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RESUMEN

La deteccién temprana del cancer es uno de los enfoques mas prometedores para
reducir su creciente carga y desarrollar un tratamiento curativo antes de que se
establezca el tumor. El diagndstico temprano del cancer de mama es el mas importante
de todos los tumores, ya que es el cancer mas comun en las mujeres de todo el mundo.
El entorno inmunosupresor reportado en mujeres con cancer de mama, principalmente de
IgG, complica el uso de la respuesta inmune humoral contra el tumor como una
herramienta de inmunodiagndstico. Sin embargo, las respuestas antitumorales de IgM
natural y adaptativa no han sido estudiadas previamente en funcién del desarrollo del
cancer de mama, por lo que IgM no se ha utilizado como una herramienta de
inmunodiagndstico.

En esta tesis se muestra un nuevo enfoque para el analisis de la respuesta inmune
humoral contra antigenos de células 4T1. El estudio se baso en la deteccion por medio de
inmunoblots de 2 dimensiones de antigenos tumorales de células 4T1 con los anticuerpos
IgG e IgM del suero de ratones hembra y macho implantados con células 4T1 en el pezén
de la glandula mamaria y que desarrollaron cancer. Se caracterizo la variabilidad de las
respuestas de IgM e IgG en ratones hembra y macho con cancer de mama en diversas
etapas de desarrollo de la enfermedad, y las propiedades con respecto al reconocimiento
de antigenos se correlacion6 estadisticamente con las variables asociadas con los
individuos y su tumor. Se observé que las respuestas de IgG e IgM fueron diferentes a
través del tiempo y entre los individuos, hubo una alta variabilidad en la respuesta intra-e
inter-raton. Diferentes cantidades de spots se encontraron en las respuestas de IgG e IgM
de las semanas 1 a la 5. En promedio, la respuesta de IgM tuvo mas spots, y la respuesta
de IgG disminuyé con el tiempo en ratones hembra, pero no en ratones machos. IgM
natural de la semana 0 responde mas fuerte que la semana 1. Los antigenos que son
reconocidos por IgM de algunos ratones hembra y macho en la primera semana también
son reconocidos por otros ratones en la semana 0. La respuesta adaptativa de IgM e 1gG
se presento, no obstante, la respuesta de IgM fue mayor y mejor que la respuesta de IgG.
La respuesta de IgM se mantuvo durante el desarrollo de tumores en ambos sexos. La
IgM de los sueros de la primera semana de ratones hembra compartieron el
reconocimiento temprano de 8 antigenos, lo que convierte a estos antigenos en proteinas
notables, los cuales podrian, en trabajos futuros, secuenciarse e identificarse, y asentar
las bases para desarrollar una herramienta de diagndstico temprano.

Cada ratén presentdé un patron especifico de reconocimiento del antigeno, es
decir, una firma inmunolégica representada por un conjunto Unico de antigenos que
fueron reconocidos por IgM o IgG. La firma binomial abre el camino para correlacionar un
patrén particular con resistencia o susceptibilidad. Los datos descritos apoyan la idea de
IgM es una mejor herramienta para el diagndéstico temprano, ya que no esta sujeta a la
inmunosupresion como IgG en ratones hembra con cancer de mama. La posibilidad de
diferenciar entre los anticuerpos IgM adaptativos de los naturales, permitira la
investigacion de IgM adaptativa para inmunodiagndstico temprano.
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ABSTRACT

The early detection of cancer is one of the most promising approaches to
reduce its growing burden and develop a curative treatment before the tumor is
established. The early diagnosis of breast cancer is the most demanding of all
tumors, because it is the most common cancer in women worldwide. The
immunosuppressive environment reported in women with breast cancer, mainly
IgG, complicates the use of the humoral response against the tumor as an
immunodiagnostic tool. Nevertheless, antitumor responses of natural and adaptive
IgM have not been previously studied in terms of development of breast cancer, so
IgM has not been used as an immunodiagnostic tool.

This thesis presents a new approach to the analysis of the humoral immune
response against 4T1 cell antigens. The study was based on detection of 4T1 cells
tumor antigens with IgG and IgM antibodies from serum of female and male mice
implanted with 4T1 cells in the nipple of the breast cancer, using 2-dimensional
immunoblots.

The variability in IgM and IgG responses in female and male mice with
breast cancer at various stages of disease was characterized, and the properties
with regard to antigen recognition were correlated statistically with variables that
were associated with the individuals and tumors. It was noted that the responses of
IgG and IgM were different over time and between individuals, there was a high
variability in the intra-and inter-mouse response. Different numbers of spots was
found in the IgG and IgM responses from week 1 to 5. On average, the IgM
response had more spots, and the IgG response decreased over time in female
mice, but not in male mice. Natural IgM of week 0 replies stronger than week 1.
The antigens that are recognized by IgM of some male and female mice in the first
week are also recognized by other mice at week 0. The adaptive responses of IgM
and IgG were presented; however, the IgM response was higher and better than
IgG response. The IgM response was maintained during the development of
tumors in both sexes. IgM sera from the first week of female mice shared the early
recognition of 8 antigens, making these remarkable protein antigens, which could,
in future, be sequenced and identified, and the groundwork to develop a tool for
early diagnosis can be established.

Each mouse had a specific pattern of antigen recognition -ie, an
immunological signature- represented by a unique set of antigens that were
recognized by IgM or IgG. A binomial signature opens up the way to correlate a
particular pattern with resistance or susceptibility. These data would support that
rationale IgM is a better tool for early diagnosis, because it is not subject to
immunosuppression like 1gG in female mice with breast cancer. The possibility to
differentiate between adaptive IgM antibodies from the natural IgM will allow
investigation of the adaptive IgM for early immunodiagnostic.
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l. INTRODUCCION
I.1. Cancer de mama.

[.1.1. Laimportancia del cancer de mama en el mundo.
El cancer de mama (CaMa) es el cancer mas comun en las mujeres a nivel

mundial, con cerca de 1.67 millones de nuevos diagnésticos al afio (Globocan,
2012), correspondientes al 25% de todos los tipos de cancer femeninos
(Mcpherson et al., 2000; Panieri, 2012).

En el 2008 se registraron 460 mil muertes, de los cuales 269 mil (58%) se
presentaron en paises y poblaciones de ingresos econdmicos bajos y medianos; y
68 mil (15%) fueron personas de 15 a 49 afios de paises de bajos ingresos
(Mathers et al., 2006; Knaul et al., 2008; Panieri, 2012). Las tendencias mundiales
de 1980 al 2010, muestran que la incidencia y la mortalidad han aumentado, sin
embargo, las tasas han aumentado mas rapido en los paises en vias de
desarrollo, empeorando asi la carga de morbilidad y muerte en individuos pobres
(Chavarri-Guerra et al., 2012; Porter, 2008; Globocan, 2012).

En los paises en vias de desarrollo, el CaMa excede las cifras reportadas

para el cancer cérvico-uterino (Panieri, 2012) y de préstata (Knaul et al., 2008).

I.1.2. Laimportancia de estudiar el cancer de mama en México.
Las diferencias socioecondmicas existentes entre los 31 estados y el

Distrito Federal que componen a México, probablemente afectan la incidencia y
mortalidad del CaMa (Palacio-Mejia et al., 2009). Al igual que en otros paises en
vias de desarrollo, en México la mortalidad por CaMa ha aumentado en las ultimas
cinco décadas, de cuatro cada 100 mil habitantes entre 1955 y 1960, a nueve
cada 100 mil habitantes de 1990 al 2008 (Knaul et al., 2008; Bright et al., 2011). A
partir del 2006, el CaMa se convirti6 en la primera causa de muerte entre
mexicanas, con el 14% de las muertes producidas por cancer (Chavarri-Guerra et
al., 2012).

En México en el 2006, el cancer cérvico-uterino pasé a ser la segunda
causa de muerte después del CaMa. A principios de 1990, su mortalidad bajo
debido a las pruebas de Papanicolaou y a la disminucion de la natalidad (Lazcano-
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Ponce and Allen-Leigh, 2009; Palacio-Mejia et al., 2009). Por el contario, el
numero de muertes por CaMa incrementé de manera anual de tal forma que para
1979 existieron 1,144 muertes, y en el 2006 se registraron 4,497 casos (Figura 1)
(Palacio-Mejia et al., 2009).

En el 2006, el CaMa ocasiono el 60% de las muertes en mujeres de 30 a 59
afos, ademas de convertirse en la segunda causa de muerte mas comun entre
mujeres de 30 a 54 afios de edad, y la tercera mas comun entre mujeres de 30 a
59 afos de edad (después de la diabetes y las enfermedades cardiovasculares)
(Knaul et al., 2008).

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

Figura 1. Namero de defunciones por cancer cervical y cancer de mama, México,
1979 a 2006. Estadisticas vitales de mortalidad 1979 a 2006 INEGI/SSA
(Palacio-Mejia et al., 2009).

A nivel regional, el CaMa se presenta en mayor incidencia en estados del
norte (11.8 cada 100 000 mujeres) y en el Distrito Federal (13.2 cada 100 000
mujeres). No obstante, el riesgo de las mujeres de morir por CaMa en zonas
urbanas ha ido disminuyendo, mientras el riesgo aumenta en mujeres de areas
rurales. Esta tendencia general ascendente de la mortalidad por CaMa se debe a
la ausencia de infraestructura en el tamizaje y a la falta de una herramienta de
diagndstico temprano en México (Palacio-Mejia et al., 2009; Chavarri-Guerra et al.,
2012).
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1.1.3. Tipos de cancer de mama (American Cancer Society, 2015,
National Breast Cancer Foundation, 2015).

Existen diferentes tipos de CaMa de acuerdo a la forma en que las células
cancerosas se observan histolégicamente. La mayoria de los casos de cancer
mamario son carcinomas, un tipo de cancer que comienza en las células
epiteliales. A su vez, el CaMa es un carcinoma llamado adenocarcinoma, el cual
se presenta en tejido glandular. Hay diversos tipos de cancer de mama, y algunos
son muy raros.

El carcinoma ductal in situ es el tipo de CaMa no invasivo mas comun y se
desarrolla en los ductos que transportan la leche de los I6bulos al pezén. El
carcinoma ductal invasivo es el CaMa invasivo mas comun, se produce en los
ductos y se esparce hacia los tejidos adiposos de la mama y hace metastasis a
otros érganos. El carcinoma ductal in situ y el invasivo representan el 90% de los
casos (Figura 2a). El carcinoma lobular in situ se presenta en las glandulas que
producen la leche y es un CaMa no invasivo, aunque también puede haber
carcinoma lobular invasivo (Figura 2b). Estos tipos de cancer se presentan en
so6lo el 10% de los casos.

Hay un tipo mucho menos comun de CaMa que es el inflamatorio (Figura
2c).
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Figura 2. Tipos de cancer de mama. a) Carcinoma ductal in situ e invasivo. b)
Carcinoma lobular in situ e invasivo. ¢) Cancer de mama inflamatorio.
(American Cancer Society, 2015, National Breast Cancer Foundation,
2015).

1.1.4. Clasificacion del cadncer de mama.
El CaMa se estratifica en cinco estadios, el 0 que corresponde a pacientes

con un crecimiento canceroso in situ; el |, que generalmente involucra un tumor
menor a 2 cm de diametro en etapas tempranas de vascularizacién, no presente
en los ganglios y sin metastasis; en el Il, los pacientes presentan un tumor
vascularizado, con un diametro mayor de 2 cm y menor a 5 cm, ya se difuminé a
los ganglios, pero que aun no presenta metastasis; en el estadio lll, los pacientes
presentan un tumor con un diametro mayor a 5 cm y ya se extendi6 a los nédulos
supraclaviculares; y el 1V, donde los pacientes ya presentan focos de crecimiento
metastasico. La mayoria de las pacientes en México llegan a los servicios de
oncologia entre los estadios Il y IV (Dehesa et al., 2007).

La clasificaciéon del CaMa, que se establecié por estudios de expresiéon

génica, se da de acuerdo a la presencia de receptores hormonales en la célula

4
L O D



tumoral, asi como de la presencia o no de la proteina HER2 (The human
epidermal growth factor receptor 2) (Perou et al., 2000).

La mayoria de los casos de cancer de mama son de receptores de
hormonas positivos. Aproximadamente el 80% de los casos de CaMa son de
receptores de estrégeno positivos (RE+). Alrededor del 65% de los casos de
CaMa son receptores de estrégeno positivos y tienen también receptores de
progesterona positivos (RE+/RP+), lo que significa que las células tienen
receptores para ambas hormonas, que podrian estimular el crecimiento del cancer
de mama. El 13% de los casos son de receptores de estrogeno positivos y de
receptores de progesterona negativos. Esto significa que el estrégeno (pero no la
progesterona) puede estar estimulando el crecimiento y la propagacion de las
células cancerigenas (RE+/RP-). S6lo el 2% de los casos son de receptores de
estrégeno negativos y de receptores de progesterona positivos. Esto significa que
la hormona progesterona probablemente esta estimulando el crecimiento de este
cancer. Solamente una pequefia cantidad de casos de cancer de mama dan
resultados negativos para receptores de estrogeno y positivos para receptores de
progesterona (RE-/RP+). Si las células del CaMa no tienen receptores para
ninguna de las dos hormonas, se considera cancer de receptores de hormonas
negativos. Aproximadamente el 25% de los casos entran en esta categoria (RE-
/IRP-) (BreastCancer.org, 2015), y si tampoco presentan receptores para HER2,
entonces se denominan Triple negativos (Lee et al., 2015).

Los tumores con receptores hormonales positivos para estrogenos y
progesterona, llamados también hormono-dependientes, son los tumores con
mejor prondstico. En los tumores HERZ2 positivos, la célula tumoral tiene la
proteina HER2 sobre-expresada y no contiene receptores para estrogenos o
progesterona. En los tumores triples negativos la célula tumoral no posee
receptores para estrogenos o progesterona, y tampoco sobre-expresan la proteina
HER2. Por ultimo estan los tumores con receptores positivos para estrogenos y/o
progesterona, y también sobre-expresan la proteina HER2 (Irvin and Carey, 2008;
Eiermann et al., 2012; Reis-Filho and Pusztai, 2011; Sotiriou et al., 2003).
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De un total de 2074 mujeres latinas con CaMa atendidas en el Instituto
Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México, entre 1998 y 2008, el 57%
tuvieron tumores hormonales receptores-positivos, 20% tuvieron HER2-positivos, y
23% tuvieron tumores triple-negativos (Lara-Medina et al., 2011). La prevalencia
de estas mujeres con tumores triple negativos fue mas alta que lo reportado en
pacientes caucasicas (10-13%) y similar a lo presentado en diversos estudios de
pacientes latinas realizados en Estados Unidos, en las cuales la proporcion de
tumores con receptor de estrogenos-negativo estd entre 17 y 30%, mientras la

distribucion de tumores HER2-positivos fue uniforme (Patel et al., 2010).

1.1.5. Factores de riesgo que contribuyen al desarrollo del cancer de
mama.

Los factores de riesgo que se relacionan con el desarrollo de CaMa son
tener una historia de cancer familiar o personal, menarca temprana; nuliparidad,
pocos embarazos y a una edad tardia; menos lactancia materna, menopausia
tardia, terapia de reemplazamiento hormonal y/o la toma de anticonceptivos orales,
factores de riesgo ambiental, estilo de vida como nutricidon (altos niveles de lipidos
y colesterol en sangre, y gran consumo de grasas), fumar, consumir alcohol;
exposicidon a radiacion ionizante, factores psicosomaticos; y presencia de
enfermedades benignas en las mamas (Moore and Moore, 1983; Mcpherson et al.,
2000; Dupont and Page, 1985; Pappo et al., 2007).

1.1.6. Prevencién y control del cancer de mama.
La deteccion del cancer en etapas tempranas, proporciona un mejor

diagndstico y requiere de menor tratamiento (Etzioni et al., 2003; Panieri, 2012),
los pacientes viven mas tiempo y les va mucho mejor que a pacientes con cancer
avanzado (Levenson, 2007; Panieri, 2012). El reto consiste en la deteccion de
tumores en las primeras etapas en la poblacion de alto riesgo, donde la incidencia
de la enfermedad se incrementa significativamente (Etzioni et al., 2003; Desmetz
et al., 2011). Los principales factores para la deteccion temprana del cancer son la
educacion y un diagnostico certero, por lo que el desarrollo de herramientas de
dictamen temprano es importante. Las herramientas que reconocen posibles
sefales de advertencia de cancer conllevan a un diagnostico temprano a través de
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pruebas sencillas en una poblacion sana con el fin de identificar a las personas
que tienen la enfermedad, pero que aun no tienen sintomas (WHO, 2015a). Los
diagnosticos basados en los sintomas son inaceptables para el CaMa porque los
sintomas suelen aparecer cuando los tumores son grandes (Lu et al., 2008). En la
mayoria de los casos el CaMa es diagnosticado cuando las mujeres ya necesitan
intervencién quiruargica (Anderson et al., 2003).

Las mujeres que se auto exploran las mamas son capaces de detectar
lesiones de al menos 1 cm, y de 0.5 cm si son lesiones superficiales (Brandan and
Navarro, 2006). A pesar de que la autoexploracién no refleja una disminucién en la
mortalidad, podria considerarse que ayuda a un mejor prondstico, ya que se
detectan lesiones en etapas clinicas | y Il (Miller, 1993). No obstante, en el 90% de
los casos de cancer de mama en México son detectados porque la propia paciente
detecta un abultamiento, y en estos casos ya se trata de un estadio avanzado de
la patologia (Lopez-Carrillo et al.).

En 2003, el Ministerio de Salud dio a conocer regulaciones oficiales de salud
y legislacion referente al manejo del CaMa a través de la Norma Oficial Mexicana
NOM-041-SSA2-2002, para la prevencion, diagndstico, tratamiento, control y
vigilancia epidemiolégica del cancer de mama, cuyo finalidad es promover la
deteccién temprana por medio cuatro métodos de monitoreo: la autoexploracion, la
exploracion clinica, y ultrasonido Doppler y la mamografia (Norma Oficial Mexicana
NOM-041-SSA2.2002, 2003; Knaul et al., 2009; Panieri, 2012).

Las mujeres de 26 anos o0 mas deben de someterse a una examinacion
clinica anual por personal calificado, y ultrasonido doppler. La mamografia se
recomienda una o dos veces al afo a mujeres de 40 a 49 anos de edad con
factores especificos de riesgo, y anualmente para mujeres de 50 anos y mayores
(American Cancer Society, 2015, Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2.2002,
2003). Estudios han establecido que la mamografia reduce la mortalidad del CaMa
en mujeres entre el 7 a 23% (Berry et al., 2005).

En México es importante mejorar y ampliar el tamizaje para la deteccién
temprana del cancer de mama: solo del 5 al 10% de los casos en México se
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detecta en las fases iniciales de la enfermedad, en comparacién al 50% que se

detectan en Estados Unidos.

1.1.7. El cancer de mama en hombres.
El CaMa en hombres es una enfermedad rara que se presenta en menos del

1% de todos los canceres de mama de los paises desarrollados (Anderson et al.,
2004). Por la rareza del CaMa en hombres, el tratamiento viene de lo sabido del
CaMa en mujeres (Korde et al., 2010).

