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@Resumen:

Proteinas conglutinas B de la semilla del altramuz
azul (Lupinus angutifolius L.), preferiblemente las
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preferentemente cancer de mama y mas
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DESCRIPCION
Uso de proteinas conglutinas 8 como agentes radiosensibilizadores
CAMPO TECNICO

La presente invencion se enmarca en el campo de la Medicina, en concreto dentro de las
terapias para el tratamiento del cancer y tiene como objetivo la identificacion de nuevos
agentes radiosensibilizadores que permitan aumentar la sensibilidad de las células

tumorales a la radioterapia.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El cancer de mama (CM) es el tumor mas prevalente entre las mujeres, el segundo mas
frecuente en todo el mundo y el quinto en términos de mortalidad. Desde el punto de vista
clinico, el CM es una enfermedad heterogénea con grandes diferencias en su prondstico,
tratamiento y perspectivas de éxito. A nivel molecular, el CM se clasifica en base a la
presencia o ausencia de receptores de estrégeno (ER), receptores de progesterona (PR) y
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), categorizandose en tipo
Luminal A (ER+ y PR+, HER2-), mejor pronéstico, una lenta tasa de crecimiento y menor
potencial agresivo; tipo Luminal B (ER+ y PR+, HER2+) con un peor pronéstico y una tasa
de crecimiento mas rapida, o tipo Triple negativo (ER-, PR- y HER2-) que se encuentra en
mujeres que presentan mutaciones en el gen BRCA1 y que corresponde a tumores ductales

infiltrantes con altas tasas de metastasis.

En la actualidad los principales tratamientos para el CM incluyen cirugia, terapia hormonal,
quimioterapia, radioterapia (RT) e inmunoterapia. Las terapias pueden tener una eficacia
limitada dependiendo del tipo molecular, lo que hace que el CM sea extremadamente dificil

de tratar.

La radiacion ionizante (RI) en RT se esta utilizando en el tratamiento de la mayoria de los
tumores, ya que la Rl dafa las células. La Rl activa la respuesta inmunitaria antitumoral,
activando vias sefializacion que son habitualmente suprimidas por el tumor, como la muerte

celular o las células inmunitarias supresoras.

La RT es un tratamiento altamente selectivo y eficaz en un gran nimero de tumores. Su
éxito en la erradicacion del tumor depende principalmente de la dosis total de radiaciéon

administrada, que a su vez esta limitada por la tolerancia del tejido normal que rodea al
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tumor. En concreto en CM el régimen radioterapéutico mas comunmente aplicado es la RT
convencional (fracciones diarias de 2 Gy), alcanzando una dosis total de 45-50 Gy. Sin
embargo, en las ultimas décadas es mas frecuente el tratamiento con RT hipofraccionada
que implica dosis de radiaciéon mas altas (fracciones >2 Gy) en tiempos de tratamiento mas
cortos. La RT hipofraccionada aplica dosis de entre 2,66 Gy hasta mas de 6 Gy por sesion lo
que permite reducir los tiempos de tratamiento, manteniendo e incluso aumentando la
eficacia de la RT convencional. .

Otra limitacion de la RT esta relacionada con la radioresistencia intrinseca del tumor, debida
a la presencia de células madre cancerosas (CSCs) que pueden sobrevivir a los regimenes
convencionales de RT y repoblar el tumor, contribuyendo a la recurrencia del tumor y a la
metastasis. Se ha demostrado que bajas dosis de radiacion potencian el enriquecimiento de
la fraccién celular con mayor capacidad de autorrenovacion que expresa marcadores de
CSCs, por lo que una de las mayores limitaciones de la RT es la induccion colateral de
metastasis, del fenotipo de CSCs y de metabolismo oncogénico [1].

Las CSCs tienen ciertas caracteristicas de las células madre/progenitoras normales pero un
mayor potencial tumorigénico. Ademas, tienen una alta capacidad para reparar el dafio en el
ADN, capacidad ilimitada de autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion a otras lineas
celulares, y una alta supervivencia en el torrente sanguineo. Por todo ello, las CSCs juegan
un papel importante en los procesos de resistencia a tratamientos oncoldgicos y recurrencia
o recaida, por lo que las terapias dirigidas a las CSCs son claves para la erradicacion

completa del tumor.

Estas razones explican la aparicion de nuevos radiosensibilizadores como adyuvantes para
potenciar los efectos de la RT que permitan un control sistémico de la enfermedad y mejorar
los resultados oncoldgicos [2]. Algunos compuestos nutracéuticos de origen vegetal han

mostrado resultados prometedores en este sentido.

Las proteinas de semillas de leguminosas han demostrado beneficios para la salud como
alimentos funcionales. En particular, las semillas de Lupinus angustifolius L., altramuz azul o
altramuz de hoja estrecha, han mostrado su potencial para la mejora en enfermedades de
base inflamatoria como la diabetes tipo 2. Estudios recientes [3—6] han demostrado que uno
de los principales compuestos de estas semillas, las proteinas conglutinas 3, median en la
mejora de los efectos de las enfermedades relacionadas con la inflamacién a nivel
molecular, debido a su multifuncionalidad [3].
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Las proteinas conglutinas B pertenecen a la familia de proteinas denominadas vicilinas o
globulinas 7S, y en ellas se identifican 7 genes funcionales (B1 a B7) [7], de los cuales

algunos proporcionan su capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética [3].

A continuacion, se facilitan las secuencias aminoacidicas de las proteinas conglutinas 1-
B7 aisladas de semilla de altramuz azul y el numero de acceso a la secuencia nucleotidica
de ARNm codificante en la base de datos GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/)

de cada una de ellas.

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 1 aislada de semilla de altramuz azul;
SEQ ID NO: 1, con numero de acceso F5B8V9 dentro de la base de datos de proteinas

denominada Uniprot (https://www.uniprot.org/), es la siguiente:

MAKMRVRLPMLILLLGVVFLLAASIGIAYGEKDFTKNPPKEREEEEHEPRQQPRPRQQEEQE
REHRREEKHDGEPSRGRSQSEESQEEEHERRREHHREREQEQQPRPQRRQEEEEEEEE
WQPRRQRPQSRREEREEREQEQGSSSGSQRGSGDERRQHRERRVHREEREQEQDSRS
DSRRQRNPYHFSSNRFQTYYRNRNGQIRVLERFNQRTNRLENLQNYRIEFQSKPNTLILPK
HSDADFILVVLNGRATITIVNPDKRQVYNLEQGDALRLPAGTTSYILNPDDNQNLRVAKLAIPI
NNPGKLYDFYPSTTKDQQSYFSGFSKNTLEATFNTRYEEIERVLLGDDELQENEKQRRGQE
QSHQDEGVIVRVSKKQIQELRKHAQSSSGEGKPSESGPFNLRSNKPIYSNKFGNFYEITPDI
NPQFQDLNISLTFTEINEGALLLPHYNSKAIFIVVVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEEEYE
QGEEEVRRYSDKLSKGDVFIIPAGHPLSINASSNLRLLGFGINANENQRNFLAGSEDNVIKQL
DREVKELTFPGSIEDVERLIKNQQQSYFANAQPQQQQQREKEGRRGRRGPISSILNALY

De igual forma, proteina conglutina 1 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670409 en GenBank, SEQ ID NO: 8 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 2 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 2, con numero de acceso F5B8WO0 en Uniprot, es la siguiente

MANMRVKFPTLVLLLGIVFLMAVSIGIAY GEKNAIKNHERPQEREQEERDPRQQPRPRHQEE
QEREHGREEERNREPSRGRSESEESREEEREQRREPSRGREQEQQPQHGRREEEEEWQ
PRRQRPQSRREEREQEQGSSSSSGRQSGYERREQREEREQQQEQDSRSESRRQRNPYY
FSYERFQTLYKNRNGQIRVLERFDQRTNRLENLQNYRIVEFQSKPNTLILPKHSDADYILVVL
NGRATITIVNPDKRQAYNLEHGDALRLPAGTTSYILNPDDNQNLRVVKLAIPINNPGNFYDFY
PSSTKDQQSYFNGFSRNTLEATFNTRYEEIQRILGNEDGQEDEEQSRGQEQSHQDQGVIV
RVSKEQIQELRKHAQSSSGKGKPSESGPFNLRSDEPIYSNKFGNFYEITPDRNPQAQDLDIS
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LTFIEINEGGLLLPHYNSKAIFVVVVDEGEGNYELVGIRDQERQQDEQEQEEVRRYNAKLSE
GDIFVIPAGHPISINASSNLRLLGFGINADENQRNFLAGSEDNVIRQLDKEVKQLTFPGSVED
VERLIKNQQQSYFANAQPQQQQQREKEGRRGRRGLSFPFRSLFTKLLSTIM

De igual forma, proteina conglutina B2 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670410 en GenBank, SEQ ID NO: 9 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina B3 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 3, con numero de acceso F5B8W1 en Uniprot, es la siguiente:

