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Resumen

El uso de anticuerpos terapéuticos para el tratamiento del cincer ha experimentado un
crecimiento exponencial en los dltimos afios, al permitir el desarrollo de tratamientos
muy especificos y de baja toxicidad. Muchos de estos anticuerpos reconocen antigenos
presentes de forma selectiva en la superficie de las células tumorales. Este es el caso del
receptor de quimioquinas CCR9, implicado en la retencién en el timo de las células T en
desarrollo y en el reclutamiento de leucocitos al intestino delgado, donde se expresa su
ligando, la quimioquina CCL25. En adultos, tras la involucién del timo, la expresién de
CCR9Y es muy limitada, reduciéndose a células del sistema inmune que infiltran la
mucosa intestinal y a un 3-4% de los leucocitos circulantes. Se ha descrito la expresién
de este receptor en distintos tipos de neoplasias, incluyendo leucemias linfociticas
agudas de células T, metastasis de melanomas, cincer de mama y adenomas de colon.
Por estos motivos, se considera a CCR9 como una diana atractiva para el disefio de
nuevos agentes terapéuticos antitumorales.

En este trabajo se describe la generacién y caracterizacién de dos anticuerpos
monoclonales (mAb) especificos de CCR9 humano, denominados 91R y 92R, obtenidos
mediante inmunizacién génica. Estos mAb reconocen al receptor en su conformacién
nativa y se unen a un mismo epitopo, presente en el dominio N-terminal extracelular de
CCR9 entre sus aminoacidos 11 y 16 (aa 11-16). 91R y 92R se unen con alta afinidad (Ko
entre 1 y 2 nM) a un péptido sintético que contiene dicho epitopo. Los dos mAb podrian
estar relacionados en su origen, ya que presentan una elevada identidad de secuencia de aa
de sus regiones variables, del 95% en las cadenas pesadas y del 89% en las ligeras.
Disponer de estas secuencias de aa ha permitido la modelizacién bioinformatica de la
estructura del complejo 91R-CCR9 vy la identificacién de los aa mas implicados en esta
interacci6on.  La informacién extraida de estos modelos ha sido confirmada
experimentalmente, utilizando un panel de péptidos sintéticos, observandose que los aa
Asnl2 y Aspl6 del epitopo CCR9I(11-16) son imprescindibles para que se produzca la
interacci6én antigeno-mAb.

Los estudios realizados in vitro e in vivo demostraron que los mAb 91R y 92R presentan
una potente actividad antitumoral frente a células CCR9*. Los dos mAb son capaces de
promover la lisis, mediada por el complemento y por células citotéxicas, de células MOLT-
4 de leucemia linfocitica aguda de células T. En modelos xenogénicos de ratones BALB/c
Rag2”, estos mAb inhiben eficazmente el crecimiento de tumores subcutaneos de células
MOLT-4. Cuando el tratamiento con mAb se inicia al dia siguiente de la inoculacién de las
células tumorales, los mAb 91R y 92R reducen el crecimiento de los tumores en un 91% 'y
en un 100%, respectivamente. Ademads, 91R es capaz de inhibir en un 64% el tamario de
los tumores cuando se administra 7 dias después de la inoculacién tumoral, y en un 85%
cuando el namero de dosis de mAb se reduce a la mitad. Se ha observado que la
disminucién del tamafio de los tumores en los ratones tratados con 91R se correlaciona
con un aumento en el nivel de necrosis y de apoptosis, y con una disminucién del namero
de células proliferantes y de la angiogénesis intratumoral.

Finalmente, se ha analizado la expresién de CCR9 en muestras de tumores humanos de
diferentes origenes. Se ha observado la expresién de CCR9 en algunas neoplasias
hematoldgicas de células B, lo que permite incluir a este tipo de patologias entre las que
podrian beneficiarse de un tratamiento con agentes dirigidos frente a CCR9. En
resumen, los mAb descritos en este trabajo presentan elevado potencial como agentes
terapéuticos contra el cancer.
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Summary

The use of therapeutic antibodies for the treatment of cancer has grown exponentially
in recent years since they combine high specificity and low toxicity. Many of these
antibodies recognize antigens present selectively on the surface of tumor cells. This is
the case of chemokine receptor CCR9. This receptor is involved in the retention of
developing T cells in the thymus and in the recruitment of leukocytes into the small
intestine, where its ligand, the chemokine CCL25, is expressed. In adulthood, after
thymus involution, CCR9 expression is very limited. It is restricted to infiltrating
immune cells in the intestinal mucosa and 3-4% of circulating leukocytes. It has been
described the expression of this receptor in various types of neoplasias, including T-
cell acute lymphocytic leukemias, metastatic melanomas, breast cancer and colon
adenomas. For these reasons, CCR9 is an attractive target for the design of new anti-
tumor therapeutic drugs.

Here, we describe the generation and characterization of two monoclonal antibodies
(mADb) specific to human CCR9, termed 91R and 92R, obtained by gene immunization.
These mAb recognize the receptor in its native conformation and bind to a common
epitope, present in the N-terminal extracellular domain of CCR9, amino-acids 11-16
(aa 11-16). 91R and 92R have high binding affinity to a synthetic peptide containing
such epitope, with Kp between 1 and 2 nM. Both mAb could be related in their origin,
since they have high aa sequence identity of its variable regions, 95% for its heavy
chains and 89% for its light chains. These aa sequences allowed the bioinformatics
structure modeling of CCR9-91R complex and the identification of the key aa
responsible for this interaction. The information obtained from these models has
been confirmed experimentally, using a panel of synthetic peptides, observing that
Aspl16 and Asnl2 aa within CCR9(11-16) epitope are essential for the antigen-mAb
interaction.

In vitro and in vivo studies showed a potent antitumor activity against CCR9* cells of
91R and 92R mAb. Both mAb are able to promote complement mediated- and
cytotoxic cells-mediated lysis of acute T-cell lymphocytic leukemia MOLT-4 cells. In
BALB/c Rag2” mice xenogeneic models these mAb effectively inhibited the
subcutaneous growth of MOLT-4 cells tumors. When mAb treatment begins on day 1
after tumor cells inoculation, the mAb 91R and 92R reduce the growth of tumors by
91% and 100%, respectively. Moreover, 91R is able to inhibit by 64% the size of
tumors when administered 7 days after tumor inoculation, and 85% when the number
of mADb doses are halved. It has been observed that the reduced size of tumors in 91R-
treated mice correlates with an increase in the level of intra-tumor necrosis and
apoptosis, and decreased number of proliferating cells and angiogenesis.

Finally, we analyzed the expression of CCR9 in human tumor samples from different
origins. CCR9 expression was found in certain B-cell hematological neoplasias
allowing the inclusion of this type of pathologies among those that could benefit from
treatments with agents directed against CCR9. In summary, the mAbs described in
this study have high potential as therapeutic agents against cancer.
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1. Terapia antitumoral basada en anticuerpos

1.1 Uso de anticuerpos monoclonales en inmunoterapia antitumoral

Se han producido grandes avances en el tratamiento cancer, sin embargo, no se
dispone de tratamientos eficaces para todos sus tipos ni estadios, debido
principalmente a su origen multifactorial y a su elevada complejidad. Actualmente se
considera que en el futuro, la terapia contra el cincer habra de ser especifica para cada
tipo de tumor e incluso para cada paciente y que ésta se basara en la combinacién de
multiples terapias con diferentes mecanismos de accién. La cirugia, la radiacién y la
quimioterapia son las herramientas tradicionales de la lucha contra el cancer.
Recientemente, a esta lista se han afiadido inhibidores especificos, vacunas y el uso del
propio sistema inmune del paciente para eliminar de forma selectiva las células
malignas. Dentro de estas nuevas estrategias se encuentra la inmunoterapia
antitumoral, una parte importante de la misma se basa en el uso de anticuerpos
especificos. Durante la tltima década, se ha producido un crecimiento exponencial del
uso de anticuerpos como agentes antineopldsicos para el tratamiento tanto de
tumores s6lidos como hematolégicos (Scott et al., 2012).

La idea de emplear anticuerpos para atacar selectivamente los tumores data de hace
mas de un siglo, y tiene su origen en los postulados de Paul Ehrlich, padre de la
inmunologia como disciplina cientifica (Ehrlich, 1906). Durante afios se dedicaron
importantes esfuerzos a la inmunizacién de animales de diversas especies con células
derivadas de tumores humanos, con el objetivo de generar antisueros con algun grado
de especificidad frente al cancer (Rettig and Old, 1989). En 1975, la introduccién de la
tecnologia de hibridomas, permitié la produccién de anticuerpos monoclonales
(Kohler and Milstein, 1975). Esta tecnologia consiste en la fusién de una célula B con
una célula de mieloma murino para dar lugar a una célula hibrida denominada
hibridoma. Esta célula es capaz de producir un tnico tipo de anticuerpo y de dividirse
de forma casi ilimitada. Debido a su origen murino, los mAb producidos resultan
inmunogénicos y poseen escasa capacidad de inducir respuestas inmunes efectoras en
humanos, lo que ha limitado enormemente su aplicacién clinica. Posteriores avances
en la ingenieria de anticuerpos han permitido el desarrollo de mAb quiméricos,
humanizados y completamente humanos que han ayudado a solventado muchos de
estos problemas.

La eficacia del uso de los mAb para el tratamiento de pacientes con cancer ha sido
ampliamente demostrada y varios mAb se emplean ya de forma rutinaria en la practica
clinica (Tabla 1). Muchos de estos anticuerpos reconocen especificamente antigenos
expresados por el propio tumor. Este tipo de mAb, conjugados a radiois6topos o a
farmacos citotdxicos, se utilizan principalmente para el tratamiento de neoplasias
hematolégicas (Hughes, 2010; Sievers et al., 1999; Witzig et al., 2002; Younes et al.,
2010). Por otra parte, los mAb no conjugados, dirigidos principalmente frente a
receptores de factores de crecimiento, tales como el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2, también conocido como ErbB2/neu) se emplean de forma habitual para el
tratamiento de tumores sélidos (Cunningham et al., 2004; Van Cutsem et al., 2009;
Weiner et al., 2008). Asimismo, se utilizan mAb capaces de alterar el microambiente
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tumoral, con el fin de dificultar el crecimiento del tumor, mediante la restriccién de
factores pro tumorales, la inhibicién de la neovascularizaciéon (Hurwitz et al., 2004;
Miller et al., 2007; Sandler et al., 2006), o la activacién de la respuesta inmune del
huésped frente a los antigenos tumorales (Blank, 2014; Kyi and Postow, 2014).

Tabla 1. mAD terapéuticos aprobados para su uso en oncologia en la Union Europea o

los Estados Unidos

Anticuerpo Diana

Anticuerpos simples: tumores solidos

Trastuzumab HER2
(Herceptin);

humanizado, IgG1

Cetuximab EGFR
(Erbitux);
quimérico, IgG1
Bevacizumab VEGE
(Avastin);

humanizado, IgG1

Panitumumab EGER
(Vectibix);

humano, IgG2

Ipilimumab CTLA-4
(Yervoy);
humano, IgG1

Pertuzumab HER2
(Perjeta);
humanizado, IgG1

Ramucirumab VEGER2
(Cyramza);
humano, IgG1
Pembrolizumab PD-1
(Keytruda);
humanizado, [gG4
Nivolumab PD-1
(Opdivo);

humano, IgG4

Indicacion

Cancer de mama HER2"; carcinoma

gastrico/gastroesofagico HER*

Cancer colorrectal metastésico
EGFR*; carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello

Céncer de colon metastasico
cancer de pulmoén de células no
pequeria; glioblastoma; cancer

cervical; cAncer de rifién metastasico

Cancer colorrectal metastésico
EGFR*

Melanoma metastésico o no
quirtargico

Cancer de mama HER*

Céncer gastrico

Melanoma metastasico o no
quirirgico; cancer de pulmoén de
células no pequefias metastasico
Melanoma metastésico o no
quirargico; cancer de pulmén de
células no pequefias metastasico

Anticuerpos conjugados: tumores sélidos

Ado-trastuzumab HER2
emtansine
(Kadcyla);

humanizado, IgG1

Cancer de mama HER2*

Anticuerpos simples: tumores hematoldgicos

Rituximab CD20
(Mabthera);
quimérico, IgG1
Alemtuzumab™ CD52
(Campath);

humanizado, IgG1

Ofatumumab CD20

(Arzerra);

Leucemia linfocitica crénica CD20%;

linfoma no-Hodgkin CD20*

Leucemia linfocitica crénica

Leucemia linfocitica crénica

12

Mecanismo de accién

Inhibicién de la sefializacién
de HER2; ADCC

Inhibicién de la sefializacién
de EGFR; ADCC

Inhibicién de la sefializacién
de VEGF

Inhibicién de la sefializacién
de EGFR

Inhibicién de la sefializacién
de CTLA-4

Inhibicién de la sefializacién
de HER2; ADCC

Inhibicién de la sefializacién
de VEGFR2

Inhibicién de la sefializacién
de PD-1

Inhibicién de la sefializacién
de PD-1

Inhibicién de la sefializacién
de HER2; ADCC; transporte
dirigido del agente citot6xico
emtansine

ADCC; CDC; induccién directa
de apoptosis

CDC; ADCC; induccién directa
de apoptosis

ADCC; CDC
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humano, IgG1

Obinutuzumab CD20 Leucemia linfocitica crénica ADCC; CDC; induccién directa
(Gazyva); de apoptosis
humanizado, IgG1

Anticuerpos conjugados: tumores hematoldgicos

9Y-ibritumomab CD20 Linfoma no-Hodgkin en recidiva o Transporte dirigido del
tiuxetan (Zevalin); resistente a otros tratamientos radioisétopo *°Y
murino, [gG1

Brentuximab vedotin CD30 Linfoma de Hodgkin; linfoma Transporte dirigido de la
(Adcetris); anaplasico de células grandes toxina auristatina
quimérico, IgG1

*En 2012, Alemtuzumab (Campath) fue retirado del mercado por los fabricantes, tanto en Europa como en
Estados Unidos, con el fin de reservar su patente para su aplicacion en el tratamiento de la esclerosis multiple.

Fuente:  Scott et al, 2012; Food and Drug Administration (FDA); and The Antibody Society
(www.antibodysociety.org).

1.2 Caracteristicas estructurales y funcionales de los anticuerpos

Los anticuerpos poseen una estructura bdsica simétrica formada por 2 cadenas
polipeptidicas pesadas idénticas (cadenas H), unidas entre si por puentes disulfuro; y 2
cadenas ligeras (cadenas L), igualmente idénticas entre si, cada una de ellas unida a
una cadena pesada por interacciones covalentes y no covalentes (Fig. 1). Las cadenas
ligeras tienen una porcién variable (VL), de la que depende la especificidad, y una
regién constante (CL) que es diferente dependiendo del tipo de cadena ligera, K o A.
Asimismo, las cadenas pesadas constan de una regién variable (VH) y una constante
(CH). Esta ultima determina la clase o el isotipo principal de la inmunoglobulina: , J,
Y, @ o & que formaran los anticuerpos denominados IgM, IgD, IgG, IgA, o IgE,
respectivamente. De las cinco clases de anticuerpos, la IgG, debido a su tamarfio y a sus
caracteristicas funcionales, es la mas utilizada en la inmunoterapia del cancer (Alvarez-
Vallina, 2004). Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras estidn
yuxtapuestas en la molécula de inmunoglobulina, formando el sitio de unién al
antigeno, de tal forma que cada molécula de anticuerpo tiene 2 sitios de unién a su
antigeno.

Los anticuerpos constan de dos unidades funcionales distintas, el fragmento de unién
al antigeno (Fab) y el fragmento cristalizable (Fc). El Fab contiene las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera, que incluyen tres regiones determinantes de la
complementariedad (CDR) por cadena. Estas son zonas hipervariables y dan lugar a la
estructura a través de la cual un anticuerpo se une a su antigeno. El fragmento Fc estd
implicado en las funciones efectoras inmunes, es capaz de iniciar la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) y de unirse a receptores Fcy de las células

efectoras inmunes, desencadenando la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCCQ).
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Region variable
(VHyVL)

“— Cadena ligera (L)

Cadena pesada (H)
Regién constante

(CH1, CH2, CH3 yCL) —_ Fec

HoOO |
HOOD

Figura 1. Esquema de la estructura de una molécula de inmunoglobulina (Ig).

A la izquierda, se muestra la representacién esquemética de las cuatro cadenas polipeptidicas que
conforman una molécula de Ig, con dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras; asi como la composicién
de las regiones variable y pesada de una Ig. A la derecha, se muestra una imagen de la estructura
tridimensional de una molécula de Ig. Las cadenas pesadas se representan en color azul y las ligeras en
verde.

VH (region variable de la cadena pesada de Ig); VL (region variable de la cadena ligera de Ig); CH (regién
constante de la cadena pesada de Ig); CL (regién constante de la cadena ligera de Ig); CDR (Region
determinante de la complementariedad; del inglés, complementary determining region); Fab (fragmento de
union al antigeno); Fc (fragmento cristalizable).

Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que las regiones variables provienen de
una Ig de ratén y las regiones constantes de una Ig humana. Los objetivos
fundamentales de la quimerizacién son reducir la inmunogenicidad y potenciar las
funciones efectoras de la molécula, manteniendo la especificidad y la afinidad del mAb
original (Carter, 2001). La técnica de quimerizacién implica el aislamiento de los genes
de las regiones VH y VL de un mAb a partir del hibridoma que lo produce; su insercién
en vectores de expresién que contienen genes de las regiones CH o CL humana; y su
transfeccién en células de mamifero para la produccién y posterior purificaciéon del
anticuerpo (Glassy, 1993). Varios mAb aprobados actualmente para su uso clinico se
han obtenido de esta forma, incluyendo cetuximab y rituximab.

La administracién de anticuerpos quiméricos a seres humanos, no obstante, puede
inducir respuestas de anticuerpos anti Ig quiméricas (HACA, human anti-chimeric
antibodies) (Tan et al., 2002). Esta inmunogenicidad se debe al reconocimiento de
epitopos situados en los dominios V murinos. Para reducir su inmunogenicidad, se
desarrollaron las moléculas de Ig humanizadas. Esta tecnologia consiste en el
transplante de las regiones hipervariables de un mAb murino entre las regiones marco
de un dominio V humano (CDR grafting). De este modo, se genera un dominio V
hibrido ratén-humano y se transfiere una determinada especificidad de
reconocimiento de un anicuerpo de ratén a una molécula que es practicamente
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humana en la mayor parte de su secuencia. Ejemplos de mAb terapéuticos
humanizados son trastuzumab, bevacizumab y alemtuzumab.

Se ha observado que algunas moléculas de Ig humanizadas presentan cierto grado de
inmunogenicidad residual, que podria ser debida a los epitopos presentes en el
paratopo, el lugar especifico de unién del anticuerpo al epitopo de su antigeno
correspondiente. En este caso se generan respuestas de anticuerpos anti Ig
humanizadas (HAHA, human anti-humanized antibodies). Ademads, la insercién de las
CDR murinas en el contexto de las regiones marco humanas puede dar lugar a una
disminucién en la afinidad de la interaccién Ab-Ag. (Winter and Harris, 1993). Para
eliminar estos inconvenientes, se han desarrollado mAb terapéuticos completamente
humanos empleando ratones cuyos genes de Ig murinos se han reemplazados por
genes de Ig humanos (Green, 1999; Lonberg et al., 1994). Mediante la inmunizacién
de este tipo de ratones humanizados es posible generar mAb para uso terapéutico
completamente humanos, como son panitimumab, ipilimumab y ofatumumab.

1.3 Mecanismos de accion de los anticuerpos como agentes antitumorales

Los principales mecanismos de eliminacién de células tumorales por mAb se describen
en la figura 2. Los mAb pueden mediar la muerte celular de forma directa,
independiente del sistema inmune del paciente, o de forma indirecta, modulando la
respuesta inmune. Las acciones directas incluyen el bloqueo de la sefalizacién
mediada por un receptor diana; la induccién de apoptosis; y el transporte dirigido de
un firmaco o agente citotdéxico. Las acciones indirectas incluyen CDC, ADCC y
regulacién de la activacién de las células T. Ademais, los mAb pueden dar lugar a
cambios en la vascularizacién del tumor o en su estroma, afectando a la progresién
tumoral. Todos estos mecanismos son empleados por mAb que se aplican actualmente
en la practica clinica. No obstante, los diferentes mecanismos de accién no son
independientes unos de otros. La mayor parte de los mAb ejercen sus acciones a través
de la combinacién de estos mecanismos de accién de forma simultidnea (Scott et al.,
2012).

1.3.1 Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC)

Este mecanismo provoca la destruccién de las células tumorales que estdn recubiertas
por mAb, a través de las células del sistema inmune como las células NK, los
macréfagos o los neutréfilos. La ADCC se produce cuando la porcién Fab del mAb se
une al antigeno sobre la célula tumoral y su porcién Fc se une a un receptor FcyR
activador de la célula inmune efectora. De este modo, el mAb actda como puente entre
la célula tumoral y la célula del sistema inmune. La activacién de los FcyR de la célula
efectora da lugar a un ataque citolitico sobre la célula diana (Fig. 2A). Tras la lisis de
las células tumorales, las células presentadoras de antigeno pueden presentar péptidos
derivados del tumor en moléculas de MHC de clase II y activar a las células T CD4".
Ademads, mediante presentacion cruzada, los péptidos derivados del tumor pueden ser
presentados en moléculas MHC de clase I, activando también las células T citotéxicas
CD8.

Los principales receptores Fcy estimuladores de la actividad efectora son FcyRI
(también conocido como CD64), expresado en macrdéfagos, células dendriticas,
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neutroéfilos y eosindfilos; y FcyRIIIA (también conocido como CD16A), expresado en
células NK, células dendriticas, macr6fagos y mastocitos. FcyRIIIA es necesario para la
ADCC llevada a cabo por las células NK (Nimmerjahn and Ravetch, 2006).

Varios estudios han demostrado la importancia de las interacciones con los FcyR para
los efectos antitumorales in vivo de diferentes mAb en modelos murinos y en ensayos
clinicos. Por ejemplo, en ratones con deficiencia en FcyR, se ha observado una
reduccién en la actividad antitumoral de trastuzumab y rituximab respecto a la
observada en ratones de tipo salvaje (Clynes et al., 2000). El papel de los FcyR en la
respuesta antitumoral también se ha descrito en trabajos en los que se analizé cémo
diferentes polimorfismos de los genes que codifican FcyR dan lugar a tasas
diferenciales de respuesta a los mAb terapéuticos (Bibeau et al., 2009; Cartron et al.,
2002; Musolino et al.,, 2008; Weng and Levy, 2003). Como consecuencia, se han
desarrollado multiples esfuerzos en la modificacién de la estructura primaria de los
dominio Fc de mAb para aumentar su afinidad por FcyR y mejorar su capacidad de
inducir ADCC (Horton et al., 2008; Rech and Vonderheide, 2009; Zalevsky et al.,
2009). Otro modo de incrementar la respuesta ADCC es la modificacién del contenido
oligosacarido del dominio Fc de los mAb terapéuticos. La mayoria de los mAb
terapéuticos actualmente utilizados presentan un alto grado de fucosilacién por la
naturaleza de las lineas celulares empleadas en su produccién. Sin embargo, los
anticuerpos defucosilados han demostrado una mejora significativa en su capacidad de
inducir ADCC in vitro y mejorar su actividad antitumoral in vivo (Kubota et al., 2009).
Es el caso de mogamulizumab, un mAb humanizado, defucosilado, especifico del
receptor de quimioquinas CCR4, que mantiene la eficacia a dosis significativamente
mas bajas que las de los mAb terapéuticos convencionales (Kubota et al., 2009).

1.3.2 Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)

La unién de dos o mas moléculas de IgG a la superficie de una célula tumoral puede
conducir a la activacién de la via clisica del complemento. En primera instancia se
produce una interaccién de alta afinidad entre C1q y el dominio Fc del anticuerpo,
seguida por la activacién de la actividad enzimatica Clr y la posterior activacién de las
proteinas del complemento. El resultado de esta cascada es la formacién de poros en la
membrana de las células malignas y su lisis (Fig 2A). Ademads, la produccién de las
moléculas del complemento altamente quimioticticas C3a y C5a da lugar al
reclutamiento y la activacién de células efectoras inmunes como macréfagos,
neutrdfilos, baséfilos, mastocitos y eosinéfilos (Dunkelberger and Song, 2010; Zipfel
and Skerka, 2009).

La capacidad de los distintos anticuerpos de unirse a las proteinas del complemento
circulantes en sangre varia con los isotipos de las Ig. En humanos, las interacciones
con IgM, IgG1 e IgG3 son fuertes, mientras que IgG2 es un inductor pobre e IgG4
carece de las funciones de activacién del complemento (Bhutani and Vaishampayan,
2013). Entre las Ig de ratdn, los isotipos IgG2a, IgG2b e IgM presentan las mayores
tasas de fijacién de complemento (Alvarez-Vallina, 2004).

La relacién entre la activacién del complemento y la actividad terapéutica de un mAb
se ha demostrado en varios estudios realizados con mAb aprobados para su uso clinico.
El mAb anti CD20 rituximab depende parcialmente de la CDC para su eficacia in vivo.
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En un modelo de terapia preclinica, el tratamiento con rituximab en ratones knock out
para la proteina C1q no tuvo efecto protector antitumoral (Di Gaetano et al., 2003).
También se ha demostrado una reduccién de la actividad terapéutica de rituximab al
deplecionar el complemento en modelos xendgrafos de linfoma de células B humanas
(Cragg and Glennie, 2004). Ademads, se ha observado que ciertos polimorfismos
genéticos del gen ClgA se correlacionan con una respuesta clinica diferencial a la
terapia con rituximab en pacientes con linfoma folicular (Racila et al., 2008).

A Muerte celular mediada por el sistema inmune

o

Macrofago jpe— \Célula NK
K Clq /65080
00,0
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“o% |
\o
(%&'D l ADCC \
Celula 7 “‘ 6) conjugado || /@ Toxina
tumoral | o | | @
\ Granzimas y
e Y perforinas »
\/7 4 C Alteracién de la vasculatura y el estroma
MHC/ Y[
peptido / 2 ~ & CD3% o CD28 Célula estromal
~ scFv
Célula T
genéticamente
Anti CTLA-4 modificada

Célula T

Activacién de
células T tumoral

Figura 2. Ejemplos de mecanismos de induccion de muerte de células tumorales
mediada por mAb.

(A) Muerte celular mediada por el sistema inmune. Puede consistir en la induccién de fagocitosis;
CDC; ADCC; activacién de células T modificadas genéticamente para reconocer a las células tumorales a
través de un scFv; activacién de células T mediante mAb inhibidores de receptores que inhiben la
respuesta de las células T, como CTLA-4. (B) Muerte celular directa. Puede estar mediada por un
mAb frente a un receptor de la superficie de la célula tumoral con actividad agonista, que al unirse al
mismo conduce a la apoptosis (representada por la mitocondria); o con actividad antagonista al
bloquear el mAb la sefializacién, dando lugar a apoptosis o a una disminucién en la proliferacién de la
célula tumoral. También puede estar mediada por un mAb dirigido frente a una enzima dando lugar ala
neutralizacién de la sefalizacién o muerte de la célula tumoral. Por dltimo, un mAb conjugado puede
emplearse como vehiculo para dirigir toxinas, drogas o radioisétopo hasta la célula tumoral. (C)
Alteracion de la angiogénesis y/o el estroma tumoral. Mediada por mAb antagonistas de
receptores de proliferacién endotelial; o mAb que secuestra a sus ligandos (no mostrado). También
puede originarse por transporte dirigido de toxinas a las células endoteliales u otras células estromales.

CDC (complement dependent cytotoxicity); ADCC (antibody dependent cell mediated cytotoxicity); scFv
(single chain variable fragment ); CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4); MHC (complejo mayor de
histocompatibilidad); MAC (complejo de ataque de membrana).

Adaptado de: Scott et al., 2012.
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La optimizacién de la capacidad de activacién del complemento de un mAb puede
aumentar su actividad antitumoral. Por ejemplo, ofatumumab, un mAb especifico
frente a CD20 con la capacidad de induccién de CDC mejorada, fue aprobado para el
tratamiento de pacientes con leucemia linfocitica crénica en 2009. Este mAb, de
origen completamente humano, se une a un epitopo diferente y presenta una mejor
cinética de unién que rituximab. Ofatumumab induce una potente lisis de las células
tumorales mediante la mejora de la activacién de la via clisica del complemento
(Coiffier et al., 2008). Un estudio en pacientes con leucemia linfocitica crénica
refractaria mostré una tasa de respuesta del 50% a ofatumumab, lo que indica una
mayor eficacia que rituximab, aunque esta mayor tasa de respuesta podria no ser
unicamente debida a la mejora de CDC (Coiffier et al., 2008).

La mayoria de los mAb terapéuticos aprobados para su uso clinico que median ADCC
también activan al sistema del complemento. Sin embargo, sigue siendo objeto de
estudio la importancia clinica relativa de cada mecanismo y si los mecanismos son
sinérgicos, aditivos o antagénicos (Wang et al., 2009).

1.3.3 Bloqueo de la union del ligando a sus receptores en las células tumorales

Muchas de las moléculas diana de los mAb terapéuticos son receptores de factores de
crecimiento que presentan una mayor en las células tumorales. Al bloquear la unién
del ligando y/o la sefalizacién mediada por estos receptores, los mAb pueden
disminuir la proliferacién celular, inducir apoptosis y/o ayudar a aumentar la
sensibilidad de los tumores a diversos agentes quimioterapéuticos (Adams and Weiner,
2005) (Fig 2B).

En diferentes tumores sélidos, se ha descrito la sobreexpresion de distintos miembros
de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico, incluyendo EGFR
(también llamado HER1 y ERBB1), HER2 (ERBB2), HER3 (ERBB3) y HER4 (ERBB4),
siendo estos receptores las dianas moleculares de varios anticuerpos terapéuticos
actualmente en uso.

Cetuximab es un mAb quimérico IgG1 especifico de EGFR, que actta bloqueando la
unién del ligando y la dimerizacién del receptor, necesarias para iniciar la sefializacién
a través de EGFR (Li et al., 2005). Panitumumab, un mAb completamente humano
IgG2, también especifico de EGFR, actia de un modo similar (Kim, 2009). Ambos mAb
se utilizan como terapia de segunda o tercera linea en pacientes con cincer colorrectal
metastasico.

A diferencia de EGFR, no se conoce al ligando de HER2 y los mAb terapéuticos
dirigidos contra este receptor ejercen su funcidén, principalmente, inhibiendo su
homo/heterodimerizacién y favoreciendo su internalizacién. Aproximadamente un
30% de los canceres de mama invasivos presentan amplificacién del gen HER2 con la
consiguiente sobreexpresién de su producto. HER2 también se sobreexpresa en
algunos adenocarcinomas de pulmdn, ovario, préstata y tracto gastrointestinal (Chen
et al., 2003). Trastuzumab es un mAb humanizado IgG1, empleado actualmente en el
tratamiento del cdncer de mama invasivo que presenta amplificacién y sobreexpresién
de HER2. Este mAb ejerce su accién antitumoral de forma directa, mediante la
inhibicién de la dimerizacién del receptor, promoviendo su endocitosis y posterior
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protedlisis del receptor; y de forma indirecta, mediante la activacién del sistema
inmune (Hudis, 2007).