La etiologia de este tipo de cancer es poco entendida, pero estan implicadas
variaciones en los indices de testosterona y estrégeno (Sasco et al., 1993). Los
hombres que tuvieron orquitis por el virus de las paperas, testiculos sin descender,
o dafo testicular tienen mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, quiza por
una deficiencia en los niveles de androgenos o un exceso en los niveles de
estrégenos (Thomas et al., 1992). La obesidad es un riesgo porque los niveles de
estrégenos se ven afectados por la aromatizacion periférica de androgenos
(Ravandi-Kashani and Hayes, 1998). Los factores ambientales también son un
riesgo, ya que los hombres que laboran en fabricas de acero sufren de supresion
de la funcién testicular por exposicion a calor, radiacién (Crichlow, 1972) y a
campos electromagnéticos (Demers et al.,, 1991). Otros factores de riesgo de
cancer son el uso de drogas, trauma de pecho, fumar, usar anfetaminas y una
historia familiar de CaMa tanto en hombres y mujeres (Demeter et al., 1990).

La edad reportada de presencia de CaMa en hombres es de los 60 a 65
afos, es decir, 10 afios mas que en la media que se presentan en mujeres con
CaMa (Ravandi-Kashani and Hayes, 1998). El hallazgo clinico del 75 al 90% de
los pacientes es una masa sin dolor de un diametro de 3.0 a 3.5 cm, pero pueden
haber dentro del rango de 0.5 a 12.5 cm. Ademas de que la enfermedad tiene
predileccion por la mama izquierda (Scheike, 1973).

El carcinoma ductal con infiltracion es el subtipo mas comun, con el 70% de
los casos. ElI 15% de los pacientes con enfermedad localizada tienen so6lo
carcinoma ductal in situ. No existe el carcinoma lobular porque la mama de los
hombres es rudimentaria y no posee l6bulos (Ravandi-Kashani and Hayes, 1998).

El CaMa en hombres tiene una mayor preponderancia de la enfermedad en etapa
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[l con un 22% en comparacion del 6% en mujeres; al mismo tiempo, hay una
mayor incidencia de nddulos linfaticos positivos (60%) en hombres que en mujeres
(38%), lo que se ha ligado a un pobre prondstico (Borgen et al., 1992).

El tamano del tumor en hombres es mas pequeio que los tumores palpables
de mujeres, lo que los hace mas propensos a sufrir metastasis. En hombres, la
enfermedad avanza mas rapido y posee mayor infiltracion en la piel; es mas
comun que los nédulos axilares estén involucrados, y que haya mas metastasis
hacia estos. Todas las caracteristicas mencionadas convierten al CaMa de

hombres en un tumor biolégicamente mas agresivo (Crichlow and Galt, 1990).

[.2. La inmunologia del cancer de mama.

1.2.1. Aspectos generales.
La participacion efectiva del sistema inmune en los tumores mamarios fue

observada desde 1949 cuando se reporté la presencia de infiltrado linfoide (Moore
and Foote, 1949). El CaMa es una enfermedad que se mantiene latente por un
periodo largo de tiempo, en el cual el sistema inmune puede inhibir el desarrollo
de células tumorales o aceptarlas como —ppias”. Las células tumorales exhiben
gran variabilidad antigénica durante su desarrollo, lo que no permite una respuesta
favorable y muchos tumores escapan al sistema inmune (Hadden, 1999; Dunn et
al., 2004; Huang et al., 2000; Cimino-Mathews et al., 2015).

Mutaciones secuenciales en el DNA de la célula tumoral inducen cambios
en las concentraciones hormonales, en la produccion de enzimas y citocinas, asi
como en la expresidon de nuevos antigenos (Ags), lo que posibilita que las células
transformadas escapen del control homeostatico y resistan a la eliminacién por los
mecanismos de la respuesta inmune (Hadden, 1999; Dunn et al., 2004).

Las alteraciones del sistema inmune tienen relacion con la etapa clinica de
la enfermedad. En etapas iniciales del cancer de mama, la respuesta de
hipersensibilidad retardada cutanea a Ags de memoria se encuentra conservada,
hay niveles normales en el numero total de linfocitos T, y sin alteraciones de la
relacion CD4:CD8 en sangre periférica. Asimismo, se mantienen los valores

normales de células B y de las inmunoglobulinas G (IgG), IgA e IgM en periferia.
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Las células NK (del inglés Natural Killer) se conservan en numero y funcién. Sin
embargo, en estadios avanzados del CaMa los parametros anteriores estan
alterados cuantitativa y cualitativamente (Kim et al., 2006; Faxas et al., 1987;
Arango et al., 1999, 2002).

[.2.2. Inmuno-vigilancia e inmunidad innata en el Cancer de mama.
Paul Ehrlich en 1909 postulé que el sistema inmune no solo elimina las

bacterias patdgenas, sino que también suprime el crecimiento de carcinomas con
gran frecuencia, proporcionando Acs contra células malignas (Vollmers and
Brandlein, 2006b).

Cincuenta anos mas tarde, Macfarlane Burnet y Lewis Thomas revisaron el
tema de la proteccion inmunoldgica natural contra el cancer. Burnet considero la
tolerancia inmune, con respecto a que los neo-Ags especificos de las células
tumorales podrian causar una reaccion inmunoldgica efectiva que elimine el
desarrollo de células cancerigenas, y definid el concepto de inmunovigilancia
(Burnet, 1971; Dunn et al., 2004). Las células transformadas se eliminan mediante
el proceso de la inmunovigilancia que consiste en una respuesta inmune inmediata
que proporciona Acs contra células malignas, y una respuesta inmune secundaria
heredada derivada de las células B (Milner et al., 2005; Karin et al., 2006; Vollmers
and Brandlein, 2006b; a).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa y estimula la respuesta
inmune adaptativa (Hoebe et al., 2004). La inmunidad innata se distingue por
utilizar receptores de la linea germinal no reordenados, como los receptores tipo-
Toll (TLR), que no reconocen estructuras especificas individuales, pero si patrones
moleculares especificos asociados a patdégenos, y por lo tanto carece del
reconocimiento  especifico con restriccion del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC del inglés Major Histocompatibility Complex). Estos
patrones especificos son estructuras conservadas y repetitivas tales como
carbohidratos en glicoproteinas y glicolipidos (por ejemplo, lipopolisacaridos), que
se expresan de forma independiente a eventos mutacionales (Janeway, 2013) y
son detectados de forma independiente de células T (Vollmers and Brandlein,

2006b). Entre las células representativas de este tipo de inmunidad se encuentran
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las células NK CD3-, las células T asesinas naturales (NKT) CD3+, y los
macrofagos (Rodriguez and Padilla, 2008).

En cuanto a la participacion de la respuesta inmune innata para la
eliminacion de las células tumorales del CaMa, se ha reportado que las células
NKs poseen capacidad efectora citotéxica mediada por exocitosis de granulos y
apoptosis mediada por Fas (Molling et al., 2005; Moretta et al., 2002), ademas de
producir moléculas asociadas a efectos anti-tumorales (Roda et al., 2006), y que
su actividad citotdxica esta regulada por receptores de inhibicion y de activacion.
Los receptores de inhibicion de citotoxicidad KIR (del inglés Killer Inhibition
Receptors) reconocen al MHC Clase |, por lo que las NKs son capaces de
identificar a los tumores mamarios que pierden moléculas MHC clase | durante la
carcinogénesis (Moretta, M. and Ciccone, 1994; Moretta et al., 2002; Stein et al.,
2006).

Otro receptor importante de las NKs es el NKG2D, que reconoce células
tumorales de CaMa. Los ligandos de NKG2D censan el dafio al ADN en las
lesiones pre-neoplasicas o tumores invasivos, lo que explica por qué las células
tumorales son reconocidas por el sistema inmune innato y como consecuencia
activan la respuesta adaptativa. Los ligandos del NKG2D son inducibles por la
transformacién maligna, y se denominan MIC, que se expresan como TAA
(Antigenos Asociados a Tumor) en CaMa, se liberan a la circulacion como MIC
solubles e inducen la modulacién negativa de NKG2D (Spies, 2005). Las células
NK también son reguladas por citocinas del microambiente tisular, entre ellas IL-2,
IL-12 e IL-21, que median gran parte de su actividad anti-tumoral a través de la via
NKG2D (Gasser et al., 2005). En pacientes en los que no progresé el CaMa, se
observo un incremento de la actividad de las células NK (Carson et al., 2004), por
lo que la funcion natural se ha asociado a una respuesta anti-tumoral (Hadden,
1999; Dunn et al., 2004; Faxas et al., 1987).

En cuanto a las células dendriticas (DC del inglés Dendritic Cells), éstas
son las células presentadoras de Ags mas eficientes en la activaciéon de células T
y pueden presentar Ags relacionados con el CaMa por tres vias diferentes: a

través de moléculas MHC clase |, clase Il (presentacion clasica) y a través de CD1
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(presentacion no clasica) (Cho and Bhardwaj, 2003; Allison, 2005). Las DCs
pueden ser activadas por sefales inflamatorias o —depeligro” provenientes de las
células tumorales mamarias y asi activar a los linfocitos T CD4 y CD8. Las DC en
pacientes con CaMa en etapa temprana exhiben morfologia de tipo inmadura,
mientras pacientes con CaMa avanzado exhiben un alto grado de apoptosis. En
pacientes con metastasis se aprecia una mayor expresion de moléculas co-
estimuladoras de DCs (CD83) en el ganglio centinela y por consiguiente un
aumento de RNAm del IFN-y (Interferon gamma), IL-12p40 (Subunit beta of
interleukin 12) e IL-10 (Matsuura et al., 2006).

1.2.3. Auto-anticuerpos y antigenos asociados a tumores de cancer de
mama.

El CaMa es una enfermedad heterogénea con tumores que expresan una
variedad de proteinas aberrantes (Molina et al., 2005). Tanto IgM natural como
adaptativa pueden reconocer como extrafios a los TAA que han sufrido
modificaciones post-traduccionales. IgM natural también media la destruccion del
tejido tumoral al reconocer Ags de carbohidratos asociados a tumor (TACA por sus
siglas en inglés) (Monzavi-Karbassi et al., 2007). La presencia de modificaciones
post-traduccionales tales como glicosilacion, fosforilacion, oxidacion y protedlisis
pueden inducir una respuesta inmune mediante la generacion de un nuevo
epitope, al estimular la presentacion al MHC o al receptor de células T (Anderson
et al., 2008; Tan et al., 2009). Las proteinas de las células modificadas estan mal
localizados, mutadas, mal plegadas o la expresion es aberrante, y se asocian con
procesos cancerigenos (como progresion del ciclo celular, transduccion de
senales, proliferacion y apoptosis) (Tan et al., 2009; Anderson et al., 2008). Los
glicanos de superficie celular que son secretados en el suero por células malignas
proporcionan un mecanismo para el seguimiento de la carga tumoral. Muchas
células malignas, pero no células normales, sobre-expresan CD20, ECFR, y
HERZ2, lo que permite que estas proteinas sean utilizadas como una herramienta
de diagndéstico, pero no diagndstico temprano (Shishido et al., 2012; Kobata and
Amano, 2005).
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Los auto-Acs contra TAA que se encuentran en el suero de pacientes con
cancer de mama, se pueden detectar faciimente, ademas de ser inherentemente
estables y persistentes en el suero durante un periodo relativamente largo al no

sufrir protedlisis, como otros polipéptidos (Tan et al., 2009).

1.2.3.1. Anticuerpos IgM dirigidos contra antigenos tumorales
asociados al cancer de mama.

Es importante considerar ambos tipos de IgM con el fin de desarrollar una
herramienta para el diagndéstico temprano, antes que el tumor se haya establecido,
ya que IgM natural e IgM adaptativa ejercen un efecto citotoxico directo sobre las
células tumorales.

En la actualidad, hay pruebas de sangre que identifican Ags tumorales en
altos niveles en pacientes con enfermedad metastasica, pero son poco sensibles
para su uso en el diagnostico temprano del CaMa (Molina et al., 2005). Los TAA
modulan la sefalizacion transmembranal que se requiere para la proliferacion,
invasién y metastasis de células tumorales (Shishido et al., 2012). IgM natural e
IgM adaptativa producidas contra TAA se puede utilizar como una sefial temprana
del CaMa in vivo y permitir una deteccion mas temprana que los métodos actuales
no permiten. Ademas, IgM natural se detecta en la etapa asintomatica de cancer,
hasta 5 afios antes de la aparicién de la enfermedad (Fernandez Madrid, 2005).
Existen biomarcadores de diagnéstico de CaMa basados en IgG que estan en fase
de desarrollo, y cientos de auto-Ags o TAA reconocidos por auto-Acs que se han
identificado, no obstante, no existen marcadores seroldgicos definitivos basados
en Acs para el diagnéstico temprano del cancer.

Algunos Acs IgM monoclonales se han aislado de los tumores de los
pacientes, ya que este ultimo elimina al tumor mediante apoptosis inducida in vivo
(Vollmers and Brandlein, 2005a) por la via independiente del dominio de la muerte
celular debido a la unién a receptores de superficie especificos que inducen estrés
celular (Vollmers and Brandlein, 2009).

En la Tabla 1 se muestran ejemplos de Acs IgM usados en el estudio de

Ags tumorales de cancer de mama.
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Tabla 1.

Anticuerpos IgM
cancer de mama.

usados en el estudio de antigenos tumorales de

Anticuerpo
IgM

Blanco/Receptor

Descripcion

Referencia

FC-2.15

de
de

Motivos
carbohidratos
diferentes
glicoproteinas

Anticuerpo monoclonal murino. Reconoce células de
cancer de mama en especifico los motivos de
diferentes glicoproteinas y es capaz de mediar la lisis in
vitro de células antigeno-2.15+ por complemento.
Induce respuesta anti-tumor.

(Capurro et
al., 1998)

SC-1

Epitope de
carbohidrato

especifico del
Decay Acceleration
Factor-B (DAF o

CD55).

Anticuerpo natural. Induce apoptosis por cross-linking
del receptor, tanto in vitro como en sistemas
experimentales in vivo.

(Liu et al.,
2013)

PAM-1

CFR-1  (Receptor
del factor de
crecimiento de
fibroblastos rico en
cisteina).

Anticuerpo monoclonal. Bloquea los receptores de
factores de crecimiento, tales como EGFR o FGFR
sobre-expresados en las células malignas, conduce a
la inanicion y muerte celular.

(Brandlein
et al., 2004)

SAM-6

Variante de GRP78
con peso molecular
de 82 kDa sobre
expresadas en
células tumorales.

Anticuerpo natural. Es internalizado a través de
endocitosis a la célula tumoral y es responsable de una
acumulacion letal de lipoproteinas oxidadas seguida de
apoptosis.

(Brandlein
et al., 2007;
Pohle et al.,
2004)

3EL.2

Antigeno Sérico
mamario (MSA)

Anticuerpo monoclonal murino. La identificacion de
MSA en sangre podria utilizarse como diagndstico, al
encontrarse anormalmente elevada en pacientes con
cancer de mama.

(Verring et
al., 2011)

IgM anti-
P10s

P10s reconoce
Glico-esfingolipidos
(GSL), como GD2,

Media la citotoxicidad dependiente de complemento. Es
mas citotoxica para las células tumorales que
anticuerpos que reconocen proteinas, los cuales matan
células tumorales por citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos.

(Ragupathi
et al., 2005;
Wondimu et
al., 2008;
Pashov et
al., 2009)

IgM anti-
MUC1

GM2, y el antigeno
Lewis’ (LeY).

Mucina epitelial
polimérfica (PEM o
MUC1 en los
epitopes CA 153 y

CA  2729) vy
MUC16 (CA 125)

Anti-MUC1 puede controlar la diseminacion tumoral
hematogena y el crecimiento, ayudando a Ila
destruccion de las células tumorales que expresan
MUCH1, ya sea que circulen o que estén establecidas.

(von

Mensdorff-
Pouilly et
al.,,  2000;
Gilewski et
al., 2000)

IgM anti-
CEA

Antigeno
Carcinoembriogénic
o (CEA)

CEA se ha encontrado en pacientes con carcinoma
ductal in situ, por lo que puede ser un marcador
temprano del proceso tumorogénico.

(Conry et
al.,,  2000;
Albanopoul
os et al,
2000)
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[.2.4. Anticuerpos IgM.
IgM, que tiene cadenas pesadas J, es siempre la primera clase de

anticuerpo (Ac) producido por una célula B en desarrollo, aunque muchas células
B eventualmente hacen -switch” a otras clases de anticuerpos (Acs) (Racine et al.,
2011); ademas, es la primera en ser secretada a la sangre en las primeras etapas
de la respuesta hacia la exposicion a un Ag. IgM natural es parte de la primera
linea de defensa del organismo, al no requerir estimulo antigénico para su
produccion. En su forma secretada, IgM es un pentamero compuesto de cinco
unidades de cuatro cadenas, dando un total de 10 sitios de unién a Ag, que ofrece
una valencia superior a las estructuras de otras inmunoglobulinas, permitiendo asi
una alta avidez de union a Ags (Bendtzen et al., 1998). Cada pentamero contiene
una copia de otra cadena de polipéptidos llamada cadena J (joining) (Figura 3)
(Alberts et al., 2002).

Se ha demostrado que IgM regula el desarrollo de células B (Lim et al.,
2005), para facilitar la eliminacion de células apoptéticas (Shaw et al., 2000),
modula las respuestas inflamatorias (Zhang et al., 2004) y enfermedades
autoinmunes (Ray et al., 1996), y la eliminacion de las células cancerosas
(Vollmers and Brandlein, 2009).

La unién de un Ag a una sola molécula de IgM pentamérica secretada
puede activar el sistema del complemento. Cuando el Ag se encuentra sobre la
superficie de un patdgeno invasor, de células senescentes, restos celulares, célula
pre-cancerosa O cancerosa, y se da la activacion del complemento, éste puede
marcar cualquiera de los patdgenos o células transformadas para fagocitosis o

matarlo directamente (Alberts et al., 2002).
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Figura 3. Representacién esquematica de IgM unida a membrana y de IgM
secretora. Los linfocitos B presentan IgM (mIgM) unida a la membrana en su
superficie como parte central del BCR (A). Una vez en la etapa de células
plasmaticas, éstas producen IgM secretora (slgM) en forma "pentamérica" (B).
Las cadenas pesadas y las cadenas ligeras consisten en diversos dominios
dentro de la inmunoglobulina VH, CH1-4; VL, CL se muestran en colores. Los
glicanos y enlaces disulfuro intra- e inter-subunidades entre cadenas pesadas,
cadenas ligeras y cadena J también se muestran. La cadena pesada en migM
difiere de la cadena pesada en sIlgM en su C-terminal, una tiene un dominio
transmembranal (TMD) y la otra una regién rica en cisteina (TP),
respectivamente (Anelli and van Anken, 2013).
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[.2.4.1. Anticuerpos IgM naturales.
Los Acs naturales son predominantemente IgM, aunque también existen

IgA e IgG (Casali, P. and Schettino, 1996; Coutinho et al., 1995; Panda and Ding,
2014), son poli-reactivos y de baja afinidad (Lopes-Carvalho and Kearney, 2004).