MAKMRVRFPTLVLLLGIVFLMAVSIGIAYGEKNVLKNHERPQEREQEERDPRQQPRPHHQE
EQEREHRRESEESQEEEREQRREPRREREQEQQPQHGRREEEEEWQPRRQRPQSRREE
REQEQGSSSSSRRQSGYERREQREEREQEQEQGSRSDSRRQRNPYYFSSERFQTLYRN
RNGQIRVLERFDQRTNRLENLQNYRIVEFQSKPNTLILPKHSDADYILVVLNGSATITIVNPDK
RQSYNLENGDALRLPAGTTSYILNPDDNQNLRVVKLAIPINNPGNFYDFYPSSSKDQQSYFS
GFSKNTLEATFNTRYEEIQSILLGNEDEQEDDEQWHGQEQSHQDEGVIVRVSKEQVQELRK
YAQSSSRKGKPYESGPFNLRSNKPIYSNKFGNFYEITPDRNPQAQDLDISLTFIEINEGALLLP
HYNSKAIFVVVVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEVRRYSARLSEGDIFVIPAGHPISINAS
SNLRLLGFGINADENQRNFLAGSEDNVIRQLDREVKGLIFPGSAEDVERLIKNQQQSYFANA
QPQQQQQAREREGRHGRRGHISSILSTLY

De igual forma, proteina conglutina B3 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670411 en GenBank, SEQ ID NO: 10 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 4 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 4, numero de acceso F5B8W2 en Uniprot, es la siguiente:

MIKMRVRFPTLVLLLGIVFLMAVSIGIAYGEKNVIKNHERPQEREQEERDPRQQPRPHHQEE
QEREHRREEERDREPSRGRSESEESREEEREQRREPRREREQEQQPQHGRREEEEEWQ
PRRQRPQSRREEREQEQGSSSSSRRQSGYERREEREQEQEQGSRSDSRRQRNPYYFSS
ERFQTLYRNRNGQIRVLERFDQRTDRLENLQNYRIVEFQSKPNTLILPKHSDADYILVVLNGS
ATITIVNPDKRQSYNLENGDALRLPAGTTSYILNPDDNQNLRVVKLAIPINNPGNFYDFYPSS

SKDQQSYFSGFSRNTLEATFNTRYEEIQRILLGNEDEQEDDEQRHGQEQSHQDEGVIVRVS
KEQVQELRKYAQSSSRKGKPSKSGPFNLRSNKPIYSNKFGNFYEITPNRNPQAQDLDISLTF
IEINEGALLLPHYNSKAIFVVLVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEVRRYSARLSEGDIFVIP
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AGHPISINASSNLRLLGFGINADENQRNFLAGSEDNVIRQLDTEVKGLTFPGSTEDVERLIKN
QQQSYFANAQPQQQQQREREGRRGRRGHISSILSTLY

De igual forma, proteina conglutina B4 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670412 en GenBank, SEQ ID NO: 11 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 5 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 5, numero de acceso F5B8W3 en Uniprot, es la siguiente:

MAKMRVRFPMLVLLLGVVFLLAVSIGIAYGEKDVIKNPERPEERQEEERDPRQPPRSRQQE
EQEREHRREKERDREPSRGRSESKQSQEEERERRKEHDREREQEQQPQYGRRHEEEEK
GEEEEEGQARRQRPQRRREEREQEQGSSSESRRQSGDERRHRHEKREQREEREQEQG
SSSGRQSDYGRRQRHEGREQREEREQEQGSSSESHRLRNPYYFSSERFQTRYKNKNGAQI
RVLERFDQRTNRLENLQNYRIVEFQSRPNTLILPKHSDADYILVVLNGRATITIVNPDKRQAY
NLEYGDALRLPAGTTSYILNPDDNQDLRVVKLAIPINNPGKFYDFYPSRTKDQQSYFSGFSK
NTLEATFNTHYEEIQRILLGYEDEQEDEEQRREQEQSHQDEGVIVRVSKEQIQELRKHAQSS
SRKGKPSESGPFNLRSNEPIYSNKFGNFYEITPDRNPQVQDLDISLIFTEISEGALLLPHYNSK
AIFVIVVDEGEGNYELVGIRNQQRQQDEQEVEEVRSYNARLSEGDILVIPAGHPLSINASSNL
RLLGFGINADENQRNFLAGSEDNVIRQLDREVKELIFPGSAEDVERLIRNQQQSYFANAQPQ
QQQQQREKEGRRGRRGPISSILSALY

De igual forma, proteina conglutina B5 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670413 en GenBank, SEQ ID NO: 12 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 6 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 6, numero de acceso F5B8W4 en Uniprot, es la siguiente:

MIKMRVRFPTLVLLLGIVFLMAVSIGIAYGEKNVIKNHERPQEREQEERDPRQQPRPHHQEE
QEREHRREEERDREPSRGRRESEESREEEREQRREPRREREQEQQPQHGRREEEEEWQ
PRRQRPQSRREEREQEQGSSSSSRRQSAYERREQREEREQEQEQGSRSDSRRQRNPYY
FSSERFQTLYRNRNGQIRVLERFDKRTDRLENLQNYRIVEFQSKPNTLILPKHSDADYILVVL
NGSATITIVNPDKRQSYNLENGDALRLPAGTTSYILNPDDNQNLRVVKLAIPINNPGNFYDFY
PSSSKDQQSYFSGFSRNTLEATFNTRYEEIQRILLGNEDEQEDDEQRHGQEQSHQDEGVIV
RVSKEQVQELRKYAQSSSRKGKPSKSGPFNLRSNKPIYSNKFGNFYEITPNRNPQAQDLDI
SLTFIEINEGALLLPHYNSKAIFVVLVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEVRRYSARLSEGDI
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FVIPAGHPISINASSNFRLLGFGINADENQRNFLAGFEDNVIRQLDREVKGLTFPGFAEDVER
LIKNQQQSYFANAQPQQQQQREREGRHGRRGHIFSILSTLY

De igual forma, proteina conglutina 6 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670414 en GenBank, SEQ ID NO: 13 (Figura
2).

La secuencia aminoacidica de la proteina conglutina 7 aislada de semilla de altramuz azul;

SEQ ID NO: 7, con numero de acceso F5B8WS5 en Uniprot es la siguiente:

MARMRVRFPTLVLLLGILFLMAVSIGIAYGEKDVIKNHERPGEREHEERDPRQQPRPRKQEE
QEREHRREEEHDRDPSRGRRESEERQEEERERRREPCREREQEQQPQHGRREEEEEEE
EWQPRRLRPQSRKEEREQEQGSSSSSRKQSGYERRQYHERREQRDEKEKEQDSRSDSR
RQRNPYHFSSERFQTRYRNRNGQIRVLERFDQRTNRLENLQNYRIVEFQSNPNTLILPKHS
DADYILVVLNGRATITIVNPDKRQAYNLEYGDALRVPAGTTSYILNPDDNQNLRVVKLAIPINN
PSNFYDFYPSSTKDQQSYFSGFSKNTLEATFNTRYEEIQRILLGNEDEQEDEEQRRGQEQS
YQDEGVIVRVSKEQIQELRKHAQSSSRKGKPSESGPFNLRSNESIYSNKFGNFYEITPERNP
QVQDLDISLTFTEINEGALLLPHYNSKAIFIVVVDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEEEEEEV
RRYSARLSEGDIFVIPAGYPISVNASSNLRLLGFGINANENQRNFLAGSEDNVISQLDREVKE
LTFPGSAQDVERLIKNQQQSYFANAQPQQKQQREKEGRRGRRSLISSILSTLY

De igual forma, proteina conglutina B7 puede identificarse por la secuencia nucleotidica de
ARNm codificante; con numero de acceso HQ670415 en GenBank, SEQ ID NO: 14 (Figura
2).

Las caracteristicas estructurales de las proteinas conglutinas 8 resultan distintivas respecto
a otras proteinas de la familia vicilina de especies de leguminosas, ya que incluyen dos
dominios estructurales que caracterizan a la superfamilia de proteinas denominada cupina,
que forman una estructura similar al pliegue estructural denominado “Rossmann” frecuente
en enzimas que utilizan oxigeno molecular como sustrato [8]. Todas las proteinas
conglutinas B presentan dos zonas diferenciadas o dominios: un dominio globular y un brazo
movil. No se ha encontrado un brazo mévil similar en otras proteinas vicilinas de especies
de leguminosas [9] por lo que las proteinas conglutinas B de altramuz azul son Unicas en

cuanto a su estructura, y de ahi su potencial e interés.

Las propiedades de las proteinas conglutinas B parecen deberse a este brazo movil que
presentan en el extremo N terminal, un dominio estructural rico en alfa hélices. El brazo

movil es la seccion que presenta mayor variabilidad y sin el ninguna de las proteinas
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conglutinas B es funcional. El andlisis de modelos moleculares ha demostrado que las
grandes diferencias estructurales entre las isoformas de conglutina B se encuentran
principalmente en este brazo mévil N terminal; por lo tanto, las posibles diferencias
funcionales entre las conglutinas 3 podrian deberse a estas diferencias estructurales [8].

La gran homologia entre las 7 isoformas de proteinas conglutinas 8 aisladas de altramuz

azul se puede observar en la Figura 1.