1.3.4 Inhibicion de la angiogénesis tumoral

Los anticuerpos que modifican el microambiente tumoral e inhiben procesos tales
como la angiogénesis también han demostrado su eficacia en la terapia del cancer.
Muchos tumores sélidos expresan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGE),
que estimula la angiogénesis tras unirse a su receptor en el endotelio vascular.
Bevacizumab es un mAb humanizado, IgG1, especifico de VEGF que bloquea la unién
entre VEGF y su receptor. Este mAb esta indicado para el tratamiento del cdncer de
mama, colorrectal y de pulmén de células no pequeias, en combinacién con
quimioterapia citotéxica (Ellis and Hicklin, 2008) (Fig. 2C).

1.3.5 Activacién de las células T del sistema inmune

Ademads de dirigirse directamente a las células tumorales, se han desarrollado otras
estrategias terapéuticas basadas en mAb que mejoran la respuesta antitumoral del
sistema inmune del paciente. Esto incluye mAb frente a receptores implicados en
inmunorregulacién y en la reversién de la inmunosupresiéon tumoral. Ipilimumab es
un mAb completamente humano IgGl dirigido frente a CTLA-4, un homdlogo de
CD28. CTLA-4 actia como regulador negativo en la activacién de células T al unirse a
CD80 (también conocido como B7.1) y a CD86 (B7.2) con mayor afinidad que CD28.
Publicaciones recientes han mostrado que el bloqueo de la sefializaciéon de CTLA-4
mediada por ipilimimab mejora las funciones efectoras de las células T e inhibe a las
células T reguladoras (Treg), generando una mejor respuesta del sistema inmune
frente al tumor (Peggs et al., 2009) (Fig. 2A). Una segunda via de co-inhibicién utiliza
al receptor de muerte celular programada 1 (PD-1), otro receptor inhibidor presente en
las células T activadas. Cuando PD-1 se une a su ligando PD-L1, a menudo presente en
las células tumorales, la capacidad de la célula T activada de producir una respuesta
inmune eficaz disminuye. Los anticuerpos dirigidos contra PD-1, como nivolumab o
pembrolizumab, son capaces de restaurar o aumentar la respuesta inmune antitumoral
(Hamid et al,, 2013). Estos mAb terapéuticos que intervienen en la regulacién de la
activacién de las células T han sido recientemente aprobados para el tratamiento de
melanomas no operables o metastésicos.

1.3.6 Transporte dirigido de agentes citotoxicos

Los agentes citot6xicos pueden ser dirigidos de forma especifica a las células tumorales
mediante su conjugacién a un mAb. Esta estrategia limita los efectos secundarios
sistémicos al permitir reducir la dosis terapéutica de dichos agentes (Hughes, 2010)
(Fig. 2B y C). Brentuximab vedotin, un conjugado de un mAb dirigido frente a CD30
y el agente antimitético monometil auristatina E (MMAE) constituye un ejemplo de la
eficacia de este formato. Este firmaco ha sido aprobado para el tratamiento del
linfoma de Hodgkin refractario y el linfoma anaplasico sistémico (Younes et al., 2010).
Otro ejemplo es ibritumomab tiuxetan, un mAb especifico frente a CD20 conjugado al
radioisétopo *°Y, aprobado para el tratamiento de distintos tipos de linfomas no
Hodgkin (Witzig et al., 2002).
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2. Receptores de quimioquinas como diana para el tratamiento del
cancer

2.1 Las quimioquinas y sus receptores
2.1.1 Estructura y clasificacion de las quimioquinas y sus receptores

Las quimioquinas son una familia de pequefias citoquinas quimiotécticas, con 44
miembros en los seres humanos. Estas proteinas generan gradientes, solubles o
inmovilizados, capaces de dirigir el movimiento celular (Zlotnik and Yoshie, 2000).
Las quimioquinas, mediante el control del trafico de leucocitos y su reclutamiento,
desempefian un papel clave en la homeostasis y el mantenimiento de la inmunidad
innata y adquirida. También resultan esenciales en el desarrollo de los mamiferos y su
organogénesis, y al igual que otras citoquinas, estimulan el crecimiento, la
diferenciacién y la activacién celulares (Raman et al., 2011).

A nivel estructural, las quimioquinas se clasifican en cuatro grupos principales (CX3C,
CXC, CC y C) en base al numero y espaciamiento de los residuos de cisteina
conservados de su extremo N-terminal (Bachelerie et al., 2014). Estas proteinas, a
nivel funcional, se subdividen en "homeostaticas" o" inflamatorias", en funcién de si
son constitutivamente secretadas por células situadas en los 6rganos linfoides o bien
son liberadas en respuesta a estimulos inflamatorios (Rossi and Zlotnik, 2000).

Las quimioquinas ejercen sus efectos biolégicos mediante su interaccién con
receptores especificos presentes en la superficie celular, los receptores de
quimioquinas. Estructuralmente, éstos pertenecen a la superfamilia de receptores de
siete dominios transmembrana acoplados a proteina G (GPCR). La familia de los
receptores de quimioquinas consta de 24 miembros en los seres humanos y puede ser
dividida, en base a la clase de quimioquinas a las que se unen, en cuatro subfamilias
capaces de activar proteinas G (CX3CR, CXCR, CCR, y XCR), y una quinta subfamilia
(ACKR), constituida por 6 receptores atipicos, incapaces de activar proteinas G tras la
unién a su ligando (Bachelerie et al., 2014; Nibbs and Graham, 2013). El sistema
quimioquina/receptor de quimioquina es altamente redundante, ya que algunas
quimioquinas son capaces de unirse a multiples receptores, y viceversa (Fig. 3).
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Figura 3. El sistema de quimioquinas y sus receptores.

Esquema en el que se representan los receptores de quimioquinas y sus ligandos, segun la nomenclatura
aprobada por la LXXXIX International Union of Pharmacology (Bachelerie et al., 2014). Las quimoquinas
homeostéticas estan implicadas en el desarrollo, la organogénesis y otros procesos fisiolégicos. Las
quimioquinas inflamatorias son inducibles y estdn implicadas en la respuesta inmune. Los receptores
de quimioquina atipicos son, en general, incapaces de transducir sefiales a través de proteinas G, y
actuan como reguladores negativos en el sistema, al secuestrar quimioquinas. En los tumores y su
microambiente es frecuente la sobreexpresion de receptores de quimioquinas inflamatorios,
homeostéaticos y atipicos.

Adaptado de: Balkwill, 2012.

2.1.2 Serializacién intracelular de los receptores de quimioquinas

La unién de una quimioquina a su receptor activa diferentes vias de sefializacién de
forma casi simultanea, dando lugar a una variedad de respuestas celulares que incluyen
quimiotaxis, supervivencia celular, proliferacién, aumento de los niveles intracelulares
de calcio y transcripcién de determinados genes. La naturaleza precisa de estas vias
depende del par quimioquina/receptor del que se trate, asi como del tipo celular y su
estado de diferenciacién, maduracién y activacién.

El mecanismo de activacién de los receptores de quimioquina estd mediado por la
interaccidén del receptor con una proteina G heterotrimérica, asociada con la superficie
interna de la membrana plasmatica. El heterotrimero se compone de las subunidades
Go, GB y Gy, que en estado basal se encuentra unido al nucleétido GDP. Tras su
activacién por la unién de la quimioquina a su receptor, el GDP es liberado y sustituido

21



Introduccion

por GTP, dando lugar a la disociacién del dimero By y el mondémero a al que permanece
unido el GTP. El GTP se hidroliza ridpidamente a GDP dando lugar a la reasociaciéon del
trimero de proteina G y el receptor. En base a su homologia de secuencia, las
subunidades Ga se han dividido en cuatro familias: Go,, Goi, Gog y Goae. Cada familia
de subunidad Ga transmite la sefial de GPCR a través de diferentes rutas (Goldsmith
and Dhanasekaran, 2007). Los receptores de quimioquinas son receptores acoplados
principalmente a Go; y, como tales, su sefializacién puede ser inhibida por la toxina
pertisica. No obstante, multiples evidencias sugieren que la sefalizacién de los
receptores de quimioquinas no se limita a Go; como se pensé inicialmente, y pueden
acoplarse a otras proteinas Go (Rubin, 2009). La subunidad Gos estimula la
adenilciclasa mientras Go; la inhibe. Gog actda a través de PLC, favoreciendo la
hidrélisis de PIP2 en IP3 y DAG. A su vez, IP3 y DAG aumentan las concentraciones
intracelulares de calcio libre y activan una serie de proteinas quinasas, incluyendo PKC
(Mellado et al., 2001). Los receptores de quimioquinas asociados tanto a Go; como a
Go,q estimulan a las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Por su parte,
Guouz se asocia con proteinas G de bajo peso molecular tales como Rho y Ras (Fig. 4).

Una de las principales funciones de los receptores de quimioquinas es dar lugar a la
quimiotaxis, o movilizacién dirigida de las células en respuesta a su quimioquina
ligando. Esta estd mediada por PI3 quinasa (PI3K) (Ward, 2006), la cual puede ser
activada tanto por las subunidades Gy como por Go. La activacién de PI3K puede
resultar en la fosforilacién de componentes de adhesién focal tales como la quinasa
rica en prolina 2 (Pyk-2), el sustrato asociado a Crk (p130Cas), la quinasa de adhesién
focal (FAK), paxilina, Nck, Crk y Crk-L (Wang et al., 2000a; Zhang et al., 2001). La
quimiotaxis también puede ser mediada a través de PKC y MAPK o a través de Go, y
ERK 1/2 (Bendall et al., 2005).

Las quimioquinas pueden promover la supervivencia celular por dos mecanismos, la
inactivacién post traduccional de la maquinaria de muerte celular y por un aumento en
la transcripcién de genes relacionados con la supervivencia de las células (Barbero et
al., 2003; Suzuki et al., 2001; Vlahakis et al., 2002). La sefializacién a través de Ga;
desencadena la transcripcién y expresién de determinados genes a mediante el eje
PI3K-Akt-NFkB y también mediante MEK 1/2-ERK 1/2. ERK puede fosforilar y activar
otras proteinas celulares, como p90rsk, asi como translocarse al ntcleo donde fosforila
y/o0 activa factores de transcripcién, dando lugar a cambios en la expresién génica y la
progresion del ciclo celular. Algunas de las moléculas cuya expresién aumenta en
respuesta a la sefalizacién quimioquina/receptor son moléculas de adhesién, tales
como VLA-4 (Ngo et al., 2008; Sanz-Rodriguez et al., 2001).

La oligomerizacién de los GPCR también parece desempefiar un papel en la
modulacién de la sefializacién mediada por estos. Por ejemplo, se ha observado que la
homodimerizacién de CXCR4 desencadena la sefializacién de un modo independiente
de proteina G, a través de la via JAK/STAT (Mellado et al.,, 2001). Sin embargo, la
relevancia de JAK/STAT en la transduccién de sefial de los receptores de quimioquinas
ha sido cuestionado por algunos autores (Moriguchi et al., 2005).

La serializacion a través de los receptores de quimioquinas se desensibiliza
rapidamente tras la unién del ligando por la internalizacién del receptor. Ademas,
después de la unién del ligando, el extremo C-terminal del receptor se fosforila
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rapidamente en sus residuos serina por quinasas de GPCR (GRK) (Rubin, 2009). Este
proceso va seguido por el reclutamiento de B-arrestina y por endocitosis mediada por
clatrina. Sin embargo, las interacciones GRK-B-arrestina parecen desempefar papeles
diferentes en funcién de la clase de GRK implicada en la sefalizacién, generando
distintos efectos en la internalizacién del receptor, el flujo de calcio o la activacién de
ERK (Balabanian et al., 2008).
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Figura 4. Transduccion de sefial a través de los receptores de quimioquinas.
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Esquema en el que se representan distintas vias de sefializacién intracelular activadas por la interaccién
quimioquina-receptor. La activacién de los receptores de quimioquinas desencadena una variedad de
respuestas fisioldgicas, tales como quimiotaxis, supervivencia y proliferaciéon celular. Estos efectos son
dependientes del eje quimioquina/ligando y del tipo celular.

Adaptado de Teicher and Fricker, 2010 para el eje CXCL12/CXCR4.

2.2 Receptores de quimioquinas en cdncer

Las quimioquinas y sus receptores han sido implicados en la patogénesis de muchas
enfermedades inflamatorias e infecciosas, incluyendo artritis reumatoide, esclerosis
multiple, asma, arteriosclerosis o SIDA (Garin and Proudfoot, 2011); y también en
cancer (Zlotnik, 2004). Los niveles de expresién de quimioquinas y sus receptores a
menudo se desregulan en las células malignas, debido, por ejemplo, a la inactivacién de
genes supresores de tumores, a la activacién constitutiva de oncogenes o la expresién
alterada de factores de transcripcién (Mantovani et al., 2010).

Muchas células tumorales sobreexpresan receptores de quimioquinas funcionales, no
detectables en sus pares no transformadas. El receptor de quimioquinas mds
frecuentemente sobreexpresado en las células malignas es CXCR4 (Burger and Kipps,
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2006). Esta presente en mas de 23 tipos diferentes de cancer humano, incluyendo
aquellos de mayor incidencia, tales como colorrectal, pulmén, mama, prostata,
leucemia, cerebro, ovario, pancreas y melanoma (Balkwill, 2004). Los receptores
sobreexpresados responden a las sefiales de quimioquinas promoviendo la
supervivencia, proliferacién, adhesién o migracién de las células tumorales.

Existen multiples evidencias de que la expresiéon de un determinado receptor de
quimioquinas por un tumor dirige sus metdstasis de modo preferente hacia los
6rganos en los que se secreta su quimioquina ligando correspondiente (Sarvaiya et al.,
2013; Zlotnik et al., 2011). Un ejemplo es CCR7, cuya sobreexpresiéon es muy
frecuente en carcinomas gastricos y se asocia con metdstasis en los ganglios linféticos
y con un peor prondstico clinico (Mashino et al., 2002).

No obstante, la expresién de quimioquinas y sus receptores tienen un papel complejo
en la progresiéon del cancer. En las primeras fases del desarrollo tumoral, las
quimioquinas secretadas por las células iniciadoras del cincer o por las células
normales que las rodean, pueden ayudar a limitar el desarrollo del tumor al promover
la migracién de leucocitos hacia el lugar y la induccién de inmunidad antitumoral a
largo plazo. Sin embargo, muchas quimioquinas también pueden promover una
inflamacién crénica que favorece la progresién tumoral (Lazennec and Richmond,
2010) o facilitar la angiogénesis en los tejidos asociados al tumor (Gupta et al., 1998;
Tachibana et al., 1998).

2.3 mAb frente a receptores de quimioquinas para el tratamiento del cdncer

Todo lo anteriormente expuesto pone de manifiesto por qué los receptores de
quimioquinas son atractivas dianas para nuevos farmacos antitumorales (Garin and
Proudfoot, 2011). El enfoque inicial se centr6 en el desarrollo de pequefias moléculas
capaces de inhibir la sefializacién del receptor de quimioquinas, aunque el éxito de
estas estrategias fue limitado (Allegretti et al., 2012; Debnath et al., 2013). Los
recientes avances en el uso de mAb dirigidos a una variedad de moléculas para el
tratamiento de leucemias, cincer de mama, cdncer de colon y melanoma han
contribuido a dirigir los esfuerzos hacia la generacién de mAb con fines terapéuticos
especificos frente a quimioquinas y sus receptores.

Actualmente, tres mADb frente a receptores de quimioquinas estan siendo evaluados en
ensayos clinicos como tratamiento para distintos tipos de cancer, dirigidos frente a
CXCR4, CCR2 y CCR4. Un resumen de las principales caracteristicas de estos mAb se
muestra en la tabla 2. Otros mAb dirigidos frente a diferentes receptores de
quimioquinas han mostrado, en ensayos preclinicos, ser eficaces en modelos
xendgrafos de cancer (Bertolini et al., 2002; Brennecke et al., 2014; Chang et al., 2012;
Gelmini et al., 2009; Li et al., 2011; Matsuo et al., 2009; Muller et al., 2001; Panjideh et
al., 2014; Somovilla-Crespo et al., 2013; Tavor et al., 2004).
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Tabla 2. mAb anti receptores de quimioquinas para terapia antitumoral actualmente
en ensayos clinicos

Anticuerpo Diana Tipo de mAb Indicacién Ensayo clinico = Mecanismo de
(Fase, afio,n°)  accién
propuesto
MDX-1338 CXCR4 Humano, Leucemia mieloide Fasel, Induccién de
(BMS-9365649, IgG4 aguda 2010, apoptosis,
Ulocuplumab) NCT01120457 antagonismo
MLN-1202 CCR2 Humanizado, = Metastasis en hueso FaseII, Antagonismo
IgG1 2010,
NCT01015560
KW-0761 CCR4 Humanizado,  Linfoma cutdneo de Fase III, ADCC
(AMG-761, IgG1, células T 2012,
Mogamulizumab, defucosilado NCT01728805
Poteligeo) Leucemia/linfoma Aprobado,
adulto de células T 2012
CCR4* (en Japoén)

Nota: Otros ensayos clinicos para estos mab pueden consultarse en www.clinicaltrials.gov.

MDX-1338

Numerosas publicaciones han puesto de manifiesto el papel clave de CXCR4 en
diversos aspectos fundamentales de la progresién tumoral, incluyendo proliferacion,
migracidn, invasién y angiogénesis (Darash-Yahana et al., 2004; Furusato et al., 2010).
Se han desarrollado diversos proyectos para generar mAb terapéuticos anti CXCR4. El
candidato mas avanzado es MDX-1338, un mAb anti CXCR4 también denominado
como BMS-936564. Este mAb se gener6 por inmunizacién de ratones transgénicos
para los genes de Ig humanas, empleando células de ratén transfectadas con CXCR4
humano (Kuhne et al.,, 2013). MDX-1338 es un mAb de alta afinidad e isotipo IgG4,
que bloquea la unién de CXCL12 a su receptor inhibiendo la migracién y el flujo de
caldo inducidos por CXCL12. MDX-1338 ha mostrado actividad antitumoral en
modelos xenégrafos de leucemia mieloide aguda, linfoma no Hodgkin y mieloma
multiple. En ensayos in vitro se ha visto que este mAb promueve apoptosis en las
células tumorales, por lo que esta accién directa se ha propuesto como uno de los
mecanismos por los que inhibe el crecimiento tumoral (Kuhne et al., 2013).

MDX-1338 acaba de completar un primer estudio clinico de fase I para evaluar su
seguridad, tolerabilidad y farmacodindmica y eficacia preliminares. Los participantes
en el estudio eran pacientes con recidiva de leucemia aguda mieloide y otras neoplasias
de células B.

MLN-1202

La expresién de CCR2 en células tumorales de prdstata y mama facilita las metastasis
en hueso, donde se expresa su ligando, CCL2. Se han observado niveles séricos de
CCL2 mas elevados en pacientes de cancer de prostata con metdstasis 6seas respecto a
los pacientes con tumores localizados (Lu et al., 2009). Ademds, ensayos in vitro e in
vivo, utilizando células de cincer de prdstata y de mama, mostraron que el eje
CCR2/CCL2 promueve el crecimiento tumoral en el hueso (Lu and Kang, 2009; Lu et
al,, 2009).
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Recientemente se ha evaluado la aplicacién terapéutica de MLN-1202, un mAb
humanizado anti CCR2, con actividad neutralizante, en un ensayo clinico de fase II
(Vergunst et al., 2008). MLN-1202 se administr6 a pacientes con metdstasis dsea con
objeto de determinar su efecto sobre la proliferacién de células tumorales, el trifico de
monocitos y macréfagos, y la maduracién de osteoclastos. Los resultados del ensayo
sugieren un efecto positivo del mAb en estos pacientes, en base a la cuantificacién de
la concentracién en orina de N-telopéptidos, un marcador de las tasas de recambio
4seo.

KW-0761

CCR4 es un receptor de quimioquinas expresado predominantemente en células T
cooperadoras de tipo 2 (Th2), células T reguladoras (Treg) Foxp3*, un subconjunto de
células CD4* Thl7, y células T infiltrantes en la piel positivas para el antigeno de
linfocito cutdneo (CLA) (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Bonecchi et al., 1998; Campbell
et al.,, 1999; Gobert et al., 2009). Este receptor une dos ligandos, CCL17 y CCL22.
CCR4 ha sido implicado en la patologia de algunas enfermedades inflamatorias y
cancer, encontrandose sobreexpresado en células de leucemia de células T en adultos,
linfoma cutdneo de células T y linfoma periférico de células T (Ferenczi et al., 2002;
Ishida et al., 2004; Ishida et al., 2003).

El mAb KW-0761, de nombre comercial mogamulizumab, es un mAb humanizado,
defucosilado, de tipo IgG1, especifico de CCR4. Deriva del mAb murino KM2160,
posteriormente quimerizado dando lugar a KM2760 y finalmente humanizado y
defucosilado (Ishii et al., 2010). Las tres versiones de este mAb reconocen un epitopo
en la regiéon N-terminal de CCR4 humano pero no bloquean la interaccién entre CCR4
y sus ligandos ni inhiben la sefializacién mediada por CCR4.

KW-0761 fue aprobado para su uso en Japén en 2012 para el tratamiento de pacientes
de leucemia de células T CCR4* resistente o en recidiva. Es el primer mAb contra un
receptor GPCR que se utiliza como farmaco para el tratamiento del cincer. En otros
paises hay varios ensayos clinicos en curso, como uno en fase III para comparar la
supervivencia libre de progresién tumoral, en pacientes con linfoma cutdneo de células
T tratados previamente, a los que se les administra bien KW-0761 o bien vorinostat
(un inhibidor quimico de las histona deacetilasas).

2.4 Elreceptor de quimioquinas CCR9

El receptor de quimioquinas humano 9 (CCR9) se identificé por primera vez en 1999,
por dos grupos de investigacién de forma simultdnea (Youn et al., 1999; Zaballos et al.,
1999). En condiciones fisiolégicas, CCR9 se expresa en un conjunto muy limitado de
leucocitos. Se ha descrito su expresiéon en timocitos (Carramolino et al, 2001;
Zaballos et al., 1999), células infiltrantes en el intestino delgado (Kunkel et al., 2000),
y en pequefias subpoblaciones de células T de memoria circulantes (Zabel et al., 1999)
y de células dendriticas plasmacitoides (Wendland et al., 2007). CCR9 sélo tiene una
quimioquina ligando conocida, CCL25, también denominada TECK (thymus expressed
chemokine).

En condiciones no patoldgicas, CCR9 juega un papel en el desarrollo de las células T y
en su reclutamiento a tejidos especificos, mediado por su unién a CCL25. Esta
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quimioquina se secreta por células epiteliales y dendriticas del timo (Vicari et al., 1997;
Whurbel et al., 2000) y por células epiteliales del intestino delgado (Kunkel et al., 2000).
Como resultado, se produce un enriquecimiento de células linfoides CCR9* en el
intestino delgado y en el colon en relacién con su representacién en linfocitos
circulantes (Zaballos et al., 1999). También se ha observado que ratones deficientes en
CCR9 presentan un fenotipo casi normal en ausencia de desafio inmunoldgico. A
pesar de que uno de los principales sitios de expresién de CCL25 es el timo, no se
observaron en estos ratones efectos importantes sobre el desarrollo intratimico de sus
células T derivados de la ausencia de CCR9. Sin embargo, en condiciones
inflamatorias, los ratones knockout para CCR9 si mostraron una disminucién en la
migracién de linfocitos hacia el intestino delgado (Wurbel et al., 2001).

Existen dos isoformas alternativas de CCR9 humano (hCCR9), ambas funcionales,
denominadas A y B, siendo A la de expresién mayoritaria, en un ratio de 10:1, tanto en
lineas de linfocitos T inmortalizadas, como en células mononucleares de sangre
periférica y timocitos humanos (Yu et al., 2000). La isoforma A se ha establecido,
pues, como la forma canénica de CCR9, que difiere de B en que posee 12 aa adicionales
en el extremo N-terminal (Fig 5A). La secuencia completa de aa de hCCR9-A y la
localizacién subcelular de cada dominio de este receptor de siete dominios
transmembrana se muestra en las figuras 5B y C, respectivamente.

A
exo6n 1 intrén 1 ex6n 2 intrén 2 exén 3
gen hCCR9: 8250 bp 5855 bp
ex6n 1 exén 2 ex6én 3
Taa 362 aa
mRNA hCCR9-A (369 aa)
357 aa
mRNA hCCR9-B (357 aa)
B C
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Figura 5. Esquema del gen y de la proteina hCCR9. Secuencia de aminoacidos.

(A) Esquema de los exones e intrones que componen el gen hCCR9. Se indica la composicién de los
trasnscritos que dan lugar a las dos isoformas de hCCR9. (B) Secuencia de aa de hCCR9-A. Los aa
correspondientes a los dominios extracelulares se indican en color azul, a los dominios transmembrana
en negro y a los dominios intracelulares en naranja. (C) Estructura de la proteina hCCR9. El receptor
de quimioquinas CCR9 se organiza en la membrana plasmatica con siete dominios transmembrana
(gris); un extremo N-terminal y tres loops extracelulares (azul); y un dominio C-terminal y tres loops
intracelulares (naranja).
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2.5 CCR9 como diana terapéutica para el tratamiento del cdncer

La eleccién de un antigeno tumoral adecuado para la generacién de anticuerpos
terapéuticos requiere un anilisis exhaustivo de su expresién en diferentes tipos de
tumores y en tejidos normales, asi como una comprensién de la funcién biolégica del
antigeno tanto en el tejido sano como el tumoral. En este sentido, los receptores de
quimioquinas constituyen una diana de interés frente a la que desarrollar mAb
terapéuticos para el tratamiento del cancer.

En el caso concreto del receptor de quimioquinas CCRY, se ha detectado su expresién
en algunos tumores sélidos y hematoldgicos, como son cancer cancer colorrectal (Chen
et al., 2012), melanomas (Amersi et al., 2008), cancer de mama (Johnson-Holiday et
al., 2011a) y leucemias linfociticas agudas de células T (Qiuping et al., 2003). También
se ha descrito la expresiéon de CCR9 en lineas celulares establecidas derivadas de cancer
de ovario y de préstata (Johnson et al., 2010; Sharma et al., 2010).

La transformacién a células malignas puede dar lugar a la expresiéon de CCR9 en células
que de manera normal no lo expresan. Se ha detectado la expresién de CCR9 en
leucemias linfociticas agudas de células T CD4* en adultos, y con menor frecuencia en
las crénicas, mientras que su expresién en células T CD4* no patolégicas es muy poco
frecuente (Qiuping et al., 2003). Del mismo modo, ensayos de inmunohistoquimica
mostraron que las muestras de tejido poco o moderadamente diferenciado de cancer
de mama expresan mayores niveles de CCR9 que los tejidos de mama no neopldsicos
(Johnson-Holiday et al., 2011a).

La quimioquina CCL25 secretada por las células del epitelio intestinal puede actuar
como polo de atraccién de células metastdsicas CCR9* cuyos tumores primarios tienen
origen externo al aparato gastrointestinal. La inmensa mayoria de las metastasis de
melanoma que se localizan en el intestino delgado expresan CCR9, mientras que este
receptor no se ha detectado en metastasis de melanoma en otros érganos. Una
activacién del eje CCR9/CCL25 podria ser la causa de la elevada incidencia de las
metastasis de melanoma en intestino (Amersi et al., 2008). De forma inversa, en el
caso de tumores primarios de colon e intestino, la activacién del eje CCR9/CCL25
parece inhibir la capacidad de invasién y metdstasis en los canceres colorrectales. Los
niveles de expresién determinados mediante inmunohistoquimica de CCR9 en
adenomas de colon fueron los més elevados, y se observé como estos niveles decrecian
con el aumento en la capacidad invasiva y metastasica de los distintos tipos de cancer
colorrectal analizados (Chen et al., 2012).

Se ha descrito que la expresién de CRR9 puede conferir ventajas competitivas a las
células tumorales. La unién de CCL25 a su receptor aumenta la supervivencia celular y
la resistencia a la apoptosis a través de la via PI3K/Akt en carcinomas de ovario, mama
y prostata (Johnson et al., 2010; Johnson-Holiday et al., 2011b; Sharma et al., 2010).
En células de leucemia, se ha observado que el eje CCL25/CCR9 activa la cascada de
sefializacién antiapoptética de JNK1 (Qiuping et al., 2004) e induce proliferacién
celular via Notchl (Mirandola et al., 2012).

Todas estas caracteristicas del eje CCR9/CCL25 lo convierten en un objetivo de interés
para el tratamiento del cidncer. Hasta la fecha, se han desarrollado dos estrategias
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experimentales que utilizan el eje CCR9/CCL25 como diana para el inhibir el
crecimiento de tumores humanos CCR9* en modelos xenogénicos. Por una parte, se
ha utilizado la quimioquina CCL25 acoplada a la toxina PE38 para tratar xenoinjertos
de células CCR9* de la linea celular de leucemia linfocitica humana MOLT-4 (Hu et al.,
2011). También se ha empleado un mAb anti CCL25, que bloquea su via de
sefializaciéon a través de CCR9, en combinacién con el agente citotéxico etopdsido, en
un modelo xendgrafo de células CCR9* (Sharma et al., 2010). Aunque los resultados de
estos estudios son limitados, ambas estrategias proporcionaron las primeras
evidencias de que CCR9 constituye una diana potencial para la inmunoterapia del
cancer.
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Objetivos

La expresion diferencial de receptores de quimioquinas en las células tumorales, junto
con su capacidad de conferirles ventajas competitivas, ha convertido a estas moléculas
en dianas para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos antitumorales. Entre ellos,
el receptor CCRY es un objetivo de interés en la busqueda de tratamientos
personalizados para pacientes con neoplasias, especialmente de origen hematoldgico.

Los objetivos generales de este trabajo son, pues:

1. Generar anticuerpos monoclonales frente al receptor de quimioquinas CCR9
humano mediante inmunizacién génica.

2. Caracterizar la especificidad, estructura y funcién de anticuerpos
monoclonales anti CCR9; utilizando ensayos in vitro y modelos bioinformaticos.

3. Evaluar la capacidad de los anticuerpos anti CCR9 de inhibir el crecimiento
de tumores humanos en ratones inmunodeficientes y analizar sus posibles
mecanismos de accién.

4. Analizar la expresién de CCR9 en muestras tumorales humanas de diferentes

origenes, y su relacién con la informacién diagnéstica disponible de los
correspondientes pacientes.

31






Materiales y métodos






Materiales y métodos

1. Cultivo celular

Las células se crecieron en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Lonza); suplementado con 10% suero fetal de bovino (FBS, Lonza) previamente
inactivado durante 30 min a 56°C, 2 mM L-glutamina (Lonza), 50 U/ml penicilina
(Lonza) y 50 pg/ml estreptomicina (Lonza) (medio completo). Los cultivos se
mantuvieron en un incubador a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO..

