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Resumen

MICA (MHC class I chain related protein A) es una proteina humana de membrana
inducida por estrés que funciona como ligando del receptor activador NKG2D (CD314), expresado
en las células NK y los linfocitos T CDS. La proteina MICA se expresa de forma selectiva en casi
todos los tipos de tumores, pero no en tejidos sanos, lo que facilita su eliminacién por las células
del sistema inmune. Sin embargo, se ha descrito clivaje proteolitico y el desprendimiento del
ectodominio de MICA como molécula soluble (sMICA), la que promueve la inmunoevasién
debido a que bloquea a NKG2D en células NK infiltrantes del tumor e impiden su correcta
activacion y funcion.

En nuestro laboratorio se desarrollé un anticuerpo monoclonal (AcMo) anti-MICA no
bloqueante (denominado D7) que demostrd tener potencial terapéutico, ya que retrasa el
crecimiento tumoral en modelos preclinicos. Sin embargo, ain se desconoce con precision su
mecanismo de accidn in vivo, especialmente si es efectivo contra tumores que expresan MICA en
superficie porque promueve la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC o antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) por células NK y la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP o antibody dependent cell-mediated phagocytosis) por macroéfagos, y/o porque
promueve la depuracién (scavenging) de sMICA por macréfagos. Elucidar estas cuestiones
contribuird a mapear el panorama competitivo del AcMo D7. Con el fin de producir las
herramientas indispensables para conocer si D7 es efectivo contra tumores que expresan MICA en
superficie o contra tumores que producen sMICA, se propuso como objetivo de esta Tesis de
Licenciatura la generacion de lineas murinas que expresen una variante de MICA que no pueda
secretarse (MICA*001-SD o shedding disabled) y lineas que expresen otra variante que solamente
sea secretada (MICA*001-SO o shedding only), empleando el sistema de tercera generacion de
vectores lentivirales. Los plasmidos de expresion codifican ademds para eGFP. Se produjo y utilizé
sobrenadante con particulas pseudo-lentivirales para transducir células murinas Renca (carcinoma
renal de células claras), 4T1 (carcinoma mamario triple negativo) y EL4 (linfoma). El éxito de la
transduccion lentiviral, y la expresion de sSMICA y MICA de membrana fue evaluado mediante
microscopia de epifluorescencia, citometria de flujo, ELISA y mediante un inmunoensayo en fase
heterogénea basado en FRET.

Se afrontaron diversas dificultades para alcanzar el objetivo propuesto. En primer lugar, se
detectd la linealizacion o la presencia de conformaciones defectuosas en los pldsmidos accesorios
utilizados. Por ello, fue necesario producir un nuevo lote de plasmidos. Una vez purificados todos

los plasmidos nuevamente, se produjo sobrenadante viral fresco y se repitié el protocolo en



reiteradas ocasiones, utilizando sobrenadante viral concentrado y sin concentrar. Se obtuvieron
células 4T1-MICA*001 y EL4-MICA*001 para ambas variantes, y Renca-MICA*001-SO
resistentes al antibiético de seleccidn, pero sin detectar eGFP al microscopio de fluorescencia. Para
el caso de 4T1-MICA*001-SO, y EL4-MICA*001-SO y SD se encontraron poblaciones positivas
para eGFP con el protocolo de marcacion intracitoplasmatica en citometria de flujo. Solamente se
detecté la presencia de MICA intracitoplasmdtica en las lineas EL4-MICA*001-SO y EL4-
MICA*001-SD.

A pesar de los sucesivos intentos con las tres lineas murinas propuestas, solo se obtuvieron
exitosamente dos lineas estables expresando el gen de interés: EL4-MICA*001-SO y EL4-
MICA*001-SD, aunque estos resultados deben validarse. Se destaca el aporte experimental en
cuanto a la generacién de las mismas, ya que este trabajo contribuye con herramientas
experimentales que son el punto inicial de un proyecto de investigacion traslacional en desarrollo
en el laboratorio, que tiene como objetivo final dilucidar los mecanismos terapéuticos in vivo de

nuestro AcMo anti-MICA.

Abstract

MICA as a pharmacological target in cancer

MICA (MHC class I chain-related protein A) is a key stress-induced human protein that is
often overexpressed in tumor cells but typically absent in healthy tissues. It serves as an activating
ligand for NKG2D, a receptor expressed on NK (natural killer) and CD8" T lymphocytes. The
recognition of MICA by NKG2D triggers cytotoxicity and IFN-y production, thereby promoting
tumor elimination (immunosurveillance). However, proteolytic cleavage generates a soluble form
of MICA (sMICA) that can bind to NKG2D and blocking NK cell effector functions, facilitating
tumor immune escape (immunoevasion).

Our laboratory previously developed a non-blocking anti-MICA monoclonal antibody
(mAb), called D7, that has shown therapeutic efficiency in preclinical models. Administration of
D7 delays the growth of MICA-expressing tumors via antibody-dependent-cell-mediated
cytotoxicity (ADCC) by NK cells, antibody- dependent-cell-mediated phagocytosis (ADCP)
and/or scavenging of SMICA by tumor-associated macrophages (TAM). However, the in vivo
mechanism of action of D7 remains poorly understood. It is crucial to elucidate the contribution
of each mechanism to assess D7 competitive landscape and to properly design potential clinical
trials with our mAb. To address these issues, the main objective of this thesis was to produce stable

tumor murine cell lines expressing two variants of MICA: a shedding-disabled version



(MICA*001-SD) and a shedding-only version (MICA*001-SO), using third generation lentiviral
particles that also encode eGFP. Lentiviral particles encoding cDNA MICA variants were
produced and they were used to transduce Renca (mouse clear cell renal cell carcinoma), 4T1
(mouse triple-negative mammary adenocarcinoma) and EL4 (mouse lymphoma) cell lines. Flow
cytometry, ELISA, heterogeneous FRET-based fluorescent immunoassay and epifluorescence
microscopy were used to evaluate cell surface expression of MICA and sSMICA production in cell
supernatants.

Several challenges had to be overcome to achieve the proposed objectives. First,
linearization or defective conformations of the accessory plasmids used was detected. Therefore,
it was necessary to produce a new batch of these plasmids. So, fresh viral supernatants were
produced, and they were used in new transduction attempts. Once the concentrated supernatant
was used, 4T1 and EL4 both MICA*001-SO and MICA*001-SD cells, as well as Renca-
MICA*001-SO cells resistant to the selection antibiotic puromycin were obtained. However, no
eGFP was observed by fluorescence microscopy. Positive populations for eGFP in 4TI-
MICA*001-SO and both modified EL4 cell lines were detected by intracellular staining flow
cytometry. The presence of intracellular MICA was only detected in EL4-MICA*001-SO and
EL4-MICA*001-SD cell lines.

Several experiments were carried out to obtained stable modified cell lines from Renca,
4T1 and EL4. However, only two stable cell lines expressing the gene of interest were successfully
generated: EL4-MICA*001-SO and EL4-MICA*001-SD; these results must be validated though.
These cell lines expressing both MICA variants are the starting point of a broader project aimed at
elucidating the in vivo therapeutic mechanisms of our anti-MICA mAb. Hence, it is important to
emphasize that this work provides experimental tools that are crucial for the development of the

ongoing translational research project in our laboratory.



Introduccion

Las células NK son la tercera poblacién de células linfoides en la sangre y poseen una
fuerte actividad antitumoral citotéxica y produccién de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias
que contribuyen a la polarizacién de la respuesta inmune adaptativa. Su actividad citotdxica es
ejercida a través de la via secretora y la expresion de receptores de muerte, mientras que su
actividad inflamatoria se ejerce gracias a la secrecion de citoquinas, especialmente IFN- y y TNF,
y quimiocinas tales como CCLS5, XCL1 y XCL2 (Cantoni et al., 2020; Barry et al., 2018; Bottcher
et al., 2018; Martin-Fontecha et al., 2004; Mailliard et al., 2005; Wong et al., 2013; Ferlazzo et al.,
20044a, 2004b). Existe evidencia que muestra que su actividad citotéxica se asocia con un riesgo
reducido de padecer cancer (Imai et al., 2000). Asimismo, estudios mds recientes indican que la
frecuencia, infiltrado y funcion de las células NK estdan asociadas con una mejor sobrevida de
pacientes oncoldgicos (Cursons et al., 2019; Li et al., 2020; Lee et al., 2019; Gil and Kim, 2019)
Por lo tanto, las células NK cumplen un rol crucial en la respuesta inmune antitumoral.

