EE.UU.) al 1% en ambiente
de 5% de CO2y a 37°C.

Como vector para la expresion de MICA recombinante, se empleo el
plasmidio pHLSEC-Avitag, previamente disefiado en el laboratorio, el cual en su
sitio de clonamiento contiene una secuencia sefal para la expresion extracelular
de la proteina MICA recombinante (rMICA) en su forma soluble para células
mamiferas y una secuencia His-Tag para la identificacion y purificacion de los
transfectos. Como agente transfectante se utiliz6 Polietilenimina de peso
molecular 25 kDa (PEI) 1,0 pg/mL (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) [/l en su forma

ramificada.

2. Transfeccién en células HEK293T

Previo al proceso de transfeccion se realizd un estudio de viabilidad con
Azul de Tripan y se contaron las células vivas después de haber estado expuestas
al agente transfectante. Debido a que se debe tener en consideracion la
citotoxicidad del PEI [%, se utilizaron distintas cantidades de PEI, las cuales fueron
4,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0 y 14,0 ug. La condiciébn con menor citotoxicidad fue la de
4,0 ug de PEl y 2,0 ug de pHLSEC-Avitag, estudios previos han demostrado que
la condicién éptima entre PEI:DNA 2:1 presenta mejores resultados en expresiéon

de proteinas [®l,
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Debido a su buena susceptibilidad de transfeccion se utilizaron las células
HEK293T, hasta una confluencia éptima de 90% ["8. Para una placa de cultivo de
6 pocillos (Becton Dickinson Labware®, EE.UU.) se comenzd con una densidad
celular de 300.000 células/mL en DMEM/F-12 al 10% de SFB, se esper6 a
confluencia de 90% y se agreg6 la mezcla de pHLSEC-Avitag y PEI disuelto en
500 pL de DMEM/F-12 sin SFB. Luego se dejaron las células en 2 mL de
DMEM/F-12 al 2% de SFB por 4 dias post-transfeccion. Al finalizar la incubacién
se guardo tanto el pellet, como también el sobrenadante para posteriormente ser
analizados. Alternativamente se realiz6 una co-transfeccién con pHLSEC-Avitag,
XBP1 "I (X-box binding protein 1) (previamente disefiado en el laboratorio) y PEI
para potenciar la expresion de la proteina MICA recombinante hacia el medio

extracelular.

3. Deteccidon de proteina MICA recombinante en pellet de células
HEK293T

3.a SDS-PAGE
La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se

realizd6 segun el procedimiento descrito por Laemmli "8, en un sistema minigel
vertical Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad®, EE.UU.). Se prepardé un gel de
poliacrilamida discontinuo, con un gel de separacion de poliacrilamida al 15% y un
gel de concentracion de la muestra de poliacrilamida al 5%. Las muestras de
pellets a analizar fueron mezcladas con el tampén de carga de proteina 5X (Tris
0,125 M, glicerol 20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol
0,02%, pH 6,8) y se llevo a 95°C durante 15 min. Se cargaron las muestras y el
marcador de peso molecular en el gel, seguido de la corrida electroforética, la cual
se llevo a cabo en buffer de corrida (Tris 25 mM, Glicina 190 mM, SDS 0,1%, pH
8,3) durante 30 min a 50 mV y luego por 150 min a 100 mV. Se utilizd el marcador
de peso molecular de proteinas pretefiido (10 a 170 kDa) (Thermo Scientific®,
EE.UU.).
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3.b Western Blot
Ya corrido el gel de poliacrilamida, las proteinas fueron transferidas a una

membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare®, Suecia) en tampén de transferencia
(Tris 25 mM, Glicina 190 mM, metanol 20%) a 400 mA durante 90 minutos a 4°C
para analisis por Western Blot. Luego, se bloqued la membrana usando una
solucion de leche descremada al 3% en TBS-Tween 0,1 % (Tris-buffered Saline)
(NaCl 150 mM, Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, Tween-20 0,1%) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Para detectar rMICA se incub6 la membrana durante toda
la noche a 4°C con un anticuerpo policlonal (AcPo) de conejo anti-MICA (clon
ab63709, AbcamBiochemicals®, EE.UU.) diluido 1:3000 en TBST-Leche 3%. La
membrana posteriormente se lavd 3 veces con TBST 0,1%, cada lavado se
mantuvo con solucién de lavado por 5 minutos, y luego se agreg6 un anticuerpo
(IgG) de cabra anti-conejo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) diluido
1:6000 en TBST-Leche 3%. La membrana se lavo 5 veces con TBST 0,1%, cada
lavado se realizo por 5 minutos. Finalmente, se procedio a la deteccion usando el
reactivo ECL (Thermo Scientific®, EE.UU.), segun las indicaciones del fabricante.
Con el fin de optimizar la metodologia, se realizé un control de carga para
B-actina. La membrana de nitrocelulosa post WB para rMICA, se incubé por 1 hora
con solucién de stripping (glicina 0,1 M; SDS 0,1%; pH 2,0) a temperatura
ambiente y con agitacién constante. La membrana se lavé 3 veces con TBST
0,1% y luego se bloqued con TBST-Leche 3% por 1 hora, también a temperatura
ambiente. Para detectar B-actina se incub6 la membrana durante toda la noche a
4°C con un anticuerpo monoclonal (AcMo) de conejo anti-B-actina (clon A2066,
Sigma-Aldrich®, EE.UU.) diluido 1:4000 en TBST-Leche 3%. La membrana se lavo
3 veces con TBST 0,1%, cada lavado se agité por 5 minutos, y luego se agregé un
anticuerpo (IgG) de cabra anti-conejo conjugado a HRP (Sigma-Aldrich®, EE.UU.)
diluido 1:6000 en TBST-Leche 3%. La membrana fue lavada 5 veces con TBST
0,1%, cada 5 minutos. Finalmente, se procedio a la deteccién usando el reactivo

ECL (Thermo Scientific®, EE.UU.), segun las indicaciones del fabricante.
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4. Cuantificacion de la proteina MICA recombinante en sobrenadante
de células HEK293T

Se sensibiliz6 la placa de 96 pocillos (NUNC Maxisorp®, EE.UU.) con el
anticuerpo monoclonal (AcMo) de captura anti-MICA (clon AMO1 159227, R&D
Systems®, EE.UU.) a una concentracion final de 3 yg/mL en PBS 1x (phosphate
buffered saline) durante toda la noche a 4°C. Luego la placa se bloque6 con PBS-
BSA 1% y se incubd durante 1 hora a 37°C, se lavo la placa 4 veces con PBST
0,05% y esta misma se incub6 con los sobrenadantes de cultivo de las células
HEK293T transfectadas y co-transfectadas diluidos, hasta obtener valores dentro
de la curva de calibracion y luego multiplicarlos por el factor de dilucion a 4°C
durante toda la noche. Se prepararon diluciones seriadas del estandar de rMICA,
para la curva de calibracién, en medio DMEM/F-12 al igual que los sobrenadantes
y se incubd durante 1 hora a 37°C. Se lavo la placa 4 veces al dia siguiente con
PBST 0,05% y se incubd con el anticuerpo monoclonal (AcMo) de deteccion 1gG
de cabra anti-MICA biotinilado (clon JOH0614031, R&D System®, EE.UU.) a una
concentracion de 0,4 ng/mL en PBS-BSA 1% por dos horas a temperatura
ambiente. Después de 4 lavados con PBST 0,05%, se incub6 con estreptavidina
conjugada con peroxidasa de rabano (HRP) (1:2000) (clon 55512, Sigma-Aldrich®,
EE.UU.) diluida en PBS-BSA 1% a temperatura ambiente durante 30 min.
Finalmente, se realiz6 1 lavado con PBST 0,05%, se agreg6 el sustrato TMB
Ultra (3,3'5,5'-tetrametil-bencidina, Thermo Scientific®, EE.UU.) y se incubé por 30
minutos, leyendo la densidad éptica a 650 nm en un lector de ELISA (TECAN®,
Suiza). La reaccion se detuvo agregando HsPO4 1 My se leyo la densidad Optica a
450 nm en un lector de ELISA (TECAN®, Suiza). Los datos fueron adquiridos por

el programa Magellan®.

4.2 O.E.2. Expresar el fragmento scFv anti-MICA (scFv-MICA) a partir de
una biblioteca de presentacion de fagos establecida previamente vy

disponible en el laboratorio
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1. Materiales

Los fragmentos de anticuerpos (scFv) se encuentran en el vector pUCH
(Figura 6), el cual fue generado previamente en el laboratorio, se disefio de tal
manera que permita la expresion y secrecion del scFv hacia el periplasma de E.
coli. Ademas en la construccidon se incorpor6 un codén ambar entre la region
codificante del scFv y la proteina Il del fago. En cepas supresoras, como la
ER2738, el codon ambar es reconocido como codén de glutamina, mientras que
en cepas no supresoras, como la HB2151, es reconocido como codén de término,
por lo que en esta cepa se produjo el scFv-MICA libre de la proteina plll del fago.
Adicionalmente, rio arriba del coddon ambar se incorporaron secuencias
codificantes para 6 histidinas, con el proposito de facilitar la purificacion del

fragmento de anticuerpo y un epitopo de hemaglutinina para su deteccion.

. Hem on &
His Codon ambar

scFv

Vector
pUCH

Figura 6: Vector pUCH gue se utilizoé para expresar el scFv-MICA en bacterias E. coli

cepas HB2151. El fragmento de anticuerpo scFv anti-MICA se encuentra en el vector pUCH, el
cual ademas contiene una secuencia codificante para 6 histidinas (para su purificaciéon) y una
secuencia codificante para hemaglutinina (para su identificacion).

2. Expresién del scFv anti-MICA (scFv-MICA)

Se cultivé un in6culo con bacterias E. coli cepas HB2151 en 10 mL de
medio LB (Caldo de lisogenia), mas ampicilina 100 ug/mL y el vector pUCH que
contiene la secuencia para la expresion de scFv anti-MICA durante toda la noche,
en agitacion a 37°C. Como control negativo se cultivaron E. coli cepas HB2151
sin transformar y sin ampicilina, en las mismas condiciones que el inéculo anterior.

Al dia siguiente se cultivaron en 500 mL de medio de cultivo LB en una
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concentracion (1:100) con el inéculo del dia anterior, mas ampicilina 100 ug/mL en
agitacion a 37°C, lo mismo se realiz6 con el control negativo, pero sin el
antibidtico. Se esperé hasta que llegaran ambos medios de cultivo a una densidad
Optica de 0,6 de absorbancia para estimular con IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) (US Biological®, EE.UU.) a una concentracion final de 1 mM
hasta que llegue a un crecimiento bacteriano de fase estacionaria. Se
centrifugaron los medios de cultivo a 13.000 RPM por 1 minuto a 4°C y se
realizaron 3 lavados consecutivos con 30 mL de NaCl 0,9%. Se resuspendieron
los pellets con 10 mL de Buffer TES 1x (ice-cold) (Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0, EDTA
0,05 mM, sacarosa 0,5 M) con el fin de generar el shock osmotico. Posteriormente
se agrego 15 mL de Buffer TES 1/5x (ice-cold) y se agité por 1 minuto. Finalmente
se incubd por 30 minutos en hielo y se centrifugé a 13.000 RPM por otros 10
minutos, teniendo como resultado el periplasma. El pellet se dejé incubando con
buffer de lisis (Tris 25 mM, NaCl 250 mM, imidazol 20 mM, Triton X-100 0,1%, pH
8,0) y se centrifugd nuevamente a 13.000 RPM por 10 minutos, obteniendo asi la
fraccion soluble. Finalmente, para obtener la fraccion insoluble del pellet, este se
dejé incubando con guanidina 6 M, tampon fosfato a pH 7,8 y una pastilla de
inhibidores de proteasas por toda la noche a 4°C y se centrifug6 al dia siguiente a
13.000 RPM por 5 minutos.