Las lineas celulares humanas MOLT-4 (CRL-1582) y Jurkat (TIB-152), de leucemia
linfocitica aguda de células T, fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC).

Las células MOLT-4 bioluminiscentes (MOLT-4-luc) (Chamorro et al., 2014) se
generaron por infeccién de células MOLT-4 con un lentivirus recombinante que
codifica para la proteina verde fluorescente (EGFP) y luciferasa roja (Promega). Las
células infectadas que expresaban altos niveles de EGFP fueron aisladas mediante un
separador de células marcadas con fluorescencia (fluorescence activated cell sorting,
FACS), clonadas, expandidas y utilizadas para ensayos de bioluminiscencia in vivo. Se
comprob6 que las células MOLT-4-luc mantenian el patrén de crecimiento de las
células MOLT-4 parentales y conservaban el mismo nivel de expresién de CCR9 en su
superficie.

Las células embrionarias de rifién humano HEK-293 (CRL-1573) se transfectaron de
manera estable mediante electroporacién con vectores pCI-neo (pCIneo) con insertos
que codificaban para la expresién de diferentes receptores de quimioquinas (Chamorro
et al.,, 2014). Se seleccionaron en presencia de 1 mg/ml del antibiético G418 (Sigma-
Aldrich) y se clonaron. Los clones que expresaban altos niveles del receptor de
quimioquinas correspondiente se identificaron mediante citometria de flujo. Las
células transfectadas establemente con los receptores hCCR4 y hCCR5 fueron
generosamente cedidas por el Dr. A. Zaballos (ISCIII, Madrid), y las células
transfectadas con hCCR6 y hCCR8 se generaron anteriormente por el mismo grupo de
investigacién (Carramolino et al., 1999; Goya et al., 1998). Los clones se crecieron en
medio completo en presencia de 1 mg/ml de G418 y se comprobé que mantenian la
expresion de la proteina de interés antes de emplearlos en cada experimento.

Los leucocitos de sangre periférica y los timocitos, obtenidos a partir de fragmentos de
timo extirpados durante cirugia cardiaca, fueron obtenidos después de recibir el
consentimiento informado de los pacientes de acuerdo con la Declaracién de Helsinki
y conforme a las indicaciones del Comité de Etica de la Investigacién conjunto del
CNB-CBMSO/CSIC (Martin-Gayo et al., 2010).

2. Generacion de anticuerpos

2.1. Inmunizacién de ratones BALB/c

Los anticuerpos anti hCCR9 se generaron mediante inmunizacién intradérmica de seis
ratones hembras BALB/c (10-12 semanas de edad) empleando una pistola genética

Helios (BioRad). Cada ratén fue inoculado con 2 pg de particulas de oro de 1,6 nm
(BioRad) recubiertas con un vector plasmidico pClneo que contenia la secuencia del
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cDNA de hCCR9 los dias 0 y 30 de la inmunizacién. El dia 45 se extrajo suero de los
ratones que se utilizé para analizar la presencia de anticuerpos especificos anti hCCR9
mediante citometria de flujo frente a células HEK-293 transfectadas con pClneo-
hCCR9 o con el vector pClneo vacio (control negativo). Se seleccionaron los ratones
con mejor respuesta inmune y se les administraron dos inyecciones por via
intravenosa, con 107 células HEK-293 transfectadas con pClneo-hCCRY, los dias 57 y
58 de la pauta de inmunizacién.

2.2 Fusién celular

El dia 60, se procedié a la fusién de los esplenocitos de ratén con células de mieloma
murino no productor de Ig. El bazo de los ratones inmunizados se disgregd, y los
esplenocitos se fusionaron con células de la linea tumoral de ratén P3-X63.Ag8.653,
utilizando polietilenglicol (PEG) como agente fusogénico (Kohler and Milstein, 1975)
(Kremer and Marquez, 2004). Las células del mieloma empleado son deficientes en dos
enzimas implicadas en la via de recuperacién de acidos nucleicos, la timidina kinasa
(TK) y la hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT). Los productos de la
fusién celular se repartieron en placas de 96 pocillos y se cultivaron en un medio
selectivo que contenia azaserina 10 nM (Sigma-Aldrich), hipoxantina y timidina
ClonaCell-HY E (StemCell Technologies). Tan sélo aquellas células resultantes de la
fusién entre un linfocito y una célula de mieloma son capaces de dividirse
ilimitadamente en este medio selectivo.

2.3 Seleccién de hibridomas y estabilizacion por dilucién limite

La presencia de anticuerpos especificos de hCCR9 secretados al medio de cultivo de los
pocillos de la fusién fue analizada el dia 15 después de plaqueada la fusién. Los medios
de cultivo condicionados por el crecimiento de hibridomas se analizaron mediante
citometria de flujo utilizando células HEK-293 transfectadas con pClneo-hCCR9 o con
el plasmido pCIneo vacio como control negativo. Las células hibridas obtenidas tras el
proceso de fusién contienen un ndmero elevado de cromosomas, y en las sucesivas
divisiones celulares algunos tienden a perderse. Como consecuencia, algunas células
pierden la capacidad de produccién de una o de las dos cadenas de Ig, o bien funciones
basicas para la viabilidad celular. Por tanto, tan pronto como se identifica como
positivo un pocillo, las células del mismo deben someterse a un proceso de clonacién.
Los hibridomas productores de los mAb 91R y 92R, se sometieron a tres ciclos de
clonacién por dilucién limite seguidos del control, por citometria de flujo, de la
secrecién de mAb anti hCCR9, entre 10 y 12 dias después de iniciar cada proceso de
clonacién.

2.4 Purificacion de mAb

Los clones de hibridoma seleccionados, 91R y 92R, se crecieron en medio completo y se
fue aumentando el volumen de cultivo hasta llegar a 0,5 a 1 L de cultivo; y
disminuyendo el porcentaje de FBS de forma progresiva hasta el 3,5% de FBS, para
reducir la concentracién de Ig bovinas. Los anticuerpos secretados se purificaron
mediante cromatografia de afinidad en columnas HiTrap de proteina G acoplada a
sefarosa (GE Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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2.5 Determinacion de isotipo y biotinilacién de mAb

Elisotipo de los mAb purificados se determiné mediante ELISA, utilizando anticuerpos
de cabra anti IgG de ratén especificos de cada isotipo, conjugados a HRP (Southern
Biotech) (Hornbeck et al., 2001). Los mAb se biotinilaron en sus grupos carbohidrato,
utilizando el reactivo EZ-Link Hidrazide-LC-Biotin (Thermo Scientific), conforme a las
indicaciones del fabricante. La eficiencia de biotinilacién se evalu6 mediante ELISA y
citometria de flujo. Se titulé el mAb marcado utilizando en paralelo estreptavidina y
un anticuerpo secundario anti Ig de ratén, conjugados a peroxidasa.

3. Silenciamiento génico

Para el silenciamiento génico del receptor de quimioquinas hCCR9-A (secuencia de
referencia NCBI: NM_031200) expresado de forma enddgena en células de leucemia
linfocitica humana MOLT-4, se emplearon particulas lentivirales portadoras de
shRNA. Las particulas lentivirales se prepararon utilizando los vectores productores
de proteinas de empaquetamiento pCMV-dR8.91 y pMD2.G (Addgene) junto con
diferentes vectores de expresiéon de shRNA (Mission SHCLNG, Sigma-Aldrich). Cada
vector de expresién de shRNA se cotransfectd junto con pCMV-dR8.91 y pMD2.G en
células HEK-293T utilizando OptiMEM (Life Technologies). Transcurridas 48 h, el
medio enriquecido con particulas lentivirales se recolecté y se pasé por un filtro estéril
de 0,45 pm (Millipore) (Tiscornia et al., 2006). El titulo viral se determiné mediante
tincién de unidades formadoras de placas (ufp) con el colorante catidnico cristal
violeta (Sigma-Aldrich).

Se plaquearon 2x10° células MOLT-4 en 1 ml de medio completo, 24 h antes de la
infeccién con 350 ufp del pseudovirus indicado. Transcurridas 48 h, se sustituyé el
medio por medio completo suplementado con 2 pg/ml de puromicina (Life
Technologies), para seleccionar las células infectadas. Las células se cultivaron durante
siete dias y entonces se realizé un andlisis de la expresién de hCCR9. Se probaron
cinco secuencias de sShRNA-CCR9 distintas, y se seleccion6 aquella que dio lugar a los
niveles mds bajos expresién de CCR9 determinados mediante RT-qPCR y citometria de
flujo, que es la que se indica en la tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de los shRNA codificados por los plasmidos Mission SHCLNG
utilizados

shRNA N° TRC Secuencia 5’-3’

CCCGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTC
GACTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT

CCGGCTGATGACTATGGCTCTGAATCTC
GAGATTCAGAGCCATAGTCATCAGTTTTT

shRNA control SHC-002

shRNA-CCR9 TRCN0000008221
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4. Citometria de flujo

4.1 Tincién de células en cultivo

Las células a analizar, 2x10° por pocillo, se centrifugaron en placas de 96 pocillos de
fondo en V (Nunc) y se lavaron con tampén fosfato salino (1 mM KH,PO,, 10 mM
Na,HPO,, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7; PBS) con 0,5% albimina de suero bovino
(BSA; Sigma-Aldrich), 1% FBS y 0,1% azida sédica (PBSst). Para bloquear las uniones
inespecificas, las células se pre incubaron (30 min, 4°C) en PBSst con 40 pg/ml de IgG
de rata (Sigma-Aldrich) en un volumen final de 100 pl. En los marcajes directos, las
células se incubaron con el anticuerpo primario conjugado a un fluorocromo (30 min,
4°C), se lavaron y se analizaron. En los marcajes indirectos, las células se incubaron
con el anticuerpo primario sin marcar (30 min, 4°C), se lavaron, y posteriormente se
incubaron con una solucién de fragmentos F(ab’)2 de anticuerpos de cabra anti IgG de
ratén (H+L) marcados con un fluorocromo (Beckman Coulter). Se empled siempre
como control un mAb del mismo isotipo marcado con el mismo fluorocromo que el
correspondiente mAb primario marcado o un mAb control isotipico sin marcar,
conforme al ensayo realizado. Las muestras se analizaron en un citémetro Cytomics
FC500 de Bekman Coulter y los datos se procesaron con el programa FlowJo.

En los ensayos de competicién entre distintos mAb, las células se preincubaron con 50
ul de PBSst conteniendo el mAb competidor sin marcar (20 pg/ml, 30 min, 4°C). A
continuacién, se afiadieron 50 pl de PBSst conteniendo el mAb correspondiente
marcado con biotina (5 pg/ml, 20 min, 4°C). Tras una etapa de lavado, las células se
incubaron con estreptavidina marcada con ficoeritrina (PE) y se analizaron por
citometria de flujo.

En los ensayos de competicién quimioquina-mAb, las células se preincubaron con 50 pl
de PBSst conteniendo hCCL25 o hCXCL12 recombinantes (Peprotech, 700 nM, 40
min, 4°C). A continuacién, se anadieron 50 pl de PBSst conteniendo 91R o el mAb
control (0,5 pg/ml, 30 min, 4°C). Tras una etapa de lavado, las células se incubaron
con una solucién de fragmentos F(ab’)2 de Ig de cabra anti IgG de ratén (H+L)
marcados con PE (Beckman Coulter) y se analizaron por citometria de flujo.

4.2 Tincion de células de muestras de sangre o médula dsea

Las muestras de pacientes de diferentes neoplasis hematolégicas se obtuvieron tras
obtener el consentimiento informado de los pacientes y en el contexto de un proyecto
de investigacién conjunto con la Dra. Cecilia Muiioz del Servicio de Inmunologia del
Hospital Universitario de la Princesa. El proyecto fue evaluado y aprobado por parte
de la Comisién de Investigacién del Hospital Universitario de la Princesa y del Comité
de Etica de la Investigacién conjunto del CNB/CBMSO.

Para la tincién, 100 pl de las muestras de sangre periférica o médula dsea se incubaron
durante 30 min a 4 °C con una mezcla de los siguientes anticuerpos: i) los anticuerpos
primarios marcados indicados en cada caso a concentraciones éptimas (de 1 a 3
pg/ml); ii) el mAb 91R o su control isotipico (1 pg/ml); iii) fragmentos F(ab’)2 de Ab de
cabra anti IgG de ratén (H+L) marcados con FITC. A continuacién, se lisaron los
eritrocitos utilizando la solucién Fluorescein-activated cell sorter lysing solution (Becton
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Dickinson) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por tultimo, los leucocitos se
resuspendieron en 500 pl de PBS enfriado en hielo.

El andlisis se realiz6 en un citémetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson). Se
emplearon los programas CellQuest (Becton Dickinson) para la adquisicién y FlowJo
par al anélisis. En todos los casos se adquirié un minimo de 5.000 células neoplasicas.

5. Ensayo de movilizacion de calcio intracelular

Se emplearon células MOLT-4, resuspendidas a una concentracién de 2,5x10° células
por ml de medio completo, las cuales se incubaron durante 30 min con el agente
quelante de calcio Fura-03 AM (Molecular Probes; 6,25 M). Tras tres lavados con PBS,
la células cargadas se resuspendieron en medio completo con CaCl, 2 mM a una
concentracién de 0.5x10° células/ml. A continuacién, se afiadi6 CCL25 humana
recombinante (Peprotech; 50 nM) y se incub6 durante los tiempos indicados. La
fluorescencia generada por el flujo de calcio hacia el citoplasma de las células se midi6
en un citémetro de flujo Epics XL (Bekman Coulter) y se analizé con el programa
FlowJo. Se utiliz6 ionomicina (Life Technologies; 5Sug/ml) para abrir
inespecificamente todos los canales de calcio y determinar la cantidad maxima de
calcio movilizable en cada muestra.

6. Ensayo de migracion celular

La quimiotaxis se determiné por triplicado, en cdmaras de cultivo celular Transwell
(Costar; didmetro de poro 5 um). En la cdmara superior se afiadieron un total de 10°
células resuspendidas en 100 pl de DMEM-0,5% BSA con el mAb indicado a una
concentracién final de 10 a 100 pg/ml. En la cdmara inferior se afiadieron 600 pl de
DMEM-0,5% BSA con CCL25 humana recombinante (Peprotech; 200 nM). Se
permitié la migracién celular durante 4 h en un incubador a 37°C. Las células que
migraron fueron recogidas de la camara inferior y contadas en un citémetro de flujo
Cytomics FC500 (Bekman Coulter). Se realizé un recuento de eventos dentro de la
poblacién de células vivas durante en un periodo de 60 segundos a flujo constante.

7. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Se utiliz6 un ELISA para evaluar la competicién entre anticuerpos por la unién a su
antigeno. Se incubaron placas de 96 pocillos MaxiSorp (Nunc) con 100 pl de un
péptido sintético correspondiente a los aa de las posiciones 2-22 de hCCR9-A a 0,2
pug/ml en PBS (24 h, 4°C). La sintesis del péptido se realizé en la Unidad de
Proteémica del CNB/CSIC utilizando protocolos de 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).
Tras un lavado de la placa, esta se bloque6 con 180 pl de PBS-0,5% BSA (1 h,
temperatura ambiente (RT)), se lavé y se afiadieron 90 pl del mAb competidor frio en
PBS-0,5% BSA (20 pg/ml, 30 min, RT). En el mismo pocillo, a continuacién, se
anadieron 20 pl del mAb correspondiente marcado con biotina en PBS-0,5% BSA (5
pg/ml, 20 min, 4°C). Tras tres lavados, se afiadieron 80 pl de estreptavidina-HRP (GE
Healthcare), se lav6 tres veces mas y se revel6 con 80 pl de sustrato o-fenilendiamina
(OPD) (Sigma-Aldrich) a 0,4 mg/ml en tampén citrato 0,05 M, pH 5. Se midié la
absorbancia a 490 nm en un lector de placas modelo 680 (Biorad).
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8. Electroforesis en gel de poliacrilamida, electrotransferencia e
inmunodeteccion

Se prepararon extractos de membrana a partir de células cultivadas en suspensién y en
fase de crecimiento exponencial. Las células se centrifugaron y se lavaron con PBS. A
continuacion, las células (5 x 10°) se resuspendieron en tampén hipoténico (50 mM
NaCl, 1 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 5 mM Tris-HCl, pH 7,4), se sometieron a cuatro
ciclos de congelacién-descongelacién y se centrifugaron (750 x g, 2 min, 4°C) para
precipitar los nucleos y las células intactas remanentes. Los sobrenadantes se
trasladaron a otro tubo y se centrifugaron nuevamente (18.000 x g, 30 min, 4°C). La
fraccion de membranas sedimentada se resuspendié en PBS con inhibidores de
proteasas Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific) y se solubiliz6
diluyéndola en un volumen igual de PBS-20% SDS-100 mM ditiotreitol (30 min, RT).
Las proteinas de la muestra se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en presencia del agente reductor -
mercaptoetanol y se transfirieron a membranas de Immobilon PVDF (Millipore). Las
membranas se incubaron con tampén de bloqueo (5% BSA, 5% leche en polvo
desnatada y 0,05% Tween 20 en PBS, una noche, 4°C), seguido por una incubacién con
el mAb 91R disuelto en el tampén de bloqueo (1 ug/ml, 2 h, RT). A continuacién se
incubé con un anticuerpo de cabra frente a Ig de ratén acoplado a peroxidasa. Las
membranas fueron lavadas y reveladas con ECL Western Blotting Substrate (GE
Healthcare). Para controlar la carga de los diferentes carriles de la electroforesis, las
membranas fueron reutilizadas e incubadas con anticuerpos anti hCD71 (0,4 mg/ml, 2
h, RT). Cuando se indica, las muestras proteicas fueron N-desglicosiladas utilizando la
enzima N-glicosidasa F (PNGase F, New England Biolabs; 1 h, 37°C).

9. Resonancia de plasmén de superficie (SPR)

Los ensayos de SPR se llevaron a cabo en en un biosensor robotizado, modelo Biacore
3000 (GE Helthcare) utilizando chips sensores CM5, recubiertos por una capa de
carboximetil dextrano. El tampén empleado fue HBS-EP (10 mM Hepes pH 7.4, 200
mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% surfactante polisorbato 20 (P20))

Para el estudio de las constantes cinéticas y de afinidad de la interaccién, se inmovilizé
el péptido correspondiente a los aa 2-22 de hCCR9-A en la flow cell 2 (FC2) del sensor
chip mediante acoplamiento a través de grupos amino. Para la activacién de la
superficie se inyecté N-hidroxisuccinimida (NHS) 0,05 M con 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) 0,2 M a un flujo de 5 pl/min durante 7 min.
A continuacién se inyect6 el péptido a 20 pug/ml en tampén acetato de sodio 20 mM,
pH 3,0, durante 2 min. Finalmente, se bloquearon los sitios que continuaban activos
sobre la superficie del chip con etanolamina 1 M, pH 8,5 durante un tiempo de
contacto de 7 min. Como superficie de referencia se empleé la FC1, la cual se someti6
al mismo proceso de activacién/desactivacion, pero en ausencia de ligando.

Se inyectaron diferentes concentraciones por duplicado de los mAb anti CCR9 91R y
92R (0,41; 1,23; 3,7; 11,1; 33,3 y 100 nM) a un flujo de trabajo de 30 pl/min, con un
tiempo de asociacién de 3 min y un tiempo de disociacién de 3 min. Para regenerar la
superficie del chip sensor se empleé glicina-HCl 10 mM, pH 1,5 con un tiempo de
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contacto de 30 s. Como control negativo se emple6 otro anticuerpo monoclonal del
mismo isotipo, en las misma condiciones experimentales. Los sensorgramas obtenidos
correspondientes a las distintas concentraciones de mAb fueron superpuestos,
alineados y analizados con el programa BlAevaluation 4.1, ajustando los datos a un
modelo de interaccién 1:1 (de Langmuir). La reproducibilidad del ensayo se analiz6
mediante la evaluacién de la variabilidad en un mismo dia y entre diferentes dias.
También se analizé la variabilidad de la sefial utilizando diferentes superficies y
distintos lotes de anticuerpo. Se comprobé que no existia deficiencia en el transporte
de masas variando la velocidad de flujo. Todos los datos fueron procesados utilizando
el método de doble referencia (Myszka, 2000).

10. Analisis Pepscan

La sintesis simultinea de péptidos multiples sobre una membrana de celulosa se
realiz6 en la Unidad de Proteémica del CNB/CSIC, utilizando protocolos Fmoc. Los
péptidos se sintetizaron mediante conjugacién secuencial de aminodacidos protegidos a
la membrana, a partir de sus extremos carboxilo terminal. La aplicacién de los
aminodacidos activados se llevé a cabo de forma automadtica utilizando el robot Auto-
Spot Robot ASP222 (Abimed). Cada membrana contenia un conjunto de péptidos de
12 aminoécidos de largo, cuyas secuencias estaban superpuestas en 10 aminoacidos y
que cubrian la secuencia completa de la isoforma A de hCCR9 (369 aminoécidos).
También se sintetizaron conjuntos de péptidos correspondientes a los aa 8-19 de la
secuencia de hCCR9-A, en los que se sustituyd una de las posiciones correspondientes
a los residuos 11, 12, 13, 14, 15 0 16 por cada uno de los restantes aa proteinogénicos.
Las membranas se incubaron en tampé6n de bloqueo, seguido por un mAb anti hCCR9
(1 pg/ml, 2 h, RT). A continuacién, se incub6 con un anticuerpo de cabra frente a Ig de
ratén acoplado a peroxidasa. Las membranas fueron reveladas con ECL Western
Blotting Substrate (GE Helthcare). Se realizaron varias exposiciones y se eligié
aquellas peliculas que mostraban sefiales maximas antes de llegar a saturacién. La
cuantificacién densitométrica de la sefial obtenida en cada punto de las peliculas se
realiz6 con el programa ImageJ. Los datos resultantes se expresaron como porcentajes
respecto a la sefial obtenida para el péptido correspondiente a los aa 8-19 de la
secuencia de hCCR9-A sin modificar.

11. Secuenciacion de las regiones variables de anticuerpos

11.1 Aislamiento de RNA, RT-PCRy amplificacién

Se utilizaron los oligonucleétidos degenerados previamente descritos (Wang et al.,
2000b) para la amplificacién por PCR de las regiones variables de los genes de IgG
murina de los hibridomas 91R y 92R. Se extrajo RNA a partir de 10° células mediante
el kit RNEeasy Mini Kit (Quiagen). El RNA resultante (1 ug de RNA total en 10 pl de
volumen final) se retrotranscribié a ¢cDNA mediante el kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), siguiendo el protocolo dictado por el
fabricante (25°C, 10 min; 37°C, 2h) usando un termociclador MWG AG Biotech
Primus 96. El ¢cDNA resultante se amplific6 utilizando Tag DNA polimerasa (New
England Biolabs). Cada reaccién de PCR contenia 1 ng de cDNA, 0,1 pM de oligo 5’, 0,1
uM de oligo 3’, 100 pM dNTPs, 2 mM MgCl,, tampén de Taq polimerasa 1xy 1,25 U de
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Taq Pol en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de amplificacién fueron: (94°C,
3 min) x 1; (94°C, 1 min; 45°C, 1 min; 72°C, 2 min) x 30; (72°C, 10 min) x 1.

Los productos de amplificacién de las regiones variables de las cadenas pesadas se
limpiaron con el reactivo Illustra Exo-ProStar (GE Healthcare) y directamente se
secuenciaron utilizando los mismo oligonucleétidos empleados en la reaccién de PCR
(realizado por Secugen).

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para amplificar y secuenciar el cDNA de las
regiones variables de IgG murinas

Oligonucleétido Secuencia 5’-3’
3’IgG2b GGAAGATCTAGGGGCCAGTGGATAGACTGATGG
3’ IgG2a GGAAGATCTCTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA
5' MH1 CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC
5' MH2 CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG
3'Kc GGTGCATGCGGATACAGTTGGTGCAGCATC
5°Mk GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA

11.2 Clonaje de fragmentos de PCR y obtencion de pldsmidos de colonia aislada

Los productos de amplificacién de las regiones variables de las cadenas ligeras se
cargaron en un gel de agarosa (GellyPhor) y se limpi6 la banda del tamarfio esperado (=
400 pb) utilizando el kit Wizard SV Gen and PCR Clean-up System (Promega). Los
fragmentos resultante se digirieron con las enzimas Sacl y Sphl (New Englan Biolabs) y
se clonaron en el el sitio de clonaje multiple del vector pGEM-3Zf(+), previamente
digerido con las mismas enzimas y limpiado con el mismo kit. Inserto y vector se
ligaron con T4 DNA Ligasa (New England Biolabs) y el producto se emple6 para
transformar bacterias competentes E. coli DH50. que posteriormente fueron
sembradas en placas de medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina (100 pg/ml). Se
picaron colonias aisladas, se crecieron en 4 ml de medio LB liquido con ampicilina (100
ug/ml) y se purificaron los diferentes pldsmidos utilizando GenElute Plasmid Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich). Los plismidos resultantes se secuenciaron utilizando los
oligonucleétidos T7 Fw y SP6 Rv (Secugen).

Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para secuenciar los fragmentos clonados en el
vector pGEM-3Z£(+)

Oligonucleétido Secuencia 5’-3’
T7 Fw? TAATACGACTCACTATAGGG
SP6Rv> ATTTAGGTGACACTATAG

11.3 Andlisis de secuencias

Los fragmentos de secuencia de las regiones variables de las dos cadenas de IgG se
analizaron utilizando el programa 4Peaks. Para cada cadena pesada se obtuvo una
secuencia consenso obtenida a partir de al menos 16 secuencias. De cada hibridoma se
obtuvieron dos extractos de RNA distintos, de cada uno de los cuales se obtuvieron dos
cDNA, y a su vez, de cada uno se obtuvieron al menos dos 2 PCR. Para cada cadena
ligera se obtuvo una secuencia consenso obtenida a partir de al menos 10 secuencias.
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En este caso, de cada cDNA se realizaron dos 2 PCR, que se clonaron y se analizaron 5
clones obtenidos a partir de cada una.

11.4 Confirmacién de las secuencias de aminodcidos mediante técnicas de
protedmica

Para determinar los aa correspondientes al extremo N-terminal de las distintas
cadenas, se llevé a cabo su secuenciacién mediante degradacién de Edman. Los mAb
91R y 92R se purificaron por afinidad en una columna de proteina G sefarosa y se
resolvieron en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se
recortaron las bandas del gel correspondientes a las cadenas pesada y ligera de cada
mADb, que se utilizaron para llevar a cabo una degradacién secuencial de Edman por el
Servicio de Quimica de Proteinas del CIB/CSIC, utilizando un equipo Procise 494
(Applied Biosystems). Se identificaron los primeros 16-17 aa de cada cadena
polipeptidica.

Para confirmar si la secuencia completa de cada cadena predicha era correcta, se
realizaron andlisis MS MALDI-TOF (mass spectrometry matrix-assisted laser
desorption/ionizationa-time-of-flight) en la Unidad de Proteémica del CNB/CSIC. Para
ello, se parti6 de bandas de geles de poliacrilamida de los mAb 91R y 92R resueltos en
condiciones desnaturalizantes. Los fragmentos obtenidos se digerieron con tripsina y
quimotripsina y se analizaron utilizando un espectrometro de masas modelo ABi 4800
(Applied Biosystems).

12. Modelado estructural y de interacciones péptido-anticuerpo

El modelado y analisis estructural de mAb se llev6 a cabo en colaboracién con la Dra.
Moénica Chagoyen, jefa del Servicio de Andlisis de Secuencias y Prediccién de
Estructura del CNB/CSIC. Para la modelizacién estructural de las regiones variables
del mAb 91R, en base a su secuencia de aminodcidos, se emplearon dos programas
distintos, RosettaAntibody (Sircar et al., 2009) y PIGS (Marcatili et al., 2008), para la
modelizacién estructural de las regiones variables del mAb 91R, en base a su secuencia
de aminoacidos. Se utilizé el programa PepSite2 (Trabuco et al, 2012) para la
identificacién del sitio de unién mdas probable entre los modelos tridimensionales
obtenidos para 91R y un péptido correspondiente a los aa 11-16 de la secuencia de
hCCR9-A. De esta forma, se resolvieron las direcciones y orientaciones mas probables
de dicho péptido en su interaccién con 91R. Esta informacién se utilizé para
establecer la posicidn inicial del péptido para el modelado de las interacciones entre el
péptido hCCR9-A(10-18) y los modelos obtenidos para la estructura de 91R con el
programa Rosetta FlexPepDock (London et al., 2011). Finalmente, se empled el
programa LigPlot+ (Laskowski and Swindells, 2011) para el andlisis de los sitios de
interaccién y la generacién de un diagrama de los puentes de hidrégeno y de contactos
hidrofébicos entre los modelos de estructura de 91R y el péptido hCCR9-A(10-18).

13. Ensayos xenogénicos
Los ratones BALB/c Rag2”" (Taconic Biosciences) se mantuvieron en las instalaciones

del servicio de animalario del CNB/CSIC. Se utilizaron ratones hembra con una edad
de entre 8 y 22 semanas. El mantenimiento de los animales y los protocolos
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experimentales utilizados siguieron las normativas de la Unién Europea y de Espana
para experimentacién animal y fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacién Animal del CSIC.

Para los experimentos in vivo, las células MOLT-4 (2 x 10°) se inocularon por via
subcuténea (s.c.) en el dia 0 en uno de los flancos de ratones BALB/c Rag2” hembra.
Los mAb 91R, 92R o los mAb control isotipico (IgG2b e IgG2a) se inocularon
intraperitonealmente (i.p.), en cuatro grupos de 9 ratones cada uno, en los dias 1, 8, 15
y 22 (4 mg/kg los dias 1 y 8; 2 mg/kg los dias 15 y 22). En un segundo experimento,
las células MOLT-4 (2 x 10%) se inocularon s.c. en uno de los flancos de hembras
BALB/c Rag2”. Los mAb 91R o control IgG2b se inocularon i.p. en dos grupos de 10
ratones cada uno en los dias 7, 14, 21 y 28 (4 mg/kg los dias 7 y 14; 2 mg/kg los dias 21
y 28). El tamafno de los tumores se midié con un vernier caliper (Mitutoyo) y el
volumen tumoral se calculd siguiendo la férmula: volumen (mm?®) = [longitud del
didmetro axial, mm] x [(didmetro rotacional, mm)?/2]. La carga tumoral se expresd
como el porcentaje del volumen tumoral en relacién al obtenido en los ratones
tratados con el mAb control IgG2b. Los ratones se sacrificaron en los dias 78 6 69,
dependiendo del experimento; y los tumores fueron extraidos, pesados, fotografiados
y procesados para inmunohistoquimica.

