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Resumen

La glicosilacion aberrante es un fenédmeno altamente descripto en la transformacion maligna
y la progresion tumoral. Las alteraciones en el patrén de glicosilacion pueden adquirir una
variedad de formas: la pérdida o excesiva expresion de ciertos glicanos, la expresion
aumentada de glicanos incompletos o truncados y, menos frecuentemente, la aparicion de
glicanos novedosos.

Dentro de los glicanos relevantes en cancer podemos mencionar a la glicoproteina PSGL-
1, la cual se encuentra sobreexpresada en varios tipos de tumores. Esta expresion se
encuentra asociada a progresion tumoral, metastasis y regulacién inmune. Algunos glicanos
de la familia Lewis, Sialyl Lewis X, Lewis X y Lewis A se encuentran sobreexpresados en
distintos tipos de cancer, donde se los ha asociado a metastasis a una pobre sobrevida en
pacientes.

El glicano truncado STn se encuentra expresados en el mas del 80% de todos los
carcinomas humanos, donde su presencia se asocia con la progresion tumoral, metastasis
y mal pronodstico en pacientes. STn ha sido blanco de desarrollo de terapias ya que no se
suele encontrar en tejidos adultos sanos.

El glicolipido GD2 se encuentra sobreexpresado en varios tipos de cancer embrional como
neuroblastoma, tumores de cerebro, retinoblastoma, entre otros. Este gangliésido GD2 esta
involucrado en crecimiento celular, proliferacién, invasion y apoptosis.

Teniendo en cuenta que estos glicanos se encuentran expresados de manera diferencial en
las células tumorales en comparacion con los tejidos sanos y que estan implicados en
funciones bioldgicas relacionadas con la progresion tumoral, estos antigenos son buenos
blancos para el desarrollo de terapias.

Dentro de las terapias antitumorales, las inmunoterapias han ido adquiriendo relevancia en
los ultimos afos. Dentro de este grupo de terapias se encuentran las vacunas antitumorales.
Estas buscan activar y dirigir al sistema inmune contra un blanco o antigeno especifico en

el tumor; suelen tener baja toxicidad y son faciles de administrar. El desarrollo de vacunas
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antitumorales basadas en carbohidratos ha avanzado en los ultimos afios y varias han
logrado, escalar hasta ensayos clinicos en humanos. Sin embargo, no hay ninguna terapia
de este tipo aprobada para su uso comercial.

Este tipo de vacunas debe superar ciertas dificultades para poder lograr activar mecanismos
citotéxicos y poder tener una efectiva respuesta inmune antitumoral. Los carbohidratos son
antigenos independientes de células T, por lo cual son frecuentemente pobres
inmunoégenos. En general, estos antigenos generan una respuesta inmune IgM débil,
inadecuada para generar citotoxicidad antitumoral. Por otro lado la produccion a gran escala
de carbohidratos sigue siendo un proceso complejo.

Existe, sin embargo, otra estrategia para desarrollar vacunas antitumorales dirigidas a
glicanos presentes en el tumor que podria superar estas dificultades: la de utilizar péptidos
que mimeticen carbohidratos o partes de ellos. Los péptidos pueden generar respuestas
inmunes fuertes y pueden ser amplificados con técnicas de ingenieria genética en grandes
cantidades o simplemente sintetizados de manera quimica. Ademas estos péptidos son
seguros, estables y pueden ser fusionados a distintos carriers para aumentar su
inmunogenicidad.

Un método que se ha aplicado para seleccionar este tipo de péptidos es la utilizacion de
bibliotecas de fagos que expresan en su superficie millones de péptidos con combinaciones
al azar de aminoacidos. Al desafiar esta biblioteca contra anticuerpos especificos para el
glicano de interés se seleccionaran péptidos que mimeticen el carbohidrato. Este tipo de
mimética se denomina antigénica. Se espera que estos péptidos puedan actuar como
vacunas antitumorales, generando una respuesta inmune con reactividad cruzada hacia el
glicano de interés, fendmeno que se denomina “mimética inmunologica”.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar formulaciones vacunales basadas en péptidos
mimeéticos de glicanos relevantes en cancer, tales como PSGL-1, SLeX, LeX, LeA, STny
GD2. Para ello se seleccionaron péptidos miméticos utilizando una biblioteca de fagos y
anticuerpos monoclonales especificos para los glicanos. Posteriormente, se fusionaron las
secuencias de los péptidos al carrier bacteriano BLS (Brucella Lumazina sintetasa). Las
quimeras de BLS resultantes exponen 10 copias del péptido y resultan altamente
inmunogénicas. Por ultimo se evaluaron distintos esquemas de inmunizacion con las
quimeras de BLS en modelos murinos, de modo de analizar si la respuesta inmune generada
tenia reactividad cruzada con los glicanos de interés.

Se lograron identificar péptidos capaces de ser reconocidos por el Ac anti-GD2, el Ac anti-
SLeX, el Ac anti-PSGL-1 y el Ac anti-LeA. De esta primera serie de péptidos se logro
seleccionar 4 candidatos para GD2, 2 para SLeX, 4 para PSGL-1y 7 para LeA que lograron
demostrar, en mayor o menor medida, tener mimética antigénica con los glicanos. Las
secuencias de los candidatos GdC y SxA fueron fusionadas a la proteina carrier BLS

generandose dos proteinas quiméricas. La quimera GdC logré ser expresada y purificada,
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corroborandose su mimética antigénica con el gangliosido GD2. La quimera SxA logro ser
expresada y se obtuvieron dos formulaciones de la misma: la quimera agregada por un lado
y la quimera en 4M urea por el otro, ambas en buffer PBS. Esta quimera sélo mantuvo su
mimeética antigénica con el carbohidrato SLeX, en condiciones desnaturalizantes.

Por ultimo, se evaluo la capacidad de la quimera GdC y de las dos formulaciones de la
quimera SxA de generar una respuesta inmune con reactividad cruzada hacia los glicanos
de interés. Para ello se ensayaron dos protocolos distintos de inmunizacion en tres cepas
de ratones con distinto haplotipo de MHC: C57, BALB/c y CF1. En el caso de la quimera
GdC, sdlo se pudo detectar respuesta contra GD2 en el suero de un raton C57 utilizando el
protocolo 1 de inmunizacién, mediante ELISA contra el gangliésido puro y mediante
citometria de flujo contra una linea celular positiva para GD2. Sin embargo este resultado
no se pudo replicarse en otros ensayos de inmunizacion. Por otro lado, con respecto a la
quimera SxA, solo los sueros de dos ratones de la cepa CF1 lograron reconocer una linea
celular tumoral positiva para SLeX utilizando la quimera agregada y el protocolo 1 de
inmunizacion.

El fendbmeno de mimética inmunolégica es muy complejo y se han reportado varios casos
como el nuestro, en donde péptidos que mostraron mimética antigénica, fallan a la hora de
generar respuestas inmunes fuertes con reactividad cruzada hacia el glicano de interés. Esta
es la primera vez que se utiliza este disefio experimental para el desarrollo de
inmunoterapias antitumorales basadas en péptidos miméticos de glicanos en nuestro pais.
Aunque las inmunizaciones no hayan arrojado resultados satisfactorios concluyentes, esta
experiencia sirvié para comprender mejor estos procesos de manera de optimizar, en el

futuro, estrategias terapéuticas similares.
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Introduccion

El cancer

El cdncer en un conjunto heterogéneo de enfermedades que resultan de Ia
acumulacién de alteraciones moleculares en células propias del organismo. Esta
desregulacién genética deriva en células que se describen como “transformadas”, la
cuales poseen, caracteristicamente, una proliferacion anémala, independiente de las
sefales regulatorias que impone normalmente el microambiente tisular; esto
desemboca en la formacién andmala de “nuevos crecimientos” denominados
neoplasias®. Las neoplasias benignas son aquellas que se circunscriben a su localizacion
original presentando un limite definido en la arquitectura tisular que las rodea, mientras
que las neoplasias malignas estdn originadas por células agresivas con capacidad de
invadir los tejidos circundantes, diseminarse y formar focos metastasicos en sitios
distantes?.

El proceso de carcinogénesis se define por el recorrido sobre multiples pasos en los
gue se produce la transformacion paulatina desde las células somaticas normales hacia
las células cancerosas. Estas células malignas se caracterizan por su capacidad de
proliferacion desmedida, evasidon de mecanismos supresores del crecimiento,
resistencia a la muerte celular (apoptosis), adquisicion de inmortalidad replicativa,
induccion de angiogénesis, evasion del sistema inmune, reprogramacién del
metabolismo energético y acceso a otros espacios tisulares, entre otras caracteristicas.
La ganancia de estas habilidades estd asentada en un fendmeno de inestabilidad
genomica, dado por la desregulacién de mecanismos de control que sucede en la célula
transformada en etapas tempranas de este proceso. La alta frecuencia de mutaciones
en las células tumorales genera una diversidad genética entre las células que conforman
la masa tumoral dando lugar a la seleccidon de los clones que contengan un fenotipo
adecuado para el ambiente tisular local. De esta manera, la progresion tumoral
escalonada se puede explicar como una suma de expansiones clonales, cada una de las
cuales esta desencadenada por la adquisicion azarosa de un genotipo mutante
ventajoso3.

La progresion tumoral consta de varias etapas. En principio, como se menciond
anteriormente, una célula comienza a adquirir mutaciones que generaran una

inestabilidad genética, la cual les permitira a su vez, adquirir caracteristicas genotipicas
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Introduccion

y fenotipicas distintivas. Esto da lugar a un fenédmeno de proliferacién desmedida propio
de la patologia. Para mantener la proliferacion exacerbada las células deben atravesar
un proceso de inmortalizacion celular en el cual logran adquirir la capacidad de evadir
los procesos de apoptosis y senescencia celular mediante mutaciones particulares.
Ademas, el aumento de la masa celular demanda nutrientes y oxigeno por lo que se
promueven los procesos de reclutamiento vascular. La adquisicion de las capacidades
de migracidn, de adhesidn a la matriz extracelular y de degradacién de la misma para
invadir tejidos circundantes resumen los comportamientos principales que hacen que la
neoplasia pueda acceder a tejidos vecinos.

La intravasacion vascular linfatica o sanguinea, junto a la suma de habilidades tales
como la promocién de la trombosis y la evasion del sistema inmune, brinda el escenario
para la diseminacién a drganos distantes que en el marco de un microambiente
favorable, serd el espacio para el desarrollo de micrometastasis y tumores secundarios
en estos drganos®™. Durante esta progresion tumoral que llega a la metdéstasis, se
establece una comunicacion activa entre las células tumorales y el estroma, mediado
por senales autdcrinas, paracrinas o enddcrinas mediante contactos célula-célula o
senales de tipo factores de crecimiento y citoquinas, entablando una comunicacion
andloga a la establecida entre una célula epitelial y su ambiente durante el desarrollo
embrionario®.

Una caracteristica tumoral que esta relacionada con muchos de los procesos de
transformacién maligna mencionados, es el fendmeno de glicosilacion aberrante; el cual

se discutird en la siguiente seccion®.

Glicosilacion aberrante en cancer

La glicosilacién es el proceso de adicion, mediante un enlace covalente, de diversas
unidades de monosacdridos sobre proteinas, lipidos u otros compuestos orgdanicos;
utilizando como donores nucledtidos-azlcar especificos. Las cadenas de polisacaridos
que se forman en este proceso suelen denominarse “glicano”; este término engloba
cualquier aztcar o ensamblado de azucares, encontrados ya sea de forma libre o unidos
a otra molécula. Las enzimas que realizan estos enlaces covalentes se denominan

glicosiltransferasas, dentro de este grupo podemos encontrar enzimas que unen ciertos
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Introduccion

residuos en particular, como las sialiltransferasas o las fucosiltransferasas.
Adicionalmente hay un numero de transferasas que modifican los glicanos mediante la
adicién de grupos acetilo, metilo, fosfatos y sulfatos entre otros’.

La gran diversidad estructural de los glicanos, sumado al hecho de que forman parte
de otras moléculas como glicoproteinas y glicolipidos, resulta en un espectro muy
amplio de funciones. En principio tienen una funcidén estructural, de proteccién,
organizacién y estabilizacidn, funcionando muchas veces como barrera celular. Pueden
poseer propiedades moduladoras, estando involucrados en el almacenamiento de
nutrientes u otras moléculas relevantes. Por otro lado, al encontrarse en la superficie
exterior de la célula y en macromoléculas secretadas, los glicanos estan en posicién de
modular o mediar una variedad de eventos claves en interacciones célula-célula, célula-
matriz extracelular y célula-molécula. Estas interacciones suelen darse mediante la
interaccion con proteinas especificas de unidn a carbohidratos que incluyen el grupo de
las lectinas, selectinas y galectinas’2.

La glicosilacion aberrante es un fendmeno altamente descripto en la transformacion
maligna y la progresion tumoral, constituyendo un elemento fundamental de las células
tumorales®™0, Las alteraciones en el patron de glicosilacion pueden adquirir una
variedad de formas: la pérdida o excesiva expresién de ciertos glicanos, la expresién
aumentada de glicanos incompletos o truncados y, menos frecuentemente, la aparicion
de glicanos novedosos’. La presencia de glicosilacion aberrante estaria dada por la
expresion disminuida o aumentada de ciertas glicosiltransferasas. Estas enzimas podrian
tener su actividad glicosidica alterada, estar desreguladas a un nivel epigenético,
transcripcional o post-transcripcional; la actividad de la chaperona encargada de su
correcto plegamiento podria estar alterada. Por otro lado, la expresiéon alterada del
glicoconjugado aceptor junto la disponibilidad y abundancia de los donores nucleétidos-
azucary la actividad alterada de los transportadores de estas moléculas también podrian
afectar la actividad de las glicosiltranferasas®°.

Estos cambios en la glicosilacion no son simplemente la consecuencia al azar de un
proceso de biosintesis alterado en las células tumorales; es sorprendente que sélo un
grupo muy limitado de cambios estan frecuentemente correlacionados con la
transformaciéon maligna y la progresion tumoral. Teniendo en cuenta que el cancer es

un proceso “microevolutivo” en el cual sélo las células mas aptas sobreviven, es muy
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probable que estos cambios especificos en los glicanos sean seleccionados durante la
progresion tumoral’. La mayoria de estas alteraciones en la glicosilacién estan
relacionadas con procesos de adhesion celular, transicidon epitelio-mesenquimal,
migracion, invasidn, metdstasis y resistencia a quimioterapia®112,

Teniendo en cuenta que ciertos glicanos se encuentran expresados de manera
diferencial en las células tumorales en comparacion con los tejidos sanos y que estan
implicados en funciones bioldgicas relacionadas con la progresién tumoral, estos
antigenos son buenos blancos para el desarrollo de terapias®3.

En la siguiente seccion se detallaran algunas familias de glicanos relevantes en

cancer.

Glicanos relevantes como blancos terapéuticos

Ligandos de selectinas

Las selectinas son una familia de proteinas que se unen a carbohidratos,
generalmente se expresan en células endoteliales y en células derivadas de la médula
Osea’?. Las L-selectinas se expresan en leucocitos; las E-selectinas en células endoteliales
y las P-selectinas se encuentran presentes tanto en plaquetas como en células
endoteliales'#*>, La funcidn fisioldgica de las selectinas y sus ligandos azucarados es
mediar el reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacidon o a los tejidos linfoides.
Sin embargo, se ha comprobado que las células tumorales sobreexpresarian ligandos de
selectinas, permitiéndoles modificar sus capacidades de adhesion, invasion y
metdstasis41°,

A pesar que existen varias proteinas glicosiladas capaces de unirse a las diferentes
selectinas, la glicoproteina PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand 1) es uno de los
ligandos mas relevantes ya que puede unirse a las tres selectinas (Figura 1)'°. PSGL-1
esta expresada en varios tipos de tumores asociada a progresion tumoral, metastasis y
regulacion inmune® 1”18 Cuando se encuentran en el torrente sanguineo, la expresion
de este ligando les permite a las células tumorales unirse a plaquetas activadas mediante
P-selectina. Este recubrimiento les permite protegerse del estrés mecanico y del
reconocimiento por parte del sistema inmune. Ademas, la formacién de estos agregados

induce la activacion de las células endoteliales y la consiguiente sobreexpresion de E-y
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P-selectina. A través de PSGL-1, las células tumorales pueden unirse a las células
endoteliales activadas y “rodar” a través del vaso sanguineo siempre adheridas al
endotelio (proceso mas conocido como rolling). Mediante la unién a L-selectina, se
reclutan neutrofilos activos y monocitos, los cuales ayudarian a la adhesién de las células
tumorales a la pared de los vasos sanguineos y a la extravasacién; y, junto con los
factores mitogénicos secretados por la plaquetas activadas, generarian un nicho pre-
metastatico®®.

Por otro lado, se ha reportado recientemente que PSGL-1 funcionaria como un
regulador de puntos de control de los linfocitos T: favoreciendo el agotamiento de estas
células, inhibiendo la secrecién de IL-2 y regulando positivamente la expresion de la
proteina PD-1 (programmed cell death 1),

La unién de PSGL-1 a las selectinas esta mediada por su parte glicosilada. La
presencia de los glicanos Sialyl Lewis x, Sialyl Lewis a y Sialyl-6-sulfo Lewis x serian
indispensables para la unién a las distintas selectinas'#1¢. Todas estas caracteristicas

bioldgicas convierten a PSGL-1 en un blanco glicosilado muy relevante en cancer.
Glicanos de la familia Lewis

Estos glicanos son una familia de antigenos sanguineos que se caracterizan por
poseer un residuo de fucosa unido mediante un enlace al-3 o a 1-4. Incluyen a los
glicanos Lewis a, b, X, y, a los cuales denominaremos LeA, LeB, LeX y LeY; y las versiones
sulfatadas o sialiladas de algunos de ellos (es decir que poseen un residuo terminal de
acido sialico) tales como Sialyl Lewis x (SLeX), Sialyl Lewis a (SLeA) y Sialyl-6-sulfo Lewis
x’. Estos glicanos se encuentran presentes en glicoproteinas y glicolipidos; dependiendo
del tipo de célula o tejido donde se encuentran expresados estaran involucrados en
distintos procesos inter e intracelulares, tales como adhesion celular y comunicaciéon
entre células durante la embriogénesis y el desarrollo!?. Muchos de estos antigenos se
encuentran aberrantemente sobreexpresados en diferentes tipos de tumores,
brindédndoles distintas capacidades a las células tumorales’1%13,

SLeX (Figura 1) y su isdmero SLeA se encuentran sobreexpresados en muchos tipos
de cancer, particularmente en carcinomas, donde se encuentran asociados a metastasis
y a una pobre sobrevida en pacientes!?!%20, Estos glicanos terminales se encuentran

presentes en la superficie de glicoproteinas, tales como PSGL-1, y constituyen el motivo
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minimo que reconocen las tres selectinas!*?!. Las células tumorales que derivan de
distintos drganos interaccionan con las diferentes selectinas a través de un isdmero por
sobre el otro. Por ejemplo, las células tumorales de colon y pancreas se adhieren a E-
selectina mediante SLeA, mientras que las de pulmdn e higado lo hacen mediante
SLeX®. La interaccion entre las selectinas y estos glicanos, sobre todo SLeX presente en
PSGL-1, tiene in rol indispensable en la cascada metastasica'®'®. Es por esto que este
antigeno se ha propuesto como marcador prondstico en distintos tipos de cancer, tales
como cancer de colon, pulmdn, mama, estdmago, prdstata y vejiga'®?2.

LeX (Figura 1), también llamado SSEA-1: stage-specific embryonic antigen-1, se
encuentra expresado en estadios embrionarios; en adultos se encuentra
moderadamente expresado en algunos tejidos'?!3. Sin embargo, se encuentra
sobreexpresado en distintos tipos de cancer. En cancer de pulmdn su sobreexpresion
se ha asociado con un tiempo corto de sobrevida en pacientes. Ademas, su expresion es
un factor prondstico independiente de sobrevida en pacientes jévenes con cancer de
mama triple negativo y estd correlacionado con una pobre sobrevida total y libre de
recurrencia. Por otro lado, se ha reportado que en cdncer colorrectal la expresion de LeX
en la superficie de células tumorales y células inflamatorias infiltrantes, aumenta
durante la progresion de la enfermedad y se lo ha asociado con resistencia a las terapias
convencionales para este tipo de cancer. Este antigeno también se encuentra altamente
expresado en cancer de pancreas, carcinoma renal y de vejiga. En esta ultima indicacion
se lo considera un marcador de transformacion maligna y su expresién se ha
correlacionado con estadio, grado y potencial metastasico. En glioblastoma, LeX se
encuentra sobreexpresado y se lo ha propuesto como un posible marcador de células
madre tumorales®?.

LeA (Figura 1) se encuentra presente de forma soluble siendo secretada el epitelio
de ciertos 6rganos. Ademas se encuentra en eritrocitos, los cuales lo captan de los
glicanos circulantes’. Se encuentra sobreexpresado en adenocarcinoma pulmonar,
donde su presencia aumenta con el estadio del tumor. Ademas se ha lo ha asociado con
una menor sobrevida con respecto a los tumores negativos para LeA en esta
indicacidon?3. Este glicano también ha sido detectado en un gran porcentaje de tumores

de pancreas y tumores géstricos?*?°
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Glicanos truncados

Como se explicd anteriormente, alteraciones en las glicosiltransferasas pueden
generar un freno en la elongacion de las cadenas de glicanos complejos, resultando en
la aparicion de los llamados glicanos truncados. Estos incluyen al antigeno T (Thomsen-
Friedenreich), a Tn (Thomsen-nouvelle) y sus formas sialiladas: Sialyl T (ST) y Sialyl Tn
(STn)1926-28 | 3 expresidn de estos antigenos incompletos se observa generalmente en
tejidos embrionarios y no se suelen encontrar en tejidos adultos sanos?%; de hecho, se
ha descripto la presencia de anticuerpos (Ac) naturales contra estos glicanos?®. Estos
antigenos truncados suelen aparecer en los cénceres epiteliales, en los estadios
tempranos de la progresiéon tumoral, donde estarian involucrados en cambios
relacionados con el aumento en la proliferacion, la pérdida de la arquitectura tisular, la
disrupcion de la adhesién a la membrana basal y la capacidad invasiva?’.