IgM natural circula en individuos sanos aun en ausencia de estimulacion
antigénica exdgena o selecciéon impulsada por Ags (Madi et al., 2009; Merbl et al.,
2007). El nivel de IgM natural en el suero de los recién nacidos y en animales que
crecen bajo condiciones estériles y con una dieta libre de Ags no difiere de la de
animales normales (Klimovich, 2011); también se encuentran en los seres
humanos (Schettino et al., 1997).

IgM natural juega un papel importante en los mecanismos de defensa
primario (Bohn, 1999; Boes, 2000; Brandlein et al., 2003). Estan involucrados en el
reconocimiento temprano y la eliminacion de invasores bacterianos y virales, y de
materiales propios alterados del organismo, ya que reaccionan con receptores de
la superficie celular, y reconocen y eliminan células apoptéticas y senescentes,
restos celulares, y Ags "propios" (Volimers and Brandlein, 2006b, 2009;
Baumgarth, 2011; Nagele et al., 2013; Bohn, 1999). Los auto-Acs naturales IgM
pueden ayudar a suprimir las respuestas patogénicas de auto-Acs IgG (Boes et
al., 2000).

IgM natural se asocia con el reconocimiento y la eliminacion de células
precancerosas y cancerosas (Vollmers and Brandlein, 2009; Brandlein et al., 2003;
Vollmers and Brandlein, 2005a; Brandlein et al., 2004; Vollmers and Brandlein,
2005b; Manson et al., 2005). Se une preferentemente a Ags modificados post-
transcripcionalmente de la superficie celular que son especificos de tumor, debido
a que IgM natural reconoce estructuras conservadas de epitopes de carbohidratos
(Hensel et al., 2001; Brandlein et al., 2003; Hensel et al., 1999; Rauschert et al.,
2008; Kobata and Amano, 2005). Los epitopes de carbohidratos reconocidos por
IgM natural se expresan de forma estable en una variedad de tumores y en
diversas etapas precursores. A diferencia de los epitopes basados en péptidos de
cadena simple, los glico-epitopes comparten homologias estructurales mas alla de
los limites de las familias de proteinas. Los glico-epitopes reaccionan de forma
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cruzada y son preferidos como objetivos para los Acs IgM natural (Vollmers and
Brandlein, 2006b).

Los Acs IgM natural son producidos por un pequefio sub-set de células B1 o
CD5+ y células B de la zona marginal (MZ), las cuales no requieren maduracién
de la afinidad para proporcionar proteccién temprana (Milner et al., 2005). Las
células B-1 poseen el fenotipo B220"“IgM"CD23"°"'CD43*IgD'". Estas células
exhiben caracteristicas de las células activadas y son mas grandes en tamafio y
complejidad citoplasmatica que las células B2 (Merino and Gruppi, 2006).

Los Acs IgM natural son codificados por la linea germinal y no madurados
por afinidad. Mas del 80% de las IgM naturales son expresadas por los genes VH
de la familia de genes VH3 (Notkins, 2004) y tienen relativamente baja afinidad
(Kd=10“-10" mol™) (Zhou et al., 2007). La eficacia de la interacciéon Ag-Ac se ve
reforzada por la potencia relativa de IgM en la participacion de la ruta del
complemento; a diferencia de IgG, una sola molécula de IgM puede unirse a C1q y
activar el complemento (Manson et al., 2005). IgM natural esta equipada con
cadenas ligeras lambda, a diferencia de los Acs pertenecientes al sistema inmune
adaptativo, que poseen cadenas ligeras kappa. Para comprobarlo, se estudio el
origen genético de las regiones variables de las cadenas pesadas (VH) y ligeras
(VL) de las IgM naturales que fueron producidas por células del bazo de pacientes
con CaMa. Se amplificaron, clonaron y secuenciaron los genes de las cadenas VH
y VL, y las secuencias fueron comparadas con los genes de la de la linea
germinal correspondientes para detectar mutaciones somaticas. La identidad de
las secuencias de nucleétidos entre los segmentos VH de IgM y los genes VH de
la linea germinal fue del 92.3 a 100%. En cuanto al grado de identidad de las
secuencias de nucledtidos de los segmentos VL, con respecto a los genes VL de
la linea germinal, fue de 94 al 100%, ademas de coincidir con cadenas ligeras de
tipo lambda. La homologia tan cercana de las regiones VH y VL a los genes de la
linea germinal y los respectivos indices R:S (indicador de la maduracién de la
afinidad de los Acs) indicaron que ninguno de las IgM naturales presentaban
maduracion de la afinidad por mutacion somatica debida al contacto con Ags
(Brandlein et al., 2003).
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[.2.4.2. Anticuerpos IgM adaptativos.
La IgM adaptativa es la primera en aparecer después de un desafio

inmunologico, pero su producciéon disminuye normalmente durante el desarrollo de
la respuesta de IgG. En consecuencia, generalmente no es considera que IgM
desempeiie un papel importante en la inmunidad a largo plazo, aunque es muy
eficaz en la defensa del huésped (Manz et al., 2005; Racine et al., 2011).

La inmunidad humoral de larga duracién se asocia tipicamente con la
presencia de Acs de alta afinidad y cambio de isotipo (de IgM a 1gG) (Manz et al.,
2005). IgM inducida por inmunizacién difiere de IgM natural por su estructura en
los centros de union de Ags, ya que reconoce epitopes de proteinas, en la
especificidad del repertorio al ser Acs mono-reactivos, y el espectro de sus
funciones al ser secretadas después de un reto inmunoldgico (Klimovich, 2011;
Baumgarth et al.,, 2000a). Los Acs IgM adaptativos comprenden una fraccién
relativamente pequefia de moléculas circulantes, son mono-reactivas, tienen
mayor afinidad (Kd=107-10"mol”"), y sus regiones variables contienen
mutaciones puntuales que evidencian un proceso de hiper-mutacion somatica. La
vida media de IgM mono-reactiva es de 35 h (Zhou et al., 2007; Notkins, 2004).

IgM adaptativa es producida por células B2 o células B foliculares, que son
arquetipicas del sistema inmune adaptativo. Las células B2 estan implicadas en
reacciones T-dependientes del centro germinal y conducen a las células de
memoria y a las plasmaticas de alta afinidad (Lopes-Carvalho and Kearney, 2004).
Las ceélulas B2 maduras producen Acs después de haber sido estimuladas,
expandidas, y seleccionadas en los centros germinales (GC) en presencia de
células Th (células T helper); son importantes en la respuesta inmune adaptativa
porque representan la primera linea de defensa contra la mayoria de las
infecciones. La respuesta inmune adaptativa requiere al menos una semana para
producir Acs mono-especificos de alta afinidad, IgM primero, y después del
cambio de isotipo, IgG (Carsetti et al., 2004). Las células B2 presentan el fenotipo
B220"IgM™CD23"1gD" (Merino and Gruppi, 20086).
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1.2.4.3. Papeles de IgM natural e IgM adaptativa contra células
cancerosas.

La Figura 4 muestra las diferentes funciones de IgM natural y adaptativa
contra células transformadas, identificadas en experimentos con modelos murinos.
También se muestra el comportamiento de IgM e IgG mediante el desarrollo de un
tumor de cancer de mama. IgM natural y adaptativa se mantiene constante desde
que se inicia la transformacion celular hasta que se establece el tumor. IgG esta
presente so6lo en la primera etapa de la inmunidad adaptativa, pero cuando se
establece el tumor, IgG es inmunodeficiente.

En la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, IgM natural e IgM
adaptativa, respectivamente, protegen al organismo de una infeccion patégena,
restos celulares, senescencia y células transformadas, utilizando diferentes
estrategias como la activacion del complemento via clasica en colaboracion con
C1q (Ogden et al., 2005). IgM se une fuertemente al factor del complemento C1qy
activa la cascada de la via clasica (Quartier et al., 2005), la neutralizacion directa
(Ochsenbein et al., 1999; Baumgarth et al., 2000b; Jayasekera et al., 2007), y la
eliminacion de células apoptoéticas por fagocitosis (Chen et al., 2009), debido a la
unién de IgM a lectina unida a manosa (MBL), que a su vez se une a células
apoptéticas (Nauta et al.,, 2003), y dirige la eliminacion de complejos inmunes

mediante la union al receptor Fca/mR putativo en los fagocitos.
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Figura 4. Ambos tipos de IgM presentan varios papeles en la respuesta inmune,
cuando las células comienzan a transformarse (IgM natural) y cuando un
tumor ya esta creciendo (adaptativo IgM). IgM natural es producida por
células B1 y células de la zona marginal, e IgM adaptativa es producida por
células B2. Estos papeles llevan a la eliminacién de la célula tumoral, pero
cuando se establece tumor, componentes del sistema inmune como las células
B y las células B reguladoras adaptativas (Breg) secretan factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) e IL-10, respectivamente, lo que promueve la
angiogénesis, se inhiben las respuestas de células T y promueven la
progresion, lo que facilita la propagacién de las células neoplasicas. IgG esta
presente en las primeras etapas del cancer de mama, pero e€s inmuno-
suprimida con el tiempo, mientras que IgM natural se presenta antes de que las
células tumorales se detecten, e IgM adaptativa es constante a través del
desarrollo del tumor (Diaz-Zaragoza et al., 2015).

Ambas, IgM natural y adaptativa participan en el mecanismo para reclutar
Ags dentro de los 6rganos linfoides secundarios, estimulando asi la subsiguiente
respuesta inmune adaptativa (Boes et al., 1998; Baumgarth et al., 2000a). Este es
el enlace entre los sistemas inmune innato y adaptativo. En el brazo de la
inmunidad adaptativa, después de que aparece IgM y se da la activacion de

células T y B y de células B reguladoras adaptativas (Bregs), los mecanismos
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inmunoldgicos se dafian y la relaciéon tumor-inmunidad puede prevalecer en un
estado de inmunosupresion (Rodriguez and Padilla, 2008; Zhang, 2013), lo que
provoca que la respuesta inmune en las ultimas etapas no pueda desarrollar
estrategias que eliminen a las células tumorales. Ademas, las células B del
infiltrado inflamatorio inducen la liberacion de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis y facilita la propagacion de las
células neoplasicas a través via linfatica a los ganglios linfaticos regionales
(Coronella et al., 2002).

Las células Bregs producen IL-10, lo que puede condicionar efectos
supresores sobre la inmunidad sistémica al inhibir la respuesta de células T y
promover la progresion tumoral al favorecer la induccion de factores pro-
inflamatorios e inductores de la angiogénesis (Llanes-Fernandez et al., 2006;
Rodriguez and Padilla, 2008).

I.3. Modelos murinos para el estudio del cancer de mama.
En el estudio de estrategias para el tratamiento y prevencion del cancer de

mama, se utilizan varios modelos murinos que ayuden a desarrollar herramientas
de deteccion temprana. De ellos los mas utilizados son dos, en el primer modelo
se utilizan ratones transgénicos PyVT que desarrollan cancer metastasico
espontaneamente al expresar el oncogen viral —iddle T” de polyomavirus (Guy et
al., 1992). En segundo modelo consiste en células tumorales de mama de ratén
(4T1) cultivadas in vitro e implantadas en las glandulas mamarias de ratones
BALB/c (Figura 5) (Dexter et al., 1978).

1.3.1. Modelo murino BALB/c y células tumorales 4T1.
El carcinoma de mama 4T1 es una linea celular de tumor trasplantable

aislado originalmente por Fred Miller y colaboradores, proveniente del tejido
epitelial de la glandula mamaria del ratén. El tumor crece en ratones BALB/c y en
cultivo de tejidos. Es uno de los cuatro sub-lineas derivadas del tumor 410.4, que
se aislé a partir de un solo tumor mamario espontaneo derivado de un ratén
BALB/c MMTV+ alimentado y criado por una nodriza C3H (BALB/BfC3H) (Dexter
et al., 1978; Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001).
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La linea celular 4T1 fue seleccionado por su resistencia al medicamento 6-
tioguanina, lo que permite la cuantificacion precisa de las células metastasicas,
incluso cuando su difusién es a nivel sub-microscopico a organos distantes. El
carcinoma de mama 4T1 es un tumor poco inmunogénico y altamente maligno,
que rapida y espontaneamente hace metastasis de la glandula mamaria a
multiples sitios distantes, incluyendo ganglios linfaticos, sangre, higado, pulmones,
cerebro y huesos (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 1998; Lelekakis et al.).
Ratones BALB/c inoculados con 7x10° células 4T1 en la glandula mamaria
desarrollaron tumores primarios palpables dentro de la segunda y tercera semana,
y hubo metastasis a los ganglios linfaticos, los pulmones y el higado en 86%, 79%
y 20% de los ratones, respectivamente (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 1998).

El tumor 4T1 tiene varias caracteristicas que lo convierten en un modelo
experimental animal adecuado para el CaMa humano. En primer lugar, las células
tumorales son facilmente trasplantadas en la glandula mamaria de forma que el
tumor primario crece en el sitio anatomico correcto. En segundo lugar, como en el
CaMa humano, la enfermedad metastasica 4T1 se desarrolla de forma
espontanea del tumor primario. También, la propagacion progresiva de metastasis
4T1 a los ganglios linfaticos y otros 6rganos es muy similar al del CaMa humano.
El tumor primario facilmente puede extirparse quirdrgicamente, por lo que la
enfermedad metastasica se puede estudiar en un ambiente animal comparable a
la situacion clinica en la que se extirpa quirdrgicamente el tumor primario, y los

focos metastasicos permanecen intactos (Pulaski et al., 2000).

% v
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Figura 5. Caracteristicas in vivo de tumores 4T1 primarios. (A) Tumores 4T1 son
altamente vascularizados. (B) Ulceraciones en piel pueden aparecer donde el
tumor primario 4T1 esta creciendo. (C) Tumor 4T1 puede extenderse al
revestimiento peritoneal. (Imégenes tomadas de (Pulaski and Ostrand-
Rosenberg, 2001).
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1.3.2.1. Desventajas del Modelo murino BALB/c y células tumorales
4T1.

Entre algunos de los problemas que pueden presentarse durante el uso de
este modelo murino, son un pobre crecimiento del tumor primario in vivo y como
consecuencia poco desarrollo de metastasis, debido a un crecimiento tumoral
lento. Se debe asegur que las células tumorales 4T1 estén sanas, no permitir que
éstas proliferen con una confluencia mayor al 80% in vitro, y no cultivarlas durante
un periodo de tiempo prolongado. Es aconsejable descongelar células frescas
cada 2 a 3 meses y si es posible, solo inocular el raton con células que han
crecido en cultivo celular menos de 4 semanas. Al inocular al raton en la glandula
mamaria, no mantener a las células en hielo por mas de una hora, y no inyectar
grandes grupos de ratones al mismo tiempo, ya que como consecuencia puede
disminuir la viabilidad de las células. Cada vez que la jeringa se carga, la solucion
con células debe de mezclarse, porque las células se sedimentan mientras estan
en el hielo. Para obtener datos estadisticamente significativos en los tamanos del
tumor primario, la inoculacion de las células debe hacerse en grupos de 5 a 8
ratones, mientras los grupos para aislar células metastasicas deben ser de 8 a 10

ratones (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001).
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Il. JUSTIFICACION

Existen diferentes herramientas para el diagnéstico del cancer de mama,
como son la auto-exploracion, la exploracion médica, el ultrasonido y las
mamografias, sin embargo, en México sélo del 5 al 10% de los casos se detectan
en las fases iniciales de la enfermedad, a diferencia del 50% de los casos que son
detectados en los Estados Unidos de América. Por lo cual, es importante mejorar
y ampliar el tamizaje para la deteccion temprana de este tipo de cancer, y buscar
nuevas estrategias para el de diagndstico temprano.

La mayoria de las investigaciones sobre el cancer de mama se han
enfocado en el establecimiento de biomarcadores basados en IgG como
tratamiento para etapas avanzadas. Pero se ha reportado que las mujeres que
padecen cancer de mama presentan inmunosupresion de anticuerpos IgG. Aun
asi, el sistema inmune humoral tiene la capacidad de detectar células tumorales
en etapas tempranas de la transformacion celular por medio de anticuerpos como
IgM.

IgM tiene la capacidad de eliminar a las células cancerosas en las primeras
etapas de la transformacion celular, al reconocer cambios minimos presentes en
algunos antigenos asociados a tumor (proteinas o carbohidratos con estructuras
aberrantes). Sin embargo, son pocos los estudios sobre IgM natural e IgM
adaptiva y su participacion en el reconocimiento temprano de antigenos asociados
a tumores mamarios, por lo que es importante estudiarlas, para poder
considerarlas como una posible herramienta de diagnostico temprano del cancer

de mama.

25
e O Do



1. HIPOTESIS

Al caracterizar la variabilidad de la respuesta inmune humoral de IgG e IgM,
las variables asociadas al ratén y al tumor influiran en el crecimiento y tamafio
tumoral, por lo que la confrontacién inmunolégica raton/antigenos tumorales por

individuo sera diferente, segun la etapa del desarrollo de la enfermedad.

Ademas, la diversidad inmunoldgica de la relacion raton/antigenos

tumorales sera diferente entre individuos, y entre sexos.
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V. OBJETIVOS

IV.1. General.

Describir la respuesta inmune humoral (IgG e IgM) hacia el cancer de mama
ductal (CaMa) murino en las diferentes etapas de desarrollo de la enfermedad
para obtener antigenos-anticuerpos candidatos a ser una posible herramienta para

el diagndstico temprano.

IV.2. Especificos.

e Caracterizar la variabilidad de la respuesta inmune humoral IgM e IgG de

ratones con CaMa implantados con células tumorales 4T1.

o Detectar las diferencias en el reconocimiento de los antigenos derivados del
CaMa por los Ac del suero de cada raton.

o Correlacionar estadisticamente las reacciones antigenos-anticuerpos con
variables asociadas al individuo (sexo, edad e inmunoglobulina) y al tumor

(tamano y etapa de desarrollo del tumor).
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOS

V.1. Cultivo Celular.
La linea celular tumoral 4T1 (ATCC® CRL-2539) fue donada por el Dr.

Karen Manucharyan del Departamento de Inmunologia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas. Las células se cultivaron en medio RPMI 1640
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino y 1X de la mezcla antibiético-
antimicético (estreptomicina-ampicilina), en cajas de cultivo de 25 cm? (Corning), e
incubadas a una temperatura de 37°C mas 5% de CO,. Después de alcanzar una
confluencia del 80%, las células fueron lavadas tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) a pH 7.4; colectadas y usadas para la

implantacion en ratones y para la extraccion de proteinas.

V.1.2. Ratones y Linea Celular.
Se utilizaron 9 ratones BALB/c AnN hembras y 9 machos de 8 semanas de edad

adquiridos y mantenidos en el Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM, con agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos se llevaron a cabo
de acuerdo al Cédigo de Etica para el personal académico del Instituto:

http://www.biomedicas.unam.mx/_administracion/_unidades_apoyo _inst/bioterio.ht

ml

V.1.3. Implante de las células tumorales.
Para desarrollo tumoral, cada ratén BALB/c se afeité en el abdomen y 10*

células tumorales 4T1 en 50 pyL de solucion inyectable fueron inyectadas via
subcutanea en el pezén de la glandula mamaria derecha. Los tumores se dejaron
crecer durante 35 dias. Ya extraido, el tumor fue medido en dos dimensiones
perpendiculares con un calibrador Vernier, y el tamafo del tumor se calculé de
acuerdo a la formula V (mm?)= a (eje mayor) x b? (eje menor) / 2 (Carlsson et al.,
1983).
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V.1.4. Obtencion del suero.
Los ratones se sangraron por la arteria coccigea media de la cola una vez

por semana durante 6 semanas. El primer sangrado se hizo antes de la
implantacion de las células tumorales 4T1 (Semana 0) y se denomin6 Suero pre-
inmune. Después del implante de las células tumorales, los ratones se sangraron
semanalmente (Tiempo 1, 2, 3, 4 y 5). La sangre se refrigeré a 4°C por 30 min y
se centrifugdé a 4000 rpm durante 10 min. El suero se almacené a -20°C hasta su

uso.

