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DESCRIPCION
Lectinas recombinantes de fijacidn a las células cancerosas con actividad antitumoral y método de preparacion
Ambito de la invencién

La invencién se relaciona con el campo de las proteinas de fijacién a carbohidratos y, mas concretamente, con una
proteina que se fija especificamente a oligosacaridos concretos asociados con una especial importancia médica. La
invencién se relaciona especificamente con las lectinas, mas en concreto con las lectinas fungicas recombinantes
que tienen la capacidad de reconocer a los polisacaridos de importancia clinica y su efecto antiproliferativo en las
células cancerosas, con aplicaciones en el diagnéstico, tratamiento e investigacién del cancer.

Contexto de la invencién

Las lectinas son proteinas o glucoproteinas que aglutinan los eritrocitos de algunos o todos los grupos sanguineos in
vitro. Constituyen un importante grupo de proteinas bioactivas que se encuentran en la mayor parte de organismos.
Las lectinas se utilizan como herramientas para fines de diagndstico y terapéutico en areas sanitarias. Las lectinas
también se utilizan en la purificacién de las glucoproteinas, en el analisis de los oligosacéridos y en los procesos de
seleccién celular. Las lectinas se pueden fijar reversiblemente a los monosacéaridos o al grupo azlcar de las
glucoproteinas, glucolipidos o polisacaridos.

Los cambios en las estructuras de los carbohidratos sobre las superficies celulares constituyen un rasgo
caracteristico durante el cancer. Dichos cambios generan la exposicién de estructuras de carbohidratos asociadas a
tumores. Entre ellos, se encuentra una mayor aparicién del antigeno Thomsen-Friedenreich, un disacéarido
Galp1>3GalNac-O-Ser/Thr. En las células normales, este antigeno se enmascara debido a determinados azlcares,
acidos sialicos o sulfatos. Algunas de las lectinas tienen la capacidad de reconocer y fijarse especificamente a estas
estructuras alteradas y ejercen diversos efectos fisiolégicos como apoptosis, citotoxicidad, actividad
proliferativa/antiproliferativa, metastasis, inhibicién de la adherencia
celular, etc. Por tanto, actualmente dichas se esta considerando el uso de las lectinas como agentes de diagnéstico
y terapéuticos del cancer y también para la actividad antitumoral.

Se han aislado y caracterizado diversas lectinas procedentes de varias fuentes. Sin embargo, difieren en sus
propiedades fisicoquimicas, como el tamafio molecular y las especificidades de los azlcares. También existe la
caracterizacion de unas cuantas proteinas recombinantes. La lectina recombinante de hongo procedente de
Marasmius oreades tiene un tamafio molecular de 33 kDa y muestra una elevada afinidad por Gala1, 3Gal y Gala1,
3Galp1, 4GIcNAc. (R.P. Kruger et al., J.Biol.Chem., 277, 15002-15005, 2002; H.C. Winter et al. J.Biol.Chem, 277,
14996-15001, 2002, I.J. Goldstein, et al. Patente de EE. UU.: 6958321)

Se ha clonado la lectina de cacahuete que muestra afinidad por el antigeno Thomsen-Friedenreich (V. Sharma y A.
Surolia, Gene [Amst], 148, 299-304, 1994) y, posteriormente, algunas mutaciones de esta proteina con una masa
molecular subunitaria de ~28 kDa también se han expresado en E. coli (V. Sharma, M. Vijayan y A. Surolia,
J.Biol.Chem., 271, 21200-21213, 1996) con algunas diferencias en su preferencia por la especificidad de los
azucares. Una lectina mucho més pequefia de masa molecular de 11,73 kDa con una elevada afinidad de fijacién a
la L-fucosa procedente de Pseudomonas aeruginosa también se ha expresado en E. coli como una fusién proteina-
lectina amarilla fluorescente (BioTechniques, 41, 327-332, 20086).

Jonathan M. Rhodes observd que una lectina de hongo (ABL) procedente de Agaricus bisporus tiene actividad
antiproliferativa en las células cancerosas del colon humano y efecto curativo en la psoriasis; n.° de patente de EE.
UU. 5607679.

La lectina de Sclerotium rolfsii (SRL) purificada a partir de cuerpos escleréticos del hongo fitopatégeno Sclerotium
rolfsii presenta una especificidad de carbohidratos complejos y una especificidad hacia el antigeno TF. El antigeno
TF es un antigeno
oncofetal, un disacarido GalpB1, 3GaNAc a ser/thr y se sabe que se expresa en las superficies celulares de distintos
canceres. SRL, ademés de fijarse al antigeno TF, también se fija a los disacaridos sialilados y sulfatados. Se ha
determinado la estructura cristalina de esta lectina y su secuencia completa de aminoéacidos (Demetres 2007 y
Satisha 2008). Los estudios de fijacién indicaron que SRL se fija a distintos tejidos cancerosos humanos y también a
células cultivadas. La fijacién adicional de SRL a células de colon y a células leucémicas humanas cultivadas
provoca su antiproliferacién y en las células de colon el efecto ha demostrado estar mediado por la induccién de la
apoptosis. Sin embargo, la lectina natural purificada tiene problemas de solubilidad para su uso en diversas
aplicaciones, por tanto existe la necesidad de obtener formas de esta lectina con una estabilidad mejorada para
aplicaciones practicas.

Asi, la lectina tiene un enorme potencial en el drea de los ensayos médicos. La aplicacién inmediata pretende
proporcionar determinadas lectinas con caracteristicas novedosas, para que sean Utiles en el campo médico y
tengan propiedades mejoradas.
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Resumen de lainvencién

En el presente documento se describen lectinas recombinantes que presentan una especificidad hacia determinadas
cadenas de azUcares que se encuentran exclusivamente en determinadas células cancerosas. En una realizacidén de
la invencién se proporciona un método de preparacién de dos lectinas recombinantes (designadas como UC-
SS/CSR-1803 y UC-SS/CSR-1805 o simplemente Rec-2 y Rec-3, respectivamente) expresadas en E. coli. El método
comprende la sintesis de genes de lectina cuyas secuencias se derivan mediante modificaciones deliberadas
realizadas en la secuencia original de aminoacidos de una lectina de Sclerotium rolfsii (Sathisha et al., Amino Acids;
2008, 35, 309-320), un hongo fitopatégeno del suelo y su clonacién en E. coli. Las lectinas recombinantes se
expresan como proteinas solubles y se purifican mediante técnicas cromatogréficas de filtracién en gel e intercambio
idnico.