Los antigenos T, Tn, STy STn se encuentran expresados en el mas del 80% de todos
los carcinomas humanos, como colon, mama, vejiga, ovario, prostata y estémago; su
presencia se asocia con la progresion tumoral, metastasis y mal prondstico en
pacientes®?7.28,

STn ha sido uno de los glicanos asociados a tumor mas estudiado (Figura 1). Se ha
reportado que la expresion de STn en carcinomas gastricos modula el fenotipo maligno,
induciendo un comportamiento celular mas agresivo, con una disminucién de la
agregacion célula-célula y un aumento en la interaccidon con la matriz extracelular, la
migracién y la invasion'®. En cancer de mama, aproximadamente el 30% de los tumores
son positivos para STn, su presencia se asocia con un menor indice de sobrevida®. Su
expresidon sobre la glicoproteina MUC1 se asocid con una reduccidon de la adhesion
celular y un aumento en la migracion; su presencia en la glicoproteina integrina B1 se
asocio con metastasis®. En cancer de préstata, STn se detecta en la mitad de los tumores
de alto grado y su expresidon sobre la glicoproteina MUC1 se ha correlacionado con
sobrevida. En cancer de endometrio se lo ha correlacionado con grado histolégico y
metdstasis en nodos linfaticos?’.

Otro rol interesante de STn esta relacionado con el sistema inmune. Se ha reportado
que este antigeno asociado a mucinas puede inhibir la citotoxicidad inducida por las

células NK (natural killer) dirigida al tumor?%2%. Por otro lado, se ha propuesto que este
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glicano estaria involucrado en evitar que la células tumorales circulantes en el torrente
sanguineo sean detectadas y eliminadas por el sistema inmune?’. Por estas razones, STn
se ha propuesto como un importante marcador prondstico y como target para el disefio

de terapias antitumorales, en particular, inmunoterapias!®?7:28,
Ganglidsidos

Los ganglidsidos son glicoesfingolipidos con al menos un residuo de acido sialico; en
general se encuentran en la membrana plasmatica formando microdominios
compuestos por glicolipidos y receptores de proteinas, también llamados glicosinapsis.
Estas estructuras participan en procesos de sefnalizacion celular, comunicacién
intercelular y en la arquitectura y funcionalidad de la membrana plasmatica?®?°. La
sobreexpresion de estas moléculas en las células tumorales esta relacionada con la
modulacion de ciertas vias de sefializacion relevantes en el proceso de transformacién
maligna, como asi también en los procesos de interaccion de la célula con su
microambientel®3,

Algunos de los ganglidsidos mas relevantes en cancer son GD2, GD3, fucosil-GM1 y
GM3. Estos glicanos estan involucrados en la regulacién de varios receptores de factores
de crecimiento tales como EGFR y FGFR, favoreciendo el crecimiento tumoral mediante
la modulacion de sefiales'®'3, De hecho, se ha reportado que GM3 y GM1 funcionan
como reguladores negativos de los receptores de tirosina quinasa de estos factores de
crecimiento mientras que GD2 y GD3 funcionan como activadores. En tumores como
melanoma, neuroblastoma y cancer de mama, la sobreexpresion de ganglidsidos esta
asociada a proliferacion celular, crecimiento tumoral y migracion'®. Mientras que en en
melanoma, cdncer de pulmdn de células no pequefias y leucemia linfobdstica aguda de
células T pediatrica la sobreexpresién de GD3 se asocia con aumento en el crecimiento
celular y un mayor potencial invasivo. GM3 ha sido muy estudiado en distintos tipos de
cancer ya que es capaz de alterar la fosforilacion del receptor de EGF, modulando de
esta manera el crecimiento celular®3,

Dentro de este grupo se destaca el ganglidsido GD2 (Figura 1), el cual se encuentra
en el puesto nimero 12 de los antigenos asociados a tumor mas relevantes'3. El mismo
se encuentra expresado en estadios fetales, en la células madre neurales y

mesenquimales; mientras que su expresion postnatal estd restringida a neuronas
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periféricas, sistema nervioso central y melanocitos cutdneos3!. Sin embargo, se
encuentra sobreexpresado en varios tipos de cancer embrional como neuroblastoma,
tumores de cerebro, retinoblastoma, sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma,
osteosarcoma y en tumores derivados de la cresta neural en adultos®’.. GD2 estd
involucrado en crecimiento celular, proliferacién, invasién y apoptosis'3. En particular
en el caso de neuroblastoma, su expresion en la membrana celular es ubicua y se
encuentra presente en todos los tumores primarios sin importar su estadio. Ademas se
ha reportado que las células de neuroblastoma expresan muy altos niveles de la enzima
responsable de la sintesis de GD2, la GM2/GD2 sintasa. Estas caracteristicas han hecho
de GD2 un blanco mas que interesante para el desarrollo de inmunoterapias para el

tratamiento de neuroblastoma33.
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Inmunoterapias para el tratamiento del cancer: vacunas

antitumorales basadas en carbohidratos

El sistema inmune tiene un rol critico en la progresion tumoral, pudiendo actuar
como inhibidor del crecimiento tumoral: destruyendo las células tumorales, inhibiendo
su crecimiento; como asi también como promotor tumoral: generando un micro
ambiente de sefiales proliferativas®*. La inmunoterapia oncoldgica ha explotado ambos
roles del sistema inmune, siendo una estrategia de tratamiento que se utiliza en varios
tipos de cdncer como melanoma3®®, cdncer de mama3®, cancer de pulmdn de células no
pequefias®’, cédncer de pancreas3®, cancer gastrico®, céncer de vejiga® vy
neuroblastoma3?, entre otros. Dentro de las inmunoterapias que “despiertan” al sistema
inmune podemos encontrar dos grandes grupos: las activas y las pasivas. La
inmunoterapia activa estimula al sistema inmune del paciente para que responda contra
las células tumorales. La inmunoterapia pasiva por su parte, refiere a una bateria de
terapias basadas principalmente en Ac dirigidos contra antigenos de la célula tumoral,
hechos fuera del organismo y administrados al paciente de manera de generar un efecto
directo antitumoral, ademas de promover una respuesta inmunoldgica contra el
tumor®!. Las inmunoterapias en general pueden incluir distintas estrategias como el uso
de Ac monoclonales contra blancos especificos presentes en el tumor o en el
microambiente tumoral, Ac biespecificos, el bloqueo de puntos de control inmunes, la
trasferencia de células adoptivas tales como linfocitos T con receptores modificados
(CART cells: chimeric antigen receptor T cell), vacunas antitumorales, entre otras*?™,

En este trabajo nos centraremos en las vacunas antitumorales, una estrategia
inmunoterapeutica atractiva debido a su facil administracion y baja toxicidad*®. Esta
estrategia terapéutica busca activar y dirigir al sistema inmune contra un blanco o
antigeno especifico en el tumor. Los antigenos tumorales pueden clasificarse en dos
categorias: los antigenos especificos de tumor o TSA (por sus siglas en inglés tumor
specific antigens) incluyen antigenos que no se encuentran presentes en tejidos sanos
adultos; los antigenos asociados a tumor o TAA (tumor associated antigens) involucran
antigenos que se encuentran sobreexpresados en el tumor en relacién a los tejidos
sanos?’. La glicosilacion aberrante ha sido un nicho de TSAs y TAAs; el hecho de que se

han encontrado Ac naturales dirigidos a carbohidratos asociados a tumor en algunos
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pacientes y que estos estarian asociados a un mejor indice de sobrevida, provee
evidencia de que las vacunas dirigidas a estos blancos son viables?.

Las vacunas terapéuticas necesitan un disefo racional que logre la activacién de
células presentadoras de antigenos, tales como células dendriticas, que a su vez activen
respuestas de linfocitos T CD4 y CD8. Estos linfocitos deben viajar e infiltrar el estroma
tumoral y deben ser capaces de manifestar mecanismos efectores apropiados tales
como lisis directa o secrecion de citoquinas que puedan causar la destruccién del
tumor?®. Las células T CD4 son necesarias para mantener una respuesta optima vy
sostenida de células T efectoras CD8, ademas de inducir y mantener la memoria
inmunoldgica®. Recientemente, el rol de las células NK ha ido tomando relevancia en la
inmunoterapia contra el cancer®®. Estas células tienen un rol indispensable en la
induccion del mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de Ac (ADCC por sus
siglas en inglés antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). El mecanismo de ADCC
se activa cuando las células tumorales son reconocidas por Ac especificos que a su vez
son reconocidos por receptores Fc particulares presentes en células citotdxicas
efectoras, tales como NK. La eficacia clinica de muchas inmunoterapias pasivas y activas
usadas en tratamientos contra el cancer esta mediada por la induccién de ADCC a través
de las células NK>9°2,

En particular, el desarrollo de vacunas antitumorales basadas en carbohidratos tiene
que superar ciertas dificultades para poder lograr activar estos mecanismos citotéxicos
y poder tener una efectiva respuesta inmune antitumoral. Los carbohidratos son
antigenos independientes de células T, por lo cual son frecuentemente pobres
inmunogenos. Los carbohidratos activan células B a través de sus receptores de
superficie y las inducen a diferenciarse a células plasmaticas. Este tipo de célula sélo
produce Ac del tipo IgM, los cuales tienen una vida media corta y son de baja afinidad.
Esta respuesta inmune es inadecuada para combatir un tumor; la induccién de una
respuesta inmune robusta y de larga vida media depende de la las rutas dependientes
de células T8,

Para lograr aumentar la respuesta inmune de vacunas basadas en carbohidratos
tumorales se han desarrollado distintas estrategias que permiten clasificar a estas
vacunas en tres categorias: 1. las que fusionan los carbohidratos a estructuras que

funcionan como carriers proteicos, sintéticos basados en nanoparticulas, entre otros.
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Estos carriers suelen contener epitopes de células T de manera de presentar los
carbohidratos a los linfocitos T e introducir una respuesta dependiente de estas células,
la cual sera robusta y generara Ac IgG de alta afinidad. 2. las que modifican
guimicamente la estructura de los azlUcares de manera de romper con la
inmunotolerancia generada por alguno de estos antigenos y aumentar su
inmunogenicidad. 3. las estrategias de auto-ensamblaje no covalentes que eliminan la
respuesta inmune inespecifica generada por los carriers®.

Las primeras vacunas de carbohidratos estaban basadas sélo en un tipo de glicano
asociado a tumor. Las mismas tuvieron buenos resultados a nivel preclinico, pero su
rendimiento en humanos no fue satisfactorio*®. Por ejemplo, una vacuna compuesta por
LeY sintético conjugado a KLH como carrier obtuvo una respuesta inmune pobre en
cancer de ovario, aunque fue bien tolerado®3. De la misma manera, la fase Il de los
ensayos clinicos de la vacuna GM2-KLH para pacientes con melanoma de grado Il no fue
satisfactoria y de hecho la sobrevida de los pacientes tratados con la vacuna fue menor
a los pacientes control>**>. El ejemplo mas famoso es sin duda la vacuna Theratope,
compuesta por el glicano sintético STn conjugado a KLH. Aunque demostrd ser bien
tolerada en pacientes con cancer de mama, en la fase lll de los ensayos clinicos no
demostrd una mejora en la sobrevida o en el tiempo de progreso de la enfermedad. Sin
embargo, su falla podria atribuirse al hecho de que no se evaludé previamente la
expresion de STn en los tumores de las pacientes®®. Este glicano no se ha abandonado
como blanco terapéuticoy se continta en la mejora de formulaciones vacunales basadas
en este antigeno truncado.

EL grupo de Livingston PO ha sido uno de los pioneros en el desarrollo de vacunas
de carbohidratos conjugados al carrier KLH, realizando pequefias pruebas en humanos
y optimizando las formulaciones y caracteristicas de sus vacunas. Se pueden destacar
las vacunas de fucosil GM1 y otra de acido polisialico para cancer de pulmon de células
pequefias, GD2-lactona para melanoma, la glicoproteina MUC-1 y SLeA para cancer de
mama®’~%1, Este grupo de investigacion también incursiond en el desarrollo de vacunas
multivalentes, las cuales contienen varios glicanos. Una estrategia involucra la fusién de
los glicanos GM2, Globo H, LeY, T, Tn, STn y MUC-1 al carrier KLH para el tratamiento de

distintos carcinomas, esta vacuna ha obtenido resultados prometedores®293,
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A pesar de que el desarrollo de vacunas antitumorales basadas en carbohidratos ha
avanzado en los ultimos afios y varias han logrado, en el pasado, escalar hasta ensayos
clinicos en humanos, no hay ninguna terapia de este tipo aprobada para su uso
comercial. Actualmente, varias de ellas se encuentran en ensayos clinicos. Una vacuna
qgue conjuga el gangliésido GM2 al carrier KLH se encuentra en fase clinica Ill para el
tratamiento de melanoma; la misma estrategia fue utilizada para los antigenos STn vy
Globo H, ambas se encuentran en fase Ill para cdncer de mama. Otras estrategias que
combinan varios glicanos, tales como Tn, Tf, Lewis Y y GM2 conjugados a diferentes
carriers se encuentran en fase clinica | y Il para distintos tipos de cancer*®,

Todas estas estrategias involucran la utilizacion de carbohidratos sintéticos o
modificaciones de los mismos. Existe, sin embargo, otra estrategia para desarrollar
vacunas antitumorales dirigidas a glicanos presentes en el tumor: la de utilizar péptidos
gue mimeticen carbohidratos o partes de ellos. Esta estrategia se detallard a

continuacion.

Péptidos miméticos de glicanos

Como se explicd anteriormente, los carbohidratos presentan varias dificultades al
momento de ser utilizados como componentes vacunales. El principal problema radica
en el hecho de que son antigenos independientes de células T, por lo cual son
frecuentemente pobres inmundgenos. Por otro lado la produccién a gran escala de
carbohidratos sigue siendo un proceso complejo: aunque podemos producir
glicosiltransferasas recombinantes por medio de técnicas de ingenieria genética, no
podemos producir carbohidratos de esta forma. Por lo cual la sintesis de carbohidratos
se continda realizando como una sintesis enzimatica, obteniéndose baja cantidad de
producto a altos costos. En este contexto el desarrollo de péptidos que mimeticen
carbohidratos podria superar estas dos dificultades: los péptidos pueden generar
respuestas inmunes fuertes y pueden ser amplificados con técnicas de ingenieria
genética en grandes cantidades o simplemente sintetizados de manera quimica. Ademas
estos péptidos son seguros, estables y pueden ser fusionados a distintos carriers para

aumentar su inmunogenicidad®4°.
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Se denomina mimética antigénica al fendmeno mediante el cual un ligando compite
con otro por la unién a un Ac. El origen de la reactividad cruzada involucra
interpretaciones termodinamicas y estructurales. La nocidén de mimética inmunoldgica
es menos precisa, podria involucrar la generacién del mismo subconjunto de Ac que el
antigeno nominal o la induccién de una respuesta inmune con reactividad cruzada hacia
este antigeno®. Lo importante es destacar que los péptidos miméticos de glicanos han
demostrado poder generar Ac reactivos a carbohidratos en una variedad de sistemas. El
éxito de los péptidos miméticos como estrategia inmunoterapéutica depende de la
habilidad de estos de generar una respuesta de Ac cruzada o inducir linfocitos T que
reconozcan glicopéptidos asociados con el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase 1%7. De hecho, estos péptidos tienen la habilidad de mediar la ayuda de
las células T dependiente de contacto como un rol obligatorio en las respuestas inmunes
humorales a los antigenos independientes de células T. Las interacciones célula B-célula
T que ocurren durante la respuesta inmune a antigenos proteicos depende de la co-
estimulacién de las células T®®.

Dado que los péptidos no muestran similitudes con los carbohidratos en estructura
o quimica, la manera en que mimetizan glicanos no es obvia en principio. Se describen
dos mecanismos principales para explicar esto: mediante una mimética estructural,
donde los péptidos mimetizan los contactos hechos por el carbohidrato gracias a un
arreglo tridimensional similar de grupos funcionales haciendo uso de su gran
flexibilidad; y mediante una mimética funcional, donde los péptidos se unen mediante
un grupo diferente de contactos o utilizan un sitio de unién alternativo al usado por el
carbohidrato®8.

Existen varios péptidos miméticos de glicanos tumorales que han sido utilizados en
distintas estrategias vacunales, alcanzando a generar respuestas inmunes reactivas
contra los glicanos blanco y en muchos casos, logrando proteger contra tumores
positivos para estos antigenos a nivel preclinico. El grupo de Kozbor et al. logré
desarrollar un péptido mimético del gangliésido GD2 utilizando una biblioteca de fagos;
el mismo fue optimizado aumentando su mimética mediante técnicas de modelado y
estudios de mutagénesis. Una estrategia vacunal basada en un plasmido codificante de

este péptido optimizado fue evaluada a nivel preclinico, donde demostré poder generar
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Ac con reactividad cruzada al ganglidsido, capaces de mediar ADCC y de proteger contra
tumores de melanoma en modelos murinos®®.

Otro ejemplo es el desarrollo de un péptido mimético de un epitope de la
glicoproteina CEA (carcinoembryonic antigen), también utilizando una biblioteca de
fagos. La vacuna generada a partir de una estructura octamérica de este péptido logré
generar una respuesta inmune especifica contra CEA capaz de proteger contra tumores
positivos para este antigeno a nivel preclinico’. Por otro lado, un péptido mimético de
GD3 seleccionado mediante una biblioteca de fagos logrd generar una respuesta inmune
capaz de reconocer al gangliésido presente en células tumorales y en muestras de
tumores de melanoma’?.

El grupo de Thomas Kieber-emmons tiene una amplia experiencia en el desarrollo
de péptidos miméticos de glicanos. Han generado miméticos de ligandos de lectinas con
capacidad apoptdtica’?; una vacuna multimérica formada por péptidos miméticos de
SLeX y SLeA, la cual induce una respuesta inmune celular contra estos antigenos a nivel
preclinico’3, entre otros similares. Es destacable el desarrollo de una vacuna compuesta
por un péptido que mimetiza tanto al gangliésido GD2 como al glicano LeY, y por un
péptido comercial denominado PADRE, que funciona como un epitope de linfocitos T
helpers y tiene la capacidad de unirse a alelos de HLA-DR estimulando la respuesta
inmune. Esta vacuna fue probada en ensayos clinicos de fase | en pacientes con cancer
de mama estadio IV, donde demostré ser bien tolerada sugiriendo un beneficio clinico
potencial. Ademas, la vacuna generd Ac reactivos contra GD2 y LeY en todas las
pacientes, los cuales fueron capaces de generar apoptosis en lineas celulares positivas
para estos antigenos’4.

Las estrategias de generacion de miméticos de carbohidratos son variadas. Una de
ellas es la denominada “ingenieria reversa basada en estructura”, la misma utiliza
estructuras cristalograficas o modelados in silico de Ac o lectinas que reconocen glicanos
para realizar un docking contra librerias digitales de fragmentos peptidicos®®. Un
ejemplo de esta técnica es el desarrollo de péptidos miméticos de ligandos de la lectina
Con A’>, Esta seccidn se ha focalizado en péptidos miméticos, pero es relevante destacar
otra categoria de miméticos de glicanos que ha sido utilizada en el tratamiento contra
el cancer: los Ac anti-idiotipo. Estos Ac se generan mediante la inmunizacién con un Ac

o lectina que reconoce glicanos. Los sueros de los animales inmunizados incluirdn Ac
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gue reconocen el idiotipo del Ac o lectina utilizada, estos son denominados Ac anti-
idiotipo. Al ser utilizados en una estrategia vacunal generaran Ac anti-anti-idiotipo, que
reconoceran nuevamente al glicano original®. Un ejemplo es la vacuna Racotumomab
dirigida contra el gangliésido N-glycolyl GM3°%7677  Otra estrategia de generacién de
péptidos miméticos involucra la utilizacidon de bibliotecas de fagos y Ac o lectinas, la

misma se detalla a continuacion.

Bibliotecas de fagos como herramienta de generacion de

péptidos miméticos

La tecnologia de bibliotecas de fagos fue desarrollada en primer lugar por Smith en
1985 y modificada por MCafferty y colegas en 1990 para detectar Ac y péptidos
especificos. La misma consiste en un sistema de seleccidn in vitro basado en el screening
de polipéptidos blanco expuestos sobre la superficie de un bacteriéfago’s.

La gran flexibilidad de esta tecnologia para exponer proteinas de varios tamafios y
propiedades sin tener conocimiento previo de su estructura y secuencia ha llevado al
desarrollo de diversas aplicaciones basadas en bibliotecas de fagos tales como
desarrollo de Ac terapéuticos, maduracion de afinidad de Ac, desarrollo de vacunas,
identificacion de receptores agonistas y antagonistas, mapeo de epitopes y busqueda
de péptidos miméticos’2.

Para este ultimo uso existen bibliotecas de fagos comerciales que incluyen millones
de péptidos con una combinacidn al azar de una cantidad especifica de aminoacidos y
gue han sido utilizadas con éxito para la busqueda de péptidos miméticos de glicanos
asi como de epitopes de proteinas®47%79-81,

La biblioteca de fagos utilizada en este trabajo esta desarrollada sobre el
bacteriéfago M13; el mismo posee un DNA simple cadena que codifica para 11 proteinas
viricas, que contribuyen a la replicacion del DNA, el ensamblado y secrecidn de los fagos
y la construccién de la cdpside que cubrird al DNA. Estas ultimas son blanco de
modificaciones para la expresiéon de péptidos’®82. En el caso de nuestra biblioteca, la
proteina de la capside menor plll esta modificada para exponer un péptido fusionado a
su extremo N-terminal®-2. Esta proteina modula la infectividad del fago al unirse al

pilus F de la bacteria hospedadora (Escherichia coli) y esta presente en un cluster con 5
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copias de la misma en un extremo del virién maduro®®®’, Si el péptido fusionado es
relativamente corto (menor a 50 residuos) la infectividad de plll no se ve afectada y las
5 copias pueden llevar fusionado el péptido®*. En este caso la biblioteca contiene
péptidos lineales de 12 aminoacidos, mas una secuencia linker de tres glicinas y una
serina; la misma tiene una complejidad del orden de 10° clones independientes.

El procedimiento de seleccién de péptidos miméticos utilizando una biblioteca de
fagos esta resumido en la Figura 2. El primer paso consiste en desafiar la biblioteca
contra Ac especificos para cada glicano, los cuales se encuentran sensibilizados sobre Ia
superficie de un well de una placa de 96. Se espera que existan dodecapéptidos que
mimeticen al glicano, y pueden ser reconocidos por el Ac, de manera que queden
retenidos en la placa luego de los lavados. Los fagos unidos seran eluidos utilizando una
solucion con pH acido. Este procedimiento se denomina panning, se estima que luego
de 3 rondas utilizando cada vez los fagos obtenidos en el panning anterior, se
enriquecera el conjunto de fagos capturados en favor de la afinidad de la unién con el
Ac®2. Entre cada panning los fagos eluidos son amplificados infectando E. coli de la cepa
ER2738. El fago M13 no es un virus ni litico ni lisogénico, actua estableciendo una
infeccion crdénica en la bacteria hospedadora donde continuamente libera nuevos fagos.