V. 2. Electroforesis e inmunoblots de 2 Dimensiones (Inmunoblot-2D).
Para generar las imagenes de inmunoblot de 2 dimensiones (Inmunoblot-

2D), se confronto la proteina (Ag) de las células tumorales 4T1 contra los Ac del
suero de cada raton obtenido antes del implante de células (Semana 0) y durante
las diferentes semanas de desarrollo del tumor (Semanas 1, 2, 3, 4 y 5), tanto para

IgG como IgM, con un duplicado por cada inmunoblot-2D.

V.2.1. Extraccién de proteinas del cultivo celular 4T1.
Para obtener las proteinas totales (Ag) de las células tumorales 4T1, una

vez que los cultivos habian alcanzado una confluencia del 80%, las células se
lavaron tres veces con PBS pH 7.4, y después se lisaron al colocar directamente
sobre el cultivo 1 mL de Buffer 2D (Urea 6M, DTT 50mM, 2% CHAPS, 2% de
Anfolinas pH 3-10 (Bio-Lyte) y H,O MilliQ). El lisado se recuperd en un tubo de
1.5 mL (Eppendorf), se agité a 4°C durante 30 minutos, después se centrifugd a

12 000 rpm por 10 min a 4°C y al final el sobrenadante se recuperé.

Para cuantificar la concentracion de proteinas, se elabord una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de la proteina albumina de suero
bovino (BSA), que se midieron por el método de Bradford en un espectrofotometro
(DU® 730 Life Science UV/Vis, Beckman Coulter). La absorbancia de cada
concentracion se graficé y se hizo una regresion lineal en el programa Excel 2010,
con la ecuacion resultante de la regresion lineal se calculo la cantidad de proteina
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en ug uL™" de la solucion de las células 4T1 lisadas. Las proteinas de las células

4T1 se congelaron a -80°C hasta su uso.

V.2.2. Hidratacion de las tiras IPG.
Para la hidratacién de las tiras IPG de 7 cm de gradiente de pH inmovilizado

(pHi de 3-10, GE HEALTHCARE) se mezclaron por tira 100 yg de proteinas de
células tumorales 4T1 con una solucion de Urea 6M, DTT 50mM, 2% CHAPS, 2%
de Anfolinas pH 3-10 (Bio-Lyte), 0.001% azul de bromofenol, vy llevar a 125 pL
con H,O MilliQ.

Los 125 uL de la solucién se pusieron a lo largo de uno de los carriles de la
bandeja de hidratacion, la tira IPG se colocé cuidadosamente sobre la solucion sin
formar burbujas. Se dejé que la tira absorbiera la solucion durante 1 hr y después

se cubrié con 900 uL de aceite mineral. Se dejo hidratar toda la noche.

V.2.3. Isoelectroenfoque.
Cada tira hidratada se colocé en uno de los carriles de la bandeja de

separacion del equipo de Isoelectroenfoque (Protean IEF Cell, BioRad) para
separar las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico (una dimension). El
programa de separacion consistia en 3 pasos: 1) Aumento lineal del voltaje hasta
llegar a 250 V en 20 min, 2) Aumento lineal del voltaje hasta llegar a 4000 V en 2
hrs, y 3) Aumento rapido del voltaje a 4000 V y constante hasta la acumulacién de
10,000 Volts-hora. Terminada la separacién, las tiras se envolvieron en papel

aluminio y se guardaron a -80° C.

V.2.4. Equilibrio de la Tiras IPG.

Cada tira con las proteinas ya separadas por punto Isoeléctrico se equilibré
con dos lavados, en el primero se agité con 2 mL de urea 6M, 0.375M Tris-HCI
pH8.8, 2% SDS, 20% glicerol y 2%(w/v) DTT durante 10 min; y en el segundo
lavado se agitdé con 2 mL de urea 6M, 0.375M Tris-HCI, pH8.8, 2% SDS, 20%
glicerol y 2.5% (w/v) lodo-Acetamida.

30
e O Do



V.2.5. Electroforesis 2D.
La tira IPG equilibrada se colocé sobre un gel de acrilamida (Mini Protean®

TGX™ Precast Gels Tris-HCI Gel, 4-20%, IPG well, Bio-Rad) para separar
electroforéticamente las proteinas en dos dimensiones (peso molecular) en un
buffer de Tris-glicina-Dodecil sulfato de sodio (25 mM Tris, pH 8.3, 250 mM glicina
y 0.01% SDS) a una corriente constante de 100 Volts por aproximadamente 1 hr

40 min en una camara de electroforesis (Mini-Protean, Bio-Rad).

V.2.6. Transferencia a membrana de nitrocelulosa.
Las proteinas ya separadas en dos dimensiones, se transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa a 100 Volts por 1 hr y 10 min en el buffer Tris-glicina-
metanol (Tris 25 mM, pH 8.3, 250 mM glicina y 20% metanol v/v) en camara
humeda (Trans-blot Cell, Bio-Rad).

Terminada la transferencia, la membrana se colocé en 20 mL de &cido
clorhidrico (HCI) 12 mM por 5 min, después se tifieron las proteinas agitando
fuertemente en 10 mL de colorante CPTS (copper(ll) phthalocyanine-3,4',4",4"-
tetrasulfonic acid tetrasodium salt ), el colorante se retir6 y la membrana se
enjuago con HCI 12 mM. La membrana se digitalizé en un escaner HP (Scanjet
G4050) a una resolucion de 300 dpi en formato TIFF, y después se destifid con 20
mL de solucion Eracer (50 mL 0.2 M KCI + 40.8 mL 0.2 M NaOH, pH 12.5).

V.2.7. Western Blot.
La membrana de nitrocelulosa se bloqued con 20 mL de leche descremada

5% (Svelty en polvo) en PBS+Tween 20 (0.03%) pH 7.4, y se agité durante toda la
noche a 4°C. Pasado la incubacion, la membrana se colocé en una bolsita de
celofan con 5 mL de 5% de leche descremada en PBS-Tween 20, mas 20 uL del
suero de una de las semanas de sangrado del ratén (Ac primario dilucion 1:250).
Se selld la bolsa (Selladora Uline Poly bag H-163) y la membrana se agit6 toda la
noche a 4°C.

Transcurrida la incubacion, la membrana se lavo 4 veces durante 10 min
cada una con 20 mL de PBS-Tween 20. Después fue incubada con 8 pL de Ac

secundario, IgG o IgM, dependiendo de la reaccion (dilucion 1:2500, IgG/IgM anti-
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ratbn, ZYMED México) en 20 mL de PBS-Tween 20 y se agité por 1 hr a T°
ambiente. La membrana se lavo 4 veces durante 10 min cada una con 20 mL de
PBS-Tween 20.

La membrana se reveldé con 20 mL de 3,3'-Diaminobencidina (DAB)-PBS-
Tween 20 (10 mg de DAB en 100 mL de PBS-Tween 20) y 10 uL de Perdxido de
hidrogeno (H202) al 30%, se agitdé por 10 min, y para detener la reaccién se lavd

la membrana con agua destilada.

V.3. Analisis de las imagenes de Inmunoblot-2D.

V.3.1. Procesamiento de las imagenes.
El analisis de las imagenes de inmunoblot-2D se hizo a partir de lo

reportado por (Ostoa-Saloma et al., 2009).

Cada inmunoblot-2D se digitalizé en un escaner HP (Scanjet G4050) a una
resolucion de 300 dpi en formato TIFF con los mismos parametros de intensidad
de luz y area para minimizar errores.

Se obtuvo una imagen Master a partir de los duplicados de los inmunoblot-
2D con el programa PdQuest (Bio-rad). Las imagenes Master se transfirieron al
programa Adobe Photoshop para acoplarlas de acuerdo a las bandas del
marcador de peso molecular y algunas —Fteinas inmunoreactivas” especificas
(denominadas de aqui en adelante como Spots o reacciones AgAc) que se
compartian en la mayoria de las imagenes. Con las imagenes Master acopladas,
los spots y sus coordenadas, de acuerdo a su peso molecular (PM) y punto
isoeléctrico (PI), se identificaron con el programa PdQuest (Bio-rad). El numero de
spots unicos de cada imagen de inmunoblot-2D de las semanas 1 a la 5 se obtuvo
restando los spots que estaban presentes en los inmunoblots-2D de la semana 0 o

suero pre-inmune. La resta de los spots se hizo de acuerdo a sus coordenadas.

V.3.2. Clustering.
Una vez que los spots de cada imagen de inmunoblot-2D se identificaron,

cada imagen se cuadriculé en 100 casillas iguales, 10 columnas en el eje X (Pl) y

10 lineas en el eje Y (PM). De acuerdo al numero de spots dentro de cada casilla,
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se le asignd el valor de 1 (si hay 1 6 mas spots) y 0 (ausencia de spots) para
producir una matriz de Os y 1s, necesaria para el analisis estadistico.

La matriz se convirtié en un vector mediante la colocacion de la fila n-ésima
(n-th row) inmediatamente después de su predecesor. Asi, en lugar de una matriz
de 10x10, se generod un vector con 100 lugares que contenian los valores de Os y
1s. Este vector fue utilizado como entrada para el script Python con el que se llevo
a cabo la agrupacion completa (clustering) con el paquete hcluster
(https://pypi.python.org/pypi/hcluster/0.2.0). Para este analisis, se eligid la métrica
de distancia del valor absoluto (city block metric), en el que la distancia entre 2
puntos es la suma de las diferencias absolutas en sus coordenadas cartesianas.

La agrupacion jerarquica resultante se presentdé como un dendrograma.

V.3.3. Analisis estadistico.
Se utilizé un ANOVA de dos vias para analizar el numero total de spots y

conocer si habia diferencias estadisticamente significativas en el reconocimiento
de Ag con respecto a la inmunoglobulina o sexo. Se utilizé la prueba t para
comparar tamafnos tumorales. La relacion entre el tiempo y el numero promedio de
spots se analizé mediante la correlaciéon de Spearman. La regresion lineal se
realizé para analizar la existencia o la falta de correlacion entre el volumen del
tumor y el numero de spots. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el
software SAS 9.0. El valor de p- para determinar la significancia en este estudio
fue de P =0.1.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Cultivo de la linea celular 4T1.
La linea celular 4T1 fue cultivada en el laboratorio (Figura 6), las células se

proliferaron para tener un reservorio en nitrégeno liquido para futuros

experimentos.

Figura 6. Fotografia de células 4T1 cultivadas en el laboratorio de inmunologia.
100X.

VI.1.1. Implante de las células tumorales.
En la Figura 7A se muestran el volumen en mm?® de los 9 tumores de los

ratones hembra y de los 9 ratones macho BALB/c implantados con células 4T1.
Los tumores se clasificaron de acuerdo a los rangos de tamano de volumen
siguiente: Ausente (0 mm?®), Pequefio (1-1400 mm?®), Mediano (1401-2800 mm?®) y
Grande (2801-4200 mm?®) (Figura 7B).

Al observar cada uno de los tumores, se veia que los tumores de ratones
machos tenian un mayor tamafio comparados con los de hembras (Figura 8). Sin
embargo, al aplicar la férmula para calcular el volumen en mm?, el tamafio entre
ambos sexos no es diferente, lo que se comprobd con la desviacion estandar vy el
promedio del tamano del tumor entre hembras y machos, no hubieron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 7. Tamafio del tumor de ratones hembra y machos. A) Grafica de los
volumenes en milimetros cubicos asi como su clasificacién de acuerdo a la
categoria de ausente, pequefo, mediano y grande. Se muestra la desviacion
estandar entre el promedio del volumen de ratones hembras y machos, donde
no se observan diferencias significativas. B) Fotografias que muestran un
ejemplo de cada categoria en la que se clasificaron los tumores.

Figura 8. Fotografia de un ratén (A) hembray (B) macho con su tumor en la mama a
los 35 dias de haber implantado las células 4T1.

35



VI.2. Electroforesis e inmunoblots de 2 Dimensiones (Inmunoblot-2D).

VI.2.1. Cuantificacion de las proteinas de la linea celular tumoral 4T1.
Las células tumorales 4T1 cultivadas a gran escala, fueron lisadas para

obtener las proteinas que se usaron en la elaboracién de los inmunoblots-2D. Las
proteinas de las células 4T1 se conjuntaron en un pool para calcular su
concentracion, a partir de una curva de calibracion hecha con concentraciones
conocidas de Albimina de Suero Bovino (BSA), donde se obtuvo un R?= 0.9986
(Figura 9). La concentracién de proteinas 4T1 en 1 pL de solucion fue de 7.154 ug

uL™", a partir de las cuales se hicieron alicuotas con 100 ug de proteina.

0.600 -
= Concentracion Promedio de
@ 0.500 - (Mg uLY) de BSA | absorbancia A
e 1 0.309
S 0400 2.5 0.346
E 5 0.405
2 0300 - 7.5 0.478
QL
© y = 0.026x + 0.2808 10 0.541
2 0200 R? = 0.9986 Muestra (L) de | promedio de
E proteina 4T1 absorbancia A
° 0.100 1 1 0.466
o

0-000 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12

Concentracion de BSA (g pL?)

Figura 9. Curva patrén para la mediciéon de proteina de las células 4T1 por
espectrofotometria. Coeficiente de correlacion de 0.9986.

VI.2.2. Electroforesis 2 Dimensiones (2D).
En la Figura 10A se muestra un gel representativo con el universo de

proteinas del extracto de las células tumorales 4T1 separadas de acuerdo a su
punto isoeléctrico y peso molecular, por electroforesis de dos dimensiones (2D).
En el gel fueron detectadas 310 proteinas del extracto completo del cultivo celular,
las cuales estan dentro del rango de punto Isoeléctrico de 3 a 10, y en el rango de
Peso Molecular de 130 a 11 kDa. La separacién de las proteinas fue buena y
reproducible al usar extractos de 100 pg de proteina. La Figura 10B muestra la
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transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, las cuales fueron
tenidas con CPTS.

-
|

Figura 10. Proteinas de células 4T1 se paradas por punto isoeléctrico y peso
molecular. (a) Electroforesis-2D (tincién Zinc-Imidazol), y (b) transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (tincion CPTS).

VI.2.3. Inmunoblot de 2 Dimensiones (inmunoblot-2D).
Las proteinas de las células tumorales 4T1 se hicieron reaccionar con los

Acs de los sueros de cada semana de sangrado (semana 0 a5/ S0 a S5) de cada
ratdn hembra o macho, obteniendo un duplicado por inmunoblot-2D.

La Figura 11B muestra cada imagen promedio resultante de los duplicados
de los inmunoblot-2D, es decir, se muestra cada una de las imagenes Master
obtenidas del analisis de dos repeticiones de cada inmunoblot-2D. Las proteinas
de las células 4T1 se confrontaron con IgG o IgM de los sueros de ratones
hembra.

En la Figura 11A se muestran los inmunoblots-2D del raton hembra 2,
estas imagenes se agrandaron para poder hacer notar las diferencias que se
observan a simple vista (diversidad) entre cada uno de los inmunoblots-2D de
cada ratén hembra presentados en la Figura 11B. Las diferencias en la diversidad
de las imagenes son mas notorias entre los inmunoblots-2D |IgG con respecto a
los de IgM. Existe mayor cantidad de -Proteinas inmunoreactivas” (Spots o
reacciones AgAc) en las imagenes de los Inmunoblots-2D _IgM que en los de 1gG.
La respuesta mediada por IgG contra Ags de las células tumorales 4T1 decae con
el desarrollo de la enfermedad. En los inmunoblots-2D _1gG de la hembra 1 y 3
solo hay respuesta en los sueros de las semana 1 (S1), semana 2 (S2) y semana
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5 (S5), y semana 2 (S2) y semana 3 (S3), respectivamente, por lo que se infiere
que a través del desarrollo del CaMa murino, hay inmunosupresion de 1gG.
Contraria a respuesta mediada por IgG, la respuesta mediada por IgM
contra Ags de las células tumorales 4T1 se presenta desde antes del implante de
los ratones (SO/suero pre-inmune). La presencia de IgM se atribuye a la respuesta

primaria del sistema inmune, lo que se conoce como IgM natural.
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Figura 11. Im4genes de los inmunoblots-2D de la respuesta inmune mediada por
IgG e IgM de los ratones hembra. Analisis hechos con el programa PdQuest.
A) Imagen de los inmunoblots-2D del raton hembra 2 de la respuesta mediada
por IgG e IgM. B) Total de las imagenes de los inmunoblots-2D de cada ratén
hembra. Las cruces de color rojo indican el centro de cada spot y la
circunferencia amarilla corresponde a su area.

La Figura 12A muestra cada imagen promedio de los inmunoblots-2D, es
decir, se muestra cada una de las imagenes Master obtenidas del analisis de dos
repeticiones de cada inmunoblot-2D, ya sea que las proteinas de las células 4T1
se hayan confrontado con IgG o IgM de los sueros de ratones macho.

Al igual que en los ratones hembra, la diversidad entre cada uno de las
imagenes de los inmunoblots-2D de cada ratdon macho, y la respuesta entre IgG e
IgM, son diferentes. Estas diferencias pueden observarse en la Figura 12B que
muestran en los inmunoblots-2D del ratbn macho 5, donde las imagenes se
agrandaron para poder hacer notar las diferencias que se observan a simple vista
(diversidad) entre cada uno de los inmunoblots-2D de cada ratébn macho
presentados en la Figura 12B. También existe mayor cantidad de spots en las
imagenes de inmunoblots-2D _IgM que en los de IgG, observando una respuesta
de IgM mayor desde la SO y a lo largo del desarrollo del CaMa murino.

En las imagenes de inmunoblot-2D IgM e IgG de los ratones macho, se
pudo observar el reconocimiento de Ags tumorales 4T1 en los sueros pre-
inmunes, al igual que en hembras. En los sueros de las semanas consecutivas (1
a 5), el reconocimiento de ambas inmunoglobulinas (IgG e IgM) fue aumentando
con el paso del tiempo.

Con respecto al comportamiento de las respuestas mediadas por IgG e IgM
en hembras, las respuestas de los machos son mayores (Figura 12). La cantidad
de spots en los inmunoblots-2D es mayor que los observados en las imagenes de

los ratones hembra (Figura 11).
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Figura 12. Imagenes de los inmunoblots-2D de la respuesta inmune mediada por
IgG e IgM de los ratones macho. Imagenes analizadas con el programa
PdQuest. A) Imagen de los inmunoblots-2D del raton macho 5 de la
respuesta mediada por IgG e IgM. B) Total de las imagenes de los
inmunoblots-2D de cada ratén macho. Las cruces de color rojo indican el
centro de cada spot y la circunferencia amarilla corresponde a su area.