En algunas realizaciones de la invencion, se proporcionan dos lectinas recombinantes (Rec-2 y Rec-3) con masas
de la subunidad aproximadas (M; 16,1 kDa), que son especificas hacia determinados polisacaridos ligados mediante
enlaces O-glucosidicos que se producen en las glucoproteinas y en las superficies celulares, pero que no muestran
especificidad hacia los polisacéridos ligados al nitrégeno. La propiedad de reconocer a los O-glucanos pero no a los
N-glucanos y no mostrar ninguna especificidad hacia los grupos sanguineos humanos las diferencia de otras lectinas
recombinantes reveladas en la solicitud de patente también pendiente 30/MUM/2008. También se ha descubierto
que las lectinas recombinantes Rec-2 y Rec-3 no se ligan a la fetuina, aunque si muestran una afinidad muy fuerte
por la asialofetuina, lo que las diferencia de la lectina recombinante mencionada (solicitud de patente 30/MUM/2008)
y también de la lectina natural. Por medio de esta propiedad de reconocimiento se fijan a determinadas moléculas de
la superficie celular manifestadas durante una neoplasia maligna (Fig. 1) y, por tanto, se fijan a los tejidos de cancer
de mama, cancer de colon y cancer de ovarios en humanos (Fig. 2) y también a células cultivadas y estirpes
celulares leucémicas (Tabla 1). Ademas de fijarse a células de cancer humanas cultivadas, las lectinas
recombinantes manifiestan in vitro una actividad antiproliferativa en las células (Tabla 2), lo que pone de manifiesto
sus propiedades diagnésticas y terapéuticas.

En otra realizacién de la invencién, se proporcionan secuencias de ADN de la codificacién de Rec-2 y Rec-3 para
lectinas de 141 aminoécidos de longitud en cada caso, similares a la lectina natural (lectina S. rolfsii), pero con unas
cuantas modificaciones deliberadas sintetizadas quimicamente y clonadas en E. coli (SEQ ID NO: 1.1 y SEQ ID NO:
2.1). Las lectinas clonadas se expresaron después de la induccién con el IPTG inductor. La proteina expresada se
present6é soluble y en forma activa en cada caso. Las lectinas recombinantes se purificaron a homogeneidad
esencial recurriendo al intercambio de aniones y la cromatografia de tamiz molecular. La estimacién de los pesos
moleculares de la espectrometria de masas y la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS PAGE) indican un valor de aproximadamente 16,1 kDa. El experimento con enfoque isoeléctrico muestra un
valor de Pl de 6,614 mientras que la lectina natural tiene 6,219; la propiedad ayudé de forma notable a mejorar la
solubilidad y estabilidad de las proteinas
recombinantes. La mejora de la solubilidad, estabilidad y fijacién al antigeno TF desialilado de las lectinas
recombinantes tiene mayores implicaciones que sus aplicaciones en diversos campos como reactivos, ademas de su
facilidad de produccién.

Ademas, en el presente documento se revela un método para preparar la lectina recombinante expresada en una
célula hospedadora como E. coli u hongo levaduriforme. Este método se compone de la sintesis del gen de la lectina
tomando como base la secuencia de aminoacidos derivada del MALDI MS/MS de la lectina de Sclerotium rolfsii
(SEQ ID NO: 1), un hongo fitopatdgeno del suelo y su clonacién en la célula hospedadora.

Para obtener las propiedades deseadas, se modificé deliberadamente la secuencia de aminoacidos de la lectina
natural y se obtuvieron lectinas recombinantes que se expresan en E. coli. En el presente documento también se
describen dos lectinas recombinantes con secuencias de aminoacidos modificadas pero con estrechas semejanzas
a la lectina natural con respecto a sus propiedades de fijacién a los tejidos cancerosos y en células cultivadas in vitro
y su actividad apoptética en células cultivadas. Sin embargo, estas dos lectinas tienen una mejor solubilidad y
estabilidad y mejores propiedades de especificidad de los azlUcares deseadas para aplicaciones, en comparacién
con la lectina natural.

La lectina recombinante se expresa como una proteina soluble y se purifica mediante técnicas cromatograficas de
filtracion en gel e intercambio i6nico.

La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y 3 representa a dicha lectina con todas las caracteristicas
anteriores. La molécula de acidos nucleicos que codifica el aminoacido en la proteina de las caracteristicas
anteriores también esta dentro del ambito de invencién. La secuencia de ADN de SEQ ID NO: 1.1 y 2.1 representa
dichos acidos nucleicos que codifican la lectina que tiene las caracteristicas anteriores. Las secuencias también
contemplan cualquier cambio en las secuencias de nucleétidos o aminoécidos, lo que incluye, a modo de ejemplo,
cualquier sustitucidn, eliminacién, adicién o modificacién como acetilacién, nitracién, glucacién, sulfonacién, etc., en
cualquiera de las posiciones de la secuencia completa y también incluye truncamientos en el extremo 5' o 3' de las
secuencias que no alteran las propiedades reveladas en la solicitud instantédnea.
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En un aspecto, existe una proteina lectina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,
caracterizada por tener una modificacidén/sustitucién de aminoacidos en una o més de las posiciones seleccionadas
entre 1, 14, 34, 113 y 123 de SEQ ID NO: 1; y que tiene mejores propiedades de solubilidad y estabilidad en
comparacién con la lectina de SEQ ID NO: 1, y en donde dicha lectina se une a tejidos humanos de céncer de
mama, céncer de colon, cancer de ovario y también a células cultivadas y lineas celulares leucémicas; y ejerce una
actividad antiproliferativa in vitro sobre las células cancerosas.