Se dejo precipitando 1 mL de periplasma en 13% TCA (acido
tricloroacético), tanto del control positivo, como del control negativo, para posterior

analisis de deteccion por Western Blot.

3. Deteccion de scFv anti-MICA en bacterias E. coli cepas HB2151

3.a SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se

realizd segun el procedimiento descrito por Laemmli 78, en un sistema minigel
vertical Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad®, EE.UU.). Se preparé un gel de
poliacrilamida discontinuo, con un gel de separacion de poliacrilamida al 15% y un
gel de concentracién de poliacrilamida al 5%. Las muestras de periplasma

previamente precipitadas con TCA y las de la fraccidn soluble e insoluble del pellet
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fueron mezcladas con el tampén de carga de proteina 5X (Tris 0,125 M, glicerol
20%, SDS 4%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,02%, pH 6,8) y se
llevé a 95°C durante 15 min. Se cargaron las muestras y el marcador de peso
molecular en el gel, seguido de la corrida electroforética, la cual se llevé a cabo en
buffer de corrida (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%, pH 8.3) durante 30 min
a 50 mV y luego por 150 min a 100 mV. Se utilizé el marcador de peso molecular
de proteinas pretefiido (10 a 170 kDa) (Thermo Scientific®, EE.UU.).
3.b Western Blot

Ya corrido el gel de poliacrilamida, las proteinas fueron transferidas a una

membrana de nitrocelulosa (GE Healthcare®, Suecia) en tampén de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%) a 400 mA durante 90 minutos a 4°C
para analisis por Western Blot. Luego, se bloque6 la membrana usando una
solucion de TBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Para detectar scFv anti-
MICA se incubo la membrana durante 2 horas con anticuerpo monoclonal (AcMo)
de ratén anti-poli-histidina (clon H1029, Sigma-Aldrich®, EE.UU.) diluido 1:3000 en
TBS-BSA 1% a temperatura ambiente. La membrana fue lavada 6 veces con
TBST 0,1%, cada lavado fue por 15 minutos, y luego se agregd un anticuerpo
(IgG) de cabra anti-raton conjugado a HRP (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) diluido
1:6000 en TBS-BSA 1% por 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavo
6 veces con TBST 0,1%, cada lavado se realiz6 por 15 minutos. Finalmente, se
procedié a la deteccién usando el reactivo ECL (Thermo Scientific®, EE.UU.),

segun las indicaciones del fabricante.

4. Purificacion y concentracion del segmento scFv anti-MICA por

FPLC (Fast protein liquid chromatography)

El andlisis por FPLC fue llevado a cabo en un sistema de cromatografia
AKTApurifier. Se utilizé una columna de volumen 1 mL HisTrap HP prellenada con
una soluciéon de Ni “Sepharose Performance” (GE Healthcare®, Suecia) y pre-
equilibrada en el “Buffer” de union (NaPO4 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 30 mM,
pH 7,4). Después del equilibrio de la columna, el periplasma, el pellet soluble e

insoluble, previamente generados, fueron incorporados en la columna a un flujo de
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1 mL/minuto. Para eluir el scFv anti-MICA se utilizé el “Buffer” de elucion (NaPOa4
mM, NaCl 0,5 M, imidazol 300 mM, pH 7,4). La cromatografia fue monitoreada
mediante espectrofotometria con una longitud de onda de 280 nm y los datos
fueron adquiridos por el programa UNICORN®.

5. Cuantificacién de proteinas totales

Como se describié anteriormente, de la expresion de scFv anti-MICA, se
obtuvieron las siguientes fracciones: periplasma, soluble e insoluble; las cuales
todas se cuantificaron mediante el reactivo de Bradford [, modificado por Spector
[80], Este método de cuantificacion de proteina se basa en la unién de un colorante,
Coomassie Blue G-250° a las proteinas. El colorante, en solucion &cida, existe en
dos formas, una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para
formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincibn mayor que
el colorante libre. Brevemente, 10 pL de muestra se llevaron a 100 pL con PBS y
se agregaron 200 pL de reactivo de Bradford (1/5) (100 mg azul de Coomassie G-
250 se disuelven en 50 mL etanol 95%. Luego se agregaron 100 mL &cido
ortofosforico 85% y cantidad suficiente de agua desionizada para un litro. Se
almacend a 4°C). Se mezclé suavemente y se leyo la absorbancia a 595 nm en
un lector de ELISA (TECAN®, Suiza). Los datos fueron adquiridos por el programa
Magellan®. Los valores de concentracion se interpolaron de una curva de

calibracion realizada con albumina sérica bovina (BSA).

32



4.3 0O.E.3. Caracterizar la capacidad de union del scFv anti-MICA a MICA
recombinante por ELISA, y a MICA nativa mediante FACS

1. Materiales

Para la realizacion de este objetivo especifico se utilizaron las lineas
celulares de adenocarcinoma gastrico MKN-45 (DSMZ: ACC 409) y AGS (ATCC:
CRL-1739™) de origen humano [ se mantuvieron en medio RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute, Life Technology®, EE.UU.), suplementado con
3% de SFB (HyClone®, EE.UU.), penicilina/estreptomicina (HyClone®, EE.UU.) al
1% y L-glutamina (HyClone®, EE.UU.) al 1% en ambiente 5% de CO,y a 37°C.

2. ELISA

Se sensibilizé la placa de 96 pocillos (NUNC Maxisorp®, EE.UU.) con 100
ML de la proteina MICA recombinante, generada en el laboratorio, a una
concentracion final de 20 ug/mL en tampdn carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9,6
durante toda la noche a 4°C. Luego, la placa se bloqued con 200 uL con TBS-BSA
1% y se incubo durante 1 hora a 37°C, se lavo la placa 2 veces con TBST 0,05% y
posteriormente se incubod con la solucion de scFv anti-MICA del periplasma y del
control negativo en cantidades iguales, previamente expresados, por 2 horas a
37°C. Se lavo 3 veces con TBST 0,05% y se dej6é incubando con el anticuerpo
primario monoclonal (AcMo) de raton anti-hemaglutinina (1:2000) (clon H3663,
Sigma-Aldrich®, EE.UU.) diluido en TBS-BSA 1% a temperatura ambiente por 2
horas. Luego se lavé 3 veces nuevamente con TBST 0,05% y se incubd con el
anticuerpo (IgG) de cabra anti-ratén acoplado a HRP (1:5000) (Sigma-Aldrich®,
EE.UU.) durante 1 hora diluido en TBS-BSA 1%. Finalmente, se realiz6 1 lavado
con TBST 0,05%, se agregdb el sustrato TMB Ultra (3,3'5,5-tetrametil-
bencidina, Thermo Scientific®, EE.UU.) y se dej6 incubando por 30 min, leyendo la
densidad 6ptica a 650 nm en un lector de ELISA (TECAN®, Suiza). La reaccion se
detuvo agregando HsPO4 1 My se leyo la densidad oOptica a 450 nm en un lector
de ELISA (TECAN®, Suiza). Los datos fueron adquiridos por el programa

Magellan®.
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3. FACS

Mediante citometria de flujo (FACS), se determind la unién de cadenas scFv
anti-MICA al dominio extracelular del ligando MICA en las dos lineas celulares
anteriormente mencionadas (MKN-45 y AGS). Las células se lavaron dos veces
con PBS-SFB 10% y luego se incubaron a una densidad celular inicial de 200.000
células/pocillo a una placa de 96 pocillos (NUNC®, EE.UU.) con fondo "U".
Posteriormente se lavé y se agrego el scFv anti-MICA, a una concentracion de
104,3 pg/mL, dejdndolas a 37°C por 2 horas. Se lavaron las células 2 veces con
PBS-SFB 10% y se incubd con el anticuerpo (IgG) anti-hemaglutinina-FITC (clon
H7411, Sigma-Aldrich®, EE.UU.) a una concentracion de 1,0 ug/mL por 30 minutos
a temperatura ambiente, y con un control de isotipo para hemaglutinina, 1gG1-
FITC (clon MOPC-21, BioLegend®, EE.UU.). Luego se lavaron nuevamente con
PBS-SFB 10% Yy se resuspendieron en “FACS buffer” (BD Biosciences®, EE.UU.).
Como control de unidn especifica se utilizé el anticuerpo primario de raton anti-
MICA (1:25) (clon 159227, R&D Systems®, EE.UU) en PBS-SFB 10%, y como
anticuerpo secundario (IgG) de cabra anti-raton-FITC (1:50) (Kirkegaard & Perry
Laboratories®, EE.UU.) en PBS-SFB 10%. Como control de unién inespecifica se
utilizaron scFv-Fagos anti-MICA y un Fago irrelevante, para la cual se utilizo el
anticuerpo primario de raton anti-M13-FITC (1:100) (clon RL-phl, Santa Cruz
Biotechnology®, EE.UU.) en PBS-BSA 10%. Las muestras fueron analizadas en el
equipo FACSCalibur, BD Biosciences y los datos fueron adquiridos por el

programa CellQuest Pro, BD Biosciences.

4.4 O.E.4. Analizar la capacidad de expresion del receptor de activacion
NKG2D en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), en presencia

de moléculas de scFv anti-MICA mediante citometria de flujo

1. Sangre periférica

Las muestras de sangre periférica de sujetos sanos se obtuvieron en tubos

con heparina (para posterior obtencion de células mononucleares de sangre
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periférica (PBMC)) y en tubos sin anticoagulante (para adquisicion de suero), todo

en condiciones estériles.

2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

El aislamiento de PBMCs se realizO a partir de sangre periférica
heparinizada, extraida en condiciones estériles de los sujetos sanos mediante
centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Fill Paque (GE Healthcare®,
Suecia). La sangré se diluy6é en igual volumen de PBS 1x estéril, y se depositd
cuidadosamente sobre 12 mL de Ficoll en tubos estériles de 50 mL. Los tubos se
centrifugaron durante 20 minutos a 300 x g y a 18°C. Las células mononucleares
se recogieron de la interfase, se lavaron dos veces en PBS 1x estéril y se
incubaron con solucion ACK (cloruro de amonio 1,5 M, hidrocarbonato de potasio
100 mM, Triplex111 10 mM). Las células se lavaron nuevamente con PBS 1x y el
precipitado celular se resuspendié en medio de cultivo de linfocitos humanos, el
qgue consta de RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, Life Technology®,
EE.UU.) suplementado con 2 mM de L-glutamina (HyClone®, EE.UU.), con
penicilina/estreptomicina (HyClone®, EE.UU.) al 1% y con 10% v/v de SFB
(HyClone®, EE.UU).

3. Enriquecimiento de las células NK con interleuquina (IL)-2

Previo al ensayo de expresién de los niveles de NKG2D, las células se
activaron con 160 U/mL de IL-2r (Tecnofarma, Chile) durante 24 horas en un
ambiente 5% de CO.y a 37°C.