Las 7 proteinas presentan un % de identidad de secuencia entre un 77.4 y un 97.8%
respecto a sus secuencias aminoacidicas, tal y como se puede comprobar en la Figura 2, y

entre un 72.8% y 98.9 % de similitud en cuanto a sus secuencias nucleotidicas.

Particularmente, se ha probado que las conglutinas 1, B3, y B6 ejercen una variedad de
efectos sobre las células a diferentes niveles [3, 4, 6]: reducen la expresion de ARNm de
mediadores proinflamatorios, reducen la capacidad quimiotactica de las células
disminuyendo los niveles de quimiocinas y de factores de adhesién celular; regulan el
metabolismo oxidativo celular y revierten la resistencia a la insulina [3, 4, 6]. Debido a estos
efectos, las proteinas conglutinas f de semilla de altramuz azul podrian utilizarse en la

prevencion y el tratamiento de enfermedades con base inflamatoria.

Las propiedades citotoxicas y anti-potenciales de las proteinas conglutinas 1, B3 y 6 han
sido probadas en un modelo in vitro de CM induciendo una reduccion de la viabilidad de las
células CM, mayores tasas apoptoticas, reduccion de la capacidad de auto-renovacion, y del
numero de CSCs a través de la regulacién de la via p53/SIRT1/FoxO-1, a la vez que se
preservan las lineas celulares sanas [10].

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencién se describe el efecto radiosensibilizador de las proteinas
conglutinas B de semilla de altramuz azul para su uso en combinaciéon con radioterapia
ionizante (RI) en el tratamiento de CM. En concreto se prueba el efecto radiosensibilizador
de las isoformas de proteinas conglutinas 1, B3 y B6. Este efecto es presumiblemente
extensible al resto de isoformas de proteinas conglutinas B debido al gran grado de
homologia estructural y molecular que presentan entre ellas, tal y como se ha descrito

previamente.

Las isoformas 31, B3 y B6 de proteinas conglutinas 8 de altramuz azul (Lupinus angustifolius
L.) se purificaron mediante cromatografia de afinidad, y se evalu6 su potencial como

radiosensibilizadores naturales para células in vitro de CM con curvas dosis-respuesta tras

8
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el ensayo de formacién de colonias. Se evalud la fraccion de supervivencia, la apoptosis, la
respuesta al dano del ADN, la produccién de especies de oxigeno reactivas (ROS), y la
capacidad de crecimiento y de autorrenovacion de las células, asi como los mecanismos de
accion subyacentes tras el tratamiento combinado con proteinas conglutinadas B y RT en

tres lineas celulares de CM en comparacion con una linea celular sana.

Las proteinas conglutinas 1, B3 y 6, mostraron un notable efecto radiosensibilizador sobre
las tres lineas celulares de CM analizadas, dependiente del subtipo molecular, mostrando
los mayores efectos sobre la linea celular de fenotipo triple negativo, MDA-MB-231. Las
proteinas conglutinas 3 fueron efectivas a concentraciones extremadamente bajas (2,5-10
ng/uL) cuando se combinaron con las dosis estandar de radiacion ionizante (4-6 Gy)
utilizadas en RT hipofraccionada, lo que pone de relieve su potencial como sensibilizador

natural en combinacion con RT.

Las células MCF-10A (células epiteliales sanas utilizadas a modo de control) con el
pretratamiento con conglutinas 3 mostraron resistencia a la Rl sin cambios significativos con
todas las dosis probadas, por lo que la resistencia de las células sanas se preserva. Por
tanto, las proteinas conglutinas 3 purificadas tienen la capacidad de actuar selectivamente
contra de las CSCs preservando la viabilidad de las células sanas, lo que resulta crucial

para un tratamiento eficaz contra el cancer.

El mecanismo de accién de las proteinas conglutinas  parece implicar la modulacion de
genes tumorigénicos relacionados con el crecimiento celular, como SIRT1 y FoxO1, en

funcién del estado de p53 y la dosis de RI.

Estas proteinas con valor nutracéutico mejoran la eficacia de la RT minimizando al mismo
tiempo el dafio a las células sanas, por lo que constituyen una estrategia de pretratamiento

del tratamiento con RT para los pacientes con CM, reduciendo el riesgo de recurrencia.

Por lo tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a la proteina conglutina 3 aislada
de semillas de Lupinus angustifolius L., en adelante “proteina de la invencién”, para su uso

como radiosensibilizador en radioterapia.

Preferiblemente la proteina de la invencién presenta una identidad de al menos un 95% o de
al menos un 99% o de un 100% con cualquiera de las secuencias aminoacidicas SEQ ID
NO 1 a SEQ ID NO 7 y posee la actividad y las caracteristicas estructurales de las

respectivas proteinas conglutina g1 a 37.
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Mas preferiblemente la proteina de la invencién presenta una identidad de al menos un 95%
o de al menos un 99% o de un 100% con la SEQ ID NO 1 y posee la actividad y las
caracteristicas estructurales de la proteina conglutina 31, o una identidad de al menos un
95% o de al menos un 99% o de un 100% con SEQ ID NO 3 y posee la actividad y las
caracteristicas estructurales de la proteina conglutina 3, o una identidad de al menos un
95% o de al menos un 99% o de un 100% con SEQ ID NO 6 y posee la actividad y las

caracteristicas estructurales de la proteina conglutina 6.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una composicion que comprende al
menos una proteina de la invencién para su uso como radiosensibilizador en radioterapia,

en adelante “composicién de la invencion”.

Preferiblemente la composicién comprende al menos una proteina que presenta una
identidad de al menos un 95% o de al menos un 99% o de un 100% con cualquiera de las
secuencias aminoacidicas SEQ ID NO 1 a SEQ ID NO 7 y posee la actividad y las
caracteristicas estructurales de las respectivas proteinas conglutina B1 a B7. Mas
preferiblemente, comprende al menos una proteina que presenta una identidad de al menos
un 95% o de al menos un 99% o de un 100% con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 30 SEQ ID
NO: 6 y que posee la actividad y las caracteristicas estructurales de las proteinas
conglutinas B1, B3, B6 respectivamente. Mas preferiblemente comprende al menos una
proteina de secuencia SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:6.

En una realizacién preferida de la composicion de la invencién, se trata de una composiciéon
farmacéutica, y mas preferiblemente, ademas comprende excipientes farmacéuticamente

aceptables.

Un tercer aspecto de la invencion describe la proteina o la composicién de la invencion
para su uso como radiosensibilizador en un método que utiliza radioterapia para el
tratamiento del cancer. El cancer podria ser cualquier tipo de cancer que sea susceptible al
beneficio clinico de un tratamiento con radioterapia. Preferiblemente el tipo de cancer se
selecciona de la lista que comprende cancer de colon, cancer de pancreas,
hepatocarcinoma, cancer de cabeza y cuello de utero, cancer de vejiga, cancer de pulmon y
cancer de mama. Mas preferiblemente el cancer es cancer de mama y aun mas

preferiblemente, el cancer de mama es del tipo triple negativo.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los

expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
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desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Estructuras 3D de las conglutinas 1 a B7: se representan a-hélices (rojo), B-hojas

(amarillo) y espirales (verde) integrando los principales dominios de las proteinas.

Figura 2. Tabla con los alineamientos de las secuencias nucleotidicas de las conglutinas 1
a 7 (SEQID NO 8 ASEQ ID NO 14).

Figura 3. Curvas dosis-respuesta (fraccion de supervivencia) para las cuatro lineas
celulares. (a) MCF10-A, (b) MCF-7, (c¢) SKBR-3 y (d) MDA-MB-231 con un tratamiento
durante 24h con concentraciones seleccionadas de proteinas conglutinas 31; B3 y f6 y una
dosis de radiacion afiadida combinada: 0, 1,2, 4,6y 8 Gy. * p < 0,05, ** p< 0,01y ** p <

0,001 frente a células no tratadas.

Figura 4: Células apoptéticas en un modelo de CM avanzado in vitro tras 24 horas de
pretratamiento con proteinas conglutinas 1 (2,5 ng/pl), B3 (5 ng/pl) o B6 (10 ng/ul) y
posterior tratamiento Rl a 4 y 6 Gy en (a) MCF- 7, (b) SK-BR-3 y (c) MDA-MB-231. Las
células se tripsinizaron 1 h después de la Rl y se incubaron durante 15 min con annexinV-
FITC y yoduro de propidio-PI. El porcentaje de apoptosis se calculd con células apoptéticas
tempranas y tardias. Las muestras se analizaron con el citémetro de flujo BD FACS aria lllu.
**p<0,01y*™ p<0,001 frente a células no tratadas, y # p < 0,05, # p < 0,01 y ### p <

0,001 frente a otros tratamientos.

Figura 5: Analisis Western Blot de caspasa 3 total. Se utilizé B-actina como control. Las
células se trataron con proteinas conglutinas 1 (2,5 ng/ul), B3 (5 ng/pl) o B6 (10 ng/ul)
durante 24 h en MCF-7, SK- BR-3 y MDA-MB-321 y después se irradiaron a 4 Gy. La

proteina se recogio 24 h después de la RI.