En los ensayos xenogénicos monitorizados mediante andlisis de bioluminiscencia, 2 x
106 células MOLT-4-luc se inocularon s.c. en cada flanco de los ratones BALB/c Rag2™,
en el dia 0. Transcurridas 24 h, los ratones fueron anestesiados y se les administr6 D-
luciferina (150 mg/kg, Biosynth) para la adquisicién de imagenes y la cuantificacién de
la luminiscencia, permitiendo asi una distribucién equitativa de los ratones entre los
diferentes grupos experimentales antes de la administracién de los mAb. El mAb 91R
o el mAb control isotipico IgG2b se inyectaron i.p. en los ratones (7 por grupo), en los
dias 1 (4 mg/kg) y 6 (2 mg/kg). Se realizaron 6 tomas de imdgenes de luminiscencia
hasta que los ratones fueron sacrificados, en el dia 62 del ensayo, y los tumores fueron
extraidos y pesados. Los ratones se anestesiaron con Imalgene 500 (2 ml/kg; Merial
Laboratorios) y Xilagesic 2% (0,6 ml/kg; Laboratorios Calier) 10 min antes de cada
andlisis. La toma de imdigenes se realizé con una cadmara 1394 ORCA II ERG
(Hamamatsu Photonics) en una cdmara protegida de la luz durante 100 s. Se utiliz6 el
software Wasabi (Hamamatsu Photonics) para cuantificar los resultados obtenidos y
para generar las imagenes pseudocoloreadas.

14. Histologia

Los tumores diseccionados se dividieron en dos mitades. Una mitad se embebié en
Optimal Cutting Temperature Compound (O.C.T.) (Leica Microsystems) y se congeld
instantaneamente en un bafio de hielo seco con isopentano. Se almacené a -80 °C, y se
cortd en secciones de 8 um. La otra mitad se fijé en paraformaldehido al 4% en PBS
(pH 7,4) durante una noche, se lavé con PBS, se embebié en parafina y se corté en
secciones de 5 pm.

14.1 Hematoxilina-eosina

Las secciones embebidas en parafina se tifieron con hematoxilina-eosina siguiendo
procedimientos estindar y se montaron usando medio Micromount (Leica
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Microsystems). Las imagenes se obtuvieron empleando un microscopio Zeiss
Aixophot (Carl Zeiss) acoplado a una cdmara Digital Sight (Nikon). El porcentaje de
area necroética de cada seccién se cuantificé utilizando el programa NIH ImageJ.

14.2 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP
Nick end labelling)

Para analizar la muerte celular mediante TUNEL, las secciones de tumores xenogénicos
embebidas en parafina se desparafinaron, rehidrataron, y se permeabilizaron (PBS-
0,5% triton X-100; 10 min, RT). Posteriormente se preincubaron con CoCl, 1 mM en
tampén TdT pH 6,6 (Sigma; 15 min, en oscuridad, RT) y luego con la mezcla de
reaccién que contiene transferasa terminal recombinante y biotina-16-dUTP (Roche;
1h, 37 °C). A continuacién las secciones se lavaron con tampén de preincubacion (10
min, RT) y se detuvo la reaccién con PBS-0,01% Tween 20. Finalmente, se afiadi6
estreptavidina-Cy5 (Jackson ImmunoResearch; 1h, RT).

14.3 Tincién de PCNA

La proliferacién celular se cuantific6 por marcaje del antigeno de proliferacién nuclear
(PCNA) en secciones embebidas en parafina. Estas se desparafinaron, rehidrataron e
incubaron en tampén citrato de sodio pH 6,5 (15 min, en una cdmara saturada de
vapor de agua) para desenmascarar el antigeno. A continuacidn, las secciones se
incubaron con el anticuerpo anti PCNA (una noche, 4°C, 2 ug/ml) empleando el kit de
deteccién de fluorescencia MaxFluor Mouse on Mouse (Max Vision Biosciences).

14.4 Tincién de CD31

Los vasos sanguineos en las secciones embebidas en OCT se tifieron con el mAb anti
CD31 de ratén. Las muestras se fijaron con acetona 100% (-20 °C, 10 min), se secaron
al aire y se lavaron con tampén Tris salino (TBS). A continuacién se bloquearon con
TBS-0,5% BSA-2,5% suero de cabra (2 h, RT) y se tifieron con anti CD31 (una noche,
4°C, 80 ng/ml). Se lavaron y revelaron con un anticuerpo anti Ig de rata marcado con
Alexa Fluor 647.

14.5 Andlisis de las imdgenes

En todas las preparaciones los nucleos se tifieron con 2-(4-amidinofenil)-1H -indol-6-
carboxamidina (DAPI) y se montaron con Fluoromont-G (Southern Biotech). Las
imagenes se adquirieron en un microscopio confocal espectral Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems).  Se adquirieron 5 planos focales por conjunto de planos o stack
empleando un objetivo de 20 aumentos. Para cada tumor se analizaron un minimo de
tres secciones y entre 12 y 30 campos (elegidos al azar, no solapantes y no contiguos)
por seccién. La densidad por campo 6ptico de nicleos TUNEL o PCNA positivos y de
fragmentos de vasos CD31 positivos se cuantificé empleando imagenes ampliadas
usando el programa Count Tool de Adobe Photoshop.

43



Materiales y métodos

15. Citotoxicidad celular mediada por anticuerpo (ADCC)

Se aislaron células natural killer (NK) de bazo de ratones BALB/c utilizando el sistema
de seleccién negativa Auto Macs Pro (Miltenyi). Las células purificadas se analizaron
mediante citometria de flujo para determinar su expresién de los marcadores celulares
de ratén CD3, CD45 y CD49b. Todas las preparaciones utilizadas contenian al menos
un 90% de células NK, definidas como aquellas con fenotipo CD3/CD45*/CD49b*. Las
células seleccionadas se cultivaron en medio RPMI 1640 (Lonza) con 10% FBS y 1000
U/ml de IL-2 murina recombinante (Peprotech) durante 6-7 dias antes de utilizarlas en
los ensayos de citotoxicidad. Las células diana MOLT-4 se marcaron con Cell Trace
CESE (Life Technologies) y se preincubaron (30 min) con el mAb y concentracién
indicados. A continuacion, las células NK y MOLT-4 se cocultivaron (4 h) en un ratio
20:1 (o el ratio indicado en cada figura) en medio RPMI-10% FBS; se tifieron con el
marcador de viabilidad celular por exclusién 7-actinomicina D (7-AAD) (BD
Biosciences; 10 min, 4°C) y se analizaron por citometria de flujo. El andlisis del
porcentaje de células 7-AAD* dentro de la poblacién de células marcadas en verde con
CFSE permiti6 determinar la proporcién de células diana muertas. La lisis especifica se
calculé como 100 x (% células diana muertas en la muestra - % células diana muertas
de forma espontdnea) / (100 - % células diana muertas de forma espontinea). Para
determinar el nivel de muerte espontdnea durante el ensayo se emplearon, como
control, células diana incubadas en ausencia de células efectoras.

16. Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)

Las células MOLT-4 (10° células diana/100 pl) fueron colocadas en placas de 96
pocillos con fondo en V (Nunc), incubadas con las concentraciones indicadas del mAb
anti hCCR9 o de un mAb control isotipico (30 min, 37°C), centrifugadas y lavadas. A
las células resuspendidas en medio DMEM-1% BSA se les afiadi6 complemento de
conejo (AbD Serotec; 25%, 1h, 37°C) activo o previamente inactivado por calor a 56°C.
A continuacién, las células se tifieron con 7-AAD (BD Biosciences, 10 min, 4°C) y el
numero de células no viables se determiné por citometria de flujo. Cada condicién del
ensayo fue analizada por triplicado. La lisis especifica se calculé como 100 x (% células
muertas en presencia de complemento activo - % células muertas en la presencia de
complemento inactivo) / (100 - % células muertas en la presencia de complemento
inactivo).

17. PCR cuantitativa

17.1 Muestras

Las muestras de tumores ginecolégicos humanos se obtuvieron tras obtener el
consentimiento informado de los pacientes y en el contexto de un proyecto de
investigacion conjunto con el Dr. Daniel Martinez Campo del Servicio de Obstetricia y
Ginecologiay la Dra. Eugenia Bancalari Rojnica del Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital Universitario de Torrejéon. El proyecto fue evaluado y aprobado por parte de
la Comisién de Investigaciéon del Hospital Universitario de Torrejon y del Comité de
Etica CNB/CBMSO. Las muestras de tumores de colon y melanomas fueron cedidas
por el Biobanco del Hospital Universitario Ramén y Cajal-IRYCIS integrado en la
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Plataforma de la Red Nacional de Biobancos Hospitalarios (RetBioH) con la aprobacién
del Comité Cientifico de dicho hospital y del Comité de Etica de la Investigacién
conjunto del CNB-CBMSO/CSIC.

17.2 Extraccion de RNA

Las distintas muestras se obtuvieron a partir de seis cortes de tejido de 10 um de
grosor. Las muestras de RNA de los tumores ginecolégicos se extrajeron de bloques de
tejido embebidos en parafina utilizando el kit Pure Link FFPE total RNA isolation kit
(Invitrogen). Las muestras de RNA de los tumores de colon y melanomas se extrajeron
de bloques de tejido congelado embebido en O.C.T. (Sakura). Para preservar la
integridad del RNA, los cortes de tejido se introdujeron en un tubo eppendorf con 500
ul de RNAlater (Quiagen) inmediatmente después de su corte, se incubaron 30 min a
RT y se congelaron a -80°C para su almacenamiento. Posteriormente, se extrajo el
RNA utilizando el kit RNeasy Mini Kit (Quiagen).

17.3 RT-qPCR

El RNA se transcribié a cDNA mediante el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). El cDNA resultante se amplifié
empleando Fluocycle SYBR Green mix para PCR en tiempo real (EuroClone-
Genycell) en un equipo ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). Las
condiciones de amplificacién fueron: (94 °C, 10 min) x 1; (94 °C, 15 s; 60 °C, 1
min) x 40. Una vez finalizada la qPCR, se realiz6 una curva de disociacién del
producto amplificado, para comprobar la ausencia de amplicones inespecificos,
contaminaciones o primer dimers. Los resultados obtenido se analizaron con el
programa SDS 2.0.1. Las RT-qPCR se realizaron en triplicados y los resultados
se normalizaron en funcién de los niveles de expresién del gen de referencia
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) utilizando el método AACt. La
cantidad de RNA se expresan como cantidad relativa de RNA del gen problema
respecto a la obtenida en una muestra control positivo.

Tabla 6. Oligonucleotidos empleados para amplificar el cDNA de hCCR9 y hGAPDH
mediante RT-qPCR

Oligonucleétido* N° NM Secuencia 5’-3’
hCCR9-A Fw NM_031200.2 GGGAGAGTTGCATCGCC
hCCR9-A Rv NM_031200.2 GAATAGGGCTTGTGAAGTCTGTG

NM_031200.2
hCCR9-ABC Fw NM_006641.3 TGTCCCAGGGAGAGTTGCAT
NR_036525.1
NM_031200.2
hCCR9-ABC Rv NM_006641.3 GGAAGATGTGGATTCAGAGCCA
NR_036525.1
hGAPDH Fw NM_002046.3 AGCCACATCGCTCAGACAC
hGAPDH Rv NM_002046.3 GCCCAATACGACCAAATCC

* Los oligonucledtidos se disefiaron mediante el programa Universal Human Probe Library de Roche.
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18. Anticuerpos primarios

Tabla 7. Tabla de anticuerpos primarios utilizados

Antigeno

hCCR9

hCCR9
hCCR9
hCD3
hCD4*
hCD8*
hCD71
mCD3
mCD45

mCd49b

Células
MOLT-4

hCD34
hCD19
hCD5
hCD3
hCD20
hCD38
hCD7
hCD8**
hCD4**
PCNA

CD31

Tipo

mAb ratén
(IgG2b)

mADb ratén
(IgG2a)
mAb ratén
(IgG2b)
mADb ratén
(IgG1)
mAb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG1)

pADb conejo

mAb hamster
(IgGK)
mAb rata
(IgG2b)

mAb rata (IgM)

pAb ratén

mADb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG1)
mAb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG2b)
mAb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG2a)
mADb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG1)
mADb ratén
(IgG2a)
mAb rata
(IgG2a)

Clon/Nombre
(marcaje)

91R

92R

3C3

UCHT1
(FITC)
13B8.2
(PECy5)
B9.11
(PE)

H-300

145-2C11
(FITC)
30-F11
(PCy5)
DX5
(PE)

8G12
(PerCP)
S$J25C1
(Cy7)
L17F12
(APC)
UCHT1
(v500)
2H7
(PB)
HB7
(APC)
CD7-6B7
(APC)
SK1
(APC)
RPA-T4
(PB)

PC10

MEC 13.3

Referencia

Nuestro
laboratorio

Nuestro
laboratorio

ATCC
[HB-12653]

Beckman Coulter
Beckman Coulter

Beckman Coulter

Santa Cruz
Biotechnology

Southern Biotech
Biolegend

Biolegend

Nuestro
laboratorio

BD

BD

BD

BD
Immunostep

BD
Immunostep

BD

BD

Santa Cruz

BD

* mAb empleado en la figura 7; ** mAb empleado en la figura 26
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Uso

WB (1 ug/ml)
EC (1 ng/ml)
ELISA (5-20 ug/ml)
EC (1 ng/ml)
ELISA
EC (1 ng/ml)
ELISA (5-20 ug/ml)

EC (1:20)
EFC (1:10)
EC (1:200)
WB (0,4 ug/ml)
FC (0,4 ug/ml)
FC (0,6ug/ml)
FC (1,2 ug/ml)
CDC (1:1000)
FC (1:50)
FC (1:50)
FC (1:50)
FC (1:50)
FC (1:50)
FC (1:50)
FC (1:20)
FC (1:20)
FC (1:50)
IHC (2 ug/ml)

IHC (80 ng/ml)
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19. Anticuerpos control isotipico

Tabla 8. Tabla de anticuerpos utilizados como control isotipico

Isotipo Especie Clon/Nombre Referencia Uso
(marcaje)
, Nuestro EC (1 ug/ml
IgG2b Raton PPSHIODI0 laboratorio ELISA ((5-;% p.g/)ml)
. Nuestro FC (1 ug/ml
IgG2a Raton 9F11E4G12 laboratorio ELISA((S—l;gO ug/)ml)
IgG1 (FITC) Ratén 15H6 Southern Biotech FC (1:2)
IgG1 (Pcy5) Ratén 15H6 Southern Biotech FC (1:2)
IgG2b (PE) Raton X40 Becton Dickinson FC (1:2)
IgG (FITC) Hamster 0121-02 Southern Biotech EC (0,4 ng/ml)
IgG2b (Pcy5) Rata 0118-15 Southern Biotech EC (0,6 ug/ml)
IgGM (PE) Rata 0120-09 Southern Biotech EC (1,2 pg/ml)

20. Anticuerpos secundarios

Tabla 9. Tabla de anticuerpos secundarios utilizados

Anticuerpo Especie Referencia Uso
G e RS e o L Calbri (;?)11207) E‘ﬁif(zllzfggé)
Anti IgG (H+L) de ratén-PE Cabra Bedz;“;lrl;;g;‘her FC (1:1000)
Anti IgG1 de raton-HRP Cabra Sou?;g;%ziso; e ELI]?Si((é-g%)/;ngl/)ml)
Anti IgG2a de ratén-HRP Cabra Souzﬁgg%ii;’)t“h ELISA (1:1000)
Anti IgG2b de ratén-HRP Cabra S°“g‘8;’(’)zi§)t“h ELISA (1:1000)
Anti IgG3 de ratén-HRP Cabra Souzﬁg(’)ii;’)t“h ELISA (1:1000)
Anti IgM de ratén-HRP Cabra Souglgg(’)iig)t“h ELISA (1:1000)

21. Analisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 4. La

significancia estadistica se estableci6 en p <0,05, utilizando el test t- Student de dos
colas. Los resultados se muestran como la media + SEM.
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1. Generacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
frente al receptor de quimioquinas humano CCR9

1.1 Generacion de mAb frente al receptor de quimioquinas hCCR9

La complejidad estructural de los receptores de quimioquinas, con siete dominios
embebidos en la membrana celular, hace que sea particularmente dificil su
solubilizacién y la obtencién de las cantidades necesarias, en conformacién nativa,
para poder abordar un proceso de inmunizacién. En el laboratorio se realizaron varios
intentos previos de inmunizacién de ratones, con el objetivo de generar una buena
respuesta inmune frente a hCCR9, empleando péptidos sintéticos y células HEK-293
transfectadas de manera estable con hCCR9. En ninguno de estos experimentos se
obtuvieron anticuerpos especificos frente a hCCR9. Por esta causa, se decidi6 utilizar
por una estrategia de inmunizacién génica para la generacién de mAb murinos frente a
hCCRO.

Para la inmunizacién, se emplearon particulas de oro recubiertas de un vector de
expresion de hCCR9. Estas se dispararon sobre la piel de cada ratén, los dias 0 y 30 de
la pauta de inmunizacién (Fig. 6). La inoculacién mediante pistola génica introduce el
plasmido de expresiéon de hCCR9 directamente en el citosol de las células de la piel del
ratén, incluyendo queratinocitos y células presentadoras de antigeno. Una vez en el
interior celular, comienza la expresién de la proteina de interés. Tras su adecuado
procesamiento y presentaciéon a las células del sistema inmune, se genera una
respuesta inmune tanto a través de linfocitos T citotéxicos (CD8*) via MHC-I, como
por linfocitos T cooperadores (CD4*) via MHC-II, asi como de tipo humoral (Cohen et
al., 1998).

El dia 45, se extrajeron muestras de sangre de los seis ratones inmunizados y se
determiné, mediante citometria de flujo, el titulo de anticuerpos anti hCCR9 presentes
en el suero de los ratones. Para estos andlisis, se emplearon células HEK-hCCR9
transfectadas de forma estable y, como control negativo, células HEK-pCIneo. De este
modo, se seleccionaron los tres ratones que mostraron un mejor titulo de anticuerpos
anti hCCRY, y se procedié a estimular la proliferacién de las células B especificas
mediante dos inyecciones de células HEK-hCCR9 en los dias 57 y 58 de la
inmunizacién.

Finalmente, el dia 60 de la inmunizacidn se sacrificaron los tres ratones seleccionados
y sus bazos se extrajeron y disgregaron en condiciones de esterilidad. Los esplenocitos
se fusionaron con células del mieloma de ratén P3-X63.Ag8.653. Las células de este
mieloma se caracterizan por su capacidad de crecer indefinidamente en cultivo celular
y por no sintetizar Ig. Las células P3-X63.Ag8.653 son deficientes en la enzima
HGPRT, implicada en la via de recuperacién de acidos nucleicos. Los productos de la
fusién celular se clonaron en un medio selectivo que contenia hipoxantina y azaserina.
La azaserina es un inhibidor de la sintesis de novo de purinas y la hipoxantina es
precursora de la ruta de recuperacién de los mismos. De modo que tan sélo aquellas
células resultantes de la fusién entre un linfocito, capaz de emplear la hipoxantina
para sintetizar nucleétidos, y una célula de mieloma, capaz de dividirse ilimitadamente
en cultivo, sobreviven en este medio selectivo.
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Figura 6. Esquema del protocolo de inmunizacion génica utilizado para la generacion
de anticuerpos anti hCCR9 y los principales resultados obtenidos.

Los anticuerpos murinos anti hCCR9 se generaron mediante inmunizacién con pistola génica,
empleando particulas de oro recubiertas con un pldsmido de expresién de hCCR9. Tras un primer
analisis de la presencia de anticuerpos en los sueros de ratén, se seleccionaron los ratones con mejor
titulo de anticuerpos anti hCCR9. Se administraron dos dosis de recuerdo (booster), mediante la
inoculacién de células HEK-293 transfectadas con hCCR9 y se realizaron fusiones celulares de los
esplenocitos de los ratones inmunizados con células de mieloma, utilizando PEG como agente
fusogénico. Las células se plaquearon en medio selectivo y se emplearon muestras del medio
condicionado por el crecimiento de los hibridomas para identificar aquellos productores de anticuerpos
especificos frente a hCCR9.

La produccién de anticuerpos especificos anti hCCR9 por los distintos hibridomas
resultantes fue analizada 75 dias después de la fusién. Los medios de cultivo
condicionados por el crecimiento de los distintos clones se analizaron mediante
citometria de flujo, de forma andloga a la utilizada para la titulacién de los sueros de
ratén, utilizando células HEK-293 transfectadas con pClneo-hCCR9 y con pClneo-
vacio como control. De esta forma, se identificaron tres pocillos con hibridomas
productores de mAb especificos frente a hCCR9, que se seleccionaron para su
clonacién. Dos de estos hibridomas mantuvieron la produccién de Ig después de una
serie de tres ciclos de clonacién. Cada ciclo fue seguido de un control por citometria de
flujo de la presencia de mAb anti hCCR9 en el medio de cultivo condicionado. Los
clones resultantes se denominaron 91R y 92R

Los mAb secretados al medio condicionado se purificaron mediante cromatografia de
afinidad en columnas de proteina G acoplada a sefarosa. El isotipo de los mAb
purificados se analiz6é mediante ELISA, determinandose que 91R es de isotipo IgG2b y
92R de isotipo IgG2a.

50



Resultados

1.2 Estudio de la especificidad de los mAb anti hCCR9

Con el fin de analizar la especificidad de 91R por hCCR9, empleamos células HEK-293
transfectadas de manera estable con un vector de expresiéon de hCCR9, de otros
receptores relacionados, o con el vector pCIneo vacio. CCR9 humano y murino tienen
una identidad de secuencia del 86% de sus aa, sin embargo, 91R sélo reconoce las
células que expresan CCR9 humano (Fig. 7A). 91R tampoco se une de forma
detectable a células que expresan los receptores de quimioquinas humanos hCCR4,
hCCR5, hCCR6 o hCCRS8, que comparten entre un 33 y un 39% de identidad de
secuencia con hCCR9, confirmando que este mAb reconoce a hCCR9 de forma
especifica.

Las lineas celulares humanas de leucemia linfocitica aguda de células T MOLT-4 y
Jurkat se utilizaron para analizar la capacidad de unién de 91R al receptor hCCR9
expresado de manera endégena. Conforme a lo indicado en la bibliografia, las células
MOLT-4 expresan hCCR9 y son reconocidas por el mAb 3C3 especifico de hCCRY;
mientras que las células Jurkat no lo expresan (Yu et al., 2000; Zabel et al., 1999). El
mAb 91R se une en citometria de flujo a células MOLT-4, mientras que no reconoce a
células Jurkat (Fig. 7B).

En paralelo, se estudi6 la capacidad de reconocimiento por el mAb 91R de CCR9
enddgeno, expresado en células humanas primarias no tumorales. Este receptor se
expresa principalmente en las células T (Youn et al., 1999; Zaballos et al., 1999; Zabel
et al, 1999). Mediante citometria de flujo, se analizaron timocitos humanos
observindose un patrén de expresiéon de CCR9 similar al descrito previamente para
timocitos de ratén (Carramolino et al., 2001). El anélisis con el mAb 91R demostré
que s6lo una fraccién de timocitos inmaduros dobles negativos expresan este receptor,
mientras que practicamente el 100% de los timocitos CD4*CD8* lo expresan. Ademas,
las poblaciones de células CD4'CD8 y CD4CD8* presentan un nivel menor de
expresién de hCCR9, que varia a largo de su diferenciacién y maduracién (Fig. 7C).
También de forma consistente con la bibliografia (Zabel et al., 1999), el analisis de
leucocitos de sangre periférica mostré que solamente un pequefio porcentaje de
linfocitos en sangre, entre un 3 y un 4%, expresan hCCR9, y que éstos son
predominantemente células CD3* (Fig. 7D).

La especificidad de unién del mAb 91R a CCR9 se confirmé mediante el silenciamiento
de la expresion de este receptor, utilizando células MOLT-4 transducidas con
particulas lentivirales portadoras de moléculas de shRNA. Las células MOLT-4 sin
tratar, o tratadas con un shRNA control, presentaron una elevada intensidad de sefial
de fluorescencia tras la incubacién con el mAb 91R. Por el contrario, en las células
tratadas con un shRNA disefiado para el silenciamiento de hCCR9, la unién de 91R
disminuye fuertemente, observindose hasta un 70% + 2,3% de reduccién de la senal,
confirmando asi la reduccién del nivel de expresiéon de CCR9 (Fig. 8A). El
silenciamiento especifico de CCR9 se confirmé a nivel transcripcional, mediante RT-
qPCR (Fig. 8B) y a nivel funcional, mediante ensayos de migracién y de movilizacién
de calcio intracelular en respuesta a CCL25 (Fig. 8Cy D).
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Figura 7. El mAb 91R reconoce de manera especifica al receptor de quimioquinas
CCR9 humano.

(A) Tincién con el mAb 91R y andlisis por citometria de flujo de células HEK-293 transfectadas de
manera estable con hCCR9, mCCR9, hCCR4, hCCR5, hCCR6 o hCCR8 (histogramas vacios) o el vector
pClneo vacio (histogramas coloreados). (B) Células de leucemia MOLT-4 y Jurkat, tefiidas con los mAb
anti CCR9 humano 91R y 3C3 (histogramas vacios), o con un mAb control isotipico (histogramas
coloreados); y analizadas por citometria de flujo. (C) Timocitos humanos marcados con anti CD4, anti
CD8 y 91R y analizados por citometria de flujo. Se muestra el histograma biparamétrico CD4/CD8
indicando los porcentajes de células positivas en cada gate; y la expresién de hCCR9 en cada
subpoblacién. (D) Analisis por citometria de flujo de células de sangre periférica tefiidas con 91R y anti-
CD3. Se muestra la poblacién celular total y la tincién CD3/91R de la poblacién de linfocitos.

Por dltimo, la especificidad de 91R se estudié en ensayos de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes seguidos de andlisis por inmunotransferencia. Se
utilizaron extractos de membrana de células HEK-293 transfectadas con el vector
pClneo o pCIneo-hCCRY y de células MOLT-4. Para analizar si 91R reconocia la
secuencia primaria de hCCR9 o si se unia a carbohidratos presentes en el receptor, una
parte de los extractos se traté con la N-glicosidasa PNGasa F. En los extractos sin
tratar, 91R reconoce de manera especifica una banda de 43 kDa en células HEK-hCCR9
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(célula de rifion) y una banda mayoritaria de 47 kDa en células MOLT-4 (linfocito T)
(Fig. 9). La diferencia de peso molecular aparente podria deberse a una glicosilacién
especifica de cada tipo celular. En los extractos tratados con PNGasa F se detectd, en
los dos tipos celulares, una tinica banda de peso molecular aparente algo superior a 40
kDa, consistente con el peso molecular estimado para hCCR9 (369 aa; PMestimado:
42.016 Da; ExPASy-Compute pI/Mw tool). Estos resultados demuestran, por primera
vez, la N-glicosilacién de hCCR9, que habia sido propuesta para la posicién Asn32 de
hCCR9-A (Zaballos et al., 1999); y que dicho motivo de N-glicosilacién no forma parte
del epitopo reconocido por 91R, sugiriendo que este mAb se une al esqueleto peptidico
de hCCR9.
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Figura 8. Las células MOLT-4 tratadas con shRNA-CCR9 presentan menor union del
mAb 91R, movilizacion de calcio intracelular y capacidad de migracion en respuesta a
CCL25.

Estudio de células MOLT-4 sin tratar o infectadas con lentivirus que contiene un shRNA control o
shRNA-CCR9 (A) Anilisis mediante RT-qPCR de la expresién relativa de CCR9 (n = 4). (B) Tincién con
el mAb 91R o mAb control isotipico y andlisis por citometria de flujo (n = 4). (C) Ensayo de
movilizacién de calcio. Las células se incubaron con el colorante fluorescente Fura-03 AM, que une
calcio libre intracelular. A continuacién, se estimularon con CCL25 (50 nM) y la fluorescencia generada
por la liberacién de calcio en el citosol se monitoriz6 mediante citometria de flujo. Los datos
representan la media + SEM de triplicados (n = 3). (D) Quimiotaxis inducida por CCL25. Se
plaquearon 3x10° células en insertos de cAmaras Transwell y se permitié su migracién hacia la cdmara
inferior en presencia o ausencia de CCL25 (200 nM) durante 3 h. El numero de células que migraron se
determiné mediante citometria de flujo. Los datos representan la media + SEM de triplicados (n = 3).
Test t-Student *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05.
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1.3 Andlisis de la unién del mAb 91R a CCR9 en presencia de CCL25 y del
efecto de 91R sobre la migracion celular inducida por CCL25

Con el objetivo de determinar si el mAb 91R y CCL25 compiten por su unién a CCRY,
se analiz6 mediante citometria de flujo la unién de 91R a células MOLT-4
preincubadas con la quimioquina CCL25 o con la quimioquina CXCL12, utilizada como
control negativo. Este ensayo no pudo realizarse en el sentido contrario, debido al alto
nivel de unién inespecifica de CCL25 a células que no expresan CCR9. Todos los pasos
de incubacién se llevaron a cabo a 4°C y en la presencia de azida de sodio, para evitar la
internalizacién del receptor. A continuacién, se incubaron las células con el mAb 91R
y se analizé su capacidad de unién mediante citometria de flujo. Como puede
observarse en la figura 10A, la unién de 91R a las células fue parcialmente inhibida
por la presencia de CCL25 y no por la de CXCL12. Este resultado sugiere que el lugar
de unién de la quimioquina a CCR9 y el epitopo reconocido por 91R podrian solaparse
parcialmente o estar muy préximos entre si. Otra posible explicacién seria que la
unién de CCL25 al receptor podria provocar un cambio conformacional en el epitopo
de CCR9 reconocido por 91R que dificulte su reconocimiento por este mAb.

Para analizar si la unién de 91R interfiere en la sefializacién intracelular inducida por
CCL25, se llevaron a cabo ensayos de migracién celular en cdmaras Transwell. La
preincubacién con el mAb 91R no bloqueé la migracién de células MOLT-4 en
respuesta a un gradiente de concentracién de la quimioquina CCL25 (Fig. 10B). La
migracién de células MOLT-4 preincubadas con 91R fue similar a la observada en
células preincubadas sin mAb o con un mAb control isotipico. Por el contrario, la
preincubacién con el mAb 3C3 anti hCCR9, empleado como control positivo, inhibié
un 67,2 +1,4% la migracién, de forma consistente con la bibliografia (Zabel et al.,
1999). Estos datos indican que la unién de 91R a CCR9 no interfiere en la capacidad
de CCL25 de transducir sefiales a través del receptor, al menos de vias de sefializacién
necesarias para la migracién celular.
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Figura 10. La quimioquina CCL25 inhibe parcialmente la union de 91R a células
CCR9*. El mAb 91R no bloquea la sefializacion del eje CCL25/CCR9.

(A) Analisis mediante citometria de flujo de la competicién de CCL25 por la unién de 91R a células
MOLT-4. Las células se preincubaron con tampén salino o con la quimioquina indicada (10 pg/ml) y
posteriormente se tifieron con 91R o un mAb control isotipico. (n = 3). (B) Efecto de los mAb anti
hCCR9 91R y 3C3 en la migracién de células MOLT-4. Se plaquearon 3x10° células previamente
preincubadas con el mAb indicado (100 pg/ml) en insertos de cdmaras Transwell de 5 pm. Se permiti6 la
migracién celular hacia la cdmara inferior en presencia de CCL25 (200 nM) durante 3 h y, a
continuacion, el numero de células que habian migrado se determiné mediante citometria de flujo. Se
muestra la media + SEM de un experimento representativo de tres realizados. Test t-Student ***
p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05.