4. Andlisis de la expresiéon del receptor de NKG2D en células NK y

Linfocitos T CD8" de sangre periférica por FACS

La tincion celular se realiz6 utilizando anticuerpos conjugados a
fluorocromos especificos para seleccionar células NK y linfocitos T CD8*: anti-
CD3-PeCy7 (clon OKT3, 1:100, BioLegend®, EE.UU.), anti-CD56-PE (clon
CMSSB, 1:25, eBioscience®, EE.UU.) y anti-CD8-FITC (clon HIT8a, 1:100,
BioLegend®, EE.UU.), ademas del anticuerpo anti-NKG2D-APC (clon 1D11, 1:10,
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BD Pharmigen®, EE.UU.) y con el anticuerpo control de isotipo para NKG2D,
IgG2b-APC (clon eBMG2b, eBioscience®, EE.UU.). Los niveles de la expresion de
NKG2D se evaluaron en células previamente tratadas con MICAr a una
concentracion de 400 ng/mL y con scFv anti-MICA por 24 horas, en una densidad
inicial de 200.000 células por pocillo, en una placa de 96 pocillos con fondo “"U"
(NUNC®, EE.UU.), a través de la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI)
de las células tefiidas. Luego del lavado con PBS-SFB 1%, las células se
incubaron por 30 minutos con la mezcla de estos anticuerpos. Como control
positivo se utilizé un anticuerpo anti-MICA (clon AMO1 159227, R&D Systems®,
EE.UU., concentracion final 10 ug/mL). Luego se lavaron nuevamente con PBS-
SFB 1% y se resuspendieron en “FACS buffer” (BD Biosciences, EE.UU.). Las
muestras fueron analizadas en el equipo FACSCalibur, BD Biosciences y los datos

fueron adquiridos por el programa CellQuest Pro, BD Biosciences.

5. Estudio de viabilidad

Para los estudios de viabilidad se utilizaron las células PBMC en presencia
de distintas concentraciones de imidazol (Sigma-Aldrich®, EE.UU.) (150 mM, 75
mM, 37,5 mM y 18,75 mM) por 24 horas en una placa de 96 pocillos con fondo "U"
(NUNC®, EE.UU.). El conteo se realiz6 mediante Azul de Tripan en células vivas,

por triplicado, y se expres6 mediante porcentaje.

45 Expresion de resultados y Andlisis estadistico

Los resultados mostrados corresponden al promedio + D.S. de al menos
tres experimentos independientes para determinar la expresion de la proteina
MICA recombinante en células HEK293T transfectadas y los datos fueron
analizados por la prueba de t de student pareado. Para el caso de evaluacion de la
capacidad de unién del scFv anti-MICA a MICA recombinante se realiz6 un
experimento independiente, de manera triplicada.

Todos los datos se analizaron con el software GraphPad Prism, version 5.0
(EE.UU.), y los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

5.1. O.E.1. Generar MICA recombinante en un sistema de expresién

transiente

Con el fin de poder expresar la proteina recombinante MICA, para
posteriores ensayos, se utilizd6 un método de transfeccién quimico. Polietilenimina
es un polimero con una carga neta positiva que se une al DNA (pHLSEC-Avitag),
para producir la condensacion de este Ultimo y asi poder formar un complejo de
aspecto toroidal [, el cual por mecanismos de endocitosis es capaz de ingresar a
la célula y entregar el DNA para su uso subsiguiente en la sintesis de proteinas.

Debido a que el sitio de clonamiento de pHLSEC-Avitag posee una
secuencia sefial para la expresion de la proteina MICA hacia el medio extracelular
en su forma soluble, los sobrenadantes celulares se analizaron luego de 4 dias
post-transfeccion mediante un ELISA tipo sandwich a través de un anticuerpo de
captura AMO1 a una concentracion de 3 pug/mL y un anticuerpo de deteccion
MICA biotinilado a una concentracién final de 0,4 ng/mL. En la figura 7 se
muestran las concentraciones de MICA soluble recombinante que se obtuvieron a
través de una transfeccion simple entre PEl y pHLSEC-Avitag, ademas del
Western Blot de los pellets de células HEK293T transfectadas respectivamente,
con el fin de detectar en qué forma se presenta la proteina MICA. Para esto se
utilizé un anticuerpo especifico para la proteina MICA (Abcam) y como control de

carga, un anticuerpo anti-B-actina.
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Figura 7: MICA soluble se expresa en sobrenadante de células HEK293T
transfectadas y en sus pellets con el vector pHLSEC-Avitag que porta el gen de
MICA. (A) Curva de calibracién utilizando rMICA comercial, con una ecuacion de la recta y =
0,0019x + 0,1676, r? = 0,9968. (B) Mediante ensayo ELISA se cuantificé MICAs en el sobrenadante
de células HEK293T transfectadas con; (1) 2,0 ug de DNA + 4,0 ug de PEI, como control negativo
(2) se utilizo células sin transfectar. (C) Los lisados celulares de HEK293T se analizaron por medio
de la técnica de Western Blot con un anticuerpo anti-MICA y con un anticuerpo anti-B-actina como
control, las condiciones a evaluar son: (1) y (2) dos clones distintos transfectados con 2,0 ug de
DNA + 4,0 ug de PEI, y (3) células sin transfectar como control negativo. Ademas se muestra
control de carga de B-actina con un peso molecular de 43 kDa. *** p < 0,0001 (t de student), n = 3.
Los resultados se expresan como promedio + DS.
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Los valores exactos de concentracion de MICA soluble dados por el ensayo
de ELISA (Figura 7b), tanto para las células transfectadas, como para su control
negativo son: 7,250 = 0,1021 ng/mL y 0,1700 = 0,1528 ng/mL, respectivamente.
Demostrando diferencia estadisticamente significativa entre las células HEK293T
con y sin el vector que porta el gen de MICAs. Ademas se quiso detectar en qué
forma se presentaba la proteina MICA recombinante post-transfeccion, las
condiciones del Western Blot (Figura 7c) fueron las siguientes: (1) y (2) dos
clones distintos que fueron transfectados con 2,0 pg de pHLSEC-Avitag (vector
portador del gen de MICA) més 4,0 ug de PEI (agente transfectante), y (3) células
HEK293T sin el proceso de transfeccion.

Al analizar la figura 7c, se vio que donde se realizé transfeccion simple
(condicién 1y 2), se encontraba la proteina MICA recombinante de peso molecular
35 kDa, ademas de esta, se vio que también se presentaban dos bandas mas
correspondientes a formas de MICA glicosilada, generadas por modificaciones
post-traduccionales al interior de la célula ®°. En la condicién 3, que son células
HEK293T sin transfectar no se observd la proteina MICA de 35 kDa, que es la
forma en que se transfecto, solo se pudo detectar una banda a 65 kDa, la cual
también se detectd en las otras condiciones, llegando a la conclusién que esta es
la forma en que se presenta la proteina MICA madura, propia de la linea celular.

XBP1, X-box protein 1, es un factor de transcripcion que una vez activado
estimula la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR en inglés, Unfolded protein
response), el cual por diversas vias de sefializacion genera un incremento en la
produccion de chaperonas moleculares involucradas en el plegamiento de las
proteinas en el reticulo endoplasmico 7],

Debido a que se generd poca cantidad de la proteina MICA, se quiso
potenciar su produccion a través de una co-transfeccidn con el vector que codifica
a XBPls. En la figura 8 se muestran las concentraciones de MICA soluble
recombinante que se obtuvieron a través de una co-transfeccién entre PEI,
pHLSEC-Avitag y XBP1ls, ademas del Western Blot de los pellets de células

HEK293T transfectadas respectivamente, con el fin de detectar en qué forma se
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presenta la proteina MICA. Para esto se utiliz6 un anticuerpo especifico para la
proteina MICA (Abcam) y como control de carga, un anticuerpo anti-B-actina.
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Figura 8 MICA soluble se expresa en sobrenadante de células HEK293T
transfectadas y no asi en sus pellets con el vector pHLSEC-Avitag que porta el gen
de MICA, PEI y XBP1s. (A) Curva de calibracién utilizando rMICA comercial, con una ecuacion
de la recta y = 0,0019x + 0,1676, r> = 0,9968. (B) Mediante ensayo ELISA se cuantific6 MICAs en
el sobrenadante de células HEK293T co-transfectadas con; (1) 2,0 ug de DNA + 2,0 ug de XBP1s
+ 8,0 ug de PEI. Como controles negativos; (2) 2,0 uyg de DNA de un plasmidio irrelevante pGEM
DA + 8,0 ug de PEI + 2,0 ug de XBP1 y (3) 4,0 ug de pGEM DA + 8,0 ug de PEI. (C) Los lisados
celulares de HEK293T se analizaron por medio de la técnica de Western Blot con un anticuerpo
anti-MICA y con un anticuerpo anti-B-actina como control, las condiciones a evaluar son: (1) y (2)
dos clones distintos co-transfectados con 2,0 ug de DNA + 2,0 ug de XBP1s + 8,0 ug de PEI, y (3)
células sin transfectar como control negativo. Ademas se muestra control de carga de -actina con
un peso molecular de 43 kDa. *** p < 0,0001 (t de student), n = 3. Los resultados se expresan
como promedio * DS.
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Los valores exactos de concentracion de MICA soluble dados por el ensayo
de ELISA (Figura 8b), tanto para las células co-transfectadas, como para sus
controles negativos son: 30,30 + 0,9492 ng/mL (condicion 1), 0,2767 + 0,0371
ng/mL (condicion 2) y 0,3033 + 0,0145 ng/mL (condicién 3), respectivamente.
Demostrando diferencia estadisticamente significativa entre las células HEK293T
co-transfectadas con los dos vectores (MICA y XBP1s) y sus correspondientes
controles negativos con vectores irrelevantes. Ademas se quiso detectar en qué
forma se presentaba la proteina MICA recombinante en células HEK293T después
de haber estado expuestas a la co-transfeccion, las condiciones del Western Blot
(Figura 8c) fueron las siguientes: (1) y (2) dos clones distintos que fueron co-
transfectados con 2,0 ug de pHLSEC-Avitag (vector portador del gen de MICA)
mas 2,0 ug de XBP1ls y 8,0 ug de PEI (agente transfectante), y (3) células
HEK293T sin haber estado transfectadas.

Al analizar la figura 8c, se vio que ambas condiciones (1 y 2), solo
presentan la forma de MICA glicosilada (65 kDa, forma constitutiva de la linea
celular HEK293T), al igual que el control negativo (condicion 3), lo que deja visto,
es que al realizar la co-transfeccion con XBP1, toda la proteina MICA
recombinante fue secretada al medio extracelular, provocando un aumento en su
forma soluble hacia el medio extracelular (Figura 8b).

Teniendo en cuenta ambas situaciones (transfeccidon simple y co-
transfeccion), XBP1s potencié 4 veces la produccion de MICAs hacia el medio
extracelular (Figuras 7b y 8b, respectivamente), en un medio de expresion
eucarionte, con diferencia estadisticamente significativa (p < 0,0001, t de student),
los valores de concentraciéon de MICAs son: 7,250 + 0,1021 ng/mL y 30,30 +

0,9492 ng/mL, respectivamente.
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5.2 O.E.2. Expresar el fragmento scFv anti-MICA (scFv-MICA) a partir de una
biblioteca de presentacidén de fagos establecida previamente y disponible en

el laboratorio

Para la expresion del scFv anti-MICA se utilizo el vector pUCH, el cual en
bacterias no supresoras, como E. coli cepa HB2151, se considera al codon ambar,
como coddn de término, generando asi al scFv libre de la proteina plll del fago.
Para la deteccion del scFv anti-MICA se llevé a cabo un Western Blot (Figura 9)
con un anticuerpo anti-poli-histidina de los periplasma de dos clones distintos de
bacterias con sus respectivos controles negativos, ademas de sus pellets.