Uno de los primeros experimentos donde se utilizd una biblioteca de fagos para
desarrollar miméticos de glicanos fue realizado por Goldstein et al. en 1992: usando
como blanco la lectina Con A , logrd identificar péptidos miméticos de ligandos
azucarados®®, Los péptidos contenian la secuencia consenso YPY y se unian a Con A
con alta afinidad, en comparacién a la unién de metil-a-D-manopiranédsido, un ligando
azucarado conocido. Este trabajo pionero llevo al desarrollo de péptidos miméticos de
carbohidratos mediante el uso de bibliotecas de fagos.

En estudios subsecuentes se comenzaron a utilizar Ac anti-glicanos como blancos de
screening de bibliotecas de fagos. Un ejemplo es el primer desarrollo de miméticos de
LeY utilizando el Ac B3%. Se probd que el péptido podia inducir una respuesta inmune
contra el antigeno LeY en ratones y conejos®. Se han desarrollado varios péptidos
miméticos de glicanos usando esta estrategia con resultados prometedores,
demostrando que los péptidos miméticos provenientes de bibliotecas de fagos pueden

generar respuestas inmunes para antigenos azucarados®>9%70.74,
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Figura 2 Procedimiento de seleccion de péptidos miméticos utilizando una
biblioteca de fagos.

Lumazina sintetasa de Brucella spp. (BLS) como carrier en

plataformas vacunales.

Como se ha descripto anteriormente, tanto las vacunas basadas en carbohidratos
como las basadas en péptidos miméticos necesitan una estructura que permita exponer
de manera repetida a los mismos y que aumente la inmunogenicidad. Estas estructuras
suelen denominarse carriers. En el caso de los péptidos miméticos, estos suelen ser
pequefios y de vida media corta, por lo cual la utilizacidon de un carrier es indispensable
al momento de desarrollar una formulacién vacunal.

El grupo del Dr. Fernando Goldbaum ha modificado y optimizado la enzima lumazina
sintetasa de la especie bacteriana Brucella (BLS) para ser utilizada como carrier en
plataformas vacunales. BLS estd involucrada en la via de sintesis de la rivoflavina. Esta
proteina se ensambla formando dimero muy estable de pentameros, donde cada
mondémero, de un peso aproximado de 18 KDa, interactla extensivamente con el

mondmero adyacente mediante uniones hidrofdbicas, puentes de hidrégeno y puentes
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salinos. BLS demostré ser resistente a la desnaturalizacion con urea y tener una
estabilidad a la desnaturalizacién térmica superior a otras proteinas bacterianas que
forman complejos homopentaméricos y que son utilizadas como carriers, tales como
EtxB y CtxB. Ademas es altamente inmunogénica®.

La estructura tridimensional cristalina de BLS muestra una naturaleza desordenada
en su extremo N-terminal; sus primeros 10 residuos no muestran densidad electrdnica,
sugiriendo un alto grado de libertad conformacional®?. Esta caracteristica fue explotada
por Laplagne et al. para disefiar un sistema para producir proteinas quiméricas de BLS,
en donde su extremo N-terminal es intercambiado por péptidos foraneos. Las quimeras
de BLS exponen 10 copias del péptido foraneo, el cual puede tener hasta 27 residuos,
en puntos localizados en los vértices de dos pentdgonos planos, como se muestra en la
Figura 3. Los péptidos serian exhibidos en un arreglo regular, aumentando asi la
inmunogenicidad intrinseca de BLS. El agregado de los péptidos al extremo N-terminal
no interrumpe el plegado normal de la proteina ni afecta su estabilidad general®3.

Las quimeras de BLS se han utilizado como plataforma de formulaciones vacunales
por distintos grupos de investigacion. Han demostrado generar proteccion sistémica
contra la cisticercosis porcina causada por Taenia solium®*, el sindrome urémico
hemolitico causado por toxinas Shiga®, el virus de la influenza®, el rotavirus bovino®’,
todos ellos en modelos murinos; ademas de proteccion contra infecciones por Brucella
ovis en carneros®, infeccién por Brucella canis en perros® y en ratones!®. Por otro lado

se ha estudiado su efectividad cuando es administrada oralmente: contra la cisticercosis

101 102

porcina causada por Taenia solium*®! y Taenia crassiceps®* en modelos murinos. En
varios de estos estudios se comprobd, a su vez, la capacidad de las quimeras de BLS de
generar una respuesta inmune fuerte tanto humoral como celular, aun en ausencia de
adyuvantes'03:104,

En este contexto, BLS aparece como un carrier prometedor para el desarrollo de

formulaciones vacunales basadas en péptidos miméticos de glicanos.
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Figura 3 A: Estructura espacial de las quimeras de BLS. Los mondmeros se
muestran de distinto color. B: Representacion wireframe de las quimeras de BLS, se
detalla el péptido en el residuo N-terminal de cada mondmero.
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Objetivos

GENERAL

Desarrollar y validar a nivel preclinico, alternativas vacunales antitumorales basadas
en péptidos miméticos de carbohidratos relevantes en cancer fusionados al carrier

bacteriano BLS.

ESPECIFICOS

e Seleccidon de candidatos peptidicos de una biblioteca de fagos de dodecapétidos

reactivos a Ac monoclonales anti-glicanos.
e Clonacion y expresidn de los candidatos seleccionados como quimeras de BLS.

e Evaluacion de la capacidad inmunogénica y caracterizacion de la respuesta inmune

en modelos animales.
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Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron diferentes lineas celulares tumorales. La linea celular humana de
neuroblastoma SK-N-AS (ATCC® CRL-2137™) fue mantenida en medio DMEM (Sigma) +
0.1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA). La linea celular humana de
adenocarcinoma colorrectal Colo 205 (ATCC® CCL-222™) y la linea celular murina de
mieloma P3X63Ag8.653 (X63) (ATCC® CRL-1580™) fueron mantenidas en medio RPMI
(Sigma). Las lineas se mantuvieron en estufa a 37°C; con atmédsfera humidificada y 5%
CO;; en medio de cultivo suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado
previamente por calor (Sigma); 2 mM glutamina y 80 mg/ml gentamicina, en frascos de
plastico 25 cm2 y 75 cm2 (Greiner Labortechnik, Alemania). Dos veces a la semana
aproximadamente, las lineas fueron subcultivadas. Las células SK-N-AS, las cuales
forman monocapas adherentes, fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS) y luego
levantadas con una solucién de Tripsina-EDTA (Gibco). Se diluyeron las células con
medio de cultivo sin SFB y se centrifugaron 10 min a 1000 rpm. Una vez resuspendido el
pellet obtenido en medio fresco, se sembraron en un nuevo frasco en una dilucién 1/5.
La linea X63 crece en suspension, por lo cual se realizé una dilucién 1/5 del medio y se
adiciond medio fresco. Colo 205 es una linea celular semi-adherente, por lo cual las
células en suspension se subcultivaron realizando diluciones del medio y las células

adheridas se levantaron con la solucion de Tripsina-EDTA.

Anticuerpos

Los anticuerpos y las concentraciones utilizadas de los mismos se detallan en la

Tabla 1.
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Concentracion
Anticuerpo | Clon |N°catalogo y marca ) Citometria [Western
Panning | ELISA .
de flujo Blot
GD2 14G2a 357302, Biolegend 5 pg/ml |1 pg/ml 1:400 1 pg/mi
SLeX CSLEX 1| 551344,BD Pharmingen | 5 pg/ml |3 pg/ml 1:400 2,5 pg/ml
PSGL-1 pu | NBP 13?32;2:: OVUS 1 10 pg/ml |2 pg/ml|  1:200 )
LeA 7LE NB500-525,Nowus | 16 pg/mi |2 pg/mi - .
Bioiogicai
Sc-20042, Santa Cruz
STn B72.3 Bt hslon 40 pg/ml |20 pg/ml . .
LeX P12 AB74035, Abcam 40 pg/ml (20 pg/ml - -
Isotipo 1gG1 - X0931, DAKO 10 pg/ml - 1:100 -
Isotipo IgM - X0942, DAKO 10 pg/ml - 1:100 -
Isotipo 1gG2a - DDXCMO02, Denditrics 20 pg/ml - 1:500 -
Anti-M13/HRP - cvReb UL A - 1:5000 - -
Healthcare
Mouse
Immunoglobulins - R0480, DAKO - 1:100 -
/RPE
Goat Anti-mouse
IgM+1gG+IgA/HR - AP501P, Millipore - 1:4000 - 1:4000
2]
Tabla 1 Ac utilizados en los experimentos y sus concentraciones.

Animales

Se utilizaron ratones de las cepas C57BL/6, BALB/c y CF1 de aproximadamente 10
semanas de edad con un peso de entre 20 y 60 g. Los mismos fueron adquiridos en el
bioterio de la Facultad de Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata y de la
Universidad Nacional de Buenos Aires. Los ratones fueron mantenidos en grupos de 5
individuos por caja en condiciones estandar, con libre acceso a la comida y el agua.
Todos los protocolos realizados fueron aprobados por la Comision Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Nacional de

Quilmes.
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|dentificacion y caracterizacion de
péptidos mimeéticos de glicanos

mediante una biblioteca de fagos
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Identificar y aislar candidatos a péptidos miméticos de los glicanos GD2, SLeX, PSGL-
1, LeA, LeX y STn mediante el uso de una biblioteca de fagos y Ac monoclonales
especificos.

Evaluar la mimética antigénica de los candidatos mediante su capacidad de unién a
los Ac monoclonales mediante ELISA y citometria de flujo de interferencia.
Seleccionar los candidatos mas prometedores para continuar con el desarrollo de una
formulacién vacunal.
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1.1 Identificacion de candidatos a péptidos miméticos de

glicanos mediante una biblioteca de fagos

1.1.1 Biblioteca de fagos.

Se utilizd una biblioteca de fagos comercial (Ph.D.™-12 Phage Display Peptide
Library, New England BioLabs). Como blancos de seleccidn se utilizaron Ac monoclonales

anti GD2, SLeX, PSGL-1, LeA, LeXy STn.

Dia 1: Sensibilizacidn de la placa con el Ac. Se sensibilizdé un well de una placa de 96
con 50 pl de una dilucidn de los distintos Ac de seleccidn y otro con una dilucién de un
Ac inespecifico ambos en buffer 0.1M NaHCOs, pH 8.6 (Tabla 1). Se incubd la placa
durante toda la noche (ON) a 42C con agitacion en un recipiente humedo.

Dia 2: Deplecién de fagos inespecificos y 1ler panning. Se bloquearon los wells por 1
h a 49C con buffer de blogueo (0.1M NaHCOs, pH 8.6, 5 mg/ml BSA). Se realizaron 6
lavados con TBST 0.1%. Posteriormente se incubd el well sensibilizado con el Ac
inespecifico, con una dilucién de la biblioteca de fagos (el volumen correspondiente a
10'! fagos) en TBST 0.1%. La placa se dejo agitando a 49C durante 1 h. Se tom¢ el
sobrenadante depletado de fagos inespecificos y se utilizd para desafiar el well
sensibilizado con el Ac de seleccidn repitiendo la incubacién. Posteriormente se
realizaron 10 lavados con TBST 0.1%. Se obtuvieron los fagos incubando por 15 min a
temperatura ambiente (TA) y agitacidon con un buffer de elusién (0.2M glicina -HCI pH
2.2) seguido de un paso de neutralizacidn con buffer 1M Tris-HCI pH 9.1. El 1er eluato
obtenido a partir de esta primera ronda de panning fue amplificado para utilizarse en
una segunda ronda.

Dia 3: Amplificacién y precipitacion del ler eluato. Se utilizd el eluato para infectar
E.coli de la cepa ER2738 creciendo en medio de cultivo LB en fase logaritmica temprana.
Esta cepa es resistente al antibidtico tetraciclina (tet), el cual se agregd al medio de
cultivo (20 pg/ml). Se crecieron las bacterias y los fagos por 5 hs a 372C con agitacion.
Se centrifugaron los cultivos por 10 min a 42C y 12000 g y se descartd el pellet
bacteriano. Se agregd al sobrenadante 1/6 del volumen de una solucién de 20% PEG-

8000 (Sigma), 2.5M NaCl y se dejé precipitando los fagos ON a 42C.
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Dia 4: Obtencion de los fagos precipitados del 1er eluato y titulacion de los mismos.
Se centrifugaron los fagos durante 15 min a 4°C y 12000 g; se resuspendio6 el pellet en
TBS. Se hicieron diluciones seriadas desde 10% a 10'. Se mezclaron 10 pl de cada
dilucién con 200 pl de un cultivo de E.coli con densidad 6ptica 600nm (DO600): 0.5 en
Top agar fundido y se sembraron sobre placas con LB sdlido suplementado con IPTG y
Xgal (Invitrogen). La cepa ER2738 contiene el sistema lacZ, por lo cual las placas de lisis
generadas por los fagos se observan azules en presencia de IPTG y Xgal. Las placas se
incubaron a 37°C ON.

Dia 5: Titulacién de los fagos y 2do panning. Se contaron las placas de lisis azules y
se calculé el titulo de fagos como: unidades formadoras de placas de lisis por mililitro
(UFP/ml). Se utilizaron 10 UFP para desafiar al Ac de seleccion previamente
sensibilizado en un well de placa de 96. Se continud el protocolo descripto para el Dia 2
pero realizando los lavados con TBST 0.5%, en condiciones mas restrictivas. Se obtuvo
el 2do eluato que sera utilizado para la tercera ronda de panning.

Dia 6: Amplificacion y precipitacion del 2do eluato. Se repitid el procedimiento
explicado para el Dia 3.

Dia 7: Obtencidén de los fagos precipitados del 2do eluato y titulacion de los mismos.
Se repitio el procedimiento explicado para el Dia 4.

Dia 8: Titulacién de los fagos y 3er panning. Se repitié el procedimiento explicado
para el Dia 5. Se obtuvo tercer eluato.

Dia 9: Titulacidn del 3er eluato. Se repitié el procedimiento de titulacion explicado
para el Dia 4, pero se hicieron diluciones seriadas del 3er eluato desde 10 hasta 10 ya
que no se encuentra amplificado.

Dia 10: Titulacidon del 3er eluato y amplificaciéon de UFP individuales. Se contaron
las placas de lisis azules y se calculd el titulo de fagos como: unidades formadoras de
placas de lisis por mililitro (UFP/ml). Se picaron una cantidad representativa de UFP y se
las pasod a tubos individuales con E.coli creciendo en LB en fase logaritmica temprana. Se
crecieron a 37°c con agitacion durante 5 hs. Posteriormente se centrifugaron para

descartar el pellet bacteriano y se obtuvieron los fagos individuales amplificados.
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1.1.2 Comprobacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los fagos

obtenidos.

Se sensibilizaron placas de 96 wells con los Ac de seleccion ON a 4°C utilizando las
concentraciones indicadas en la Tabla 1. Luego de un paso de bloqueo con leche
descremada al 5% en TBS, se incubaron con una dilucién de los fagos individuales
obtenidos luego del 3er panning en TBS por 2 hs a TA. Los fagos unidos al Ac luego de
los lavados con TBST 0.1% fueron revelados con un Ac secundario conjugado a
peroxidasa que reconoce al fago M13 (GE Healthcare). Se incubd la placa con el sustrato
de la peroxidasa (OPD, ThermoFisher Scientific) por 15 minutos en oscuridad y se midid

la absorbancia a 492nm.

1.2 Caracterizacion y evaluacion de los candidatos

seleccionados

1.2.1 Secuenciacion de los péptidos candidatos.

Se extrajo el ADN de los fagos individuales. Brevemente: los fagos se precipitaron
con PEG/NaCl, se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 4°Cy se resuspendio el pellet
en buffer ioduro (10 mM Tris-Hcl (pH 8), 1 mM EDTA, 4M Nal). Se incubaron por 15 min
a TA con el agregado de etanol. Se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 4°C y se
realizé un lavado con etanol frio al 70%. Se volvieron a centrifugar y se resuspendieron
en buffer TE. El ADN fue cuantificado por Nanodrop. Se secuencid la regién que contiene
a los dodecapéptidos utilizando como primer reverse: 5 -CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3".

Esto lo llevd a cabo la empresa Macrogen Inc (Corea).
1.2.2 Andlisis de homologias de secuencia e hidrofobicidad de los péptidos
candidatos.

Se realizd un alineamiento de las secuencias genéticas de los dodecapéptidos
utilizando el software libre Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para
comprobar la existencia de una secuencia consenso repetida. Ademas se utilizé la base

de datos SAROTUP (immunet.cn/sarotup/) para analizar la homologia entre la secuencia

de los péptidos con secuencias conocidas inespecificas presentes en bibliotecas de
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fagos, de manera de poder descartarlos. Se analizé el indice de hidrofobicidad de los
péptidos utilizando la herramienta bioinformatica GPMAW lite proporcionada por el

portal online de Alphalyse.

1.2.3 Evaluacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los péptidos

candidatos seleccionados.

Se realizd el ensayo de ELISA descripto en el punto 1.1.2, esta vez utilizando
diluciones seriadas de concentraciones conocidas de los fagos seleccionados,

previamente titulados.

1.2.4 Evaluacion de la mimética antigénica mediante citometria de flujo de

interferencia de los péptidos candidatos seleccionados.

Se realizaron ensayos de interferencia de unién de los Ac de seleccién a células con
expresion positiva del blanco. Se utilizo la linea SK-N-AS positiva para GD2, la linea Colo
205, positiva para SLeX y la linea X63, positiva para PSGL-1. Para ello, cada Ac de
seleccidn se preincubd con un exceso de fagos candidatos, evaluando distintas
relaciones fago:Ac por 1 h a TA. Posteriormente, 10° células fueron sembradas en cada
tubo, centrifugadas y resuspendidas en 50 ul de la solucion Ac:fago o Ac solo. Las células
fueron incubadas durante 30 min a 4°C, lavadas con PBS e incubadas con una dilucién
del Ac secundario conjugado al fluorocromo RPE (DAKO) por 30 min a 4°C. Se registraron
5x10° eventos en un citémetro de flujo FACsCalibur y se analizaron los resultados en el
programa FlowJo. Se utilizaron controles de isotipo en cada experimento. Las

concentraciones de los Ac utilizados se encuentran detalladas en la Tabla 1.
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Seleccion de candidatos a péptidos miméticos del

gangliosido GD2.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

Se seleccionaron 26 fagos reactivos al Ac anti-GD2, los cuales se denominaron
secuencialmente Gd1 - Gd26. Los mismos fueron secuenciados para analizar la identidad
de los péptidos, realizdndose posteriormente un ensayo de ELISA para valorar su
reactividad al Ac de seleccién. De los 26 fagos secuenciados, se descartaron el fago Gd5,
el Gd20 y el Gd18 ya que los primeros no presentaron una secuencia peptidica y el
tercero presentd una secuencia incompleta. En la Figura 1.1A se muestra el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los péptidos presentes en los fagos
analizados.

Los fagos Gd2 y Gd13 resultaron tener la misma secuencia, ademdas mostraron ser
capaces de unirse al Ac anti-GD2 en un ELISA (Figura 1.1B) La misma situacion se observa
con los fagos Gd3 y Gd10. Por otro lado los fagos Gd6, 12, 17 y 21 muestran la misma
secuencia, sin embargo fueron negativos para el ELISA, por lo que fueron descartados.
Los fagos Gd4, 8,9, 14 y 22 resultaron negativos para el ELISA, por lo que también fueron
descartados.

Las secuencias de los péptidos fueron alineadas con secuencias inespecificas
conocidas derivadas de bibliotecas de fagos (TUPs: target unrelated sequences),
presentes en la base de datos SAROTUP. Los fagos Gd7 y Gd15 mostraron motivos de
unidén a plastico; mientras que el fago Gd19 mostré motivos de union a la regién
constante de los Ac; estos tres candidatos fueron descartados.

Por ultimo, se realizd un analisis bioinformatico de la hidrofobicidad de las 9
secuencias peptidicas candidatas restantes. En la Figura 1.1C se muestran los indices de
hidrofobicidad calculados, donde cinco candidatos mostraron ser hidrofilicos
(expresado en valores positivos); una caracteristica buscada para el disefio de la terapia
a desarrollarse. Para este calculo se tuvo en cuenta la secuencia de 12 aminodcidos de
los péptidos mas tres glicinas que se encuentran como espaciador en la zona de union

al fago.
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Teniendo en cuenta toda esta informacion se seleccionaron 4 candidatos para
continuar con los ensayos. El candidato Gd2/13, que mostro una secuencia repetida y
es hidrofilico, el cual se denominara de ahora en adelante GdA; el candidato Gd3/10 que
mostro secuencia repetida pero es hidrofébico, al que llamaremos GdB; y los fagos Gd1

y Gd26, ambos hidrofilicos, se denominardn GdC y GdE respectivamente.
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Figura 1.1 A: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a
miméticos de GD2. Se utilizd el software Clustal Omega. B: ELISA de los fagos
candidatos de GD2 en una dilucién 1/100 contra wells sensibilizados con el Ac de
seleccidon. El control negativo consiste en el valor de absorbancia promedio
calculado para cada fago individual incubado sin Ac. Se reveld con un Ac secundario
conjugado a peroxidasa que reconoce al fago M13. C: indice de hidrofobicidad de
los candidatos a péptidos miméticos de GD2 calculado utilizando la herramienta
bioinformatica GPMAW lite proporcionada por el portal online de Alphalyse.
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Evaluacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los candidatos

seleccionados.

Se evalud la capacidad de unidon de candidatos seleccionados al Ac de seleccion,
mediante un ensayo de ELISA. Las placas fueron sensibilizadas con el Ac y se incubo con
diluciones seriadas de concentraciones conocidas de cada fago candidato previamente
titulado (UFP).

Los cuatro candidatos de GD2 pudieron unirse al Ac de seleccién de una manera
dependiente de la concentracion de fago (Figura 1.2); siendo GdC y GdE los candidatos

con mayor sefal para una misma concentracion de fago.