1.4 Competicion de los mAb 91R y 92R por su unién a un epitopo presente en el
dominio amino terminal de hCCR9

De manera andloga a 91R, el segundo mAb anti hCCR9 identificado, denominado 92R,
demostr6 ser especifico frente al receptor de quimioquinas humano CCR9. En ensayos
de citometria de flujo, 92R solamente se unié a células MOLT-4, y no a células Jurkat
(Fig. 11A). Con el fin de determinar si 91R y 92R se unen a epitopos independientes
de hCCR9 o compiten entre si, se realizaron ensayos de competicién. Para ello, se pre-
incubaron las células MOLT-4 con cada uno de los siguientes mAb sin marcar: anti
hCCR9 3C3, 91R y 92R o un mAb control negativo. A continuacién, se afiadi6é uno de
los mAb anti hCCR9 marcados con biotina. Después de una etapa de lavado, el ensayo
se revel6 utilizando estreptavidina marcada con un fluorocromo. El mAb control no
interferié en la unién a MOLT-4 de ninguno de los tres mAb anti hCCR9 biotinilados.
Por otra parte, el mAb 3C3 tUnicamente inhibi6 su propia unién, bloqueando al mAb
3C3-Biot. Sin embargo, 91R interfiere en la unién de 91R-Biot y de 92R-Biot a hCCRY;
y a la inversa, 92R interfiere en la unién de 91R-Biot y 92R-Biot. Estos resultados
sugieren que los epitopos de hCCR9 reconocidos por 91R y por 92R estdn muy
préximos o solapados entre si (Fig. 11B).

Dado que el mAb 91R reconoce al receptor hCCR9 expuesto en la superficie de células
no permeabilizadas, el correspondiente epitopo debia localizarse en alguno/s de los
dominios extracelulares de hCCR9. Ademds, los resultados de ensayos de
inmunotransferencia demostraron que 91R reconoce al receptor desnaturalizado y N-
desglicosilado. Con el fin de identificar qué regiones de la secuencia primaria forman
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parte del epitopo reconocido por 91R, se realizaron ELISA de captura de anticuerpo,
utilizando diferentes péptidos sintéticos unidos a la placa. Se sintetizaron péptidos
correspondientes a las regiones extracelulares de hCCR9, cubriendo el dominio N-
terminal y los loops extracelulares EC1, 2 y 3. El mAb 91R reconocié de forma
especifica a un péptido correspondiente a las posiciones de aa 2-22 del dominio N-
terminal de la isoforma A de hCCR9. Se observé que 91R y 92R compiten por su unién
a dicho péptido (Fig. 11C). Estos resultados muestran que estos dos mAb podrian
interaccionar con un epitopo perteneciente al esqueleto peptidico de hCCRO.
Concretamente, dicho epitopo esatria comprendido entre los aa 2-22 de la molécula,
pertenecientes al dominio N terminal de hCCRO.
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PBS IgG 92R PBS IgG 91R citometria de células MOLT-4 preincubadas con 20 pg/ml

91R-Biot 92R-Biot del anticuerpo competidor indicado (3C3, 91R, 92R o

IgG2b control), tefiidas con 1 pg/ml del anticuerpo anti

hCCR9 marcado con biotina que se indica en cada caso (3C3-Biot, 91R-Biot o 92R-Biot) y

estreptavidina-FITC. Se muestra un experimento representativo (n = 2). (C) ELISA de competicién en

el que se utiliz6 un péptido sintético correspondiente a los aminoédcidos 2-22 de hCCR9-A unido a la

placa. Tras una incubacién con PBS, IgG control, 91R o 92R; se afiadié 91R-Biot o 92R-Biot segun el

caso. A continuacién, la placa se reveld con estreptavidina-HRP. Se muestra la media + SEM de un
experimento representativo (n = 3). Test t-Student, *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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1.5 Andlisis de las constantes cinéticas y de afinidad de la interaccion de los
mAb 91R y 92R con un péptido correspondiente a los aa 2-22 de hCCR9-A

Con el objetivo de caracterizar y comparar la afinidad de los mAb 91R y 92R frente al
epitopo presente en el péptido sintético hCCR9I(2-22), se realizaron ensayos de
interaccién péptido-mAb utilizando un biosensor basado en el fenémeno éptico de
resonancia de plasmén de superficie. Este tipo de biosensores pueden detectar
interacciones entre biomoléculas sin necesidad de marcaje y en tiempo real,
permitiendo un andlisis cuantitativo de la interaccién.

En primer lugar se inmovilizé de forma covalente el péptido hCCR9(2-22) sobre la
superficie de un chip CM5. Con el objetivo de encontrar las condiciones 6ptimas de
inmovilizacién, se realizaron ensayos previos de preconcentracién electrostatica. El
péptido se diluy6 en un tampén con baja fuerza idnica, acetato de sodio 20 mM, a un
pH por debajo de su punto isoeléctrico (pI 3,37). Se probaron distintas
concentraciones de péptido y también dos tampones con diferente pH. El mejor nivel
de preconcentracién electrostatica se obtuvo a una concentracién de péptido de 75
pg/ml a pH 3,0. Una vez establecidas las condiciones, se procedié a inmovilizar el
péptido a través de su extremo N-terminal sobre la superficie del canal 2 del sensor
chip, previamente activada con EDC y NHS. A continuacién, se inactivé la superficie
con etanolamina-HCl. Como canal de referencia se empleé el canal 1, situado en
primer lugar, el cual fue sometido al mismo tratamiento de activacién/desactivacién,
pero en ausencia de ligando, con el objetivo de reducir una posible unién inespecifica
del analito a la superficie del chip. El nivel de inmovilizacién obtenido fue reducido,
debido al bajo pI del ligando, pero fue adecuado para llevar a cabo los estudios cinéticos
y de afinidad al equilibrio.

A continuacién, se estudié la interaccién entre los distintos mAb purificados y el
péptido inmovilizado. En la figura 12 se representan las sefiales procesadas de SPR
obtenidas al inyectar una serie de concentraciones de los mAb anti hCCR9. Las
muestras se inyectaron durante 3 min (tiempo de asociacién), tiempo suficiente para
alcanzar el estado de equilibrio en las diferentes concentraciones de mAb utilizadas.
Una vez alcanzado el equilibrio, se inyecté el tampén sin mAb para estudiar la
disociacién de cada mAb durante otros 3 min (tiempo de disociacién), suficiente para
calcular la constante de velocidad disociacién.

Los resultados correspondientes a las distintas concentraciones de cada mAb, fueron
procesados y los datos obtenidos se ajustaron a un modelo de interaccién 1:1
(Langmuir), que permiti6 el clculo de las constantes de la velocidad de asociacién (ka)
y de disociacién (kd) de los mAb 91R y 92R. La constante de disociacién al equilibrio
(Kp) de 91R y 92R se calculé de dos maneras diferentes, a partir de las constantes
cinéticas y a partir de las RU obtenidas en el estado de equilibrio durante la fase de
asociacién. En ambos casos, el mAb 91R present6 una afinidad aparente ligeramente
mayor que 92R. Los valores estadisticos calculados se muestran en la tabla 10.
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Figura 12. El mAb 91R se une al péptido correspondiente a los aa 2-22 de
hCCR9-A con una afinidad ligeramente mayor que la del mAb 92R.

Se inmovilizé un péptido sintético correspondiente a los aa 2-22 de hCCR9-A en la superficie de un chip
recubierto por una capa de carboximetil dextrano, mediante acoplamiento a través de grupos amino. A
continuacién, se inyectaron diferentes concentraciones de los mAb 91R y 92R (0,41; 1,23; 3,7; 11,1;
33,3 y 100 nM). Se muestran las unidades de resonancia (RU) obtenidas para las diferentes
concentraciones de mAb inyectadas por duplicado. Las curvas en color negro muestran el ajuste global
de los datos de cada sensograma a un modelo de interaccién 1:1. Se muestra un experimento
representativo de tres realizados.

Tabla 10. Constantes cinéticas y de afinidad para la interaccion entre los mAb anti
CCR9 y el péptido hCCR9 (2-22)

mAb Ka (M1s)* Kd(s™) Kp (M)** %2
91R 5,6 x10° [191] 5,2 x10° [229] 0,9x10° 1,7
92R 3,8x10° [133] 8,7 x 10° [215] 2,3x10° 0,9

* Los numeros entre corchetes representan el valor T, que se obtiene dividiendo el pardmetro correspondiente
por su error estdndar. Como regla general, valores mayores de 10 indican que los valores obtenidos para el
pardmetro son significativos.

** KD fue calculada a parir del estado estacionario.
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1.6 Identificacion mediante un panel de péptidos del epitopo minimo
reconocido por los mAb 91R y 92R en la secuencia primaria de hCCR9

Los resultados de los ensayos de competiciéon por ELISA y de las interacciones péptido-
mAb estudiadas mediante SPR demostraron que 91R y 92R se unen a epitopos
idénticos, o muy préximos, dentro de la molécula de hCCR9 y con afinidades aparentes
similares. Como se indicé anteriormente, los dos mAb anti hCCR9 reconocen al
péptido sintético hCCR9(2-22). Con el fin de identificar el epitopo concreto de hCCR9
reconocido por cada uno de estos mAb, se realizaron ensayos de interaccién utilizando
un conjunto de péptidos sintéticos, mediante la técnica denominada Pepscan. Este
ensayo permite identificar el epitopo lineal minimo de un antigeno, es decir, la
secuencia de aa que resulta necesaria y suficiente para que se produzca la unién del
mAD.

Se sintetiz6 sobre una membrana un panel de péptidos de 12 aa, solapantes 10 aa
entre si, y que en conjunto cubren la secuencia completa de hCCR9-A. Cada péptido se
sintetizé sobre una pequefia area circular, de forma automadtica, por conjugacién
secuencial de aa protegidos a la membrana a partir de sus extremos carboxilo,
utilizando protocolos Fmoc.

Las membranas conteniendo el conjunto de péptidos correspondientes a hCCR9 se
bloquearon, se incubaron con el mAb 91R o 92R, seguido de un anticuerpo secundario
acoplado a HRP y se revelaron con ECL. De esta forma se identificaron cuatro
péptidos, localizados de forma contigua en las membranas, que resultaron ser los
unicos reconocidos tanto por 91R como por 92R (Fig. 13A). La secuencia de aa
comun a esos cuatro péptidos se muestra en la figura, y se considera el minimo epitopo
de hCCR9 necesario para que se produzca la interaccién con 91R y con 92R. Dicha
secuencia corresponde a los aa de las posiciones 11-16 de la secuencia de hCCR9
isoforma A (Fig. 13B). La secuencia identificada forma parte del dominio amino
terminal de hCCRY, orientado hacia el exterior celular (Fig. 13C).

El andlisis mediante Pepscan permitié demostrar que 91R y 92R se unen a una misma
region de hCCRY, asi como identificar los aa de hCCR9 necesarios para que se
produzca dicha unién.
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Figura 13. El epitopo minimo reconocido por los anticuerpos 91R y 92R esta formado
por seis aa, correspondientes a las posiciones 11-16 de la isoforma A de hCCR9.

(A) Se utilizé la técnica Pepscan para identificar el epitopo de hCCR9 reconocido por los mAb 91R y
92R. Sobre una membrana de celulosa se sintetizaron 180 péptidos de 12 aa, solapados 10 aa entre si,
que cubren toda la secuencia de hCCR9-A. La membrana fue incubada con el mAb 91R o 92R y
posteriormente revelada con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa y ECL (n=2). Las
secuencias de los 4 péptidos reconocidos por 91R y 92R se muestran a la derecha, y el epitopo minimo
reconocido (la secuencia de aa presente en esos cuatro péptidos) se ha resaltado en rojo. (B) Secuencia
completa de la isoforma A de la proteina hCCR9, con los residuos necesarios para la unién de 91R y 92R
resaltados en rojo. (C) Esquema del receptor hCCR9-A embebido en la membrana plasmatica, con la
posicién del epitopo reconocido por 91R y 92R en rojo.

1.7 Caracterizacion de los aa de hCCR9 relevantes para la interaccién entre los
mAb 91R y 92R y el receptor

Una vez identificado el epitopo minimo de hCCR9 reconocido por 91R y por 92R, se
analiz6 la contribucién de cada uno de los aa de dicho epitopo a la unién entre los mAb
y el receptor. Para ello, se realizé una nueva sintesis de péptidos sobre membranas de
celulosa. En esta ocasidn, el conjunto de péptidos sintetizados se basé en variaciones
de la secuencia de un péptido sintético correspondiente a los aa 8-19 de hCCR9. Cada
uno de los péptidos del conjunto tiene una de las posiciones del epitopo minimo de
reconocimiento (aa 11-16) sustituida por cada uno de los restantes aa proteinogénicos,
manteniendo el resto de posiciones inalteradas. Este abordaje permiti6 identificar qué
aa y mediante qué tipo de interacciones contribuyen en mayor medida a la unién entre
los mAb y hCCRO.

En la figura 14A se muestra la cuantificacién densitométrica de la sefial obtenida en

cada area de las membranas (correspondiente a un péptido), tras ser incubadas con
91R o 92R y reveladas con un anticuerpo secundario acoplado a HRP y ECL. Se
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consideré el 100% la intensidad de la sefial obtenida con el péptido correspondiente a
la secuencia original de hCCR9. La intensidad obtenida para los demds péptidos se
representa como un porcentaje respecto a dicha serial.
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Figura 14. Los aa N12 y D16 de hCCR9-A
son esenciales para que se produzca la
interaccion entre los mAb 91R 0 92R y el
receptor.

(A) Analisis mediante Pepscan en el que se
utilizan péptidos sintéticos correspondientes a
las posiciones 8-19 de la isoforma A de hCCR9
sintetizados sobre una membrana. En cada caso,
una de las seis posiciones del epitopo minimo
hCCR9(11-16) reconocido por los mAb 91R y 92R

fue sustituida por cada uno de los otros 19
aa proteinogénicos. La membrana fue bloqueada, incubada con el mAb 91R o 92R y posteriormente

revelada con un anticuerpo secundario acoplado a HRP y ECL. La pelicula resultante fue analizada por
densitometria. Se muestra el porcentaje de intensidad de sefial frente a cada péptido respecto a la
obtenida con el péptido correspondiente a la secuencia original de hCCR9 (n=2). (B) Diagrama en el que
se agrupa a los veinte aa proteinogénicos en base a sus diferentes propiedades fisicas y quimicas.
(Adaptado a partir de: http://biomodel.uah.es/modellj/prot/aa-props.htm).

Mediante esta aproximacién experimental, para el mAb 91R, se comprobd que la
posicién 11 del epitopo minimo, originalmente ocupada por una Pro, para que pueda
mantenerse la capacidad de unién de 91R, solamente puede ser ocupada por la Pro
original o Val. Ambos aa son alifiticos apolares, y de tamafio muy parecido (Fig.
14B). Para el mAb 92R, Prol1 es sustituible por Phe, Tyr, Trp (todos aa aromaticos no
cargados) y por Ala y Val (aa alifaticos, apolares y de tamario parecido a Pro). Por
tanto, esta posicién requiere un aa de estructura y polaridad especificas para que se
produzca la interaccién con los mAb 91R y 92R.

Cuando se reemplaza el residuo Asn12 (aa polar, sin carga, relativamente pequefio) de
CCR9 por otros aa se pierde por completo la capacidad de unién tanto de 91R como de
92R. Solo se observa algo de senal, del orden de diez veces menor que para la Asn,
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cuando esa posicién se sustituye por Ser (de todos los aa polares sin carga, el mas
pequerio). Estos resultados indican que en esta posicién debe estar presente un aa de
tamario y propiedades muy especificas para que se produzca la interaccién tanto con
91R como con 92R. El grupo carboxiamida de la Asn12 podria tener un papel clave en
la interaccién epitopo-mAb.

Para el mAb 91R, el residuo Met13 (aa grande, apolar) es sustituible por Gln, Ile, Leu
(aa sin carga, medianos) y en menor medida por Phe, Trp (aa sin carga, aromaticos y
relativamente grandes) y Asn, Cys y Ser (aa polares y relativamente pequerios). Para
92R, Met13 es sustituible por Gln, Ile, Leu, Asn, Ala, Cys (aa sin carga, entre medianos
y pequerios), por Arg (aa cargado positivamente, grande), y en menor medida por Phe y
Trp (aa sin carga, aromadticos y relativamente grandes). Por ello, aunque la sefial
maxima se observa cuando la posicién 13 corresponde a una Met, se trata de una
posicién que aunque se alteren las caracteristicas del aa que la ocupa, tanto en tamario
como en carga eléctrica, la unién del péptido a 91R y a 92R puede mantenerse.

En el caso del residuo Alal4 (aa muy pequefio, apolar), para mantener el
reconocimiento por 91R sélo es sustituible por Asn, Gln y Ser (aa polares sin carga) y
para 92R sélo por Asn y Ser. No obstante, la sefial que obtenemos cuando esta
posicién estd ocupada por dichos aminoécidos es notablemente inferior que para Ala.
Por tanto, se trata de una posicién que requiere de un aa de tamarfio y polaridad muy
concretos para que se produzca la interaccién del péptido tanto con 91R como con
92R.

El residuo Aspl5 (aa relativamente pequefio y cargado negativamente) es el aa mas
facilmente sustituible de todos los analizados. Para 91R, se mantiene la interaccién
con 91R aun cuando es sustituido por Ala, Arg, Asn, Cys, Gln, Glu, Gly, Phe, Ser, Thr,
Trp, entre los que se incluyen aa apolares y polares, con carga positiva y negativa,
aromadticos, grandes, pequenios... Del mismo modo, para 92R, Aspl5 es sustituible por
una gran variedad de aa, Ala, Asn, Cys, Glu, Ile, Leu, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val.
Esto indica que el aa localizado en esta posicién no participa de forma activa en la
interaccién ni con 91R ni con 92R.

Con respecto a la carga negativa de la posiciéon Aspl6, esta parece esencial para la
interaccién entre el epitopo de hCCR9 y los mAb 91R y 92R. Solo cuando esta posicién
estd ocupada por un aa con carga negativa, es decir Asp o Glu, existe interaccién entre
el péptido y los mAb anti hCCRO.

En resumen, el analisis sistematico de todas las posibles sustituciones de cada una de
las posiciones del epitopo minimo de hCCR9 necesario para la interaccién con los mAb
91R y 92R ha permitido identificar a las posiciones Prol1l, Asn12, Alal4 y Asp16 como
relevantes para que este epitopo pueda ser reconocido por los dos anticuerpos. En
particular, la Asn en posicién 12 y la carga negativa del aa en la posicién 16 resultan
imprescindibles para que se produzca la unién antigeno-anticuerpo. No se observaron
diferencias relevantes en el comportamiento de ambos mAb, 91R y 92R, frente a los
distintos péptidos.
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1.8 Secuenciacion de las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de los
mAb 91Ry 92R

Los mAb 91R y 92R tienen diferentes isotipos, IgG2b e I[gG2a, respectivamente. Sin
embargo, se asemejan mucho en sus sitios de unién a hCCR9 y en las propiedades de
estas uniones. Por este motivo, se decidié analizar las secuencias de nucleétidos de las
regiones variables de ambos mAb. Se utilizé el método descrito por Wang et al,,
basado en la utilizacién de oligonucleétidos degenerados para la amplificacién,
mediante PCR, del material genético correspondiente a las regiones variables de Ig de
ratén de secuencia desconocida.

Wang y colaboradores analizaron las secuencias registradas en la base de datos de
Kabat de Ig de ratén (Kabat, 1991). Calcularon las frecuencias de cada nucleétido en
las distintas posiciones correspondientes a la regién marco 1 (framework 1, FR1) e
identificaron los nucle6tidos dominantes en cada posicién. En base a este cilculo,
diseflaron oligonucledtidos 5’ altamente degenerados tanto para la cadena pesada
como para la ligera de Ig murinas. Como oligonucleétidos 3’ emplearon
oligonucleétidos especificos para cada isotipo, correspondientes al primer dominio de
la regi6én constante de cada cadena pesada de Ig o un oligonucleétido correspondiente
ala regién constante de la cadena ligera k.

Como molde para las PCR con los oligonucleétidos degenerados se empleé cDNA
obtenido a partir de diferentes extractos de RNA de los hibridomas 91R y 92R. Al
utilizar oligonucledtidos degenerados, la amplificacién sélo resulta efectiva utilizando
una DNA polimerasa sin actividad correctora de errores. Por ello, se realizaron
multiples retrotranscripciones a cDNA y varias PCR para la obtencién de secuencias
consenso generadas a partir de un numero elevado de secuencias, con el fin de que
posibles errores derivados de la amplificacién con dicha DNA polimerasa fueran
facilmente identificables.

En el caso de las cadenas pesadas, se secuenciaron los productos de amplificacién de
las PCR y se obtuvieron secuencias consenso a partir de al menos 16 secuencias
independientes. Ninguna de las alteraciones respecto de la secuencia consenso se
encontré repetida en mdas de una de las 16 secuencias obtenidas. En el caso de las
cadenas ligeras, los productos de PCR obtenidos con los oligonucleétidos degenerados,
en la secuenciacién dieron lugar a dobles picos. Esto se debe a que en los extractos de
RNA de los hibridomas se encuentran mRNA de cadenas ligeras no productores,
resultantes de reordenamientos génicos no funcionales, junto con los mRNA de las
cadenas ligeras si productores, resultantes de un posterior reordenamiento génico si
funcional. Por ello, para su secuenciacién, los fragmentos de PCR de las cadenas
ligeras se clonaron en plasmidos con los que se transformaron bacterias E. coli. La
posterior seleccién de colonias aisladas nos permitié obtener secuencias Unicas. Se
purificaron pldsmidos que contenian cada uno de los distintos fragmentos,
productores y no productores, se secuenciaron y se seleccionaron los resultantes de un
reordenamiento génico si funcional. Se utiliz6 un minimo de 10 secuencias
productoras independientes para generar la correspondiente secuencia consenso.
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En la figura 15 se muestra el alineamiento de las secuencias consenso resultantes
para las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de 91R y 92R. Como puede
observarse, la similitud en las secuencias de las regiones variables de ambos mAb es
muy elevada. Las regiones variables de las cadenas pesadas de 91R y 92R presentan un
97,1% de identidad de secuencia de nucleétidos, y las ligeras un 94,6%.

FR1
1‘. 91R NNNNNNNNNCTGGAGGANTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGAAGATCCATGAAACTC 60
92R NNNNNNNNNCTGGAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAACCTGGAGGATCCATGARACTC 60
khkkhkhkhkhhkhhhhhhhhdh khhkhkhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhd khkkhkhhhhhhhhh
CDR1
91R TCCTGTGTTGCCTCTGGATTCACTTTCAGT GGGTCCGCCAGTCG 120
92R TCCTGTGTTGCCTCTGGATTCACTTTCAAT GGGTCCGCCAATCT 120
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhhkhkhhhhhhdx * khkhkhkhkhkhkkhkk **k
FR2 CDR2
91R CCAGAGAAGGGGCTTGAGTGGGTTGCT 180
92R CCAGAGAAGGGGCTTGAGTGGGTTGCT 180
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhhkhhhks
Cadenas pesadas
91R CTGTGAAAGGGAGGTTCACCATCTCAAGAGATGATTCCAARAGTAGT 240
92R CTGTGAAAGGGAGGTTCACCATCTCAAGAGATGATTCCAAAAGTAGT 240
khkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhbhdhhrrhrhrhrhrhbhdd
ER3
91R GTCTACCTGCAAATGAACAACTTAAGAACTGAAGACACTGGCATTTATTACTGTACCAGT 300
92R GTCTACCTGCARATGAACAACTTAAGAGCTGAAGACACTGGCATTTATTACTGTGCCAGT 300
khkkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdr hhhhhhhhhdhhhrrhrhrhhhhhhddd *hhdd
CDR3 FR4
91R GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA 351
92R GGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCCGCA 351
khkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhd *kk
FR1
l; 91R NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGCGATCARACCTCC 60
92R NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCC 60
khkkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhhhhhrhhhhhhhhhhhhrd dhhhhd *hhdhd
CDR1
91R ATCTCTTGC AGTGG 120
92R ATCTCTTGC TTGG 120
khkkkhkhhkk * kkk
CDR2
91R TACCTGCGGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATC 180
92R TGCCTGCAGAGGCCAGGCCAGTCTCCAAAGTCCCTGATC 180
* khkkhkhk hhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhh khkhkhkhkhh
Cadenas ligeras FR3
91R GGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACATTCARGATC 240
92R GGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATC 240
khkhkhkhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdd *hhkhhhdd
CDR3
91R AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCGCTC 300
92R AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTTCTGCTCTC 300
khkkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdd *hhhi
FR4
91R TCGGTGGAGGCACCAAGCTGGARATCAAACGG 339
92R TCGGTGGAGGCACCAAACTGGAARATCAAACGG 339
khkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhk hhkhkhkhkhkhkhhhhhhhh

Figura 15. Las secuencias de nucleétidos de las regiones variables de las cadenas de
Ig de 91R y 92R presentan alto grado de identidad.

(A) Alineamiento de las regiones variables de las cadenas pesadas de los mAb 91R y 92R. (B)
Alineamiento de las regiones variables de las cadenas ligeras de los mAb 91R y 92R. Programa Clustal,
versién 2.1. Las regiones determinantes de la complementariedad, determinadas segun el modelo de
Kabat, estan resaltadas en color.

FR (region marco, del inglés framework region); CDR (region determinante de la complementariedad, del inglés,
complementary determining regién).
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Las secuencias de nucleétidos de las regiones variables de 91R y 92R fueron traducidas
a la secuencia de aa correspondiente. La PCR realizada utiliza oligonucleétidos
degenerados en 5’, por lo que no proporciona informacién sobre la secuencia
correspondiente al extremo amino de las FR1, donde aparean dichos oligonucleétidos.
Para determinar los aa correspondientes al extremo N-terminal de las distintas
cadenas, se llevé a cabo su secuenciacién mediante degradaciéon de Edman (Niall,
1973). Los mAb 91R y 92R se purificaron por afinidad en una columna de proteina G
sefarosa y se resolvieron en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Se recortaron las bandas del gel correspondientes a la cadenas pesada y ligera de cada
mADb, que se utilizaron para llevar a cabo una secuenciacién de Edman e identificar los
primeros 16-17 aa de cada cadena polipeptidica. Los resultados de la secuenciacién de
Edman combinados con la traduccién de la secuencia de nucledtidos se muestran en la
figura 16.

Para confirmar si la secuencia de aa predicha era correcta, se realizaron anélisis MS
MALDI-TOF a partir de bandas de geles de poliacrilamida de los mAb 91R y 92R
resueltos en condiciones desnaturalizantes. Los fragmentos obtenidos tras la
digestién con tripsina y quimotripsina generaron un espectro de masas compatible con
las secuencias obtenidas a partir de la secuenciacién de nucleétidos y por los resultados
de la secuenciacién de aa del extremo N-terminal mediante la técnica de degradacién
de Edman.

A ER1 ER2 CDR2
91R EVKLEDSGGGLVQPGRSMKLSCVASGFTFS] WVRQSPEKGLEWV 60
92R EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTF WVRQSPEKGLEWV 60
khkkkhkohhhhhhhhdh dhhhkhhhhhhhhdh khkhkhkhkhkhhkhhhhhh

ER3 CDR3 FR4
91R SVKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRTEDTGIYYCTS) WGQGTLVTVSA 117
92R SVKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRAEDTGIYYCAS WGQGTLVTVSA 117

khkkhkkkhkhhhk

Cadenas pesadas

khkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhshhhhhhhh sk

91R DVVMTOTPLSLPVSLGDOTSIS WYLRKPGOSPKLLI
92R DVVMTQTPLSLPVSLGDQASIS NCLORPGOSPKSLI
Ahkkkhkhkhhkhkhkhhhhkhh Ak hhhh shkEkAkAkE ko

91R VPDRFSGSGSGTDFTFKISRVEAEDLGVYFCAO FGGGTKLEIKR 113
92R VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSOQ! FGGGTKLEIKR 113

khkkhkhkhkhkkhhhhhhhk s hhhhhhhhhhhhdhdhdh sk

Cadenas ligeras

khkkkhkhhhkhhh

Figura 16. Las secuencias de aa de las regiones variables de las cadenas de Ig de 91Ry
92R presentan alto grado de identidad.

(A) Alineamiento de las regiones variables de las cadenas pesadas de los mAb 91R y 92R. (B)
Alineamiento de las regiones variables de las cadenas ligeras de los mAb 91R y 92R. Programa Clustal,
version 2.1. (*) posicién conservada, (:) posicién ocupada por aa con propiedades similares, (.) posicién
ocupada por aa con propiedades poco conservadas. Las regiones determinantes de la
complementariedad, determinadas segin el modelo de Kabat, se resaltan en color.

FR (regién marco, del inglés framework region); CDR (region determinante de la complementariedad, del inglés,
complementary determining region).
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Como puede observarse en el alineamiento de las secuencias de aa de las regiones
variables de 91R y 92R, el porcentaje de similitud de secuencia entre ambos mAb es
muy elevado. Las regiones variables de las cadenas pesadas de 91R y 92R presentan un
94,9% de identidad de secuencia de aa, y las ligeras un 89,4%. Los CDR 2y 3 de las
cadenas pesada y el CDR2 de las cadenas ligeras de los mAb 91R y 92R tienen
conservados todos sus residuos. La elevada identidad de secuencia en las regiones
variables de ambos mAb concuerda con la similitud en sus propiedades de unién a
hCCR9, incluyendo la afinidad por el antigeno y el epitopo reconocido.

1.9 Modelo de interaccién molecular entre un péptido correspondiente a las
posiciones de aa 10-18 de hCCR9-A y las regiones variables del mAb 91R

Una vez identificado el epitopo minimo de hCCR9 reconocido por 91R y 92R, asi como
las secuencias de las regiones variables de ambos mAb, fue posible modelizar la
estructura tridimensional de los mAb y asi estudiar qué aa participan en la interaccién
antigeno-anticuerpo. Para ello, en ausencia de una estructura cristalografica del mAb,
se emplearon programas bioinformaticos de modelado de estructura de anticuerpos.

La regién de unién al antigeno estd formada por los dominios variables de cada una de
las cadenas de Ig (VL y VH). Dentro de las mismas, los sitios de interaccién con el
antigeno corresponden a las regiones CDR, que forman seis bucles (loops)
hipervariables, tres en la cadena ligera (CDR-L1, L2 y L3), y tres en la cadena pesada
(CDR-H1, H2, H3). El resto de las regiones variables son las denominadas marco
(framework), que se encuentran muy conservadas a nivel estructural y cuyos aa varian
muy poco entre distintos anticuerpos del mismo isotipo. Por tanto, el principal reto
en la modelizacién estructural de mAb se centra en la prediccién de la conformacién de
las zonas CDR.