En un aspecto existe un uso de esta lectina recombinante para la deteccion in vitro de una célula cancerosa.
También se describe en el presente documento esta lectina recombinante en una formulacién biotinilada o
modificada con un croméforo fluorégeno se puede utilizar para la deteccidén de células cancerosas o cancer asociado
a antigenos especificos.

El efecto modulador de la proliferacién de la lectina recombinante puede tener una posible aplicacién en el
tratamiento antineoplasico como agente antitumoral.

En otro aspecto, la lectina recombinante puede utilizarse en el cancer o tratamiento. En el presente documento
también se describe que la lectina recombinante puede utilizarse en la investigacion.

En una realizacién de la invencidn, se proporciona una secuencia de ADN (SEQ ID NO: 1.1 y 2.1) de codificacion
para lectinas de 141 aminoéacidos de longitud, similares a la lectina (S. roffsii), pero con unas cuantas modificaciones,
que se sintetizaron quimicamente y se clonaron en E. coli.

También se ha revelado el método de produccién de dicha lectina recombinante. La lectina clonada se expresa
después de la induccidn con el IPTG inductor.

En una realizacién, se proporciona una proteina lectina que consta de una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 o 3. La proteina lectina de la invencién tiene mejores propiedades de solubilidad y estabilidad, en
comparacién con la lectina de SEQ ID NO: 1.

La presente invencién también proporciona la proteina lectina de la presente invencién para uso en el tratamiento
del cancery el uso de la proteina lectina de la presente invencion en la deteccién in vitro de las células cancerosas.

La presente invencién proporciona también una molécula de acidos nucleicos que codifica una proteina lectina de la
presente invencién, siendo dicha molécula de acidos nucleicos ADN o ARN, y preferiblemente la SEQ ID NO: 1.1 0
2.1.

La presente invencién también proporciona un vector recombinante que comprende, ligados operativamente en
direccién 5' a 3" un promotor que funciona en una célula hospedadora; una secuencia de &cidos nucleicos
estructurales de la presente invencién en la que dicha secuencia de acidos nucleicos codifica una proteina lectina; y
una sefial de terminacién.

Ademas, la presente invencién proporciona una célula hospedadora transformada que contiene el vector de la
presente invencion.

Es maés, la presente invencién proporciona un proceso para producir una proteina lectina Sclerotium rolfsii
recombinante que consiste en: cultivar una célula hospedadora que contenga el vector recombinante de la
codificacién de la presente invencién de la proteina lectina; expresar la proteina lectina recombinante; y aislar dicha
proteina lectina del cultivo.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: Perfiles comparativos de los receptores de la SRL natural aislados de las membranas de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) normales humanas en reposo (1), PBMC activadas por la
fitohemaglutinina (PHA) (2), Molt-4 (3) y células Jurkat (4). Las proteinas de membrana (40 pg) se resolvieron
mediante SDS-PAGE (gel al 10 %) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las proteinas de
interaccién con SRL se investigaron con lectina biotinilada y se compararon con marcadores de proteinas de
peso molecular estandar (M) después de la visualizacién con una reaccién de estreptavidina-peroxidasa de
rabano (HRP).

Figura 2:
Patrén de fijacién de Rec 2 y Rec 3 y de la lectina natural a tejidos cancerosos humanos de mama y ovario en

comparacién con la tincibn hematoxilina-eosina (H & E). Las lectinas biotiniladas se utilizaron para
inmunochistoquimica.
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Figura 3:
La secuencia de aminoécidos de la proteina lectina aislada de S. roifsii (SEQ ID NO: 1),

Secuencia de proteinas de la lectina recombinante Rec 2 de la solicitud instantanea. El nimero de
aminoacidos codificantes de esta lectina es 141 y se representan mediante SEQ ID NO: 2. Las
posiciones alteradas/modificadas se han resaltado en la secuencia.

Secuencia de proteinas de la lectina recombinante Rec 3 de la solicitud instantanea. El nimero de
aminoacidos codificantes de esta lectina es 141 y se representan mediante SEQ ID NO: 3. Las
posiciones alteradas/modificadas se han resaltado en la secuencia.

Alineacién de secuencia mdltiple de SEQ ID NO: 1-3.

Figura 4. Una secuencia de ADN codificante de la lectina de la solicitud instantdnea, SEQ ID NO: 1.1y 2.1. La
longitud de la secuencia optimizada es — nucledtidos, que incluye los sitios de restriccién del extremo 5’ Nde |

(CATATG) y el extremo 3’ BamH| (GGATCC). SEQ ID NO: 1.1; NOMBRE DEL GEN; UC-SS/CSR—1803 (Rec-2);
SEQ ID NO: 2.1, NOMBRE DEL GEN: UC-SS/CSR-1805 (Rec-3)

Descripcidon detallada de la invencién

En el presente documento se describen genes clonados de dos nuevas variantes, designadas aqui como Rec-2 y
Rec-3, en E. coli que estdn mas proximos a la lectina S. rolfsii natural en la secuencia de aminoécidos, pero se
diferencian en las cargas superficiales. Las cargas superficiales se alteraron deliberadamente para potenciar la
mejor solubilidad y estabilidad de las proteinas en comparacién con la lectina natural. Dos genes de lectina
codificantes de la lectina S. rolfsii con pocas alteraciones se sintetizan y expresan quimicamente en E. coli. Las
lectinas recombinantes se purifican mediante métodos cromatograficos convencionales y se
demuestra que tienen una masa molecular aproximada de 16 000 Da. Las dos lectinas recombinantes descritas aqui
son diferentes en la especificidad del grupo sanguineo, reconocen todos los grupos sanguineos humanos y tienen la
capacidad exclusiva de reconocer el antigeno TF y sus formas cripticas. Las dos lectinas recombinantes no
especificas de grupos sanguineos se parecen mas a la lectina natural de S. roffsii en la fijacién a los azlcares, en la
fijacién a las células y en aportar propiedades apoptéticas. Sin embargo, las lectinas recombinantes tienen unas
mejores propiedades de estabilidad y solubilidad en comparaciéon con la lectina nativa, lo que las convierte en
ideales para diversas aplicaciones.