La activacion de estas células estd finamente regulada por un repertorio de receptores de
superficie inhibidores y activadores que reconocen a sus ligandos en las células blanco. Las células
NK también pueden activarse en respuesta a citoquinas, por lo que pueden integrar multiples
sefales del entorno y calibrar asi sus funciones efectoras (Mujal et al., 2021; Bjorkstrom et al.,
2022; Zwirner and Ziblat, 2017). Entre los receptores activadores utilizados por las células NK
para detectar células tumorales, se destacan CDl16a (FcRIlla) y NKG2D (CD314). CDl16a
reconoce la fraccion Fc de los Ac de tipo IgG (principalmente IgG1 e IgG4) y es responsable de
desencadenar la ADCC, por lo que contribuyen a la eficacia de varios AcMo terapéuticos contra
moléculas expresadas en la superficie de las células tumorales (Wang, 2015). NKG2D es un
receptor critico en la inmunidad antitumoral (Guerra et al., 2008). Se ha observado que el bloqueo
de NKG2D en modelos in vivo o ratones knock out para este receptor incrementa la susceptibilidad
al desarrollo espontdneo de tumores y la progresion tumoral (Smyth et al., 2005; Guerra et al.,
2008). En humanos, se le conocen 8 ligandos (NKG2DL) dentro de los que se destacan MICA y
MICB (MHC class I chain related protein A y B) (Zhang et al., 2015). Estos se expresan de forma
selectiva en casi todos los tipos de tumores, pero no en tejidos sanos (Madjd et al., 2007; Watson
et al., 2006; Groh et al., 1999). A pesar de ello, se han detectado transcritos de MICA y MICB en
la mayoria de los tejidos con excepcion del sistema nervioso central (Schrambach et al., 2007).
Sin embargo, debido a que los NKG2DL sufren modificaciones post-traduccionales que regulan
su expresion en superficie (Ashiru et al., 2013; Mellergaard et al., 2014; Fang et al., 2014), su

presencia en la superficie de tejidos sanos suele ser baja o nula. Adicionalmente, se ha reportado



un pool intracelular de MICA/B en muchos tipos tumorales y en algunos epitelios sanos (Ghadially
et al., 2017). En nuestro laboratorio, hemos observado que MICA es el NKG2DL expresado con
mayor intensidad en la superficie de células tumorales de pacientes con carcinomas renales de
células claras (clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) (Secchiari et al., 2022)

MICA es codificada por un gen polimérfico. La gran mayoria de los alelos de la poblacién
codifican para una proteina que posee tres dominios extracelulares al, o2 y a 3 (exones 2 a 4), un
dominio transmembrana (ex6n 5) y una cola citoplasmatica (exén 6) (Stephens, 2001; Zwirner et
al., 2000). MICA tiene una muy baja tasa mutacional (https://portal.gdc.cancer.gov/).

Aunque la expresion de los ligandos de NKG2D en la superficie de células tumorales
promueve su eliminacion por el sistema inmune, los tumores presentan estrategias de escape que
subvierten la funcién bioldgica de dicho receptor y facilitan la inmunoevasién debido a la
liberacién de sMICA. Esta es producida por clivaje proteolitico y el desprendimiento de su
ectodominio por acciéon de metaloproteinasas de matriz (matrix metalloproteinases, MMP) y es
detectable en suero de pacientes con tumores (Waldhauer et al., 2008; Groh et al., 2002; Salih et
al., 2002). La funcién dual descripta se representa graficamente en la Figura 1. Datos recientes
indican que la actividad inmunoevasora de SMICA en las células NK se debe mayoritariamente al
bloqueo de NKG2D por sMICA (Du et al., 2019) y, en menor medida, por la regulacién negativa
y degradacion de NKG2D debido a la unién de sMICA (Salih et al., 2003; Groh et al., 2002; Salih

et al., 2002). Se ha descrito un motivo de 6 aminodcidos en el dominio a3 de MICA/B responsable

de la interaccion con la proteina chaperona ERpS, lo que hace a MICA/B permisivas a la accion
proteolitica de las MMPs (Kaiser et al., 2007) y su posterior shedding. Mutaciones en este motivo
previenen el shedding sin interferir con el reconocimiento por parte de NKG2D (Wang et al.,

2009).
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Figura 1. MICA y MICB como moléculas blanco para la inmunovigilancia por células NK y
como mediadoras del escape tumoral. A través de NKG2D, las células NK pueden reconocer a
MICA/B expresadas en la superficie de las células tumorales y promover su eliminacién
(inmunovigilancia). Sin embargo, MICA/B, a través de la asociacién con ERp5, puede experimentar
un clivaje proteolitico mediada por MMP (ADAM10, ADAM17 y MMP14) y generar sMICA/B que
interfieren con la funcién de NKG2D, lo que facilita la inmunoevasion. (Fuertes M.B. et al. Front

Immunol, 2021)

A pesar de que los bloqueadores de puntos de control inmunolégico (immune checkpoint
blockers, ICB) han revolucionado la inmunooncologia (IO) y la inmunoterapia del cancer, en los
casos mas favorables s6lo un 40% de los pacientes que reciben terapia combinada con AcMo anti-
CTLA4 y anti-PD-1 o PD-L1 sobreviven més de 5 aios (Klemen et al., 2020). En cambio, el resto
no responde, presentan efectos adversos o muestran hiperprogresion (Kalbasi and Ribas, 2020;
Champiat et al., 2018). Hacer blanco en MICA empleando Ac emerge como una estrategia de
vanguardia con el fin de eliminar células tumorales debido a que tales Ac podrian promover la
ADCC (via CDI16) y la ADCP contra células tumorales y, simultineamente, promover la
depuracion de SsMICA por formacién de complejos inmunes captados por macréfagos de bazo (por
reconocimiento a través de receptores CD16, CD32 y CD64). Adicionalmente, el desarrollo y uso
de AcMo no bloqueantes de la union de NKG2D con MICA/B también permitiria desencadenar
las funciones efectoras de las células NK dependientes de NKG2D, contribuyendo a la eliminacién
de células tumorales. Asi, se han desarrollado AcMo anti-MICA que exhibieron actividad
terapéutica (Jinushi et al., 2006; Zhang et al., 2017; Du et al., 2019; Ferrari De Andrade et al.,
2018; Powderly et al., 2022; Wang et al., 2023). En nuestro laboratorio, empleando una estrategia
de vacunacién con una proteina quimérica altamente inmunogénica (BLS-MICA) hemos
demostrado que los Ac policlonales anti-MICA son terapéuticos debido a que inducen ADCC por
células NK y la depuracion de sMICA, lo que resulta en un remodelado del microentorno tumoral
(tumor microenvironment, TME) caracterizado por un mayor infiltrado de macrofagos M1
(macréfagos proinflamatorios) intratumorales y reclutamiento de linfocitos T CDS8 que
experimentaron contacto con antigeno (Torres et al., 2020). Estos resultados motorizaron el
estudio de la potencial utilidad terapéutica de un AcMo anti-MICA no bloqueante de tipo IgG2bx
(denominado D7) desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Fuertes, 2003), que también
reconoce la molécula estrechamente relacionada MICB (Molinero et al., 2004). Mediante un
convenio entre el CONICET vy el laboratorio biofarmacéutico GSK (12/2017- 12/2022) se
demostré que D7 ejerce un marcado efecto terapéutico contra tumores que expresan MICA y se

maped su epitope. Ademds, modelos preclinicos in vitro con versiones humanizadas del AcMo D7



han permitido demostrar que éstos inducen ADCC por células NK humanas, ADCP por
macréfagos humanos y facilitan la fagocitosis de SMICA por macréfagos humanos, lo que condujo
al licenciamiento de este AcMo a GSK para el desarrollo de una potencial nueva medicina para el
tratamiento de pacientes con cancer. Adicionalmente, se observé que el AcMo D7 también fue
terapéutico contra tumores humanos que expresan naturalmente MICA en un modelo xenogeneico
de ratones nude (Regge, 2024). Por otro lado, en un estudio clinico en pacientes con un AcMo
contra MICA de otra empresa, se demostré que otro AcMo que reconoce el mismo blanco tiene
un perfil de seguridad aceptable (Powderly et al., 2022; Wang et al., 2023) lo que valida a MICA
como nuevo blanco molecular en 1O.

Establecer con precision el mecanismo de accion in vivo del AcMo D7, es decir, si es
efectivo contra tumores que expresan MICA en superficie, tumores productores de sMICA o
ambos, es fundamental para poder realizar una seleccion racional de pacientes a ser enrolados en
los futuros estudios clinicos planeados con el candidato lider humanizado derivado de nuestro
AcMo, basandonos en la expresion de MICA en las células tumorales y en el anélisis de la
presencia de SMICA en suero o plasma de los pacientes (panorama competitivo terapéutico del

AcMo).