_ B -
scFv anti-MICA ‘ 32 kDa
- -
2 3 4 5 6

1

Figura 9: ScFv anti-MICA se expresa mayoritariamente en el pellet de bacterias E.
coli con plasmidio portador del gen del scFv. Western Blot del shock osmético con Buffer
TES 1x a bacterias E. coli cepas HB2151 con anticuerpo anti-poli-histidina (1:3000) como
anticuerpo primario, y como anticuerpo secundario un IgG acoplado a HRP (1:6000). (1)
periplasma clon 6, (2) periplasma clon 9, (3) periplasma control negativo, (4) pellet clon 6, (5) pellet
clon 9, (6) pellet control negativo.

Como se aprecia en la figura 9, las condiciones 1y 2 corresponden a dos
periplasmas de clones distintos transformados con el plasmidio pUCH vy las
condiciones 4 y 5 son sus pellets, respectivamente. La condiciéon 3 es el
periplasma del control negativo de bacteria E. coli sin transformar y la condicion 6
su equivalente pellet. Debido a que se vio una gran cantidad de la proteina scFv
anti-MICA en el pellet, se decidié separar a este mismo, en sus dos fracciones
(soluble e insoluble), tal y como se describié previamente en la seccion de
metodologia y analizar en cual de éstas se detectaba con mayor intensidad
(Figura 10).
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scFv anti-MICA 32 kDa
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Figura 10: ScFv anti-MICA se expresa mayoritariamente en la fraccion insoluble del
lisado bacteriano. Western Blot del pellet de bacterias E. coli cepas HB2151 con un anticuerpo
anti-poli-histidina (1:3000) como anticuerpo primario, y como anticuerpo secundario un IgG
acoplado a HRP (1:6000). (1) fraccién insoluble del lisado, (2) fraccién soluble del lisado, (3) medio
de cultivo LB donde se crecieron las bacterias.

En la figura 10 se pueden ver tres condiciones a analizar. La condicion 1
corresponde a la fraccion insoluble del lisado bacteriano, la condicion 2 a la
fraccion soluble de este mismo lisado, y en la condicion 3, se quiso ver si se
encontraba scFv anti-MICA en el sobrenadante del medio de cultivo donde crecio
la bacteria. Como se puede observar en esta uUltima situacion no se pudo apreciar
la aparicion de la proteina en dicho sobrenadante, para ello habria que realizar
una inmunoprecipitacion.

La purificacion de la proteina, en todas sus fracciones, se realizo a través
de FPLC, como se menciond en la metodologia. La particularidad que tiene este
tipo de cromatografia es que a través de una columna con una solucién de niquel,
la poli-histidina que contiene el scFv anti-MICA se une por afinidad al metal, a
través del “Buffer” de union, el cual luego es eluido por un aumento de la
concentracion del Imidazol que se encuentra en el “Buffer’” de elucion. Esto se
produce ya que el Imidazol es un intermediario en la biosintesis de la histidina, y
por un mecanismo de competencia, el scFv es liberado de la columna. Esto se
midié a través de espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm, dando
como resultado distintos tipos de cromatogramas (Figuras 11, 12 y 13). Ademas
de la purificacion de la proteina, ésta se puede concentrar en las distintas

eluciones que va dando el equipo.
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Figura 11: Cromatograma de la fraccion periplasma del scFv anti-MICA. Perfil de
elucién de 18 mL de scFv anti-MICA del periplasma, previamente expresado y caracterizado, los
cuales pasaron a través de la columna HisTrap HP. scFv anti-MICA se observa por cambios en la
absorbancia (linea azul), cuando esté presente el "Buffer” de elucién (linea verde), en este caso se
ve un pequefio “peak” con un area bajo la curva de 11.30 entre las eluciones 3,4y 5.

MICA Wi WU EL REOO4:10 UV MICA Ni WU EL RE004:10_Cond
MICA Ni WU EL RE004:10_Cone MICA Ni WU EL RE004:10_Fractions
MICA Ni WU EL RE004:10_Inject MICA Ni WU EL RE0Q4:10_UVi@0 ! BASEM
mAL 1.05
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40.0
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0.0 .
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Figura 12: Cromatograma de la fraccion soluble del scFv anti-MICA. Perfil de elucion
de 100 pL de scFv anti-MICA de la fraccién soluble, previamente expresado y caracterizado, los
cuales pasaron a través de la columna HisTrap HP. En este caso en particular es dificil apreciar al
scFv (cambios en absorbancia, linea azul), en presencia del "Buffer” de elucidn, principalmente por
componente que se encontraban en el "Buffer” de lisis que se utilizé para el fraccionamiento de los
lisados de E. coli cepas HB2151.
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Figura 13: Cromatograma de la fraccién insoluble del scFv anti-MICA. Perfil de elucion
de 2 mL de scFv anti-MICA de la fraccion insoluble, previamente expresado y caracterizado, los
cuales pasaron a través de la columna HisTrap HP. scFv anti-MICA se observa por cambios en la
absorbancia (linea azul), cuando esté presente el "Buffer” de elucion (linea verde), en este caso se
ve un “"peak” con un area bajo la curva de 16,25 entre las eluciones 3,4 y 5.

En las figuras 11 y 13 se puede apreciar que el scFv anti-MICA se
encuentra concentrado en las eluciones 3, 4 y 5 principalmente. Esto se ve gracias
a cambios que ocurren en la absorbancia (linea de color azul), provocados por la
proteina, en presencia del "Buffer” de elucion (linea de color verde). Teniendo en
cuenta los Western Blot y la cuantificacion de proteina total por Bradford, se pudo
ver también que en los cromatogramas, por medio del area bajo la curva, la
fraccion insoluble del lisado bacteriano resultd ser donde mas se encontraba el
scFv anti-MICA. En la figura 12, se evidencia el resultado obtenido
correspondiente a la fraccion soluble, donde se vio un comportamiento distinto en
comparacion a los otros cromatogramas. Esto se pudo deber a que la fraccién
soluble se encuentra en "Buffer” de lisis, en donde alguno de sus componentes

pudo haber generado cambios en la proteina y por tanto en la absorbancia.
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Teniendo en cuenta las tres fracciones, soluble, insoluble y periplasma
purificadas, se procedi6 a realizar una estimacion de proteina total en cada una de
ellas, mediante el método de Bradford, cuyos resultados obtenidos se pueden ver
en la figura 14.

Concentracion de proteina total en distintas
fracciones de E coli cepas HB2151 Curva de calibracion para scFv anti-MICA

150 2.0+
E 1.51
5 100
B g J
E S 1.0
2 504
(X
5 0.5+
L]

0.0

N a o 0 500 1000 1500 2000 2500

. Concentracion BSA [pg/mL]
Fraccion del scFv

Figura 14: Estimacion de la concentracion de proteina total en fracciones soluble,
insoluble y periplasma de bacteria E. coli cepas HB2151. (A) Las concentraciones de
scFv de las diferentes fracciones se realizaron por el método de Bradford, utilizando la curva de
calibracién mostrada en B: (1) scFv anti-MICA en periplasma, (2) scFv anti-MICA fraccién soluble,
(3) scFv anti-MICA fraccién insoluble de E. coli cepas HB2151, (B) Curva de calibracién realizada
con O.D. obtenida utilizando el método de Bradford, con diferentes concentraciones de albumina
sérica bovina (BSA) para la cuantificacién de scFv anti-MICA en sus distintas fracciones, con una
ecuacion de la linea de tendencia logaritmica: y = 0,2806In(x) — 0,5689. r?> = 0,9931.

Los valores de concentracion de proteina total para la fraccion insoluble,
soluble y periplasma fueron las siguientes, 115,19 ug/mL, 24,09 pg/mL y 26,3

Mg/mL, respectivamente.
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5.3 O.E.3. Caracterizar la capacidad de union del scFv anti-MICA a MICA
recombinante por ELISA, y a MICA nativa mediante FACS

Para caracterizar biologicamente al scFv anti-MICA, se quiso determinar la
unién tanto a MICA recombinante, generada en el laboratorio, como a MICA nativa
de lineas celulares de cancer gastrico (AGS y MKN-45). Para el primer caso se
realizé un ELISA, en donde la placa se sensibiliz6 con 100 uL de proteina MICA a
una concentracién de 20 pg/mL, para luego incorporar el scFv anti-MICA a una
cantidad de 2,63 ug por pocillo. Posteriormente se agregaron los anticuerpos anti-
Hemaglutinina (1:2000) y el anticuerpo (IgG) de cabra anti-raton acoplado a HRP
(1:5000). En la figura 15 se esquematiza la capacidad de unién que posee el
scFv-anti MICA a MICA recombinante a través de la O. D., ademas del esquema

del ELISA que se utilizé para llevar a cabo este objetivo especifico.

1 anti-HA (1:2000)

B Capacidad de union del scFv anti-MICA a MICA recombinante
snfi-mouse-HRP (1:5000) l 1.5

A
N\ 1.0
- scFv anti-MICA 2,83 pg
#s >
&y

/ i MICAr 2 pg

X e
N 91 % B
Condiciones

o.D

Figura 15: Capacidad de unién del scFv anti-MICA a MICA recombinante. (A) Esquema
del ELISA indirecto que se utilizé para determinar la capacidad de unién entre scFv anti-MICA y
MICA recombinante. (B) Mediante el ensayo de ELISA, en placas de microtitulacién sensibilizadas
con 2 uyg de MICA y bloqueados los sitios remanentes con BSA, se determind la capacidad de
unién que tiene el scFv anti-MICA del periplasma, previamente expresado y caracterizado, con un
anticuerpo primario anti-Hemaglutinina (1:2000), y como anticuerpo secundario 1gG acoplado a
HRP (1:5000): (1) 2,63 pg de scFv anti-MICA més los dos anticuerpos (control positivo), (2) control
negativo, es decir células E. coli cepas HB2151 sin transformar, ni antibiético, (3) sélo anticuerpo
secundario, 1gG acoplado a HRP (1:5000) sin anti-HA, (4) solo anticuerpo anti-HA (1:2000), sin 1gG
acoplado a HRP. n =1, triplicado. Los resultados se expresan como promedio + D.S. Los
“background” correspondientes se restaron a su condicién equivalente.

Las condiciones a evaluar en el ELISA, fueron las siguientes, 1) control
positivo entre scFv anti-MICA a MICA recombinante; 2) control negativo (E. coli

cepa HB2151 sin transformar); 3) control negativo sin el anticuerpo anti-
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Hemaglutinina y 4) control negativo sin el anticuerpo de cabra anti-raton acoplado
a HRP. Los valores exactos de las O.D. de las condiciones 1y 2 fueron 0,9077 *
0,07226 y 0,01867 + 0,006360, revelando una tendencia positiva a que exista
union especifica entre el scFv anti-MICA a MICA recombinante. Las condiciones 3
y 4 se realizaron para descartar unién inespecifica por medio de los anticuerpos
utilizados.

Para la segunda parte del objetivo se quiso evaluar la union del scFv anti-
MICA a MICA nativa de dos lineas celulares de CG, éstas fueron AGS y MKN-45.
La unién se determiné a partir del incremento del MFI (mediana de la intensidad
de fluorescencia) con un anticuerpo anti-Hemaglutinina acoplado al fluoroforo
FITC, mediante la técnica de citometria de flujo. En la figura 16 se muestra el
density plot representativo para las células AGS, ademéas de la poblacion
seleccionada a evaluar (circulo negro) y sus histogramas correspondientes, tanto
para los anticuerpos utilizados (anti-MICA y anti-Hemaglutinina), como también
para sus isotipos, conjunto a la condicion a evaluar del scFv anti-MICA a MICA
nativa. En la figura 17 se aprecia algo similar, pero para la linea celular de CG,
MKN-45. Cabe mencionar que para evaluar unidon especifica se utilizé el
anticuerpo primario de raton anti-MICA comercial clon 159227 y como anticuerpo
secundario un IgG de cabra anti-ratdbn acoplado al fluoroforo FITC, para ambas
lineas celulares y que por pocillo se agregaron aproximadamente 5 ug del scFv
anti-MICA.