GD2
1.5+

GdA
GdB
GdC

bttt

Abs 492 nm

Dilucion

Figura 1.2 Evaluacién de la capacidad de unidn de los candidatos seleccionados de
GD2 al Ac de seleccion mediante ELISA. Se evaluaron diluciones seriadas de UFP. Se
muestra la absorbancia de cada punto habiendo restado la absorbancia del control

negativo de cada concentracion de fago. Se graficala media mas el desvio estandar.

Evaluacion de la mimética antigénica mediante citometria de flujo de

interferencia de los candidatos seleccionados.

Se evalud de forma indirecta la capacidad de los candidatos de unirse al Ac de
seleccidn mediante un ensayo de citometria de flujo de interferencia.
En la Figura 1.3 se observan los density plots representativos de los ensayos realizados
para los candidatos de GD2, donde se muestra el porcentaje de células marcadas para

este antigeno en cada caso. Puede observarse que con la concentracién mayor de fago,
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los cuatro candidatos pudieron disminuir la capacidad de unién del Ac a células con

expresion de GD2, siendo GdC el que logré reducir la misma un 60% aproximadamente.
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Figura 1.3 Evaluacion de la capacidad de unidn de los candidatos seleccionados de
GD2 al Ac de seleccion mediante citometria de flujo de interferencia. Se grafica el
porcentaje de células positivas para GD2 en la linea celular SK-N-AS, luego de la
pre-incubacion con distintas concentraciones de fagos (2X, 1X y 0.1X). Se lo
compara contra la incubacion con el Ac anti-GD2 sdlo. Los density plots fueron

graficados con el software Flowlo y son representativos de al menos tres
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Seleccion de candidatos a péptidos miméticos del
carbohidrato SLeX.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

Se seleccionaron 26 fagos (denominados Sx1 - Sx26), de los cuales Sx6 y Sx9
arrojaron secuencias que no pudieron ser analizadas. Se alinearon las secuencias
aminoacidicas de los 24 candidatos restantes (Figura 1.4A), encontrandose tres
composiciones aminoacidicas, dos de las cuales se repetian 10 y 13 veces. Se denominé
SxA a la secuencia FDGTAIWWLRPS, SxB a la secuencia GSWISALEWEDD y SxC a la
secuancia SHTTGAGWYLPL. Se alinearon los candidatos peptidicos con los TUPs de la
base de datos SAROTUP, en donde se observd que ninguno mostrd una posible unién
inespecifica. En la Figura 1.4B se muestran los resultados de la evaluacién de la
capacidad de unién de los candidatos al Ac anti-SLeX mediante ELISA, donde se observa
gue todos ellos mostraron un resultado positivo. Por ultimo se calculd el indice de
hidrofobicidad de los péptidos (Figura 1.4C); los tres candidatos mostraron tener una
tendencia hidrofilica. Se eligié continuar sélo con los candidatos SxA y SxB ya que fueron

las secuencias mas repetidas.
Evaluacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los candidatos
seleccionados.

Los dos candidatos de SLeX pudieron unirse al Ac de seleccion de una manera
dependiente de la concentracion de fago (Figura 1.5); siendo SxA el candidato con mayor
sefal para una misma concentracion de fago.

Evaluacion de la mimética antigénica mediante citometria de flujo de
interferencia de los candidatos seleccionados.

En la Figura 1.6 se muestran los density plots representativos de los ensayos
realizados para los candidatos de SLeX, donde se detalla el porcentaje de células
marcadas para este antigeno en cada caso. Como se observa en la figura, ninguno de

ellos logré capturar el Ac y disminuir su capacidad de unidn a la linea celular positiva

para el antigeno.
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Figura 1.4 A: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a
miméticos de SLeX. Se utilizd el software Clustal Omega. B: ELISA de los fagos
candidatos de SLeX en una dilucion 1/1000 contra wells sensibilizados con el Ac de
seleccion. El control negativo consiste en el valor de absorbancia promedio
calculado para cada fago individual incubado sin Ac. Se revelé con un Ac secundario
conjugado a peroxidasa que reconoce al fago M13. Cuando la sefal colorimétrica
supero el rango de absorbancia en que puede leer el equipo se asignd un valor de
4, que es el valor maximo de lectura del mismo. C: indice de hidrofobicidad de los
candidatos a péptidos miméticos de SLeX calculado utilizando la herramienta

bioinformatica GPMAW lite proporcionada por el portal online de Alphalyse.
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Figura 1.5 Evaluacién de la capacidad de unién de los candidatos seleccionados de
SLeX al Ac de seleccion mediante ELISA. Se evaluaron diluciones seriadas de UFP. Se
muestra la absorbancia de cada punto habiendo restado la absorbancia del control
negativo de cada concentracion de fago. Se grafica la media mas el desvio estandar.
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Figura 1.6 Evaluacidn de la capacidad de unidn de los candidatos seleccionados de
SLeX al Ac de seleccidon mediante citometria de flujo de interferencia. Se grafica el
porcentaje de células positivas para SLeX en la linea celular Colo 205, luego de la
pre-incubacion con distintas concentraciones de fagos (2X, 1X y 0.1X). Se lo
compara contra la incubacidon con el Ac anti-SLeX sdlo. Se agregd un control
negativo con un fago inespecifico (GdA). Los density plots fueron graficados con el
software FlowJo.
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Seleccion de candidatos a péptidos miméticos de la
glicoproteina PSGL-1.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

En este experimento, de los 26 fagos seleccionados (denominados PL1 - PL26), PL8
y PL9 arrojaron secuencias que no pudieron ser analizadas. En la Figura 1.7A se muestra
el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los 24 candidatos restantes. La
secuencia SQAASNMFGPVR se encontro repetida 8 veces, sin embargo resultd negativa
para el ELISA contra el Ac de seleccidn (Figura 1.7B) por lo cual fue descartada. Los fagos
PL4 y PL10 resultaron tener la misma secuencia y fueron positivos para el ELISA. Lo
mismo sucedid para el par PL19 - PL25; el par PL3 - PL18 y el par PL17 - PL24. Estos dos
ultimos pares sdlo tienen un aminodcido de diferencia en sus secuencias.

Se alinearon los candidatos peptidicos con los TUPs de la base de datos SAROTUP,
donde ninguno mostré patrones de union inespecifica. Por ultimo se calculd el indice
de hidrofobicidad de los péptidos que resultaron positivos para el ELISA (Figura 1.7C);
todos los candidatos mostraron tener una tendencia hidrofilica. Se eligié continuar con
4 candidatos: PL3/18 (a partir de ahora denominado PLa); PL4/10 (PLb); PL17/24 (PLc) y
PL19/25 (PLd).

Evaluacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los candidatos

seleccionados.

Los cuatro candidatos de PSGL-1 pudieron unirse al Ac de seleccién de una manera
dependiente de la concentracion de fago (Figura 1.8); donde PLa y PLd son los clones

con mayor sefial.
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Figura 1.7 A: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a
miméticos de PSGL-1. Se utilizé el software Clustal Omega. B: ELISA de los fagos
candidatos de PSGL-1 en una dilucion 1/1000 contra wells sensibilizados con el Ac
de seleccion. El control negativo consiste en el valor de absorbancia promedio
calculado para cada fago individual incubado sin Ac. Se revelé con un Ac secundario
conjugado a peroxidasa que reconoce al fago M13. C: indice de hidrofobicidad de
los candidatos a péptidos miméticos de PSGL-1 calculado utilizando la herramienta

bioinformatica GPMAW lite proporcionada por el portal online de Alphalyse.
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Figura 1.8 Evaluacion de la capacidad de unidn de los candidatos seleccionados de
PSGL-1 al Ac de seleccion mediante ELISA. Se evaluaron diluciones seriadas de UFP.
Se muestra la absorbancia de cada punto habiendo restado la absorbancia del
control negativo de cada concentracion de fago. Se grafica la media mas el desvio

estandar.

Evaluacion de la mimética antigénica mediante citometria de flujo de

interferencia de los candidatos seleccionados.

Como se observa en la Figura 1.9, ninguno de los candidatos de PSGL-1 logré
capturar el Ac y disminuir su capacidad de unidn a células con expresidon de este

antigeno.
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Figura 1.9 Evaluacion de la capacidad de unién de los candidatos seleccionados de
PSGL-1 al Ac de seleccidon mediante citometria de flujo de interferencia. Se grafica
el porcentaje de células positivas para PSGL-1 en la linea celular X63, luego de la
pre-incubacion con distintas concentraciones de fagos (2X, 1X y 0.1X). Se lo
compara contra la incubacion con el Ac anti-PSGL-1 sélo. Los density plots fueron

graficados con el software FlowlJo.

Seleccion de candidatos a péptidos miméticos del
carbohidrato LeA.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

Para este experimento se seleccionaron 25 fagos (denominados LA1 - LA25), de los

cuales LA10, LA15 y LA19 arrojaron secuencias que no pudieron ser analizadas. En la

58



Resultados Capitulo |

Figura 1.10A se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los 22
candidatos restantes, donde pueden observarse varias secuencias repetidas. Los fagos
LA1, 4, 11 y 13 mostraron tener una secuencia idéntica, la misma tiene varios
aminodcidos en comun con la secuencia que se repite en los fagos LA3, 7, 20, 22y 24; a
su vez esta Ultima secuencia tiene un solo aminoacido distinto a LA5. Del mismo modo,
el par LA14 - LA24 mostré la misma secuencia que a su vez tiene motivos similares al
fago LA16. Los fagos LA 6 y 9 también expresaban el mismo péptido. Todos ellos
resultaron positivos para el ELISA contra el Ac de seleccién (Figura 1.10B). Los clones
LA8, 12 y 17 mostraron una misma secuencia pero fueron negativos para el ELISA.

Se alinearon los candidatos peptidicos con los TUPs de la base de datos SAROTUP,
donde ninguno mostro patrones de unidén inespecifica. Por ultimo se calculé el indice de
hidrofobicidad de los péptidos que resultaron positivos para el ELISA (Figura 1.10C); la
mayoria de las secuencias repetidas son hidrofdbicas. Teniendo en cuenta este contexto
se decidid continuar con todas las secuencias repetidas o con motivos en comuin, mas
alld de su hidrofilicidad. LA1/4/11/13 se denomind LAa; LA3/7/20/24: LAb; LA5: LAc;
LA6/9: LAd; LA8/12/17: LAe; LA14/18: LAfy LA16: LAg.

Evaluacion de la mimética antigénica mediante ELISA de los candidatos

seleccionados.

Con respecto a los candidatos de LeA: los candidatos LAc, d, e y g tuvieron muy baja
senal. Los candidatos LAa, b y f mostraron una capacidad de unién al Ac de seleccién
gue fue dependiente de la concentracion de fago. El candidato LAf fue el que mostrd

mayor sefal (Figura 1.11)
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Al a2 DMSRFP - SDQIHP C Fago indice de
LA2 EHYTDTMETVDK hidrofobicidad
t:;l aele FE:zTgAf'h\'ADKN LA1/4/11/13 0,08

HLTSL Y
LA12 DHLTSL--FEPYYD LA2 -1,31
LA17 DHLTSL - -FEPYYD LA3/7/20/24 0,19
LA25 EHLNYMFDTKPY LAS 0,23
L:g ‘.'.'HSLBLNPPAVG LA6/9 -0,21
1 WHDLDLWPPAVG
LA14 ALRICLTPECDA LA8/12/17 -0,68
LA18 ALRICLTPECDA LA14/18 0,38
LA16 ARGIGRTRECDA LA16 -0,84
L:i. YGIELBPYCEBV LA21 -1,49
L YGICLDPYCDDV
LA11 YGICLDPYCDDV LA22 0,19
LA13 YGICLDPYCDDV LA25 -1,01
LA22 YDICDFMPCEWV
LA3 YDICDFMPCDWV
LA7 YDICDFMPCOWV
LA20 YDICDFMPCDWV
LA24 YDICDFMPCDWV
LAS YDICDFMPCDGV

Abs 492nm
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Figura 1.10 A: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a
miméticos de LeA. Se utilizd el software Clustal Omega. B: ELISA de los fagos
candidatos de LeA en una dilucién 1/1000 contra wells sensibilizados con el Ac de
seleccion. El control negativo consiste en el valor de absorbancia promedio
calculado para cada fago individual incubado sin Ac. C: indice de hidrofobicidad de
los candidatos a péptidos miméticos de LeA calculado utilizando la herramienta
bioinformatica GPMAW lite proporcionada por el portal online de Alphalyse.
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LeA LAa
LAb

LAd
LAe

LAf
LAg

Abs 492 nm

Dilucion

Figura 1.11 Evaluacion de la capacidad de unidn de los candidatos seleccionados
de LeA al Ac de seleccion mediante ELISA. Se evaluaron diluciones seriadas de UFP.
Se muestra la absorbancia de cada punto habiendo restado la absorbancia del

control negativo de cada concentracion de fago. Se grafica la media mas el desvio

estandar.

Seleccion de candidatos a péptidos miméticos del

carbohidrato LeX.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

Para el carbohidrato LeX se seleccionaron 30 fagos (Lx1 - Lx30). La secuencia del fago
Lx4 no pudo ser analizada. En la Figura 1.12 se muestra el alineamiento para LeX. Los
fagos que mostraron secuencias repetidas fueron Lx11 y Lx28; Lx18 y Lx29; Lx7, 9, 12,
21,27y 30; x2, 3,5, 14, 15y 25; Lx1, 10 y13.

Cuando se escanearon las secuencias en la base de datos SAROTUP se encontrd que
Lx18/29 tenia un motivo muy comun de unidn al plastico. Cuando se evalud la capacidad
de uniodn a los respectivos Ac de seleccidon mediante ELISA, todos los candidatos de LeX

fueron negativos.
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Figura 1.12 Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a

miméticos de LeX. Se utilizé el software Clustal Omega.

Seleccion de candidatos a péptidos miméticos del
carbohidrato STn.

Identificacion de candidatos mediante una biblioteca de fagos.

Para el carbohidrato STn se seleccionaron 28 fagos (ST1 - ST28). Les secuencias de
los fagos ST12 y ST8 no pudieron ser analizadas.

En la Figura 1.13 se muestra el alineamiento para STn, donde se observa que los
péptidos ST3, 4, 5, 9, 11, 13, 14 y 21 tuvieron la misma secuencia: AGSDSAASFAHT, la
cual ya habia aparecido repetida entre los candidatos de LeX. Por otro lado los péptidos
ST1y 24 resultaron tener la secuencia SGVYKVAYDWAQH, idéntica a los péptidos Lx1, 10
y13. Esto podria estar indicando la presencia de un péptido inespecifico.

Cuando se evalué la capacidad de unién a los respectivos Ac de seleccion mediante

ELISA, todos los candidatos de STn fueron negativos.
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Figura 1.13 Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los candidatos a

miméticos de STn. Se utilizé el software Clustal Omega.
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En esta tesis nos propusimos usar la tecnologia de bibliotecas de fagos con el
objetivo de seleccionar péptidos cortos que mimeticen la conformacion de un glicano
propio de la biologia tumoral, utilizando como elemento de seleccidon Ac anti-glicanos.
En este trabajo se utilizd una biblioteca de fagos comercial con variaciones al azar de
péptidos de 12 aminodécidos, la misma contiene 10° clones independientes.

La busqueda de péptidos miméticos para el gangliésido GD2 se realizd mediante el
screening de la biblioteca de fagos contra un Ac monoclonal anti-GD2 (clon 14G2a). El
alineamiento de las secuencias obtenidas luego de tres pannings arrojo resultados
interesantes. Cada panning debe enriquecer los péptidos que se unen con mayor
afinidad al Ac de seleccién, obteniendo al final una menor cantidad de péptidos con
mayor especificidad; por lo que esperaria observar pocas secuencias pero repetidas. Al
analizar los resultados del alineamiento de la Figura 1.1A se observa que la secuencia
mas repetida fue THMDPKTHWFTA, sin embargo este péptido no fue reconocido por el
Ac de seleccion en un ELISA. Otros 5 péptidos cuyas secuencias solo se encontraban
representadas una vez también resultaron negativos para el ELISA.

La seleccién de péptidos no relacionados con el blanco (target unrelated peptides:
TUPs) es muy comun cuando se utiliza una biblioteca de fagos'®>1%, Cuando no hay
péptidos capaces de unirse con gran afinidad al blanco, los fagos que exponen TUPs se
van enriqueciendo y dominan el screening. Esto se puede deber a varios motivos, en
especial a los componentes utilizados en el sistema de seleccion, tales como la placa, los
Ac o las proteinas presentes en los buffers.

Un grupo de TUPs muy comunes son las secuencias de union al plastico,
principalmente poliestireno, con el cual estan hechas las placas de 96 utilizadas para los
pannings®>1%, Se ha demostrado que bloquear las placas con soluciones ricas en
proteinas no necesariamente previene la union de los fagos al plastico.

Se han ido identificando motivos de secuencias que suelen unirse a este material y
que aparece frecuentemente en experimentos con bibliotecas de fagos, tales como
WxxW (en donde x representa cualquier aminodacido), FHENWPS y FHWTWYW. En
general se suelen asociar secuencias altamente hidrofdbicas y ricas en aminodcidos
aromaticos con TUPs de unién a plastico, sin embargo estas caracteristicas no
necesariamente implican que el péptido sea inespecifico. De hecho se ha estudiado que

los péptidos miméticos de carbohidratos suelen contener residuos aromdticos e
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hidrofdbicos, algo que cobra sentido cuando se observa que los Ac reconocen a los
carbohidratos por sus caras hidrofdbicas®®.

Los TUPs mas frecuentes se encuentran cargados en una base datos llamada
SAROTUP. Cuando alineamos las secuencias de los fagos obtenidos para GD2
encontramos que Gd7 y Gd15 contenian el motivo WxxW, por lo cual fueron
descartados como posibles TUPs de unidn a plastico.

Otro grupo de TUPs que aparece cuando se utiliza como blanco un Ac, son las
secuencias de unién a la regidn constante del Ac de selecciont®%, |as
inmunoglobulinas son proteinas de gran tamaio (150 kDa aproximadamente), pero el
sitio de unién a antigeno esta limitado sélo a una proporcién pequefia de la region
variable. Es légico que fagos con péptido capaces de unirse a otra porcién de la regidn
variable o a la region constante puedan aparecer en los pannings.

Para evitar esto, llevamos a cabo un paso inicial de seleccién negativa, donde
desafiamos la biblioteca contra un Ac inespecifico del mismo isotipo que el Ac de
seleccion. Los fagos no adheridos fueron directamente utilizados para el primer
panning. Aun habiendo incorporado este paso, al alinear las secuencias de los fagos de
GD2 con las secuencias de SAROTUP encontramos que el candidato Gd19 contiene el
motivo SSL, el cual se ha identificado reiteradas veces como relacionado a la region
constante de las inmunoglobulinas'>196,

Las proteinas utilizadas para el paso de bloqueo también pueden actuar como
generadores de TUPs. En nuestro caso se utilizéd la BSA. Una secuencia que se ha
identificado como de unién a BSA es DICLPRWGCLW. Nuestros candidatos no mostraron
motivos conocidos de unién a esta proteina.

Algunos ensayos de panning requieren un agente para capturar el blanco, que
puede ser streptavidina, proteina A, o Ac secundarios; estas moléculas pueden unirse a
TUPs9>19%  En nuestro ensayo los Ac utilizados como blanco fueron sensibilizados
directamente sobre la placa para evitar introducir mas generadores de TUPs.

Cabe destacar que aunque se han ido reportando varias secuencias o motivos
conocidos de unidn a plastico, inmunoglobulinas, BSA, entre otros, siguen surgiendo
nuevos TUPs. El hecho de que algunos péptidos seleccionados para GD2 hayan sido

incapaces de unirse al Ac de seleccion en el ELISA pero no hayan tenido motivos
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conocidos de TUPs, no quiere decir que no puedan contener nuevos motivos de unién
inespecifica. Tal podria ser el caso de los candidatos Gd4, 8,9, 14y 22.

Existe un tipo de TUP que no se genera por los componentes utilizados en el sistema
de screening, sino que tienen que ver con las cualidades diferenciales de propagacién
de ciertos fagos. Estos clones emergen por una ventaja en la propagacidén que les
permite superar a los otros clones de la biblioteca y permanecer siempre en el grupo de
fagos seleccionados; la captura de estos clones es independiente de su afinidad por el
blancol®,

Esta propagacion exacerbada puede ser el resultado de una infectividad aumentada
o de una mayor produccion de particulas viricas que a su vez puede darse por una
cualidad intrinseca del péptido que expone o por una mutacién en el genoma del fago.
Un ejemplo interesante es el péptido HAIYPRH, capturado de una biblioteca comercial
de heptapéptidos. Este péptido fue seleccionado por varios grupos de trabajo, en
experimentos con blancos distintos. Leighanne et al. descubrieron que este clon tenia
una tasa de amplificacion mucho mayor que el resto y que esto se debia a una mutacién
en la secuencia Shine-Dalgarno de una proteina involucrada en la replicacion virica. Esta
mutacidn le aporta una complementariedad mayor al RNA ribosomal 1657, De los
candidatos obtenidos para GD2, la secuencia inespecifica y repetida THMDPKTHWFTA
(candidatos Gd6, 12, 17 y 21) podria tratarse de este tipo de fago con alguna ventaja
propagativa.

De los candidatos positivos para el ELISA se seleccionaron cuatro para continuar con
los experimentos: GdA y GdB mostraban secuencias repetidas; GdC y GdE fueron
positivos para el ELISA y su secuencia era hidrofilica. Este aspecto resulta relevante ya
gue el siguiente paso es fusionar la secuencia del candidato seleccionado con la del
carrier BLS descripto en la seccion Introduccién. La purificacién de la quimera
recombinante de BLS podia dificultarse si el péptido tiene un caracter altamente
hidrofdbico.

Para continuar evaluando la capacidad de union de estos candidatos al Ac de
seleccidn se realizd un ELISA con diluciones seriadas de cantidades conocidas de cada
fago previamente titulado. Los cuatro candidatos fueron capaces de unirse al Ac de una
manera dependiente de la concentracion, siendo los candidatos GdC y GdE los que

mostraron mayor sefial a igual concentracién de fago.
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Por otro lado se realizd un ensayo de citometria de flujo de interferencia, en el cual
los fagos compitieron por la unidn al Ac con células positivas para GD2. En este ensayo
los candidatos GdB, GdC y GdE pudieron secuestrar al Ac y bloquear su unién a la linea
celular de una manera dependiente de la concentracion; siendo el candidato GdC el que
logré una mayor disminucidn del porcentaje de expresidn para la misma concentracién
de fago. Teniendo en cuenta los resultados de ambos ensayos se selecciond a GdC como
el candidato para continuar con la fusién a BLS.