En el presente documento también se describe que las diversas aplicaciones para el uso de las lectinas
recombinantes pueden ser las siguientes:

Considerando la propiedad de las células cancerosas de fijaciéon, en una parte de la divulgaciéon, a R1 y R2, se
pueden utilizar como agentes de administracién de farmacos para el tratamiento del cancer y también pueden
encontrar aplicacién como herramientas de diagnéstico en la deteccién de patégenos microbianos/virales.

En una parte de la divulgacién, estas lectinas recombinantes pueden utilizarse para la deteccion de determinadas
glucoproteinas y glucoconjugados presentes en los liquidos biolégicos.

En una parte de la divulgacién, las lectinas presentan especificidad de sustrato hacia carbohidratos de la superficie
celular asociados al cancer como el antigeno TF desialilado y pueden tener aplicacién como matrices de afinidad
para la purificacién de glucoproteinas y glucoconjugados de significacién fisiolégica y bioquimica que se fijan a estas
lectinas recombinantes.

En una parte de la divulgacion, las lectinas recombinantes se pueden utilizar como socios de fusién para la
purificacién de las lectinas recombinantes.

Construccién y clonacién del gen de lectina:

La secuencia de aminoacidos deriva del MALDI MS/MS y los datos de la cristalografia de rayos X de la lectina
purificada del hongo del suelo Sclerotium rolfsii formé la base de la construccién del gen. El gen correspondiente a
esta secuencia SEQ ID NO: 1 se sintetizdé quimicamente siguiendo los protocolos estandar. El gen ensamblado se
introdujo primero en un vector pUC57. El inserto se liberé mediante la digestién del pldsmido con Ndel y BamHI y, a
continuacién, se volvié a clonar en pET20b previamente digerido con Ndel y BamHI. Después de que se utilizase la
unién del plasmido para transformar la cepa hospedadora E. coli DE3 (ORO) para la expresién. Los clones
recombinantes se analizaron para la liberacién del inserto tras la digestién con Nde | y Bam HI. El analisis por SDS-
PAGE de E. coli recombinante tras la induccién con IPTG mostré la proteina de ~16 kDa prevista.

Proliferacion celular

Una colonia individual de E. coli recombinante se inoculé en 5 ml de LB-Amp y se le permitié proliferar a 37 °C hasta
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el dia siguiente, con agitaciéon. El cultivo de proliferacién hasta el dia siguiente se inoculé en el medio de
fermentacién y proliferé a 37 °C hasta que se alcanz6 una DO de ~2,0; los cultivos se indujeron luego con 250 pM de
IPTG (concentracién final) y proliferaron hasta el dia siguiente a 20 °C.

Preparacion de extracto celular

Los cultivos proliferados hasta el dia siguiente se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min y las células
sedimentadas (4 gms) se suspendieron en 40 ml de 50 mM de Tris-HCI con pH 8,0 que contenia 1 mM, PMSF e 1
mM EDTA. La suspensién celular se homogeneiz6 con ultrasonidos durante 20 min utilizando el homogeneizador
ultrasénico. Las células se centrifugaron a 12 000 rpm, 10 min a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para una
purificacién adicional.

Purificacién de la proteina
Cromatografia de dietilaminoetil (DEAE)-celulosa:

El  sobrenadante (400 mg de proteina) en 50 mM de amortiguador  Tris-HCI  con
pH 8,0 se cargd en la columna de 25 ml de dietilaminoetilo (DEAE) (BIORAD) equilibrada en 50 mM de amortiguador
Tris-HCI con pH 8,0. La columna se lavé con 2 volumenes de columna de amortiguador seguidos por la elucidén
gradual de la columna con amortiguador b que contenia 75 mM de NaCl y 200 mM de NaCl. Se realiz6 la elucidén de
la lectina con amortiguador que contenia 300 mM de NaCl. Esta fraccién contenia 216 mg de proteina.

Cromatografia de polietilenimina (PEI):

La elucién de DEAE (216 mg) se cargd en la columna NUCLEOSIL 4000-7-PEI (250 x 10 mm), equilibrada con 50
mM de amortiguador Tris-acetato con pH 8,0. La proteina ligada se eluyé aplicando un gradiente lineal de NaCl del
0-100 % en 15 min a un caudal de 2 ml/min utilizando el sistema de cromatografia liquida répida de proteinas
(FPLC) y la proteina eluida al 98 % B (60 mg). La proteina eluida se dializé frente al agua y se repurific en la misma
columna de PE| utilizando amortiguador de bicarbonato de amonio.

La columna de PEI se equilibré con 20 mM de amortiguador de bicarbonato de amonio con pH 8,0 y la proteina se
cargd en la columna. La proteina ligada se eluyé utilizando un gradiente amortiguador de 20-500 mM de
amortiguador de bicarbonato de amonio. La proteina eluida (30 mg) se dializé frente al agua, se liofilizé y se
almacené a -20 °C.

Cromatografia de filtracién en gel: La purificacién final de la proteina recombinante se logré mediante cromatografia
de filtracién en gel en Superdex G-75 equilibrado con 25 mM de solucién salina amortiguada con tris (TBS), pH 7,2
en el sistema de purificacién AKTA Prime plus.

La expresion de la proteina y la purificacién de la proteina se comprobaron en SDS PAGE al 15 % y los resultados
se ofrecen aqui. Habia una banda de proteina tefiible azul de Coomassie importante correspondiente a un tamafio
molecular de 16 kDa.

Ejemplos
Estudios de solubilidad:

Las lectinas recombinantes purificadas se dializaron ampliamente frente al agua y se liofilizaron. Las muestras
liofilizadas se suspendieron en amortiguadores de distinto pH, el contenido de proteina y la actividad de
hemaglutinacién se determinaron en el sobrenadante transparente después de la centrifugacién. Las actividades de
solubilidad y hemaglutinacién se compararon con la lectina natural.