48



55C-H

Histograma  AC MFI

Mdrmero de Eventos

— 5in Marca 2,?5

MICA 47,2

0

4
10

Isotipo MICA 10,9
HA 7,6

\2 R
10 10 10 10
MFI
R n
o g Ty e
10 10 10 10

FEC-H

Mdrnero de Eventos

4
10

MFI

2 Histograma AC MFI
LE ———— SinMaraa 2,75
g HA 7,6
£

z — SCFv+ HA 20,5

Figura 16: Capacidad de unién del scFv anti-MICA a MICA nativa en la linea

celular de cancer gastrico AGS. Gréficos de densidad (dot plot), obtenidos por citometria de
flujo que muestran las propiedades de tamafio (FSC) versus granularidad (SSC) de las células
AGS. La poblacion de células en estudio se selecciond segun las propiedades de FSC y SSC
(circulo negro), y a partir de esta seleccion se analizo la expresion de MICA y HA (Hemaglutinina)
utilizando anticuerpos comerciales anti MICA (linea celeste) y anti HA (linea verde). El nimero en
el dot plot indica el porcentaje de células en la poblacién seleccionada. La capacidad de union del
scFv anti-MICA a MICA se determing a través de la mediana de la intensidad de fluorescencia
(linea de color morado), con sus isotipos correspondientes. Los valores de MFI estan indicados en
la leyenda coloreada sobre el histograma.
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Figura 17: Capacidad de unién del scFv anti-MICA a MICA nativa en la linea

celular de cancer gastrico MKN-45. Gréficos de densidad (dot plot), obtenidos por citometria
de flujo que muestran las propiedades de tamafio (FSC) versus granularidad (SSC) de las células
MKN-45. La poblacion de células en estudio se selecciond segun las propiedades de FSC y SSC
(circulo negro), y a partir de esta seleccion se analiz6 la expresion de MICA y HA (Hemaglutinina),
utilizando anticuerpos comerciales anti MICA (linea celeste) y anti HA (linea verde). El nimero en
el dot plot indica el porcentaje de células en la poblacion seleccionada. La capacidad de unién del
scFv anti-MICA a MICA se determing a través de la mediana de la intensidad de fluorescencia
(linea de color morado), con sus isotipos correspondientes. Los valores de MFI estan indicados en
la leyenda coloreada sobre el histograma.
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Tanto para la linea celular AGS, como para MKN-45, se observd un
aumento del MFI, aunque no de manera significativa, al comparar el MFI del
anticuerpo anti-Hemaglutinina frente a las lineas celulares, con el MFI del scFv
anti-MICA a MICA nativa. Cabe mencionar que el primer caso (linea verde claro en
ambas figuras) se utiliz6 como control negativo de union inespecifica por accion
del anticuerpo secundario y no por parte del scFv anti-MICA. En la linea celular
AGS se evidencié un mayor MFI del scFv anti-MICA en comparacion al obtenido
en la linea celular MKN-45 (lineas de color morado en las figuras 16 y 17,
respectivamente), debido principalmente a que en la primera hay una mayor
cantidad de proteina MICA nativa que se esta expresando en la membrana celular,
y por tanto se puede concluir de que hay union entre el scFv anti-MICA a MICA
nativa de ambas lineas celulares.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo con fagos de citometria de flujo con
lineas celulares que expresan para analizar su capacidad de union. Para esto se
tomaron dos clones de Fagos scFv anti-MICA (Clon DP30 y Clon 68) y un Fago
irrelevante, luego se incubaron en cantidades iguales (107 particulas fagicas) en
una densidad celular de 200.000 células de MKN-45 por pocillo. Los scFv Fagos
fueron detectados con un anticuerpo anti-M13 conjugado a FITC, con la finalidad
de ver cuanto porcentaje de la union a MICA nativa se debe Unicamente al scFv o
a la particula fagica entera. En la figura 18 se observan los histogramas
correspondientes a dos clones distintos de Fagos scFv anti-MICA y su deteccion
frente a MICA nativa de células MKN-45, con los MFI correspondientes.

Como se puede apreciar en la figura 18, los MFI no presentan diferencia
significativa entre la condicién del Fago Irrelevante con los clones de Fagos scFv
anti-MICA. Esto podria deberse a que la particula fagica se une inespecificamente
a las células, y también podria estar interfiriendo en la unién especifica, que
debiese ocurrir entre el anticuerpo (scFv) con su antigeno (MICA) o que es
necesario aumentar la cantidad de fagos. Por ello, fue necesario generar los scFv
y no realizar los experimentos de caracterizacibn de scFv anti-MICA con la

particula viral.
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Figura 18: Deteccion de MICA nativa mediante scFv-Fagos anti-MICA en linea
celular MKN-45. Histogramas representativos de la deteccion de MICA nativa en la superficie de
células MKN-45, utilizando scFv-fagos anti MICA. En placas fondo "U" se incubaron 200.000
células MKN-45 con ~107 particulas fagicas (2h, 37°C). Los scFv-Fago anti-MICA fueron revelados
con anticuerpo anti-M13 conjugado a FITC, y detectados por citometria de flujo. En el recuadro se
indican las medianas de la intensidad de fluorescencia (MFI), y sobre la barra, los porcentajes de
células positivas de acuerdo a la poblacién sin marca.

5.4 O.E.4. Analizar la capacidad de expresion del receptor de activacion
NKG2D en células mononucleares de sangre periférica (PBMC), en presencia

de moléculas de scFv anti-MICA mediante citometria de flujo

Teniendo en cuenta los resultados que se obtuvieron en el objetivo
especifico 3, es decir, donde se encontré unién entre el scFv anti-MICA a MICA
recombinante y a MICA nativa, se quiso evaluar la capacidad fisiolégica que tiene
el scFv anti-MICA frente a los receptores de activacion de NKG2D en PBMC. Para
poder caracterizar aun mas las funciones biolégicas del scFv anti-MICA, del
PBMC, se evalu6 solamente a las células NK y a los linfocitos T CD8*, que son los
que presentan en su superficie celular el receptor de activacion NKG2D %], Las
células NK vy los Linfocitos T CD8* se caracterizaron fenotipicamente como
CD56*CD3" [¥1y CD8*CD3* Y, respectivamente.

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron de un sujeto
sano y se dejaron 24 horas con IL-2r para aumentar su proliferacion 3, Luego se

continué con la incubacién con MICAr 400 ng/mL y con scFv anti-MICA
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aproximadamente 10 ug por pocillo también por 24 horas a una densidad celular
de 200.000 células/pocillo, posteriormente se agregaron los anticuerpos anti-CD3-
PeCy7, anti-CD56-PE, anti-CD8-FITC y se leyd la MFI con el anticuerpo anti-
NKG2D-APC. Como control positivo de la técnica se utilizd un anticuerpo anti-
MICA de clon AMO1.

En la figuras 19 y 20 se muestran los density plot representativos para las
células NK y los linfocitos T CD8*, respectivamente, ademas de las poblaciones
seleccionadas a evaluar (cuadro negro) y sus histogramas correspondientes, tanto
para el anticuerpo utilizado (anti-NKG2D), como también para su isotipo, conjunto
a las distintas condiciones a evaluar. En ellas se puede observar que MICAr no
disminuy¢ la expresion de NKG2D en la superficie de los linfocitos NK 'y T CD8*
(Figuras 19 y 20, respectivamente). Esto se ha descrito en la bibliografia 'y en
el laboratorio se ha observado que con la presencia de algunos sueros de CG y
con MICB recombinante disminuye el NKG2D. Mas aun, la presencia de scFv con
MICAr disminuyo la seflal de NKG2D, un comportamiento inverso a lo que se
esperaba, puesto que al tener en consideracion la condicion de que hay union
entre el scFv anti-MICA a MICA recombinante y a MICA nativa, los niveles de
NKG2D tendrian que haber sido superiores o similares al MFI de la condicion de
NKG2D mas IL-2r (linea de color naranjo vs. linea de color rosado en ambas
figuras), ya que el scFv anti-MICA tendria que estar uniéndose a MICAr soluble, lo
gue provocaria que los niveles de NKG2D se mantuviesen en valores normales.

No tan sdlo la condicion anteriormente sefialada dio un comportamiento
inesperado, sino que la condicion de células NK en presencia de MICA
recombinante dio un MFI superior al control mas IL-2r (linea de color amarillo vs.
linea de color naranjo en la figura 19, respectivamente). Esto no se observé con
los linfocitos T CD8*, donde se vio el comportamiento esperado, es decir, una
disminucién de los niveles de NKG2D mediada por MICAr (Figura 20), provocado
por mecanismos de down-regulation, aunque no de manera significativa. Como se
ha visto en sueros de pacientes con CG, los niveles de NKG2D se ven
disminuidos en células NK principalmente provocado por MICAs, por lo tanto en el

presente trabajo se hubiese esperado algo similar, puesto que las concentraciones
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co3

de MICA recombinante que se utilizaron en este experimento son superiores a los

que existen en los sueros de pacientes con cancer gastrico %1,
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Figura 19: Andlisis de la expresién del receptor de activacion NKG2D en células NK.
Gréficos de densidad (dot plot), obtenidos por citometria de flujo que muestran las propiedades
fenotipicas de las células NK. La poblacion de células en estudio se selecciond segun los
marcadores especificos para células NK (cuadrado negro, CD56'CD3Y), y a partir de esta
seleccién se analizo la expresion de los niveles de NKG2D, utilizando la mediana de la intensidad
de fluorescencia. EI ndmero en el dot plot indica el porcentaje de células en la poblacion
seleccionada. Los valores de MFI estan indicados en la leyenda coloreada sobre el histograma.

54



co3

MNumero de Eventos

Histograma AC MFI

Mimero de Eventos

100 1EI|1 1[J2 103

MFI

4
10

Histograma  AC

MKG2D Basal 68,8

Isotipo

2,77
NKG2D

NKGZD
+IL-2

IL-2 +

lsotipo

110

2,89

MFI

MEGZD +
MICAr

NEGZD +
scFv

I
scFv
MEG2D +
I
AMOL

108

135

MEGZD + MICAr+ gg g
x

112

Figura 20: Andlisis de la expresidn del receptor de activacion NKG2D en linfocitos T
CD8". Gréaficos de densidad (dot plot), obtenidos por citometria de flujo que muestran las
propiedades fenotipicas de los Linfocitos T CD8*. La poblacion de células en estudio se seleccioné
segun los marcadores especificos para Linfocitos T CD8* (circulo negro, CD3*CD8*), y a partir de
esta seleccion se analizé la expresion de los niveles de NKG2D, utilizando la mediana de la
intensidad de fluorescencia. El nimero en el dot plot indica el porcentaje de células en la poblacién
seleccionada. Los valores de MFI estan indicados en la leyenda coloreada sobre el histograma.
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Los hechos descritos, pueden explicarse en parte por la presencia de
imidazol en la preparacion, ya que se pudo apreciar en esta experiencia el gran
porcentaje de células que se fueron muriendo en presencia del scFv anti-MICA
frente a las células NK y Linfocitos T CD8* (provenientes del PBMC). Por esta
razon se evaluo el posible efecto que podria tener el imidazol frente a la muerte
celular. Esto se llevd a cabo teniendo las mismas condiciones antes mencionadas
en la seccién de metodologia, en donde se realiz6 una curva de dosis-respuesta
frente a cambios decrecientes en la concentracion de imidazol (Figura 21), para
ver algun tipo de fendbmeno apoptético cuando se estaba en presencia del imidazol
solo y/o acompafado con algun otro componente de la solucidon en la cual se

encontraba el scFv anti-MICA.

