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@Resumen:

Se ha demostrado que la mucina MUCL1 se encuentra
glicosilada de forma aberrante en una variedad de
tumores. La forma asociada a tumores (TA) de MUC1
es inmunogénica y los pacientes generalmente
muestran la presencia de autoanticuerpos frente a
ella, por tanto, estos anticuerpos constituyen un
biomarcador potencial para la deteccidn del cancer.
Hemos desarrollado un epitopo no natural de MUC1,
basado en estructura, que puede usarse como un
aglutinante muy eficiente de anticuerpos generados
por pacientes. Adicionalmente, para mejorar la
sensibilidad y la especificidad de un ensayo de
cuantificacion mediante este aglutinante, hemos
generado nanoparticulas de oro funcionalizadas con
multiples copias del epitopo no natural. El analisis del
suero de pacientes con cancer de pancreas (n=20) y
voluntarios sanos de la misma edad y sexo (n=20),
mediante el uso de nanoparticulas funcionalizadas en
un formato de dot blot, mostré niveles
significativamente mas altos de autoanticuerpos en
los pacientes (p<0,0001). Cuando se compara con los
biomarcadores actuales que se usan en la clinica
para el cancer de pancreas (CEA y CA19-9), nuestro
sistema presenta mas alta sensibilidad y
especificidad, con un area bajo la curva (AUC) de
0,918. Por lo tanto, este sistema puede usarse en
medicina clinica para la fabricacién de un dispositivo
capaz de detectar el cancer de pancreas temprano y
otros canceres que expresan TA-MUC1, entre la
poblacién de riesgo, lo que proporciona, por tanto, la
oportunidad de una intervencién temprana y un
aumento significativo en la supervivencia del paciente.
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DESCRIPCION

Glicopéptidos sintéticos y compuestos derivados para la deteccion de biomarcadores de cancer en tumores positivos
para MUC1 en etapa temprana

Campo técnico

La presente invencién pertenece al campo técnico de la medicina, en particular pertenece al campo técnico de la
oncologia y, mas particularmente, se refiere a glicopéptidos sintéticos adecuados para la detecciéon temprana de
tumores pancreaticos y otros tumores que expresan MUC1.

Antecedentes de la invencién

MUC1 (mucina-1) es una glicoproteina que carbohidratos complejos unidos mediante un enlace alfa-O-glicosidico a
las cadenas laterales de treonina y/o serina. Las mucinas recubren la superficie apical de las células epiteliales en los
pulmones, el estdbmago, los intestinos, los ojos y otros 6érganos. De esta forma, protegen al cuerpo de infecciones al
unirse los patégenos a los oligosacaridos en el dominio extracelular, lo que evita que el patégeno alcance e infecte la
célula. La sobreexpresion y la glicosilacion anémala de MUC1 se asocian a menudo con canceres de colon, mama,
ovario, pulmén y pancreas, entre otros. Joyce Taylor-Papadimitriou identificé y caracterizé el fragmento mas
inmunogénico de la glicoproteina MUC1 durante su trabajo con tumores de mama y ovario®

La mucina MUC1 presenta dos subunidades, MUC C-terminal y MUC N-terminal.2® Esta ltima subunidad se puede
desprender de la superficie y, en consecuencia, detectarse en el suero de los pacientes con cancer.*5 La MUC1
glicosilada de forma aberrante, que da lugar a la presentacion de carbohidratos sencillos es conocida como (TA)-
MUC1 (del Inglés tumor-associated MUC1). En este sentido, la TA-MUC1 se encuentra en niveles muy bajos en el
suero humano de personas sanas, que aumentan en los casos de cancer®’. Por otra parte, para otros biomarcadores,
se ha visto que niveles superiores a 40 U/mL de CA 27-298 o niveles superiores a 25-30 U/mL de CA 15-3°
generalmente sugieren la presencia de tumores malignos. Aunque en la bibliografia es posible observar muchos
ejemplos de biomarcadores de cancer basados en antigenos, la mayoria de ellos no exhiben una sensibilidad y
especificidad satisfactorias.>10-3