Hipdétesis

El AcMo D7 desarrollado por nuestro laboratorio posee efectos terapéuticos contra
tumores que expresan MICA en superficie a través del mecanismo de ADCC y ADCP, pero no
contra tumores que s6lo producen sSMICA, o bien contra tumores que producen sMICA por
depuracion de sSMICA, pero no contra tumores que expresan MICA en superficie, o bien contra

tumores que expresan MICA en superficie y que también producen sMICA, a través de ADCC,

ADCP y la depuracion de sMICA.

Objetivo general

En este contexto, el objetivo general del presente trabajo de Tesis de Licenciatura fue
generar lineas celulares tumorales murinas que s6lo pueden expresar MICA en superficie y lineas
celulares tumorales murinas que s6lo producen sMICA, con el fin de utilizarlas en modelos
preclinicos destinados a elucidar el mecanismo de accion del AcMo D7 y establecer si es efectivo
contra tumores que expresan MICA en superficie porque promueve ADCC y ADCP, y si es
efectivo contra tumores que principalmente producen sMICA porque promueve la depuracion de

sMICA.
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Objetivos especificos

e Generar particulas pseudo-lentivirales que codifiquen una variante de MICA mutada en el
dominio a3 por la cual estdn deshabilitados para producir SMICA (shedding-disabled,
MICA*001-SD), y particulas pseudo-lentivirales que codifiquen una variante de MICA
truncada que sélo puede ser secretada (shedding-only, MICA*001-SO).

e Emplear estos lentivirus no replicativos para generar lineas celulares murinas que expresen
MICA*001-SD o MICA*001-SO como herramienta destinada a un proyecto subsiguiente
cuyo objetivo es elucidar el mecanismo de accién in vivo del AcMo anti-MICA

desarrollado en el laboratorio.

Materiales y métodos

Se utiliz6 el sistema de tercera generacion de vectores lentivirales que consiste en la
utilizacidn de cuatro plasmidos totales: tres accesorios, pLVSV-g (envoltura), pPLRRE (codificante
de genes Gag y Pol) y pLRev; y el pldsmido codificante del gen de interés. Para la presente tesis
se disefiaron y adquirieron (VectorBuilder) los dos pldsmidos de expresion con las variantes de

MICA de interés (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de los plasmidos que codifican las variantes MICA*001-SD y MICA*001-SO.
Contienen un cassette bicistrénico para la resistencia a puromicina y eGFP, unidos por la secuencia

“autoclivable” T2A.
Para generar la variante de MICA*001-SD (cDNA) se disefi6 una secuencia de MICA con

reemplazo en el hexapéptido natural (aminoéacidos 215 a 274) de su dominio a3 (ex6n 4) por una

secuencia similar presente en las moléculas de CMH-I que impide la produccién de sMICA (Wang
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et al., 2009). Para producir la variante MICA*001-SO se introdujo un codén de terminacién al

final del dominio a3 (ex6n 4) de MICA, generando una variante solamente con el ectodominio.

Respecto a todo lo mencionado en la presente seccidn es pertinente aclarar que se trabajo
siempre en condiciones de esterilidad en flujo laminar en Cabina de Bioseguridad de tipo 2 (BSL2)
y con materiales previamente esterilizados. Ademds, donde correspondiere se menciona

pertinentemente condiciones de seguridad adicionales.

I)  Purificacion de plasmidos y stock bacteriano

Se adquirieron ambos plidsmidos MICA*001-SD y MICA*001-SO a la empresa
VectorBuilder, la que los remitié adsorbidos en papel. Se eluyeron los plidsmidos mediante
resuspension en 100 pl de agua libre de DNAsas y RNAsas, incubando 30 min y tomando el
volumen de liquido restante en un tubo eppendorf. De esta forma se obtuvieron alicuotas de
plasmidos de baja concentracion (medidas con Nanodrop). Posteriormente se preparoé el stock de
bacterias transformadas (E. coli cepa JIM109) para cada pldsmido y se purificaron éstos segun se
detalla en la seccidn siguiente. En relacion con los plasmidos accesorios, el laboratorio contaba
con pequefas alicuotas purificadas congeladas a -20°C.

En todos los casos se trabajé con ampicilina a concentracién final de 100 pg/ml como
agente de seleccion. Para cada uno de los plasmidos se transformaron las bacterias con el método
de shock térmico y cloruro de calcio (CaCl,). Para ello se descongelaron 100 pl de bacterias con
buffer con CaCl,, se homogeneizo su contenido suavemente y se agreg6d 1 ug de ADN plasmidico
correspondiente. Esta mezcla se incubd en hielo durante 20 min, se la someti6 a shock térmico de
42°C durante 90 seg sin agitacion (en bloque térmico) y se colocé inmediatamente en hielo durante
2 min. Se agregaron 500 pl de medio Luria Bertani (LB) sin antibidticos y finalmente se incub¢ 1
h a 37°C en agitador a 180 rpm. Se plaquearon 50 y 100 pl en sendas placas de Petri para bacterias
con medio LB semisélido (con agar, LB-agar 1,5%) con ampicilina. Se utilizaron dos volimenes
de inoculacion distintos ya que se desconocia la eficiencia de transformacién para cada caso en
particular. Ademads, se prepard un control negativo (5 pl de las bacterias competentes sin
transformar en 200 pl de LB sin antibidtico) inoculando también 100 pl en placas LB-agar con
ampicilina, esperando que no haya crecimiento bacteriano ya que las bacterias no poseen plasmido
de resistencia al antibidtico. Las placas de LB-agar con ampicilina fueron preparadas el dia anterior
a la transformacion y conservadas invertidas y selladas con Parafilm en heladera.

Todas las placas se incubaron en estufa a 37°C durante 18 h con el fin de permitir el

crecimiento de colonias aisladas. Se eligi6 la placa donde éstas fueran més visibles, se tomé una
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al azar y se resuspendieron las bacterias en 5 ml de medio LB con ampicilina en un tubo cénico
de 50 ml. Se incubd con agitacién a 250 rpm a 37 °C durante 8 h, se realiz6 una dilucién 1/500
tomando 100 pl y llevandolo a un volumen de 50 ml de LB con ampicilina en un Erlenmeyer de
500 ml estéril. Este cultivo fue incubado durante 18 h a 37°C en agitador a 250 rpm.

A partir del cultivo bacteriano se siguié el protocolo de lisis y purificacién de cada
plasmido utilizando el kit “Qiagen Plasmid Midi Kit”, siguiendo las instrucciones provistas por el
fabricante. Luego se procedi6 a evaluar la concentracion y pureza aproximadas del ADN
plasmidico en un equipo Nanodrop (ThermoFisher), registrando las absorbancias a 260 nm y 280
nm. Estos pasos se realizaron en mesada, en condiciones no estériles. Los plasmidos purificados
se guardaron a -20°C y se utilizaron para transfectar células HEK293FT con el objetivo de producir
los lentivirus.

Con el objeto de preservar las bacterias transformadas con los plasmidos de interés se
realizo el stock de glicerol correspondiente colocando en un criotubo 500 pl de cultivo bacteriano
con 500 pl de glicerol 50% previamente filtrado. Se homogeneiz6 suavemente y se congel6 a 70°C.

Con el objeto de evaluar la integridad de los plasmidos se corrieron geles de agarosa al 1%
(Inbio Highway), preparada en buffer TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM 4cido acético, | mM
EDTA) durante 90 min a 50 V. Se sembraron 10 pl de marcadores de peso molecular 1Kb (New
England Biolabs) y 15 pl de la mezcla de cada muestra que se prepard con 3 pl de buffer de siembra
(Inbio Highway) en 16 pl de TAE 1X y 1 pl de ADN; las concentraciones de los plasmidos se
detallan en la Tabla 1. Se revel6 utilizando el intercalante SYBR (Thermofisher, 10000X) en un

equipo GBox (Syngene), utilizando el software GeneSnap.

Plasmido (pL) | Concentracion (pg/pl)
RRE I 1,70
RREII 1,078
VSV-gl 5,87
VSV-gII 3
Rev I 3
Rev I 2

Tabla 1. Alicuotas de plasmidos accesorios preexistentes en el laboratorio

13



II) Cultivos celulares

Para la presente tesis se utilizaron lineas celulares tumorales murinas Renca, 4T1 y EL4, y
la linea celular humana HEK293FT. Segun se detalla mds adelante, se las mantuvo en DMEM
completo (DMEMc) o RPMI completo (RPMIc) consistentes en DMEM base (Thermofisher) o
RPMI base (Gibco) con 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor), 0,292 mg/ml de glutamina
(Invitrogen,), 54 ng/ml de piruvato sddico (Invitrogen) y 40 ug/ml de gentamicina (Richet). Para
las lineas Renca y HEK293FT el medio completo fue suplementado con aminodcidos no esenciales

(NEAA) 1X (Gibco).