Efecto del Imidazol frente a células mononucleares
de sangre periférica (PBMC)

1501

100

% células vivas

504
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0 50 100 150 200

Concentraciéon Imidazol [mM]

Figura 21: Efecto del imidazol en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Curva de dosis-respuesta que tuvieron las células provenientes del PBMC en presencia
de distintas concentraciones de imidazol por 24 horas (150 mM, 75 mM, 37,5 mM, 18,75 mM, 0
mM). Las condiciones de aislamiento de PBMC fueron los mismos que se utilizaron en la
metodologia, en donde se analizé la expresion de los niveles de NKG2D de las células NK y
Linfocitos T CD8*. La experiencia consta de un n = 1, triplicado.

En la figura 21 se muestra una fuerte relacibn existente entre la
concentracion del imidazol y el porcentaje de células vivas luego de estar 24 horas
expuestas a dicho componente. Se ve claramente que cuando no esta presente
imidazol en la solucion, hay un mayor porcentaje de proliferaciéon celular, teniendo
en cuenta que fueron también estimuladas con IL-2r. Ademas se pudo apreciar

gue la concentracion de 150 mM de imidazol (que es lo que esta presente en el
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scFv anti-MICA) provocé mas del 50% de muerte celular, lo que podria haber
generado los resultados inversos anteriormente mencionados, expuestos en las
figuras 19y 20.

Se realiz6 también el estudio de viabilidad a la condicion de PBMC
estimulado con IL-2r mas 10 ug aproximadamente de scFv anti-MICA, lo que dio
un porcentaje de células vivas menor, en comparacion a cuando se esta
solamente con imidazol 150 mM (22,77% versus 26,13% de células vivas,
respectivamente). Esto se pudo atribuir a que haya quedado algun resto
bacteriano, como LPS, en la fraccion de scFv anti-MICA utilizado en los ensayos
de funcionalidad frente a MICA nativa y a PBMC.
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DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Expresion de la proteina MICA recombinante

Para la generacion de MICA recombinante se utilizé un medio de expresion
eucarionte, especificamente la linea celular HEK293, la cual ha sido ampliamente
utilizada en el campo de la biotecnologia para la produccion de diversas proteinas
recombinantes, mas en el campo de la electrofisiologia y en el estudio de
expresion de receptores de membrana, como lo son receptores acoplados a
proteinas G, receptores sensibles a voltaje, canales idnicos sensibles a cambios
de pH, entre otros 81, Existen otras variantes heterogéneas de este tipo celular, la
variante original es la que ha sido transformada con el adenovirus tipo 5 (Ad5),
otras son las que han sido transformadas con el virus Epstein-Barr (variante
denominada HEK293E), y con el antigeno T del virus SV40, denominada
HEK293T, la cual se ocupd en este caso para la produccion de la proteina
recombinante.

Una de las particularidades que tiene estéa linea celular es el fuerte grado de
modificaciones post-traduccionales Y (glicosilaciones, formacién de puentes
disulfuros, adicion de grupos prostéticos, etc.), con las cuales estan sujetas
diversas proteinas que son expresadas mediante este medio. Esto mismo ocurrio
en los resultados presentados en esta investigacion, ya que la proteina MICA en
su forma soluble presenta un peso molecular de 35 kDa, pero al realizar los
Western Blot de los lisados celulares de HEK293T post-transfeccion (Figuras 7c y
8c, respectivamente), se vio una banda que corresponderia a MICA en su forma
madura y constitutiva de la linea celular HEK293T, la que posee un peso
molecular de 65 kDa, provocado por 8 potenciales lugares de N-glicosilaciones,
principalmente en los dominios a1, a2 y a3 de la proteina MICA 9],

La transfeccion se define como la introducciéon dentro de una célula
eucariota de una molécula de DNA gue no pertenece a la célula. Como resultado,
la célula presenta en general un gen mutado ademas de su gen normal. Las

técnicas de transfeccién celular han permitido en gran medida ampliar los

58



conocimientos acerca de la regulacion génica y de la funcion de las proteinas en
los sistemas celulares.

Las técnicas de transfeccion que se utilizan en la actualidad se pueden
clasificar en dos tipos: métodos quimicos o métodos fisicos.

Los métodos quimicos estadn basados en la formacion de complejos que las
células son capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la
ruta endocitica o a través de las membranas. Entre estos métodos podemos
mencionar: método de fosfato calcico, método del DEAE dextrano y método de
lipofeccion (dentro de estos Ultimos esta el utilizado para la expresion de la
proteina MICA, el cual es el polimero cationico polietilenimina).

Los meétodos fisicos estan basados en la introduccion mecanica de las
moléculas de DNA en el interior de la célula. Entre ellos estan: microinyeccion
directa y electroporacion.

Polietilenimina quimicamente es un polimero con carga neta positiva debido
a los nitrégenos de los grupos amino que posee en su estructura, los cuales a pH
fisiolégico son protonados, y gracias a esta caracteristica poder unirse con los
grupos fosfatos del DNA. En este caso, el vector pHLSEC-Avitag que porta el gen
para la proteina MICA recombinante y formar asi un complejo condensado en
forma toroidal, el cual mediante mecanismos de endocitosis pueda ingresar al
interior de las células HEK293T, para liberar posteriormente el DNA hacia el
interior del nudcleo, a través de la hipétesis que propone el mecanismo de la
"esponja de protones” 2 y asi ser utilizado para la produccion de MICA
recombinante. PEI ha sido empleado como transporte de material genético, tanto
para la formacion de alguna proteina en particular, como también en el campo de
la terapia génica. Con respecto al primer punto, PEI es uno de los polimeros que
mas se ha usado para la produccion de proteinas, debido a que presenta una
atribucién que lo hace unico frente a los demas polimeros, esta es que genera una
barrera fisica de proteccion frente al DNA y ademas produce una solucién “"Buffer”
alrededor del complejo DNA:PEI, lo que permite la no degradacion lisosomal luego

de entrar a la célula [, teniendo como resultado porcentajes elevados en eficacia
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de transfecciones en diversas lineas celulares, como asi en las células HEK293T
[75]_

La eficacia de la transfeccion sera especifica para cada proteina que se
esta generando y el uso que se le quiera dar, en este caso con una transfeccion
simple entre PElI y pHLSEC-Avitag (plasmidio para MICA) (Figura 7b) se
obtuvieron 7,250 ng/mL de proteina MICA recombinante en el medio extracelular,
lo que se podria considerar bueno, teniendo en cuenta los niveles de MICA que se
obtienen de muestras de suero de pacientes con cancer gastrico [, que estan
dentro de los rangos de los picogramos/mL, pero también se podria considerar
niveles negativos si se tiene en consideracion los niveles de proteinas que se
obtienen en biorreactores, los cuales estan en el orden de miligramos/mL. Ademas
se vio en el Western Blot correspondiente (Figura 7c¢) una gran banda
correspondiente a la proteinas MICA soluble (que es la forma en que se
transfectd), lo que demuestra que gran parte de MICA se esta reteniendo en el
interior de la célula y no esta siendo secretada al medio celular, que es lo que se
deberia esperar, ademas se ven otras bandas (Figura 7c), las cuales podrian
corresponder a modificaciones post-traduccionales, principalmente formas
glicosiladas de MICA. En este caso se queria potenciar aun mas la produccion de
la proteina recombinante para poder utilizarla en posteriores ensayos, como lo son
ELISAy FACS.

Para esto se quiso aumentar la cantidad del agente transfectante PEI, pero
se vio en la literatura el alto grado citotoxico que presenta éste, principalmente a
nivel mitocondrial, puesto que genera cambios en el potencial de membrana de la
mitocondria generando liberacion de citocromo ¢ y por tanto muerte celular
mediada por apoptosis B4, Hanzlikova y colaboradores ®2, ademas demostraron
gue al agregar una mayor cantidad de PEI, y por tanto aumentar la relacion
PEI:DNA, aumenta el PEI libre en el medio extracelular, el cual afecta
negativamente la eficacia de la transfeccion. Es por estos antecedentes que se
busco otro método que potenciara la produccion de MICA recombinante.

De por si los procesos de transfeccidn generan un estrés a las células, mas

cuando se hace a través de métodos quimicos y citotéxicos (como se realiza en
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este caso, a través de PEI), lo cual puede llevar a diversas manifestaciones en las
células que pueden modificar el grado de produccion de la proteina recombinante
gue se quiera expresar, en este caso MICA. Las células HEK293T en su estado
basal no presentan estrés de reticulo endoplasmico, como si lo hacen las células
CHO (células de ovario de hamster) 8% es por esto que en las primeras se
produce un estrés de reticulo forzado por medio de la transfeccion y por tanto una
disminucién en la cantidad de proteina que se expresa al medio extracelular. Por
este motivo se realizé una co-transfeccion con un plasmidio que expresara mRNA
de XBPls de origen de hamster expresado en células CHO (previamente
elaborado en el laboratorio).

Las proteinas se sintetizan en el reticulo endoplasmico, especificamente en
el lumen de este organelo, en el cual también ocurren las modificaciones post-
traduccionales, y debido a este proceso es que las proteinas pueden quedar mal
plegadas, principalmente provocado por un desbalance entre la capacidad
secretora que tiene la célula y la capacidad de produccion de proteinas, lo cual
lleva al reticulo a un proceso de estrés, principalmente sensado por tres proteinas
de transmembrana denominadas: IRE1a, PERK y ATF6 [8 las cuales
colectivamente dan nombre al proceso de la UPR (Unfolded Protein Response,
Respuesta a Proteinas Mal Plegadas). IRE1a en su dominio del lumen del reticulo
endoplasmico, sensa a las proteinas mal plegadas, lo que lleva a una dimerizacion
del receptor IRE1a, seguida por una autotransfosforilacion y por tanto llegar a su
forma activa. Gracias a su actividad RNasa en el dominio citoplasmatico, procesa
el MRNA del XBP1, para generar a través de un “splicing” una forma mas pequefia
de mRNA XBP1l (que es la forma en que se transfectdé para potenciar la
produccion de MICA recombinante), el cual posteriormente actia como factor de
transcripcion de diferentes genes que potencian la produccion de proteinas y hace
que el reticulo endoplasmico vuelva a su normalidad [©6],

XBP1 ha sido utilizado en muchas ocasiones para potenciar la produccion
de proteina en diversas lineas celulares, aunque mayoritariamente hay evidencia
de su uso en las células CHO 85 871, Se ha postulado que el mecanismo principal

por el cual XBP1 incrementa la eficiencia de produccion de proteina esta mediada
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a tres niveles: mejora los procesos de trafico celular de proteinas, aumenta la
generacion de proteinas anexas, denominadas chaperonas que estan
relacionadas con los procesos post-traduccionales de las proteinas recién
sintetizadas en el reticulo endoplasmico y aumenta el tamafio del reticulo
endoplasmico, y por tanto toda su maquinaria ). Como se puede apreciar en la
figura 8b, las aplicaciones que tiene XBP1 en las células CHO, pueden ser
extrapolable a las células HEK293T, debido a que hubo un aumento 4 veces
mayor de produccion de MICA recombinante, en el caso de la co-transfeccion
entre los vectores pHLSEC-Avitag y XBP1, en comparacion con la transfeccion
simple, que soélo contenia pHLSEC-Avitag (Figura 7b). Este efecto potenciador
gue tuvo XBP1s con la produccion de MICA recombinante también se pudo ver en
el Western Blot (Figura 8c), ya que solo se vio la banda correspondiente a la
forma de MICA propia de la linea celular (65 kDa), y no la forma de MICA soluble
(35 kDa) (Figura 7c), lo que sugiere es que toda la proteina recombinante en la
condicion de co-transfeccion fue secretada al medio extracelular, provocado por
algin mecanismo previamente sefialado con respecto a la fisiologia del reticulo
endoplasmico estimulado por XBP1s, evidenciandose también en el ELISA
correspondiente (Figura 8b). Estos resultados propondrian una buena estrategia
para la sintesis de proteinas en las células HEK293T, teniéndolas presentes para
usos futuros relacionado a nuestro laboratorio, como por ejemplo la produccion a
diferentes escalas de anticuerpos monoclonales.