No obstante, los anticuerpos anti-TA-MUC1 generados por el paciente podrian representar una alternativa atractiva
ya que, en general, persisten en la sangre por mas largo tiempo que los antigenos correspondientes y se encuentran
presentes en etapas tempranas de la enfermedad. Cabe destacar que en la bibliografia se han reportado multiples
estudios que usan MUC1 como herramienta para detectar y medir estos anticuerpos. En este contexto, se debe prestar
especial atencion al sistema desarrollado por Wang y colaboradores. Usaron un péptido que posee 6 unidades de
repeticion de la MUC1 para la deteccion de anticuerpos anti-MUC1 en suero humano.' En esta linea de investigacion,
Gheybi y colaboradores desarrollaron una quimera compuesta por MUC1 y un receptor del factor de crecimiento
asociado con cancer de mama (HER?2). Esta combinacion puede usarse para la deteccién simultanea de anticuerpos
frente a MUC1 y HER2 en suero humano.'®

Hoy en dia, el cancer de pancreas es el decimocuarto cancer mas comun a nivel mundial y la octava causa principal
de muerte relacionada con el cancer.'® En Espafia, el tumor de pancreas fue la tercera causa principal de muerte
provocada por cancer en 2019."7 La letalidad de esta enfermedad es una consecuencia de la deteccidn tardia de este
tumor, que generalmente se encuentra en una etapa muy avanzada.'® Actualmente, la cirugia, la quimioterapia y la
radioterapia son las terapias mas usadas para tratar el cancer de pancreas, aunque la expectativa de vida de los
pacientes diagnosticados con este cancer es solo de 4 a 6 meses."®

Cabe destacar que, en el cancer de pancreas, la sobreexpresion de TA-MUC1 se correlaciona con mas metastasis y
peor pronostico.?’ Con respecto a esto, los anticuerpos anti-MUC1 podrian desempefiar un papel fundamental en el
diagnostico de pacientes con cancer de pancreas en las primeras etapas de la enfermedad.?! La mayoria de los
ejemplos que se encuentran en la bibliografia basados en la deteccién de anticuerpos anti-MUC1 no exhiben ninguna
alteracioén de los antigenos naturales.

Para el manejo clinico de pacientes con cancer de pancreas, actualmente se emplean dos biomarcadores sanguineos:
CA19-922 y el antigeno carcinoembrionario (CEA).?® Estos biomarcadores, sin embargo, carecen de sensibilidad y
especificidad suficiente, por lo que no se pueden usar como marcadores de diagndstico, si bien actualmente se
emplean en el seguimiento de determinados pacientes. Por lo tanto, encontrar biomarcadores mas sensibles y
especificos puede proporcionar un medio para detectar el cancer de pancreas en etapa temprana, lo que proporciona,
por tanto, la oportunidad de una intervencion temprana y un aumento significativo en la supervivencia del paciente.

En resumen, la forma asociada a tumores de MUC1 (TA-MUC1) provoca la produccién de anticuerpos en los
pacientes. Estos autoanticuerpos pueden constituir un biomarcador atractivo para la deteccion temprana de la
enfermedad y se podrian cuantificar mediante el uso de diferentes sistemas de inmunoensayo. Todos los sistemas
que se han reportado hasta ahora carecen de potencial diagnostico debido a su baja sensibilidad y especificidad.
Proponemos el uso de antigenos constituidos por glicopéptidos artificiales cortos unidos a nanoparticulas como un
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sistema de deteccidon mas eficiente de autoanticuerpos especificos de pacientes que se pueden usar para el
diagnostico clinico temprano en pacientes.

Descripcion resumida de la invencion

Con el fin de resolver los inconvenientes del estado de la técnica, realizar modificaciones en la estructura del antigeno
podria ser un punto clave para potenciar la interaccion entre el antigeno y los anticuerpos TA-MUC1 generados por el
paciente y, por lo tanto, mejorar la selectividad y la sensibilidad de un posible sistema de deteccion.?*?5 Para este
proposito, seria esencial conocer las interacciones moleculares por las que estos anticuerpos reconocen a sus dianas.

En este sentido, nuestro grupo de investigacion ha obtenido la estructura de rayos X de un glicopéptido de MUCA1
formando un complejo con el anticuerpo monoclonal 5E5 (anti-MUC1), lo que proporciona informacién importante
sobre como este anticuerpo interactia con el antigeno y, por tanto, allanando el camino para el disefio de antigenos
no naturales con caracteristicas mejoradas para el reconocimiento antigeno-anticuerpo.2®

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporcionan glicopéptidos sintéticos no naturales, como se
representa por [GGGGPAPGST(GaINCOEt)APPA] o [CGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA] y sus glicopéptidos
derivados para su uso como antigenos en un sistema de deteccion para el anticuerpo TA-MUC1 como un biomarcador
de cancer.