Protocolo de descongelado para las lineas celulares utilizadas

Todas las lineas celulares se encontraban preservadas en criotubos en nitrégeno liquido
(N2) en medio de cultivo completo (el que correspondiere) con 10% de DMSO (dimetilsulf6xido)
y 10% SFB. El contenido de cada criotubo de 1 ml fue descongelado resuspendiéndolo
inmediatamente en solucidn fisioldgica estéril a temperatura ambiente (TA) y centrifugando a 400
g durante 5 min. Las células fueron resuspendidas en 5 ml de medio completo precalentado a 37°C
y transferidas a una botella de cultivo celular T25 y cultivadas en una estufa a 37°C con una

atmosfera de 5% de COs.

Protocolo de repique para las lineas celulares utilizadas

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 90%, se descartd el medio de cultivo,
se lavé con 2 ml de solucion fisioldgica y se incubd 5 min a 37°C con 500 ul de TripLEx (Gibco)
(para cultivos en botella T25) o 1500 pl (para cultivos en botella T75). Se agregaron 4 ml de
solucion fisioldgica con el fin de diluir el TripLEX, se cosechd la suspension celular y se centrifugd
a 400 g durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de
medio completo. Finalmente se tom6 el volumen correspondiente segin la dilucién sugerida para
repicar cada linea celular y se lo llevo a volumen final de 5 ml con medio de cultivo completo
(para cultivar en botella T25) o de 15 ml (para cultivar en botella T75). Se realiz6 el seguimiento
y registro del nimero de pasajes correspondientes.

En el caso de EL4 (células en suspensién) el medio de cultivo fue reemplazado una vez
virado de color. Para ello, fue centrifugado a 400 g durante 5 min. Se descarté el sobrenadante y
las células se resuspendieron en 1 ml de medio completo. Se tomé el volumen correspondiente a

la dilucién sugerida y se lo llevé a 5 ml de medio completo en botellas T25.
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Cada linea celular fue monitoreada cada dos dias mediante el uso de un microscopio
invertido (Olympus CKX41) con aumentos de 40X, 100X y 200X. Para células adherentes, el
medio de cultivo fue renovado también cada dos dias.

Cuando fue necesario se realizo el recuento de células en camara de Neubauer.

Produccion de particulas pseudo-lentivirales

Transfeccion de HEK293FT por el método de fosfato de calcio

Se utiliz6 la linea celular HEK293FT como linea empaquetadora de particulas pseudo-
lentivirales. Luego del primer repique, se cultivaron en presencia del antibidtico de seleccién
geneticina G418 (InVivoGen) en una concentracién final de 500 pg/ml. Las células fueron
mantenidas con DMEMc suplementado con NEAA junto con G418 durante 5 dias antes de realizar
la transfeccién con los pldsmidos. Su monitoreo y repique se realizaron de la forma descrita con
anterioridad. Con el objeto de realizar la transfeccion se emplearon células con pasaje menor a 20.
Se utilizé CaCl; 1,25M y buffer HEPES (HSB) 0,5M.

El dia anterior a la produccion de las particulas virales se sembraron en una placa p100 2,5
millones de células HEK293FT en un volumen final de 10 ml de DMEMc suplementado con
NEAA junto con geneticina. Al dia siguiente y dos horas antes del experimento, se reemplazé el
medio de cultivo por medio fresco precalentado a 37°C sin antibidtico. Una vez re-adheridas todas

las células se prepararon por separado dos tubos con las siguientes mezclas:

e Tubo 1: 20 pg plasmido de interés, 10 pg de plasmido pLRRE, 5 pg de plasmido
pLRev, 5 pg de plasmido pLVSV-g, (relacion 4:2:1:1), 84 ul CaCly y se llevé a
volumen final de 840 pl con H2O estéril (aproximadamente 740 pl de agua). Se
prepard un tubo para cada pldsmido de interés.

e Tubo 2: 840 ul de buffer HSB (2X) a TA.

Se agregd el contenido del tubo 1, gota a gota, al tubo 2, mientras éste se burbujeaba
constantemente, de manera que las soluciones se mezclaran correctamente. La mezcla se incubd
durante 15 min a TA. Luego se transfirio la solucién de plasmidos, también gota a gota, a la placa
con las células HEK293FT. Cada placa fue homogeneizada suavemente para luego ser cultivada
en la estufa. El medio de cultivo conteniendo las particulas virales (de ac4 en adelante mencionado
como sobrenadante viral o Sv) fue recolectado a las 24, 48 y 72 h con pipeta descartable de 10 ml
en un tubo coénico de 15 ml. Se centrifug6 a 600 g durante 5 min y se filtr6 con filtro de PES de

0,45 um. Este proceso se realiz6 para cada tipo de Sv (uno por cada plasmido de interés). A las 24
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y 48 h, a cada placa de células HEK293FT se les renové 10 ml de medio fresco sin antibidtico
precalentado a 37°C. Luego, las células fueron cultivadas en estufa. Los sobrenadantes virales
fueron conservados a -20°C para su concentraciéon y congelado a -70°C al dia 5 (dltimo dia de
recoleccién de Sv), o congelados sin concentrar a -70°C.

Los materiales fueron sometidos a luz UV inmediatamente luego de su uso, previos a ser
retirados de la cabina de bioseguridad. Finalmente, todo el material utilizado que tuvo contacto
con el Sv fue inactivado con lavandina 10% durante, al menos, 24 h, antes de ser descartado.

Se produjeron tres tipos de Sv, correspondientes a los tres pldsmidos de interés utilizados:
MICA*001-SD, MICA*001-SO y MICA*001-WT. El plasmido pL-MICA*001-WT (1,8 pg/ul),
codificante para la proteina MICA*001 wild type, fue adquirido ya purificado (VectorBuilder);
posee la misma seleccién eucariota que los pldsmidos codificantes para MICA*001-SO vy
MICA*001-SD (resistencia a puromicina).

Las células HEK293FT fueron monitoreadas por observacion en un microscopio de
epifluorescencia tomando imdagenes representativas (cdmara Olymplus Q-Color 5™) de los
pocillos en fluorescencia en el canal verde utilizando el microscopio invertido (Olympus CKX41).

Las imédgenes fueron procesadas con el software ImagelJ.

Concentracion de particulas pseudo-lentivirales

Se utilizaron tubos de filtracion Amicon® Ultra-15 100K (Sigma Aldrich) estériles con el
objeto de concentrar los Sv de los tres dias de produccién. Las centrifugaciones fueron realizadas
en centrifuga con rotor oscilante a 4°C (IEC Centra GP8R, Thermo Electron Corporation). Con el
fin de esterilizar los tubos de filtracidn, se los sumergi6 en etanol 70% durante 20 min y luego se
enjuagaron con agua MiliQ estéril. La concentracion de los Sv se realizo centrifugando a 1000 g
a 4°C durante media hora. Se tomo ese Sv concentrado (SvC) y se lo utilizé inmediatamente o se
lo congel6 a -70°C en alicuotas de 100 pl para su posterior uso. Se concentr6 en un factor de
aproximadamente 40X (30 ml volumen inicial a 750 pl volumen final). Adicionalmente, se tomd
3 ul de SvC colocandolo en 500 pl de medio LB estéril para testear contaminacion; se lo incubd
18 h en agitacién a 250 rpm junto con un control de LB estéril.

Al finalizar su uso, los filtros fueron enjuagados con soluciéon de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,1 N y luego con agua miliQ esteril (centrifugaciéon 1500 g por 5 min) con el fin de ser

reutilizados.
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Transduccion de lineas celulares blanco

Previo a la transduccién se realiz6 una curva de efectividad de puromicina (antibiético de
seleccion) de 48 h para cada linea celular, con el objetivo de calcular la concentracién letal 50
(CLso). Se sembraron diferentes nimeros de células de acuerdo con el tipo de placa empleado

(Tabla 2)

Numero de Numero de Numero de
CLso de
Linea Medio de o células células células
puromicina
celular cultivo sembradas en sembradas en sembradas en
(ng/ml)
p96 fondo plano p24 po
RPMlIc con
Renca 0,4 20 mil 80 mil 300 mil
NEAA
4T1 RPMIc 2 13 mil - -
EL4 DMEMc 2 25 mil - -

Tabla 2. Informacion de manipuleo para cada linea celular murina utilizada.