Lo novedoso también que se puede obtener de estos resultados, es que el
XBP1l que siempre se utiliza para potenciar la produccién de proteinas es de
origen humano, el cual tiene un 76% de homologia que el XBP1 de origen de ratén
185-87] pero en este caso se utilizd un XBP1 de origen de hamster para transfectar
las células HEK293T y que también se esta utilizando en las mismas células CHO
en el laboratorio.

Otros cambios que se pueden hacer para potenciar la produccion de MICA
recombinante, especificamente en las células HEK293T, es ir agregando diversos
componentes al medio en el cual las células se mantendran, con la finalidad de

mejorar su capacidad metabdlica, como la resistencia a la apoptosis, entre las
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estrategias que hay son: utlizar concentraciones elevadas de algunos
aminoacidos, incorporar quimicos inhibidores de caspasas como suramina, activar
genes anti-apoptoticos como Bcl-2 y Bcl-xL, detener el ciclo celular en G1 luego de
tener una densidad celular alta, para asi evitar la duplicacion celular y aumentar la
produccién, agregando algun suplemento como rapamicina o disminuyendo la
temperatura del cultivo 18],

Es asi como son diversas las maniobras que existen para poder mejorar la
produccién de una proteina especifica en un medio de expresion a nivel de
laboratorio, con el fin de elegir la mejor de ellas y adaptarla a una escala mayor a

través de la utilizacion de biorreactores.

6.2 Expresion del fragmento scFv anti-MICA

Existen diversos métodos para la produccion de anticuerpos monoclonales
con caracter terapéutico, entre los que se pueden mencionar y mas utilizados
estan: la tecnologia del hibridoma y el "Phage Display’, cada una con sus
limitaciones y ventajas #9. La ventaja, como también su limitacién de la tecnologia
del hibridoma es que a través de un mieloma se puede generar un solo anticuerpo,
pero con una gran afinidad, otra desventaja que esta limitando cada vez mas su
uso es el tema de la bioética, por el contrario, a través de la tecnologia de "Phage
Display” (que es la que se utilizé para generar los scFv anti-MICA), se pueden
producir multiples anticuerpos para diversos antigenos, en los cuales durante su
desarrollo se va direccionando la especificidad y afinidad que tendra el futuro
anticuerpo desarrollado. Con la tecnologia del “Phage Display” % se puede
trabajar con la produccién de los scFv, lo cual puede ser una desventaja, puesto
gue primero se debe realizar un extenso trabajo entre la seleccion, maduracion y
construccién de un anticuerpo monoclonal, pero la gran utilidad que tiene trabajar
con los scFv, que son mas facil de manipular, ya que por ejemplo al trabajar en
ensayos in vivo con ratones, los scFv tienen una mayor penetracion en los tejidos
tumorales, los cuales los hacen idoneos en experimentos donde se obtienen

imagenes moleculares de distribucién del scFv en el cuerpo de estos animales ©4.
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Una limitacidbn bastante compleja que tiene la tecnologia del "Phage
Display” es el medio de expresion que se utiliza para obtener los scFv, que
principalmente es en bacteria, lo cual puede generar un producto con algun resto
bacteriano y por tanto con un mayor poder inmunogénico frente a la respuesta que
tendrd en su futuro en el cuerpo humano. Es por esto que en los Ultimos afios
cada vez mas se estd utilizando una nueva técnica, la cual es la de utilizar
animales, principalmente ratones transgénicos humanizados 2, por ende los
anticuerpos que se obtendran tendran en su totalidad un origen humano, lo que
reduciria a cero el caracter inmunogénico del anticuerpo monoclonal terapéutico,
frente al sistema inmune del huésped y de un futuro paciente.

Como se menciond anteriormente, el principal sistema de expresion de los
scFv a partir de la tecnologia del "Phage Display” son las bacterias. En este
trabajo se utilizo la bacteria E. coli cepa HB2151, los cuales mediante la técnica
del shock osmoético se facilitaria la expresion del scFv hacia el periplasma, pero
esto no ocurrié asi, es mas, hubo una mayor expresion de scFv anti-MICA en el
lisado de la bacteria, especificamente en la fraccion insoluble del pellets, también
denominado como cuerpos de inclusion (Figuras 9 y 10, respectivamente). La
técnica del shock osmotico generalmente se usa debido a que es sencilla, rapida y
no necesita reactivos de alto costo para un laboratorio, pero se puede generar el
problema anteriormente sefalado, es decir, la poca produccion de scFv y post-
secrecion hacia el periplasma [,

El proceso de formacion de cuerpos de inclusién es un problema complejo
gue siempre se tiene que tener presente cuando se esta expresando un scFv, o en
general cualquier proteina en bacterias, ya que disminuye la eficacia en el proceso
de produccion de estos mismos. A los cuerpos de inclusion se les podria
denominar como un proceso de estrés que hay en el citoplasma bacteriano, ya
gue hay un desbalance entre el proceso de agregacion y solubilizacion de
proteinas que posteriormente son secretadas [°4, tanto al periplasma como al
medio celular de crecimiento de la bacteria. Diversos autores han ideado métodos
gue van a suprimir la formacion de cuerpos de inclusion, y por tanto mejorar la

tasa de produccion de proteinas y de scFv, como por ejemplo realizar co-

64



transfecciones con vectores que expresen diversas chaperonas, que ayudan en el
proceso de translocacion de proteinas desde el citoplasma hacia el periplasma 9],
realizar el proceso de produccion de scFv a bajas temperaturas y a altas presiones
%61 ya que ambos factores disminuirian el proceso de agregacion de proteinas y
por tanto estimulando la solubilizacién de ellas en el citoplasma. Otro método es
utilizar marcadores anexos en el vector, como por ejemplo, la secuencia sefial que
expresa la proteina verde fluorescente 7l la cual se ha visto que estimula la
expresion de proteinas hacia el periplasma.

Luego que se forman los cuerpos de inclusion, lo que se hace cominmente
es la solubilizacion de ellos a partir de agentes detergentes, como urea o
guanidina. La que mas se usa es la guanidina, ya que presenta mejores
propiedades caotropicas. Mas aun, un aspecto del por qué no se utiliza mucho la
urea es porque produce cianato, y este puede carbamoilar los grupos aminos de
las proteinas, ademas un buen proceso de solubilizacion de proteinas por urea es
pH dependiente y especifico para cada proteina. Esto produce un trabajo mas
extenso, en comparacion que al utilizar guanidina, y por el cual se obtuvieron
buenos resultados en este trabajo, evidenciando una gran banda en la porcion
insoluble, luego de haber sido expuestas al reactivo de guanidina correspondiente
al scFv anti-MICA, con un peso molecular de 32 kDa (Figura 10) [°8l,

Debido a que nuestro scFv anti-MICA proviene de una bacteria, hace
obligatorio un proceso de purificacion para eliminar cualquier contaminante que
guede en él. En este caso se utilizd la cromatografia FPLC, la cual por
mecanismos de afinidad entre el niquel que se encuentra en la columna HisTrap
HP y la poli-histidina presente en el scFv anti-MICA, esta Ultima es retenida en la
columna y luego por medio de un mecanismo de competencia entre la histidina y
el imidazol, el scFv es liberado. Entre una de las ventajas que tiene esta
cromatografia es que ademas de poder purificar al compuesto en cuestion,
también se puede concentrar desde volimenes grandes, donde la proteina se
encuentre muy diluida a volimenes pequefios pero mas sencillos de manipular 9,
Esto se vio con claridad en la fraccién del periplasma, puesto que de un volumen

inicial de 18 mL, se lleg6 a un volumen final funcional de 1,5 mL (cada elucion era

65



de 500 pL, y el scFv anti-MICA se concentr6 en tres de ellas, aunque la cantidad
de scFv haya sido muy poca), lo opuesto se vio en la fraccién insoluble (1,5 mL de
volumen final, pero con una alta cantidad de scFv anti-MICA) (Figuras 11 y 13,
respectivamente). Otra ventaja que presenta la FPLC es que se puede cuantificar
la cantidad exacta que hay de proteina en una solucién, acd es donde hubo una
limitacion grande al momento de cuantificar el scFv anti-MICA, puesto que para
poder cuantificarlo se necesita de un estandar, atributo que no existe aun en el
mercado aun, generando “un cuello de botella”™ en el proceso de elaboracion del
scFv anti-MICA. Lo Unico que se pudo realizar, fue una estimacién de proteinas
totales a través del método de Bradford (Figura 14).

Se esperaria que la fraccion del periplasma del scFv anti-MICA presentara
un mayor porcentaje de purificacion, en comparacion a la fraccion insoluble 101,
principalmente ya que, tanto en el periplasma, como también lo puede ser en el
medio extracelular de la bacteria, las proteinas y en este caso el scFv anti-MICA
estarian mas limpios, es decir, sin restos bacterianos, los que podrian producir

algun cambio en la respuesta funcional del scFv en produccion.

6.3 Caracterizacion biologica del fragmento scFv anti-MICA

Las metodologias que se utilizaron para caracterizar biolégicamente al scFv
anti-MICA, fue a través de la determinacion de su capacidad de union a MICA
recombinante (por medio de un ELISA), y su capacidad de unién a MICA nativa
(mediante el uso de la citometria de flujo).

En el caso de la unién entre el scFv anti-MICA y MICA nativa (Figura 15),
se vio una buena tendencia de que existe union especifica entre anticuerpo y
antigeno, respectivamente, puesto que la fraccion del scFv que se utilizé para
realizar este ensayo es la del periplasma (que tendria que tener una mayor pureza
en comparaciéon a la fraccion insoluble). Aunque la mejor manera de comparar la
unién especifica con un control negativo, es que hubiesen habido varios scFv
contra distintas proteinas irrelevantes, para descartar todo tipo de uniones

inespecificas, y por lo tanto asegurar unién netamente entre scFv anti-MICA a
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MICA recombinante. También haber hecho ensayos de competencia entre MICA
en fase sélida y en solucion.

Aunque los datos obtenidos a través del ELISA son buenos, para
caracterizar aun mejor la unién entre un scFv y su antigeno, es mediante otra
técnica, la cual se denomina Resonancia Plasmonica de Superficie (SPR), la cual
determina cambios especificos en el indice de refraccion que ocurre en una
interfase, provocada por una superficie quimica donde queda inmortalizado el
antigeno (en este caso MICA recombinante) %1 y por la cual se deja pasar el
scFv anti-MICA en solucion. Cabe mencionar que para poder utilizar esta técnica
se necesita que ambos componentes estén 100% puros y con una alta
concentracion, parametros que hay que mejorar en la produccion tanto de MICA,
como del scFv anti-MICA.