La mayoria de CDR (a excepcién de CDR-H3) adoptan un numero limitado de
conformaciones, conocidas como estructuras canoénicas (Chothia et al., 1989). Las
estructuras candnicas pueden asignarse a una secuencia dada, por comparacién con
otras secuencias homoélogas para las que la estructura cristalografica haya sido ya
resuelta. El nimero de estructuras cristalograficas de anticuerpos disponibles en las
bases de datos no deja de crecer, por lo que la asignacién de las conformaciones de las
CDR L1, L2, L3, H1 y H2 puede realizarse hoy en dia con un alto grado de exactitud
[RMSD (desviacién de la media cuadratica, del inglés root mean square deviation) entre
el modelo y la estructura nativa suele ser < 1,0 A] (Kuroda et al., 2012).

El loop CDR-H3 se localiza en el centro del sitio de interaccién con el antigeno. Adopta
diversas conformaciones y suele experimentar cambios conformacionales tras la
interaccién con el antigeno, dificultando el establecimiento de reglas que relacionen
secuencia con estructura. Ademads, el loop CDR-H3 se localiza cerca de la superficie de
contacto con la regién VL, por lo que la prediccién de la orientacién relativa de los
dominios variables VL y VH afecta a la modelizacién del CDR-H3 y viceversa.
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Figura 17. El péptido modelizado correspondiente a las posiciones de aa 10-18 de
hCCR9-A interaccionaria mediante fuerzas electrostaticas, puentes de hidrogeno y
contactos hidrofébicos con las regiones variables del mAb 91R.

(A y B) Modelo de la estructura del mAb 91R (A) y de la interaccién entre el péptido hCCR9(10-18)
(amarillo) y las regiones variables pesada (verde) y ligera (naranja) del anticuerpo 91R (B). La
estructura de 91R se predijo con el programa RosettaAntibody y el acoplamiento peptidico se establecié
con los programas Pepsite2 para determinar el lugar de unién y la orientacién del péptido y Rosetta
FlexPepDock para el refinamiento de las posiciones del esqueleto peptidico y las cadenas laterales de
hCCR9(10-18). Las figuras se generaron con el programa de visualizacién molecular Pymol. (C)
Representacion de la carga electrostética en la superficie del mAb 91R realizada con el complemento
APBD del programa Pymol. Las cargas netas negativas se representan en azul y las positivas en rojo.
(D) Diagrama de los puentes de hidrégeno y los contactos hidrofébicos entre el mAb 91R y el péptido
hCCR9(10-18) obtenido con el programa Ligplot®. Los puentes de hidrégeno predichos se indican con
lineas de puntos entre los 4tomos implicados, la distancia que los separa se indica en A. Los contactos
hidrofébicos se representan mediante arcos con radios apuntando hacia el dtomo con el que
interaccionan.
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Para el modelado bioinformatico de la estructura del mAb 91R se emplearon en
paralelo dos programas, RosettaAntibody (Sircar et al., 2009) y PIGS (Marcatili et al.,
2008). Como complemento también se emplearon métodos bioinforméticos para
estudiar la interaccién anticuerpo-antigeno. En general, los epitopos antigénicos de
proteinas son discontinuos en la secuencia (Barlow et al., 1986; Van Regenmortel,
1996), lo que dificulta el modelado de la interaccién anticuerpo-antigeno. En este
caso, al haberse demostrado que los péptidos que contienen el epitopo lineal minimo
de seis aa hCCR9-A(11-16) mantienen la capacidad de unién a los anticuerpos 91R y
92R, se opto por utilizar un programa de modelado de interaccién péptido-proteina,
Rosetta FlexPepDock (London et al, 2011). Con este programa se modelaron las
interacciones entre el péptido hCCR9(10-18) y cada uno de los modelos obtenidos para
la estructura de 91R. Este tipo de modelado refina y encuentra la conformacién del
péptido mas favorable energéticamente, a partir de una posicién de partida. Por tanto
es necesario identificar el sitio de unién y direccién del péptido mas probable. Para
ello se utilizé PepSite2 (Trabuco et al., 2012). Con este programa se identificé el lugar
de unién mdas probable entre los modelos obtenidos para 91R y un péptido
correspondiente a los aa 11-16 de la secuencia de hCCR9-A, ademas se resolvieron las
mads probables direcciones y orientaciones de dicho péptido en su interaccién con 91R.
Esta informacién se utilizé como datos de partida para el programa Rosetta
FlexPepDock.

Pepsite? y Rosetta FlexPepDock ofrecen valores que, teniendo en cuenta diferentes
variables energéticas, puntian las distintas soluciones de interaccién péptido-
proteina. En general, se obtuvieron siempre mejores valores para el acoplamiento de
los diferentes péptidos cuando la estructura del mAb de partida correspondia a la
obtenida con el modelo RosettaAntibody. La representacién de la estructura de VL y
VH de 91R predicha por RosettaAntibody y su interaccién con el péptido hCCR9(10-
18) modelizada por Pepsite2 y Rosetta FlexPepDock se muestra en la figura 17B.

Asimismo, se calculd el potencial electrostatico en la superficie de 91R a partir del
modelo de RosettaAntibody (Fig. 17C). En la figura se indica la posicién del aa Asp16
del péptido hCCR9(10-18), cuya carga negativa se habia identificado como esencial
para la interaccién antigeno-anticuerpo, mediante Pepscan. Como puede observarse,
dos aa con carga positiva (Arg52 e His61), pertenecientes al CDR2 de la VH de 91R, se
localizan muy préximos al Asp16 del péptido hCCR9(10-18) de acuerdo al modelado
estructural de RosettaAntibody.

Finalmente, se utilizé el programa LigPlot+ (Laskowski and Swindells, 2011) para
analizar las interacciones entre el modelo de estructura de 91R y el péptido hCCR9(10-
18). Se generé un diagrama de los puentes de hidrégeno y los contactos hidrofébicos
establecidos entre 91R y el péptido (Fig. 17D). Como se observa en esta figura, el
residuo Asnl2 del epitopo de hCCR9, que también habia sido identificado como
imprescindible para la interaccién con 91R mediante Pepscan, podria formar un
puente de hidrégeno con la Tyr54 del CDR2 de la VL de 91R.
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2. Evaluacion de la actividad antitumoral de los anticuerpos 91R y
92R utilizando células de leucemia humana CCR9*

2.1 Citotoxicidad celular dependiente de células NK mediada por los mAb 91R
y 92R en células MOLT-4

Con el fin de determinar el potencial de CCR9 como diana en inmunoterapia
antitumoral se analizd, en ensayos in vitro, si los mAb anti hCCR9 pueden mediar
acciones efectoras sobre células hCCR9* de leucemia humana MOLT-4. Las células NK
presentan receptores de Fc en su membrana plasmatica, y son capaces de lisar células
diana marcadas en su superficie por algunos anticuerpos (Clynes et al., 2000).

Se realizaron ensayos in vitro de lisis especifica de células MOLT-4 preincubadas con
los mAb 91R o0 92R y expuestas a la accién efectora de células NK murinas. Las células
NK se aislaron del bazo de ratones BALB/c y se activaron mediante su cultivo, durante
6 o 7 dias en presencia de IL-2. Las células purificadas y activadas se analizaron
mediante citometria de flujo para determinar su nivel de expresiéon de los marcadores
celulares de ratén CD3, CD45 y CD49b. Todas las preparaciones celulares que se
utilizaron contenian al menos un 90% de células NK, definidas como aquellas con
fenotipo CD37/CD45*/CD49b*.

La actividad citotéxica de las células NK se calculé como el porcentaje de células diana
MOLT-4 lisadas tras su preincubacién con diferentes anticuerpos anti hCCR9 o con un
mAb control, seguida de la incubacién con las células NK murinas. El porcentaje de
células muertas respecto al total de la muestra se estimé en un citémetro de flujo, por
incorporacién del reactivo 7-AAD. Para discernir las células diana MOLT-4 de las
células NK, las primeras fueron tefiidas antes del ensayo con el colorante verde
fluorescente CESE. De este modo, el andlisis del porcentaje de células 7-AAD* dentro
de las células marcadas en verde con CESE permiti6 determinar el porcentaje de células
diana muertas.

Como puede observarse en la figura 18A, ambos mAb anti hCCR9, 91R y 92R,
promovieron niveles de lisis especifica superiores al 50% (91R: 57,7 + 1,1%; 92R: 54,9
+ 4,1%), mayores que el nivel obtenido con el mAb anti hCCR9 comercial 112509
(IgG2a) (20,5 + 0,8%). Como control positivo, se empled una mezcla (pool) de sueros
de ratones inmunizados con células MOLT-4, que indujo la lisis celular maxima en
estas condiciones del ensayo (91,1 + 1,1%).

Con el objetivo de analizar cémo afecta la concentracién de los mAb 91R y 92R a su
capacidad de inducir citotoxicidad celular especifica por células NK se realiz6 una curva
de concentraciones crecientes de ambos mAb. Se observé que la concentracién
minima necesaria durante la opsonizacién para producir una respuesta detectable fue
de 0,004 ug/ml; y que a una concentracién de 0,4 ug/ml los mAb 91R y 92R
alcanzaban una lisis especifica de 42,4% y de 39,1%, respectivamente (Fig. 18B). Para
ambos mAb, la lisis celular especifica pudo incrementarse hasta el 69%, aumentando el
ratio de células NK por célula diana (Fig. 18C). Estos resultados demuestran la
capacidad de los mAb anti hCCR9 91R y 92R de mediar citotoxicidad celular
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dependiente de anticuerpo, y sustentan su potencial como herramientas
antitumorales.
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Figura 18. Los mAb 91R y 92R median citotoxicidad dependiente de células NK en
células de leucemia humana MOLT-4.

(A-C) Las células diana MOLT-4 se marcaron con el colorante verde fluorescente CESE y se incubaron
con el mAb indicado (30 min, 37°C). Las células NK se aislaron a partir de bazos de ratones BALB/cy se
mantuvieron en cultivo durante 6-7 dias en medio de cultivo suplementado con IL-2. Las células NKy
las células MOLT-4 fueron posteriormente cocultivadas en un ratio 20:1 —o en el ratio indicado- (4 h, 37
°C). La lisis celular especifica se determiné marcando las células muertas con 7-AAD y analizando por
citometria el porcentaje de células verdes y 7-AAD*. (A) Lisis celular especifica mediada por células NK
en ausencia de mAb, o en presencia de IgG control, de los mAb 91R, 92R, 112509 (20 pg/ml ) o de una
mezcla de sueros de ratones inmunizados con células MOLT-4 (M4; 1:1000). Se muestra la media +
SEM de triplicados de un experimento representativo de seis realizados. (B) Curva de dosis-respuesta
de la lisis especifica mediada por células NK en presencia de concentraciones crecientes de 91R y 92R.
Se muestra la media + SEM de un experimento representativo (n = 4). (C) Lisis especifica mediada por
91R, 92R, en funcién del ratio de células NK: MOLT-4. Se muestra la media + SEM de un experimento
representativo de cuatro realizados. Test t-Student *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05.

2.2 Citotoxicidad dependiente de complemento mediada por los mAb 91R y
92R en células MOLT-4

La CDC ha sido descrita como uno de los principales mecanismos de los anticuerpos
terapéuticos para la eliminacién de células tumorales (Scott et al., 2012; Weiner et al.,
2010). Por ello, se analiz6 in vitro, la capacidad de los mAb 91R y 92R de mediar la lisis
de células MOLT-4 de leucemia humana mediante la activacién del sistema del
complemento.

Las células MOLT-4 se pre incubaron con los mAb anti hCCR9 91R, 92R, 112509, con
anticuerpos control, o con un pool de sueros murinos anti células MOLT-4 (M4). A
continuacién, las células se incubaron durante una hora con complemento de conejo
activo o inactivado por calor. La lisis celular especifica se determiné en un citémetro
de flujo, por incorporacién de 7-AAD.

En la figura 19A se muestra la lisis especifica mediada por complemento promovida
por los mAb 91R (49 + 2%) y 92R (46 + 1%). Para ambos mAb los resultados son
similares, y notablemente superiores a los del mAb anti hCCR9 comercial 112509 (7,1
+ 0,9%). La mezcla de sueros anti MOLT-4 generé la maxima lisis celular mediada por
el complemento de conejo (60 + 0,8%) en las condiciones experimentales utilizadas.
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El nivel de lisis de las células MOLT-4 mediada por 91R y por 92R depende de la
concentracién de mAb, como se muestra en la curva de dosis-respuesta que muestra
un comportamiento sigmoidal (Fig. 19B). Se detect6 lisis especifica desde una
concentracién de 0,4 ug/ml, mientras que a 4 ug/ml el nivel de lisis especifica era
cercano al 40%, tanto para 91R como para 92R. La CDC promovida por 91R aument6
hasta los niveles maximos del ensayo a medida que se incrementé el porcentaje de
complemento (Fig. 19C). En conjunto, estos resultados muestran el potencial de 91R
y 92R para promover la lisis de células tumorales CCR9".
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Figura 19. Los mAb 91R y 92R promueven citotoxicidad dependiente de
complemento en células de leucemia humana MOLT-4.

(A-C) Las células MOLT-4 se pre incubaron con el mAb indicado (30 min, 37°C), se lavaron e incubaron
(1 h) con complemento de conejo al 25%, activo o inactivado por calor a 56°C; la viabilidad celular fue
evaluada por tincién con 7-AAD en un citémetro de flujo. (A) Lisis especifica por complemento en
ausencia de mAb o en presencia de 91R, 112509, o de los correspondientes controles isotipicos (40
pg/ml). Cada condicién fue analizada por triplicado. Se representa la media + SEM de cuatro
experimentos independientes. (B) Curva de dosis-respuesta de la lisis especifica por complemento
empleando el mAb 91R y un mAb control IgG2b a las concentraciones indicadas. Se representa la media
+ SEM de un experimento representativo de cuatro realizados. (C) Lisis especifica por complemento en
funcién de la concentracién de complemento. Se muestra la media + SEM de triplicados de un
experimento representativo de dos realizados. Test t-Student *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05.

2.3 Andlisis del crecimiento de tumores xenogénicos en ratones iniciando el
tratamiento con el mAb 91R o 92R al dia siguiente de la inoculacién de las
células tumorales

Dados los resultados obtenidos ex vivo, el siguiente objetivo fue evaluar la capacidad de
los mAb 91R y 92R de inhibir el crecimiento de tumores hCCR9" in vivo (Jung, 2014).
Para ello, se emplearon células de leucemia humanas implantadas como tumores
xenogénicos en ratones inmunodeficientes BALB/c Rag2”. Las células MOLT-4 se
inocularon por via subcutdnea a cuatro grupos de nueve ratones cada uno. Cada grupo
recibié una inyeccién intraperitoneal semanal del mAb 91R, 92R o de un mAb control
isotipico (IgG2b o IgG2a). Los ratones recibieron dos inyecciones de 100 ug de mAb,
seguidas de otras dos inyecciones de 50 ug, inicidndose el tratamiento al dia siguiente
de la inoculacién de las células tumorales (Fig. 20A).

71



Resultados

’bs.' ‘ PR3
. o% o &
S &
S.C. é
01 8 15 22 78 dia
ip. Lp. ip. ip.
100 pg 100 pg 50 pg 50 pg
Inyeccion de mAb (91R, 92R, IgG2b o IgG2a)
~ 500 1507 o~ i
™
£ 400- g 1257 T | T |
- =
© 5 50100
g 3004 g
5 28 75
- o
g 200 83 501
£ &
;g 100 ~ 2 554

30 40 50 60 70 80 IgG2b 91R IgG2a 92R
Dias post inoculacién tumoral

1gG2b

91R

IgG2a

92R

Figura 20. Los mAb 91R y 92R inhiben el crecimiento de tumores xenogénicos de
células de leucemia humana MOLT-4.

En ensayos xenogénicos, las células MOLT-4 se inyectaron por via subcutinea en ratones BALB/c Rag2”
el dia 0. Cada grupo experimental recibié cuatro dosis intraperitoneales del mAb 91R, 92R o sus
correspondientes mAb control isotipico, las dos primeras (dias 1 y 8) de 100 pg/ratén (4 mg/kg), y las
dos siguientes (dias 15 y 22) de de 50 pg/ratén (2 mg/kg). Cada 4-7 dias se midi6 el crecimiento
tumoral con un vernier caliper. Al final del experimento (dia 78) los ratones fueron sacrificados y los
tumores fueron extraidos, pesados y fotografiados (n = 9 ratones/grupo). (A) Esquema del tratamiento
con anticuerpos tras la inoculacién de 2x10° células tumorales en uno de los flancos de cada ratén. (B)
Cinética del crecimiento tumoral. El volumen de los tumores se midi6é en los dias indicados y fue
calculado segiin la férmula V= [didmetro axial, mm] x [(didmetro rotacional, mm)?/2]. (C) Porcentaje
del peso de los tumores en relacién al grupo control en el dia 78. Media + SEM. (D) Imégenes de los
tumores de ratones tratados con 91R, 92R o los correspondientes mAb control isotipico (dia 78) Barra =
1 cm. Test t-Student *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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El tamario de los tumores en desarrollo se midi6 mediante un vernier caliper hasta el
dia 78, cuando los ratones fueron sacrificados. Los tumores subcutidneos de los
ratones tratados con los mAb anti hCCR9 apenas fueron detectables, mientras que los
tumores de los ratones tratados con los mAb control mostraron un crecimiento
exponencial y alcanzaron tamarios elevados (Fig. 20B).

Los tumores fueron extraidos el dia 78 y se pesaron y fotografiaron. La media del peso
de los tumores en el grupo tratado con IgG2a fue de 1,25 + 0,39 gy en el grupo IgG2b
fue de 1,23 + 0,33 g. Por el contrario, en el grupo de ratones tratados con 91R la media
del peso de los tumores fue 0,11 + 0,06 g y ninguno de los ratones del grupo tratado
con 92R desarroll6 tumores detectables (Fig. 20C).

La mayoria de los ratones tratados con los mAb control habian desarrollado tumores
observables el dia de la necropsia; sélo uno de los ratones tratados con IgG2b y dos
ratones tratados con IgG2a no presentaba tumores. Sin embargo, seis ratones
tratados con 91R y los nueve ratones tratados con 92R estaban libres de tumor (Fig.
20D).

Los datos obtenidos en este modelo xenogénico confirman la capacidad de los mAb
anti hCCR9 de inhibir in vivo, el crecimiento de tumores de células humanas CCR9".

2.4 Andlisis del crecimiento de tumores xenogénicos en ratones iniciando el
tratamiento con el mAb 91R una semana después de la inoculacién tumoral

Para determinar la capacidad del mAb 91R de inhibir el crecimiento tumoral en
condiciones mdas exigentes, se realiz6 un nuevo tratamiento, utilizando también
cuatro dosis de mAb, pero iniciando las inyecciones de anticuerpo 7 dias después de la
inoculacién de las células tumorales. En este experimento, se utilizaron dos grupos de
diez ratones a los que se administraron las células MOLT-4 de forma subcutanea y se
trataron con un mAb control IgG2b o con el mAb 91R. Las dosis de mAb fueron 100
ug de mADb los dias 7y 14 y de 50 ug los dias 21 y 28 del tratamiento (Fig. 21A).

La grafica de seguimiento del tamafio tumoral mediante vernier caliper muestra, una
vez mds, un crecimiento exponencial de los tumores en el grupo de ratones tratados
con el mAb control; mientras que el crecimiento de los tumores en el grupo de los
tratados con 91R se muestra claramente inhibido (Fig. 21B).

El dia 69, los ratones se sacrificaron y los tumores fueron extraidos, pesados y
fotografiados. La media del peso de los tumores en el grupo IgG2b fue de 0,45 + 0,12
g. En el grupo de ratones tratados con 91R la media del peso de los tumores fue
significativamente inferior (0,16 + 0,06 g) (Fig. 21C).
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Figura 21. El mAb 91R reduce el crecimiento de tumores xenogénicos en ratones
iniciando el tratamiento 7 dias después de la inoculacion tumoral.

Las células MOLT-4, hCCR9", se inyectaron subcutdnemente en ratones BALB/c Rag2” el dia 0. Los
grupos experimentales recibieron cuatro dosis del mAb 91R o del mAb control isotipico, por via
intraperitoneal; las dos primeras (dias 7 y 14) de 100 pg/ratdn, y las dos siguientes (dias 21 y 28) de 50
pg/ratén. Cada 4-7 dias se midi6 el crecimiento tumoral con un vernier caliper. Al final del
experimento (dia 69) los ratones fueron sacrificados y los tumores fueron extraidos, pesados y
fotografiados (n = 10 ratones/grupo) (A) Esquema del tratamiento con anticuerpos tras la inoculacién
de 2x10° células tumorales en un flanco de cada ratén. (B) Cinética del crecimiento tumoral. El
volumen de los tumores se midi6 en los dias indicados y fue calculado segin la fé6rmula V= [didmetro
axial, mm] x [(didmetro rotacional, mm)?/2]. (C) Porcentaje del peso de los tumores en relacién al
grupo control en el dia 69. Media + SEM. (D) Imagenes de los tumores de ratones tratados con 91R o el
mADb control isotipico IgG2b (dia 69). Barra =1 cm. Test t-Student *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.

Como se observa en la figura 21D, dos ratones pertenecientes al grupo tratado con el
mAb control y cuatro ratones tratados con 91R no desarrollaron tumores observables
al final del experimento. Asimismo, el tamafio de los tumores en el grupo de ratones
tratados con 91R era visiblemente inferior.

Estos resultados indican que el mAb 91 mantiene la capacidad de inhibir el crecimiento
tumoral, atin actuando sobre indéculos de células tumorales que han tenido siete dias
para implantarse y crecer en el ratén antes de iniciarse el tratamiento.
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2.5 Cinética de inhibicién del crecimiento temprano de tumores xenogénicos en
ratones tratados con el mAb 91R

Para monitorizar la accién del mAb 91R durante las primeras fases del desarrollo del
tumor, cuando la medicién con el vernier caliper atin no es posible, se inocularon
células MOLT-4 que expresaban la enzima luciferasa (MOLT-4 luc) en el flanco de los
ratones. También se estudié el efecto de reducir el numero de dosis y la cantidad de
mAb en la misma pauta de tratamiento. En esta ocasién, los ratones
inmunodeficientes, distribuidos en dos grupos de siete ratones, recibieron dos
inyecciones del mAb 91R o del correspondiente mAb control isotipico, en los dias 1
(100 ug/ratén) y 6 (50 ug /ratén) del tratamiento (Fig. 22A).
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Figura 22. El mAb 91R inhibe eficazmente del desarrollo de tumores xenogénicos
cuando se administra a bajas dosis y desde los primeros dias del tratamiento.

(A) Pauta de tratamiento en ratones BABL/c Rag2”" inoculados subcutdneamente en ambos flancos con células
MOLT-4 luminiscentes (MOLT-4 luc) el dia 0. Los grupos experimentales recibieron inyecciones
intraperitoneales de 91R o de un mAb control IgG2b, los dias 1 (100 pg/ratén) y 6 (50 pg/ratén). Se analizaron
las imégenes de luminiscencia desde el dia 1 al 28, los ratones se sacrificaron el dia 62 y los tumores fueron
extraidos. (B) Imagenes de un rat6n representativo de cada grupo en los dias indicados post inoculacién celular.
(C) Cinética de crecimiento del tumor tras la inoculacién tumoral. Se representan las unidades relativas de
bioluminiscencia + SEM. (D) Porcentaje de carga tumoral en el dia 62 en los ratones tratados con 91R respecto
al grupo control. Se muestra la media + SEM. (E) Peso de los tumores, media + SEM. C-E, (n = 7
ratones/grupo). Test t-Student *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05.
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Los tumores implantados se monitorizaron mediante mediciones de la luminiscencia
emitida por las células MOLT-4 luc. La inyeccién de luciferina en el torrente sanguineo de
cada ratén y su posterior observacién en una cidmara de deteccién de luminiscencia,
permitié evaluar el tamario de estos tumores desde el dia 2 post inoculacién de las células
tumorales (Fig. 22B y C). Alo largo de todo el ensayo, el crecimiento de los tumores en el
grupo de ratones tratados con el mAb 91R fue menor que el observado en el grupo de
ratones control.

A dia 62, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los tumores. En estas
condiciones, pese a la reduccién de las dosis de mAb suministradas en relacién a los
experimentos anteriores, 91R originé una disminucién de la carga tumoral total de un
85 + 11% respecto al grupo control (Fig. 22D). Los pesos medios de los tumores
fueron de 1,48 + 0,26 g en el grupo tratado con el mAb IgG2b y de 0,22 + 0,10 g en el
grupo tratado con 91R (Fig. 22E).

Los datos de este experimento in vivo, junto con los resultados de los ensayos
previamente mencionados, muestran nuevamente una potente actividad antitumoral
de 91R y 92R frente a tumores xenogénicos hCCR9".

2.6 Andlisis histoldgico de los tumores xenogénicos de células MOLT-4
procedentes de ratones tratados con 91R

Se realiz6 un andlisis histolégico de los tumores xenogénicos de células MOLT-4
derivados de los experimentos anteriores, para evaluar el efecto del tratamiento con
91R. Se tifieron con hematoxilina-eosina secciones de tumores de ratones tratados
con 91R o con el mAb control que se recogieron en la necropsia de los diferents
ensayos. Se calculé el drea necrdtica en relacién con el drea total de cada seccién
tumoral, definiendo regién necrética como aquella carente de células y rodeada de una
densa acumulacién de nucleos tefiidos de morado (Fig. 23A). Los tumores se
clasificaron en tres categorias en base a la extensién del area necrética en cada caso:
baja (<1%), media (1-30%) y alta (> 30%). Solamente en el grupo de ratones tratados
con 91R se detectaron niveles altos de necrosis (en el 40% de los tumores); se
observaron niveles medios en el 50% de los tumores de ratones tratados con 91R y en
el 20% de los tratados con el mAb control. Las diferencias en la distribucién de areas
necréticas para cada tratamiento resultaron significativas (p <0,0001; Fig. 23B).

B Figura 23. El tratamiento con 91R
. 30% promueve necrosis en los tumores
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(A) Secciones tefiidas con hematoxilina-eosina
s de tumores xenogénicos de células MOLT-4
1004 — desarrollados en ratones tratados con el mAb
91R o con un mAb control. Barra =2 mm. A
la derecha se muestra una regién a mayor
aumento. Barra = 25 pm
509 (B) Porcentaje de tumores dlasificados en
funcién de su porcentaje de area necrética (<
1%, 1-30% y > 30%) en cada grupo de ratones
tratados. n = 7 ratones/grupo. Test Chi-
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Se utilizaron ensayos TUNEL para determinar el grado de apoptosis en los distintos
grupos de tumores. La apoptosis podria ser la causa de las zonas acelulares observadas
y corresponderia a un estadio previo a la desaparicién de las células. Los tumores de
ratones tratados con 91R mostraron un aumento significativo en la densidad de
células apoptéticas en comparacién con el grupo control (incremento de 1,93 veces; p
<0,0001; Fig. 24A).

Asimismo, se analiz6 el grado de proliferacién de las células tumorales. Para ello, las
secciones de los tumores fueron tefiidas empleando un mAb anti PCNA (antigeno
nuclear de células en proliferacién). La tincién mostré una disminucién significativa
en el nimero de células proliferantes en los tumores de ratones tratados con 91R en
comparacién con los tratados con el mAb control (incremento del 40%; p < 0,0001;
Fig. 24B).

El crecimiento tumoral también se asocia con el grado de neovascularizacién
intratumoral (Carmeliet and Jain, 2000; Meert et al., 2002). Por ello, se evalué la
angiogénesis intratumoral en los ratones tratados con 91R o con el mAb control
mediante la deteccién inmunohistoquimica del marcador endotelial CD31. Se observé
una reduccién en la densidad de microvasos en los tumores de ratones tratados con
91R en comparacién con los tratados con el mAb control (reduccién del 50,7%; p <
0,0001; Fig. 24C).

Estos datos indican que 91R interfiere con el crecimiento del tumor mediante el
aumento de la muerte celular por apoptosis y de los niveles de necrosis, asi como
mediante la reduccién de la proliferaciéon celular y de la densidad de microvasos en el
tumor.
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Figura 24. El tratamiento con 91R
promueve la apoptosis y reduce la
proliferacion celular y 1la
angiogénesis en los tumores
xenogénicos de células MOLT-4.

Secciones de tumores xenogénicos de
células MOLT-4 desarrollados en ratones
tratados con el mAb 91R o con un mAb
control. Barra = 50 pm. (A) Ensayo
TUNEL para analizar la apoptosis celular.
(B) Inmunodeteccion de PCNA para
evaluar los niveles de proliferaciéon
celular. (€C) Tincion de CD31 para
determinar la densidad de wvasos
sanguineos. En la parte inferior se
muestra el andlisis cuantitativo de los
nucleos TUNEL*, PCNA* y los segmentos
de vasos por campo Ooptico en los
distintos grupos. n = 7 ratones/grupo.
Test Mann-Whitney, ** p<0,001, **
p<0,01, * p<0,05.
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3. Analisis de la expresion de CCR9 en muestras de tumores
humanos de diferentes origenes

3.1 Estudio de la expresién de CCR9 en tumores humanos ginecolégicos, de
colon y melanomas

Con el propésito de identificar aplicaciones clinicas potenciales de los mAb anti CCR9
generados, y en base a los antecedentes bibliograficos, se llevé a cabo un anélisis de la
expresion de CCR9 en tejidos neopldsicos humanos de origen ginecolégico,
melanomas, carcinomas y neoplasias hematoldgicas.

Tres publicaciones de un grupo de investigacién describen la expresiéon de CCR9 en
células malignas de origen ginecolégico. En dos de ellas se emplean lineas celulares de
mama y de ovario hCCR9* para estudiar la resistencia a apoptosis mediada por la
activacién del eje CCL25/CCR9 (Johnson et al.,, 2010; Johnson-Holiday et al., 2011b).
En la tercera se analizan 9 muestras de parafina de tejido no neoplasico, 18 de tumores
de mama moderadamente diferenciados y 18 de tumores de mama pobremente
diferenciados, observando que la tincién anti CCR9 es progresivamente mayor a
medida que disminuye el nivel de diferenciacién celular (Johnson-Holiday et al.,
2011a). En base a estos datos, se realizé un estudio, en colaboracién con facultativos
del Hospital Universitario de Torrején, de la expresion de CCR9 en muestras de
diferentes tumores de origen ginecolégico mediante RT-qPCR. Las muestras,
procedentes de extirpaciones quirdrgicas realizadas con fines diagndsticos y/o
terapéuticos, se mantuvieron almacenadas embebidas en parafina en el servicio de
anatomia patoldgica del Hospital Universitario de Torrején. Los datos clinicos de las
pacientes incluidas en el estudio se muestran en la tabla 11. En total se han analizado
8 tumores de mama, 4 tumores de endometrio, 5 de ovario, uno de trompa, 3 de cérvix
y uno de Gtero.
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Tabla 11. Informacién diagnéstica de las pacientes con tumores ginecolégicos
incluidas en el estudio
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T4
5 53 Adenocarcinoma ovéarico v NX

M1
Tumores de trompa

T3c
1 70 Carcinoma epitelial IIIC NO

MO
Tumores de cérvix

T2a
1 53 Carcinoma epidermoide 1A NO

MO

T2b
2 66 Carcinoma epidermoide queratinizante IIB NO

MO

T4
3 69 Carcinoma epidermoide IVB NX

M1
Tumores de ttero

T1b
1 48 Leiomiosarcoma de alto grado IB NO

MO

* Clasificacion de estadio FIGO, desarrollada por la Féderation Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique
(Pecorelli, 2009).