Para aumentar la eficiencia de transduccion se empleé bromuro de hexadimetrina /
Polybrene (Sigma Aldrich) en una concentracion final de 8 pg/ml.

El dia previo a la transduccién se sembraron las células en placa p96 de fondo plano con
100 pl de medio completo, en p24 con 500 ul de medio, o p6 en 2 ml. Al dia siguiente, se
descongelaron los Sv correspondientes, se descartd el medio de cultivo de las células y se les
colocd, cuando se usaran los Sv sin concentrar de 24 y 48 h post transfeccion, 500 ul o 2 ml /pocillo
de cada uno, segin la placa donde se estuviera realizando la infeccidn, junto con polybrene.
Ademés, se dej6é un pocillo control con las células en DMEMc con NEAA (el mismo utilizado
para la recoleccién de particulas virales) y polybrene. Se colocé la placa durante una hora en la
heladera y finalmente se dejo en estufa de cultivo durante 18 h. Al cabo de un dia se les reemplazo
el medio conteniendo a las particulas pseudo-lentivirales por medio de cultivo fresco junto con
puromicina a la CLso calculada previamente (Tabla 2). Al control de células (es decir, al control
negativo) se le agregé solo medio fresco con el antibidtico de seleccion.

Las células fueron mantenidas en medio de cultivo con el agregado de antibidtico
correspondiente, monitoreadas y amplificadas. Se evalud la expresion de MICA en superficie,

sMICA vy la sefial de eGFP.
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El mismo procedimiento fue realizado cuando se utilizara Sv concentrado (SvC) para lineas
celulares Renca, 4T1 y EL4. El volumen de SvC colocado en p96 fue de 100 ul con polybrene, o
diluyendo 50 pl de SvC correspondiente junto con 50 pl de medio de cultivo y polybrene 2X (16
pg/ml).

Para el caso de la linea celular Renca, se realizaron infecciones con los tres tipos de Sv o
SvC, mientras que para EL4 y 4T1 s6lo con los correspondientes a las variantes MICA*001-SO y
MICA*001-SD, ya que se disponia previamente de la linea estable expresando MICA*001-W'T.

III) Deteccion de MICA por citometria de flujo

Marcacion de MICA de superficie

Con el fin de realizar la marcacion de MICA de superficie, las células fueron cosechadas,
pasadas a una placa p96 fondo V y lavadas con solucion fisiolégica. Luego fueron incubadas con
20 ul de AcMo anti-MICA/B (listados a final de seccion) diluido en solucién fisioldgica en la
proporcion correspondiente; a los controles de autofluorescencia se les agregé 20 ul de solucién
fisioldgica en este paso. Se realizaron también controles de marcacion simple y FMO cuando
correspondiere, agregando so6lo solucion fisioldgica en el paso pertinente. La incubacion del Ac se
realiz6 a 4°C en oscuridad durante media hora. Finalmente, las células fueron lavadas con 100 ul
de solucion fisioldgica, y resuspendidas nuevamente en ésta para ser pasadas por el citometro de
flujo. Los lavados se realizaron por centrifugacion a 600 g durante 5 min. Cuando correspondiere
para la autofluorescencia se prepard un pocillo con un pool de todas las condiciones de células

tratadas.
Marcacién de MICA intracitoplasmaética

Para la marcacién de MICA intracitoplasmaética se plaquearon a las células en placas p96
de fondo en V, se las lavé y realizé la fijacion y permeabilizacion con el kit FOXP3 Fix/Perm
(BioLegend). En algunos casos, previamente se incub0 a las células durante 5 h con Brefeldina A
(BioLegend, 5 pg/ml, diluido en medio completo correspondiente) y Monensina (BioLegend, 2
uM, diluido en medio correspondiente), con el fin de bloquear la via secretora de proteinas. Luego,
las células se resuspendieron en 80 ul del buffer 1 (Fix/perm) incubando a TA durante 20 min en
oscuridad, se lavaron y resuspendieron en 80 ul del buffer 2 (Perm) durante 15 min a TA en
oscuridad. Finalmente, se realiz6 un lavado y se marcaron las células con 20 pl del AcMo anti-

MICA/B correspondiente (ver listado a final de seccién). La dilucién del AcMo se realiz6 en buffer
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Perm 1X. Se incluy6 una condicién donde las células fueron incubadas solamente con 20 ul de
buffer Perm 1X para ser empleadas como controles de autofluorescencia, FMO o de marcacion
simple. Se utiliz6 PBS 1X para las diluciones de ambos buffers y para los lavados; las

centrifugaciones se realizaron a 300 g durante 5 min.

Con el fin de analizar la viabilidad, las células fueron incubadas con la sonda Zombie Aqua
(BioLegend), en dilucién 1/600 en solucion fisioldgica, durante 20 min a TA antes de realizar el

protocolo de marcacion.

En todos los casos, las células marcadas se analizaron en un citémetro de flujo
MASQuant16 (Miltenyi Biotec). El analisis de los datos se realiz6 utilizando el software FlowJo
vX.0.7 (BD Biosciences), realizando la compensacion de colores necesaria en cada caso. En todos
los andlisis se descartaron los desechos o fragmentos celulares detectados como eventos con bajos
valores de FSC y SSC, y se excluyeron dobletes por FSC A vs FSC H. Los ejes se ajustaron en
escala biexponencial. Los resultados se graficaron como histogramas normalizando el eje y segun

la cantidad de eventos, o como graficos de pseudocolor (doble marcacion).

Se listan los AcMo utilizados en ambas marcaciones
> AcMo anti-MICA/B conjugado con el fluorocromo PE, clon 6D4 (BioLegend).
> AcMo anti-MICA conjugado con fluorocromo APC, clon 159227 (RyD systems).
> AcMo anti-MICA/B conjugado con el fluorocromo APC, clon 6D4 (BioLegend)

IV) Deteccion MICA soluble

ELISA

Se llevo a cabo un ELISA de captura mediante el uso del kit “Human MICA DuoSet
ELISA” (R&D Systems-DY 1300) para evaluar la presencia de sMICA en sobrenadantes de cultivo
de las lineas celulares 4T1 y Renca modificadas para producir MICA*001-SO. Estos
sobrenadantes provenian de fosas p24 o p6 con un 60% de confluencia, los que fueron congelados
a -20°C hasta el momento del andlisis. Las muestras fueron centrifugadas a 14000 g durante 2 min
y se utilizaron sin diluir. Se empleé un AcMo anti-MICA clon 159233 (R&D systems, 2 pg/ml)
como Ac de captura, inmovilizado en placas de ELISA de marca COSTAR de alto pegado. MICA
capturada fue detectada usando un Ac policlonal anti-MICA biotinilado (R&D systems,0,4 pg/ml)
y estreptavidina marcada con HRP (BioLegend), reveldndose luego con Tetrametilbencidina

(TMB, Sigma). Se obtuvo en paralelo una curva de calibracién empleando MICA recombinante
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(MICAr - alelo MICA*008) producida y purificada en el laboratorio segin protocolo publicado
(Zwirner et al., 2000). Se midieron las absorbancias 450 nm y 550 nm utilizando un lector ELISA

Multiskan FC (ThermoFisher Scientific).

Inmunoensayo en fase heterogénea basado en FRET

Como parte de otro proyecto del laboratorio, se estd optimizando un método mejorado para
detectar sSMICA tanto en muestras de pacientes oncoldgicos como en sobrenadantes de lineas
celulares en cultivo. Este método consiste en un inmunoensayo en fase heterogénea basado en
FRET y su disefio se esquematiza en la Figura 3. Empleando esta metodologia, también se
evaluaron los mismos sobrenadantes medidos utilizando el ELISA comercial. Se realizd en
paralelo una curva de calibracién. Se emplearon placas negras fondo plano de 96 fosas para
luminiscencia (Jet Biofil LTP-021-896). El Ac de captura utilizado fue el AcMo anti-MICA clon
159233 y el de deteccion empleado fue el Ac policlonal anti-MICA biotinilado, ambos
anteriormente mencionados. Asimismo, para la deteccion se utilizo Estreptavidina-Europio (Eu)
(Abcam ab270228), en conjunto con APC (aloficocianina) soluble en el buffer de revelado. Se
registrd la lectura de la fluorescencia derivada de APC en un fluorémetro SPARK (TECAN) con
filtro de excitacion de 320-340 nm (excitacién de Eu) y filtro de deteccién de 660-670 nm (emision

de APC).