Por derivados se debe entender otras moléculas que contienen cualquier pequefia modificacion quimica de estas
secuencias de glicopéptidos y que presenten una afinidad mas alta que el glicopéptido natural por los anticuerpos
diana anti-TA-MUCA1.

Estos glicopéptidos se disefiaron para ser mas eficaces para la deteccion del subconjunto apropiado de anticuerpos
TA-MUC1 que se correlacionan con el estado de la enfermedad, y nuestros datos demuestran que son utiles como
reactivos de diagnostico para la deteccion del cancer de pancreas y, probablemente, para otros canceres donde MUC1
se encuentra glicosilada de forma aberrante.

El antigeno constituido por un glicopéptido no natural sintético, o compuesto [GGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA], tiene
6,5 veces mas afinidad por los anticuerpos anti-MUC1 que el antigeno natural. Esto hace de este antigeno (y de sus
derivados) una herramienta muy util para la deteccién de aquellos canceres donde MUC1 se encuentra glicosilada de
forma aberrante.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un sistema de deteccion que comprende una
nanoparticula y un antigeno constituido por un glicopéptido no natural sintético unido covalentemente, como se
representa por [CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA] y sus glicopeptidicos derivados mediante pequefias
modificaciones quimicas.

Aunque los ensayos ELISA se usan ampliamente y ofrecen buena selectividad, algunos problemas limitan su
aplicacién, tales como bajas concentraciones de la muestra o la dificultad para realizar la medicién de forma
reproducible. En este contexto, y gracias a la nanotecnologia, se ha demostrado que algunos nanomateriales
convenientemente funcionalizados son muy efectivos en la deteccion de diferentes marcadores tumorales, dando lugar
a pruebas con gran sensibilidad y selectividad.?”28

El conjunto de nanoparticulas de oro unidas al antigeno [CGGGGPAPGST(GalINCOEt)APPA] ayuda en la
presentacién de antigenos y podria aumentar la sensibilidad del sistema de deteccidn de anticuerpos. Esto se podria
extrapolar a cualquier otra combinacién de una nanoparticula, tal como micelas, dendrimeros, liposomas,
nanoparticulas poliméricas hibridas y compactas, fullerenos, carbon dots, puntos cuanticos, silice, nanoparticulas
metdlicas, entre otras, mas un glicopéptido de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

Preferentemente, la nanoparticula es una nanoparticula de oro.
Preferentemente, el antigeno glicopeptidico sintético es [CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA].

El analisis de muestras clinicas ha demostrado que el uso de nuestro glicopéptido no natural unido a nanoparticulas
de oro (AuNPs) proporciona mas alta sensibilidad y especificidad (AUC=0,918) que los biomarcadores sanguineos
CEA y CA19-9 que se usan actualmente, lo que indica, por tanto, que nuestro sistema tiene una ventaja competitiva
en el campo de la detecciéon temprana del cancer de pancreas y, probablemente, otros canceres donde MUC1 se
encuentra glicosilada de forma aberrante.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencién, se proporciona un kit para realizar un ensayo para detectar y
cuantificar la unién entre los anticuerpos anti-MUC1 producidos por el paciente (el biomarcador) de una muestra y uno
de los sistemas de deteccion del primero o el segundo aspecto de la invencion, comprendiendo el kit un sistema de
deteccién de acuerdo con el primer o el segundo aspecto de la invencién.
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El ensayo se puede seleccionar del grupo de dot blot, Western blot, ELISA, SPR, fase liquida, infrarrojo o cualquier
otro ensayo adecuado para detectar interacciones antigeno-anticuerpo conocidas en la técnica o desarrolladas en el
futuro.

Breve descripcion de las figuras

La presente invencidon se describira ahora con mas detalle en los siguientes parrafos de esta memoria descriptiva,
solo a modo de ejemplo, sin pretender constituir ninguna limitacion del alcance de la presente invencién. La siguiente
descripcion se puede entender mejor cuando se lee junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra las formulas quimicas de los antigenos de MUC1, primero el glicopéptido 21 natural (Figura 1A);
y después dos glicopéptidos sintéticos (mostrados en las Figuras 1B (glicopéptido 24) y 1C (glicopéptido 33) de
acuerdo con una modalidad de la presente invencion.