Para la busqueda de péptidos miméticos para el glicano SLeX se utilizd un Ac
monoclonal anti-SLeX (clon CSEX1). En este caso el resultado del alineamiento mostré
un escenario esperado, donde dos de las tres secuencias encontradas se repetian 10 y
13 veces.

En el ensayo de ELISA con diluciones seriadas, el candidato SxA mostré una mayor
senal para la misma concentracién de fago. Sin embargo, cuando se realizé el ensayo de
flujo de interferencia, ninguno de los candidatos logrd capturar el Ac y disminuir su
marca en la linea celular positiva para SLeX.

Este tipo de ensayos de ELISA puede producir falsos positivos, debido a que se
utilizan los mismos componentes que en los ensayos de screening de fagos, por lo cual,
en principio, los fagos con TUPs podrian dar una marca positiva. Sin embargo, se pueden
tomar ciertas precauciones para que esto no suceda. En nuestros ensayos de ELISA
utilizamos leche descremada al 5% en lugar de BSA, para evitar TUPs que se hayan unido
a esta proteina. Ademas se utilizé como control negativo para cada fago, un well sin Ac,
para evaluar si el candidato se unia al plastico.

Por otro lado, el ensayo de citometria de flujo de interferencia tiene un nivel mayor
de complejidad, ya la union del Ac al péptido se evalua de una forma indirecta.
Analizando estos resultados se decidié continuar de todas maneras con el candidato SxA
para ser fusionado a BLS.

El screening de los péptidos miméticos de la glicoproteina PSGL-1 se llevd a cabo
utilizando el Ac monoclonal PD1, se ha reportado que este clon reconoce parte de la
porcidon glicosilada de esta proteina. Cuando analizamos el alineamiento de las
secuencias encontramos que SQAASNMFGPVR se encuentra repetida 8 veces, sin

embargo resulté negativa para ELISA, situacion similar a lo sucedido con la secuencia
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inespecifica THMDPKTHWFTA seleccionada para GD2. Este TUP podria tener alguna
ventaja propagativa, como se explicé anteriormente.

En cuanto a los candidatos positivos para el ELISA, es interesante analizar que varias
secuencias se encuentran repetidas al menos una vez. En el caso de la secuencia de los
clones PL3-18, la diferencia con la de los fagos PL17-24 es sélo un aminoacido. Se
eligieron cuatro candidatos cuyas secuencias se encontraban repetidas, los cuales
fueron capaces de unirse al Ac de una manera dependiente de la concentracién en un
ELISA, siendo los candidatos PLa y PLd los que mostraron mayor sefial a igual
concentracion de fago.

En cuanto al ensayo de citometria de flujo de interferencia, ninguno de los
candidatos logrd capturar el Ac y disminuir su marca en la linea celular positiva para
PSGL-1. En este caso se decidié posponer la eleccién de un candidato para la fusién a
BLS, priorizando los candidatos elegidos para GD2 y SLeX.

La busqueda de péptidos miméticos para el glicano LeA se llevé a cabo con el Ac
monoclonal 7LE. El alineamiento reveld varias secuencias repetidas, algunas de ellas
similares entre si. La secuencia DHLTSLFEPYYD se encontré repetida tres veces, pero fue
negativa en el ELISA, situacidon que se repite en los experimentos de los otros glicanos.

De los clones positivos para el ELISA, los fagos LA1, 4, 11 y 13 mostraron la misma
secuencia, la misma tiene varios aminodacidos en comun con la secuencia que se repite
en los fagos LA3, 7, 20, 22 y 24; a su vez esta Ultima secuencia tiene un solo aminodcido
distinto a LA5. Del mismo modo, el par LA14 - LA24 mostraron la misma secuencia que
a su vez tiene motivos similares al fago LA16. Los fagos LA 6 y 9 también expresaban el
mismo péptido. Esto lleva a pensar en la existencia de ciertos motivos aminoacidicos
importantes en la interaccion de los péptidos con el Ac, que los llevo a ser seleccionados
en los pannings.

Un ensayo interesante para analizar motivos relevantes en la unidn al blanco es el
de scanning de alanina; en el cual se sintetizan de manera quimica todos los candidatos
sustituyendo cada residuo aminoacidico por una alanina (un aminoacido alifatico
neutral pequeio). Se evalia la unién de cada variacion del péptido al Ac de seleccion y
de esa manera se identifica qué motivos aminoacidicos son indispensables para union
al blanco de manera de llegar a una secuencia consenso. Esta técnica ha sido utilizada

en varios ensayos con bibliotecas de fagos8%10>106:108 y seria interesante de aplicar en el
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caso de los péptidos miméticos con motivos repetidos tales como los obtenidos para
LeAy PSGL-1.

En este caso fue dificil seleccionar pocos candidatos para continuar con los ensayos,
sobre todo teniendo en cuenta que la mayoria de las secuencias repetidas eran
hidrofdbicas. Por ello se decidid continuar con siete candidatos y evaluarlos en un ELISA
con diluciones seriadas de cantidades conocidas de cada fago previamente titulado,
como se explicé anteriormente.

En este ensayo los candidatos LAc, d, e y g tuvieron muy baja sefial, sin embargo
esto podria deberse a que la mayor concentracidn de fago evaluada no fue suficiente
para generar una marca. Cabe destacar que el primer ELISA de screening de todos los
candidatos (Figura 1.10B), donde estos clones dieron positivo, se realiza con fagos
amplificados sin titular; por lo que no se sabe la concentracion exacta de cada clon.

Por otro lado, los candidatos LAa, b y f mostraron una capacidad de union al Ac de
seleccion que fue dependiente de la concentracidén de fago, siendo el candidato LAf el
gue mostré mayor sefial. El ensayo de citometria de flujo de interferencia no se llegé a
realizar para este antigeno. En este caso, al igual que con PSGL-1, se decidié posponer
la eleccidn de un candidato para la fusion a BLS, priorizando los candidatos elegidos para
GD2 y SLeX.

Para los experimentos de los glicanos LeX y STn se utilizaron los Ac P12 y B72.3
respectivamente. Estos pannings resultaron en fagos cuyos péptidos no pudieron ser
reconocidos por el Ac de seleccion en un ELISA. Es interesante destacar que los
alineamientos mostraron secuencias que se repetian varias veces; incluso las secuencias
AGSDSAASFAHT y SGVYKVAYDWQH se encontraban presentes en los experimentos de
ambos glicanos.

Se han reportado varios TUPs provenientes de bibliotecas de fagos de
dodecapéptidos que suelen aparecen en los experimentos pero no se los ha podido
asociar a una unién en particular. Tal es el caso de las secuencias APWHLSSQYSRT,
HGWLYPHPRYPV y SVSVGMKPSPRP; esta ultima se ha asociado con una mayor
propagaciéni®0  |as dos secuencias encontradas repetidas veces en nuestros
experimentos podrian ser nuevos TUPs de este tipo.

Con el objetivo de evitar la aparicion de TUPs, se disefiaron modificaciones

experimentales en los pannings de LeX 'y STn. Se realizé un experimento con 6 pannings
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sucesivos y se intentd un método de elusidén mas especifico utilizando el aztcar puro.
Estos resultados no se muestran ya que no se obtuvieron péptidos capaces de unirse al
Ac.

Un evento que puede desatar la aparicion de TUPs es la presencia de contaminantes
en la solucién de Ac utilizado para el screening, tales como Ac enddgenos de ratén
presentes en el liquido ascitico e inmunoglobulinas bovinas presentes en el suero usada
para el cultivo de hibridomas o proteinas presentes en el buffer en el que se encuentra
el Ac19>1% E| Ac que reconoce STn contiene 0.1% de gelatina, una proteina que podria
favorecer la seleccién de TUPs que puedan unirse a ella. En el caso del Ac utilizado para
LeX, el mismo contiene 1% de BSA y no se encuentra purificado, sino que proviene
directamente del sobrenadante. Esto podria acarrear varias proteinas inespecificas y
generar la aparicion de TUPs.

Si bien la oferta de Ac contra glicanos no es muy amplia, resulta importante analizar
las caracteristicas de produccidn de los Ac a utilizar de manera de evaluar si son factibles
de ser empleados para seleccionar péptidos miméticos. El glicano seleccionado como
blanco puede ser relevante para el desarrollo de una terapia basada en esta tecnologia

pero es posible que no existan Ac adecuados para la seleccion.
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Las bibliotecas de fagos, aun teniendo en cuenta sus dificultades experimentales,
siguen siendo una herramienta util en la busqueda de péptidos miméticos de
carbohidratos.

En este capitulo se lograron identificar 9 péptidos capaces de ser reconocidos por el
Ac anti-GD2, 3 péptidos que fueron reconocidos por el Ac especifico para SLeX, 10
péptidos reconocidos por el Ac anti-PSGL-1y 11 péptidos reconocidos por el Ac anti-LeA.
De esta primera serie de péptidos se logré seleccionar 4 candidatos para GD2, 2 para
SLeX, 4 para PSGL-1y 7 para LeA que lograron demostrar, en mayor o menor medida,
tener mimética antigénica con los glicanos.

Se decididé continuar con los candidatos GdC y SxA para fusionar su secuencia a la
proteina carrier BLS de manera de desarrollar una formulacidn vacunal que pueda tener

mimética antigénica e inmunoldgica para cada glicano.
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Objetivos Capitulo Il

Clonar la secuencia de los péptidos miméticos de GD2 y SLeX en el pldsmido que
contiene la secuencia de BLS, generando la construccién quimérica.

Optimizar las condiciones de induccidn y expresion de las quimeras.

Optimizar la purificacién de las quimeras.

Evaluar la mimética antigénica de las quimeras.
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2.1 Clonacion de la secuencia de los péptidos candidatos

y generacion de las quimeras.

Las secuencias nucleotidicas sense y antisense de los dodecapéptidos candidatos
fueron sintetizadas por Thermofisher Scientific, de manera que se encuentren
flanqueadas por secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion Afl Il y Nsi
| (New England Biolabs). Ademas se incluyeron tres glicinas como aminoacidos neutros
para que sirvan como union flexible a la molécula de BLS. El plasmido pET11a modificado
para contener la secuencia de BLS fue digerido con las enzimas Afl Il y Nsi | (Las
condiciones de digestién se encuentran detalladas en el Anexo, Tabla Al). Se recuperd
el plasmido lineal mediante una electroforesis preparativa realizada en un gel de
agarosa 0.8% y la utilizacién de un kit de purificacién de ADN de tacos de agarosa
(AccuPrep Gel Purification Kit, Qiagen).

Las secuencias sintéticas de los péptidos fueron hibridadas incubandolas a 95°C por
2 min y luego enfriando progresivamente hasta 25°C. Posteriormente, el plasmido pET-
11a-BLS lineal y las secuencias sintéticas fueron ligados utilizando la T4 DNA Ligasa (New
England Biolabs) en una relacion 1:15 de inserto:vector (las condiciones de ligacion se
encuentran detalladas en el Anexo, Tabla A2). Seguidamente, la ligacion fue
transformada en E. coli Top 10 competentes mediante electroporacién. El esquema de
clonado se muestra en la Figura 2.0.

Las bacterias fueron sembradas sobre una placa con LB sélido con adiciéon de
ampicilina (AMP) como antibidtico de seleccidon (100 mg/L). Las colonias resultantes
fueron analizadas mediante una Colony PCR usando primers especificos que hibridan en
el centro de la secuencia de cada péptido y los primers del promotor y terminador T7
presentes en el plasmido (la mezcla de reaccién, los primers y el ciclado se encuentran
detallados en el Anexo, Tablas A3, A4 y A5 respectivamente). Se analizé el resultado
mediante electroforesis en un gel de agarosa 1.5%. Las colonias que resultaron positivas
fueron mandadas nuevamente a secuenciar para confirmar la integridad de la
construccion “quimera péptido-BLS”. Las mismas se amplificaron creciéndolas en LB +

AMP a 37°C con agitacion. Se purificaron los plasmidos utilizando un kit comercial de
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Miniprep siguiendo las indicaciones del fabricante (EasyPure® HiPure Plasmid MiniPrep
Kit, Transgene Biotech).

Para la produccién a baja escala de las quimeras, los plasmidos obtenidos se
transformaron en E. coli BL21 RIPL Codon plus competentes mediante electroporacion.
Las bacterias fueron sembradas sobre una placa con LB sdélido + AMP. Las colonias
resultantes fueron estriadas en una nueva placa para su posterior amplificacion y

evaluacion de la expresion de la quimera.

Gen BLS
Afl 11 Gen quimérico
; GdC-BLS
Nsi |--
\ Ligacidn,
electroporacion de . pET11a

E.coliTop10y

screening con
Nt Adtil / Colony PCR

Oligonucledtidos sense y
antisense del candidato
GDc

Figura 2.0 Esquema de clonado de las secuencias sintéticas de los péptidos

miméticos al plasmido con la secuencia de BLS.

2.2 Expresion de las quimeras.

2.2.1 Evaluacion de la expresion de las quimeras en los distintos clones.

Los clones transformados con la secuencia que codifica para las quimeras, fueron
crecidos en medio LB + AMP a 37°C con agitacién hasta llegar a una OD600 de 1. En este
momento se indujo la expresion de las quimeras mediante la adicion de 1mM IPTG
(Invitrogen). Se incubaron los cultivos por 4 hs a 37°C en agitacidon. Una alicuota de
bacterias normalizadas segiin DO600 fue centrifugada y resuspendida en buffer de lisis
(50mM Tris, 50 mM EDTA pH8). Se evalud la expresion de la quimera mediante un SDS-

PAGE 10%, Las bacterias lisadas fueron hervidas con Laemellis buffer como buffer de
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siembra. Se reveld tifiendo el gel con Coomassie Blue. Se eligid el clon con mayor

expresion de la quimera. El mismo fue amplificado en LB + AMP y congelado a -80°C.

2.2.2 Optimizacion de las condiciones de induccion y expresion de la quimera.

Los clones con mayor expresion de cada quimera fueron crecidos en medio LB +
AMP a 37°C con agitacién hasta llegar a una OD600 de 1, momento en el cual se adicioné
el IPTG. A partir de ese momento se evaluaron dos temperaturas de crecimiento: 37°cy
28°C. Se fueron tomando muestras a las 2, 3 y 4 hrs post induccién y un dltimo punto
ON. Se normalizé la cantidad de células por DO600 y se resuspendio en buffer de lisis.
Las bacterias fueron sonicadas tres veces con pulsos de 20 segundos y descansos de 40,
con una potencia del 50% (Sonicador Sonics Vibra Cell). Luego de una centrifugacion de
20 min a 13500 rpm se separaron la fraccién soluble (citoplasmatica) y la fraccidon
insoluble (donde se encuentran las proteinas que van a cuerpos de inclusién). Ambas
fracciones fueron sembradas en un SDS-PAGE 12% tenido posteriormente con
Coomassie Blue. Se evalud cual fue la condicidon que generd mayor expresiéon de la

guimera y en que fraccién se encontraba.

2.3 Purificacion de las quimeras

2.3.1 Purificacion de la quimera GdC a partir de la fraccion citoplasmdtica.

Se partid de la fraccion soluble obtenida luego de la centrifugacidn posterior al paso
de sonicacidn. La quimera GdC fue dializada ON a buffer 50mM Tris pH 8.5 utilizando
membranas de dialisis con poro de 12-14 KDa (Spectra/Por 4, Basic dialysis, 12-14 kDa,
Spectrum). Ese material fue purificado en un primer paso mediante una columna de
intercambio anidnico (resina Q-sepahrose Fast Flow, GE Healthcare Bio-Sciences)
utilizando un equipo de FPLC (Fast protein liquid chromatography). Se partié de la
guimera en buffer 50mM Tris pH 8.5, a este pH la proteina tiene carga negativa y serd
capaz de unirse a la resina. Para la elusidn progresiva se realizé un gradiente de buffer
1M NaCl, 50mM Tris pH 8.5 de 0 a 100% en 30 minutos. Se fue monitoreando el proceso
mediante la medicion de absorbancia a 280nm. Se fueron recuperando distintas

fracciones y se evalud la presencia de la quimera en las mismas mediante SDS-PAGE. Las
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fracciones positivas fueron concentradas utilizando un concentrador de proteinas con
cut-off de 30 KDa (Vivaspin 20 MWCO 30000, Sartorius) y realizando sucesivas
centrifugaciones. Con ese material se realizd una segunda etapa de purificacion
mediante una columna de exclusién molecular S-200 (resina Sephacryl S-200 HR, GE
Healthcare Bio-Sciences). Se fueron recuperando distintas fracciones y se evalud la
presencia de la quimera en las mismas mediante SDS-PAGE. Las fracciones que
contenian a la quimera fueron concentradas, dializadas a PBS y cuantificadas mediante

un SDS-PAGE, utilizando una proteina patron pura de masa conocida (Nucleasa A).
2.3.2 Purificacion de la quimera SxA a partir de cuerpos de inclusion.

Se partio del pellet de fraccion insoluble separado por centrifugacién luego del paso
de sonicacidn. Se realizaron lavados de los cuerpos de inclusion: primero se resuspendio
el pellet en buffer de lisis + 1% Triton, se centrifugd a velocidad maxima por 10 min., se
descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en buffer de lisis + 1M NaCl. Luego
de dos lavados con esta solucion se resuspendid el pellet en 8M urea, 50mM Tris pH 8.
Se dejo con agitacion ON. Al dia siguiente se realizé un paso de centrifugacion para
eliminar las proteinas precipitadas.

Las quimeras desnaturalizadas en urea fueron dializadas ON a buffer 50mM Tris pH
8.5 + 4M urea utilizando membranas de dialisis con poro de 12-14 KDa (Spectra/Por 4,
Basic dialysis, 12-14 kDa, Spectrum). Al dia siguiente se repitio el mismo proceso bajando
la concentracién de urea a 2M. Al tercer dia se dializd a buffer 50mM Tris pH 8.5 sin

urea.

2.4 Evaluacion de la mimética antigénica de las quimeras

2.4.1 Evaluacion de la mimética antigénica de las quimeras mediante ELISA.

Se sensibilizaron placas de 96 wells con las quimeras ON a 4°C. Luego de un paso de
blogueo con leche descremada al 5% en PBS, se incubaron con el Ac de seleccién, el Ac
anti-BLS o los controles correspondientes por dos hrs a TA con agitacion. Se realizaron
lavados con PBST 0.1%. Posteriormente se incubd con una dilucidon 1/4000 en PBS de un
Ac secundario conjugado a peroxidasa que reconoce todos los isotipos de

inmunoglobulinas de ratéon (Goat Anti-Mouse IgM+IgG+IgA (H+L) Antibody, HRP
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conjugate, Millipore) durante 1 hr a TA con agitacion. Por ultimo, se incubd la placa con
OPD (ThermoFisher Scientific) por 15 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia a

492nm. Las concentraciones utilizadas estan detalladas en la Tabla 1

2.4.1 Evaluacion de la mimética antigénica de las quimeras mediante Western

Blot.

Las quimeras fueron sembradas en un SDS-PAGE al 12 o 15% segun corresponda.
Posteriormente fueron electro-transferidas a una membrana de PVDF. Luego de un paso
de blogueo con leche descremada al 5% en TBST 0.1%, la membrana fue incubada con
los Ac de seleccidon ON a 4°C con agitaciéon (las concentraciones utilizadas estan
detalladas en la Tabla 1). Se realizaron lavados con TBST 0.1% y se incubé con el Ac
secundario conjugado a peroxidasa (Millipore) por 45 min a TA con agitacion. Se reveld
el experimento usando Bio-Lumina (Kalium, Biotech) como sustrato y un escanner de

guimioluminiscencia (C-DiGit, LI-COR Biosciences).

2.5 Estructura tridimensional tedrica de las quimeras

Las predicciones de la estructura tridimensional de las quimeras se llevaron a cabo
utilizando el servidor online I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)
obteniéndose un modelo de homologia a partir de la estructura cristalizada de la BLS
nativa. El resultado en formato PDB fue visualizado usando el software Chimera

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).
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Clonacion de la secuencia de los péptidos candidatos y

generacion de las quimeras.

En la Figura 2.1 se muestra el resultado obtenido luego de la digestidn del plasmido
pET-11a-BLS (calle 2). Se corroboré que ambas enzimas funcionaran realizando
digestiones parciales con cada una por separado (calles 3 y 4), y se incluyé plasmido sin
digerir como control negativo del experimento (calle 1). Se purificé el plasmido lineal a

partir del taco de agarosa.

Figura 2.1 Digestiéon del plasmido. Gel agarosa 0.8%. 1: plasmido sin digerir. 2:
plasmido digerido con ambas enzimas. 3: digestion parcial del plasmido con AFL II.
4: digestion parcial del plasmido con NSI I. 5: marcador de peso molecular 1Kb.

Las secuencias sintéticas se ligaron al plasmido pET-11a-BLS digerido, esta mezcla
fue transformada en E.coli y posteriormente plaqueadas en LB sélido con AMP, donde
crecieron 4 colonias de SxA (colonias A-D) y 2 de GdC (colonias A y B). Se evalud la
presencia del inserto mediante una Colony PCR con primers especificos disefiados para
amplificar tanto la secuencia de BLS como la de los péptidos candidatos. En la Figura
2.2A se observa que ambas colonias obtenidas para GdC fueron positivas para la
presencia del inserto. En el caso de SxA, sélo la colonia D contiene el inserto, como se
muestra en la Figura 2.2B.

Los clones positivos fueron mandados a secuenciar, en la Figura 2.3A y 2.3B se
muestran las secuencias obtenidas. Se corrobord de esta manera que la secuencia de
los péptidos era correcta y que estaba clonada en marco con la secuencia de BLS. Se
eligié continuar con los plasmidos correspondientes a la colonia B de GdC y a la colonia
D de SxA. Ambos plasmidos fueron transformados en E.coli BL21 RIPL codon plus, para

poder expresar la quimera péptido mimético-BLS.
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Figura 2.2 Gel agarosa 1.5% de la Colony PCR de GdC (A) y SxA (B). 1: marcador de
peso molecular 50 pb. 2: Control positivo, plasmido sin inserto con primers T7p y
T7t. A. 3: Colonia A. 4: Colonia B. 5: Control negativo, plasmido sin inserto con
primers Fw GdC y T7t. B. 3: Control negativo, plasmido sin inserto con primers Fw
SxA y T7t. 4: Colonia A. 5: Colonia B. 6: Colonia C. 7: Colonia D.