Estudios histoquimicos:

La fijacidn de las lectinas a secciones de tejido de casos confirmados de cancer epitelial de colon humano se realiz
utilizando lectinas biotiniladas y la fijacién se observé mediante un microscopio de luz. Secciones de tejido se tifieron
de forma rutinaria utilizando hematoxilina y eosina y se llevaron a cabo estudios histoquimicos de la lectina mediante
protocolos estandar utilizando secciones de tejido de 5 pm de tejidos cancerosos. Se obtuvieron secciones de tejidos
de cancer de colon de un grosor de 5 ym cada una, que se utilizaron para estudios histoquimicos, por medio de un
micrétomo giratorio semiautomatico (Leica RM 2145) y se desparafinaron calentandolas en un calentador de
portaobjetos a 60 °C durante 1 h. Las secciones de tejido se rehidrataron manteniéndolas en dos cambios de xileno
durante cinco minutos en cada caso, y luego se transfirieron a alcohol puro y a alcohol al 95 % durante tres minutos
en cada caso. Como procedimiento de rutina para confirmar el estado de los tejidos en condicién normal o
cancerosa, las secciones de tejido se tifieron con tinciones de hematoxilina y eosina (H y E). Las secciones de tejido,
después de la rehidratacién, se trataron con una tincién de hematoxilina baséfila durante 20-25 min, seguida por una
inmersidén en acido-alcohol de 1 % de HCI y las secciones de tejido se lavaron suavemente bajo agua corriente del
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grifo. A continuacién, se realizé la contratincién de las secciones con eosina durante 2 minutos, se lavaron con agua,
se secaron y se sumergieron en xileno y se montaron en DPX (Distrene 80, dibutilftalato xileno), un medio de
montaje permanente no acuoso, y se observaron utilizando un microscopio de luz (Carl Zeiss Jenalumar) y se
fotografiaron.

Se llevé a cabo una tincién histoquimica, utilizando lectinas biotiniladas, tal como
describieron Danguy y Gabius, en Gabius and Gabius (1993). Todos los reactivos se equilibraron a temperatura
ambiente antes de la tincién. En ningln momento se permitié6 que las secciones de tejido se secasen durante el
procedimiento de tincidén. El estudio también incluyé portaobjetos de control preparados mediante la exclusién de la
lectina biotinilada. Para bloquear la actividad de la peroxidasa enddgena, después de la rehidratacién, las secciones
de tejido se incubaron con metanol que contenia un 0,3 % de perdxido de hidrégeno durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego, las secciones se enjuagaron con agua durante 5 minutos y, a continuacién, con TBST
(pH 7,2) durante 5 minutos. Después de que las secciones de tejido se enjuagaran con amortiguador fosfato salino
(PBS) con pH 7,2, las secciones se incubaron con un 1 % de albumina sérica bovina (BSA) tratada con peryodato en
0,1 M de solucién de PBS durante 15 min para bloquear los sitios de fijacién inespecificos mediante la BSA. Las
secciones se enjuagaron a continuaciéon con TBST durante 5 min. Las lectinas biotiniladas (20 pg/ml en PBS) se
aplicaron cuidadosamente para cubrir por completo las secciones y se incubaron durante 1 h, de forma que se
facilitase la fijacion completa. Las secciones se enjuagaron después con TBST, durante 5 minutos. Estas secciones
de tejido se incubaron a continuacién con estreptavidina-HRP (dilucién 1—1000) en PBS, con pH 7,2, durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las secciones se enjuagaron luego con dos cambios de TBST, con pH 7,2,
durante 5 minutos. Después de la conjugaciéon estreptavidina-HRP, las secciones de tejido se desarrollaron en
cromégeno DAB (diaminobenzidina)/sustrato de H>O» en solucién amortiguada (pH 7,5), que se preparé de acuerdo
con las directrices de los fabricantes. Las secciones de tejido se incubaron durante 10 minutos y, a continuacién, se
enjuagaron suavemente con agua durante 5 minutos. Se permitié que los portaobjetos se secasen y se sumergieron
en xileno y se montaron en DPX. Las secciones se examinaron luego bajo un microscopio de luz (Carl Zeiss
Jenalumar) para observar y estudiar los patrones de intensidad de la tincién en los tejidos normales y cancerosos y
se fotografiaron.

Identificacion de antigenos de la superficie celular:

Identificacién de los neoglicanos expresados en linfocitos activados y transformados
en comparacioén con los linfocitos normales mediante la lectina recombinante;

Para identificar las neoglucoproteinas expresadas en los linfocitos tras la activacién mediante la PHA y células
transformadas, se llevaron a cabo estudios de interaccién con las respectivas proteinas de la membrana celular con
lectina biotinilada.

Aislamiento de las proteinas de la membrana celular:

Los linfocitos periféricos humanos se prepararon a partir de la sangre extraida a un donante sano. La muestra de
sangre (20 ml) recogida en un tubo de vidrio de centrifugadora con contenido de EDTA (concentracién final de 12,5
mM) y los linfocitos normales se separaron mediante centrifugacién con un gradiente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia).
Una parte de los linfocitos normales se activé mediante incubacién con PHA (2,5 pg/ml de PHA) en medio RPMI-
1640 suplementado con un 10 % de suero fetal de ternero (FCS) durante 72 horas en una estufa de incubacién de
CO.,. Las células activadas se obtuvieron mediante centrifugacién y la activacién se confirmé comprobando la
expresion de los receptores CD25.

Linfocitos normales, linfocitos activados y estirpes celulares leucémicas; Molt-4 y Jurkat se mantuvieron finalmente
en un medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con glutamina (2 mM), FCS inactivado con calor (10 %), penicilina
(100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera humidificada (95 %

aire y 5 % CO.). Las proteinas de la membrana de estas células cultivadas se aislaron utilizando el método del “Kit

de extraccion de proteinas de membrana Pierce” (Mem-PER, n.° prod. 89826) y los contenidos de proteina se
estimaron utilizando el Kit de estimacién de proteinas DC de Bio-Rad. Las proteinas de membrana aisladas se
concentraron finalmente mediante precipitacién de cloroformo-metanol y las proteinas precipitadas se secaron al aire
y se almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior.