Las Figuras 2A y 2B muestran las curvas de respuesta-concentracion que se obtuvieron para la union de los
glicopéptidos 21 y 24, respectivamente, hacia el anticuerpo 5E5 (anti-MUC1) a 20 °C.

La Figura 3 muestra esquematicamente la ruta sintética para la preparacion del complejo glicopéptido-AuNP: (i)
pasivacion de AuNP con alquil-PEG600 tioles, (ii) acoplamiento de SM(PEG), (iii) acoplamiento de los glicopéptidos.

La Figura 4 muestra las constantes de disociacion (Kp) derivadas de experimentos para los conjugados glicopéptido-
AuNP estudiados.

La Figura 5 muestra un grafico que representa los niveles de anticuerpos anti-MUC1 en voluntarios sanos (control) y
en pacientes con cancer de pancreas. Los diagramas de caja representan el intervalo intercuartilico con la mediana
como una linea horizontal. ****: p<0,0001

La Figura 6 muestra un grafico de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) que representa la sensibilidad
y la especificidad de los valores de anticuerpos anti-MUC1 en el suero de los sujetos de estudio, con un area bajo la
curva (AUC) de 0,918 (95 % de IC: 0,832-1,000), demostrando 85 % de sensibilidad y 90 % especificidad, con un
umbral de discriminacion en 11,63 unidades de fluorescencia arbitrarias (AFU). Los valores publicados para CEA y
CA19-9 también se representan para la comparacion. Ver también la Tabla 4.

Descripcion detallada de la invencién
1) Sintesis de glicopéptidos

Los glicopéptidos se sintetizaron mediante sintesis en fase sdlida asistida por microondas (MW-SPPS) paso a paso
en un sintetizador Liberty Blue (CEM®) mediante el uso de la estrategia Fmoc en resina Rink Amide MBHA (0,1 mmol).
Los aminoacidos no naturales se sintetizaron siguiendo una ligera modificacion del protocolo que se describe en la
bibliografia.?® Los grupos O-acetilo del resto GalNAc se eliminaron en una mezcla de NH2NH2/MeOH (7:3). Los
glicopéptidos se liberaron entonces de la resina y todos los grupos protectores sensibles a los acidos se eliminaron
simultaneamente mediante el uso de TFA al 95 %, TIS (triisopropilsilano) al 2,5 % y H20 al 2,5 %, seguido de
precipitacion con éter dietilico frio. Los productos se purificaron por HPLC en una columna Phenomenex Luna C18(2)
(10 ym, 250 mmx21,2 mm) y un detector de absorbancia dual, con un régimen de flujo de 20 mL/min.

Siguiendo esta metodologia con los aminoacidos adecuadamente protegidos, varios glicopéptidos se sintetizaron y
purificaron por HPLC semipreparativa. Incluyen la secuencia natural (glicopéptido 21 mostrado en la Figura 1A), un
glicopéptido modificado (24) (mostrado en la Figura 1B), y el mismo glicopéptido con una cisteina afiadida para la
union a las nanoparticulas (glicopéptido 33) (mostrado en la Figura 1C).

Estas son las caracteristicas especificas de estos glicopéptidos:

Glicopéptido 21 (GGGGPAPGST(GalNACc)APPA):

Siguiendo la metodologia MW-SPPS con los aminoacidos adecuadamente protegidos, se obtuvo el glicopéptido 21y
se purificé por HPLC semipreparativa.

HPLC semipreparativa: Rt=12,7 min (Phenomenex Luna C18 (2), 10 ym, 21,2x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA
al 0,1 % (5:95) — (12,5:87,5), 15 min, 20 mL/min, A= 212nm).

HPLC analitica: Rt=15,8 min (Phenomenex Luna C18 (2), 5 ym, 4,6x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA al 0,1 %
(5:95) — (15:85), 20 min, 1 mL/min, A= 212nm).

HRMS (ESI) m/z: [M+H]+ Calculado para CssHs7N16021: 1295,6226; encontrado 1295,6184.
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Glicopéptido 24 (GGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA):

Siguiendo la metodologia MW-SPPS con los aminoacidos adecuadamente protegidos, se obtuvo el glicopéptido 24 y
se purificé por HPLC semipreparativa.

HPLC semipreparativa: Rt=14,9 min (Phenomenex Luna C18 (2), 10 ym, 21,2x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA
al 0,1 % (5:95) — (12,5:87,5), 15 min, 20 mL/min, A= 212nm).