1 TATTAgTCCy TACATTCACC TCTAGAAtAA TTTTGLTTAA CTTTAAgAAg AgAatataca TATGCATICT TTTATYTTGY ATQAGYCTCT Qaatctgcgy
Nsi 1

101 tatggtggag gtcttaagac atcctttaaa atcgcattca TTCAgYCCCy CTgPCacgce gacatcgttg acgaagcgeg Caaaagettt grtegecgaac
201 tggccgcaaa gacgggtggc agegtcgagg tagagatatt Cgacgtgccg ggTtgCatatg aaattcCCCt TCACGCCAaag acattggeca gaaccgggcy

301 cCtatgcagec atcgteggty CUUCCTTCgT GATCgAcgge ggcatctatc gTCatgattt CUTtggcgacy gocgttatca acggcatgat geaggtgcag
=0 &

401 cttgaaacgg aagrgccggt GOTtgagecgtc gTECTgACge CGCACCATTT CCAtgAaaagc aaggagcatc acgacttctt Ccatgctcat ttcaaggtga
=

S0l AaggUcCgTtgga agCg@cCcat GCCgCCTTge agatcgtgag Cgagegcage CgCatcgecge TTYTCTgage Tageatgact ¢ggtggacage aaatgggtey

1 gggTtttgaag ggracattcc CCTCTagaat aattTT@ttt aactttaaga aggagatata catatgcatt ttgatgggac ggcetatttgg tggetgegte
Nsil >>..>>

101 CcQTCTtggtgg aggtcttaag acatccttta aaatcgcatt Cattcaggec Cgetggcacg Ccgacatcgt tgacgaageg cgcaaaaget ttgtegecga
, ERE , SRR L

AL13 >>..>>
201 actggecgca aagacggety gcagegtcga ggtagagata TTCgacgtgc CgUgTgcata TGaaattccc CTTCACgCCa agacattg@c cagaaccgeg
TS BLS.cccocesccssscscacecssacsscacssassasssosssccssssnssnas >
301 cgctatgcag ccatcgtcgg TECggecttc gtgatcgacg geggcatcta tegtcatgat TtTcgtggega cggecgttat caacggcatg atgcaggtge

401 agcettgaaac ggaagrgccy gtECtgagecg TCGTECTAc gecgeaccat TTCcatgaaa gcaaggagca tcacgacttc TTCCAtgetc atttcaagge

501 Qaagggcgty gaageggccc atgecgectt gcagatcgtg agegagegea gecgeatcge gettgtetga gotageatga ctggtggaca gcaaatgggt
Desssccscessccssscssssssssecsssssssss BlS.ccccececscsassscsssesccansocsnsssass >

Figura 2.3 A: Secuenciacion del plasmido correspondiente a la colonia B de GdC. B:

Secuenciacion del plasmido correspondiente a la colonia D de SxA.
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Evaluacion de la expresion de las quimeras en los

distintos clones

Las bacterias transformadas fueron plaqueadas en LB sélido + AMP donde crecieron
17 colonias de GdC y 7 colonias de SxA. Se indujo la expresion de las quimeras en las
colonias aisladas y se evalué mediante un SDS-PAGE la presencia de la quimera. En la
Figura 2.4A se observan los primeros 6 clones de GdC evaluados. Se puede observar una
banda que corresponde a una proteina sobreexpresada de entre 16 y 19 KDa
aproximadamente, cercana a la banda del mondmero de BLS puro presente en la calle
1. Esta banda mayoritaria no se encuentra presente en el lisado de los clones no
inducidos (calle 2 y 6), infiriendo que se trata de la quimera GdC. Para la quimera SxA se
evaluaron los 7 clones, como puede verse en la Figura 2.4B. En este caso también
observamos una banda que sélo estd presente en los clones inducidos, con peso
molecular concordante con el peso molecular tedrico del monémero de la quimera.
Considerando que todos los clones evaluados de ambas quimeras mostraron expresion
de las mismas, se seleccionaron el clon 3 de GdC y el clon 1 de SxA; se amplificaron y se

generd un banco de células para preservar las quimeras.

A B

Figura 2.4 SDS-PAGE 12% de los lisados de las bacterias inducidas para expresar la
quimera GdC (A) y SxA (B). A. 1: BLS purificada. 2: clon 1 sin inducir. 3-5: clones 1-3
inducidos. 6: clon 4 sin inducir. 7-9: clones 4-6 inducidos. 10: Marcador de peso
molecular (MW) (PageRuler, Invitrogen). B. 1: MW (PageRuler, Invitrogen). 2: BLS

purificada. 3: clon 1 sin inducir. 4-10: clones 1-7 inducidos.
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Optimizacion de las condiciones de induccidon y expresion

de las quimeras.

Se evaluaron dos condiciones de induccién con IPTG a distintos tiempos: 37°C y
28°C. Se evalud la presencia de la quimera en la fraccién soluble y en la insoluble
mediante un SDS-PAGE. En la Figura 2.5A y 2.5B puede observarse que en todas las
condiciones evaluadas, la quimera GdC se encontrd en la fraccién soluble. Por otro lado,
la quimera SxA se encontro en la fase insoluble en todas las condiciones evaluadas, por
lo cual estaria formando cuerpos de inclusion (Figura 2.6A y 2.6B). En ambos casos se

observa una buena sobreexpresidn de la proteina.

A B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2.5 SDS-PAGE 12% de los lisados de las bacterias inducidas a 37°C (A) y 28°C
(B) para expresar la quimera GdC. A. 1: fraccion insoluble (Fl) sin inducir. 2: fraccion
soluble (FS) 2 hrs induccién. 3: FI 2 hrs induccion. 4: Fl 3 hrs induccion. 5: FS 3 hrs
induccion. 6: FS 4 hrs induccidn. 7: Fl 4 hrs. induccion. 8: FS ON. 9: FI ON. 10: MW
(PageRuler, Invitrogen). B. 1: MW (PageRuler, Invitrogen). 2: FS 2 hrs induccion. 3: FI
2 hrs induccién. 4: FS 3 hrs induccidn. 5: FI 3 hrs induccidn. 6: FS 4 hrs induccion. 7:
FI 4 hrs. induccién. 8: FS ON. 9: FI ON. 10: FS sin inducir.
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Figura 2.6 SDS-PAGE 12% de los lisados de las bacterias inducidas a 37°C (A) y 28°C
(B) para expresar la quimera SxA. A. 1: MW (PageRuler, Invitrogen). 2: FIl ON. 3: FS
ON. 4: Fl 4 hrs induccion. 5: FS 4 hrs induccién. 6: FI 3 hrs induccién. 7: FS 3 hrs
induccion. 8: Fl 2 hrs induccion. 9: FS 2 hrs induccién. B. 1: FI ON. 2: FS ON. 3: Fl 4
hrs induccion. 4: FS 4 hrs induccion. 5: FI 3 hrs induccidn. 6: FS 3 hrs induccion. 7: Fl

2 hrs induccion. 8: FS 2 hrs induccion. 9: MW (PageRuler, Invitrogen).

Purificacion de las quimeras

Purificacion de la quimera GDc

Teniendo en cuenta que la quimera GdC se encontrdé en la fraccidn soluble
proveniente de los lisados bacterianos, se utilizé el sobrenadante obtenido luego de la
sonicacién como punto de partida para purificarla mediante una columna de
intercambio anidnico. Se evalué la presencia de la quimera en las distintas fracciones
mediante SDS-PAGE. En la Figura 2.7A se observa un gréfico representativo de todas las
purificaciones que se hicieron para obtener varios lotes de quimera. La quimera se
encuentra mayoritariamente en la fraccion 2, pero a pesar de que pudo ser separada de
varias proteinas bacterianas, no se logré obtenerla con la pureza deseada. Es por ello
que se decidié concentrar la fraccion 2 para hacer una nueva purificacion mediante una
columna de exclusién molecular. En la Figura 2.7B se observa un SDS-PAGE con las
distintas fracciones eluidas de la columna. GdC se encuentra presente en las fracciones
1, 2y 3, sin embargo es en la fraccién 1 en la que se encuentra mas pura, la misma fue
concentrada y dializada a PBS.

Se cuantific6 mediante SDS-PAGE utilizando una curva de concentracion de un

patrén puro y conocido, se muestra un gel representativo en la Figura 2.8.
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A B
1 2 3 4 5 6 1 2 3 45 6 7 8

Figura 2.7 A. SDS-PAGE 12% de las fracciones obtenidas de la columna de
intercambio anidnico utilizada para la purificacion de la quimera GdC. 1: MW
(PageRuler, Invitrogen). 2: Volumen muerto, contiene las proteinas que no se
pegaron a la columna. 3-6: Fracciones 1-4. B. SDS-PAGE 12% de las fracciones
obtenidas de la columna de exclusidon molecular utilizada para la purificacion de la
quimera GdC a partir de las fracciones obtenidas luego de la purificacion mediante
la columna de intercambio anidnico. 1: MW (PageRuler, Invitrogen). 2: Muestra
previa a la columna. 3: Volumen muerto, contiene las proteinas que no se pegaron
a la columna. 4-8: Fracciones 1-5.

Figura 2.8 SDS-PAGE 12%, cuantificacion de las quimera purificada GdC vy la
quimera SxA. 1: MW (PageRuler, Invitrogen). 2-5: curva de proteina patron 2ug,
5ug, 10ug, 15ug. 6: -. 7: GAC 5ul del stock. 8: -. 9: SxA 5ul del stock de proteina
agregadaen PBS.

Purificacion de la quimera SxA

La quimera SxA se encontrd en cuerpos de inclusion por lo que el primer paso de la
purificacion consistié en solubilizar los mismos en un buffer con alta concentracion de
urea. Luego se intentd renaturalizar la proteina dializandola a buffer Tris pH 8.5 de

manera progresiva, bajando la concentracién de urea a la mitad cada dia. Sin embargo
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la proteina precipito y formo agregados cuando la concentracion de urea fue menor a 4
M. Se intentd solubilizar la proteina con buffers de distinto pH y concentracion de urea,
pero no se logrd tener la quimera soluble. Teniendo en cuanta que la quimera no
presentd contaminaciones relevantes con otras proteinas que pudieran interferir con
posteriores ensayos (como se observa en la Figura 2.5), se decidié no realizar pasos
posteriores de purificacion por FPLC. Se continué con dos formulaciones: la quimera
agregada (en PBS) por un lado y la quimera no agregada, desnaturalizada (en 4M urea)
por el otro.

Se realizd una cuantificacién aproximada de las quimeras mediante SDS-PAGE
utilizando una curva de concentracién de un patrén puro y conocido, se muestra un gel
representativo con la quimera en PBS 4M urea en la Figura 2.9 y con la quimera agregada

en PBS en la Figura 2.8 calle 9.

1 2 3 4 5 6 7

Figura 2.9 SDS-PAGE 12%, cuantificacion de la quimera SxA en PBS 4 M urea. 1:
MW (Blue Plus Protein Marker, Trangene). 2-5: curva de proteina patrén 5ug, 10ug,
15ug, 20ug. 6: -. 7: SXA 15ul del stock de proteina en PBS 4M urea.

Evaluacion de la mimética antigénica de las quimeras

Para corroborar que las quimeras mantenian la mimética antigénica de los péptidos
expresados por los fagos, se evalud si el Ac especifico para cada glicano podia reconocer
a la quimera mediante dos experimentos: un ELISA y un Western Blot utilizando los Ac
anti-glicanos. En la Figura 2.10A se puede observar que la quimera GdC fue reconocida
por el Ac anti-GD2 en el ensayo de ELISA, corroborando que mantiene la mimética
antigénica. Se confirmé ademas que podia ser reconocida por un Ac anti-BLS. Asimismo,
la quimera GdC fue reconocida por el Ac anti-GD2 en un ensayo de Western Blot (Figura
2.10B). En cuanto a la quimera SxA, se puede observar en la Figura 2.11A que no pudo

ser reconocida por el Ac anti-SLeX en un ELISA; aunque si fue reconocida por el Ac anti-
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BLS. Sin embargo, la quimera fue reconocida por el Ac anti-glicano en un Western Blot

(Figura 2.11B).

A B
Quimera
1.5- GdC
*
gl T
N
2 -
» 19,5KDa me—_
Qo —
< 0.5- of
0.0- T T
Control AcBLS Control AcGD2 Acanti
BLS GD2 GD2

Figura 2.10 A: ELISA de la quimera GdC. La quimera fue sensibilizada en una placa
de 96 wells e incubada con el Ac anti-GD2 y un Ac anti-BLS. Se muestra la media de
absorbancia con su desvio estandar. Se realizd un test de student comparando
contra un control negativo de cada anticuerpo sin quimera. B: Western Blot de la
quimera GdC. La quimera fue sembrada en un SPS-PAGE 12%, transferida a una
membrana de PVDF e incubada con el Ac anti-GD2. Se estimé el peso molecular de
la banda comparandolo con un MW (PageRuler, Invitrogen).
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Figura 2.11 A: ELISA de la quimera SxA. La quimera fue sensibilizada en una placa
de 96 wells e incubada con el Ac anti-SLeX y un Ac anti-BLS. Se muestra la media de
absorbancia con su desvio estandar. Se realizd un test de student comparando
contra un control negativo de cada anticuerpo sin quimera. B: Western Blot de la
quimera SxA. La quimera fue sembrada en un SPS-PAGE 15%, transferida a una
membrana de PVDF e incubada con el Ac anti-SLeX. Se estimé el peso molecular de
la banda comparandolo con un MW (PageRuler, Invitrogen).
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Estructura tridimensional tedrica de las quimeras

Teniendo en cuenta el resultado que se obtuvo al evaluar la mimética antigénica de la
guimera SxA, se decidié analizar de manera in silico la estructura de ambas quimeras
mediante analisis bioinformatico. Para ello se predijo la estructura tridimensional y el
plegamiento tedrico de las quimeras. En la Figura 2.12 se observa que la secuencia del
péptido GAC se encuentra expuesta hacia el exterior del decamero. Por otro lado, la
secuencia del péptido SxA se encuentra hacia el interior del decamero, como se observa

en la Figura 2.13, por lo que no queda expuesta.

Figura 2.12 A: Modelado del plegamiento tedrico de la quimera GdC. B: Modelado
de la estructura tridimensional tedrica de la quimera GdC. La seccion de color
celeste corresponde a una subunidad del decamero. El péptido GdC se encuentra
resaltado en rojo, mientras que el linker de glicinas se detalla en verde.

A B

Figura 2.13 A: Modelado del plegamiento tedrico de la quimera SxA. B: Modelado
de la estructura tridimensional tedrica de la quimera SxA. La seccidén de color
celeste corresponde a una subunidad del decamero. El péptido SxA se encuentra

resaltado en rojo, mientras que el linker de glicinas se detalla en verde.
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En este capitulo se llevd a cabo la fusidn de las secuencias de los péptidos miméticos
GdC y SxA con la secuencia de la proteina carrier BLS mediante técnicas de ingenieria
genética. La fusidon de este tipo de péptidos a un carrier es indispensable ya que se ha
reportado que los péptidos cortos (menores a 15 aminoacidos) no requieren
procesamiento por las células presentadoras de antigenos, por lo que se unen de
manera exogena a las moléculas MHC de clase | en todas las células nucleadas que
expresan estan proteinas. La presencia de una gran cantidad de péptido unido a células
presentadoras de antigenos no profesionales en ausencia de moléculas co-
estimulatorias derivara en una senal tolerogénica, disminuyendo la eficacia de la
inmunizacién®. En este contexto, la plataforma BLS surge como un carrier mas que
interesante, ya que permite generar quimeras decaméricas que exponen diez copias del
péptido mimético y es altamente inmunogénica®.

El primer paso para generar las quimeras consistido en clonar la secuencia de los
péptidos miméticos de GD2 y SLeX en un plasmido conteniendo la secuencia de BLS,
generando un gen quimérico. Las quimeras GdC-BLS y SxA-BLS pudieron expresarse
como proteinas recombinantes en E.coli mediante la induccién con IPTG.

Al momento de expresar proteinas recombinantes en bacterias se debe tener en
cuenta distintos escenarios. Las quimeras de BLS suelen encontrarse de forma soluble
en el espacio citomplasmatico o formando cuerpos de inclusion, los cuales son
agregados insolubles de la proteina. En general, los cuerpos de inclusién se forman
cuando la bacteria es forzada a producir grandes cantidades de una proteina; las mismas
se encuentran inactivas y ademas suelen mostrar artefactos estructurales, como
puentes disulfuro no nativos y cisteinas libres no habituales. Estos dos escenarios
implican métodos distintos de purificacion de la proteina. En el caso de los cuerpos de
inclusidn se deben agregar pasos de solubilizacién con agentes desnaturalizantes, de
eliminacion de los puentes disulfuro y de renaturalizacién de la proteina a su forma
activa. Para evitar la formacién de estos agregados se suele inducir la expresion de la
proteina a temperaturas mas bajas que la de crecimiento éptimo de la bacterial®.

Otro escenario a tener en cuenta es que la proteina resulte tdxica para la bacteria,
por lo que al producirse en grandes cantidades comienza a elevarse la tasa de muerte
de las mismas y baja el rendimiento de la produccion de la proteina. En estos casos se

puede inducir la expresién a tiempos cortos, para evitar la acumulacion en el tiempo de
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la proteinal®. Por estos motivos es indispensable optimizar las condiciones de expresion
de las quimeras de BLS, para lograr la maxima expresion de las mismas.

En este contexto se evalud la expresion de las quimeras a temperatura éptima (37°C)
y a una temperatura mas baja (28°C). En ambas condiciones la quimera GdC se
encontraba en la fraccion soluble, mientras que la quimera SxA se encontraba formando
cuerpos de inclusién. En ambos casos se obtuvo un buen rendimiento, por lo que se
infiere que la quimera no resulta de gran toxicidad para la bacteria.

Teniendo en cuenta que la purificacion de proteinas recombinantes a partir de
cuerpos de inclusién suele ser compleja, decidimos evaluar otras condiciones de
crecimiento e induccion de la expresidn de la quimera SxA para ver si al bajar el nivel de
expresion, la proteina podia encontrarse de forma soluble. Se evaluaron distintas
concentraciones de IPTG: 1 mM, 0.5 mM y 0.1 mM creciendo las bacterias a 16°C. En
todas estas condiciones la quimera formo cuerpos de inclusidén, como se observa en la
Figura Al del Anexo.

Las quimeras de BLS no poseen un tag que facilite la purificacidn. Por lo tanto, suelen
purificarse en base a sus diferencias con las otras proteinas contaminantes en punto
isoeléctrico y tamafio; mediante una columna de intercambio idnico y de exclusiéon
molecular, respectivamente®,

La quimera GdC fue purificada, en primer lugar, mediante una columna de
intercambio anidnico. Las fracciones obtenidas contenian varias proteinas bacterianas
contaminantes, por lo que se decidio realizar otro paso de purificacién mediante una
columna de exclusidon molecular. En este caso se logré obtener fracciones mas puras,
con un porcentaje mayoritario de la quimera.

La quimera SxA, por otro lado, provenia de cuerpos de inclusion; por lo que sdlo se
encontraba contaminada por una proteina bacteriana, la cual se hallaba en muy baja
cantidad respecto de la quimera (Figura 2.6). En base a esto se decidié no realizar pasos
de purificacién por FPLC.

El siguiente paso fue evaluar la mimética antigénica de las quimeras. Esto resulta
indispensable, ya que el péptido fue seleccionado por el Ac en el entorno proteico del
fago; al fusionarlo a BLS y modificar su entorno, el mismo podria adquirir una estructura
secundaria que afecte la unidn al Ac e incluso podria perder su mimética

antigénicatlo1l,
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La quimera GdC logré ser reconocida por el Ac anti-GD2 tanto en condiciones
nativas, mediante un ensayo de ELISA, como en condiciones desnaturalizantes, en un
ensayo de Western Blot (Figura 2.10). Este resultado sugiere que el péptido se encuentra
desplegado, sin formar una estructura secundaria compleja. Esto se corrobora al
observar la estructura tridimensional tedrica en la Figura 2.12, donde el péptido se
encuentra expuesto hacia el exterior de la proteina.

La quimera SxA, por otro lado, sélo logré ser reconocida por el Ac anti-SLeX en
condiciones desnaturalizantes en un ensayo de Western Blot (Figura 2.11). Cuando se
analiza la estructura tridimensional tedrica en la Figura 2.13 se observa que el péptido
no esta expuesto hacia el exterior de la proteina, sino que se encontraria interactuando
con los aminoacidos de BLS. Este podria ser el motivo por el cual el péptido sdlo es
reconocido por el Ac en condiciones desnaturalizantes. La interaccidon del péptido con
BLS podria inclusive modificar la estructura tridimensional de la quimera, impidiendo la
correcta unién de los mondmeros. En este contexto, no resulta extraifio asociar esto con
el hecho de que la quimera SxA nunca logré ser renaturalizada luego de ser solubilizada
en urea.

Una posible solucién a esta problematica podria ser agregar una secuencia
espaciadora mas larga entre el péptido y BLS, de manera de disminuir la interaccion
entre ellos y favorecer la exposicion hacia el exterior del péptido. Por otro lado,
decidimos hacer una prediccidn de estructura tridimensional del candidato SxB, el cual
habia demostrado tener mimética antigénica con el glicano SLeX. En la Figura A2 del
Anexo se observa que el péptido SxB se encuentra expuesto hacia el exterior de la
quimera. Este péptido podria ser un buen candidato para generar una formulacion

vacunal fusionado a BLS.
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En este capitulo se logré fusionar las secuencias de los péptidos miméticos de GD2
y SLeX a la proteina carrier BLS, generandose dos proteinas quiméricas (la quimera GdC
y la quimera SxA). Estas proteinas pudieron ser expresadas en E.coli satisfactoriamente.
Se logré purificar la quimera GdC por FPLC y se corrobord que la misma mantiene la
mimeética antigénica. Por otro lado, se obtuvieron dos formulaciones de la quimera SxA:
la quimera agregada por un lado y la quimera en 4M urea por el otro, ambas en buffer
PBS. El plegamiento tedrico de esta quimera mostrd que el péptido mimético estaria
interactuando con la secuencia de BLS y no se encontraria expuesto hacia el exterior.
Este podria ser el motivo por el cual esta quimera mantiene la mimética antigénica sélo

en condiciones desnaturalizantes.
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modelos murinos.
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Optimizar protocolos de inmunizacién con las quimeras GdC y SxA en modelos
murinos.