Electroforesis e inmunoelectrotransferencia (western blotting):

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizé en presencia de SDS utilizando un sistema de minigel (Hoefer
Scientific Instruments, EE. UU.) en gel al 10 % durante 60 min a 120 voltios. Las proteinas se transfirieron de geles
de poliacrlamida a membranas de  nitrocelulosa en un equipo de transferencia semiseca
utilizando un amortiguador de transferencia (240 mM de glicina, 25 mM de tris, 0,1 % SDS) que contiene un 20 % de
metanol a 75 mA durante 3 h a 4 °C. Las membranas se saturaron después de la transferencia con solucién de
bloqueo (3 % p-BSA) y se lavaron con TBST. La fijacién de la lectina se llevé a cabo a temperatura ambiente
durante 4 horas con lectina acoplada a biotina a la concentracién final de 20 pg/ml (preparada en TBST). Después
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de un lavado a fondo, la transferencia se incuba con estreptavidina-HRP (1:1000 en TBST) a temperatura ambiente
durante 1 h y el exceso de estreptavidina-HRP se lavd con TBST. Por ultimo, las bandas de lectina-glucoproteinas
se visualizaron mediante desarrollo con un sistema cromogénico DAB.

Los resultados de estos hallazgos indican que la presente lectina recombinante tiene la capacidad de fijarse a
algunos de los neoglucanos expresados exclusivamente en las células leucémicas y también en linfocitos activados.

SDS PAGE y transferencia de lectina

Las proteinas de muestras de liquido de quistes ovéricos se separaron mediante SDS PAGE en geles al 10 % tal
como describen Laemmli et al. utilizando Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, EE. UU. La electroforesis se
realiz6 durante 70 min. utilizando 110 voltios. Inmediatamente después de la electroforesis, bandas de proteinas
fraccionadas se resolvieron transfiriéndolas a una membrana de nitrocelulosa utilizando una unidad de transferencia
semiseca. La membrana transferida se lavé con agua destilada y se realizd su tincién con reactivo Ponceau para
confirmar la eficiencia de la transferencia y marcar la ubicacién de las proteinas estandares. Por ultimo, la
transferencia se lavd con TBS con un contenido de 0,1 % de Tween-20 (TBST) y se tratdé con un 3 % de P-BSA en
TBST hasta el dia siguiente para evitar una fijacién inespecifica. Después del lavado con TBST, la transferencia se
incub6 con lectinas biotiniladas (20 pg/ml en TBST) a 37 °C durante 4-6 horas. El exceso de lectina y la lectina no
ligada se eliminaron lavando la membrana con TBST y, a continuacién, las membranas se incubaron con
estreptavidina-HRP (1 pg/ml en TBST) durante una hora. La estreptavidina-HRP sin ligar se eliminé
mediante un lavado con TBST. Las glucoproteinas de fijaciéon a la lectina se visualizaron mediante la tincién de la
actividad de la peroxidasa utilizando el sistema DAB.

Actividad proliferativa y antiproliferativa de PBMC y células leucémicas y de cancer de colon cultivadas

La actividad proliferativa/antiproliferativa de la SRL en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
humana se determiné mediante un ensayo de incorporacién de timidina tritiada, usando PBMC humanas recién
aisladas, tal como describen Wang et al., [1992] con algunas modificaciones. Las PBMC se aislaron de muestras de
sangre recién extraidas de donantes sanos y las células se mantuvieron en un medio completo RPMI 1640, tal como
se describié previamente. Las células se diluyeron con un medio RPMI con un contenido de 10 % de FCS y, a
continuacion, se sembraron (1 x 10% células/50 pl/pocillo) en microplacas de 96 pocillos (NUNC Dinamarca).
Diversas concentraciones (10, 5, 2,5, 1,25 y 0,625 pg/ml) de SRL en un medio RPMI 1640 se afiadieron a cada
pocillo en un volumen final de 100 pl y se incubaron a 37 °C en una atmésfera de CO, al 5 % humidificada durante
72 h. Dieciocho horas antes del periodo de incubacién total, se afiadié 1 uCi de timidina tritiada a cada pocillo en un
volumen final de 10 pl y la incubacién continué durante otras 18 h. Por ultimo, las células se obtuvieron en un papel
de filtro de vidrio (Amersham Biosciences) utilizando un recolectador celular (NUNC, Dinamarca), se lavaron a fondo
con agua destilada y se secaron en un microhorno. Los discos de filtro se transfirieron a viales de centelleo (Tarsons,
India) con contenido de 600 pl de mezcla de centelleo a base de tolueno. Por ultimo, la timidina tritiada incorporada
se midié mediante un contador de centelleo B (Packard Bioscience Ltd.) como recuentos por minuto (CPM). Para
confirmar la actividad proliferativa mediada por los receptores de lectinas, los ensayos se realizaron utilizando una
SRL preincubada con mucina. La SRL (10 pg/ml) se preincubd con mucina (12,5 ug en 100 pl) durante 1 ha 37 °Cy
se utilizé para un ensayo de proliferaciéon celular. Se incluyeron controles adecuados con contenido de células sin
lectina y células solo con mucina. Los resultados son representativos de los tres experimentos independientes
realizados por triplicado.

El efecto proliferativo/antiproliferativo de SRL en la estirpe celular leucémica Molt-4 se determindé mediante un
ensayo de incorporacién de timidina tritiada, tal como se describi6 anteriormente. El efecto
proliferativo/antiproliferativo de SRL en la estirpe celular leucémica Molt-4 se determiné mediante un ensayo de
incorporacién de timidina tritiada, tal como se describié anteriormente. Se sembraron células (1 x 10%pocillo) en una
placa de cultivo tisular de 96 pocillos y se permitié su aclimataciéon durante 3 h antes del tratamiento con lectina. Se
afladieron concentraciones en serie de SRL de 6,25 pg/ml a 100 pg/ml en 50 ul de medio RPMI a cada pocillo y se
incubaron durante 72 h. Todos los demés pasos del ensayo se mantuvieron igual, tal como se describié
anteriormente. Para el ensayo de bloqueo de la lectina, la SRL (100 pg/ml) se preincubé con 12,5 pg de mucina en
un volumen total de 100 pl durante 1 h a 37 °C y se utilizé para el ensayo.