Figura 6: Analisis Western Blot de la caspasa 3 total. Se utilizé B-actina como control. Las
células se trataron con proteinas conglutinas 1 (2,5 ng/ul), B3 (5 ng/pl) o B6 (10 ng/ul)
durante 24h en MCF-7, SK-BR- 3 y MDA-MB-321 y después se irradiaron a 6 Gy. La

proteina se recogio 24h después de la RI.

Figura 7: Niveles de ROS tras el tratamiento con proteinas conglutinas 1 (2,5 ng/ul), B3 (5
ng/ul) o B6 (10 ng/pl) durante 24h y un Rl posteriora 4 y 6 Gy en (a) MCF-7, (b) SK-BR-3, y
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(c) MDA-MB-321. * p < 0,05, ** p < 0,01, y *** p < 0,001 frente a células no tratadas, y # p <

0,05, ## p < 0,01 frente a otros tratamientos.

Figura 8: yH2Ax fosforilada (%) o tasa de reparacién del ADN tras el tratamiento con
proteinas conglutinas B1 (2,5 ng/ul), B3 (5 ng/ul) o B6 (10 ng/ul) durante 24h y un RI
posterior a4y 6 Gy en (a) MCF-7, (b) SK-BR-3 y (¢) MDA-MB-321. * p < 0,05, ** p < 0,01,y
*** p < 0,001 frente a células no tratadas, y # p < 0,05, # p < 0,01 frente a otros

tratamientos.

Figura 9: Analisis Western Blot de SIRT1, FoxO1, LC3B y p62. Se utilizé B-actina como
control. Las células fueron tratadas con proteinas conglutinas $1 (2,5 ng/pl), B3 (5 ng/ul) o
B6 (10 ng/ul) durante 24h en MCF10-A, MCF-7, SK-BR-3 y MDA-MB-321 e irradiadas a 4
Gy.

Figura 10: Analisis Western Blot de SIRT1, FoxO1, LC3B y p62. Se utilizé B-actina como
control. Las células fueron tratadas con proteinas conglutinas $1 (2,5 ng/pl), B3 (5 ng/ul) o
B6 (10 ng/ul) durante 24h en MCF10-A, MCF-7, SK-BR-3 y MDA-MB-321 e irradiadas a 6
Gy.

Figura 11. Actividad de ALDH1 tras un pretratamiento de 24 h con proteinas conglutinas 1
(2,5 ng/ul), B3 (5 ng/pl) o B6 (10 ng/ul) y un tratamiento RI posterior a 4y 6 Gy en (a) MCF-
7, (b) SK- BR-3, y (c) MDA-MB-321. Las células ALDH1+ viables se cuantificaron por
citometria de flujo 1h después del tratamiento RI en un citémetro de flujo BD FACS aria lllu *
p <0,05,* p<0,01,y *™* p <0,001 frente a células no tratadas y ## p < 0,01, ### p < 0,001

frente a otros tratamientos.

Figura 12. Expresion de CD44 /CD24highlow con un pretratamiento durante 24h con
proteinas conglutinas B1 (2,5 ng/ul), B3 (5 ng/pl) o B6 (10 ng/ul) y un tratamiento RI
posterior a 4 Gy y 6 Gy en (a) MCF-7, (b) SK-BR-3, y (¢) MDA-MB-321. Las muestras se
analizaron por citometria de flujo 1h después de la Rl en un citometro de flujo BD FACS aria
lllu** p <0,01,y *** p <0,001 frente a células no tratadas y # p < 0,05, ## p < 0,01 frente a

otros tratamientos.

Figura 13. Cuantificacion de mamoesferas tras un pretratamiento de 24 h con proteinas
conglutinas B1 (2,5 ng/ul), B3 (5 ng/ul) o B6 (10 ng/pl) y posterior tratamiento Rl a 4y 6 Gy.
El tratamiento RI se realizé 24h antes de sembrar mamoesferas de (a) MCF-7, (b) SK-BR-3,

y (¢) MDAMB- 231 y las esferas se caracterizaron en (e). Las esferas > 50 um se contaron y
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capturaron utilizando el microscopio binocular con un aumento de 10x. * p < 0,05, ** p <

0,01, *** p < 0,001 frente a células no tratadas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Sobreexpresion vy purificacion de isoformas de conglutina 8

Para obtener las proteinas conglutinas 3 de altramuz, concretamente las isoformas B1, B3 y
B6, se llevé a cabo el mismo protocolo utilizado en [10] que incluye una sobreexpresion y
purificacion de estas proteinas basada en un protocolo previo [11] con modificaciones

siguiendo los siguientes pasos:

- Construccion de plasmidos de expresion para cada una de las isoformas de conglutina 31
B3, B6 utilizando un vector pET28b(+) (Novagen) con una polihistidina N-terminal (6xHis) y
un vector intermedio pUC57 que contiene un gen sintético que codifica para cada proteina

conglutina.

- Sobreexpresion de estas isoformas de proteinas conglutinas B utilizando diferentes
métodos de induccion de la expresion (quimicos vy fisicos) en bacterias (Escherichia coli).

- Purificacion de las isoformas de proteinas conglutinas f mediante combinacion de técnicas
bioquimicas como sonicacion de células bacterianas, centrifugacion diferencial,
cromatografia de afinidad en tdndem con proteinas unidas a un His-tag, etapas de dialisis,

siguiendo el protocolo de Jiménez-Lépez et al. 2016 [11] con modificaciones.

- Identificacion de las proteinas B-conglutina obtenidas previamente mediante métodos como
SDS-PAGE e inmunoblotting utilizando un anticuerpo anti-conglutina 8 altamente especifico
(Agrisera, Suecia) [4, 6, 11].

Cultivo celular

Las lineas celulares utilizadas se obtuvieron de ATCC, en concreto, tres lineas tumorales de
CM: MCF-7 (ERa positiva, débil para HER2), SK-BR-3 (ERa negativa, HER2 positiva) y
MDA-MB-231 (ERa negativa, negativa para HER2, triple negativa), y la linea celular epitelial
no tumorigénica MCF-10A.

Las tres lineas celulares tumorales de CM se cultivaron en medio Gibco Dulbecco's
modificado Eagle (DMEM) con alto contenido en glucosa (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.)
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suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS), un 1% de penicilina-estreptomicina,
0,25 pg/ml de anfotericina B y 2mM de L-glutamina. Las células MCF-10A se cultivaron en
medio DMEM/F-12 (Mezcla de nutrientes) (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.), suplementado
con un 10% de FBS, un 1% de penicilina-estreptomicina, 0,25 pg/ml de anfotericina B, 2mM
de L-glutamina, 0,5 pug/ml de hidrocortisona, 20 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico
(EGF) y 10 pg/ml de insulina. Todos los reactivos utilizados para complementar el medio de
cultivo procedian de Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU. Todas las lineas celulares se cultivaron
en una atmosfera de humedad relativa y en condiciones estandar de temperatura (37°C) y
CO, (5%) y se cultivaron en monocapa hasta que tuvieron la confluencia y cantidad 6ptimas
para poder ser utilizadas en los diferentes experimentos. El tratamiento de las lineas
celulares se realiz6 utilizando concentraciones de conglutinas B 1, 3 y 6, diluidas con medio
de cultivo, de 10 ng/ul a 2,5 ng/ul durante 24h.

Irradiacién celular

Las lineas celulares tumorales de CM se sembraron en placas de 6 pocillos en ausencia o
presencia de las proteinas conglutinas B. Transcurridas 24 horas, se retird el medio de
cultivo y se sustituyd por medio fresco. A continuacion, se irradiaron las células utilizando un
equipo de rayos X (Yxlon Smart Maxishoot 200-E, Copenhague, Dinamarca) a temperatura
ambiente (TA), bajo una corriente constante de 4,5 mA y 200kV de potencia, realizando un
rango de dosis de radiacién de 0 Gy (control) a 8Gy (0, 1, 2, 4, 6, y 8 Gy, respectivamente)
utilizando el tamafio de campo de 15 cm x 8 cm con una distancia focal de 15 cm. La
dosimetria trazable se realiz6 siguiendo el protocolo de calibracién, Technical Report Series

(TRS) 398 de la Organizacion Internacional de Energia Atomica (IAEA).

Ejemplo 1: Efecto in vitro de las conglutinas 8 en combinacién con RI.

Para estudiar el efecto radiosensibilizante del tratamiento con proteinas conglutinas 3 y sus
mecanismos de accion se utilizé un modelo de CM in vitro en el que se realizaron
tratamientos con proteinas conglutinas  individuales en combinacion con diferentes dosis
de radiacion. Se realiz6 un ensayo de formacion de colonias y se obtuvieron las curvas
dosis-respuesta para cada linea celular y condicién experimental, lo que permitié estimar la

supervivencia celular en cada caso.

Ensayo de formacion de colonias

La irradiacion se llevé a cabo siguiendo el protocolo anterior de irradiacién celular, con y sin

pretratamiento con proteinas conglutinas [ durante 24 horas. Las concentraciones de
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proteinas conglutinas 8 utilizadas fueron de 2,5 ng/ul para 1, 5 ng/ul para 3 y 10 ng/ul
para 6. Dichas dosis se eligieron para garantizar que la viabilidad de las células epiteliales
sanas MCF10-A fuera de al menos el 85% tras los tratamientos, y que el efecto sobre el
resto de células CM fuera lo suficientemente significativo [10].