SPR puede directamente medir el grado de union de un anticuerpo a su
antigeno (Kon) y el grado en el cual el complejo antigeno/anticuerpo se forma (Ko).
La afinidad de un antigeno a menudo es expresada como una constante de
disociacion (Kg), la cual se entiende como la concentracion molar de un anticuerpo
a la cual, la mitad del total de antigeno presente en la solucion esta unido al
anticuerpo, calculado como la razon entre Kqf/Kon. EN muchos casos se ha visto
gue la unién que presentan los scFvs a su antigeno, es mas débil que la unién que
presenta su anticuerpo completo respectivo; esto se debe a que un scFv tiene sdlo
una region Fv de unién al antigeno, en cambio el anticuerpo completo presenta
dos regiones Fv [ por ello posee una afinidad funcional o también llamada
avidez mayor.

Con respecto a la unién que presente el scFv anti-MICA a MICA nativa de
dos lineas celulares de CG (AGS y MKN-45, figuras 16 y 17 respectivamente), se
demostré que hay interacciébn entre ambos compuestos, aunque muy poca,
teniendo en cuenta los MFI de las condiciones scFv anti-MICA mas hemaglutinina
(lineas de color morado en los histogramas de ambas figuras anteriormente
sefaladas), lo cual se puede deber a tres efectos principalmente: primero, a que
se esta expresando en poca cantidad la proteina MICA en la superficie de ambas

lineas celulares (menos en la linea MKN-45 que en la linea AGS), provocado a lo
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mejor por una alta cantidad de pasajes a las cuales se hayan sometido las células
utilizando tripsina, segundo, a que el scFv que se expresd y que se esté utilizando
tenga una afinidad muy baja por la proteina MICA, y tercero a que se esta viendo
a una porcién de un anticuerpo (sélo las regiones hipervariables de las cadenas
pesadas y ligeras). En este sentido en ambas figuras, utilizando un anticuerpo
comercial anti-MICA, se puede ver que tanto MIKN-45 como AGS tienen baja
concentracion de MICA en sus superficies.

Las estrategias que se pueden utilizar para mejorar la union entre el scFv
anti-MICA a MICA nativa son variadas y se pueden esquematizar segun el
problema apreciado: para aumentar la expresion de MICA en la membrana celular
de las lineas celulares MKN-45 y AGS se pueden utilizar agentes que produzcan
estrés celular, como por ejemplo acido valproico o dejar expuesta las células a luz
UV por un tiempo determinado %2, Para poder aumentar la afinidad del scFv
hacia MICA existen técnicas que involucran la biologia molecular, por ejemplo
maduracion de la afinidad a través de mutaciones dirigidas por PCR en el CDR3
principalmente 19 que es la zona del epitopo del anticuerpo que se une al
paratopo del antigeno y por ultimo a partir del punto anterior generar un anticuerpo
monoclonal completo humanizado, que efectie una unidn dirigida a la proteina
MICA sin generar una respuesta inmunogénica que pueda ser fatal al ser humano,
y asi desarrollar un anticuerpo humanizado con una alta eficacia, potencia y
seguridad.

Con respecto a la union que tienen los scFv-Fagos anti-MICA a la proteina
nativa en la linea celular MKN-45 (Figura 18), se vieron dos cosas principalmente,
una de ella, es que la particula fagica esta interponiéndose entre la unién de la
molécula del scFv a la proteina MICA, y lo otro, es el bajo porcentaje de células
positivas de acuerdo a la poblaciébn sin marca, lo que se podria mejorar
aumentando la cantidad de fagos para detectar a la proteina MICA, cabe
mencionar también que el problema podria deberse a la poca afinidad que tenga
el scFv-Fagos anti-MICA a MICA nativa, como se vio en las figuras 16 y 17.

Se ha determinado que las células NK son células efectoras importantes

gue tiene el cuerpo humano como primera linea de defensa contra los tumores en
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general. El receptor de activacion NKG2D juega un papel critico en la eliminacion
de las células tumorales por células citoliticas, como son las células NK y linfocitos
T CD8*. Se ha demostrado que la eficiencia que tienen estos receptores frente a la
inmunidad antitumoral juega un papel critico en la superficie de las células
tumorales. Por lo tanto, una fina regulacion de la expresion de los ligandos del
receptor NKG2D es importante para la inmunoedicion contra el cancer 1%y |a
evasion inmune 1%l es por esto que el objetivo general de este trabajo es realizar
estudios pre-clinicos de un posible biofarmaco dirigido a uno de estos ligandos,
especificamente MICA, en su forma de anticuerpo monocatenario (scFv anti-
MICA). El impacto que tendria el desarrollo de un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-MICA a nivel de salud publica, es que no se restringiria su uso
como tratamiento contra el cancer gastrico, sino que este ligando ademas se ha
detectado en varios carcinomas, tales como de pulmon, mama, ovario, prostata y
cancer de colon, y por consiguiente, ha sido considerado como un antigeno
asociado a tumores [53 56571,

Para poder llegar a la idea de generar un anticuerpo contra la proteina
MICA, se debe tener un conocimiento a cabalidad del complejo sistema que existe
entre NKG2D-NKG2DL. Debido a que se ha demostrado que uno de los
principales mecanismos que tienen los tumores para evadir la respuesta del
sistema inmune mediada por NKG2D, es a través de la induccién sostenida de sus
ligandos de forma soluble frente al receptor, lo que genera la internalizacién del
receptor de activacion de NKG2D y por tanto dejando sin funcionalidad citoliticas a
las células que lo expresan (células NK y linfocitos T CD8*) 167 68, Asi, la unién de
scFv a MICA vy revertir este efecto podria ser otro mecanismo de accion de esta
molécula como futuro farmacéforo de un anticuerpo monoclonal terapéutico.
Normalmente, los anticuerpos terapéuticos pueden unirse directamente a las
células tumorales y al activarse las funciones efectoras de estos inducen la muerte
celular, también se podria neutralizar a MICA soluble y dejar disponible NKG2D en
los linfocitos citoliticos NK y T CD8*, para unirse a la célula tumoral y lisar estas

ultimas células.
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Este nuevo mecanismo de inhibicion no se pudo observar en este trabajo
(Figuras 19 y 20), en donde de partida la expresion de los niveles de NKG2D no
se disminuyé en presencia de MICA recombinante a una concentracion de 400
ng/mL, siendo que hay estudios in vitro que han provocado una leve disminucién
de este receptor a una concentracion de 100 ng/mL 9. Esto se puede explicar
principalmente a un error en la metodologia, debido a que se vio que mas del 50%
de células se murieron cuando estaba presente el scFv anti-MICA (Figura 21).
Esto gener6 resultados de manera inversa, ya que al haber menor cantidad de
células que presentan el receptor NKG2D, menor va hacer el efecto que tengan
estos frente a MICA soluble y menor seré la frecuencia de verlos por citometria de
flujo. Lo que quedd demostrado en este trabajo es que el principal componente
gue produjo la muerte celular fue el imidazol (Figura 21) a la concentracion que se
encuentra en el scFv anti-MICA, y el cual ademas, es de vital importancia para la
elucion de este mismo en la columna de la FPLC, es mas, cada vez que se utilizan
procesos de purificacion en los cuales se usa imidazol, la solucién resultante se
dializa con el fin de poder eliminarlo [®3: 95 99,

El imidazol es un compuesto organico que esta presente en muchos
farmacos como estructura principal, algunos ejemplos de ellos son antifungicos y
antineoplasicos %I, los cuales de por si son citotoxicos al ser agentes externos a
las células presentes en el organismo, como se pudo ver en este trabajo en las
células NK vy linfocitos T CD8" (Figuras 19 y 20, respectivamente); aunque
también no se debe dejar de lado que la solucion en la cual se encuentra el scFv
tenga algun resto bacteriano, como LPS o cualquier otro componente, el cual esta
descrito que es un factor de virulencia de bacterias [1°71 y aumenta la expresion de
NKG2D. En el laboratorio se ha observado la disminucion de NKG2D en células
citoliticas tratadas con suero de paciente y con MICB recombinante.

Debido al por qué se eligi6 como ligando de NKG2D a MICA, es porque
existen estudios que demuestran que pacientes con cancer gastrico presentan
altas concentraciones de MICA soluble, lo que provoca una reduccién en los
niveles de expresion del receptor de activacion NKG2D en células NK y linfocitos T

CD8* 91 y por tanto un mayor crecimiento tumoral por mecanismo de evasion.
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Aunque hay que tener presente que ademas de MICA soluble, en los sueros de
pacientes se ha visto que también hay otros ligandos de NKG2D en su forma
soluble, tales como MICB y ULBP1-3 [57: 108l |os cuales por mecanismos sinérgicos
pueden estar provocando esta disminucion del receptor de activacion NKG2D.
Notablemente, sin embargo, este impacto funcional de los NKG2DL no siempre se
ha observado %! (como también se pudo ver en este trabajo). Por ejemplo, el
suero proveniente de ratones transgénicos a MICA, los cuales contienen altos
niveles de sMICA, tienen sdélo un efecto marginal en la expresion de NKG2D en la
superficie de células NK no transgénicas 0],

En algunos estudios, el rol de los NKG2DLs fue examinado a través de su
inhibicion utilizando anticuerpo anti-MIC 111 o proteinas fusionadas de NKG2D-Fc
(112 Estos estudios sugirieron una correlacion entre altos niveles de ligandos de
NKG2D solubles en tumores especificos de pacientes y una reduccion de la
respuesta inmune dependiente de NKG2D. Ademas, se encontraron que los
sueros de pacientes de estos tumores presentan adicionalmente factores
inmunosupresivos, como por ejemplo TGF-B 63 el cual se ha reportado que
produce una “down-regulation” de NKG2D. Otro punto que hay que tener en
consideracion, es que ademas de que los ligandos de NKG2D provengan
principalmente por un “shedding” de las células tumorales provocados por ellas
mismas, se ha reportado que algunos ligandos son liberados por exosomas, los
cuales van actuar conjunto a los otros para impactar en la respuesta inmune de las
células NK y linfocitos T CD8* [13],

Estos ultimos antecedentes hay que tenerlos en consideracion para futuros
estudios, es mas, existe la posibilidad de que se pudiesen desarrollar anticuerpos
bi-funcionales, es decir, dirigidos a dos ligandos del receptor de NGK2D, lo que
aumentaria el espectro de utilizacibn como biofarmaco antineoplasico y por tanto
se mejorarian las respuestas de las células citoliticas frentes a las células

tumorales.
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CONCLUSIONES

. La generacion de la proteina MICA recombinante fue 4 veces superior
cuando se co-transfect6 con el factor de transcripcion XBP1s.

El scFv anti-MICA se expresé principalmente en la fraccion insoluble
(denominada cuerpos de inclusion) de las bacterias E. coli cepas HB2151.

. ScFv anti-MICA se une a MICA recombinante producida en el laboratorio y
a MICA nativa de dos lineas celulares de cancer gastrico.

No se pudo responder la hipétesis ya que por problemas metodologicos no
se observo la disminucion de la expresion de NKG2D en células NK y
linfocitos T CD8*.

El imidazol fue el responsable de la muerte celular de las células NK y
linfocitos T CD8*, pudiendo provocar los resultados inesperados.

. Debido a estos ultimos inconvenientes, lo mas probable, que para realizar
futuros ensayos funcionales sea necesario cambiar el sistema de expresion

y protocolo de purificacion de las proteinas.
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