Evaluar si la respuesta inmune obtenida tiene reactividad cruzada con los glicanos
de interés.

Caracterizar dicha respuesta inmune.

101






Materiales y métodos

Capitulo Il






Materiales y métodos Capitulo IlI

3.1 Inmunizacion de animales con las quimeras.

Se utilizaron ratones de las cepas BALB/c, C57 y CF1l. Se evaluaron distintos
protocolos de inmunizaciones subcutaneas. Se utilizdé adyuvante de Freund (Thermo
Fisher Scientific) en una relacién 1:1 de volumen. En todos los casos, la primera dosis se
realizé con Freund completo y el resto de las dosis con Freund incompleto. Al dia 35 se
procedio al sangrado de los animales y sacrificio.

Protocolo 1: se realizaron 3 inmunizaciones espaciadas cada 14 dias, con 150 ug de
guimera o 100 pg de BLS sélo en PBS.

Protocolo 2: se realizaron 5 inmunizaciones espaciadas cada 7 dias, con 300 pg de

guimera o 273 pg de BLS sdlo en PBS.

3.2 Obtencion de suero.

La sangre fue incubada a 37°C por 1 h. Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm por

20 min para separar el suero. El mismo fue alicuotado y congelado a -20°C.

3.3 Evaluacion de la respuesta inmune.

3.3.1 ELISA contra los glicanos puros.

Se evalud la respuesta inmune generada por las quimeras mediante un ELISA contra
los blancos puros: SLeX (Dextra Laboratories), GD2 (Santa Cruz Biotechnology). Los
glicanos fueron sensibilizados en placas de 96 wells. Se utilizaron 160 ng/well del
ganglidsido GD2 resuspendidos en metanol y de 1 a 2 pg/well del carbohidrato SLeX
resuspendido en agua destilada. En ambos casos se dejé evaporar el solvente ON a
temperatura ambiente. Se bloquearon las placas con 4% BSA (Sigma) en PBS por 2 hs a
37°C. Posteriormente se incubd con diluciones de los sueros de los ratones en PBS + 1%
BSA por 2 hsa37°C. Los lavados se realizaron con PBST 0.1% + 0.1% BSA. Posteriormente
se incubd con distintos Ac secundarios que reconocen inmunoglobulinas totales de
ratén, el isotipo IgG o el isotipo IgM en particular, conjugados a peroxidasa en PBS + 1%
BSA por 1 h a 37°C (Goat Anti-Mouse IgM+IgG+IgA (H+L) Antibody, HRP conjugate,

Millipore, Goat anti-mouse 1gG (H-L)-HRP, Goat anti-mouse IgM mu chain (HRP)). Las
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concentraciones utilizadas de los diferentes Ac se encuentran detalladas en la Tabla 1.
Por ultimo, se incubd la placa con OPD por 15 minutos en oscuridad y se midid la
absorbancia a 492nm. Se analizé la absorbancia de los sueros pre-inmunes para fijar un
punto de corte y en base a eso se compararon las absorbancias de los sueros control
(BLS sélo) y los sueros de las quimeras. Se calculd del titulo de Ac como la inversa de la

dilucién del primer punto que generd respuesta.
3.3.2 Citometria de flujo contra células con expresion de los glicanos.

Se evalud la respuesta inmune generada por las quimeras mediante una citometria
de flujo contra lineas celulares con expresion de cada glicano. Se utilizaron las lineas
celulares SK-N-AS y EL-4, positivas para GD2 y Colo-205, positiva para SLeX. 10° células
fueron sembradas en cada tubo, centrifugadas y resuspendidas en 20 ul de una dilucién
1/10 de los sueros en PBS. Cémo control positivo las células fueron incubadas con Ac
monoclonales especificos para cada antigeno: GD2 1/200 (BioLegend); SLeX 1/100 (BD
Pharmingen). Las células fueron incubadas durante 30 min a 4°C, lavadas con PBS e
incubadas con una dilucién en PBS, del Ac secundario conjugado al fluorocromo RPE
(DAKO) por 30 min a 4°C. Se registraron 5x10° eventos en un citometro de flujo
FACsCalibur y se analizaron los resultados en el programa FlowJo. Se utilizaron controles

de isotipo en cada experimento.
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Inmunizaciones con la quimera GdC.

Se realizé una primera prueba con tres ratones hembra por grupo de la cepa C57 y
tres machos BALB/c siguiendo el protocolo 1 de inmunizacion. Los sueros fueron
evaluados mediante ELISA contra el gangliésido GD2 puro. En la Figura 3.1A se compara
la respuesta obtenida en los ratones inmunizados con la quimera GdC contra los
inmunizados sélo con BLS en ratones C57. En la misma se observa que el suero del ratén
GdC 3 logré reconocer al gangliésido, mostrando una mayor sefial en relacién a los
sueros de los ratones BLS, en todas las diluciones evaluadas. En la Figura 3.1B se
comparan las respuestas de la dilucién 1/20 de los sueros GdC contra un promedio de
los sueros BLS, observandose una diferencia significativa entre el ratén GdC 3 y el control
BLS.

Se analizo la composicion de los sueros para evaluar si la respuesta contra GD2 era
mayoritariamente 1gG o IgM. Como se observa en la Figura 3.2 los Ac del suero del ratén
GdC 3 que reconocen a GD2 serian del isotipo IgM.

Por otro lado se evalud la capacidad del suero del ratén GdC 3 de unirse a células
positivas para GD2 mediante citometria de flujo. En la Figura 3.3 se observa que los Ac
provenientes de este raton lograron reconocer tres veces mas células positivas para GD2
en relacion a los Ac de los animales inmunizados con BLS.

Los resultados de la evaluacidn de los sueros obtenidos en ratones BALB/c se
muestran en la Figura 3.4, donde se observa que ninguno de los sueros logré reconocer
al gangliésido GD2.

Para ambas cepas se realizd un ensayo de ELISA contra BLS nativa, donde se

corroboré que la inmunizacién logré generar Ac contra el carrier (datos no mostrados).
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Figura 3.1 A: Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera GdC con el primer
esquema de inmunizacion, en ratones C57 mediante ELISA contra el ganglidsido
GD2 puro. Se grafican diluciones seriadas de los sueros utilizados. B: Detalle de la
dilucién 1/20 de los sueros del promedio de ratones inmunizados con BLS y los tres
ratones inmunizados con GdC obtenidos en el experimento anterior. Se realizé un

test estadistico ANOVA de una via, pos test Dunnet p<0.0001.
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Figura 3.2 Caracterizacion de la respuesta inmune humoral en los ratones C57
mediante ELISA contra el ganglidsido GD2 puro. A: deteccion de Ac de isotipo 1gG.
B: deteccion de Ac de isotipo IgM.
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Figura 3.3 Evaluacion de la respuesta inmune de los ratones C57 con el primer
esquema de inmunizacion, mediante citometria de flujo contra la linea celular SK-
N-AS positiva para GD2. Se muestran dots plots representativos de al menos tres
experimentos con el suero de un ratén inmunizado con BLS y el suero del ratén 3
inmunizado con GdC. Se comparan contra la marca obtenida para el Ac anti-GD2.
Las medianas de la intensidad fluorescencia fueron: Ac Isotipo: 4.02. Ac anti-GD2:
42.9. Suero BLS: 4.70. Suero GdC: 9.18.
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Figura 3.4 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera GdC con el primer
esquema de inmunizacion, en ratones BALB/c mediante ELISA contra el ganglidsido

GD2 puro. Se grafican diluciones seriadas de los sueros utilizados.
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Como repeticién del ensayo y para contar con un mayor numero de animales se
realizd una segunda prueba con 10 ratones machos por grupo de la cepa C57 siguiendo
el protocolo 1 de inmunizacién. En la Figura 3.5A se muestran los resultados de la
evaluacion de los sueros contra el ganglidsido puro, donde se observa que varios sueros
BLS generaron mayor sefial que los sueros GdC. Esto podria deberse a un pegado
inespecifico. Analizando ademas la capacidad de los sueros de reconocer células con
expresion de GD2 mediante citometria de flujo (Figura 3.5B), se observa que los sueros
GdC no mostraron una diferencia significativa en la unién a estas células en relacion a
los sueros BLS. Estos resultados sugieren que los sueros de los ratones inmunizados con
la quimera GdC no logran reconocer al gangliésido GD2. Se corrobord que la
inmunizacion logré generar Ac contra el carrier realizando un ensayo de ELISA contra

BLS nativa, donde (datos no mostrados).
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Figura 3.5 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera GdC con el primer
esquema de inmunizacion en grupos de 10 ratones C57 mediante A: ELISA contra el
gangliésido GD2 puro. Se grafican diluciones seriadas de los sueros utilizados. B:
citometria de flujo contra la linea celular EL-4 positiva para GD2. Se muestra un
histograma representativo de al menos tres experimentos con los sueros de los
ratones inmunizados con BLS y con GdC.

En base a estos resultados, se decidié evaluar un esquema de inmunizacién con
mayor cantidad de inmundgeno y mayor nimero de inmunizaciones. Para ello, se realiz
una tercera prueba con 5 ratones hembra por grupo de la cepa C57 y BALB/c siguiendo
el protocolo 2 de inmunizacién. En la Figura 3.6 se muestran los resultados para los

ratones C57. Aun cuando se observa una mayor reactividad de los sueros de los ratones
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inmunizados con la quimera de GD2 para el ganglidsido blanco, esta no es lo
suficientemente fuerte para ser considerada positiva. En consonancia, no se detecté un
reconocimiento de las células positivas para GD2 evaluando estos sueros por citometria
de flujo. En el caso de los ratones BALB/c (Figura 3.7), los sueros de los ratones
inmunizados con BLS mostraron un leve aumento en la sefial en el ELISA, probablemente
esto se deba un pegado inespecifico. Teniendo en cuenta que los sueros no lograron
reconocer a GD2 presente en las células mediante citometria de flujo, se puede inferir
gue este protocolo de inmunizacidon no logré generar respuesta inmune especifica
contra GD2 en ninguna de las cepas de ratdn evaluadas. Para ambas cepas se realizd un
ensayo de ELISA contra BLS nativa, donde se corrobord que la inmunizacion logré

generar Ac contra el carrier (datos no mostrados).
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Figura 3.6 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera GdC con el segundo
esquema de inmunizacion en ratones C57 mediante A: ELISA contra el ganglidsido
GD2 puro. Se grafican diluciones seriadas de los sueros utilizados. B: citometria de
flujo contra la linea celular EL-4 positiva para GD2. Se muestra un histograma
representativo de al menos tres experimentos con los sueros de los ratones

inmunizados con BLS y con GdC.
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Figura 3.7 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera GdC con el segundo
esquema de inmunizacién en ratones BALB/c mediante A: ELISA contra el
ganglidsido GD2 puro. Se grafican diluciones seriadas de los sueros utilizados. B:
citometria de flujo contra la linea celular EL-4 positiva para GD2. Se muestra un
histograma representativo de al menos tres experimentos con los sueros de los

ratones inmunizados con BLSy con GdC.

Inmunizaciones con la quimera SxA.

Se realiz6 una primera prueba con grupos de 2 a 5 ratones hembras de la cepa C57 y
machos de las cepas BALB/c y CF1, siguiendo el protocolo 1 de inmunizacién. Se utilizd
la quimera SxA agregada. Los sueros fueron evaluados mediante ELISA contra el
carbohidrato SLeX puro y mediante citometria de flujo contra una linea celular positiva
para SLeX. En la Figura 3.8 se compara la respuesta obtenida en los ratones inmunizados
con la quimera SxA contra los inmunizados solo con BLS en ratones C57. Se observa, en
la Unica dilucién evaluada, que no hay diferencias significativas entre las marcas de los
sueros de SxA y los de BLS. Este resultado se corroboré mediante citometria de flujo,
infiriendo que no se generd una respuesta inmune detectable especifica contra SLeX en
esta cepa de raton. Una situacion similar de observa en la cepa BALB/c (Figura 3.9), en

donde los sueros SxA no lograron reconocer a SLeX en las condiciones evaluadas.

Por otro lado, al analizar los sueros de los ratones CF1, se observd que los mismos no
lograron reconocer al carbohidrato puro en un ensayo de ELISA (Figura 10A). Sin
embargo, al analizar la citometria de flujo de la Figura 10B se observa que los sueros de
dos ratones inmunizados con la quimera SxA mostraron una mayor capacidad para

reconocer células positivas para SLeX en relacion a los sueros de los ratones inmunizados
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con BLS. Este resultado se detalla en la Figura 10C, donde se grafican los dot plots de los
dos ratones mencionados; observandose que los Ac de los dos ratones inmunizados con
SxA logran reconocer mas del doble de células positivas para SLeX en relacién a los Ac
de los animales inmunizados con BLS. Para las tres cepas se realizé un ensayo de ELISA
contra BLS nativa, donde se corrobord que la inmunizacion logré generar Ac contra el

carrier (datos no mostrados).
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Figura 3.8 Evaluacidon de la respuesta inmune de la quimera SxA con el primer
esquema de inmunizacion en ratones C57 mediante A: ELISA contra el glicano SLeX
puro. Se grafica una dilucién 1/20 de los sueros. B: citometria de flujo contra la
linea celular Colo-205 positiva para SLeX. Se muestra un histograma representativo

de al menos tres experimentos con los sueros de los ratones inmunizados con BLS y

con SxA.
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Figura 3.9 Evaluacién de la respuesta inmune de la quimera SxA con el primer
esquema de inmunizacion en ratones BALB/c mediante A: ELISA contra el glicano
SLeX puro. Se grafica una dilucién 1/20 de los sueros. B: citometria de flujo contra
la linea celular Colo-205 positiva para SLeX. Se muestra un histograma
representativo de al menos tres experimentos con los sueros de los ratones

inmunizados con BLS y con SxA.
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Figura 3.10 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera SxA con el primer
esquema de inmunizacion en ratones CF1 mediante A: ELISA contra el glicano SLeX
puro. Se grafica una dilucion 1/20 de los sueros. B: citometria de flujo contra la
linea celular Colo-205 positiva para SLeX. Se muestra un histograma con los sueros
de los ratones inmunizados con BLS y con SxA. C: Dot plots de los sueros de los
ratones SxA 3 y SxA 4 comparados contra los de BLS. Se detalla el porcentaje de

células marcadas. Se compara contra el control positivo con el Ac anti-SLeX.

En base a estos resultados, se decidié evaluar un esquema de inmunizacién con
mayor cantidad de inmundgeno y mayor nimero de inmunizaciones. Para ello se realizé
una segunda prueba con grupos de 5 ratones hembras de las cepas C57 y BALB/c,
siguiendo el protocolo 2 de inmunizacidn. Se utilizé la quimera SxA en 4M urea. En la
Figura 3.11A se muestra la evaluacion de los sueros de los ratones C57 contra el

carbohidrato puro, donde no se observa una diferencia significativa entre los sueros SxA
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y los BLS en la dilucidn utilizada. Este resultado se corrobora en la Figura 3.11B, donde
se observa que los sueros no lograron reconocer al glicano SLeX expresado en una célula.
Un resultado similar se obtuvo para ratones de la cepa BALB/c (Figura 3.12). Estos
resultados sugieren que la respuesta inmune generada en ratones de ambas cepas no
tiene reactividad cruzada con el glicano SLeX. Para ambas cepas se realizé un ensayo de
ELISA contra BLS nativa, donde se corrobord que lainmunizacion logré generar Ac contra

el carrier (datos no mostrados).
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Figura 3.11 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera SxA con el segundo
esquema de inmunizacion en ratones C57 mediante A: ELISA contra el glicano SLeX
puro. Se grafica una dilucion 1/20 de los sueros. B: citometria de flujo contra la
linea celular Colo-205 positiva para SLeX. Se muestra un histograma representativo
de al menos tres experimentos con los sueros de los ratones inmunizados con BLS y

con SxA.
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Figura 3.12 Evaluacion de la respuesta inmune de la quimera SxA con el segundo
esquema de inmunizacion en ratones BALB/c mediante A: ELISA contra el glicano
SLeX puro. Se grafica una dilucién 1/20 de los sueros. B: citometria de flujo contra
la linea celular Colo-205 positiva para SLeX. Se muestra un histograma
representativo de al menos tres experimentos con los sueros de los ratones
inmunizados con BLS y con SxA.
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Los péptidos miméticos de GD2 y SLeX demostraron tener mimética antigénica con
sus respectivos glicanos. En este capitulo se busco evaluar la mimética inmunoldgica de
las formulaciones vacunales, es decir, comprobar si los péptidos miméticos podian
generar una respuesta inmune con reactividad cruzada hacia los glicanos blanco,
presentados en el contexto de la proteina BLS como carrier. Como se explicd en la
Introduccidn, la mimética inmunoldgica es un fendmeno que ocurre cuando el sistema
inmune trata como un solo epitope a la familia de epitopes que pueden ser distinguidos
guimicamente pero son funcionalmente reconocidos por un solo paratope. El
reconocimiento de esta familia de epitopes por un paratope particular se describe como
“degenerado” o carente de especificidad. Cuando antigenos distintos comparten
epitopes de una misma familia se espera que estos antigenos tengan reactividad cruzada
entre ellos!?,

Se realizd una primera prueba de inmunizacién con la quimera GdC en ratones C57 y
BALB/c. Estas cepas tienen distinto haplotipo de MHC (b y d respectivamente!3). Las
moléculas de MHC se unen a péptidos y los exponen en la superficie celular para ser
reconocidos por células inmunes. Los distintos haplotipos tienen distintos rangos de
especificidad de unién a péptidos y por lo tanto su capacidad de reconocer los péptidos
miméticos y exponerlos podria variar!'4, En este caso, sélo el suero de uno de los ratones
de la cepa C57 logro reconocer al ganglidsido GD2 puro en un ELISA y logrd unirse a una
linea celular tumoral con alta expresion del antigeno. Sin embargo cuando se repitio el
ensayo con un numero mayor de ratones de esta cepa ninguno mostrd reactividad
cruzada con el glicano. Se decidid evaluar un protocolo de inmunizacion con mayor
cantidad de inmundgeno y mas inmunizaciones en ambas cepas de ratones. Sin
embargo, en esta condicion los titulos de anticuerpos obtenidos, aunque mayores en el
grupo tratado que en el grupo control, no permitieron confirmar una seroconversion
significativa contra GD2.

En el caso de la quimera SxA, la primera prueba de inmunizacién se realizé con la
guimera agregada en tres cepas de ratones. En este caso se incluyd la cepa CF1, la cual
no es endocriada. Esta cepa tiene distintos haplotipos de MHC, de los cuales se conocen
6 de MHC H-2'1>, Para esta cepa, el ensayo de ELISA contra el carbohidrato puro no
mostro senal. Cabe destacar que la sensibilizacidn de carbohidratos tan pequefios, como

SLeX, en la superficie de una placa no es eficiente y estos ensayos suelen arrojar falsos
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negativos. Para resolver esto, seria necesario contar con el glicano conjugado de forma
polivalente a una proteina como BSA, de manera de mejorar la eficiencia de la
sensibilizacién.

Por otro lado, el ensayo de citometria de flujo arrojo resultados interesantes: los
sueros de dos ratones lograron reconocer una linea celular tumoral con alta expresion
de SLeX, indicando la presencia de anticuerpos especificos capaces de unirse al blanco.
Para corroborar el resultado obtenido mediante citometria de flujo se deberian realizar
mas ensayos, tales como el analisis la unidon de los sueros a muestras de tumores
positivos para SLeX mediante inmunohistoquimica.

Ademas de evaluar la respuesta inmune humoral desencadenada en estos ratones,
serian pertinentes otros ensayos para evaluar la respuesta citotdxica celular; tales como
ADCCy CDC (citotoxicidad dependiente de complemento), utilizando células tumorales
positivas para los glicanos y células inmunes efectoras provenientes de donantes. Se ha
comprobado que la eficacia clinica de muchas inmunoterapias pasivas y activas usadas
en tratamientos contra el cancer esta mediada por la induccion de estos
mecanismos>%>2,

Por otro lado, se realizd otro ensayo con la quimera SxA no agregada, desnaturalizada
en urea, evaluando un esquema con mas cantidad de inmunégeno y mas
inmunizaciones. En este caso, no se detectd una respuesta inmune contra SLeX en
ninguna de las dos cepas de ratones evaluadas (C57 y BALB/c).

En principio, en la mayoria de las condiciones evaluadas, las quimeras no lograron
generar una respuesta inmune robusta contra los glicanos, lo que podria deberse a
varios motivos analizados a cotinuacién. Se han reportado varios casos de péptidos
miméticos de glicanos seleccionados mediante bibliotecas de fagos, donde la
mimeticidad antigénica no se correlaciond con una respuesta inmunoldgica cruzada
contra el glicano en cuestiéon®’. Es decir, sdlo porque un sustituto compite con un
antigeno por un sitio de unién no significa que el primero sea un buen inmundégeno que
logre generar la respuesta funcional deseada. Consecuentemente, la mimética
antigénica no representa el mismo fendmeno que la mimética inmunoldégica®!®.

Un ejemplo lo constituye el caso de los péptidos miméticos desarrollados contra un
proteoglicano altamente expresado en melanomas (HMW-MAA: high molecular weight

melanoma-associated antigen). Aunque los péptidos sintéticos lograron inhibir la unién
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del Ac al antigeno de una manera dependiente de concentracién, los mismos no
lograron generar una respuesta inmune con reactividad cruzada al proteoglicano®.
Otro ejemplo similar se observd con los péptidos miméticos desarrollados contra
epitopes del virus del sarampion por el grupo de Mullert!’.

El fendmeno de mimética inmunoldgica no se encuentra muy caracterizado y hay
varios factores que podrian influir en el éxito o fracaso de los péptidos miméticos de
carbohidratos. No se encuentra claro cdmo se manifiesta la mimética inmunoldgica en
la estructura de los péptidos miméticos en si; hay evidencia de que las respuestas
inmunoldgicas cruzadas pueden ser generadas con péptidos miméticos funcionales
ademads de miméticos estructurales o una combinacién de ambas. Recordemos que los
primeros se refieren a la unién al Ac de dos ligandos usando grupos funcionales
diferentes y los dltimos a su unién usando los mismos grupos®®!18,

Se han encontrado casos donde la mimética estructural parece indispensable para
lograr una mimética inmunoldgica. Tal es el caso de los estudios realizados con los
candidatos a péptidos miméticos de carbohidratos del virus del HIV, generados a partir
del Ac 2G121%%120_ por otro lado, se han reportado casos donde la mimética estructural
no fue necesaria para lograr una mimética inmunoldgica. Uno de los candidatos a
péptido mimético de un carbohidrato presente en la bacteria Shigella flexneri logré
generar una respuesta inmune contra este glicano, aun cuando su mimética estructural
fue parcialt®121,

Muchos estudios de péptidos miméticos seleccionados con lectinas o Ac y luego
analizados con un enfoque estructural han llegado a la conclusion de que la mimética
estructural es minima en el mejor de los casos. Las mismas conclusiones se encontraron
al considerar los Ac anti-idiotipo. Estos miméticos servirian como estampas de las
caracteristicas estructurales de los carbohidratos nominales y consecuentemente,
generarian Ac con propiedades similares a los generados por glicanos en una
inmunizacion.