** Clasificacion TNM, desarrollada conjuntamente por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la
Union for International Cancer Control (UICC) (Edge and Compton, 2010).

La bibliografia también indica la expresiéon de CCR9 en muestras de melanomas vy,
sobre todo, en sus metdastasis en intestino. Un estudio de Amersi et al. (2008) analizé
mediante RT-qPCR tejido embebido en parafina de metastasis de melanoma
localizadas en intestino. Hallaron expresién de CCR9 en 88 de 102 muestras
analizadas (86%). También analizaron 23 tumores primarios de melanoma,
encontrando que 11 de los 23 melanomas primarios (48%) eran CCR9*. Asimismo,
existe un estudio de Chen et al. (2012) en el que se analizan muestras de tejido
embebido en parafina mediante inmunohistoquimica. Mostraron que la expresién de
CCR9 es mayor en adenomas de colon, decreciendo de forma progresiva en carcinomas
invasivos y metastasicos. Observaron una expresiéon maxima de CCR9 en 46 muestras
de foci adenomatoso, una expresién media en 19 carcinomas in situ y expresién
negativa de este receptor en 86 carcinomas invasivos. Con estos antecedentes, en el
presente estudio se incluyé el andlisis, también mediante RT-qPCR, de muestras de
tumores primarios de colon y de melanomas. Estas proceden de pacientes que han
cedido sus muestras de tejido excedentes de procedimientos terapéuticos vy
diagnésticos al Biobanco Ramoén y Cajal. Las muestras se mantuvieron almacenadas en
dicho Biobanco, congeladas en O.C.T. Los datos clinicos de los pacientes incluidos en
el estudio se muestran en las tablas 12 y 13. Como puede observarse, se analizaron
13 muestras de adenocarcinomas de colon y 26 muestras de melanomas. De estos
ultimos, 23 correspondian a melanomas primarios y 3 a metastasis de melanoma.
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Tabla 12. Informacion diagnostica de los pacientes con adenocarcinoma de colon
incluidos en el estudio

Caso

10

11

12

13

Edad/

Sexo

76/M

73/F

53/M

72/M

80/M

73/F

81/M

72/F

78/M

82/F

74/F

51/M

77/M

Diagnéstico

Adenocarcinoma bien diferenciado de colon que infiltra la
capa muscular externa sin llegar a afectar al tejido pericélico.
33 ganglios linfaticos subyacentes aislados sin infiltracién
tumoral

Adenocarcinoma bien diferenciad o de colon que infiltra la
musculatura propia. 52 ganglios linfiticos subyacentes
aislados sin infiltracién tumoral

Adenocarcinoma bien diferenciado de colon ascendente con
componente mucinoso que infiltra la musculatura propia. Sin
afectacién de los ganglios linfaticos ni del pediculo vascular
Adenocarcinoma bien diferenciado de colon que infiltra la
grasa pericélica. 7 ganglios linfaticos subyacentes aislados sin
infiltracién tumoral

Adenocarcinoma bien diferenciado de colon que infiltra hasta
la serosa. Sin afectacién linfatica

Adenocarcinoma bien diferenciado con componente
mucinoso, sobre adenoma velloso de colon ascendente, con
infiltracion del tejido pericélico. 8 ganglios linfaticos
subyacentes aislados sin infiltracién tumoral
Adenocarcinoma bien diferenciado de colon descendente que
infiltra el tejido pericélico. 13 ganglios linfaticos subyacentes
aislados sin infiltracién tumoral

Adenocarcinoma moderadamente diferenciado de colon
ascendente que infiltra el tejido pericdlico y metastatiza en
4 de los 11 ganglios linfaticos subyacentes aislados
Adenocarcinoma bien diferenciado de colon, que infiltra la
grasa pericélica y metastatiza en 3 de los 19 ganglios
linfaticos subyacentes aislados

Adenocarcinoma bien diferenciado de colon de tipo
mucinoso, que infiltra la grasa y el peritoneo pericélicos.
Metastasis en 22 de los 25 ganglios linfaticos subyacentes
aislados

Adenocarcinoma pobremente diferenciado de ciego y colon
ascendente que infiltra el tejido pericélico con formacién de
implantes y metastatiza en los 22 ganglios linfaticos
subyacentes aislados

Adenocarcinoma mucinoso de colon sigmoide que infiltra el
tejido pericélico y metastatiza en 2 ganglios subyacentes
aislados

Adenocarcinoma muy pobremente diferenciado de sigma
perforado, que infiltra y engloba los segmentos adyacentes
del colon

Estadio
Astler-
Coller*

B2

B2

Cc2

c2

Cc2

C(D)

n.d.

Estadio
TNM**

T2
NO
MO

T2
NO
MO
T2
NO
MO

n.d.

T3
NO
MO

T3
NO
MO

T3
NO
MO
T3
N1
MO
T3
N2
MX

T3
N2
MO

T3
N3
MO

T3
N3
M1

n.d.

* Clasificacién de estadio Astler-Coller, modificada a partir de la clasificacion de Dukes (Astler and Coller, 1954).
** Clasificacion TNM, desarrollada conjuntamente por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la
Union for International Cancer Control (UICC) (Edge and Compton, 2010).
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Tabla 13. Informacion diagnostica de los pacientes con melanoma incluidos en el

estudio

Caso

Edad/

Sexo

Diagnéstico

Melanomas primarios

1

10

11

12

13

14

15

84/M

37/M

55/M

60/M

73/F

73/F

36/F

80/F

62/F

48/M

85/M

58/M

74/F

79/M

79/M

Melanoma de extensién superficial en fase de crecimiento
radial, con 4reas de regresion

Melanoma de extensién superficial, con dreas de regresion.
Espesor maximo de Breslow de 0.22 mm. Fase de
crecimiento radial

Melanoma de extensién superficial, en fase de crecimiento
radial, con un espesor maximo de Breslow de 0,6 mm

Melanoma de extensién superficial, con un espesor maximo
de 0,35mm

Melanoma de extensién superficial, que mide 0,8 mm de
espesor maximo, con extensa regresiéon y no ulcerado

Melanoma de extensién superficial, con un espesor maximo
de Breslow de 0.93 mm y extensas dreas de regresién

Melanoma de extensién superficial, de 0,69 mm de espesor
de Breslow con bordes de reseccién libres de tumor

Melanoma de tipo histolégico no clasificable, de un espesor
de Breslow de 1,15 mm. no ulcerado

Melanoma de extensién superficial, de 1,12 mm de espesor
maximo de Breslow, no ulcerado, que alcanza focalmente el
borde quirargico periférico.

Melanoma nodular, con espesor méximo de 3mm

Melanoma nodular que mide 5 mm de espesor maximo, que
presenta una extensa ulceracién en superficie

Melanoma con extension superficial, con un espesor
maximo de Breslow de 1.94 mm

Melanoma nodular con areas de regresién completa en los
bordes, extensamente ulcerado, con 3 mm de espesor
maximo de Breslow

Melanoma de tipo histolégico no determinado, de 3,28 mm
de espesor maximo de Breslow, extensamente ulcerado

Melanoma de tipo histolégico no determinado, de 3,28 mm
de espesor méaximo de Breslow, extensamente ulcerado
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Estadio
Clark*

I

I

I

II

II

II

II

I11

II

I11

IV

IV

IV

IV

Estadio
TNM**

n.d.

T1
NO
MO
T1
NO
MO

n.d.

Tla
NX
MO
Tla
NX
MO
T1
NX
MO
T2a
NX
MO
T2a
NX
MO
T3
NX
MO
T4b
NX
MO
T2
NX
MO
T3
NX
M1
T3b
NX
M1
T3b
NX
M1
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Melanoma nodular, con un espesor maximo de 4mm,

16 63/M IV. n.d.
ulcerado

17 73/F Melanoma,d.e tipo nodular, extensamente ulcerado, con un Y nd
espesor maximo de 5mm

18 64/F Melanoma nodular, ulcerado con un espesor maximo de I\ nd
0,34 mm

19 63/M Melanoma nodular, con un espesor maximo de 4mm, Y nd
ulcerado
Melanoma de extensién superficial, con un espesor maximo T4b

20 87/M de 6 mm, ulcerado, con afectacién del borde de reseccién v NX
periférico M1
Mel de tipo histolégi lasificabl =

21 89/F elanoma de tipo histolégico no c asificable, extensamente nd NX
ulcerado, de 3,5 cm de espesor maximo

MX

Mel dul Icerado, de 15 d T4

29 62/M e anoma,n'o ular, extensamente ulcerado, de 15 mm de nd NX
espesor maximo de Breslow

MX

23 79/F Melanomalm .f:ztu d.eltlpo lentigo maligno. No se ha nd nd
observado infiltracién en la muestra

Metdstasis de melanoma

24 87/F Metéstasis cutdneas de melanoma n.d. n.d.

25 64/M Piel con tejido adiposo y ganglios linfaticos con metastasis nd nd.
de melanoma

2 66/M Nédulo tumoral en tejido celular subcutédneo compatible nd nd

histol6gicamente con metastasis por melanoma
* Clasificacién de estadio de Clark (Clark et al., 1969).
** Clasificacion TNM, desarrollada conjuntamente por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la
Union for International Cancer Control (UICC) (Edge and Compton, 2010).

Como puede observarse en la figura 25, las muestras de tumores xenogénicos de
células MOLT-4, desarrollados en ratones inmunodeficientes, que se emplearon como
control positivo, resultaron CCR9 positivas en el anilisis mediante RT-qPCR. No
obstante, ninguna de las muestras de pacientes analizadas dio sefales
significativamente superiores al blanco del ensayo, correspondiente a la sefial
resultante del andlisis de células Jurkat crecidas en cultivo.
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Figura 25. La expresion del receptor de quimioquinas CCR9 no se detecté en las

muestras de tumores ginecolégicos, de colon y melanomas analizadas mediante RT-
qPCR.

Las muestras de tejido proceden de extirpaciones quirurgicas realizadas con fines diagndsticos y/o
terapéuticos. Se muestran los resultados obtenidos para la expresién de mRNA de hCCR9 normalizados
respecto a la expresién del gen de referencia GAPDH, y expresados como cantidad relativa de RNA
respecto a la obtenida en el mismo experimento para una muestra control positivo de células MOLT-4.
Como control negativo se emplearon células Jurkat. Como control adicional también se incluyen tres
muestras de tumores de células MOLT-4, crecidos de forma subcutdnea en ratones BALB/c Rag2” y
conservadas en parafina u O.C.T. segun el caso. (A) Anélisis de la expresién de hCCR9 en tumores
ginecoldgicos a partir de bloques de tejido embebido en parafina. (B) Anélisis de la expresién de hCCR9
en adenocarcinomas de colon a partir de bloques de tejido congelado embebido en O.C.T. (C) Analisis
de la expresién de hCCR9 en muestras de melanomas conservadas congeladas en O.C.T.
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3.2 Estudio de la expresion de CCR9 en neoplasias hematolégicas humanas

La expresion anémala de CCR9 también ha sido descrita en determinadas neoplasias
hematolégicas de células T CD4*. En individuos sanos, muy pocas células T CD4*
expresan CCR9, sin embargo, un estudio de (Qiuping et al., 2003) analiza 38 casos de
leucemias de tipo T, 21 agudas y 17 crénicas. Un elevado porcentaje de las células T
CD4* en las leucemias T-ALL expresan CCR9, mientras que en el caso de las leucemias
T-CLL, su expresion es muy escasa. En relacion a las neoplasias hematolégicas de tipo
B, se ha encontrado una publicacién que describe la expresién aberrante de CCR9 en
determinados linfomas mediastinales de células B (Rehm et al., 2009).

En colaboracién con facultativos del Hospital de Universitario de la Princesa, se
analizaron 29 muestras de pacientes de diferentes neoplasias hematolégicas. Los
datos diagnésticos de los pacientes incluidos en el estudio se muestran en la tabla 14.
En cada caso, se realiz6 un marcaje de las células para identificar la poblacién de células
patolégicas mediante citometria de flujo. Para ello, se siguieron los criterios de los
facultativos, quienes disponian de informacién sobre el fenotipo de la poblacién
patoldgica presente en cada muestra. La expresion de CCR9, dentro de dicha
poblacién patolédgica, se analizé mediante tincién con el mAb 91R o un mAb control
isotipico (Tabla 15). En 5 casos se hall6 un marcaje anti CCR9 significativamente
superior al obtenido con el mAb control. Correspondian a una leucemia aguda
linfocitica de fenotipo mixto (caso 1), dos leucemias linfociticas crénicas (casos 5y 12),
un sindrome linfoproliferativo B (caso 16), y un posible linfoma no Hodgkin de tipo B
(caso 17). El porcentaje de células patolégicas CCR9* y el nivel de expresion del
receptor variaron notablemente entre los distintos casos analizados, si bien en dos de
ellos, mas de la mitad de la poblacién celular patoldgica sobreexpresa CCR9 (Fig. 26).
A modo de ejemplo, en dicha figura, también se muestan dos casos en los que CCR9 no
se encuentra sobreexpresado en la poblacién celular patolégica, corresponden a los
casos 10 y 18 (leucemia linfatica crénica y sindrome linfoproliferativo B de zona
marginal, respectivamente).

Si bien deben analizarse mds casos, pues el tamafio muestral es pequefio, segin los
resultados de este estudio, CCR9 puede considerarse una diana terapéutica para el
tratamiento no sélo leucemias de tipo T CCR9", sino también de ciertas neoplasias de
células B.
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Tabla 14. Informacion diagnostica de los pacientes con neoplasias hematologicas
incluidos en el estudio

Caso Edad/Sexo Muestra* Diagnéstico

1 23/F MO Leucemia Linfocitica Aguda de fenotipo mixto
2 71/M SP Leucemia Mieloide Aguda

3 30/F MO Leucemia Linfocitica Aguda de células B

4 71/M* MO Leucemia Linfocitica Aguda de células B

5 79/F SP Leucemia Linfocitica Crénica

6 53/M SP Sindrome Linfoproliferativo B no concluyente
7 83/F MO Leucemia Linfocitica Crénica

8 58/ SP Linfoma Linfocitico

9 70/M SP Leucemia Linfocitica Crénica

10 68/F SP Leucemia Linfocitica Crénica

11 71/F MO Posible Linfoma No Hodgkin de manto

12 64/M SP Leucemia Linfocitica Crénica

13 53/M SP Sindrome Linfoproliferativo B

14 65/M SP Leucemia Linfocitica Crénica

15 54/F SP Leucemia Prolinfocitica T

16 75/M SP Sindrome Linfoproliferativo B

17 67/F SP Posible Linfoma No Hodgkin

18 59/M MO Sindrome Linfoproliferativo B de zona marginal
19 72/M SP Leucemia Linfocitica Crénica atipica

20 88/F SP Leucemia Linfocitica Crénica atipica

21 66/M SP Leucemia Linfocitica Crénica

22 88/M SP Leucemia Linfocitica Crénica atipica

23 78/F MO Mieloma Multiple

24 83/M MO Mieloma Multiple

25 81/F MO Mieloma Multiple

26 86/F MO Mieloma Multiple

27 69/F MO Mieloma Multiple

28 84/M MO Mieloma Multiple

29 73/M SP Sindrome de Sézary

* MO (médula ésea); SP (sangre periférica).

Tabla 15. Analisis de la expresion de CCR9 en células de pacientes de neoplasias
hematolégicas

Caso Poblacion patolégica Fenotipo* Z)a:’:))llc")lgai::l:‘:‘ ?Ci,;ngsmn
1 Linfocitos T CD34* 9,9 65

2 Mieloide CD34* 67 -

3 Linfocitos B CD34*%, CD19* n.d. -

4 Linfocitos B CD34*, CD19* 92 -

5 Linfocitos B CD5%, CD3 62 10,9
6 Linfocitos B CD5*, CD3 41 -

7 Linfocitos B CD5*, CD3" 76 -

8 Linfocitos B CD5%, CD3 23 -

9 Linfocitos B CD5%, CD3 40 -

10 Linfocitos B CD5*, CD3" 53 -

11 Linfocitos B CD5*, CD3" 20 -

12 Linfocitos B CD5*, CD3" 31 7,9
13 Linfocitos B CD5*, CD3" 17 -

14 Linfocitos B CD5*, CD3" 13 -
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15 Linfocitos T CD3*, CD4, CD8* 80 -
16 Linfocitos B CD20* 16 66
17 Linfocitos B CD20* 51 45
18 Linfocitos B CD20* 15 -
19 Linfocitos B CD20* 28 -
20 Linfocitos B CD20* 10 -
21 Linfocitos B CD19* 26 -
22 Linfocitos B CD5% CcD20* 34 -
23 Células plasmaticas CD38* 70 -
24 Células plasméticas CD38" 3 -
25 Células plasmaticas CD38* 31 -
26 Células plasméticas CD38" 65 -
27 Células plasmaticas CD38* 40 -
28 Células plasméticas CD38" 47 -
29 Linfocitos T CD3*, CD4*, CD74! 31 -

* Se indica la informacion diagndstica disponible para cada paciente.

** Porcentaje de poblacién celular patolégica, definida segin el fenotipo indicado en cada caso, respecto a la
poblacién celular total de la muestra.

*** Expresién de CCR9 en la poblacién celular patolégica determinada mediante tincién con 91R.
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Figura 26. La expresion de CCR9 por las poblaciones celulares patologicas de las
neoplasias hematolégicas analizadas presenta una distribucion heterogénea.

Analisis por citometria de flujo de la expresién de CCR9 en muestras de sangre periférica o de médula
6sea de pacientes de neoplasias hematolégicas. En cada caso, se selecciond la poblacién celular
patolégica segun el marcaje indicado en la tabla 15. En los histogramas superiores se muestra la
poblacién de células sanguineas totales y el gate correspondiente a las células consideradas como
patolégicas. Se indica el porcentaje de células patoldgicas respecto del total. En los histogramas
inferiores se muestra la expresién de CCR9 dentro de las poblaciones seleccionadas como patoldgicas.
Los histogramas vacios corresponden a la tincién con 91R y los coloreados a la tincién con un mAb
control isotipico. Se indica el porcentaje de células CCR9* dentro de las poblaciones patoldgicas.
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1. Generacion de mAb especificos frente a hCCR9

La supervivencia de los pacientes con cidncer ha aumentado de forma constante en los
ultimos afios debido, en parte, al avance en los métodos de diagnéstico que permiten
su deteccién temprana y también al desarrollo de nuevos firmacos para su uso en
terapias dirigidas, incluyendo a los anticuerpos terapéuticos antitumorales. El
presente trabajo se ha centrado en la generacién y caracterizacién de mAb especificos
frente al receptor de quimioquinas humano CCR9, y en el estudio de su potencial como
agentes terapéuticos en inmunoterapia antitumoral.

La generacién de mAD frente a receptores de quimioquinas no es un proceso sencillo.
Los siete dominios transmembrana que forman estos receptores se encuentran
embebidos en la membrana plasmatica, quedando inaccesibles a los anticuerpos al
igual que sus dominios intracelulares. Por tanto, para poder unirse al receptor
expresado en la superficie de células tumorales CCR9", los mAb han de estar dirigidos
contra los dominios extracelulares (Klarenbeek, 2012). En el laboratorio se realizaron
varios intentos previos de inmunizacién de ratones, con el objetivo de generar una
buena respuesta inmune frente a hCCR9. Primero, empleando péptidos sintéticos que
cubrian las secuencias completas de las cuatro regiones extracelulares de hCCRO.
Después, utilizando ratones previamente tolerizados frente a células HEK-293 a los
que se inmuniz6 con células HEK-293 transfectadas de manera estable con hCCRO.
Ambas resultaron infructuosas. Como alternativa para la obtencién de mAb que
reconozcan los dominios extracelulares de hCCR9 se podria utilizar el receptor
completo purificado, tanto para las inmunizaciones como para los ensayos de seleccién
y caracterizacion de mAb. Sin embargo, dada la dificultad en la produccién y
purificacién de este tipo de receptores en las cantidades necesarias y en su
conformacién nativa, se decidi6 inducir una respuesta inmune frente a hCCR9
mediante la inmunizacién de ratones con un pldsmido de expresion de este receptor,
combinada con dos dosis de recuerdo utilizando células hCCRO* (Nagata et al., 2003).

Dos hibridomas obtenidos tras la inmunizacién génica, denominados 91R y 92R, se
seleccionaron en base a su patrén de reconocimiento de células hCCR9* para su
clonacién y estabilizacién. El mAb 91R es especifico del receptor CCR9 humano y no
reconoce a su ort6logo murino, pese a que ambos receptores tienen una identidad de
secuencia de aminodacidos del 86% (Fig. 7A)(Zaballos et al., 1999). Este mAb tampoco
reconoce a ninguno de los cuatro receptores de quimioquinas humanos relacionados
frente a los que se analizé, hCCR4, hCCR5, hCCR6 y hCCRS, los cuales tienen un 33-
39% de identidad de secuencia con hCCR9. Asimismo, el mAb 91R detecta hCCR9 en
células que expresan este receptor de forma endégena en un porcentaje de células e
intensidad de sefal concordantes con la bibliografia. Es el caso de timocitos humanos
(Carramolino et al., 2001; Zaballos et al., 1999), células de sangre periférica (Zabel et
al,, 1999) y de la linea celular MOLT-4 de leucemia humana de células T (Yu et al,,
2000; Zabel et al., 1999) (Fig. 7B). La especificidad de 91R también se ha confirmado
mediante citometria de flujo, empleando células MOLT-4 con la expresién de hCCR9
silenciada, observindose una disminucién del 70% de la unién de 91R a la superficie
celular (Fig. 8B); y mediante inmunotransferencia, empleando células MOLT-4 y
células HEK-293 transfectadas con hCCR9 o con un vector control (Fig. 9). Este
ultimo ensayo permitié observar, por primera vez, la N-glicosilacién del receptor, para
el cual se habia predicho un sitio putativo de glicosilacién en el residuo Asn32 de la
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secuencia de hCCR9-A. En las lineas celulares humanas HEK-293 transfectadas con
hCCR9 y MOLT-4, la cadena de aztcares de CCR9 tendria un peso molecular aparente
de entre 3 y 7 kDa respectivamente. Los resultados obtenidos confirmaron que los
mAb 91R y 92R, pese a haber sido generados empleando el receptor completo como
inmunédgeno, reconocen un epitopo peptidico de hCCR9 no conformacional, ya
que también reconocen al receptor hCCR9 desnaturalizado y N-desglicosilado.

2. Reconocimiento del dominio N-terminal de hCCR9 por los mAb
91Ry 92R

Se observé que los mAb 91R (IgG2b) y 92R (IgG2a), compiten entre si tanto por su
unién al receptor hCCR9 en conformacién nativa como por el reconocimiento de un
péptido sintético correspondiente a los aa 2-22 del dominio N-terminal de hCCR9
(Fig. 11). Estos dos mAb, por lo tanto, en ausencia de cambios conformacionales del
receptor, deberian reconocer epitopos de CCR9 muy cercanos, superpuestos o
idénticos.

Con el fin de identificar el epitopo preciso reconocido por cada uno de los mAb, se
analizé su unién a un conjunto de péptidos sintéticos solapantes que cubren toda la
secuencia del receptor, mediante la técnica Pepscan. Este ensayo permitié6 identificar
una secuencia de 6 aminoacidos correspondiente a las posiciones 11-16 de la isoforma
A de hCCR9 como el epitopo minimo necesario para la unién tanto de 91R como de
92R. Como se ha mencionado, existen dos isoformas alternativas de hCCROY,
denominadas A y B, ambas funcionales. La isoforma mayoritaria, hCCR9-A posee 12
aminodacidos adicionales en su extremo N-terminal (Fig 5A). hCCR9-B, por tanto,
carece de los dos primeros aminoacidos del epitopo minimo identificado, necesario
para el reconocimiento por 91R y 92R, y previsiblemente no seria reconocida por los
mismos. La expresién relativa de cada una de las isoformas de hCCR9 ha sido
previamente descrita por Yu y colaboradores. En dicho estudio se analizaron tanto
lineas celulares como timocitos y células mononucleares de sangre periférica, y se
muestra que, en todas las células analizadas, las isoformas hCCR9-A y hCCR9-B, se
expresan en una proporcién 10:1(Yu et al,, 2000). En base a esta informacién, la
isoforma hCCR9A, reconocida por los mAb anti hCCR9 generados en nuestro
laboratorio, corresponderia a aproximadamente el 90% de las moléculas de CCR9
presentes en cada célula.

El dominio extracelular N-terminal de los receptores de quimioquinas presenta un alto
grado de flexibilidad estructural y tiene un papel crucial en el reconocimiento inicial
entre la correspondiente quimioquina y su receptor, asi como en la especificidad y
afinidad de la interaccién (Szpakowska et al., 2012). La longitud y las secuencias de
aminodcidos de las regiones N-terminal de los diferentes receptores varian
considerablemente, aunque todos muestran un alto contenido en residuos cargados
negativamente, que facilitan la interaccién con las quimioquinas, las cuales, por
contra, presentan un elevado porcentaje de aminodacidos cargados positivamente. Se
dispone de poca informacién sobre la estructura de la regién N-terminal de los
receptores de quimioquina. CXCR4 es el unico receptor de quimioquinas cuya
estructura tridimensional ha sido resuelta (Wu et al., 2010). La conformacién espacial
del extremo N-terminal de CXCR4, sin embargo, no pudo determinarse, en linea con la
hipétesis de su elevado grado de movilidad. Numerosos estudios, realizados con
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receptores de quimioquinas completos (Colvin et al., 2006; Monteclaro and Charo,
1997; Prado et al., 2007), o con péptidos sintéticos derivados de sus secuencias (Duma
et al., 2007; Rajagopalan and Rajarathnam, 2004; Veldkamp et al.,, 2006), han
demostrado que el dominio N-terminal de los receptores de quimioquinas tiene un
papel importante en la unién al ligando. Se ha observado que el mecanismo de unién
de una quimoquina a su receptor se ajusta a un modelo con dos sitios de interaccién.
La unién inicial de la quimioquina a la regién N-terminal del receptor produce un
cambio de conformacién del mismo tras el cual tiene lugar la interaccién del ligando
con las regiones transmembrana del receptor, activando las rutas de sefalizacién
intracelular (Gupta et al., 2001).

En base a la informacién disponible, se analizé si el mAb 91R podia bloquear la unién
quimioquina-receptor y la sefializaciéon del receptor dependiente de la unién del
ligando. Los resultados obtenidos indican que el ligando CCL25 compite parcialmente
la unién de 91R a hCCR9, sugiriendo que esta quimioquina y el mAb podrian reconocer
regiones del receptor parcialmente solapantes o muy préximas entre si.
Alternativamente, la unién de CCL25 a CCR9 podria modificar su conformacién y
afectar al reconocimiento del receptor por el mAb. Sin embargo, 91R no parece tener
actividad antagonista de la sefalizacién mediada por el eje CCL25/CCR9, ya que la
migracién en respuesta a un gradiente de CCL25 no se vio afectada por la pre-
incubacién de células MOLT-4 con el mAb 91R (Fig. 10).

Otros grupos han generado anticuerpos monoclonales frente a CCR9, siendo los mas
relevantes los mAb 3C3 y GPR96-1 (Zabel et al.,, 1999), protegidos en una patente de la
empresa Millenium Pharmaceuticals (referencia: US7485301-B2). A diferencia de los
anticuerpos 91R y 92R, dichos mAb son capaces de neutralizar in vitro la accién de
CCRY, sin embargo, no se ha descrito si alguno de estos mAb puede ejercer acciones in
vivo.

Se ha sugerido un potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, inflamatorias y cancer, para moléculas antagonistas de la sefalizacién de
receptores de quimioquinas, incluyendo mAbs y moléculas orginicas de bajo peso
molecular (Szpakowska et al., 2012). Sin embargo, la actividad antagonista de los
primeros no parece ser indispensable para generar mAb con aplicaciones clinicas. Es el
caso del mAb humanizado mogamulizumab, KW-0761, autorizado en Japén para el
tratamiento de leucemias/linfomas CCR4*. Este mAb fue generado por inmunizacién
con un péptido correspondiente a los aa 2-29 de hCCR4 (Niwa et al., 2004). Las
estrategias de inmunizacién con péptidos dan lugar a mAb que reconocen epitopos
lineales que, por lo general, tienen baja afinidad y no presentan actividad antagonista
(Hutchings et al., 2010). De hecho, el mAb KW-0761 no actia bloqueando la
sefializacién quimioquina-receptor, sino que ejerce su accién mediante potentes
funciones efectoras, responsables de sus resultados clinicos favorables. El dominio Fc
de este anticuerpo humanizado fue defucosilado con el fin de favorecer la ADCC,
permitiendo asi una eficiente eliminacién de células T tumorales CCR4*. La pérdida de
las cadenas de aztucares de KW-0761 aumenta la afinidad de su regién Fc por el
receptor FcyRIIIA expresado por las células NK, favoreciendo su reclutamiento, tal y
como se ha observado en ensayos ex vivo y en modelos animales (Mizushima et al.,
2011). Las caracteristicas de KW-0761 confirman que el uso de mAb anti receptores
de quimioquinas sin actividad antagonista, pero capaces de ejercer acciones
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citotoxicas, puede ofrecer excelentes resultados terapéuticos. Por ello, pese a su falta
de capacidad para bloquear la sefializacién del eje CCL25/CCR9, se decidié continuar
con la caracterizaciéon de los mAb 91R y 92R y la evaluacién de su actividad
antitumoral,.

3. Comparacion de la secuencia y la afinidad por hCCR9 de los mAb 91Ry 92R

La comparacién de las secuencias de nucledtidos correspondientes a las regiones
variables de las cadenas ligera y pesada de los mAb 91R y 92R mostr6 una elevada
similitud. Entre las regiones variables de las cadenas pesadas de estos mAb existen
unicamente 10 nucleétidos diferentes y entre las regiones variables de las cadenas
ligeras se encuentran 17 diferencias (Fig. 15). Esto sugiere un probable origen comin
para ambos mAb. Los hibridomas productores de 91R y 92R podrian derivar de un
mismo linfocito B parental, ya que ambos presentan un patrén idéntico de
reordenamiento de los segmentos génicos de la linea germinal. A partir de este
linfocito parental, tras un proceso de hipermutacién somadtica y cambio de isotipo, se
habrian generado linfocitos productores de nuevas variantes de la inmunoglobulina
original, dando lugar a los mAb identificados como 91R (IgG2b) y 92R (IgG2a).