HPLC analitica: Rt=15,8 min (Phenomenex Luna C18 (2), 5 ym, 4,6x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA al 0,1 %
(5:95) — (20:80), 30 min, 1 mL/min, A= 212nm).

HRMS (ESI) m/z: [M+H]* Calculado para CssHssN16021: 1309,6383; encontrado 1309,6327.
Glicopéptido 33 (CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA):

HPLC semipreparativa: Rt=19,1 min (Phenomenex Luna C18 (2), 10 uym, 21,2x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA
al 0,1 % (5:95) — (16:84), 22 min, 20 ml/min, A= 212nm).

HPLC analitica: Rt=15,8 min (Phenomenex Luna C18 (2), 5 ym, 4,6%x250 mm, Grad: acetonitrilo/agua+TFA al 0,1 %
(5:95) — (20:80), 30 min, 1 ml/min, A= 212nm).

HRMS (ESI) m/z: [M+H]* Calculado para CeoHgasN17023S: 1454,6580; encontrado 1454,6514.
2) Estudios de unidn antigeno-anticuerpo por Resonancia de Plasmon Superficial (SPR)

Los experimentos de resonancia de plasmoén superficial (SPR) se realizaron con un aparato Biacore X-100 (Biacore,
GE) en una disolucion tampén HBS-EP a pH 7,5 (Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, con DMSO al 2 % y
Tween X100 al 0,05 %) a 25 °C. Este es el tampon de ejecucion. El anticuerpo 5E5 (de Abcam) se inmovilizé en un
chip sensor CM5 (Biacore, GE) siguiendo el método estandar de acoplamiento de amina.?® Brevemente, la superficie
de carboximetil dextrano de la celda de flujo 2 se activd con una inyeccion de 7 min de una relacién 1:1 de una
disolucién acuosa 0,4 M de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y 0,1 M de sulfo-N-hidroxisuccinimida.
Entonces, el anticuerpo se unié a la superficie mediante el uso de varias diluciones en acetato de sodio 10 mM, pH
4,0. durante una inyeccién de 7 min. Los ésteres activos que no reaccionaron en la superficie se inactivaron mediante
una inyeccion de 0,1 M etanolamina-HCI en agua (pH 8,0) de 7 min. Los niveles de inmovilizaciéon se encontraron
alrededor de las 5500 unidades de resonancia (RU). Se usé como referencia la celda de flujo 1 que se traté como una
celda de flujo 2 (procedimiento de acoplamiento de amina) sin proteina. Antes del uso, se diluyeron soluciones madre
de 50 mM de ligando peptidico hasta la concentracion final en el tampdn de ejecucion. Asi, se inyectaron una serie de
compuestos diferentes en el chip sensor con un régimen de flujo de 30 uL/min por un periodo de 1 min seguido de un
periodo de disociacion de 1 min. No se necesité regeneracion. Las Figuras 2A y 2B muestran las curvas de respuesta-
concentracion que se obtuvieron para la union del glicopéptido 21 y 24, respectivamente, hacia el anticuerpo 5E5 (anti-
MUC1) a 20 °C en los experimentos de SPR.

Los datos del sensograma se obtuvieron por duplicado y se trataron con el programa informatico Biae Evaluation X100
(Biacore, GE). Los datos experimentales de las mediciones de afinidad se ajustaron a un modelo especifico de dos
sitios de unién mediante el uso del programa informatico Prism. Las constantes de disociacion (Kp) resultantes son
mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros termodinamicos de unién que se obtuvieron por SPR para 5E5 con varios glicopéptidos a 20 °C
y pH 7,5.

Rmax Chi?

Compuesto Péptido Kb (M) (RU) (RU?)
21 GGGGPAPGST(GalNAc)APPA 0,54 23 0,5
24 GGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA 0,083 23 0,04
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Por lo tanto, el glicopéptido no natural (24) tiene una afinidad 6,5 veces mas alta (= menor disociacién) que el péptido
natural (21).