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con concentraciones celulares seriadas,
de 500 a 4000 células para MCF-7, de 1500 a 12000 células para SK-BR-3 y de 1000 a
8000 células para MDA-MB-231, para las que se establecié a su vez un control no irradiado
y dosis de irradiacion de 2, 4, 6 y 8 Gy. Tras el protocolo de irradiacion, las células se
mantuvieron en la incubadora durante al menos dos semanas, en funcidén del crecimiento

para cada linea celular.

A continuacion, se retiré el medio de cultivo y se tifid cada pocillo afiadiendo colorante
violeta de genciana (ICN Biomedicals, 101775) durante 2-3 minutos. Los pocillos se lavaron
con agua y las placas se dejaron secar toda la noche. EI numero de colonias se cont6
utilizando el microscopio 6ptico modelo Olympus 1X51, conectado a un Olympus TH4- 200
de potencia. Una colonia se defini6 como una agrupacion de células con al menos 50
células y sin signos de colonia abortiva (colonia no homogénea, que presenta agujeros en el
centro de la colonia o cualquier signo visual de muerte celular). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado para cada condicion. La fraccion de supervivencia (FS) celular se

calcul6 de la siguiente manera:

FS = Numero de colonias contadas / (NUmero de células sembradas para esta condicion X

eficacia de clonacion)

Los datos de supervivencia obtenidos se ajustaron a un modelo lineal-cuadratico y este
modelo proporciond los valores de la fraccion de supervivencia y los parametros a y  de la
curva de supervivencia celular como indicadores de la radiosensibilidad intrinseca. La

ecuacion matematica del modelo lineal cuadratico (L-Q) es la siguiente:
FS =exp [ - (aD +BD?)]

A la hora de valorar los resultados obtenidos en el presente ensayo debe considerarse que
el tratamiento simple con proteinas conglutinas 3, en concreto con 1, B3 y 36, presenta por
si mismo un efecto negativo en la viabilidad de las células de CM [10]. Dicho efecto no se
mide ni interfiere de forma alguna en los resultados de los presentes ensayos, ya que se
toma como punto de partida para establecer el 100% de supervivencia el valor medido al

final del pretratamiento con proteinas conglutinas B y previo a iniciar el tratamiento con
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radiacion. De esta forma, se toma como punto de partida un control donde el efecto simple
de las proteinas conglutinas 3 ya ha sido restado. Por tanto, los datos de supervivencia de
este ensayo miden unicamente el efecto de la radiacion sobre las células de CM, valorando
a su vez si ese efecto se ve condicionado (potenciado o no) en funcion del tipo de
pretratamiento con proteinas conglutinas B aplicado o su ausencia. Para los siguientes
ejemplos de realizacion que se presentan en esta memoria, el disefio de los ensayos sigue
esta misma logica, de forma que no se tiene en cuenta el efecto que haya podido tener el
pre-tratamiento con proteinas conglutinas 8 sobre las células de CM, sino si éste condiciona

en alguna medida la efectividad del tratamiento posterior con RT.

Los resultados de la dosimetria trazable mostraron cambios no significativos con respecto a
la resistencia del tratamiento RI convencional en las células sanas no tumorigénicas MCF-
10A (Figura 3a), con lo que podemos concluir que el pretratamiento con conglutinas 8 no
afecta negativamente a la supervivencia de células no tumorales en tratamiento con RT, lo
que corrobora que las proteinas conglutinas 3 son inocuas para lineas celulares no
tumorales a las concentraciones estudiadas [10].

Por su parte, el efecto radiosensibilizador de las proteinas conglutinas B en las lineas
celulares tumorales parece ser diferente segun la isoforma conglutina B y el tipo de linea
celular tumoral. En células MCF-7 (1 disminuye significativamente la fraccion de
supervivencia para dosis > 4 Gy (Figura 3b). Respecto a las células SK-BR-3, 31 redujo
significativamente (p<0,05) la fraccién de supervivencia a 4 Gy, y 31, B3 y 36 la redujeron a
6 y 8 Gy (Figura 3c). En la linea celular MDA-MB-231, el efecto radiosensibilizante fue el
mayor, con una reduccion significativa de la fraccion de supervivencia a partir de 2 Gy en los
experimentos incluyendo conglutina 1, asi como una reduccion significativa de la fracciéon
de supervivencia combinando 1, B3 y 6 con dosis mayores de radiacion, de 4 a 8 Gy. En
este caso, para las células MDA-MB-231, también es importante mencionar que se detecta
la misma fraccidon de supervivencia para la terapia combinada (B1+2Gy) que la encontrada
para el tratamiento de irradiacion simple a 4Gy (Figura 3d).

En base a estos datos podemos concluir que las conglutinas 1, B3 y B6 potencian el efecto
de la RI in vitro en lineas celulares tumorales de CM, especialmente 1 sobre la linea

tumoral que corresponde a CM triple negativo, la forma mas agresiva de CM.
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Ejemplo 2: Efecto in vitro de las conglutinas 8 en combinacion con RI sobre la

apoptosis independiente de la caspasa.

Se estudio el efecto citotoxico de la terapia combinada de conglutinas $ y Rl en las tres
lineas tumorales evaluando los niveles de apoptosis a 4 Gy y 6 Gy, dosis en las que se
obtuvo el efecto radiosensibilizador en las tres lineas celulares de CM en el ejemplo 1, ya

que a 2 Gy, solo se encontré una radiosensibilizacion potencial de las células MDA-MB-231.

En esas mismas condiciones experimentales (terapia combinada de conglutinas 8 y Rl en
las tres lineas tumorales a 4 Gy y 6 Gy, a las concentraciones de conglutina 3 elegidas en el
Ejemplo 1) se estudiaron mediante la técnica de Western Blot los niveles de proteina de la
caspasa 3 total, una caspasa ejecutora. Se sabe que la Rl activa la cascada de caspasas, lo
que provoca la apoptosis de las células de CM en condiciones normales. Esta activacion de
caspasas también ha demostrado estimular la repoblacién de células tumorales, lo que
reduce la eficacia de los tratamientos con RI a largo plazo [12]. Asi pues, la apoptosis
independiente de caspasas inducida por las conglutinas 8 podria revertir esos efectos no

deseados.

Ensayo de apoptosis

La apoptosis se analizé utilizando el kit IP-Anexina V (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
EE.UU.). Se sembraron 2x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos para cada linea celular
y se trataron con conglutininas 3 durante 24 horas, en combinaciéon con el protocolo de

irradiacién, como se ha descrito previamente.

A continuacion, se tripsinizaron, se lavaron y se incubaron con AnnexinV-FITC y yoduro de
propidio durante 15 minutos en la oscuridad. Las muestras se analizaron inmediatamente
utilizando el citometro de flup BD FACS Aria Illu (Becton Dickinson, BD Bioscience).
AnnexinV-FITC se detecté mediante un laser azul (488 nm) FSC, con un filtro 502 LP (Long
Pass) y un filtro 530/30. El yoduro de propidio-PI se detecté mediante laser 561 YGL (561
nm), con un LP 600 y un filtro 610/20. La apoptosis se calculd6 sumando las células
apoptéticas (poblacion AnnexinV positiva/Propidium iodide negativa) y las células

apoptéticas tardias (poblacién AnnexinV positiva/Propidium iodide positiva).

En la figura 4 se observa como la apoptosis aumento significativamente en las tres lineas
celulares, dependiendo del tratamiento con conglutina B y de la dosis de Rl. En MCF-7 la
conglutina B3 induce una mayor tasa de apoptosis en comparacion con Rl a 4 Gy (Figura
4a) y no se encontraron diferencias significativas (p<0,05) a 6 Gy, donde todas las

condiciones mostraron tasas apoptoticas extremadamente altas (>50%).
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En las células SK-BR-3 se encontraron diferencias, aunque no estadisticamente
significativas, para 3 a 4 Gy (Figura 4b), en concordancia con lo mostrado en la Figura 3,
mientras que B1 indujo un pico de apoptosis significativo en comparacién con el control a 6
Gy.

Finalmente, en células MDA-MB-231(Figura 4c) 81 y B3 indujeron 4 veces mas apoptosis
en combinacién con una dosis de 4 Gy en comparacién con las células control. 1 mostrd un
aumento significativo del porcentaje de apoptosis a 6 Gy en comparacién con el control
irradiado.

Para dilucidar si el aumento de la apoptosis esta mediado por la activacion de las caspasas,
se analizaron los niveles de proteina de la caspasa 3 total mediante la técnica de
inmunotransferencia, a una dosis de Rl de 4 Gy (Figura 5) y 6 Gy (Figura 6) y utilizando [3-

actina como control.