VI.2.3.1. Coordenadas y numero de Spots en los inmunoblot-2D.
Se calcularon las coordenadas de cada spot dentro de cada imagen de

inmunoblot-2D de acuerdo a su peso molecular y punto isoeléctrico. Para ello, un
marcador de Punto Isoeléctrico (Bio-rad), cuyos valores de pH y peso molecular
son conocidos, se separd en una electroforesis-2D. Las proteinas se tifieron con
azul de coomassie (Figura 13a), y la imagen se proceso en el programa PdQuest

bajo los mismos parametros de analisis de todos los inmunoblots-2D y se utilizé

como referencia (Figura 13b).

Figura 13. Imagenes de referencia para calcular las coordenadas de los spots
dentro de cada inmunoblot-2D. a) marcador de Punto isoeléctrico
separado por Electroforesis-2D. b) Imagen del marcador de Punto
Isoeléctrico analizada con el Programa PdQuest.

El tener la coordenada de cada spot dentro de la imagen, permitié conocer
cuales spots estaban presentes en los inmunoblots-2D de los sueros de la SO
(pre-inmune), y cuales se repetian en las imagenes de inmunoblots-2D de los

sueros de las semanas subsecuentes (1 a 5). Lo anterior permitio restar los spots
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presentes en la imagen del suero pre-inmune a las imagenes de las S1 a la S5,
dejando sélo el numero neto de spots de cada imagen correspondientes a los
sueros restantes (Tabla 2 y Tabla 3). Los spots del suero de la SO fueron
considerados parte de la respuesta primaria del sistema inmune atribuida a IgM
natural, y a los spots pertenecientes a las S1 a S5, como respuesta inmune
secundaria o adaptativa.

En la Tabla 2 y Tabla 3 se presentan las cantidades de spots (reacciones
Ag-Ac) de cada una de las imagenes de inmunoblots-2D de las semanas de
obtencion del suero de cada raton hembra y macho, respectivamente, a cuyas
cantidades ya se les restaron los spots de la SO.

En los ratones hembra, el numero promedio de Ags reconocidos por IgM de
los sueros de la primera semana (numero de spots), fue muy similar al promedio
de los reconocidos en la SO (518 y 563, respectivamente); sin embargo, el patron
de reconocimiento fue diferente (Tabla 2). En el andlisis de la respuesta mediada
por IgM o IgG con respecto al tiempo de desarrollo del tumor en ratones hembra,
la Z de spots de IgM en la SO varié de 35 a 98 Ags reconocidos, con un promedio
de 62.6 y una desviacion estandar (SD) de 23.6. Durante las 5 semanas, el
reconocimiento de Ags por IgM varié en promedio de 57.6 spots en la S1 a 55.8
spots en la S5, con la respuesta mas baja (41 spots) en la S3.

El reconocimiento de Ags 4T1 por medio de IgM se presentd desde la SO
(suero pre-inmune), mientras el reconocimiento de Ags por IgG en la SO estuvo
ausente (ejemplo, ratones hembra 1y 2) o casi ausente (ratones 4 a 10).

Después del implante de las células tumorales 4T1 en hembras, el mayor
reconocimiento de Ags por IgG se presentd, en promedio, en la S1 (20.3 spots),
no obstante, este disminuyd con el tiempo hasta casi desaparecer en la S5,
mientras el reconocimiento de Ags por IgM se mantiene durante las 5 semanas de

crecimiento del tumor mamario.
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Tabla 2. NUomero de spots, suma, promedio, desviacion estandar y numero
total de spots en imagenes de inmunoblot-2D de ratones hembras,
de las respuestas de IgM e IgG a través del desarrollo de cancer de
mama con células tumorales 4T1. (T=tiempo; S=semana).

Ratones Hembras

Spots IgM

N° Raton SO S1 S2 S3 S4 S5 3 Spots IgM > Spots IgM

T=S1-S5 S0-S5
1 86 20 129 83 146 75 453 539
2 39 77 49 49 60 89 324 363
3 65 66 41 18 24 31 180 245
4 45 94 22 24 36 15 191 236
5 98 69 63 91 61 13 297 395
6 89 21 23 23 14 23 104 193
7 45 28 19 14 70 144 275 320
9 35 120 109 17 15 43 304 339
10 61 23 47 46 78 69 263 324
> Spots por suero | 563 518 502 365 504 502 2391 2954
Promedio 626 57.6 55.8 40.6 56.0 55.8 265.7 328.2
sD 236 364 39.0 29.2 414 43.0 100.1 102.5

Spots IgG

N° Ratén SO S1 S2 S3 S4 S5 Y Spots IgG Y Spots IgG

T=S1-S5 S0-S5
1 0 27 9 0 0 2 38 38
2 0 8 8 5 0 0 21 21
3 0 0 3 5 0 0 8 8
4 4 3 8 2 11 5 29 33
5 4 34 13 2 1 51 55
6 7 10 14 5 10 40 47
7 2 30 21 5 11 12 79 81
9 6 51 46 15 11 15 138 144
10 7 20 25 17 14 21 97 104
2 Spots por suero 30 183 147 56 49 66 501 531
Promedio 3.33 20.33 16.33 6.22 544 7.33 55.67 59.00
SD 296 16.73 13.06 5.85 6.06 7.55 41.53 43.38

Para conocer las diferencias en el reconocimiento de Ags de las células 4T1
por IgG o IgM de los sueros de los ratones macho, también se hizo el conteo de

spots de cada imagen de inmunoblot-2D (Tabla 3).
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En ratones macho hubo un mayor reconocimiento de Ags por IgM (Total
Spots IgM S0-S5= 4147) que por IgG (Total Z Spots IgG S0-S5= 678) (P=0.003).
El numero promedio de Ags que fueron reconocidos por IgM en la S1 fue menor
que en la SO (58.6+39.8 y 86.1+46.6, respectivamente, P=0.096, N= 9, media +
SD). En contraste, el numero promedio de Ags que fueron reconocidos por IgG en
la S1 y en la SO fueron similares (9.89+7.75 y 13.111£9.64, respectivamente,
P=0.314, N = 9), pero el patrén de distribucion y el reconocimiento de Ags 4T1 fue

diferente.
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Tabla 3. NUmero de spots, suma, promedio, desviacion estandar y numero

total de spots en imagenes de inmunoblot-2D de ratones machos,
de las respuestas de IgM e IgG a través del desarrollo de cancer de
mama con células tumorales 4T1. (T=tiempo; S=semana).

Ratones macho

Spots IgM
SO S1 S2 S3 S4 S5 3 Spots IgM > Spots IgM
N° Ratén T=S51-S5 S0-S5
1 66 55 21 17 68 19 180 246
2 14 4 10 12 35 12 73 87
3 33 28 5 7 24 26 90 123
4 147 122 131 124 156 174 707 854
5 150 7 15 49 88 55 214 364
6 98 77 142 121 69 129 538 636
7 63 58 104 93 91 171 517 580
9 102 87 222 67 72 184 632 734
10 102 89 44 114 110 64 421 523
> Spots porsuero | 775 527 694 604 713 834 3372 4147
Promedio 86.1 58.6 77.1 67.1 79.2 92.7 374.7 460.8
SD 46.6 39.8 76.4 48.1 39.3 71.6 240.2 271.0
Spots IgG
> Spots IgG 3 Spots IgG SO-
N° Ratén SO S1 S2 S3 S4 S5 T=S1-S5 S5
1 9 0 13 2 0 0 16 24
2 0 0 12 3 15 12 42 42
3 2 17 6 4 3 6 39 38
4 30 21 11 42 64 50 253 218
5 12 4 2 12 24 15 71 69
6 12 7 5 9 6 10 50 49
7 14 14 3 5 6 14 70 56
9 25 9 12 1 13 36 108 96
10 14 17 27 12 8 8 99 86
2 Spots por suero | 118 89 91 90 139 151 748 678
Promedio 13.11 9.89 10.11 10.0 154 16.78 83.11 75.33
SD 9.64 7.75 7.59 12.69 19.57 15.92 70.08 58.25

Se compararon las cantidades de spots totales de las imagenes de los

inmunoblots-2D IgG e IgM tanto de ratones hembras o machos, a estas
cantidades no se les restaron los spots de la SO, para conocer si habian
diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de Ags reconocidos
por IgG e IgM. La respuesta mediada por IgM (413.7£115.3 para hembras y
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618.1+378.5 para machos) fue mayor que la respuesta mediada por IgG
(64.56+46.74 para hembras y 96.22+50.49 para machos) en ratones de ambos
sexos, habiendo una diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001, N=9)
(Figura 14). Por otro lado, ambas respuestas (IgG e IgM) fueron similares entre

ambos sexos.
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Figura 14. Namero total de spots en ratones hembra y macho en el reconocimiento
de antigenos de las células 4T1 por IgG e IgM.

En la Figura 15 se muestra el reconocimiento de Ags tumorales, donde se
graficé el numero promedio de spots de IgM e IgG de la S1 a la S5. En la Figura
15a se muestra que el numero de Ags que fueron reconocidos por IgM adaptativa
en ratones macho incrementé a través del desarrollo del tumor (rSp= 0.90,
p=0.037). Por el contrario, el reconocimiento de Ags por IgM en ratones hembra
permanecio constante. La respuesta de IgM adaptativa no fue inmunosuprimida en
ratones hembra ni en ratones macho.

Con respecto al reconocimiento de Ags por IgG en ratones hembra, el
numero de spots disminuyd con el tiempo (rSp=-0.70, p=0.049), lo que refleja la
inmunosupresion de IgG durante todo el desarrollo del tumor. Sin embargo, en
ratones machos, el reconocimiento de Ags por IgG aumentd significativamente
durante el crecimiento del tumor (rSp=0.89, p=0.041) (Figura 15b).
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Figura 15. Namero promedio de spots en las diferentes semanas de crecimiento
tumoral (semanas 1-5) en ratones hembray macho para IgM (a) e IgG (b).

La Figura 16 muestra los diagramas de dispersion de volumen del tumor
(mm?) en cada ratén hembra y macho contra el nimero de spots en las imagenes
de inmunoblot-2D de las respuestas IgM durante el desarrollo del tumor. Las
respuestas de IgG de ninguna semana de desarrollo del cancer se correlacioné
con el tamafo del tumor, por ello las graficas no se mostraron. Sélo se muestran
los diagramas de dispersion del volumen de tumor contra el reconocimiento de
Ags (numero de spots) por IgM de las semanas que tuvieron correlaciones
estadisticamente significativas (hembras: S1 y S5; machos: S1y S4).

En ratones hembra, el volumen tumoral y el numero de Ags reconocidos por
IgM (spots) tuvieron una correlacién negativa (r*=0.39, p=0.074, N9) en la S1
después del implante de las células tumorales (Figura 16a). Es decir, en esta
semana entre mayor fue el numero de spots reconocidos por IgM, menor fue el
tamario del tumor. Sin embargo, en la S5 este comportamiento se invirtié (r>=0.76,
p=0.002 N=9) (Figura 16b), entre mayor era el reconocimiento de Ags por IgM
(spots) mayor era el tamafio del tumor.

En ratones macho, se observd una tendencia positiva en la S1 (= 0.43,
p=0.057, N=9 Figura 16c) y en la S4 (r*= 0.55, p=0.023, N=9 Figura 16d).

Tanto en ratones hembra como machos, en las etapas iniciales de la

aparicion del cancer de mama, IgM adaptativa podria ayudar a controlar el tamafio
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del tumor, pero en las ultimas etapas, el tumor era mayor en los ratones que

tenian mas spots.
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Figura 16. Tamafo del tumor y su relacion con el numero de spots en cada raton
hembra en la semana 1 (a) y en la semana 5 (b), y en ratones macho en

las semanas 1 (c) y 4 (d).
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VI.2.3.1. Frecuencia de Spots en los inmunoblot-2D de ratones
hembra.

En la Figura 17 se presenta la frecuencia de spots de los antigenos
reconocidos amplia, mediana y raramente por todos los sueros de la SO y S1 del
total de ratones hembra.

La suma total de los spots de antigenos reconocidos por IgM naturales en la
SO0 fue de 563, y la frecuencia de spots fue de 8 antigenos compartidos por todos
los ratones hembras en la SO. En la S1, la suma de todos los spots en ratones
hembra fue de 518, y la frecuencia de spots compartidos fue de 10 antigenos. Sin
embargo, al comparar la frecuencia de spots de los 1081 antigenos reconocidos
por IgM en la SO y S1, solo 10 antigenos fueron compartidos entre ambas
semanas.

Con respecto a la cantidad de Ags reconocidos por IgM, la cantidad de Ags
reconocidos de IgG decreci6 en la S1, pero la frecuencia de antigenos
reconocidos fue similar entre las respuestas de IgG e IgM, siendo 3 antigenos
compartidos de 183 y 10 antigenos compartidos de 518 entre individuos,
respectivamente. La frecuencia de reconocimiento de IgM e IgG contra los mismos
antigenos muestra que hay muy pocos antigenos detectados por IgM o IgG que se
compartan entre los ratones hembra en la SO y S1, o entre IgG y IgM. El que IgM e
IgG compartan el reconocimiento temprano de 8 antigenos en S1 convierte a
estos antigenos en proteinas notables, los cuales podrian, en trabajos futuros,
secuenciarse e identificar para saber que proteinas son, y asentar las bases para

desarrollar una herramienta de diagndstico temprano.
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Figura 17. Frecuencia de spots de las imagenes de inmunoblot-2D de ratones
hembra en la semana 0 y semana 1 de la respuesta mediada por IgG y IgM. La figura
muestra el Punto isoeléctrico y Peso molecular de los spots que se comparten no sélo
entre las imagenes de cada tiempo (SO y S1), sino también entre todos los ratones
hembras. Los spots de color rojo son reconocidos "Medianamente" y los spots de color
azul intenso son reconocidos "ampliamente" por los ratones. Los spots son reconocidos
por 0-1 ratones fueron categorizados como "raros", de 2 a 5 ratones como "Medio" y por 6
a 10 ratones como "Ampliamente". Ags = antigenos.

VI.3. Patrones de reconocimiento y distribucién de los spots
(reconocimiento de antigenos por IgG e IgM).

VI.3.1. Firmas inmunolégicas.
Para obtener el patron de spots en las imagenes de inmunoblots-2D cada

uno de los inmunoblots-2D se dividié en una cuadricula de 100 casillas (10x10)
(Figura 18), y se genero una base de datos de Os y 1s, la cual se tradujo en una
firma multibinomial de Os y 1s (Figura 19), que representa una firma de la
respuesta inmune humoral de IgG o IgM. Cada ratén hembra y macho tiene un

patron individual de reconocimiento de los Ags tumorales 4T1.
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Figura 18. Desarrollo de una firma multibinomial basada en la disposicion de spots
de una imagen de inmunoblot-2D, que se dividié en las celdas. Un "1" se
colocod en las celdas que tenian uno o mas puntos, mientras que un "0" se
colocd, cuando no habia spots. Las flechas verdes indican el patron de lectura
de los Os y 1s para la obtencion de la firma inmunolégica, de izquierda a
derecha y de arriba hacia abajo.

VI.3.2. Dendogramas
A partir de las firmas inmunoldgicas de cada raton hembra y macho, se

construyeron dendogramas para conocer si existia un patron de reconocimiento de
Ags de células tumorales 4T1 en las imagenes, el cual pudiera ayudar a agrupar a
los ratones de acuerdo al sexo o al isotipo de inmunoglobulina (IgG o IgM).

Los dendogramas muestran que las firmas inmunoldgicas, tanto de IgG e
IgM, no permitieron agrupar y distinguir a los ratones en funcién del sexo (Figura
19). Como se mencion6 en el analisis estadistico, los dendogramas tampoco
mostraron una clara agrupacion de ratones hembra y de ratones macho de
acuerdo al reconocimiento de Ags de células tumorales 4T1, lo que indica que el
numero de spots de IgG e IgM no fue diferente entre sexos, y generalmente
reconocen los mismos Ags, por lo que el patrén de reconocimiento y distribucién
de spots no fue diferente.

Algunos clados agruparon en su mayoria ratones hembra, pero también

involucraron ratones macho, o viceversa. Este comportamiento donde no se
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separan los ratones por sexo se observo en el suero pre-inmune, y también en las

subsecuentes etapas de desarrollo del tumor (S1-S5).
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Figura 19. Dendrogramas de patrones de reconocimiento de antigenos en las

imagenes por sexo, de la suma de las firmas inmunoldgicas de Os y 1s de
las semanas 1 a 5, donde se muestran la respuesta humoral de IgG (A) e
IgM (B) entre ratones hembra (F= cajas verdes) y ratones macho (M= cajas
naranjas). w: Semana, G: IgG, M: IgM.
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Los dendogramas de la Figura 20 muestran las agrupaciones segun el tipo
de inmunoglobulina. Las firmas inmunoldgicas permitieron agrupar a los ratones
de acuerdo al patrén de reconocimiento de Ags por IgG o IgM.

En el dendograma de las firmas inmundlogicas de la SO de ratones hembra,
los individuos se separaron practicamente en dos grupos, ya sea en IgG o IgM, a
excepcion de la firma inmunolégica de IgM del ratén hembra 7. A partirde la S1'y
hasta la S5, la separacion es menos notable que en la SO, pero todavia se pueden
observar las diferencias. En ratones macho, la separacion de los individuos se
observo en la SOy en la S1 de una manera notable, a partir de la S2 hasta la S5 la
separaciéon disminuye pero todavia es percibida.

Lo anterior indica que el patron de reconocimiento de Ags en las imagenes
de inmunoblots-2D es similar entre ratones machos y hembras, pero dicho patron
de reconocimiento si es diferente de acuerdo al tipo de inmunoglobulina que
reconoce a los Ags 4T1. En el caso de IgM, el patrén de reconocimiento se

traduce en la calidad con que los Ags tumorales 4T1 son reconocidos.
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Figura 19. Dendogramas de patrones de reconocimiento de antigenos de las
imagenes de inmunoblots-2D por isotipo de inmunoglobulina, elaborado
a partir de las firmas inmunolégicas de Os y 1s de las semanas O ala 5, en el
que la IgG (G= cajas azules) e IgM (M= cajas rojas) de la respuesta humoral
de ratones hembra (A) y macho (B). w: Semana, F: ratones hembra, M:
ratones machos.
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VIl. DISCUSION

La mayoria de las investigaciones sobre el cancer de mama se han
enfocado en el establecimiento de biomarcadores basados en IgG como
tratamiento para etapas avanzadas de la enfermedad. Sin embargo, se ha
reportado que las mujeres que padecen cancer de mama presentan
inmunosupresion de anticuerpos IgG (Rodriguez and Padilla, 2008; Zhang, 2013;
Llanes-Fernandez et al., 2006; Roberts et al., 1973; Tagliaferri et al., 2001). Aun
asi, el sistema inmune humoral tiene la capacidad de detectar células tumorales
en etapas tempranas de la transformacion celular por medio de anticuerpos como
IgM.

IgM tiene la capacidad de eliminar a las células cancerosas en las primeras
etapas de la transformacion celular, al reconocer cambios minimos presentes en
algunos antigenos asociados a tumor (proteinas o carbohidratos con estructuras
aberrantes). Sin embargo, son pocos los estudios sobre IgM natural e IgM
adaptiva y su participacion en el reconocimiento temprano de antigenos asociados
a tumores mamarios, por lo que es importante estudiarlas, para poder
considerarlas como una posible herramienta de diagnostico temprano del cancer
de mama (Diaz-Zaragoza et al., 2014).