AP J§€ B2~ 660-670 nm

FRET e ED

CJSAV \
Ac 2-biotin e { 320-340 nm

e 1\I¢

Figura 3. Esquema del inmunoensayo basado en FRET. El anticuerpo de deteccién esta acoplado con

Biotina. Para el revelado se utilizé Estreptavidina-Europio y buffer adicionado con APC soluble para

detectar la emision del mismo a 660-670 nm.
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Resultados

Transfeccion con plasmidos previamente existentes en el laboratorio y

purificacion de un nuevo lote de plasmidos

Debido a que ya se disponia de varias alicuotas de los pldsmidos accesorios (pLRRE,
pLVSV-gy pLRev), purificadas anteriormente en el laboratorio, en un primer momento se produjo
Sv utilizando éstas, y los plasmidos de interés MICA*001-WT, SO y SD. Se detecto6 fluorescencia
de eGFP en las placas de células HEK293FT a partir de las 24 h luego de la transfecciéon con
cloruro de calcio (Figura 4). Con los Sv obtenidos se realizé un primer intento de transduccion de
células Renca en placas p6. Luego de dos dias del agregado del antibidtico de seleccién no se
encontraron células vivas (es decir, ninguna resistio el agregado de puromicina), por lo que la
transduccion no fue exitosa.

Se procedid entonces a evaluar la integridad de los plasmidos. Por siembra y corrida en gel
de agarosa al 1%, se encontr6 que al menos uno de los plasmidos accesorios utilizados para la
producciéon de Sv no estaba en la conformaciéon correcta, presentando diversas formas,
presumiblemente debido a la acciéon de DNAsas presentes en las alicuotas (Figura 5, destacados
con flechas naranjas); adicionalmente se evidencié el mismo problema para las demads alicuotas
del laboratorio. Este hecho puede impactar negativamente en la correcta produccion de particulas
lentivirales. Si hubiere fragmentos de degradacién de pocas pares de bases (pb) no pudieron ser
visualizados en este gel, ya que habrian migrado conjuntamente con el frente de corrida, el cual se
pierde en los tiempos de corrida que se evaluaron.

Frente a esta situacion se intent6 preparar un nuevo lote de pldsmidos a partir de bacterias
donadas gentilmente por otro laboratorio, que habian sido anteriormente transformadas con los
plasmidos accesorios. Sin embargo, no se obtuvieron purificaciones exitosas ya que la relaciéon
absorbancia 260/280 dio muy baja (datos no mostrados). Se decidié entonces tomar una alicuota
de cada plasmido accesorio pLRRE, pLVSV-g y pLRev (RRE I, VSV-g Iy Rev I en la Figura 5)
del laboratorio, y con ellas transformar bacterias competentes E. coli IM109 por shock térmico
para luego proceder a la purificacién del nuevo lote de dichos pldsmidos (Tabla 3). Paralelamente
se purificaron, a partir de bacterias transformadas, los plasmidos MICA*001-SO y MICA*001-
SD (Tabla 3). Una vez obtenidas las nuevas alicuotas, se corrid otro gel para evaluar su estado.
Los resultados de la Figura 5 corresponden a una corrida en gel de agarosa conjunta con todas las

muestras de plasmidos.
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Figura 4. Células HEK293FT luego de 24 h de co-transfeccion con los plasmidos accesorios y el
plasmido codificante para MICA*001-SO o MICA*001-SD y eGFP. Vistas al microscopio de
epifluorescencia (Excitacién con luz azul). Izquierda: MICA*001-SO. Derecha: MICA*001-SD. Las
células HEK293FT transfectadas con MICA*001-WT no se muestran ya que no codifican para eGFP.
Barra blanca: 100 pum.

Nuevo lote de plasmidos purificados (Tabla 3)

MICA*001 Alicuotas de pL preexistentes
WT SO SD  pLRRE pLVSV-g pLRev RRE | RRE Il VSV-g1VSV-gll Revl Revll M Kb

Figura 5. Gel de agarosa 1% de alicuotas de ADN plasmidico. De izquierda a derecha: las tres
primeras calles corresponden a los pldsmidos de interés codificando MICA*001. pLRRE, pLVSV-g y
pLRev corresponden al nuevo lote de plasmidos accesorios purificados, utilizadas para las dltimas
transducciones (Tabla 3); tltimas 6 calles con alicuotas de plasmidos preexistentes en el laboratorio
(Tabla 1). M corresponde al marcador de peso molecular. El plasmido pLRev es de menor tamafio y por
eso migra mas que los demas. Los plasmidos marcados con flechas naranjas fueron los utilizados para la
primera produccion de Sv. Como se evidencia, los patrones de corrida de las alicuotas conservadas en el
laboratorio difieren con los nuevos lotes de plasmidos purificados. Las alicuotas RRE I, VSV-g Iy Rev

I fueron las usadas para transformar a las bacterias competentes.

Concentracién Abs(260 nm/ 280
Plasmido (pL)
(ng/ul) nm)
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VSV-g 1,31 1,92
Rev 1,68 191

RRE 1,53 1,92
MICA*001-SO 0,84 1,92
MICA*001-SD 1,29 1,94

Tabla 3. Plasmidos del nuevo lote obtenidos por purificacion con Qiagen Plasmid Midi Kit, medidos

con el equipo Nanodrop.

Transduccidn de células Renca con sobrenadante viral sin concentrar

A partir de la transfeccion de células HEK293FT con los pldsmidos, se procedio a realizar
otra produccién de Sv. Se observé abundante sefial de fluorescencia para eGFP por microscopia
en las células HEK293FT (no mostrado). En esta oportunidad se decidié hacer la transduccion
viral con el Sv fresco de 24 y 48 h sin concentrar, ya que asi se habia realizado con anterioridad
en el laboratorio de forma exitosa. El Sv fresco fue almacenado en heladera durante un dia hasta
su uso. Células Renca fueron sembradas en placas p6 y p24, y se infectaron con Sv MICA*(001-
WT, Sv MICA*001-SO y Sv MICA*001-SD de 24 h y de 48 h respectivamente. Al dia siguiente
se repitid el protocolo de transduccién con el mismo tipo de Sv utilizado el dia anterior (24 o 48
h) y finalmente, un dia después se agregé a cada pocillo el antibidtico de seleccion. A pesar de no
observar células resistentes a puromicina en el microscopio ni tampoco encontrar rastros de eGFP
con el microscopio de epifluorescencia, se renovo cuidadosamente el medio con antibidtico y al
cuarto dia se procedi6 a evaluar la expresion de MICA en las células por citometria de flujo. Se
las marc6 con sonda de viabilidad Zombie Aqua (ZA) para excluir a las células no viables del
andlisis. La estrategia de gate que se utilizo para las células evaluadas marcadas con ZA se detalla
en la Figura 6. Los primeros pasos del andlisis siempre incluyeron descartar los eventos menos
granulares y més pequefios (los cercanos al inicio de ambos ejes) que corresponde a desechos o
fragmentos celulares, y luego seleccionar los eventos tnicos, determinados por una linea diagonal
bien delimitada del grafico FSC-A vs FSC-H. Seguidamente, se realiz6 la seleccion de las células
viables que consisten en los eventos con baja marca para ZA. Por el contrario, los eventos con alta
marca para ZA fueron descartados del anélisis subsiguiente, ya que corresponde a células no
viables. Se estudi6 la expresion de MICA en superficie trazando histogramas para el fluorocromo

PE acoplado a AcMo anti-MICA/B. En ninguna de las condiciones experimentales se detecto
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marcacion positiva para MICA (Figura 7 y Figura 8). Para los tres casos, la cantidad total de células
evaluadas fue baja (no més de 1500), por lo que pueden apreciarse ciertos desvios propios del error
de analizar tan pocos eventos, especialmente en MICA*001-SO (Figura 7). En el caso de células
Renca-MICA*001-SO no se espera marca positiva de MICA en superficie, pero para éstas

tampoco se observo sefial verde en el microscopio de fluorescencia.
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Figura 6. Estrategia de gate de los analisis de citometria. Como primer paso siempre se descartaron
los desechos o fragmentos celulares, luego seleccionando los eventos tinicos y posteriormente, en
algunos casos, seleccionando los eventos con baja marca de ZA que corresponden a las células viables.

Los eventos con alta marca para ZA son células no viables.