Secuencias recombinantes

Las secuencias de genes y las proteinas tienen la siguiente actividad bioldgica: reconocer todo los grupos
sanguineos humanos y tener la capacidad exclusiva de reconocer el antigeno TF y sus formas cripticas, parecerse a
la lectina natural de S. roffsii en la fijacién a los azlcares, en la fijacién celular y en aportar propiedades apoptéticas,
tener mejores propiedades de estabilidad y solubilidad en comparacién con la lectina natural que se describe en la
solicitud. Las moléculas de nucleétidos que codifican las moléculas recombinantes pueden ser ADN o ARN.

La fijacién de las lectinas recombinantes a diferentes células cultivadas se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Fijacién de las lectinas recombinantes a células leucémicas (Molt 4 y Jurkat), ovaricas (PA 1) y de
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colon (COLO 205) cultivadas y la inhibiciéon de la fijaciéon por la mucina

Estirpes % de células positivas
celulares
Rec 2 Rec 3 Natural
Molt 4 Lectina 84,03 99,87 88,45
Lectina+Mucina 0,24 0,30 0,24
Jurkat Lectina 81,35 97,85 33,84
Lectina+Mucina 0,89 1,02 0,50
PA-1 Lectina 97,97 97,58 96,72
Lectina+Mucina 2,5 428 1,63
COLO 205 Lectina 66,53 90,29 91,66
Lectina+Mucina 0,87 1,08 0,99
5
En cada caso, la fijacién de R2 y R3 con Molt 4, Jurkat (células leucémicas), PA-1 (células ovaricas) y COLO 205
(células de colon) es superior al 90 % y la fijacién se puede abolir mediante la mucina.
En el presente documento también se describe, el efecto inmunomodulador sobre estas células cultivadas. Tanto R2
10  como R3 ejercen una actividad antiproliferativa sobre las células cultivadas, maximo efecto (60 %) sobre las células
leucémicas en comparacién con las células ovaricas (50 %) y las células de colon (40 %). Su efecto modulador de la
proliferacién puede tener una posible aplicacion en el tratamiento
del cancer (tabla 2).
15 Tabla 2. Actividad antiproliferativa de las lectinas recombinantes en las células cultivadas mediante el
ensayo MTT
Disminucién en la viabilidad celular (%)
Estirpes Rec 2 (25 pg/ml) Rec 3 (25 pg/ml) Natural (25 ug/ml)
celulares
Molt 4 60,68 61,10 57,93
PA-1 46,56 50,60 53,85
COLO-205 26,67 40,43 23,44
20
En un aspecto, la proteina lectina expresada (SEQ ID NO: 2 y 3) difiere de la proteina lectina natural en términos de,
al menos, una modificacidén/sustitucién de aminoacidos en las posiciones. De estas, los cambios de posiciones se
indican en la Tabla 3
25 Tabla 3. Posiciones de aminoacidos cambiadas para Rec 2 y Rec 3 en comparacién con la secuencia de la
lectina natural
Lectina Posiciones de aminoacidos cambiadas
1 14 34 113 123
Natural Ac-T N T E E
S1 T D T Q Q
S2 \ D S Q Q
En el presente documento se describe que, las secuencias de lectina recombinantes se pueden biotinilar o se les
30 puede adherir un croméforo fluorogénico utilizando los métodos conocidos habitualmente para usarse en la

deteccién de las células cancerosas o antigenos especificos asociados al cancer. El efecto modulador de la



ES 2 987 463 T3

proliferacién de la lectina recombinante encuentra su aplicacién en el tratamiento antineoplasico. En el presente
documento también se describe el uso de la lectina recombinante como agente de administracién de farmacos para
el tratamiento del céncer.

10
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina lectina que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, caracterizada por tener una
modificacién/sustituciéon de aminoécidos en una o més de las posiciones seleccionadas entre 1, 14, 34, 113 y 123 de
SEQ ID NO: 1; y que tiene mejores propiedades de solubilidad y estabilidad en comparacién con la lectina de SEQ
ID NO: 1, y en donde dicha lectina se fija a tejidos humanos de cancer de mama, cancer de colon, cancer de ovario
y también a células cultivadas y lineas celulares leucémicas; y ejerce una actividad antiproliferativa in vitro sobre las
células cancerosas.

2. La proteina lectina de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicha lectina:

(a) tiene especificidad hacia glucanos ligados mediante enlaces O-glucosidicos que se producen en las
glucoproteinas y en las superficies celulares, pero no muestra especificidad hacia los glucanos ligados a N;

(b) no se liga a la fetuina, aunque muestran afinidad por la asialofetuina.

3. La proteina lectina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicha
alteracion/modificacién de SEQ ID NO: 1 es una cualquiera de las siguientes: 14(N->D), 113(E->Q) y 123(E->Q).

4. La proteina lectina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha
alteracion/modificacién de SEQ ID NO: 1 es una cualquiera de las siguientes: 1(Ac-T->V) y 34(T->8).

5. La proteina lectina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, pasa su uso en el
diagndstico del cancer o en la terapia del cancer in vivo.

6. Uso de la proteina lectina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la deteccidn in vitro
de una célula cancerosa.

7. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina lectina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

8. Un vector recombinante que incluye, ligados operativamente en direccién 5' a 3" (i) un promotor que funciona en
una célula hospedadora;

(i) una secuencia de acidos nucleicos estructurales de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde dicha secuencia de
acidos nucleicos codifica una proteina lectina; y

(i) una sefial de terminacién.