El cancer de mama es el cancer mas comun en las mujeres a nivel mundial
(Etzioni et al., 2003; Panieri, 2012), por lo que su diagnostico temprano es muy
importante y representa un enfoque prometedor para reducir las cifras de
mortalidad, y para obtener un tratamiento curativo. En México, de 256 mexicanas
diagnosticadas con cancer de mama, el 90% de los casos las mujeres se
diagnosticaron por autoexploracién, y de ese 90%, solo el 10% de los casos
fueron diagnosticados en etapa | (Knaul et al., 2008). Ademas, la mayoria de las
mujeres con cancer de mama concentradas en hospitales publicos de tercer nivel
en la ciudad de México, son diagnosticadas en estadios avanzados, de manera tal
que se reducen importantemente sus posibilidades de cura y sobrevida (Lopez-

Carrillo et al.).
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La educaciéon y la auto-exploracién son importantes para la deteccion
temprana del cancer de mama, no obstante, es necesario el desarrollo de
herramientas de diagnostico temprano, las cuales ayuden a reconocer sefiales de
advertencia de aparicion de cancer y que tomen ventaja en el diagnostico
temprano, a través de pruebas sencillas dentro de una poblacion con el fin de
identificar a personas enfermas y asintomaticas (WHO, 2015a). Asimismo, a pesar
de utilizar la mamografia para la deteccion del cancer de mama, es importante
aplicar en entornos de bajos recursos herramientas alternativas de bajo costo que
la complementen (WHO, 2015a; b).

Los resultados presentados en esta tesis podrian ser la base para el
desarrollo de una herramienta de diagndstico temprano del cancer de mama, la
cual se basa en el patron de distribucion de reacciones antigeno-anticuerpo (spot)
en imagenes de inmunoblots-2D, donde se analiza el reconocimiento de antigenos
asociados a tumor expresados en las etapas tempranas de la transformacion
celular, por medio de los anticuerpos IgG e IgM (natural y adaptativa) de ratones
hembra y macho con cancer de mama.

Las imagenes de los inmunoblot-2D mostraron una gran variabilidad de las
respuesta inmune humoral mediada por IgG e IgM hacia los antigenos de las
células tumorales 4T1 en las diferentes etapas del cancer de mama, tanto en
ratones hembras como macho, es decir, el reconocimiento de antigenos fue
diferente entre los ratones aunque estos eran singénicos. Sin embargo, el analisis
detallado de la distribucién de los spots permiti6 obtener algunos patrones de
reconocimiento definidos, que permitieron diferenciar el reconocimiento de
antigenos por IgG o IgM.

El reconocimiento de antigenos tumorales de las células 4T1 por medio de
IgG estuvo ausente o casi ausente en ratones de ambos sexos en la SO, lo que se
atribuye a la existencia de IgG naturales, las cuales se han reportado forman parte
de la bateria de anticuerpos del sistema inmune humoral, pero de las que no se
conoce mucho (Ronda et al., 1994; Nagele et al., 2013).

El reconocimiento de antigenos por IgM presente desde la SO en todos los

ratones hembra y macho, fue considerada IgM natural, mientras el reconocimiento
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de antigenos observado de la semana 1 a la 5 se atribuy6é a IgM adaptativa. La
IgM natural actua como parte de la primera linea de defensa del organismo y no
s6lo es responsable del reconocimiento y la eliminacion de particulas infecciosas,
sino también del reconocimiento y la eliminacion de células precancerosas y
cancerosas (Klimovich, 2011; Brandlein et al., 2004, 2003; Manson et al., 2005;
Vollmers and Brandlein, 2005b, 2009). Ademas, las IgM naturales también median
el reconocimiento temprano y la eliminacion de invasores bacterianos, virales, y
material propio alterado (células senescentes, restos celulares), ya que reaccionan
con receptores de superficie celular (Baumgarth, 2011; Nagele et al., 2013;
Vollmers and Brandlein, 2009).

Las IgM naturales se encuentran en condiciones normales en ratones y en
humanos, aun en ausencia de estimulos antigénicos exdégenos (Madi et al., 2009;
Merbl et al., 2007). IgM natural es secretada principalmente por las células B1a
CD5" y constituye la mayor parte de las IgM circulantes (Coutinho et al., 1995),
mientras que la IgM adaptativa es inducida por un estimulo antigénico y es
producida principalmente por células B convencionales (B2) (Baumgarth et al.,
1999).

En la semana 0, la diferencia en la cantidad de spots entre I1gG e IgM fue
clara; siendo casi cero para IgG y numerosa para IgM. El patron de
reconocimiento de spots de la respuesta de IgM fue muy variable y no hubo
inmunoblots-2D iguales. La identificacion de antigenos tumorales 4T1 por IgM,
incluso antes de la estimulacion antigénica (S=0), es consistente con un
reconocimiento humoral innato. Durante este tipo de reconocimiento, los
carbohidratos son las principales estructuras reconocidas de manera muy similar a
como lo hacen los receptores tipo-Toll. No obstante, se ha reportado que IgM
natural también reconoce el carboxilo terminal de las proteinas (Sokoloff et al.,
2001).

En cuanto al reconocimiento de antigenos de las células tumorales 4T1 por
IgG, la mayor cantidad de spots se observé en la S1, sin embargo, este disminuyo
con el tiempo hasta casi desaparecer en la S5. La inmunosupresién de IgG se ha

reportado en ratones hembra que desarrollan cancer de mama al ser implantadas
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con células tumorales 4T1 (Tagliaferri et al., 2001), asimismo, mujeres con cancer
de mama, también se ha reportado inmunosupresion de IgG (Rodriguez and
Padilla, 2008; Zhang, 2013; Llanes-Fernandez et al., 2006; Roberts et al., 1973;
Tagliaferri et al., 2001).

Las disparidades en el reconocimiento antigénico por IgG o IgM durante el
desarrollo de cancer entre los ratones hembra y macho también podrian deberse a
los efectos de las hormonas sexuales y a las diferencias en la forma en que el
sistema inmune reconoce a los antigenos 4T1 en ambos sexos. En condiciones
saludables, las mujeres tienen mayores niveles de IgG e IgM y las respuestas
inmunes mediadas por células son mas fuertes que en hombres (Cohn, 1979),
ademas, la produccion de anticuerpos se ve mejorada en la inmunidad adaptativa
(Eidinger, David and Garrett, 1972; Dresser, 1962). Los ratones hembra no
experimentaron inmunosupresion de IgM durante el desarrollo del tumor,
probablemente debido a los estrogenos. En mujeres se ha reportado que la
produccion elevada de inmunoglobulinas es inducida in vitro en linfocitos por
estradiol, y al aumento de la diferenciacién de las células productoras de IgM. Este
efecto selectivo sobre la sintesis de IgM es similar in vitro e in vivo; las mujeres en
edad fértil tienen mayores niveles de IgM en suero que mujeres posmenopausicas
y hombres (Paavonen et al., 1981). Durante el desarrollo de estos experimentos,
los ratones hembra se encontraban en edad reproductiva de la 8° semana a la 13°
semana.

El que en los ratones hembra se haya presentado inmunosupresion de IgG
y no de IgM, puede atribuirse a que las células B2 probablemente forman, en las
etapas avanzadas del cancer de mama, parte del infiltrado inflamatorio del tumor.
Se ha reportado que el infiltrado inflamatorio de los tumores mamarios esta
conformado por el 60% de células B, y por medio de histologia, se ha observado
que la mayoria de esas células son agregados de células B IgG+, a diferencia del
tejido sano que en su mayoria presenta agregados de células B IgA+ (Rodriguez
and Padilla, 2008). Ademas, la presencia de IL-10, producida por las células B
reguladoras, favorece la induccién de factores pro-inflamatorios e inductores de la

angiogeénesis (VEGF), inhibe la generacién de respuesta inmune en el sitio del
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tumor y media la inmunosupresion (Llanes-Fernandez Et Al., 2006. Disis and
Stanton, 2015). Por lo que podria decirse, que el tumor secuestra a las células B
IgG+ y la presencia de IL-10 inmunosuprime su funcién (Ernst and Anderson,
2015).

Los niveles de IgM se mantienen durante el desarrollo de la enfermedad,
por la presencia contaste de IgM naturales producidas por las células B1 en el
bazo y en las cavidades pleurales. Las células B1 se dividen en células de la zona
marginal y en células B1 foliculares, y se ha observado que las ultimas pueden
reconocer ciertos antigenos por medio de una respuesta T-dependiente después
de una infeccion (Taki et al., 1992). También existe la poblacion de células B1b,
que producen anticuerpos IgM de memoria y de larga duracion, por medio de una
respuesta T-independiente (Alugupalli et al., 2004). Por lo anterior, podria decirse
que la presencia de las células B1 foliculares y de las células B1b contribuye al
incremento de la produccién total de anticuerpos IgM, pero no de IgG (Martin and
Kearney, 2001).

En los ratones macho el reconocimiento de antigenos por IgG aumento de
la S1 hasta la S5, mientras el reconocimiento de antigenos por IgM se mantuvo y
no decayo durante las 5 semanas de crecimiento del tumor en ratones de ambos
sexos. En los ratones macho con cancer de mama no se observd
inmunosupresion de las respuestas de IgM e IgG, probablemente porque los
ratones produjeron una mejor respuesta inmune contra los antigenos de células
tumorales 4T1, ya que el reconocimiento de antigenos per se se relaciona con el
desarrollo tumoral, y porque estas células originalmente provienen de ratones
hembra (Yoshimura et al., 2001). Es decir, los ratones macho posiblemente
reconocieron a los antigenos 4T1 de origen femenino como —nopropios” o
"xenoantigenos—-Ho que provoco que las reacciones de IgG e IgM aumentaran con
el tiempo, en contraste con las respuestas de ratones hembra. Los xenoantigenos
homdlogos tienen propiedades de antigenos reconocidos como "no propios", lo
que permitié que los ratones macho rompieran la tolerancia (Strioga et al., 2014).
Ademas, los ratones machos podrian desarrollar cancer de mama cuando se

implantan con las células 4T1 debido a la presencia de andrégenos. Estudios
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epidemiologicos han reportado que los androgenos estimulan la proliferaciéon
celular y promueven el desarrollo del cancer (Key T, Appleby P, Barnes |, 2002).
Estudios de cohortes prospectivos también sugieren que el riesgo de cancer de
mama aumenta con altos niveles de androgenos circulantes, directamente por el
aumento del crecimiento celular y la proliferacion a través del receptor de
andrégenos, o indirectamente a través de la aromatizacion de estrogenos
(Campagnoli et al., 2013; Kotsopoulos and Narod, 2012).

Después de la implantacion de las células tumorales 4T1, el reconocimiento
de antigenos se dio por IgG y IgM de la respuesta inmune adaptativa. Sin
embargo, en el patron de reconocimiento de antigenos-IgM de los inmunoblots-2D
de las S1 a la S5, se observa la suma del patrén de reconocimiento de la SO o de
la respuesta IgM natural mas el patron de reconocimiento de la respuesta IgM
adaptativa. Es decir, algunos antigenos que fueron reconocidos en la SO también
fueron reconocidos por el mismo raton en la S1, y se consideraron ser los mismos
antigenos ya que compartian el punto isoeléctrico y el peso molecular. No
obstante, el numero de spots listados en la Tabla 1 de la S1 a la S5 para cada
raton es el resultado de restar, de acuerdo al punto isoeléctrico y al peso
molecular, los antigenos reconocidos en la SO, que también fueron detectados en
las semanas posteriores del desarrollo del tumor.

Los antigenos reconocidos exclusivamente por la respuesta inmune innata
(S0) y los antigenos reconocidos exclusivamente por IgM (S1), podrian aislarse
para el diagnostico temprano ya que son los primeros en ser censados por las IgM
naturales, y reconocidos por las IgM adaptativas después de la exposicién a las
células tumorales 4T1. Sin embargo, para diferenciar entre los antigenos
reconocidos por IgM natural e IgM adaptativa, se tendrian que distinguir
estructuralmente entre ellas. Para ello, se podrian utilizar ratones irradiados
letalmente (Hayakawa and Smyth, 2006; Martin and Kearney, 2001), que sean
deficientes ya sea de células B1 o de células B2, y estimular la produccion de
anticuerpos IgM naturales o IgM adaptativos, respectivamente. Entonces, se
confrontaria el suero de estos ratones deficientes con cancer de mama, ya sea de

células B1 o células B2, contra los antigenos tumorales de las células 4T1, para

65
e O Do



observar los patrones de reconocimiento de antigenos por separado. Asi se
podrian diferenciar a los antigenos reconocidos por IgM natural de los reconocidos
por IgM adaptativa, y conocer si algunos antigenos son reconocidos por ambos
tipos de IgM.

Para obtener los patrones de reconocimiento de antigenos, las imagenes de
inmunoblots-2D fueron divididas en una cuadricula de 100 casillas. Cada raton
hembra y macho tiene un patrén individual de reconocimiento de antigenos
tumorales 4T1. La cantidad de antigenos reconocidos por IgG e IgM del suero de
ratones hembra y machos de las diferentes semanas y la cantidad de spots de
cada individuo, podria ser similar, por lo que no hubo diferencias en el
reconocimiento de antigenos entre machos y hembras. No obstante, si hubo
diferencias en los patrones de distribucion de spots dentro de las imagenes de
inmunoblots-2D, donde los patrones de reconocimiento difieren si los antigenos
fueron reconocidos por IgG o por IgM. El numero de antigenos reconocidos por
ratones macho fue similar a los reconocidos por ratones hembra, y por lo tanto, no
se dio un patron de reconocimiento diferencial entre ambos sexos. Tanto los
ratones hembra y macho reconocieron en su mayoria los mismos antigenos, y
aunque las hembras pudieran poseer un extra en la produccion de IgM por los
estrégenos, esto probablemente no afectd el patrén de reconocimiento de
antigenos. Por otro lado, el patron de reconocimiento de antigenos en las
imagenes de inmunoblots-2D si es diferente de acuerdo al tipo de inmunoglobulina
(IgG e IgM) que reconoce a los antigenos 4T1.

Los 8 antigenos compartidos entre IgM e IgG son proteinas importantes y
notables que se podrian secuenciar e identificar para conocer que proteinas son.
En su mayoria los antigenos fueron reconocidos por IgM natural e IgM adaptativa,
en las SO y S1 respectivamente, lo que apoya la idea de utilizar ambos tipos de
IgM para el diagndstico temprano del cancer de mama. Se ha reportado que se
necesitan tanto IgM natural como IgM adaptativa para el 6ptimo funcionamiento
del sistema inmune contra infecciones primarias. Ratones quiméricos a los que les
hacen falta las células B1 o B2 y por lo tanto algun tipo de IgM, sufrieron un alto

indice de mortalidad después de una infeccién, no obstante, los ratones
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quiméricos faltantes de IgM natural mueren en poco tiempo después de ser
infectados, a diferencia de los ratones quiméricos que producen IgM natural, pero
no IgM adaptativa. Se ha comprobado que los efectos de IgM natural e IgM
adaptativa no son redundantes, sino que actuan en conjunto para proveer
proteccion inmune completa, aunque cada tipo de IgM actue en diferente momento
y locacién (Baumgarth et al., 2000b).

Los resultados presentados apoyan la idea de que IgM es una
inmunoglobulina que puede utilizarse como una herramienta para el diagndstico
temprano, porque sus patrones de reconocimiento en las imagenes de inmunoblot-
2D difieren de los de IgG. De acuerdo a los patrones de reconocimiento de IgM,
ésta parece no estar sujeta a regulacion hormonal y no presenta inmunosupresiéon
como IgG, lo que se observd en ratones hembra con cancer de mama. Ademas,
los resultados favorecen la idea de utilizar este analisis de la variabilidad de la
respuesta inmune humoral mediada por IgM natural y adaptativa, para asentar las

bases para desarrollar una herramienta de diagnostico temprano.
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VIIl.  CONCLUSIONES

Las imagenes de los inmunoblot-2D mostraron una gran variabilidad de la
respuesta inmune humoral mediada por IgG e IgM hacia los antigenos de
las células tumorales 4T1 en las diferentes etapas del cancer de mama,
tanto en ratones hembras como macho. Ademas, la distribucion de los
spots dentro de las imagenes dieron patrones definidos de reconocimiento
antigénico, los cuales al ser transcritos en una firma inmunoldgica,
permitieron agrupar a los ratones de acuerdo al tipo inmunoglobulina (IgG e

IgM) que reconocia al antigeno, pero no al sexo.

La respuesta mediada por IgG en los sueros de los ratones hembra se
observo inmunosuprimida, y solo se presento en la semana 1 y/o semana 2
del desarrollo tumoral. La respuesta mediada por IgM hacia los antigenos
de las células tumorales 4T1, se present6 de la semana 0 a la semana 5. El
reconocimiento de los antigenos tumorales 4T1 por IgG e IgM de los sueros

de ratones macho se mantuvo a los largo del desarrollo de la enfermedad.

Los anticuerpos presentes en los sueros de las semanas 0 se consideraron
como IgM naturales, mientras los anticuerpos de las semanas 1 a la 5 se
consideraron como IgM adaptativas. La participacion de ambos tipos de IgM
fue constante a lo largo del crecimiento tumoral, sin embargo, fueron 8 los
antigenos detectados por ambos tipos de IgM en la semana 0 y semana 1,
los cuales pudieran ser importantes para el diagnoéstico temprano, por lo
que podrian secuenciarse, identificarse y utilizarse como una herramienta

para el diagnostico temprano del cancer de mama.
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IX. PERSPECTIVAS

En un futuro se plantea llevar a cabo lo siguiente:

Medir la concentracion de IgM total de cada uno de los sueros de los
ratones de las diferentes semanas de desarrollo tumoral.

Medir la relacién IgM:1gG en cada uno de los sueros.

Como un primer control negativo, se implantaran ratones con fibroblastos y
su suero se confrontara con los antigenos de las células 4T1 para obtener
los inmunoblots-2D.

Un segundo control negativo consistira en confrontar el suero de ratones
implantados con las células 4T1 contra las proteinas obtenidas de un lisado
de fibroblastos o de tejido normal.

Para constatar la inmunosupresion de IgG, se medira la citocina
inmunosupresora IL-10.

Se secuenciaran los 8 antigenos que fueron reconocidos por IgM natural e
IgM adaptativa en la semana 0 y semana 1 de desarrollo del cancer de
mama, para conocer de qué proteinas se trata.

Para la obtencion de mejores datos, se aplicara el analisis de la variabilidad de la
respuesta de IgM en un modelo murino de cancer de mama espontaneo:

Se realizara el analisis de la variabilidad de la repuesta inmune humoral
mediada por IgM del cancer de mama murino, con los sueros y el tejido
tumoral de los ratones transgénicos FVB PyVT, los cuales desarrollan
cancer de mama espontaneo. Se identificaran y secuenciaran los antigenos
representativos de los tumores PyVT que sean reconocidos por IgM natural
e IlgM adaptativa en las primeras semanas de edad de los ratones, antes de
la aparicion de una masa tumoral palpable; y se establecera si los
antigenos son probables candidatos para una herramienta de diagndstico

temprano del cancer de mama.
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Abstract

Background: Immunosuppression in breast cancer has been reported in women and in the highly metastatic mouse
marmmary tumor maodel 4 T1. The immunosuppressive environrment complicates the use of the humoral response
against the tumor as an immunodiagnostic tool. IgM has not been used in immunodiagnostic in part because its
antitumor responses, both innate and adaptive, have not been studied in function of time in breast cancer.