100 = Renca-MICA*001-SO
Sv24h
Sv48h

80

60 ]

Normalized To Mode

B2-A: PE-A

Figura 7. Analisis de la expresion de MICA en superficie de células Renca-MICA*001-SO
generadas empleando Sv de 24 (azul) y Sv 48 h (rojo) sin concentrar. La marcacién se realizé con el
AcMo anti-MICA/B-PE, clon 6D4. Se represent6 en naranja claro el control de marcacién simple para
ZA, es decir, células Renca-MICA*001-SD y Renca-MICA*001-SO (pool) marcadas s6lo con ZA; en
gris se represento la autofluorescencia sin ninguna marca para células Renca-MICA*001-SD y Renca-

MICA*001-SO (pool).
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Figura 8. Analisis de la expresion de MICA en superficie. [zquierda: células Renca-MICA*001-WT.
Derecha: células Renca-MICA*001-SD, para Sv de 24 (azul) y 48 h (rojo) sin concentrar. L.a marcacién
se realizé con el AcMo anti-MICA/B-PE clon 6D4. Se representd en naranja claro el control de
marcacién simple para ZA, es decir, células Renca-MICA*001-SD y Renca-MICA*001-SO (pool)
marcadas sélo con ZA; en gris se represent6 la autofluorescencia sin ninguna marca para células Renca-

MICA*001-SD y Renca-MICA*001-SO (pool).

Las células restantes en cultivo no sobrevivieron los dias subsiguientes a la seleccién con
puromicina, por lo que se infirié que la transduccién viral no fue exitosa.

Asi, se decidi6 realizar las posteriores transducciones virales con SvC. Dado que el Sv
producido anteriormente se congel6 a -70°C sin concentrar, y es sabido que el titulo viral decae de
manera importante en cada ciclo de congelacién-descongelacion, se resolvié producir una vez mas
Sv y concentrarlo fresco. De esta forma, se produjo nuevamente Sv con los nuevos lotes de
plasmidos purificados. Las células empaquetadoras mostraron una vez mas seiial de eGFP en el
microscopio de fluorescencia, tanto a las 24 como a las 48 y a las 72 h post transfeccion. Ademds,
fue notoria la diferencia de fluorescencia entre Svs, la cual fue mayor para MICA*001-SO (Figura
9) que para MICA*001-SD (Figura 10) a pesar de que la produccion se realizé simultdneamente y

en iguales condiciones.

Figura 9. Células HEK293FT post co-transfeccion con los plasmidos accesorios y pL-MICA*001-
SO. A: Células HEK293FT luego de 24 h de co-transfeccién. B: Células HEK293FT luego de 48 h de
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co-transfeccion. C: Células HEK293FT luego de 72 h de co-transfeccion. Las células HEK293FT

transfectadas con MICA*001-WT no se muestran ya que no codifican para eGFP. Barra blanca: 100 um

Figura 10. Células HEK293FT post co-transfeccion con los plasmidos accesorios y pL-MICA*001-
SD. A: Células HEK293FT luego de 24 h de co-transfeccion. B: Células HEK293FT luego de 48 h de
co-transfeccion. C: Células HEK293FT luego de 72 h de co-transfeccion. Barra blanca: 100 pm

Transduccidn de lineas celulares murinas con sobrenadante viral

concentrado

Los nuevos SvC producidos se emplearon para infectar células 4T1, Renca y EL4, tal como
se describi6 en Materiales y Métodos. Debido a que se desconocian las condiciones Optimas, se
ensayaron dos condiciones empleando 100 pl (SvC sin diluir) y 50 pl de volumen de SvC (SvC
diluido a la mitad) en un volumen final de 100 ul por fosa. Al dia siguiente de la transduccion se
reemplazé el medio por medio fresco con antibidtico de seleccion y se mantuvieron las células en
cultivo con antibidtico, siendo renovado cada dos dias.

Se evalud la fluorescencia de eGFP junto con la expresion de MICA en superficie y MICA
intracitoplasmatica por citometria de flujo. Se evaluaron solamente aquellas células que fueron
resistentes a puromicina durante mas de dos semanas. En simultdneo, también se analiz6 la linea
celular sin marcar con el fin de realizar la comparacion en el canal de FITC y asi evaluar la

fluorescencia en las células modificadas.

Células 4T1

Debido a que en este caso no se realizaron marcaciones con ZA, solamente se aplicaron
los primeros dos pasos de la estrategia de gating mostrada en la figura 6 para evaluar la presencia
de MICA y eGFP.

La marcacion de superficie de células 4T1-MICA*001-SD no mostré sefial para MICA ni

para eGFP en ninguna condicién ensayada (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de la expresion de MICA en superficie y eGFP en células 4T1-MICA*001-SD
generadas a partir de dos condiciones de infeccién ensayadas (naranja SvC sin diluir, verde SvC diluido

a la mitad). La marcacién se realizé con el AcMo anti-MICA-APC clon 159227.

Para 4T1-MICA*001-SO se estudi6 la presencia de MICA intracitoplasmética. En primer
lugar, se observo un corrimiento de la sefial de eGFP (en el canal para FITC) en la fluorescencia
de células 4T1-MICA*001-SO (sin marca) en comparacion con la autofluorescencia de la linea
4T1 (Figura 12). Sin embargo, no se detectd expresion de MICA, aunque se destacan las
poblaciones positivas para la sefial de eGFP en la marcacién intracitoplasmaética (Figura 13).

Cuando se analiz6 la presencia de sMICA en el sobrenadante de cultivo de 4TI-
MICA*001-SO por ELISA y el inmunoensayo desarrollado en el laboratorio basado en FRET,

tampoco se detect a esta proteina (datos no mostrados).

100 7 Fluorescencia (4T1-MICA*001-SO)
80 =
& ]
-
o
= ]
2 eo™
= ]
[
8
@
E 407
s
z
20
ow D R L e e S e R e
3 4 5
0 10 10 10

Comp-B1-A: FITC-A
Figura 12. Autofluorescencia en marcacion intracitoplasmatica de la seiial de eGFP en células 4T1-
MICA*001-SO y 4T1. Se representd en rojo claro la autofluorescencia de la linea 4T1 y en gris se

representd la fluorescencia sin ninguna marca para células 4T1-MICA*001-SO (pool de las dos

condiciones ensayadas).
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Figura 13. Analisis de la expresion de MICA y eGFP en marcacion intracitoplasmatica de células

4T1-MICA*001-SO generadas a partir de dos condiciones de infeccién ensayadas (naranja SvC sin

diluir, verde SvC diluido a la mitad). La marcacion se realizé con el AcMo anti-MICA-APC clon 159227.

Posteriormente a estos resultados las células 4T1 se contaminaron por lo que tuvieron que

ser descartadas.

Células Renca

Tal como fue el caso con células 4T1, con células Renca tampoco se realizaron

marcaciones con ZA, por lo que solamente se aplicaron los primeros dos pasos de la estrategia de

gating mostrada en la figura 6 para evaluar la presencia de MICA y eGFP.

Se observé que no fue posible evaluar la expresion de eGFP por citometria de flujo en

células Renca-MICA*001-SO debido a su baja fluorescencia en comparaciéon con las células

Renca, situacidn observada en ambas marcaciones (Figura 14), lo que podria deberse a un elevado

porcentaje de muerte para la linea celular
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Figura 14. Autofluorescencia de la seiial de eGFP de células Renca-MICA*001-SO y Renca Se
representd en rojo claro la autofluorescencia de la linea Renca y en gris se representd la fluorescencia
para células Renca-MICA*001-SO, sin marca. A diferencia de lo esperado, se detecta mayor

autofluorescencia en el canal de FITC para Renca que para las células modificadas.

Cuando se evalud la expresion de MICA en superficie (Figura 15) e intracitoplasmatica
con previo tratamiento con Brefeldina/Monensina (Figura 16) en células Renca-MICA*001-SO,
no se observo sefial (expresion de MICA). En el caso de la marcacion de superficie el resultado
esperado para esta linea celular es negativo. Cuando analizamos la presencia de sMICA en el
sobrenadante de cultivo por ELISA y por el inmunoensayo basado en FRET. empleando
sobrenadantes del respectivo cultivo celular, tampoco observamos la presencia de MICA (datos

no mostrados) .
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Figura 15. Analisis de la expresion de MICA en superficie de células Renca-MICA*001-SO
generadas a partir SvC diluido a la mitad (rojo); en gris se representd la autofluorescencia de estas

mismas células. Se utilizé el Ac anti MICA/B-APC, clon 6D4.
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Figura 16. Analisis de la expresion de MICA intracitoplasmatica de células Renca-MICA*001-SO
generadas a partir SvC diluido a la mitad (rojo); en gris se representd la autofluorescencia de estas

mismas células. Se utilizd el Ac anti MICA/B-APC, clon 6D4.
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Las células modificadas Renca-MICA*001-WT y Renca-MICA*001-SD no crecieron en

presencia del antibidtico de seleccidn, para ninguna condicion de infeccidn ensayada.