Los resultados mostraron que ninguna de las tres isoformas de conglutina 3 indujo una
activacion significativa de la caspasa 3 en ninguna de las lineas celulares ensayadas a 4 Gy
(Figura 5). De hecho, las proteinas conglutinas B parecen reducir los niveles de caspasa 3 y
la induccién de apoptosis por B3 (linea celular MCF-7), y 1 y B3 (linea celular MDA-MB-
231), lo que significa que ambas son independientes de la caspasa. Cuando la dosis de RI
se incremento6 a 6 Gy, B3 y B6 produjeron un aumento de los niveles de proteina caspasa 3
en todas las lineas celulares (Figura 6). Este aumento no fue acompafiado de un
incremento en la tasa de apoptosis (Figura 4a, 4b y 4c). Los mayores niveles de apoptosis
a 6 Gy inducidos por B1 (lineas celulares SK-BR-3 y MDA-MB-231) son también
independientes de la caspasa, ya que 31 no mostré ningun efecto de aumento de los niveles

de proteina caspasa 3.

Estas tasas apoptdoticas mas elevadas no se acompafaron de una activacion de la caspasa
3, por lo que las conglutinas 3 inducen una apoptosis independiente de la caspasa, no solo
en tratamiento simple [10], sino también en combinacion con RI. La inhibicién de la caspasa
3 no compromete el potencial terapéutico de la RT y su efecto citotoxico [13]. Debe
considerarse que en los tumores son comunes los defectos en las vias de sefalizacién que
conducen a la activacion de las caspasas, por lo que muchas células tumorales pueden
sobrevivir inesperadamente a la activacién de las caspasas, por o que los mecanismos de
muerte celular independientes de las caspasas resultan de gran interés para el tratamiento
del cancer [14].
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Ejemplo 3: Efecto in vitro de las conglutinas 8 en combinacidén con Rl en las lineas

celulares de CM.

Para dilucidar los efectos sobre las lineas celulares de CM tras el tratamiento combinado
con conglutinas B y RI, se midieron los niveles de ROS intracelulares y de dafio en el ADN
siguiendo las metodologias descritas previamente.

La modulacién de las ROS en las células cancerosas puede representar una posible
estrategia para superar la farmacorresistencia o la radiorresistencia [15]. Se sabe que la Rl
eleva los niveles intracelulares de las ROS, que tienen un doble papel: pueden
desencadenar la muerte celular de forma dependiente de p53 y, a su vez, el aumento de los
niveles de las ROS también esta relacionado con la transicién epitelio-mesenquimal (EMT) y
la transformacién carcinogénica, siendo un potencial factor iniciador de la transformacion
maligna [16].

Cuantificacion de las ROS

Los niveles de las ROS se monitorizaron sembrando 3 x 10° células/pocillo en una placa de
96 pocillos y realizando el tratamiento con proteinas conglutinas  durante 24 horas en
combinacion con el protocolo de irradiacién que se ha descrito previamente (lineas celulares
de CM con conglutinas B durante 24 horas seguido de RI durante 1h utilizando 4 y 6 Gy). A
continuacion, se elimind el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron con 100 ul de 10 uM de diacetato de 2'7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) en medio libre de suero durante 30 min en una incubadora,
con el fin de garantizar las condiciones de cultivo celular. Por ultimo, se midid la
fluorescencia en un lector multimodal triada utilizando una longitud de onda de excitacion de
485 nm y una longitud de onda de emisién de 525 nm. Se entiende que los resultados de
fluorescencia en unidades de fluorescencia relativa (RFU) son comparables a los niveles
intracelulares de las ROS en las lineas celulares, asumiendo mayores niveles para mayor
fluorescencia [10, 17].

El tratamiento combinado con conglutinas B y RI, indujo un nivel general mas bajo de las
ROS en las lineas celulares de CM en comparacion con las células Unicamente irradiadas.
Se observé una desregulacion de los niveles de ROS en funcion de la isoforma de

conglutina B y del tipo de linea celular.

En la linea celular MCF-7, la proteina conglutina 1 indujo un pico de niveles de las ROS a 4

Gy, mientras que se observd una inhibicidon significativa de los mismos a la misma dosis
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para el tratamiento con 33. La terapia combinada con 6 a 6 Gy de tratamiento RI disminuyo
los niveles de las ROS. No se obtuvo ningun efecto significativo cuando el tratamiento se
desarroll6 a 6 Gy con las isoformas de conglutina 31 o 33 (Figura 7a).

En las lineas celulares SK-BR-3 la combinacién del tratamiento B3 y 4 Gy exhibié un
aumento de los niveles de las ROS, mientras que B1 y B3 en combinacion con 6 Gy
redujeron los niveles de las ROS (Figura 7b).

En la linea celular MDAMB- 231 no se encontraron cambios significativos en los niveles de
las ROS a 4 Gy, mientras que se encontré una inhibicién significativa cuando las células
fueron tratadas a la dosis Rl de 6 Gy con todas las conglutinas 1, y B3 y B6 (p < 0,05)
(Figura 7c).

Los resultados mostraron que los niveles de las ROS dependen del tratamiento y de la dosis
de RI, presentando niveles mas bajos de ROS en las mismas condiciones en las que se
indujo una mayor apoptosis con el tratamiento combinado. En algunos casos, las
conglutinas B combinadas con tratamiento Rl inducen picos de niveles de las ROS. Dado
que el papel de las ROS es dual, esos picos podrian corresponder a una acumulacion de las
ROS que conduce a un cambio de sus funciones carcinogénicas a efectos antitumorales a
través de la induccién de la muerte celular como la necrosis o la ferroptosis [16]. El aumento
de los niveles de ROS en esos casos especificos mostré un efecto radiosensibilizador
significativo en relacién con el ensayo de formacion de colonias, por lo que las ROS podrian
potenciar otras muertes celulares independientes de la caspasa en esos casos para obtener

tasas de supervivencia mas bajas sin una tasa de aumento apoptético.

El principal mecanismo de destruccién celular inducido por la radiacion es el daio del ADN,
por lo que los mecanismos de Respuesta al Dafio del ADN (DDR) son cruciales para la
radiorrespuesta [18]. La sensibilidad de las células cancerosas a la radiacion depende en
gran medida de su capacidad para reconocer y responder a las roturas de doble cadena
DSBs que produce la RI. Algunas células cancerosas, normalmente CSCs, promueven la
radioresistencia y la supervivencia mediante la activacién de la DDR y la reparacion del ADN
tras la exposicion a RI [19].

En este contexto, se evalud el dano en el ADN tras el tratamiento combinado de RI con
conglutinas 3, midiendo la yH2Ax fosforilada por citometria de flujo. Los resultados de la
cuantificacion de yH2Ax pueden dar informacién sobre el dafio causado por Rl en el ADN y
la modificacién de la tasa de reparacién en funcién del pretratamiento. Se ha demostrado

que la reparacion eficiente de los DSBs requiere un DDR coordinado que incluye la
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fosforilacidon de la histona H2Ax, formando yH2Ax [20], por lo que su cuantificaciéon no s6lo
muestra informacion sobre el nimero de DSBs sino también sobre la eficiencia de la

reparacion tras el tratamiento.

Dano en el ADN

El dafio en el ADN de las diferentes lineas celulares de CM se cuantificd utilizando el kit de
deteccion de yH2Ax BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, Cat. 554714) y el anticuerpo PE-
CF594 Mouse anti-H2Ax (pS139) (BD Biosciences, Cat. 564719). En este caso, se
sembraron 2 x 10° células/pocillo en placas de 6 pocillos y, a continuacion, se trataron con
las proteinas conglutinas B durante 24 horas en combinacion con el protocolo de irradiacion,
tal como se describe para el resto de experimentos. Tras los tratamientos, las células se
tripsinizaron, se lavaron dos veces, se fijaron y se permeabilizaron utilizando el tampén de
fijacion y permeabilizacion durante 30 minutos a TA. Por ultimo, las células se incubaron con
100 pL del tampdén BD Perm/Wash 1X durante 15 minutos a TA y con el anticuerpo anti-
H2Ax durante 30 min en la oscuridad a TA. Las muestras se analizaron inmediatamente por
citometria de flujo utilizando el citometro de flujo BD FACS Aria lllu (Becton Dickinson, BD
Bioscience). Para la deteccion de la poblacion yH2AX, el fluorocromo rojo PETexas se utilizd
un laser verde amarillo 561 (561 nm), con un filtro 600 LP y 610/20.

El pretratamiento con conglutinas 3 antes de la exposicion a RI redujo drasticamente la
poblacion de yH2AXx fosforilada en comparaciéon con el control sin tratamiento RI, lo que
promovié una reduccion significativa de la tasa de reparacion del ADN después de RI.
(Figura 8). En general, la desregulacion de los niveles de ROS estuvo acompafiada por una

reduccion de yH2Ax fosforilada y una inhibicién de la tasa de reparacion.

El tratamiento de la linea celular MCF-7 con las tres isoformas de conglutina 8 indujo un
efecto reductor significativo en los niveles de yH2Ax fosforilada en comparacion con las
células control irradiadas a 4 Gy, mientras que 33 indujo un efecto reductor significativo en
los niveles de yH2Ax cuando las células se trataron con una dosis Rl superior de 6 Gy
(Figura 8a).