We show a new approach to analyzing the mouse humoral immune response, and compare the evolution with time
of IgG and IgM responses against the antigens of 4 T1 cells.

Methods: The study is based on 2-dimensional immunoblotting detection of antigens from 4 T1 cells by the 1gG and
IgM antibodies in the serum of female mice injected with 4 T1 cells.

Results: There was a high vanability in the intra-and inter-mouse response. Varability in the IgM response was manifested
as a pattern of spots that could become a multibinomial variable of 0 and 1, which could represent a signature
of the immune response. Different numbers of spots was found in the IgG and IgM responses from week 1 t0 5.0n
average, the IgM had more but the IgG response decrease with the time. The natural IgM at t=0 responds stronger
than w1; the adaptive response of both IgM and IgG were elicited where, with the former being stronger better than
the latter. Antigens that are recognized by some female mice in the first week are also recognized by other female mice
at time 0. Contamination of the natural IgM makes difficult use the adaptive IgM as a tool for immunodiagnostic.
Conclusions: IgM and IgG response varied with the time and individuals. Spot variation in 2D pattem for the natural
IgM could be expressed as a binomial signature, which opens up the way to correlate a particular pattern with
resistance or susceptibility. This uncovers a battery of IgMs for each individual to confront cancer or infections. The
possibility to differentiate between adaptive lgM antibodies from the natural IgM will allow investigation of the
adaptive IgM for early immunodiagnosis.

Keywords: 2D Immunoblot, IgM, 4 T1 cells, Mammary carcinoma

Background

During a lifetime, human beings are permanently exposed to
the development of transformed cells, which arise sponta-
neously or by contact with trigger factors. Immune surveil-
lance of cancer leads to the generation of anti-tumor
antibodies from the early stages of the disease [1]. Once a
tumor is established, however, the network of immune sys-
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tem associated with it, may paradoxically promote tumor
growth and metastasis rather its destruction [2].The use of
mouse models allows investigation of how the immunosup-
pression status may contribute to tumor establishment. Im-
munosuppression in breast cancer occurs in women [3-5],
and in the highly metastatic mouse mammary tumor model
4T1 [6,7]. An immunosuppressive environment complicates
the use of the humoral response against the tumor as an im-
munodiagnostic tool. Autoantibodies have many attractive
features as biomarkers, in particular natural IgM antibodies
(Ab) are involved in the primary defense mechanism that ac-
tivates the cascades of complement and apoptosis. Therefore

© 2014 Diaz-Zaragoza et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access antide distributed under the terms of the
se (htpy//creativecommons.orglicenses/oy/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly dted
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it is one of the most important mechanisms in the detection
and elimination of transformed cells as part of the innate
humoral immune system [8-12]; IgMs are low-affinity anti-
body products of the innate immunity that detect the major
changes on malignant cells as post-transcriptional modifi-
cations of carbohydrate patterns [9,13-18]. Natural IgM anti-
bodies can induce tumor-specific apoptosis [19]. The IgM
antitumor responses, both innate and adaptive, have not
been studied as a function of time in breast cancer, and
therefore we show a new approach for analyzing the mouse
humoral immune response, and compare the evolution of
IgG and IgM responses against the antigens of 4 T1 cells.
The study is based on the detection of antibodies in the
serum of female mice injected in the mammary gland nipple
with 4 T1 cells, with analysis by two-dimensional immuno-
blotting. Differential behavior was found between the re-
sponses of IgG and IgM. Not only the response to IgG, but
the response of IgM decreased with the time, although with
different kinetics. Each mouse has an individual pattern of
recognition, in our experiments to a tumor antigenic back-
ground and a variable number of spots for IgMs. In other
words, each individual has a particular expression of IgMs
(in number and capacity of recognition) that is genetically
determined. This variability was measured by generating a
signature expressed as a binomial variable. The ability to dif-
ferentiate between the adaptive IgM and natural IgM anti-
bodies allows the detection of the early antigens breast
cancer in an anticipated (predictive) manner by means of
immunoassay, achieving this recognizing regardless of the
immunosuppressive environment.

Results and discussion

The images in Figure 1 of the 2D-immunoblots shows a re-
markable variation among the humoral immune response
mediated by IgG or IgM in each serum of individual female
mice at t=0 and during the 5 weeks of development of
breast cancer. The number of antigens recognized by IgM
in the first week was very similar that recognized in time 0
(518 and 563, respectively); however, the recognition pattern
was different. In the analysis of I[gM and IgG response with
time, the ¥ of IgM spots at t = 0 varied from 35 to 98 anti-
gens, with an average of 62.6 and a standard deviation (sd)
of 23.5 (Table 1). During the 5 weeks, the IgM response
varied on average from 57.6 spots in the first week to 55.8
by the fifth week, with the lowest response (41 spots) in
the third week. After challenge with 4 T1 tumor cells, the
response IgG was, on average, the highest response at the
first week (20.3 spots), but this was decreased with time. It
can also be seen that 4 T1 antigen recognition by IgM is
presented from week 0 (pre-immune serum), whereas
there was no response of IgG (e.g. mice 1 and 2) or almost
absent (e.g. mice 4 and 5). At 1 week after implantation of
4 T1 tumor cells, the IgG and IgM responses were still
present; however, IgG recognition decays through to 5
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weeks of tumor growth, so that the response of IgM is
maintained at a higher level than IgG during tumor devel-
opment. Decrease in the IgG response is possibly due to
immunosuppression caused by the development of breast
cancer at the time that the 4 T1 tumor cells were im-
planted [5]. Since the IgM response, also declined slightly
in the number of spots with time, immunosuppression
would also be affecting it. Decrease in the IgM response
could be due to a T-independent immunosuppression,
which is based on the existence of T-independent antigens
as glycoproteins and glycolipids, which are recognized by
natural IgM because they are capable of activating B cells
without T cell collaboration [20-22]. Since the volume of
serum was low, IgM could not be measured by ELISA be-
cause of even though fewer spots, the IgM concentration
could be maintained, and then there would not be any
immunosuppression.

At time 0, the difference in spots number between the
IgG and IgM was clear, with the IgG spots being almost
zero, and the IgM spots numerous. The pattern of spots in
the IgM response at was highly variable, and there were no
2 similar immunoblots. Identification of 4 T1 antigen by
IgM, even before antigenic challenge (t = 0), was consistent
with an innate humoral recognition mentioned above, na-
ture of this recognition being through structural patterns of
Toll-like receptors. Carbohydrates are the main structures
recognized, but there are also reports where the natural
IgM can recognize the carboxyl terminus of proteins [23].
There were 2 types of IgM found in normal conditions in
the circulation in mice. Natural IgM is mainly secreted by
B-1a CD5" cells in the apparent absence of antigen stimula-
tion, which constitutes most of the circulating IgM [24],
whereas antigen-induced IgM is mostly produced by con-
ventional B (B-2) cells only after antigen stimulation [25].
Thus antibodies detected at time O are called natural anti-
bodies. Variability in the IgM response was manifested as
a pattern of spots that became a multibinomial variable of
0 and 1, which could represent a signature of the IgM or
IgG humoral immune responses (Figure 2); each signature
is therefore a measure of this variability. Each mouse has
an individual pattern of recognition, in this case to the
tumor antigenic background, manifested in tumor size
(Table 2). Thus each individual has a unique expression of
genetically determined natural IgMs (in number and cap-
acity of recognition). The possibility that this genetic deter-
mination does not recognize different tumors and their cells
in the same way, or that some individuals recognize some
kind of tumor better than others, is being investigated.

The cancer model we used did not allow us to establish
a relation between a natural IgM response and resistance
to tumor because this model was originally one for
studying metastasis. Another type of mouse model, where
diverse stages of cancer can develop will allow us to corre-
late natural IgM response with resistance.
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Figure 1 Images of 2D-immunoblot of the immune response mediated by IgG and IgM in female mice analyzed with PdQuest
software. Images of T=0 and w1-5 are shown. Scales of Molecular Weight (Kda) and isoelectric point (pH) are only shown in the images of
2D-immunoblot 1_IgG-T=0. The red crosses indicate the center of each spot and the yellow circle, their area.
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Table 1 Number, sum, average, standard deviation and total of spots found in 2D-immunoblot images of female mice
from response mediated by IgG and IgM through the development of breast cancer with 4 T1 tumor cells

Spots IgM
N° female mice wo wi w2 w3 w4 w5 Y spots IgM T=w1-w 5 TOTAL X spots IgM w0 - w5
1 86 20 129 83 146 75 453 539
2 39 77 49 49 60 89 324 363
3 65 66 41 18 24 31 180 245
4 45 94 22 24 36 15 191 236
5 98 69 63 91 61 13 297 395
6 89 21 23 23 14 23 104 193
7 45 28 19 14 70 144 275 320
9 35 120 109 17 15 43 304 339
10 61 23 47 46 78 69 263 324
3 spots by serum 563 518 502 365 504 502 2391 2954
Average 62.6 57.6 55.8 40.6 56.0 55.8 265.7 328.2
SD 23.6 36.4 39.0 29.2 41.4 43.0 100.1 102.5
Spots IgG
N° female mice w0 wi w2 w3 w4 w5 Y spots IgG T=w1-w 5 TOTAL X spots IgG w0-w5
1 0 27 9 0 0 2 38 38
2 0 8 8 5 0 0 21 21
3 0 0 3 5 0 0 8 8
4 4 3 8 2 Il 5 29 33
5 4 34 13 2 1 1 51 55
6 7 10 14 5 1 10 40 47
7 2 30 21 5 " 12 79 81
9 6 51 46 15 " 15 138 144
10 7 20 25 17 14 21 97 104
3 spots by serum 30 183 147 56 49 66 501 531
Average 3.33 20.33 16.33 6.22 5.44 7.33 55.67 59.00
SD 2.96 16.73 13.06 5.85 6.06 7.55 41.53 43.38

The pattern recognition of IgM after inoculation of
4 T1 cells is not only caused by acquired immune re-
sponse, but by the innate immune response. Some anti-
gens that are recognized in the first week are also
recognized by the same female at time 0. It is possible
that these antigens in the first week, and sharing IP and
MW with time = 0, are a product of an adaptive IgM in
response to 4 T1 cells. The number of spots in Table 1
from the first to the fifth week for each mouse is the result
of subtracting the antigens recognized at t=0, which by
coincidence were also detected in subsequent times of
tumor development by isoelectric point and molecular
weight determinations. Hence, in Table 1 the spots exclu-
sively produced by the innate immune response (t=0),
separated from the spots produced exclusively by the ac-
quired immune response (t=wl-5), antigens that are
shared over time, were not considered exclusive. The sig-
nificant number of antigens was recognized by IgM at the

first week, from which we could use several antigens for
early diagnosis because they are the first to be recognized
by IgM and IgG immunoglobulins after antigen challenge
with 4 T1 tumor cells. However, the antigens that are
mainly recognized are the one that overlapped between
t=0 and w1 (Figure 1, Table 1). This overlap in the recog-
nition of antigens between natural and adaptive IgM makes
it difficult to use adaptive IgM as a diagnostic character of
early immunodiagnostic. This difficulty could be overcome
if technically one can distinguish structurally between
natural IgM and adaptive IgM.

The number of spots in each 2D-immunoblot by im-
munoglobulin to the week of tumor development was esti-
mated. Figure 3 gives frequency of spots of most of the
antigens recognized, those half recognized and those
barely recognized. The sum total of the spots of antigen
recognition by natural IgM in the T =0 was 563, and the
frequency of spots for 8 antigens shared by all females
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Figure 2 Development of a multibinomial signature based in the arrangement of spots in a 2D-immunoblot image, which was divided
in cells. A “1" was placed in cells that had a one o more spots, while a “0” was placed, when there were not spots.
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mice at week 0. At week 1 (wl), the sum for all females
was 518, and the frequency of spots related to 10 shared
antigens. However, by comparing the frequency of antigen
recognition spots at T =0 and T = w1, this was low, with
only 10 antigens shared between the two from a total of
1081. With respect to above mentioned IgM, the IgG re-
sponse was reduced in the first week (T = wl), but the fre-
quency of antigens recognized was similar between the
IgG and IgM responses, being 3 from 183 and 10 from
518 shared antigens between individuals, respectively. The
frequency of recognition of IgM and IgG against the same
antigens shows that there are very few antigens detected
by IgM or IgG shared among the individuals at time 0 and
week 1, or between IgG and IgM. But the fact that IgM

Table 2 Tumor size in centimeters and volume of each
female mouse, with classification according to size: small
(1-1400 mm3), medium (1401-2800 mm?) and large
(2801-4200 mm3)

Size of tumors

N° female mice Size (cm) Volume (mm3) Category
1 1.8-15 2025 Medium
2 20-16 2560 Medium
3 1.0-0.7 245 Small
4 1.0-09 405 Small
5 0.8-06 144 Small
6 17-13 1436 Medium
7 22-19 3971 Large
9 1.2-20 600 Small
10 20-19 3610 Large
Average 1666.28
SD 1463.52

and IgG match some antigens in wl that are the early
antigen recognized indicates that they are particularly re-
markable; this antigenic “selection” by the host could be
used as a criterion to determine antigens in further work.
This shared recognition reinforces the idea of using this
system to find antigens in the human population that have
dual recognition, not only IgM (natural or adaptive) but
IgG, which can be help develop an early diagnostic test.

Conclusion

IgM and IgG responses against 4 T1 cells vary with the
time and between individuals. Spots variation in 2D pat-
tern for natural IgM can be expressed as a binomial sig-
nature, which opens the way to correlate a particular
pattern with resistance or susceptibility. The possibility
of differentiating between adaptive IgM antibodies from
the natural IgMs should allow the study of the adaptive
IgM as a tool for early immunodiagnosis.

Methods

Mice and cell line

10 female BALB/c AnN mice 8 old-weeks were kept in
the animal facilities at the Instituto de Investigaciones Bio-
médicas, UNAM. All experiments were carried out in ac-
cordance with the animal-welfare ordinance and approved
by the Code of Ethics for Academic Staff of the Institute:
(http://www.biomedicas.unam.mx/_administracion/regla-
mentos_formatos/archivos_pdf/CodigoIIBO.pdf).

The 4 T1 tumor cell line was grown in RPMI +10%
Fetal Bovine Serum +1 X of antibiotic-antimycotic mix-
ture (streptomycin, ampicillin) in culture dishes (25 cm?)
incubated at 37°C in air plus 5% CO,.
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but also among all female mice. Spots in red color are recognized “Half” and spots in blue heavy color are recognized “Vastly” by mice. Spots are
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Implantation of tumor cells

BALB/c mice was shaved on the abdomen and injected
with 10 x 10° 4 T1 tumor cells in 50 L isotonic solution
subcutaneously in a nipple of a mammary gland. The
tumor was allowed to develop and grow for 30 days. Tumor
size was measured after removal in 2 perpendicular dimen-
sions with a Vernier caliper. Tumor size in cubic millime-
ters was calculated by the formula (a x b2)/2, where b was
the smaller dimension of the tumor.

Serum sampling

BALB/c mice were bled by the tail once per week for 6
weeks. The first bleeding was made before implanting
4 T1 tumor cells (time = 0) or pre-immune serum. After
implantation of tumor cells, mice were bled and the sera
weekly (wl, 2, 3, 4 and 5). Blood was incubated at 4°C
for 30 min and centrifuged for storage at-20°C until use.

2D electrophoresis

For immunoblotting, proteins from 4 T1 cells were incu-
bated with Abs from each serum of every mouse at differ-
ent stages of tumor growth. A volume (100 pg) of 4 T1
cell proteins in 6 M urea, 50 mM DTT, 2% CHAPS, 2%
ampholines pH 3-10 (Bio-Lyte), 0.001% bromophenol blue
and MilliQ H,O up to 125 pL was used to hydrate the
IPG strips (7 ¢cm) in an immobilized pH gradient (pHi 3-
10, Bio-Rad). To separate proteins from the 4 T1 cells or

tumors in one dimension (isoelectric point), hydrated
strips were placed in the Protean IEF Cell from Bio-Rad
reaching a voltage of 4000 and 10,000 V-h, ~6 h.

After separation of proteins by isoelectric focusing, the
strips were equilibrated with 2 washes for 10 min, the
first in 6 M urea, 0.375 M Tris—HCI, pH8.8, 2% SDS,
20% glycerol, 2% (w / v) DTT, and the second in 6 M
urea, 0.375 M Tris—HCI, pH8.8, 2% SDS, 20% glycerol,
2.5% (w / v) iodo-acetamide.

For the separation in a second dimension (2D) for
molecular weight, the strip with separated proteins in
one dimension was placed on an acrylamide gel (Mini-
PROTEAN TGX Precast Gels, 10-20%, Bio-Rad) and
electrophoresed in buffer 25 mMTris pH 8.3, 250 mM
glycine, 0.1%SDS, at 100 V for 90 min in a chamber
(Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad).

The proteins separated on 2D were electrophoretically
transferred to a nitrocellulose membrane using a wet trans-
fer chamber (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad) at 100 V, 1 h
and 10 min; the buffer was Tris-Glycine-Methanol
(25 mMTris pH 8.3, 250 mM glycine, 20% v/v methanol).

After transfer, the membrane was placed in 20 mL
Sensitizer (12 mM HCI) for 5 min, and the solution was
removed. It was placed in 20 mL CPTS dye ((Copper(II)
phthalocyanine-3,4",4",4" -tetrasulfonic acid tetrasodium
salt (50 mg in 100 mL 12 mM HCI)), and was stirred
strongly for protein staining. The dye was removed and
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the membrane washed with Sensitizer before being digita-
lized with a scanner (HP Scanjet G4050). The stained pro-
teins were removed with Eraser solution (50 mL 0.2 M
KCI +40.8 mL 0.2 M NaOH, pH 12.5).

ImmunoBlot

The nitrocellulose membrane was blocked with 30 mL 5%
non-fat dry milk in PBS + Tween 20 (0.03%) at pH 7.4 and
stirred overnight at 4°C. The next day the milk was re-
moved and 5 mL skim milk in PBS-Tween and the pri-
mary Ab mouse serum (1:250) were placed and stirred for
4 h at room temperature. Four washes each for 10 min
each of 20 mL PBS-Tween were use.

Bound antibodies were detected by incubation (1 h at
room temperature) with HRP-conjugated secondary anti-
body (goat anti-IgG or IgM mouse, ZIMED), diluted 1/
2500 in PBS-Tween 20. Each was washed 4 times for
10 min with 20 mL PBS-Tween. Detection of second anti-
body binding was by incubation with DAB substrate (3, 3'-
diaminobenzidine; 0.5 mg/mL; 10 min) and 10 pL hydrogen
peroxide.