3) Sintesis de nanoparticulas y conjugacion del péptido

Todo el material de vidrio que se empled para la preparacion de nanoparticulas se limpié con agua regia (HCI
(37%)/HNOs (65 %) 3:1). Se uso6 agua desionizada ultrapura (sistema de purificacion de agua Millipore Elix® 35,
18,2 MQ cm) para la preparacién de todas las disoluciones acuosas. Todas las disoluciones que se usaron para la
preparacion de nanoparticulas se filtraron a través de un filtro de membrana de 0,2 pm (acetato de celulosa,
Whatman®). Las nanoparticulas de oro (AuNP) se caracterizaron por dispersion dinamica de luz (DLS) (Zetasizer,
Malvern Instruments o Litesizer500, Anton Paar). El diametro medio de las AuUNP se midié mediante TEM (microscopio
electronico de transmisiéon JEOL JEM-1011 que opera a un voltaje de aceleracién de 100 kV). Las mediciones de
UV/Vis se llevaron a cabo mediante el uso de un lector de placas TECAN Infinite M200 Pro. La concentracién de oro
se determin6 mediante espectrometria de emision 6ptica de plasma acoplado inductivamente (Agilent 720 ICP-OES)
0 espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (iCAP™ RQ ICP-MS -Thermo Scientific).

Las AuNP recubiertas con citrato, con un diametro de 13,0£1,0 nm, se sintetizaron de acuerdo con un procedimiento
publicado.?' Las AuNP se pasivaron mediante la formacion de monocapas autoensambladas de alquil-PEG600 tioles
en su superficie.®? Se usé una mezcla de tioles PEG600 terminados en carboxi y amino (I y II) siendo la fraccion molar
del derivado terminado en amino xnH2 =0,06. Las disoluciones stock de tioles en EtOH (5 mM) se prepararon
inmediatamente antes de su uso y se utilizaron directamente.

Las concentraciones finales en la reaccién de pasivacion fueron: AuNP 80-90 nM, NaHCOs 25 mM, tioles 1 mM (total)
y por lo tanto la reaccién contenia EtOH al 20 % v/v. Se continué la agitacion a ta (temperatura ambiente) por 96 h
después de las cuales las PEG-AuNP se purificaron por ultrafiltracion en filtros Amicon Ultra-15 (1x15 mL de NaHCOs3
25 mM, 1x15 ml de EtOH/NaHCO3 50 mM 2:8 v/v y 2x15 mL de disolucion tampdén NaHCO3 50 mM). Las PEG-AuNP
purificadas se dispersaron en H20 a una concentracion final entre 200 y 400 nM.

Los péptidos que se describen anteriormente se acoplaron a las PEG-AuNP de acuerdo con un procedimiento que se
reporto anteriormente.3® De forma breve, se afiadio el derivado SM(PEG). en una concentracion final de 5 mM a una
muestra de AuNP funcionalizadas con grupos amino en una disolucion tampén fosfato 30 mM a pH 8,2. La
concentracion de AuNP en la mezcla de reaccion puede ser tan alta como 400 nM. La mezcla de reaccion se agito 4
h a 1 °C. Las AuNP asi funcionalizadas se purificaron mediante ultrafiltracion (2x4 mL de EtOH/tampdn fosfato 20 mM
a pH 8,2 2:8 y 2x4 mL de H20) al realizar todas las etapas en hielo, en una centrifuga que se enfria a 4 °C, y con
disoluciones de lavado frias. Las particulas AuNP funcionalizadas y purificadas se dispersaron en agua. En paralelo,
se incubaron 200 pL de una disolucion 1 mM en agua del péptido con clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP)
10 mM durante 2 h a 0 °C para reducir completamente |la formacioén de disulfuros derivados de los glicopéptidos.

Para la reaccion de acoplamiento, se afiadié la cantidad necesaria de péptido recién tratado con TCEP a una solucién
fria recién preparada de AuNP funcionalizadas y se agitd durante toda la noche a 4 °C, a 500 rpm. El volumen de
reaccion tipico fue de 500 pL y las concentraciones finales en la mezcla de reaccién fueron: AuNP funcionalizadas
~100 nM, tampédn fosfato 15 mM a pH 7,0, 50 uyM de péptido. El exceso de péptido no acoplado se eliminé por
centrifugacion, eliminacion del sobrenadante, y resuspension en 1 mL de tampén (tres ciclos, 20800 xg, 45 min, 18
°C), resuspension por primera vez en 1 mL de NaHCOs 25 mM, entonces dos veces en NaHCO3 10 mM. Finalmente,
las AuNP acopladas a péptidos purificados se trataron con 350 uL de NaHCO3 10 mM para alcanzar una concentracion
final de alrededor de 100 nM, la que se almacend protegida de la luz a +4 °C. El procedimiento se representa
esquematicamente en la Figura 3.