En la linea celular SKBR- 3 no se encontraron cambios significativos para 4 Gy, pero los
tratamientos con todas las isoformas de la proteina conglutina 8 indujeron menores tasas de
reparacion bajo 6 Gy (p < 0,05) en esta linea celular (Figura 8b).
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Por ultimo, en la linea celular MDA-MB-23131 y B3 indujeron una disminucion significativa
de YH2Ax a 4 Gy, mientras que solo 31 combinada con una Rl de 6 Gy indujo niveles
disminuidos de yH2Ax (Figura 8c).

Estos resultados apoyan el papel de las proteinas conglutinas 8 de semilla de altramuz azul
como inhibidores de la tasa de reparacion natural, reduciendo la poblacién yH2Ax fosforilada
tras la exposicion a Rl e impidiendo que los mecanismos de reparacion del ADN de la célula

superen el efecto de RI, controlando el rebrote tumoral tras el tratamiento con conglutinas .

La combinacion de propiedades citotoxicas, apoptosis y muerte independiente de caspasas,
la modulacion de las ROS e inhibicion de la reparacion del ADN confieren a las proteinas

antioxidantes conglutinas B su papel radiosensibilizador.

Ejemplo 4: Implicacién de la via SIRT1/FoxO1 y la autofagia en la radiosensibilizacién

de células CM bajo tratamientos combinados de conglutinas 8 y RI.

Con el fin de dilucidar el posible mecanismo de accion de las conglutinas 3 como
radiosensibilizador en combinacion con R, se analizaron los cambios en las expresiones de

SIRT1 y FoxO1, asi como de marcadores de autofagia, tanto a 4 Gy como a 6 Gy.

El eje regulador SIRT1/FoxO1 es una via sensible a las ROS implicada en la progresion y
agresion del CM [21-24]. Tanto su estimulacion como su inhibicidn es un mecanismo de
gran interés en la terapia del CM, ya que esta via muestra una regulacion dual dependiendo

de p53 y del fenotipo de la linea celular tumoral.

La autofagia es uno de los procesos regulados por la via SIRT1/FoxO1, que esta
estrechamente relacionada con la resistencia a la RI. Para evaluar la autofagia se estudiaron
tras el tratamiento las proteinas LC3B y p62, dos marcadores de autofagia. El papel de la
autofagia con respecto a la RT podria ser dual, por un lado, la inhibicion de los genes
implicados en la autofagia resulta en la radiosensibilizacion tumoral in vitro [25]; pero por
otro lado, induce la radiorrespuesta in vivo [26] ya que la autofagia podria proporcionar una
oportunidad para que las células cancerosas sobrevivan en respuesta a la radioterapia [27].
Evidencias recientes sugieren que la muerte celular por irradiacién podria estar implicada en
la autofagia [28, 29] y otros estudios sugieren que la autofagia podria ser una alternativa de
muerte celular inducida por radiacion en el cancer, para aquellas células que presentan
defectos en la via de la apoptosis [30]. También se ha demostrado que p53 esta implicado
en la muerte celular autofagica en CM inducida por radiacién [31]. Finalmente, un estudio

reciente demostré que la inhibicion de la autofagia sensibiliza las células de CM a la
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radiacion [32]. Todas estas investigaciones recientes ofrecen diferentes posibilidades sobre

el papel de la autofagia en la radiorrespuesta en CM.

Obtencion de proteinas totales y Western Blot de cultivos celulares en diferentes

condiciones experimentales

Células tripsinizadas se lavaron dos veces con PBS helado (después de los tratamientos) y
se incubaron con tampoén de lisis RIPA suplementado con inhibidores de proteasas (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EE.UU.). Las proteinas se cuantificaron mediante el
ensayo de Bradford, se desnaturalizaron y posteriormente se separaron en geles de SDS-
poliacrilamida. Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF
utilizando el sistema de transferencia Bio-Rad Trans Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
EE.UU.).

A continuacion, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios apropiados
contra SIRT1, FoxO1, caspasa 3, LC3B, p62 y actina 3 (Abcam, Cambridge, Reino Unido)
durante toda la noche y, posteriormente, con los anticuerpos secundarios apropiados (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, TX, EE.UU.) durante 1h. Por ultimo, las proteinas se
detectaron utilizando el reactivo de deteccion Western Blot Amersham ECL select (GE
Healthcare, Reino Unido) en la membrana y adquiriendo las imagenes con el sistema de
captura de imagenes ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories, Inc., EE.UU.). Las imagenes de
Western Blot se analizaron y cuantificaron utilizando el software Fidi. Se realizé una
densitometria para cada membrana y se calcularon el area y la intensidad media de cada
condicion. Por ultimo, se calculd la proporciéon entre el control actina B y la proteina de
interés y se comparo con la proporcion del control no tratado en cada caso [10, 17].

Tras la Rl a 4 Gy, las isoformas de proteinas conglutinas 8 inducen una disminucion de la
expresion de SIRT1 en las tres lineas celulares estudiadas (MCF-7, SK-BR-2 y MDA-MB-
231). También se observé una disminucién paralela en la expresion de la proteina FoxO1 en
las lineas celulares MCF-7 y SK-BR-3, mientras que la expresién de la proteina aumento en
el caso de las células MDA-MB-231 (Figura 9).

Por el contrario, cuando la RI fue de 6 Gy, las conglutinas B3 y 36 indujeron un aumento de
la expresion de SIRT1 en la linea celular MCF-7, y la 1 también aumento la SIRT1 en las
células MDA- MB-231. El resto de tratamientos siguen induciendo menores niveles de
expresion de SIRT1. Estos cambios en la expresion de SIRT1 a 6 Gy van acompafados de
cambios similares en la expresion de FoxO1 (Figura 10).
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Los resultados sugieren un doble efecto de SIRT1 en la radiosensibilidad en el CM vy el

importante papel de su actividad a través de FoxO1.

Trabajos recientes demostraron que dirigirse a SIRT1 podria ser una terapia prometedora
para la radiosensibilidad a la RI, ya que su gen en estado “knockdown” suprimia la
tumorigénesis y mejoraba la radiosensibilidad en lineas celulares de CM [33]. De forma
controvertida, varios informes han demostrado que la regulacion al alza de SIRT1 podria
causar radiosensibilidad en células de CM y reducir la poblacién de CSCs, con un papel
importante de IL-6, interleucina que esta regulada por conglutinas 3 [34]. Por otra parte, su
potencial efecto como radiosensibilizador se ha demostrado en lineas celulares CM a pesar
de su efecto sobre la activacion de SIRT1 [35].

Asi pues, se concluye que efecto final del tratamiento con conglutinas  como
radiosensibilizador esta fuertemente ligado a una regulacion a la baja de la via
SIRT1/FoxO1, al estado de p53, a las caracteristicas fenotipicas de la linea celular, a la
dosis de radiacion y a la radiosensibilidad de cada linea celular utilizada [36].

En cuanto al papel de la autofagia, las figuras 9 y 10 muestran los resultados a 4 Gy y 6 Gy
respectivamente de los niveles de LC3B y p62, marcadores de autofagia, tras el tratamiento

con proteinas conglutinas 1, B3y 6.

En la linea celular MDA-MB-231 a 4 Gy para las tres conglutinas 1, B3 y 86, se observo un
aumento de los niveles de LC3B y una disminucion de los niveles de p62. Se obtuvieron los
mismos resultados para 6 a 6 Gy, lo que sugiere que los procesos de autofagia se activan

en estas condiciones (son conglutinas 3 y RI dosis dependientes).

En las células SKBR3 a ambas dosis de Rl se observé una disminucion de la expresion en
LC3B y un aumento de la expresion de p62, mostrando una inactivacion de la autofagia. En

MCF-7 no se observd ninguna regulacion de la autofagia en ningun caso.

Estos resultados confirman el papel dual de la autofagia en la radiosensibilizacién celular,
dependiendo principalmente de la linea celular, el estado de p53, la regulacion de la via

SIRT1/FoxO1 y el contexto celular de estrés (ROS y diferentes dosis de RI).

Ejemplo 5: Efecto in vitro de las conglutinas 8 en combinacién con Rl en las CSCs.

A pesar de sus propiedades terapéuticas en CM, la RI convencional ha mostrado un
potencial aumento del fenotipo de las CSCs como efecto no deseado, pudiendo estar en el

origen del rebrote tumoral y la metastasis como efecto tardio de la RT [37, 38, 39]. Otros
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estudios han demostrado que el fracaso de la RT podria atribuirse a la erradicacion
incompleta de la subpoblaciéon de CSCs [40, 41], por lo que el control de la adquisicion del
fenotipo CSCs y la reduccion de esta subpoblacién proporcionaria mejores resultados
clinicos y una reduccion de los efectos secundarios y de la recaida tras de la exposicion a
RI.

Tras el tratamiento con conglutinas $ y RI, las CSCs de mama se caracterizaron utilizando
marcadores especificos como la actividad de la aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1), que
esta directamente relacionada con el numero de CSCs, y la expresién de marcadores de
superficie CD44high/CD24low, y los resultados se compararon con los de las células de

control irradiadas sin pretratamiento con proteinas conglutina 3 para cada dosis.