Células EL4

Tal como se hizo con las lineas celulares infectadas Renca y 4T1, se analiz6 la expresion
de MICA y de eGFP por citometria de flujo en las células EL4 modificadas, realizando también la
marcacion de viabilidad con ZA. Tanto para EL4-MICA*001-SO y EL4-MICA*001-SD no se
detect6 sefial de MICA en superficie, asi como tampoco eGFP. (Figura 17); para EL4-MICA*001-

SO no encontrar sefial positiva de MICA es lo esperado.

| EL4-MICA*001-SD | | EL4-MICA*001-SO
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Figura 17. Analisis de la expresion de MICA en superficie y eGFP de células EL4 modificadas con
SvC diluido a la mitad. Izquierda: células EL4-MICA*001-SD. Derecha: células EL4-MICA*001-SO.
Se utiliz6é un AcMo anti-MICA/B-APC clon 6D4.

Por otro lado, se analizé la expresion de MICA intracitoplasmatica en células EL4-
MICA*001-SO y EL4-MICA*001-SD, con previo tratamiento de Brefeldina A/Monensina,
evaluando también la expresion de eGFP. Se observé un corrimiento de la sefial de MICA (Figura
18) y expresion de eGFP (Figura 19). Los sobrenadantes de las células EL4-MICA*001-SO fueron
congelados para analizar la presencia de SMICA por ELISA y por el inmunoensayo basado en

FRET.
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Figura 18. Analisis de la expresion de MICA intracitoplasmatica de células EL4 modificadas con
SvC diluido a la mitad. Izquierda: células EL4-MICA*001-SD. Derecha: células EL4-MICA*001-SO.
Se utiliz6 un AcMo anti-MICA/B-PE, clon 6D4. En gris se represent6 el FMO, que corresponde a un
pool de células EL4A-MICA*001-SD y EL4-MICA*001-SO marcadas solo con ZA.
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Figura 19. Autofluorescencia de la seiial de eGFP de las células EL4-MICA*001-SD y EL4-
MICA#*001-SO. En gris se representa la fluorescencia de un pool de dichas células sin marcar, en rojo

la autofluorescencia de la linea EL4.

Discusion y conclusiones

En el contexto de un proyecto de investigacion traslacional que se estd desarrollando hace
anos en el laboratorio, resulta de relevancia dilucidar cudl es la contribucién de la ADCC mediada
por células NK y la ADCP mediadas por macréfagos vs la depuracion de sMICA mediada por
macroéfagos al efecto terapéutico antitumoral del AcMo anti-MICA D7. Con este fin se propuso el
objetivo de la presente Tesis, planteando la generacion de lineas estables murinas que expresen
una variante de MICA*001 que esté deshabilitada para hacer shedding (MICA*001-SD), y otra
variante que so6lo pueda ser secretada (MICA*001-SO). Estas lineas seran utilizadas para ensayos
preclinicos que permitirdn estudiar con precision el efecto terapéutico in vivo del AcMo
desarrollado en el laboratorio.

La utilizacion de particulas pseudo-lentivirales es una herramienta molecular ampliamente
utilizada para producir lineas celulares estables en los laboratorios de investigacion. El primer paso
en esta tecnologia es la produccion de las particulas lentivirales a partir de células empaquetadoras,
etapa que depende de la co-transfeccion simultanea de 4 plasmidos. Si al menos uno de los

plasmidos no se encuentra en su conformacién 6ptima, o si su integridad estd comprometida, la
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produccién no serd del todo eficiente y podrian obtenerse Svs de bajos titulos, o directamente fallar
sin producir las particulas de interés.

En el caso del presente trabajo se cuenta con la ventaja que dos (MICA*001-SO vy
MICA*001-SD) de los tres pldsmidos con los genes de interés codifican para eGFP, lo que
conlleva la posibilidad de poder monitorear tanto el proceso de produccién de lentivirus como la
transduccion posterior. Al visualizar eGFP en las células HEK293FT desde la primera transfeccion
se asumieron dos condiciones: que la produccién de particulas pseudo-lentivirales se estaba
llevando a cabo correctamente, y que esa misma fluorescencia intensa ibamos a poder verla y
utilizarla a modo de seleccion rdpida con las células blanco. Para la primera, esa presuncién resultéd
ser parcialmente correcta ya que se encontré como obstaculo inicial que los pldsmidos accesorios
no se encontraban en su conformacién éptima. Luego, con Svs producidos a partir de nuevos lotes
de estos pldsmidos se obtuvieron resultados dispares: inicialmente no obtuvimos células resistentes
a puromicina, pero posteriormente y luego de sucesivos intentos con SvC, si se obtuvieron células
resistentes al antibiotico. De esta forma se pudo descartar como paso problematico la transfeccion
y produccion de pseudo-lentivirus, ya que la resistencia indica indirectamente la presencia de éstos
enel Sv.

Por otro lado, surgi6 otro inconveniente respecto a la segunda condiciéon asumida. Para
ninguna infeccion realizada se observo fluorescencia debida a eGFP al microscopio de
fluorescencia en las células blanco. Por ello, y por lo menos durante los primeros dias post-
infeccion, la mejor forma de realizar el seguimiento de las células que incorporaron el gen de
interés fue evaluar la resistencia al antibidtico de seleccion, junto a una citometria de flujo con
previa fijacion y permeabilizacion celular (protocolo de marcacion intracitoplasmadtica). Esto se
debe a que se pudo detectar la sefial de eGFP sdlo en estas condiciones, pero no cuando se
realizaron marcaciones de superficie para detectar MICA.

Respecto a las técnicas empleadas para la deteccion de MICA, la citometria de flujo es
altamente efectiva, y ademds rutinaria en nuestro laboratorio, para detectar a esta proteina tanto
internamente como en superficie celular. Con esta técnica, s6lo se evidencio la presencia de MICA
intracitoplasmatica en células EL4-MICA*001-SD y EL4-MICA*001-SO. Respecto a sMICA, no
se detectd su presencia en ningun sobrenadante celular evaluado, aunque resta estudiar por el
inmunoensayo basado en FRET y ELISA al sobrenadante de EL4-MICA*001-SO.
Adicionalmente, considerando que se encontré MICA intracelular en células EL4-MICA*001-SD,
es importante descartar su shedding, empleando los ensayos utilizados en la presente tesis, que
detectan SMICA en sobrenadantes. Es destacable el hecho de haber detectado la presencia de

MICA interna, pero no en superficie, para EL4-MICA*001-SD. En contraste, no haber obtenido
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sefales positivas ni para SMICA, MICA de superficie o intracitoplasmatica en las lineas 4T1 y
Renca puede deberse a miltiples motivos. Entre ellos podemos mencionar que haya un
silenciamiento parcial del gen por el sitio de insercion, que existan mecanismos de regulacion
transcripcional y/o traduccional, y estos problemas se potencian por estar trabajando con células
no clonadas. En las células resistentes a puromicina, y mds atn en las positivas para eGFP es
posible que haya una muy baja expresion de MICA que atin no se llega a detectar. Una posibilidad
a considerar es realizar sucesivas selecciones de células presumiblemente MICA™* por cell sorting
de las células eGFP positivas, para luego alli evaluar la expresiéon de MICA.

Es relevante mencionar, como puede verse en la Figura 2, que el gen codificante para eGFP
se encuentra bajo un promotor distinto al de MICA, y, por ende, no es posible garantizar la
presencia de MICA solamente evaluando eGFP, ni viceversa; aunque en principio siempre se
esperan los dobles positivos. No obstante, resulta mas complejo explicar por qué se detectd
resistencia al antibidtico de seleccion sin encontrar sefial de eGFP, cuando ambos genes
(resistencia a puromicina y eGFP) estan en el mismo cassette policistronico. Por ello, es necesario
realizar experimentos adicionales para responder a estas preguntas, de manera de contribuir con el
desarrollo de un protocolo de produccién y transduccién lentiviral més eficiente que facilite tanto
la generacidn de estas lineas estables como su seleccion y clonado, con el fin de conseguir clones
con alta expresion de MICA*001-SD y MICA*001-SO.

Asimismo, se explorard la presencia de MICA en células EL4-MICA*001-SD y EL4-
MICA*001-SO por técnicas de biologia molecular, tales como la PCR y/o la PCR en tiempo real,
e inmunofluorescencia mediante la utilizacion de chamber slides.

Finalmente, a pesar de afrontar diversos contratiempos, en la presente Tesis de Licenciatura
pudieron generarse dos lineas positivas, EL4-MICA*001-SO y EL4-MICA*001-SD, aunque se
deberdan validar estos resultados. Se realizaron sucesivos intentos para las otras dos lineas
propuestas, 4T1 y Renca, pero sin éxito. No obstante, se adquirieron amplios conocimientos
experimentales y tedricos a lo largo del trabajo realizado, ademds de los aportes realizados al grupo

de trabajo.
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