Seria interesante analizar qué tipo de mimética antigénica muestran los péptidos
GdC y SxA, si estructural o funcional, ya que esto ayudaria a comprender qué tipo de
interacciones se producen entre el Ac y el péptido y si este puede mimetizar los

contactos entre el glicano y el Ac.
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Una desventaja de la utilizacién de bibliotecas de fagos con lectinas o Ac y que
podria afectar la capacidad de mimética inmunoldgica, es que pueden seleccionarse
péptidos que fallan en mimetizar contactos criticos que el carbohidrato posee con la
proteina. Hay una posibilidad de que esos péptidos se unan a sitios alternativos del Ac
que no incluyen o incluyen parcialmente el de unién al glicano. Como se reportd en
varios trabajos, péptidos con alta afinidad de unién al Ac no necesariamente mimetizan
contactos criticos requeridos para la funcién deseada®'?2,

Adicionalmente, como sélo algunos aspectos de los epitopes tridimensionales son
mimetizados, podrian seleccionarse sélo péptidos reactivos contra una sola de las
cadenas del Ac de seleccidn. Esto es una desventaja, ya que la eleccidén de los péptidos
miméticos deberia estar basada en la interaccidn del péptido tanto con la cadena pasada
como la liviana del Ac de manera de producir Ac con propiedades antigeno-especificas
similares, ya que la combinacién de las cadenas pesadas vy livianas influird en la
especificidad®®123,

Aun en el caso de que sea posible identificar miméticos que generen Ac con
caracteristicas moleculares compartidas con los Ac anti-glicanos, los Ac presentes en el
suero podrian no unirse efectivamente al carbohidrato nativo®?*.

Otro factor a tener en cuenta al evaluar el éxito o fracaso de un péptido mimético
es la conformacion de dicho péptido dependiente del entorno. Todavia no se ha
dilucidado si es mas relevante la conformacién del péptido unida al Ac o su
conformacion en solucidn, incluyendo distintos solventes. La conformacién del péptido
unido al Ac esta relacionada con la mimética estructural y funcional, como se explico
anteriormente. Pero existen otros dos mecanismos que refieren especificamente a la
mimética en solucidn®®'23, Los péptidos podrian organizarse en soluciéon de manera de
replicar los arreglos de grupos polares proporcionados por el carbohidrato, esto es
esencialmente mimeética estructural en la fase en solucion. Alternativamente, los
péptidos podrian replicar sélo la forma del carbohidrato, pero no todos sus potenciales
puntos de contacto con el target. Ademas, los péptidos podrian mimetizar sélo
parcialmente la forma o los arreglos de grupos polares del carbohidrato.

No es claro cudl de estos mecanismos o la combinacién de los mismos es la mas
relevante para la mimética inmunoldgica. Aunque los péptidos en teoria no conforman

una estructura secundaria estable debido a su corta longitud, este factor no puede
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descartarse. Es posible que el entorno oleoso de la formulacién vacunal utilizada en
nuestro caso o el contexto fisioldgico del ratdn afecten la conformacion del péptido y
esto influya en su mimética molecular®®16117 Ademds, en nuestra formulacién vacunal,
el péptido se encuentra interactuando con el carrier BLS, lo que podria afectar la
estructura secundaria de la quimera y por ende la exposicidn del péptido.

Otra dificultad a superar de los péptidos miméticos de glicanos es su baja
inmunogenicidad. Se han reportado casos donde los péptidos miméticos han generado
respuestas inmunoldgicas cruzadas contra el antigeno original, pero estas han sido
débiles. Como ejemplo se puede citar el caso del péptido mimético de un polisacarido
de Shigella flexneri, el cual logré demostrar mimética inmunoldgica. Sin embargo, se
requirieron varias inmunizaciones para lograr la respuesta inmune cruzada deseada,
indicando una baja inmunogenicidad del péptido!?2.

Por otro lado, se han reportado estudios donde el titulo de Ac de isotipo IgM
reactivos contra glicanos inducidos por miméticos multivalentes fue similar al inducido
por los respectivos glicanos sintéticos multivalentes. Este tipo de Ac tiene una vida
media corta y son de baja afinidad. Una respuesta inmune del tipo IgM es inadecuada
para combatir un tumor; la induccion de una respuesta inmune robusta y de larga vida
media depende de la las rutas dependientes de células T*8. Un ejemplo de esta situacién
lo constituye el caso de la inmunizacién con un péptido mimético de LeY, en donde la
respuesta IgG contra este antigeno fue baja en comparacion con la respuesta IgM,
emulando el patrén de respuesta humoral a carbohidratos sintéticos!!l. Esto se
correlacionaria con lo observado en la Figura 3.2 donde la respuesta especifica para GD2
observada en el ratdn 3 mostrd ser mayoritariamente de isotipo IgM.

Otro caso donde se obtuvo baja inmunogenicidad lo constituye el de un péptido
mimético de un polisacarido de Cryptococcus neoformans, elegido por su alta afinidad
de unidn al Ac contra este carbohidrato. Cuando se utilizé para inmunizar ratones
generd una respuesta cruzada débil contra el glicano, los Ac reactivos contra el mismo
constituian una fraccién pequefia de los Ac anti-péptido producidos'®. Esto genera
cierta dificultad al momento de evaluar la respuesta inmune a nivel experimental, ya
gue se deben utilizar diluciones altas de los sueros y esto puede acarrear un pegado

inespecifico de los Ac; situacion que se refleja en nuestros ensayos.
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Teniendo en cuenta estos casos, se decidié evaluar un segundo esquema de
inmunizacion, con mas cantidad de inmundgeno y mayor nimero de inmunizaciones.
Sin embargo, como se explicd anteriormente, estos experimentos no tuvieron una
respuesta satisfactoria. Se ha reportado que aunque cierta cantidad de inmundgeno es
necesaria para romper la tolerancia a antigeno propios, a muy altas concentraciones de
antigeno las proteinas pueden ser captadas por células B no especificas, las cuales
constituyen el mayor nimero de células positivas para MHC de clase Il. Con el tiempo,
estas células B pueden presentar el antigeno peptidico a células T especificas, generando
una disminucidn de la actividad de células T e induciendo tolerancia®?*.

El gran problema con los miméticos seleccionados mediante bibliotecas de fagos es
que su respuesta inmune solo se evalua luego de seleccionar un péptido para continuar
los experimentos. Es por eso que muchas veces, sobre todo al seleccionarse péptidos
con mimética inmunoldgica pero baja inmunogenicidad, se utilizan distintas estrategias
para aumentar la habilidad de los miméticos de glicanos para inducir Ac reactivos con
titulos mas altos y mayores constantes de asociacidon®®.

Una estrategia para mejorar el desarrollo de miméticos de glicanos se basa en su
poliespecificidad. Se ha demostrado que muchas veces el mismo mimético puede ser
reconocido por diferentes Ac o lectinas que reconocen carbohidratos. De esta manera,
la utilizacion de varios Ac aseguraria la seleccion de un mimético que represente al
carbohidrato en mas aspectos que sélo el estructural?®. Seria interesante evaluar si los
péptidos miméticos de GD2 y SLeX son reconocidos por otros Ac especificos para esos
glicanos, analizando también los candidatos que no fueron seleccionados.

Otra estrategia incluye el mejoramiento de la unién entre el péptido y el Ac, para
maximizar interacciones particulares entre las cadenas pesadas y livianas del Ac,
poniendo el énfasis en mantener los contactos criticos entre ellos. Esta alternativa
necesita definir la configuracion nativa del carbohidrato reconocido por el Ac para
entender las bases de la especificidad de antigeno y la utilizacién de técnicas de
ingenieria reversa basada en estructura, método que se detallé6 en la seccidon
Introduccién®®1!

En la busqueda para aumentar la fidelidad de los miméticos y su capacidad de
inducir Ac reactivos con titulos mas altos y mayores constantes de asociacion, el grupo

de Kieber Emmons utilizd una estrategia basada en la mejora del patrén de puentes de
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H que se establecen entre el péptido mimético y el Ac de seleccion. De esta manera, se
introducen sustituciones de aminoacidos que buscan incrementar la homologia con las
interacciones existentes entre el ligando azucarado y el Ac. De esta experiencia surge el
péptido mejorado P10s el cual mimetiza los ganglidsidos GD2 y GD3. El mismo demostré
inhibir el crecimiento tumoral in vivo, ademas de lograr una repuesta con mayor titulo
de Ac contra los glicanos en comparacion con el péptido mimético original seleccionado
mediante una biblioteca de fagos®®.

Considerando que los péptidos GdC y SxA tienen mimética antigénica, esta
estrategia se podria utilizar para intentar mejorar la unién con los respectivos Ac y
evaluar si eso logra mejorar la mimética inmunoldgica. Para esto se necesitaria contar
con la estructura cristalizada de los Ac y un modelado de la estructura de los glicanos.

El hecho de no poder detectar una respuesta inmune contra los glicanos podria no
solo deberse a una ausencia o una muy débil mimética inmunoldgica. Podria haber otros
factores en el disefio de las formulaciones vacunales o en el esquema de inmunizacién
gue estén dificultando que el péptido genere respuesta inmune. Seria muy interesante
poder realizar un ensayo de ELISA desafiando los sueros contra el péptido sintético sélo.
De manera de dilucidar si efectivamente se generd una respuesta inmune contra el
péptido y el problema esta en la reactividad cruzada contra el glicano.

Como se explicd anteriormente, ademas de las propiedades intrinsecas de los
péptidos miméticos, hay otros factores a tener en cuenta en el disefio de estas
formulaciones vacunales. Uno de ellos es la eleccidn del carrier. La conjugacion de una
proteina carrier puede modificar el perfil de inmunoglobulinas al mediar una respuesta
dependiente de células T con reactividad cruzada hacia el glicano!?*. La eleccion de BLS
como carrier estd basada en su alta inmunogenicidad, su capacidad de generar
respuestas humorales y celulares y la posibilidad de exponer diez copias del péptido
mimético en cuestion®3. Para evaluar si se generé una respuesta inmune contra BLS, los
sueros de todos los ensayos fueron incubados en un ELISA contra placas sensibilizadas
con BLS nativa. En todos los casos se encontraron altos titulos de Ac anti-BLS).

Sin embargo, una respuesta inmunoldgica muy fuerte contra esta proteina podria
disminuir la respuesta especifica contra el glicano®®. Esto podria haber sucedido en las
inmunizaciones con los péptidos miméticos, donde el tamario relativo de los péptidos

en relacidon a BLS es pequeiio y donde la respuesta inmune deseada (con reactividad
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cruzada contra el glicano) constituye sélo un porcentaje dentro de la respuesta
especifica contra el péptido en si.

Otro factor a tener en cuenta es el linker que une al péptido con el carrier, la identidad
de esta secuencia es muy relevante. El linker impide obstaculos estéricos. Ademas,
aumenta la exposicidn de los epitopes antigénicos en la superficie de la vacuna para
aumentar su efectividad. Sin embargo, en ciertas circunstancias, estas secuencias
podrian generar Ac anti-linker que suprimirian la respuesta I1gG contra los antigenos
azucarados. Un ejemplo de esta situacién se observd en un vacuna compuesta por un
tetrasacdrido de LeY conjugado a KLH mediante un linker 4-(maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato. Se comprobd que este candidato vacunal reprimia la
respuesta 1gG contra LeY observada en otros candidatos y generaba una fuerte
respuesta IgG contra el linker'?’.

En nuestro caso, la secuencia espaciadora estaba compuesta por tres glicinas; aunque
no se evalud la respuesta inmune generada contra este linker, es poco probable que este
factor esté influyendo negativamente en la inmunizacion.

Aunque una secuencia espaciadora muy larga podria generar respuesta inmune
contra ella, una muy corta podria generar impedimentos estéricos. En el caso de la
quimera SxA, la secuencia del péptido interactuaria con la de BLS modificando el
plegamiento de la proteina. Como se explicé en la Discusién del Capitulo 2, un linker mas
largo podria resolver esta dificultad.

Una estrategia de mejoramiento de vacunas basadas en miméticos de glicanos es la
de generar formulaciones vacunales multivalentes, con los péptidos expuestos como
motivos repetidos, simulando la estructura que adoptan los glicanos en la biologia
tumoral!l. Las células tumorales suelen contener varios carbohidratos expresados en
filas repetidas formando racimos o clusters®,

Algunos ejemplos de vacunas de carbohidratos comprueban que esta estrategia es
exitosa. El grupo de Danishefsky probd que vacunas multivalentes, donde los antigenos
Tn, TF o STn se presentaban por triplicado en aminoacidos adyacentes, mostraron
niveles aumentados de Ac cuando se compararon con sus andlogos monoméricos*?®. De
hecho, la vacuna con el glicano TF fue evaluada en un ensayo clinico en pacientes con

cadncer de prdstata obteniendo resultados prometedores?.
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El fundamento de esta estrategia es que las células B reconocen patrones tales como
la estructura repetitiva del lipopolisacarido bacteriano; es por eso que los antigenos
monoméricos que estan usualmente accesibles a estas células son, en general,
antigenos propios. Los péptidos multivalentes desdibujan las distinciones entre las
respuestas dependientes e independientes de células T. Por esto, péptidos miméticos
sintetizados como clusters y formas multivalentes, podrian ser antigenos e inmundogenos
superiores, generando respuestas inmunes con reactividad cruzada con la presentacion
nativa de carbohidratos bacteriales o tumorales?*. Esta podria ser una estrategia
interesante para mejorar las formulaciones vacunales de los péptidos miméticos de GD2

y SLeX.
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Conclusidn Capitulo Il

En este capitulo se evalud la capacidad de las quimeras GdC y SxA de generar una
respuesta inmune contra los glicanos GD2 y SLeX en modelos murinos. Se evaluaron dos
esquemas de inmunizacion distintos en tres cepas de ratones con distinto haplotipo de
MHC. En el caso de la quimera GdC, sélo el suero de uno de los ratones de la cepa C57
logro reconocer al ganglidsido GD2 puro en un ELISA y logré unirse a una linea celular
tumoral con alta expresion del antigeno. Sin embargo, este resultado no se pudo volver
a replicar en experimentos posteriores. Con respecto a la quimera SxA, sélo los sueros
de dos ratones de la cepa CF1 lograron reconocer una linea celular tumoral positiva para
SLeX. Se deben realizar otros ensayos para corroborar este resultado.

Aunque los péptidos habian mostrado mimética antigénica, no lograron mostrar una
mimética inmunoldgica robusta en las condiciones evaluadas. El fendmeno de mimética
inmunoldgica es muy complejo y no se encuentra bien estudiado. Aun asi, se detallan
varias estrategias para mejorar formulaciones vacunales basadas en péptidos miméticos

de glicanos, de manera de optimizar su mimética inmunoldgica.
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Utilizando Ac especificos contra glicanos como agentes de seleccidon sobre una
biblioteca de fagos que expresa todas las variantes posibles de dodecapéptidos, en este
trabajo se buscé seleccionar péptidos miméticos de los glicanos GD2, SLeX, PSGL-1, LeA,
LeX y STn. De esta manera, se lograron identificar péptidos capaces de ser reconocidos
por el Ac anti-GD2, el Ac anti-SLeX, el Ac anti-PSGL-1 y el Ac anti-LeA. De esta primera
serie de péptidos se logro seleccionar 4 candidatos para GD2, 2 para SLeX, 4 para PSGL-
1y 7 para LeA que lograron demostrar, en mayor o menor medida, mimética antigénica
con los glicanos.

Las secuencias de los candidatos miméticos de GD2 y SLeX, denominadas GdC y SxA
respectivamente, fueron fusionadas a la proteina carrier BLS generandose dos proteinas
quiméricas. La quimera GdC logro ser expresada y purificada, corroborandose su
mimética antigénica con el ganglidsido GD2. La quimera SxA logrd ser expresada en el
modelo bacteriano, pero debido a que se encontrd en cuerpos de inclusion y el proceso
de renaturalizacién no fue exitoso, se opto por evaluar dos formulaciones de la misma:
la quimera agregada por un lado y la quimera en 4M urea por el otro, ambas en buffer
PBS. A juzgar por el reconocimiento del Ac de seleccién observado en el ensayo de
Western Blot, esta quimera sdlo mantuvo su mimética antigénica con el carbohidrato
SLeX en condiciones desnaturalizantes. Teniendo en cuenta el resultado obtenido en el
modelado de la estructura secundaria, esto se deberia a formando parte de la quimera,
el péptido no se expone sino que se asocia a estructuras internas de la proteina BLS.

Por ultimo, se evalué la capacidad de la quimera GdC y de las dos formulaciones de
la quimera SxA de generar una respuesta inmune con reactividad cruzada hacia los
glicanos de interés. Para ello se ensayaron dos protocolos distintos de inmunizacién en
tres cepas de ratones con distinto haplotipo de MHC: C57, BALB/c y CF1. En el caso de
la quimera GdC, solo se pudo detectar respuesta contra GD2 en el suero de un ratén C57
utilizando el protocolo 1 de inmunizacion, mediante ELISA contra el gangliésido puro y
mediante citometria de flujo contra una linea celular positiva para GD2. Sin embargo
este resultado no pudo ser replicado con la misma intensidad en otros ensayos de
inmunizacion. Por otro lado, con respecto a la quimera SxA, sélo se logré obtener una
respuesta humoral especifica en dos ratones de la cepa CF1 inmunizados utilizando el
protocolo 1y la quimera agregada, demostrando que Ac presentes en el suero de los

mismos lograron reconocer células tumorales positivas para SLeX.
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Seria interesante realizar otros ensayos con los sueros que mostraron respuesta
contra los glicanos, de manera de corroborar los resultados obtenidos, tales como
inmunohistoquimicas contra muestras de tumores que expresen estos glicanos. Ademas
de la evaluacién de la respuesta humoral en estos sueros, seria interesante medir la
capacidad de estos sueros de generar toxicidad celular mediante ADCC y CDC, ya que
esto constituye un paso previo a la evaluacién de la capacidad antitumoral de las
formulaciones vacunales.

El fendmeno de mimética inmunoldgica es muy complejo y se encuentra en la
actualidad en un proceso de evaluacion de su utilidad como estrategia terapéutica. En
este punto se han publicado casos exitosos relativos a péptidos miméticos de glicanos’*
y otros que han demostraron mimética antigénica, y que fallan a la hora de generar
respuestas inmunes fuertes con reactividad cruzada hacia el glicano de interés!'®17 En
este trabajo no se alcanzo a realizar la evaluacion de la respuesta inmune presente en
los sueros de los ratones contra el péptido sintético en un ensayo de ELISA. Se espera
poder contar con este reactivo en el futuro para poder determinar si la inmunizacién fue
exitosa y el problema se encuentra en la mimética inmunoldgica de los péptidos, o si es
necesario modificar la formulacién vacunal, el protocolo de inmunizacidon u otras
condiciones para optimizar la respuesta inmune.

Seria interesante retomar los candidatos a miméticos de PSGL-1, fusionar su
secuencia a BLS vy realizar inmunizaciones para comprobar si poseen mimética
inmunoldgica y pueden ser utilizados como inmunoterapias antitumorales. Asimismo,
se podria realizar este camino con los otros candidatos a miméticos de GD2 y SLeX que
no fueron elegidos. Sobre todo en el caso de SLeX, donde el candidato SxB mostré un
plegamiento tedrico 6ptimo y podria superar las dificultades en la purificaciéon
observadas para SxA.

Esta es la primera vez que se utiliza este disefio experimental para el desarrollo de
inmunoterapias antitumorales basadas en péptidos miméticos de glicanos en nuestro
pais. Aunque las inmunizaciones no hayan arrojado resultados satisfactorios
concluyentes, esta experiencia sirvié para comprender mejor estos procesos de manera

de optimizar, en el futuro, estrategias terapéuticas similares.
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Mix digestion del plasmido

1 pg de plasmido

5 ul de buffer (NEB)

0,5 ul de Afl Il, 10 unidades (NEB)
1 pl Nsil, 10 unidades (NEB)

H20 hasta Vf 50 pl

Incubacién ON a 37°C

Tabla Al: condiciones de digestion del plasmido

Mix ligacion

2 ul de buffer T4 DNA ligasa (NEB)

120 ng de plasmido digerido

14,2 ng de las secuencias sintéticas de los péptidos
1 ul de T4 DNA ligasa (NEB)

H20 hasta Vf 20 pul

Incubacién ON a 4°C

Tabla A2: condiciones de ligacion

Mix Colony PCR

18 pl de platinum PCR supermix (Invitrogen)
1 pl de primer Fw (0,5 puM)

1 pl de primer Rv (0,5 uM)

1 pl molde

Tabla A3: mezcla de Colony PCR

Primer Secuencia
Fw GDc TGGATGAGGCTCTGAATCTG
Fw SxA ACGGCTATTTGGTGGCTGCG

Fw promotor T7 | TAATACGACTCACTATAGGG
Rv terminador T7 | GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Tabla A4: primers utilizados en la Colony PCR
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1 min de desnaturalizacion inicial a 94°C
1 mina94°C

30sega55°C 35 ciclos
2mina72°C

5 min de extension finala 72°C

Tabla A5: ciclado de Colony PCR

1 2 3 4 5 6 7

Figura Al: SDS-PAGE 12%, induccién de la quimera SxA a 16°C. 1: FS, 1 mM IPTG.
2: FS, 0.5 mM IPTG. 3: FS, 0.1 mM IPTG. 4: Fl, 1 mM IPTG. 5: FI, 0.5 mM IPTG. 6: Fl,
0.1 mM IPTG. 7: Marcador de peso molecular (PageRuler, Invitrogen).

Figura A2: modelado de la estructura tridimensional tedrica de la quimera SxB. La
seccion de color celeste corresponde a una subunidad del decamero. El péptido SxB
se encuentra resaltado en rojo, mientras que el /inker de glicinas se detalla en

verde.
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