Cuantificacion de la actividad enzimatica positiva de ALDH1

Para detectar la actividad de la ALDH1 se utilizé el kit ALDEFLUOR™ (Stem Cell
Technologies, Vancouver, Canada). Tras los tratamientos, las células se sometieron a
tripsinizacion, se lavaron y se incubaron con BODIPY amino acetaldehido (BAAA), un
sustrato fluorescente no téxico para la ALDH, que se convirti6 en BODIPY aminoacato
(BAA) y quedd retenido en el interior de las células. Las células ALDH1+ viables se
cuantificaron por citometria de flujo en un citdmetro de flujo BD FACS Aria lllu (Becton
Dickinson, BD Bioscience). El inhibidor especifico de ALDH1, dietilaminobenzaldehido
(DEAB), se utilizd para controlar la fluorescencia de fondo. Las células ALDH1 positivas se
cuantificaron con un fluorocromo FITC que se detecté mediante un laser azul (488 nm) FSC,
con un filtro 502 LP (Long Pass) y un filtro 530/30 [10, 17].

La actividad ALDH1 disminuy6 significativamente en MCF-7 a 4 Gy cuando las células
fueron ftratadas individualmente con las isoformas de conglutina (1, B3 y p6,
respectivamente, mientras que no se encontraron diferencias significativas a 6 Gy (Figura
11a).

Curiosamente, cuando las células SK-BR-3 fueron tratadas con las isoformas de conglutina
Figura 11b), sélo 1 a 4 Gy mostré un aumento significativo de los niveles de actividad
ALDH1, lo que concuerda con los resultados de supervivencia (Figura 3b) y apoptosis

(Figura 4b) a esta dosis de RI.

Finalmente, los tratamientos en MDA-MB- 231 con 33 y 36 reducen la actividad ALDH1 a 4
Gy, mientras que solo 31 induce esos niveles mas bajos en 6 Gy Figura 11c).
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Es importante mencionar que la actividad ALDH1 se redujo drasticamente con 6 Gy en
comparacion con 4 Gy en células control (no tratadas con conglutinas ) para las tres lineas
celulares. Los tratamientos con conglutinas 3 y 6 en la linea celular MDA-MB-231 a 4 Gy
redujeron los niveles de ALDH1 como la terapia unica con Rl a 6 Gy, es decir, mostraron
porcentajes de ALDH1 similares que el control de 6 Gy (sin tratamiento con proteinas
conglutinas B); y el tratamiento con 6 en MCF-7 a 4 Gy indujo una menor actividad ALDH1
que en las muestras control de 6 Gy. Asi pues, en funcién de la linea celular tratada y la
isoforma de proteina conglutina B, el tratamiento combinado con RI puede llegar a ser mas
efectivo en la disminucién de las CSCs presentes en el tumor que el propio el incremento de
la dosis de la RI.

Caracterizacion de las CSCs mediante citometria de flujo

La caracterizacion fenotipica de las CSCs se realizd utilizando anticuerpos CD44-PE y
CD24-FITC (Biolegend, San Diego, CA, EE.UU.). Tras los tratamientos, las células se
sometieron a tripsinizacion, se lavaron con PBS frio y se incubaron durante 30 minutos en la
oscuridad y a 4°C con ambos anticuerpos. Todas las muestras se analizaron utilizando el
citometro de flujo BD FACS Aria lllu (Becton Dickinson, BD Biosciences). El anticuerpo
CD24-FITC se detecté mediante un laser azul (488 nm) FSC, con un filtro 502 LP (Long
Pass) y un filtro 530/30. CD44-PE se detectdé mediante laser 561 YGL (561 nm), con un filtro
582/15 [10, 17].

Del mismo modo, los tratamientos con conglutinas B disminuyeron la expresion de los
marcadores de superficie celular CD44high/CD24low en las tres lineas celulares ensayadas
en comparacion con las células de control RI. Concretamente, todos los tratamientos
indujeron una menor expresion de los marcadores proteicos CD44high/CD24low en las
lineas celulares MCF-7 y SK-BR-3 a 4 Gy, mientras que sélo la conglutina B3 mostré una

disminucion significativa de estos marcadores de superficie para MDA-MB-231 a 4 Gy.

En la linea celular MDA-MB-231 la Rl de 6 Gy mostr6é que todas las isoformas de proteinas
conglutinas B inducen una disminucion de los niveles de expresion de CD44high/CD24low,
pero solo la conglutina B3 mostré una disminucién significativa de estos marcadores de
superficie en la linea celular MCF-7, y la isoforma 81 en la linea celular SK-BR-3 (Figura
12).

Estos resultados apoyan que la combinacion de conglutinas B y RI regula el fenotipo de

potencialidad en células de CM, inhibiendo la capacidad de la subpoblacién de CSCs de
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auto-renovacion in vitro y previniendo la adquisicion del fenotipo de potencialidad que se

asociada a la terapia con RI de forma unica.

Ejemplo 6: Efecto in vitro de las conglutinas 8 en combinacién con Rl en la capacidad

de autorrenovacion.

Se analizé también la capacidad de autorrenovacion de las células de CM tras los
tratamientos con proteinas conglutinas B seguidos de Rl mediante el ensayo de

mamosferas.

Ensayo de formacion de mamoesferas

Se sembraron 2x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos 2 dias antes de iniciar el ensayo
de formacion de esferas y, a continuacion, se trataron durante 24 horas con las conglutinas
B1, B3 y B6, tal como se ha descrito previamente. A continuacion, se retiré el medio de
cultivo y se irradiaron las células siguiendo el protocolo de irradiacion celular previamente
descrito y se dejaron otras 24 horas en la incubadora. Una vez realizado el tratamiento
deseado, las células se sometieron a tripsinizacion, y se sembraron en una densidad de 1 x
10? células/pocillo por triplicado en una placa de 24 pocillos de fijacién ultrabaja (Corning,
Massachusetts, EE.UU.) en DMEM/F12 suplementado con 1% P/S
(penicilina/estreptomicina), B27 10 ug/ml, 1 ug/mL de hidrocortisona, 4 ng/ml de heparina,
10 ng/ml de EGF y 20 ng/ml de FGF. A continuacion, las esferas se dejaron crecer en la
incubadora durante 5-8 dias. Las esferas de mas de 50 um de diametro se contaron con el
microscopio binocular Leica DM500 [10, 17]. Todos los reactivos se adquirieron en Gibco
(Carlsbad, CA, EE.UU.).

Las conglutinas 1, B3 y B6 redujeron significativamente el nimero de mamoesferas en la
linea celular MCF- 7 (Figura 13). B1 y B3 redujeron el numero de mamoesferas en la linea
celular MDA-MB-231 en ambas dosis de Rl (4 y 6 Gy). Sélo la conglutina 1 en combinacion
con 6 Gy fue capaz de reducir la capacidad de formar esferas de la linea celular SKBR-3. La
caracterizacion de dichas esferas mediante microscopia se muestra en la Figura 13d.

Estos resultados apoyan el efecto de las conglutinas 3 asociada a la terapia con Rl en la
disminucion de la capacidad de auto-renovacion de las lineas celulares tumorales y por

tanto, apoyan su papel en la prevencion de la recurrencia del CM.

Analisis estadistico
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Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado y los resultados se expresaron
como media * desviacion estandar, salvo indicacidn en contrario. Los analisis estadisticos
se realizaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad del conjunto
de datos y el analisis ANOVA de dos vias, con correccion de Dunnett o Tukey utilizando el
software Graphad Prism 9 (GraphPad software LLC, Boston, EE.UU.). Las diferencias
estadisticas entre muestras se consideraron significativas cuando los valores de p fueron p
<0,05 (*), p <0,01 (**) o p <0,001 (***).
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REIVINDICACIONES

1. Proteina conglutina B aislada de semillas de Lupinus angustifolius L. para su uso como

radiosensibilizador en radioterapia.

2. La proteina segun la reivindicacion anterior para su uso como radiosensibilizador en
radioterapia caracterizada por que presenta una identidad de al menos un 95% o de al
menos un 99% o de un 100% con la SEQ ID NO 1 y posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina conglutina 1, o una identidad de al menos un 95% o de al
menos un 99% o de un 100% con SEQ ID NO 3 y posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina conglutina 3, o una identidad de al menos un 95% o de al
menos un 99% o de un 100% con SEQ ID NO 6 y posee la actividad y las caracteristicas

estructurales de la proteina conglutina 36.
3. La proteina conglutina 1, B3 o 6 para su uso como radiosensibilizador en radioterapia.

4. Composiciéon que comprende al menos una proteina segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3 para su uso como radiosensibilizador en radioterapia.
5. La composicion segun la reivindicacion anterior que es una composicion farmacéutica.

6. La composicion segun la reivindicacion anterior que ademas comprende excipientes

farmacéuticamente aceptables.

7. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composiciéon segun
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso como radiosensibilizador en un método

que utiliza radioterapia para el tratamiento del cancer.

8. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicién segun
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso segun la reivindicacién anterior donde el
cancer se selecciona de la lista que comprende cancer de colon, cancer de pancreas,
hepatocarcinoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer de pulmon y cancer

de mama.

9. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composiciéon segun
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso segun la reivindicacién anterior donde el

cancer es cancer de mama.
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10. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicion segun
cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 para su uso segun la reivindicacién anterior donde el

cancer de mama es del tipo triple negativo.
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