El radio hidrodinamico de las AuNP se determiné por DLS. Las AuNP se suspendieron en NaHCOs 10 mM. Los
potenciales { se midieron en el mismo tampodn. Los valores se reportan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de las AUNP que se usan en este trabajo.

DLS? Potencial ¢?
AuNP J(nm)P PDI (mV)
AuNP-glicopéptido 33 28+1 0,127 -33+4

aMediciones en NaHCO3s 10 mM. P Derivado de distribuciones de intensidad.
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4) Ensayo de dot blot

Las AuNP se colocaron por triplicado con un capilar sobre membranas de nitrocelulosa previamente humedecidas
(AuNP, 16 nM) y se dejaron secar a temperatura ambiente (ta) por al menos 2 h.

Para los ensayos de afinidad (resultados mostrados en la Figura 4), cada membrana se bloqueé con leche desnatada
al 5 % en solucion salina tamponada con tris (TBS) durante 1 h, se lavé en TBS con Tween 20 al 0,1 % (3x10 min) y
se incubo durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo monoclonal de ratéon anti-MUC1 5E5 proporcionado por el
Dr. Clausen (Universidad de Copenhague) (1 pg/mL a 0,000122 ug/mL en leche al 5 % en TBS). Después de lavarse
con TBS que contiene Tween 20 al 0,1 % (3x10 min), las membranas se incubaron con anticuerpo secundario Dylight
800 anti-lgG de raton (H+L) obtenido en cabra (039610-145-121, Tebu-bio), diluido 1:2500 en TBS por 1 hora a ta.

Finalmente, las membranas se lavaron en TBS con Tween 20 al 0,1 % (3x10 min) y con TBS (2x10 min) y se
visualizaron mediante el uso de un Sistema de Imagenes Infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences. La intensidad
de las marcas se cuantific6 mediante densitometria con ImageJ, restando el fondo.

5) Andlisis de suero de pacientes con cancer de pancreas y voluntarios sanos

El estudio se disefi6 como un estudio clinico retrospectivo, observacional, y longitudinal. Todos los datos fueron
anonimizados. Los datos personales y clinicos que se recolectaron para el estudio de acuerdo con la Ley de Proteccion
de Datos Espariola (Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre de Proteccion de Datos Personales). El estudio se adhiere
a todos los principios de la Declaracién de Helsinki y fue aprobado por el comité de revisién local (Comité Etico de
Investigacion Clinica de La Rioja, Ref. CEICLAR P.I. 260). Se recolectdé sangre de todos los sujetos que firmaron el
consentimiento informado y se extrajo suero, que se sometié a un ensayo de inmunorreactividad frente al antigeno
MUC1mediante la técnica de dot blot.

Participaron en el estudio un grupo de 20 pacientes con cancer de pancreas (65 % varones, 65,2+9,0 afos) y 20
voluntarios sanos emparejados por edad y sexo (65 % varones, 63,417,5 afios) (Hospital San Pedro, Logrofio,
Espafa). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos con respecto tanto a la relacion de edad como
en la de sexo (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion por edad y sexo de pacientes con cancer y voluntarios sanos en el estudio. Pruebas estadisticas
que se emplearon: Chi cuadrado (*) o prueba-t (T).

Voluntarios sanos Pacientes con cancer valor de p
(n=20) (n=20)
Sexo (hombres, %) 13 (65 %) 13 (65 %) 1,000*
Edad (afios) 63,4+7,5 afios 65,249,0 0,507

Para el andlisis del suero, cada membrana se funcionalizé con nanoparticulas como se describe en la seccién 4, se
bloqued con BSA al 5 % en TBS por 1 h, se lavé en TBS con Tween 20 al 0,1 % (3x10 min) y se incubd durante toda
la noche a 4 °C con suero del paciente (dilucion 1:100 en TBS con BSA al 1 %). Después de lavarse con TBS que
contiene Tween 20 al 0,1 % (3x10 min), las membranas se incubaron con anticuerpo secundario Dylight 800 anti-IgG
humana (H+L) obtenido en conejo (039609-445-002, Tebu-bio), diluido 1:5000 en TBS por 1 h a ta. Finalmente, las
membranas se lavaron en TBS con Tween 20 al 0,1 % (3x10 min) y con TBS (2x10 min) y se visualizaron mediante el
uso de un Sistema de Imagenes Infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences. La intensidad de las marcas se cuantificd
mediante densitometria con ImageJ, restando el fondo.