9. Un vector recombinante de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde dicho vector recombinante es capaz de
replicarse, transcribirse, traducirse y expresarse en un organismo unicelular.

10. Una célula hospedadora transformada que contiene el vector de acuerdo con la reivindicacién 8 0 9.

11. La célula hospedadora transformada de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde dicha célula hospedadora es
la bacteria Escherichia coli; o una célula de levadura.

12. Un proceso para producir una proteina lectina de Sclerotium rolfsii recombinante que comprende:

* cultivo de una célula hospedadora que contiene el vector recombinante de acuerdo con la reivindicacién 8 o la
reivindicacién 9 que codifica la proteina lectina;

* expresion de la proteina lectina recombinante;

¢ aislamiento de dicha proteina lectina procedente del cultivo.

13. Un método de diagnéstico de cancer in vitro, comprendiendo el método la etapa de poner en contacto una
muestra celular de un paciente con una lectina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

11
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SEL) ID NO: 1 Secuencia de aminodcidos de leetina natural
Ac-TYK-E-T-VR-V-Y-Q-T-N-P-N-A-F-F-H-P-V-E-K-T-V-W-K-Y-A-N-G-G-T-W-T-[-T- D-D-Q-

H-V-L-T-M-G-G-S-G-T-8-G-T-L-R-F-H-A-D-N-G-E-8-F-T-A-T-F-G-V-H-N-Y-K-R-W-C-D-I-V-T-
N-L-A-A-D-E-T-G-M-V-EN-Q-Q-Y-Y-8-Q-K-N-R-E-E-A-R-E-R-Q-L-8-N-Y-E-V-K-N-A-K-G-R-
N-F-E-1-V-Y-T-E-A-B-G-N-D-L-H-A-N-L-I-1-G-COOH

10

SEQ ID NO: 2 Secuencia de aminoacidos de Rec 2
TYKITVRVYQTNPDAFFHPVEKTVWKYANGGTWTITDDQHVLTMGG SGTSGTLRF HADNGE
SFTATFGVHNYKRWCDIVTNLAADETGMVINQQYYSQKNREEARERQLSNYQVKN AKGRNF
QIVYTEAEGNDLHANLIG

15

SEQ ID NO: 3 Secuencia de aminodcidos de Rec 3
VYKITVRVYQTNPDAFFHPVEKTVWKYANGGTWSITDDQHVLTMGGSGTSGTLRFHADNGE
SFTATFGVHNYKRWCDIVTNLAADETGMVINQQYYSQKNREEARERQLSNYQVKNAKGRNF
QIVYTEAEGNDLHANLIG.

Comparacion de las secuencias de aminoicides de las lectinas recombinantes (Rec-2 y Rec-3)
con Ia lectina natural (Ntv)

B-TYKITVRVYQTNPNAFFHPVEKTVWKYANGGTWTITDDQHVLTM

Ntv
TYKITVRVYQTNPDAFFHPVEKTVWKYANGGTWTITDDQHVLTM Rec-2
VYKITVRVYQTNPDAFFHPVEKTVWKYANGGTWSITDDQHVLTM Rec3

30 GGSGTSGTLRFHADNGESFTATFGVHNYKRWCDIVINLAADETG Ntv
GGSGTSGTLRFHADNGESFTATFGVHNYKRWCDIVITNLAADETG
Rec-2
GGSGTSGTLRFHADNGESFTATFGYVHNYKRWCDIVITNLAADETG Rec3

35 MVINQQYYSQKNREEARERQLSNYEVENAKGRNFEIVYTEAEGN Nwv
MVINQQYYSQKNREEARERQLSNYQVENAKGRNFQIVYTEAEGN
Rec-2

MVINQQYYSQKNREEARERQLSNYQVKNAKGRNFQIVYTEAEGN

) Ree-3

40
DLHANLIIG Niv
DEHANLIIG Rec-2
DLEHANLIIG Rec-3

14
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SEQ ID NO: 1.1: NOMBRE DEL GEN; UC- S§/CSR—1803 (Rec-2)

CATATGACCTATAAAATTACCGTGCGCGTGTATCAGACCAACCCGGATGCCTTTTTCCAT
CCGGTGGAAAAAACCGTGTGGAAATATGCGAATGGCGGTACCTGGACGATTACGGATGAT
CAGCATGTGCTGACGATGGGTGGTAGCGGTACCAGCGGCACCCTGCGTTTTCACGCAGAT
AATGGCGAAAGCTTCACCGCCACCTTTGGTGTGCATAATTATAAACGCTGGTGTGATATT
GTGACCAACCTGGCAGCGGATGAAACCGGCATGGTTATTAATCAGCAGTATTATAGTCAG
AAABACCGCGAAGAAGCGCGTGAACGCCAGCTGAGTAACTATCAGGTGAAAAATGCGAA
A .
GGCCGTAACTTCCAGATTGTTTATACCGAAGCGGAAGGCAATGATCTGCATGCGAACCTG
ATTATCGGCTAAGGATCC

SEQ ID NO: 2.1; NOMBRE DEL GEN: UC-SS/CSR-1805 {Rec-3)

CATATGGTGTATAAAATTACCGTGCGCGTGTATCAGACCAACCCGGATGCCTTTTITCCATC
CGGTGGAAAAAACCGTGTGGAAATATGCGAATGGCGGTACCTGGTCTATTACGGATGATC
AGCATGTGCTGACGATGGGTGGTAGCGGTACCAGCGGCACCCTGCGTTTTCACGCAGATA
ATGGCGAAAGCTTCACCGCCACCTTTGGTGTGCATAATTATAAACGCTGGTGTGATATTGT
GACCAACCTGGCAGCGGATGAAACCGGCATGGTTATTAATCAGCAGTATTATAGTCAGAA
AAACCGCGAAGAAGCGCGTGAACGCCAGCTGAGTAACTATCAGGTGAAAAATGCGAAAG
GCCGTAACTTCCAGATTGTTTATACCGAAGCGGAAGGCAATGATCTGCATGOGAACCTGA
TTATCGGCTAAGGATCC

FIGURA 4
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