Las diferencias entre las regiones variables de 91R y 92R se traducen, a nivel de
aminodcidos, a 6 posiciones no conservadas entre ambas cadenas pesadas (sélo una
incluida dentro de sus CDR) y a 12 posiciones no conservadas entre las ligeras (4
incluidas dentro de sus CDR) (Fig. 16). Estas escasas diferencias explicarian la gran
similitud de afinidad por la unién al péptido correspondiente a las posiciones 2-22 de
hCCR9-A, determinada mediante analisis de interacciones moleculares utilizando un
biosensor SPR (Fig. 12).

El estudio de la constante de afinidad de un mAb por un receptor GPCR resulta
complicado, debido a la dificultad de purificar y de mantener la conformacién nativa
de este tipo de proteinas sobre las superficies adecuadas para su anélisis (Chu et al.,
2014). Por ello, las constantes de afinidad aparente para los mAb 91Ry 92R (0,9 nM y
2,3 nM, respectivamente) se calcularon a partir de ensayos en los que se empled,
representando a la proteina nativa, un péptido correspondiente a las posiciones 2-22
del dominio N-terminal de hCCR9. Se comprobé que la afinidad de los dos anticuerpos
por el antigeno era similar en las dos orientaciones posibles del ensayo, empleando el
mAb inmovilizado o en la fase mévil. Como los mADb se generaron frente a la molécula
completa de hCCR9, es posible que existan otras interacciones del mAb con
aminoacidos de CCR9 que en la conformacién nativa del receptor podrian encontrarse
proximos al epitopo lineal reconocido por 91R y 92R. Dichas interacciones podrian
implicar diferencias en los valores de afinidad de los mAb 91R y 92R respecto a los
obtenidos en el presente trabajo. Por ello, se estin evaluando diferentes condiciones
de solubilizacién del receptor y su expresién en particulas virales, con el fin de
disponer de nuevos antigenos para su uso en andlisis SPR similares a los realizados por
otros grupos con receptores completos presentes en liposomas (Graneli, 2010) o en
envueltas virales (Hoffman et al., 2000; Vega et al., 2011).
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4. Modelado estructural de 91R y de sus interacciones con hCCR9

Con el objetivo de identificar los aminoacidos implicados en la interaccién mAb-
antigeno, se modeliz6 la estructura tridimensional de las regiones variables de las dos
cadenas del mAb 91R, a partir de la informacién contenida en su secuencia de
aminoacidos. Para ello, se emplearon dos programas bioinforméticos de prediccién de
estructura, RosettaAntibody (Sircar et al., 2009) y PIGS (Marcatili et al., 2008). Los
métodos bioinformaticos de modelado estructural de anticuerpos han demostrado,
pese a sus limitaciones, una elevada utilidad para este tipo de estudios. Representan
una estrategia mdas rapida y menos costosa que la cristalografia de rayos X y la
resonancia magnética nuclear para la obtencién de estructuras proteicas.
Recientemente, Almagro y colaboradores realizaron una evaluacién de cuatro métodos
de modelizacién de estructura 3D de anticuerpos, incluyendo RosettaAntibody y PIGS.
Utilizando estos cuatro métodos, se modelizaron nueve anticuerpos de estructura
cristalografica conocida, pero que aun no habia sido incluida en la base de datos PDB
(Protein Data Bank). Se demostré que, en general, los resultados obtenidos con los
diferentes métodos eran bastante similares. En todos los casos, las conformaciones de
las regiones “marco” y de las CDR L1, L2, L3, H1 y H2 se predijeron con elevada
exactitud (RMSDs media = 1,0 A), mientras que la exactitud se redujo a la hora de
predecir la estructura de CDR H3 (RMSDs media > 3,0 A) (Almagro et al., 2011). Este
trabajo puso nuevamente de manifiesto la dificultad de la modelizacién de CDR-H3.

El programa PIGS, desarrollado por Tramontano y colaboradores, modeliza la
estructura tridimensional del anticuerpo problema combinando las estructuras
candnicas para los CDR L1-L2-L3-H1-H2 con los loops del CDR H3 hallados
cristalograficamente para otros anticuerpos de secuencia homéloga (Marcatili et al.,
2008). El programa RosettaAntibody, desarrollado por Gray y colaboradores, modeliza
los loops de CDR-H3 optimizando la estructura angular del esqueleto proteico, y
también tiene en cuenta la orientacién relativa de los dominios VL y VH, asi como las
conformaciones de las cadenas laterales de cada aminoacido (Sircar et al., 2009). En el
caso particular de 91R, la estrategia seguida por RosettaAntibody, que analiza mas
variables, resulté mas completa para hallar una estructura modelo de este mAb.

En el presente trabajo también se emplearon métodos bioinformaticos para estudiar la
interaccién antigeno-anticuerpo a partir de las secuencias de aminoacidos del mAb
91R y de hCCR9. En este caso, al haberse demostrado previamente la unién de 91R a
un péptido correspondiente a la secuencia de hCCRY, se pudieron emplear programas
de modelizacién proteina-péptido, que dan lugar a predicciones mds precisas que los
programas que modelizan interacciones proteina-proteina. Los programas empleados
fueron Pepsite2 (Trabuco et al., 2012) y Rosetta Flexpepdock (London et al., 2011).
En general, se obtuvieron mejores valores de acoplamiento péptido-mAb cuando el
modelo estructural del mAb de partida correspondia al generado con el programa
RosettaAntibody en comparacién con los obtenidos para el modelo generado con el
programa PIGS. Por ello, se seleccioné el primero como el modelo probablemente mas
cercano a la estructura real de 91R, y es el que se muestra en la figura 17.

Los modelos obtenidos en este estudio ofrecen una explicacién estructural de los datos
experimentales. El andlisis sistematico, mediante un ensayo Pepscan, de las posibles
sustituciones de las 6 posiciones del epitopo de hCCR9 necesarios para la interaccién
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hCCR9-91R revel6 la importancia de la carga negativa en la posicién 16 de hCCR9 para
la interaccién con 91R (Fig. 14A). La interaccién entre el péptido y 91R sélo es
posible cuando dicha posicién estd ocupada por un 4cido aspartico como en la molécula
de hCCR9 o por un 4cido glutdmico. Dicha posicién 16, segin el modelo
bioinformatico, queda localizada muy préxima a dos aminoidcidos cargados
positivamente del CDR2 de VH de 91R, los aminoacidos K52 y H61 (Fig 17C). Es de
suponer que esta interacciéon entre fuerzas electrostaticas opuestas sea un importante
elemento que favorece la unién entre el mAb 91R y los péptidos que imitan la
secuencia de la regién amino de hCCR9. El andlisis mediante Pepscan también reveld
la importancia del grupo carboxiamida de la asparagina en la posicién 12 de hCCR9
para la interaccién 91R-hCCR9 (Fig. 14A). El modelo de interaccién, también sugiere
la formacién de un puente de hidrégeno entre el -NH2 del grupo carboxiamida de la
asparagina 12 del péptido correspondiente a la secuencia de hCCR9 y el ~OH de la
tirosina 54 del CDR2 de VL de 91R (Fig. 14D). Este puente de hidrégeno, segun los
resultados obtenidos, seria por tanto clave para favorecer la interaccién 91R-hCCR9.
Para verificar esta hipétesis, podria llevarse a cabo la sustitucién de las posiciones
Asnl12 y Aspl6 en la secuencia de hCCRO silvestre en ensayos de transfecciéon. De este
modo, se podria estudiar experimentalmente la interaccién entre el mAb 91R y las
distintas variantes del receptor hCCR9 expresado en la superficie celular, permitiendo
la validacion de los resultados obtenidos empleando péptidos sintéticos.

Los modelos generados bioinformaticamente en este estudio son de gran utilidad para
el disefio de estrategias de modificacién de 91R que permitirdn mejorar su afinidad y
estabilidad. También resultan necesarios para abordar el proceso de humanizacién de
este anticuerpo.

5. Actividad antitumoral y mecanismos de accion de los mAb 91R y 92R

Varios autores, como ya se ha indicado anteriormente, han sugerido el potencial de los
mAb dirigidos frente receptores de quimioquinas como herramientas terapéuticas
(Klarenbeek, 2012; Szpakowska et al., 2012). La mayoria de los mAb que se estan
empleando actualmente como firmacos antitumorales ejercen su accién mediante la
induccién de una respuesta por parte de células efectoras o del complemento (Scott et
al., 2012). Por ello, se decidié analizar la capacidad de 91R y 92R de inducir ADCC y
CDC in vitro utilizando como diana células hCCR9*, de leucemia linfoblastica de células
T MOLT-4 (Figs. 18 y 19). En estos ensayos se confirmé que 91R y 92R son capaces,
in vitro, de estimular la respuesta inmune frente a células hCCR9*, lo que nos llevé a
estudiar su capacidad de inhibir el crecimiento de células humanas MOLT-4
implantadas en ratones inmunodeficientes Rag2”". Los experimentos xendgénicos
mostraron la potente actividad antitumoral in vivo de los dos mAb. Iniciando el
tratamiento un dia después de la inoculacién de las células tumorales, se observé una
reduccién en la carga tumoral de un 91% en el caso de 91R en comparacién con el
tratamiento con un mAb control isotipico IgG2b; y de un 100% en el caso de 92R en
comparacién con el tratamiento con un mAb control isotipico IgG2a (Fig. 20). Las
diferencias entre 91R y 92R en su capacidad de inducir ADCC y CDC in vitro y en su
capacidad de inhibir el crecimiento tumoral en los ensayos in vivo son muy reducidas y
en ninguno de los casos resultan estadisticamente significativas.

El efecto inhibidor del crecimiento tumoral de 91R se mantuvo incluso en condiciones
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experimentales mdas exigentes, inicidndose el tratamiento 7 dias después de la
inoculacién de las células MOLT-4 (Fig. 21) o administrando un menor numero de
dosis de mAb a los ratones (Fig. 22). Gracias al uso de células MOLT-4
bioluminiscentes, fue posible detectar el efecto de 91R en las primeras fases del
desarrollo del tumor, observindose una reduccién significativa en su crecimiento a
partir del dia 12 tras la inoculacién de las células MOLT-4.

Ademads de la reduccién en el tamafio de los tumores xenogénicos, el tratamiento con
91R dio lugar a un aumento en la necrosis observada en dichos tumores y en el
porcentaje de células apoptéticas, asi como una reduccién en el porcentaje de células
proliferantes y en la vascularizacién tumoral (Figs. 23 y 24).

En los modelos estudiados, los mAb mostraron actividad sistémica y una alta
eficiencia, dado que el crecimiento de los tumores subcutdneos se vié fuertemente
afectado en respuesta a la administracién intraperitoneal de reducidas dosis de los
mismos. En un modelo muy similar al mostrado en este trabajo, Ishii y colaboradores
obtuvieron una reduccién del 62% en respuesta a un tratamiento con el mAb anti
hCCR4 KW-0761. En su ensayo, se inocularon células S-YU, una linea celular de
leucemia linfocitica aguda de células T humana, a ratones inmunodeficientes SCID, por
via. Se les administraron cuatro dosis de KW-0761 a intervalos semanales, iniciando el
tratamiento una semana después de la inoculacién tumoral (Ishii et al,, 2010). La
reduccién del tamafio tumoral obtenida en nuestro modelo con MOLT-4 y cuatro dosis
de 91R administrado siguiendo la misma pauta temporal fue del 64%. Si bien es cierto
que la comparacién ha de realizarse con la maxima cautela, pues se trata de diferentes
modelos experimentales, el mAb murino 91R sin modificar, presentaria por tanto una
eficiencia similar a la observada para KW-0761, un mAb humanizado y defucosilado
para aumentar su capacidad de inducir ADCC, que actualmente se utiliza en Jap6n
para tratar neoplasias hematoldégicas CCR4".

Se tiene previsto estudiar el efecto de administrar 91R y 92R a células tumorales
circulantes en el torrente sanguineo, en un modelo xendgrafo ortotépico, empleando
tanto lineas celulares establecidas como células primarias CCR9*, obtenidas de
muestras de pacientes de leucemias humanas, con el fin de obtener informacién con
mayor valor predictivo sobre la eficacia terapéutica de estos mAb.

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro de ADCC y CDC sugieren que 91R
podria ejercer su efecto sobre las células tumorales in vivo mediante una combinacién
de ambos mecanismos. Esta hipétesis es compatible con el hecho de que aunque los
ratones Rag2” carecen de linfocitos B y T, mantienen intactos el sistema de inmunidad
innata y la via del complemento (Shinkai et al., 1992). Se considera que los agentes
terapéuticos que atacan a un tumor mediante diferentes mecanismos son mas eficaces,
ya que pueden utilizarse en dosis bajas y con una menor probabilidad de efectos
secundarios adversos. Un ejemplo del uso de varios mecanismos de accién de forma
simultdnea, seria el del mAb rituximab, empleado para el tratamiento de linfomas
CD207, el cual elimina a las células B a través de induccién de apoptosis, CDC y ADCC
(Bezombes et al.,, 2011). 91R y 92R podrian aumentar su eficiencia en la lisis de las
células CCR9* mediante su conjugacién a agentes citotdxicos, tales como auristatina o
radioisétopos, tal y como ya se ha realizado en algunos mAb actualmente en uso para
el tratamiento de tumores hematolégicos, como *°Y-ibritumomab tiuxetan (anti CD20)
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o brentuximab vedotin (anti CD30) (Morschhauser et al., 2007; Witzig et al., 2007).

En el andlisis de los posibles mecanismos de accién de 91R y 92R aun ha de evaluarse
el papel de otros mecanismos, tales como la fagocitosis mediada por macréfagos (Gul
et al.,, 2014), la induccién directa de apoptosis (Shan et al., 1998) y la interrupcién
parcial de sefiales intracelulares mediadas por el eje CCL25/CCR9 (Johnson et al,
2010; Johnson-Holiday et al., 2011b; Sharma et al., 2010).

Fagocitosis lf. c1q | CDC \/ Figura 27. Posibles mecanismos de
/N MAC Célula induccion de muerte de células

Macréfago U mﬂs @ NK tumorales mediados por 91Ry 92R
OL!“ // N ’,/ ADCC || Esquema de los mecanismos propuestos para
T\ mAb / ; la eliminacién de células tumorales por los
" ) - Granzimasy | mAb 91R y 92R. Ensayos in vitro han
§ | perforinas [ ostrado actividad ADCC y CDC de 91R y

/ CCR9O - ; 92R frente a células MOLT-4.  Otros

. \ j ‘ mecanismos potenciales de eliminacién de
‘ @ Apoptosis & \ células tumorales a estudiar son la induccién

—~ e N® o oxina | de apoptosis por unién de los mAb a hCCR9,

|~ ' y la fagocitosis mediada por mAb. También

7/

se evaluard su uso para el transporte dirigido
‘ Apoptosis ‘ ‘ Conjugacion ‘ de agentes citotoxicos a las células tumorales
CCR9".

6. Expresion de CCR9 en tumores humanos

Tras verificar la capacidad de los mAb 91R y 92R de inhibir el crecimiento tumoral, se
estudi6 la expresion de CCR9 en muestras de tumores humanos, con el fin de
identificar posibles aplicaciones terapéuticas de los mAb anti hCCR9.

Se analizaron muestras de tejido de melanomas primarios y de carcinomas de colon
embebidos en OCT, y muestras de tejidos de tumores ginecolégicos embebidos en
parafina (Fig. 25). En todos los casos, los controles de expresién positiva fueron
células MOLT-4 crecidas en cultivo y tumores xenogénicos de células MOLT-4
desarrollados en ratones, que fueron procesados de manera analoga a las muestras de
los tumores humanos embebidos en O.C.T. o parafina, segin el caso. Ninguna de las
muestras de tumores sélidos humanos analizadas resulté positiva para la expresién de
CCR9 mediante RT-qPCR.

Amersi y colaboradores estudiaron la expresion de CCR9 mediante RT-qPCR
demostrando que CCR9 est4 presente en pocos melanomas primarios pero lo esté en la
mayoria de sus metdstasis en intestino (Amersi et al., 2008). La expresiéon de CCL25
por las células del epitelio intestinal explicaria, segin estos autores, la incidencia de
metdstasis intestinales derivadas de melanomas. En nuestro estudio solamente 3 de
las 26 muestras de melanomas analizadas correspondian a metastasis, ninguna de las
cuales procedia de intestino, lo que explicaria la ausencia de resultados positivos.

También se ha publicado, en base a técnicas de inmunohistoquimica, que los niveles de
tincién frente a CCR9 son mads elevados en adenomas y carcinomas de colon no
invasivos que en sus estadios mdas avanzados (Chen et al.,, 2012). En este caso, los
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autores sugieren que los carcinomas mas agresivos pierden la expresién habitual de
CCR9 por parte de estas células del epitelio intestinal, favoreciendo su capacidad de
invadir otros tejidos y de metastatizar. Un ultimo estudio describe, también mediante
inmunohistoquimica, una mayor tincién frente a CCR9 en muestras de tejido pobre o
moderadamente diferenciado de cdncer de mama con respecto al tejido no neoplasico
correspondiente (Johnson-Holiday et al., 2011a). Es posible que la utilizacién de
diferentes técnicas de deteccién de CCR9 entre los mencionados estudios y el nuestro,
o bien el reducido tamafio muestral expliquen los resultados aparentemente
contradictorios. Se considera necesario ampliar el tamafio muestral del estudio para
los distintos tumores sélidos, asi como determinar la expresiéon de CCR9 en los
mismos mediante otras técnicas, para asi poder extraer una conclusién sobre los
niveles de expresién en melanomas, carcinomas de colon y tumores ginecoldgicos.

El estudio de la expresién de CCR9 en tejidos tumorales humanos también se llevé a
cabo en muestras de pacientes de neoplasias hematoldgicas, confirmandose la
expresion de CCR9 en células patoldgicas de este tipo de neoplasias (Tabla 15).

Debido a limitaciones en la disponibilidad de muestras, s6lo se analizaron dos
sindromes linfoproliferativos de células T, uno de ellos, el tnico de los cuales
correspondia a un caso de leucemia linfocitica aguda, resulté ser CCR9*. En 2003,
Quiping y colaboradores publicaron resultados del andlisis de muestras de 38
pacientes de leucemia linfocitica de tipo T en los que se mostraba que CCR9 se
expresaba en la mayoria de las células malignas CD4* (Qiuping et al., 2003).
Observaron que el nivel de expresiéon de CCR9 era elevado en comparacién con el
presente en células T CD4* de sujetos sanos y que este incremento era mas notable en
las leucemias agudas que en las crénicas.

Finalmente, en el presente estudio se ha encontrado expresién de CCR9 en neoplasias
de células B en 4 de los 19 casos analizados, lo que constituye una expresién anormal
por parte de este tipo celular. Entre los casos CCR9* encontrados se incluyen dos
leucemias linfociticas crénicas de células B, un sindrome linfoproliferativo B y un
posible linfoma no Hodgkin No hemos encontrado otras referencias bibliograficas que
describan la expresién aberrante de CCR9 en leucemias de células B. En el caso de los
linfomas, un reciente estudio de Wu y colaboradores, describié un aumento en la
expresion de CCR9 en linfomas de células B intestinales con respecto a linfomas
restringidos a los ganglios (Wu et al., 2014).

Los resultados obtenidos indican que los mAb frente a CCR9 presentan potencial
terapéutico de para el tratamiento de neoplasias no sélo de tipo T, sino también de
tipo B. No obstante, como se observa en la figura 26, el porcentaje de células CCR9" y
el grado de expresién del receptor son muy variables entre los diferentes casos.
Aunque el 100% de las células neopldsicas no expresen el receptor, los mAb anti CCR9
podrian emplearse en estas neoplasias de forma combinada con otros firmacos, de
modo que la eficacia global del tratamiento se vea incrementada.

7. Aplicaciones terapéuticas de los mAb anti CCR9
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Es sabido que la desregulacion del sistema de quimioquinas en las células tumorales y
en su microambiente contribuye al desarrollo del cincer (Klarenbeek, 2012;
Mantovani et al.,, 2010; Sarvaiya et al.,, 2013; Zlotnik, 2004). Con esta premisa,
muchas comparifas farmacéuticas y grupos de investigaciéon académica trabajan en
proyectos centrados en el uso de las quimioquinas y sus receptores como dianas
farmacoldgicas. Inicialmente, los programas de desarrollo de agentes terapéuticos
dirigidos frente al sistema quimioquina/receptor se centraron en el desarrollo de
compuestos quimicos de bajo peso molecular. No obstante, cada vez se dedican
mayores esfuerzos al desarrollo de anticuerpos inhibidores o moduladores de la accién
de estas moléculas (Scholten et al., 2012).

Los medicamentos basados en mAb tienen un desarrollo, produccién y via de
administracién mas complejas y por tanto, son mas costosos que los fairmacos basados
en pequenas moléculas quimicas. Sin embargo, los mAb presentan ventajas objetivas
para su uso como firmacos terapéuticos. Estas ventajas se relacionan con su baja
toxicidad, su mayor vida media en sangre, asi como su capacidad para establecer
interacciones especificas y de alta afinidad con otras moléculas o con células del
sistema inmune. De hecho, son capaces de establecer un puente entre su antigeno
diana, o las células portadoras de dicho antigeno, y la respuesta inmune celular innata
o adquirida (Glassman and Balthasar, 2014). El drea de anticuerpos terapéuticos est4,
pues, creciendo rapidamente, e incluye muchos de los medicamentos mas empleados
en la actualidad para el tratamiento del cancer (rituximab, bevacizumab, trastuzumab)
y enfermedades inflamatorias (adalimumab, infliximab) (Reichert and Dhimolea,
2012).

El eje CCR9/CCL25, ademds de su uso en onologia, se ha empleado como diana para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con inflamacién crénica. Mediante
leucoferesis, empleando columnas con CCL25 conjugado a la fase sélida, se ha logrado
eliminar de la circulacién de manera eficaz y especifica leucocitos que estaban siendo
reclutados hacia el intestino. Esta estrategia ya se ha ensayado con éxito clinico en un
paciente de colitis ulcerosa (Eberhardson et al,, 2013). Una estartegia similar podria
desarrollarse empleando columnas con mAb especificos anti CCR9 para el tratamiento
de las fases agudas de enfermedades que conllevan procesos de inflamacién intestinal,
como puede ser la enfermedad de Crohn.

La seguridad y eficacia de los mAb terapéuticos utilizados en oncologia varia
dependiendo de la naturaleza del antigeno diana. Idealmente, éste debe ser abundante
y accesible y ademds debe ser expresado de forma exclusiva y en la superficie de las
células tumorales. La secrecién del antigeno deberia ser minima, ya que los antigenos
secretados en la circulacién pueden unirse al mAb impidiendo la accién del mAb sobre
el tumor (Scott et al,, 2012). En teoria, al utilizar el eje CCL25/CCR9 como diana
terapéutica, resultaria mas ventajoso el uso de mAb frente al receptor CCR9 que frente
a su quimioquina ligando. Esta aproximacién permite la activacién de una respuesta
celular frente a las células tumorales. Ademads, si el mAb actuase como antagonista, el
escenario seria éptimo, ya que se ha descrito que la unién de CCL25 a su receptor
aumenta la supervivencia celular y la resistencia a la apoptosis en carcinomas de
ovario, mama y préstata (Johnson et al., 2010; Johnson-Holiday et al., 2011b; Sharma
et al., 2010); activa la cascada de sefializacién antiapoptética de JNK1 (Qiuping et al.,
2004) e induce proliferacién celular al formar parte de la via de sefializacién de Notch1
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(Mirandola et al., 2012) en células de leucemia. Con anterioridad a nuestro trabajo,
solamente se habia descrito la utilizacién del eje CCR9/CCL25 como diana para inhibir
el crecimiento de tumores humanos CCR9* en dos modelos xenogénicos. En ambos
casos la diana del tratamiento fue la quimioquina CCL25 y los resultados, aunque
positivos, resultaron bastante limitados. En el primero de ellos, se empleé un mAb
anti CCL25 que bloquea la via de sefalizacién a través de CCR9, en combinacién con
un agente citotéxico etopésido, en un modelo xendgrafo con una linea celular humana
CCR9* (Sharma et al.,, 2010). En el segundo, se empled la quimioquina CCL25 acoplada
a la toxina PE38 para tratar tumores xendgrafos de células MOLT-4 (Hu et al., 2011).

La expresion de CCR9 por determinadas células tumorales humanas debe ser estudiada
en mayor profundidad, si bien los datos de la bibliografia describen su expresién en
diversos tumores sdlidos (mama, ovario, metastasis de melanoma, adenomas de colon)
asi como en neoplasias hematoldgicas de células T (Amersi et al., 2008; Chen et al,,
2012; Johnson et al., 2010; Johnson-Holiday et al., 2011a; Qiuping et al., 2003). Los
resultados de la presente tesis amplian este listado a algunas neoplasias de células B
(Tabla 15, Fig. 26). Es importante indicar que en individuos adultos sanos, el
numero de células que expresan CCR9 es muy reducido. Se limita a una expresién
residual en el timo (Zaballos et al., 1999), a algunas células T y dendriticas infiltrantes
en el intestino (Kunkel et al., 2000), y a menos del 3% de los linfocitos circulantes
(Zabel et al., 1999). Por ello, es de esperar que los efectos secundarios no deseados
resultantes de eliminar dichas células sanas sean insignificantes en comparacién con
los beneficios de eliminar las células tumorales CCR9*. Si bien es necesaria una mayor
investigacién sobre los posibles tumores frente a los que se podrian emplear mAb anti
CCR9 como terapia, parece claro que debe considerarse en primer lugar a los pacientes
con neoplasias hematolégicas, tanto de células B como T, como candidatos a
beneficiarse de una terapia especifica basada en mAb frente a este receptor.

La incidencia de las neoplasias hematoldgicas linfoides en Europa se sitia en 24,5
casos por cada 100.000 habitantes y afio (Sant et al., 2010). En el caso de las leucemias
linfociticas agudas y los linfomas linfociticos, existe un pico de incidencia en la franja
de edad de 0 a 14 afios, que decrece en edades adultas y vuelve a incrementarse a partir
de los 55 afios. El tratamiento de la leucemia linfocitica aguda infantil incluye,
normalmente, quimioterapia administrada durante entre 2 y 3 afios. La tasa de
supervivencia general a 5 afios ha aumentado durante los tltimos afios a cerca del 90%
en los nifios menores de 15 afios y a mas de 75% en los adolescentes de 15 a 19 afios
(Hunger et al., 2012). Sin embargo, siguen siendo necesarios nuevos tratamientos que
mejoren la tasa de curacién y reduzcan la toxicidad. Respecto al resto de neoplasias
hematoldgicas, la tasa de incidencia, en general, se incrementa con la edad. Debido a la
comorbilidad, frecuente en los ancianos de estas patologias, es frecuente que los
pacientes de edades avanzadas no se beneficien de intervenciones como la
quimioterapia y radioterapia, por su elevada toxicidad (Hassan and Abedi-Valugerdi,
2014). En este sentido, los mAb terapéuticos especificos representan un alternativa
para este tipo de pacientes de neoplasias hematolégicas.

Segin se avanza en la aprobacién de nuevos mAb terapéuticos por las
correspondientes autoridades regulatorias, la posibilidad de combinar varios mAb para
mejorar la eficacia terapéutica parece un futuro cada vez mds préximo en el campo de
la oncologia. La principal ventaja de utilizar combinaciones de mAb, en comparacién
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con el uso de la quimioterapia o radioterapia clasica, es la baja toxicidad de los mAb, la
cual no deberia incrementarse por el hecho de combinar mas de un mAb. Los criterios
de seleccién de la mejor combinacién de mAb variaran en funcién del tipo tumoral y la
funcién biolégica del mAb. Por ejemplo, pueden combinarse mAb dirigidos frente a
diferentes antigenos expresados diferencialmente por diferentes células de un mismo
tumor, o dirigidos frente a multiples antigenos expresado por una misma célula
tumoral. Los distintos mAb terapéuticos pueden actuar de forma sinérgica,
especialmente si presentan diferentes mecanismos de accién para la eliminacién de las
células tumorales (Reff et al., 2002). En este contexto, los mAb anti CCR9 descritos en
el presente trabajo, una vez humanizados y optimizados para su uso clinico, pueden
ser de utilidad en el horizonte de la medicina personalizada.
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10.

Conclusiones

Los anticuerpos monoclonales 91R y 92R, generados mediante
inmunizacién génica, reconocen de manera especifica al receptor de
quimioquinas humano CCR9.

Los anticuerpos 91R y 92R, reconocen a CCR9 humano en su conformacién
nativa sobre la superficie de células que lo expresan de forma endégena o
transfectada. El anticuerpo 91R también reconoce a CCR9 desnaturalizado
y N-desglicosilado.

Los anticuerpos 91R, de isotipo IgG2b, y 92R, de isotipo IgG2a, tienen un
porcentaje de identidad de secuencia de un 95% entre sus regiones
variables de la cadena pesada y de un 89% entre las regiones variables de la
cadena ligera.

Los anticuerpos 91R y 92R reconocen a una secuencia lineal de
aminodacidos, correspondiente a los residuos situados en las posiciones 11-
16 del dominio extracelular de la isoforma A de CCR9 humano. Esta
secuencia estd formada por los aminodcidos PNMADD vy constituye el
epitopo minimo que es reconocido por ambos anticuerpos. La afinidad
aparente de los anticuerpos 91R y 92R, por un péptido que incluye dicha
secuencia, es de 0,9y 2,3 nM, respectivamente.

Los aminodcidos Asnl2 y Aspl6 de la secuencia de CCR9 interaccionan
mediante puentes de hidrégeno y fuerzas electrostaticas, respectivamente,
con las regiones CDR de las cadenas pesada y ligera del mAb 91R,
resultando fundamentales para la unién antigeno-anticuerpo.

Los anticuerpos 91R y 92R, en ensayos in vitro, son capaces de mediar la
lisis de células CCR9 positivas, tanto dependiente de complemento como
de células natural killer.

Los anticuerpos 91R y 92R inhiben el crecimiento de tumores xenogénicos
humanos de células de la linea de leucemia T MOLT-4, que expresan el
receptor CCR9 de forma enddgena, inoculadas subcutineamente en
ratones inmunodeficientes en linfocitos T y B.

El anticuerpo 91R promueve apoptosis y necrosis intratumoral, y reduce la
proliferacién celular y la angiogénesis en los tumores xenogénicos de
células MOLT-4 desarrollados en dichos ratones inmunodeficientes.

El receptor de quimioquinas CCR9 se expresa en el 17% de las neoplasias
hematolégicas humanas analizadas en este estudio. Su expresiéon se ha
observado en células patolégicas de leucemia linfocitica aguda de fenotipo
mixto, de leucemia linfocitica crénica de células B, de sindrome
linfoproliferativo B y de un posible linfoma no Hodgkin.

Los anticuerpos 91R y 92R presentan potencial como herramientas para el
tratamiento, una vez humanizados, de tumores humanos CCR9 positivos
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