Cada suero se analizé por triplicado, y el ensayo se realizo por triplicado (tres membranas distintas por cada suero).
La primera normalizacion se realiz6 en los casos y controles por separado mediante el uso de la funcién entre matrices
de la biblioteca Limma (biblioteca principal de R) dentro de cada adquisicion. Esto se hizo para evitar la pérdida del
efecto de la enfermedad. Después, las intensidades de todas las adquisiciones se normalizaron segun la media total
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de las adquisiciones. Esto es necesario para eliminar el sesgo de intensidad asociado a las diferentes adquisiciones
que se realizan con el escaner fluorescente. Con el fin de realizar un analisis estadistico de los datos, se fusionaron
los triplicados de las muestras, promediando las intensidades para cada péptido-AuNP que se probd.

Para el analisis estadistico, se verificé la normalidad de la distribucién de datos (prueba de Shapiro-Wilk) y la
homocedasticidad (prueba de Levene). Cuando los conjuntos de datos se distribuyeron normalmente con varianzas
iguales, se uso la prueba-t. Se aplicé la prueba de Welch en caso de datos normales y heterocedasticidad. Se usé la
prueba no paramétrica U de Mann Whitney para los datos no normales. El nivel de significacion se establecié en p <
0,05.

Los niveles de anticuerpos anti-MUC1 encontrados en pacientes con cancer (11,76+0,14 unidades arbitrarias de
fluorescencia, AFU) fueron estadisticamente significativamente més altos (p<0,0001) que en voluntarios sanos
(11,3840,26 AFU) (Figura 5).

Para comprender mejor el potencial de nuestro sistema de inmunorreactividad frente a MUC1 como herramienta de
diagndstico, se construyd una curva caracteristica operativa del receptor (ROC). Se obtuvo un area bajo la curva
(AUC) de 0,918 (IC 95 %: 0,832-1,000). El umbral 6ptimo se calcul6 en 11,63 AFU para la suma maxima de sensibilidad
(85 %) mas especificidad (90 %) (Figura 6).

Al comparar estos valores con los de dos marcadores tumorales actualmente en uso para el seguimiento del cancer
de pancreas, la ventaja de nuestro sistema es bastante clara (Figura 6, Tabla 4).

Tabla 4. Valores de sensibilidad y especificidad de dos marcadores tumorales que se usan actualmente para el
seguimiento del cancer de pancreas y resultados que se obtienen para nuestro ensayo de dot blot utilizando
nanoparticulas (glicopéptido 33)

Sensibilidad  Especificidad AUC

aproximadamente 0,8

23
CEA 77,0 83,2 (no publicado)
CA19-922 69,5 98,2 0,875
NP-glicopéptido 33 85,0 90,0 0,918
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REIVINDICACIONES

. Glicopéptidos sintéticos no naturales, como se representa por [GGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA] vy/o

[CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA] y/o sus glicopéptidos sintéticos derivados para su uso como detectores de
biomarcadores de cancer en la deteccion de tumores en etapa temprana.

. Una plataforma de union de biomarcadores que comprende una nanoparticula y un antigeno glicopeptidico no

natural sintético unido covalentemente, como se representa por [CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA] y/o sus
antigenos glicopeptidicos derivados para su uso como detectores de biomarcadores de cancer en la deteccion de
tumores en etapa temprana.

. Una plataforma de uniéon de acuerdo con la reivindicacion 2 en donde la nanoparticula comprende una

nanoparticula de oro.

. Una plataforma de unién de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde la nanoparticula comprende micelas,

dendrimeros, liposomas, nanoparticulas poliméricas hibridas y compactas, fullerenos, carbon dots, puntos
cuanticos, silice y nanoparticulas metalicas.

. Una plataforma de unién de acuerdo con las reivindicaciones 2 a 4, en donde el glicopéptido sintético no natural

es [CGGGGPAPGST(GalNCOEt)APPA].

. Un kit para realizar un ensayo para detectar y cuantificar la unién entre anticuerpos anti-MUC1 producidos por el

paciente de una muestra y una plataforma de union de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el ensayo se selecciona del grupo de dot blot, Western blot,

ELISA, SPR y espectroscopia infrarroja en fase liquida.
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