Image processing

From duplicates of the resulting 2D-immunoblot images,
a master image was created, which was analyzed by
counting the total number of spots (Zspots) or the num-
ber of unique spots per week were counted. Exclusive
spots were obtained by subtracting the antigens recog-
nized at t =0, which had coincidence in isoelectric point
and molecular weight, and were also detected at subse-
quent weeks of tumor development. Immunoblots were
digitalized using an HP Scanjet G4050 scanner with a
resolution level of 300 DPI in a TIFF format. The TIF
images were transformed to the Format 1l.sc, required
for analysis in PDQuest software (Bio-Rad). The images
were transferred to Adobe Photoshop for counting of
spots, identification of coordinates of each spot in the
2D-immunoblot, and the calculation of the perimeters of
the spots, location of the coordinates and the centroids.
All 2D-immunoblots were analyzed at the same settings
of brightness, contrast, and color to minimize bias.
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The early detection of cancer is one of the most promising approaches to reduce its growing burden and
develop a curative treatment before the tumor is established. The early diagnosis of breast cancer is the
most demanding of all tumors, because it is the most common cancer in women worldwide. We have
described a new approach to analyze humoral immune reactions against 4 T1 cell antigens in female
mice, reporting that the IgG and IgM responses differed and varied over time and between individuals.
In this study, we compared and analyzed the detection of tumor antigens with IgG and IgM from the

ggyi‘:":;:;mblm sera of male mice that were injected with 4 T1 cells into the mammary gland nipple in 2D immunoblot
1eM images. The variability in IgM and I1gG responses in female and male mice with breast cancer at various
12G stages of disease was characterized, and the properties with regard to antigen recognitionwere correlated
47T1 cells statistically with variables that were associated with the individuals and tumors.

Breast cancer
Xenoantigens

The ensuing I1gG and IgM responses differed. Only the 1gG response decreased over time in female mice
not in male mice. The IgM response was maintained during tumor development in both sexes. Each
mouse had a specific pattern of antigen recognition - ie, an immunological signature - represented by a
unique set of antigen spots that were recognized by IgM or IgG. These data would support that rationale
IgM is a better tool for early diagnosis, because it is not subject to immunosuppression like 1gG in female

mice with breast cancer.
© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction Diagnoses that are based on symptoms are unacceptable in

cancer, because symptoms usually appear when the tumors have

The detection of cancers at the early stages allows a curative
treatment to be administered before tumor progression occurs.
However, such steps are challenging, which is particularly signif-
icant in high-risk populations (Desmetz et al., 2011; Etzioni et al.,
2003).

Abbreviations: IgG, immunoglobulin G; IgM, immunoglobulin M; Ags, anti-
gens; 2D, 2-dimensional; DTT, dithiothreitol; CHAPS, 3-|(3-cholamidopropyl)
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0: w1-5, Weeks 1-5.
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progressed severely. This shortcoming has necessitated the early
detection of cancer in asymptomatic individuals and the develop-
ment of tumor-specific assays as routine screens. Early diagnosis
in patients with breast cancer is paramount, because it is the
most commonlydiagnosed cancer inwomenworldwide (Levenson,
2007; Lu et al., 2008).

Monitoring cancer-related autoantibodies is valuable in the
early detection of breast cancer, because they are observed in the
asymptomatic stages of cancer - up to 5 years before the onset
of disease (Anderson et al., 2011; Desmetz et al., 2011; Fernandez
Madrid, 2005; Tan et al., 2009; Zhong et al., 2008). Autoantibodies
are prevalent in human sera and are part of the normal immune
response, one important problem for identifying tumor-related
antigens is demonstrating their tumor relevance (Coutinho et al.,
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1995; Fernandez Madrid, 2005). Furthermore, B cells can produce
specific antibodies in large amounts after stimulation by a small
amount of tumor antigen. As aresult, tumor antigen-specific serum
antibodies can be detected at high titer in patients with early stages
of cancer (Lu et al., 2008). Natural immunoglobulin M (IgM) has a
direct cytotoxic effect on tumor cells, recognizing tumor-modified
cell surface antigens that develop during tumorigenesis and acti-
vating complement to destroy nascent transformed cells or induce
their apoptosis (Brandlein et al.,2003; Manson et al.,2005; Shishido
et al.,, 2012). Thus, IgM should be considered in developing a tool
for early diagnosis before the tumor has been established, because
it is the first immunoglobulin that detects early tumor antigens.

Although mammography is recommended as a routine screen
for breast cancer, it is insufficiently sensitive to detect the initial
stages of cellular transformation, suggesting that new diagnostic
tests are needed to complement mammography to differentiate
early-stage cancer from benign disease.

The 4 T1 model closely resembles human breast cancer and
is a rigorous model of advanced spontaneous metastatic disease
(Hennings et al., 2011; Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001). We
have described a new approach to analyze humoral immune reac-
tions against 4 T1 cell antigens in female mice (Diaz-Zaragoza et al.,
2014).In this study, we examined tumor antigens by 2-dimensional
(2D) immunoblot with antibodies in sera from male and female
mice in which 4 T1 cells were injected into the mammary gland
nipple. Our aim was to characterize the variability in IgM and IgG
humoral immune responses in female and male mice with breast
cancer at various stages of disease development and correlate anti-
gen recognition statistically with variables that are associated with
individual mice and tumor parameters, adding new information to
recently published data.

The IgG response to tumor antigens decreased throughout
tumor progression in female but not male mice. The IgM response
was constant during tumor development in both sexes. Each mouse
had a specific pattern of antigen recognition - ie, an immuno-
logical signature — represented by varying numbers of IgM- or
IgG-recognized spots.

Materials and methods
Tumor cell line

The 4 T1 mouse tumor cell line (ATCC® CRL-2539; a gift from
Dr. Karen Manucharyan) was cultured in RPMI 1640, supplemented
with 10% fetal bovine serum and 1X antibiotic-antimycotic mixture
of streptomycin and ampicillin (all from GIBCO), in 25-cm? culture
dishes (Corning) and incubated at 37°C in air plus 5% CO,. After
nearly reaching total confluence, the cells were washed 3 times
with phosphate-buffered saline, pH 7.4; collected by scraping; and
used for tumor implantation and protein extraction.

Mice and implantation of tumor cells

Ten 8-week-old male BALB/c AnN mice were kept in the animal
facilities at Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, with
food and water ad libitum. All experiments were carried out per
the animal welfare ordinance and approved by the Code of Ethics
for Academic Staff of the Institute: (http://www.biomedicas.unam.
mx/_administracion/_unidades_apoyo_inst/bioterio.html).

The abdomen of BALB/c mice was shaved, and we injected with
104 4 T1 tumor cells in 50 pL isotonic solution into the mammary
gland nipple. The tumors were allowed to develop and grow for
35 days. Tumor size was measured on removal in 2 perpendicu-
lar dimensions with a Vernier caliper and calculated as (a x b2)/2,
where a and b are the larger and smaller dimensions of the tumor.

Sampling of sera

Sera were collected from mice once per week by tail vein punc-
ture. The first sample was taken before the implantation of 4 T1
tumor cells (time =0) to obtain preimmune sera. After implanta-
tion, the mice were bled, and serum samples were for during 5
weeks (w1, 2, 3,4 and 5). Blood samples were incubated at 4 °C for
30 min and centrifuged. Sera were collected and stored at —20°C
until use.

2D immunoblots

Washed 4 T1 cells were lysed as described (Diaz-Zaragoza et al.,
2014).Then, 100 w.g of 4 T1 cell extract proteins in 6 M urea, 50 mM
DTT, 2% CHAPS, 2% ampholines, pH 3-10 (Bio-Rad), 0.001% Bro-
mophenol blue, and MilliQ H,0 up to 125 pL was applied to IPG
strips (7 cm, GE HealthCare) and separated in an immobilized pH
gradient from 3 to 7 by isoelectric focusing at 10,000 Vh over 6 h.

Next, the strips were equilibrated sequentially with 2 washes
for 10 min with 6 M urea, 0.375M Tris-HCI, pH 8.8, 2% SDS, 20%
glycerol, and 2% (w/v) DTT and 6 M urea, 0.375 M Tris-HCl, pH 8.8,
2% SDS, 20% glycerol, and 2.5% (w/v) iodo-acetamide.

The proteins were separated in the second dimension by SDS-
PAGE in 4-20% Mini-PROTEAN TGX Precast Gels (Bio-Rad) at 100V
for 90 min in a chamber (Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad).

After 2D separation, the proteins were transferred elec-
trophoretically to a nitrocellulose membrane at 100V for 1h and
10min in Tris-glycine-methanol (25mM Tris, pH 8.3, 250 mM
glycine, and 20%, v/v methanol), and the membrane was placed in a
20 mL Sensitizer (12 mM HCl) for 5 min. The blots were stained with
CPTS dye (copper(Il) phthalocyanine-3,4',4",4"-tetrasulfonic acid
tetrasodium salt). After being washed with 12 mM HClI, the blots
were digitalized on a scanner (HP Scanjet G4050). The blots were
destained with Eraser solution (50mL 0.2M KCl+40.8 mL 0.2M
NaOH, pH 12.5), blocked with 30 mL 5% nonfat dry milk (Svelty
Nestle, México) in PBS-Tween 20 (0.03%) at pH 7.4, and stirred
overnight at 4°C.

The blots were incubated with sera from individual mice, diluted
1:250 with PBS-Tween 20, for 4h at room temperature. After
extensive washes, bound antibodies were detected by incubation
with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG or goat anti-mouse IgM
(ZYMED Mex), diluted 1:2500 in PBS-Tween 20, for 1h at room
temperature. Secondary antibody signals were visualized with DAB
(3,3’-diaminobenzidine; 0.5 mg/mL). At least 2 immunoblots were
run per serum sample.

Image processing

The 2D immunoblots were digitalized on an HP Scanjet G4050
scanner with a resolution of 300 DPI in TIFF format. The TIFF images
were transformed to 1.sc format, as required for analysis in PDQuest
(Bio-Rad). Master images were created from the duplicates of the
2D immunoblot images. Using PDQuest, the coordinates of each
spot and the numbers of spots on the 2D immunoblots were deter-
mined. The images were transferred to Adobe Photoshop to match
them according to molecular weight markers and specific spots on
all 2D immunoblots. All 2D immunoblots were analyzed using the
same settings for brightness, contrast, and color to minimize bias.

The 2D immunoblot images were analyzed by counting the total
numbers of spots and the numbers of unique spots for each serum
sample. Only spots that were not recognized on the immunoblots
by the corresponding preimmune (t=0) serum were taken into
account.
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Clustering

The 2D immunoblot images were analyzed per previous reports
(Diaz-Zaragoza et al., 2014; Ostoa-Saloma et al., 2009). Briefly,
once the coordinates of the spots were calculated within each
2D immunoblot image, the images were divided into 10 columns
(pHi) x 10 rows (Mw, kDa). In each grid, matrices were established,
assigning a score of 0 if there was no spot in the cell and 1 if there
was one or more spots.

The matrix was converted into a vector by placing the n-th row
immediately after its predecessor. Thus, instead of a 10 x 10 matrix,
a vector was generated with 100 places that containing values of
0 and 1. This vector was used as the input for a python script
to perform complete linkage clustering with the hcluster package
(https://pypi.python.org/pypi/hcluster/0.2.0). For this analysis, we
chose the city block metric, in which the distance between 2 points
is the sum of the absolute differences in their Cartesian coordinates.
The resulting hierarchical clustering is presented as a dendrogram.

Statistics

Two-way ANOVA was used to analyze the total number of spots,
and t-test was used to compare tumor sizes. The link between time
and the average number of spots was analyzed by Spearman corre-
lation. Linear regression was performed to analyze the existence or
lack of correlation between tumor volume and the number of spots.
All statistical analyses were performed using SAS 9.0. The P-value
to determine the significance in this study was P=0.1 (See Note!).

Results and discussion

We have described a new approach to analyze humoral immune
reactions against 4 T1 cell antigens in female mice, reporting that
the IgG and IgM responses differed and varied over time and
between individuals (Diaz-Zaragoza et al., 2014).

In the present study, we analyzed and compared the antigen
recognition patterns by IgG and IgM in the serum from 4 T1 cell-
implanted male and female mice on 2D immunoblots, correlating
the number of antigens that was recognized by IgG and IgM at var-
ious times during tumor development and the spatial distribution
of spots in the images with gender and tumor size.

As shown in Fig. 1, the recognition of 4 T1 cell antigens by IgG
or IgM varied widely in sera from individual male mice from time
0 (preimmune serum) to 5 weeks (w1-5) of breast cancer devel-
opment. Also, [gM present more spots in comparison to the IgG
images.

To quantify the differences in the recognition of 4 T1 cell anti-
gens, the number of spots in each 2D immunoblot was counted
(Table 1) confirming the differences between immunoglobulin iso-
types statistically. There was greater recognition of antigens by
IgM (Total X Spots IgM w0-w5 =4147) than by IgG (Total X Spots
IgG w0-w5 =678) (P=0.003). The average number of antigens that
were recognized by IgM in the first week (w1) was lower than

1 Note: The reference alpha=0.1 (P=0.1) simply means that the probability of
rejecting the null hypothesis when in fact this hypothesis is truth (type I error).
Since we are conducting our experiments for the first time, and there are few
similar experiments in literature, we wanted to control also type II error (not
being able to reject the null hypothesis when in fact the alternative hypothe-
sis is the correct one). There is not one value of alpha that determines statistical
significance. Numbers such as 0.10, 0.05 and 0.01 are values commonly used
for alpha; there is no overriding mathematical theorem that says these are the
only levels of significance that we can use. What Level of Alpha Determines Sta-
tistical Significance? By Courtney Taylor. Statistics Expert. Commonly Used Values
Levels of Significance. http://statistics.about.com/od/Inferential-Statistics/a/What-
Level-Of-Alphadetermines-Statistical-Significance.htm.

at time 0 (58.6 +£39.8 and 86.1 +46.6, respectively, P=0.096, N=9,
mean + SD). In contrast, the average number of antigens that were
recognized by IgG in w1 and at time O were similar (9.89 +7.75
and 13.11 49.64, respectively, P=0.314, N=9), but the pattern of
distribution and recognition of antigens differed.

We compared our results on male mice with earlier findings in
female mice (Diaz-Zaragoza et al., 2014). Based on the number of
total spots, the IgM response was significantly greater than the IgG
reaction in male and female mice (460.8 +271.0 and 75.33 +58.25,
P<0.0001, N=9) (Fig. 2). But, the IgM response was similar in both
genders, as was the IgG reaction.

The number of spots that were recognized by adaptive IgM in
male mice increased as the tumor developed (rSp=0.90, P=0.037).
In contrast, this response remained constant in female mice
(Fig. 3a), suggesting that the adaptive IgM response is not immuno-
suppressed in female or male mice.

With regard to IgG antigen recognition in female mice, the
number of spots declined over time (rSp = —0.70, P=0.049), reflect-
ing IgG immunosuppression throughout the development of the
tumor, consistent with previous reports on the immunosuppres-
sion of IgG in women and in female mice during breast cancer
progression (Roberts et al., 1973). Yet, in male mice, antigen recog-
nition by IgG rose significantly during tumor growth (rSp=0.89,
P=0.041) (Fig. 3b).

We did not observe immunosuppression of IgM and IgG
responses in male mice with breast cancer, likely because they
were raising an immune response against 4 T1 cell antigens of
female origin proper, in addition to antigens that were related to
tumor development (Yoshimura et al., 2001). Male mice possibly
recognized 4 T1 cell antigens of female origin as nonself, trigg-
ering IgG and IgM reactions against tumor antigens, increasing
antigen recognition over time, in contrast with the responses in
females. Male mice could also have perceived 4 T1 antigens to be
xenoantigens. Homologous xenoantigens have properties of “non-
self” antigens, enabling them to break tolerance (Strioga et al.,
2014).

The disparities in antigenic recognition by IgG or IgM during
the development of cancer between female and male mice could
also be attributed to the effects of sex hormones and differences in
how the immune system recognizes 4 T1 antigens in both genders.
Under healthy conditions, females have higher IgG and IgM levels
and stronger cell-mediated immune responses than males (Cohn,
1979), and their development of antibodies is enhanced in sec-
ondary immunity and by estrogens in primary immune responses.
Females have superior responses to a variety of antigens (Eidinger
and Garrett, 1972), reject allografts more rapidly (Graff et al., 1969),
and have relative resistance to the induction of immune tolerance
(Dresser, 1962).

Conversely, male mice might develop cancer when implanted
with 4 T1 cells due to the presence of androgens. Epidemiological
studies have reported that androgens stimulate cell proliferation
and promote the development of cancer (Key et al., 2002). Prospec-
tive cohort studies also suggest that there the risk of breast cancer
is greater with high levels of circulating androgens - directly
by increasing cellular growth and proliferation via the androgen
receptor or indirectly through their aromatization to estrogens
(Campagnoli et al., 2013; Kotsopoulos and Narod, 2012).

Female mice did not experience immunosuppression of IgM
during tumor development, likely due to the presence of estrogens,
as reported in women, who undergo estradiol-induced upregula-
tion of Ig in vitro on lymphocytes and increased differentiation of
IgM-producing cells. This selective effect on IgM synthesis is sim-
ilar in vitro and in vivo — women of fertile age have higher serum
IgM levels than postmenopausal women and men (Paavonen et al.,
1981). The female mice in this experiment were at reproductive
age - from 8 to 13 weeks.
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Fig. 1. Images of 2D immunoblots of immune responses mediated by IgG and IgM in male mice analyzed with PDQuest. Images at T=0 and w1-5 are shown. Scales for
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Table 1
Number of spots, sum, average, standard deviation, and total number of spots in 2D immunoblot images of male mice from IgG and IgM responses throughout the development
of breast cancer with 4 T1 tumor cells.

N° Male mice w0 w1 w2 w3 w4 w5 Z Spots IgM T=w1-w5 TOTAL X spots IgM w0-w5
Spots IgM
1 66 55 21 17 68 19 180 246
2 14 4 10 12 35 12 73 87
3 33 28 5 7 24 26 90 123
4 147 122 131 124 156 174 707 854
5 150 7 15 49 88 55 214 364
6 98 77 142 121 69 129 538 636
7 63 58 104 93 91 171 517 580
9 102 87 222 67 72 184 632 734
10 102 89 44 114 110 64 421 523
X spots by serum 775 527 694 604 713 834 3372 4147
Average 86.1 58.6 77.1 67.1 79.2 92.7 374.7 460.8
SD 46.6 39.8 76.4 48.1 393 71.6 240.2 271.0
Spots IgG
1 9 0 13 2 0 0 16 24
2 0 0 12 3 15 12 42 42
3 2 17 6 4 3 6 39 38
4 30 21 11 42 64 50 253 218
5 12 4 2 12 24 15 71 69
6 12 7 5 9 6 10 50 49
7 14 14 3 5 6 14 70 56
9 25 9 12 1 13 36 108 96
10 14 17 27 12 8 8 99 86
X spots by serum 118 89 91 90 139 151 748 678
Average 13.11 9.89 10.11 10.0 15.4 16.78 83.11 75.33
SD 9.64 7.75 7.59 12.69 19.57 15.92 70.08 58.25
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Fig. 2. Total numbers of spots in female mice (a) and males (b) in the recognition of 4 T1 cells by IgG and IgM.
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Fig. 4. Tumor size in cubic millimeters in each female (Diaz-Zaragoza et al., 2014) and male mouse and its classification (absent, small, medium, and large).

Fig. 4 shows the tumor sizes in each of the male mice in
centimeters and volume, demonstrating that males developed
tumors after the implantation of 4 T1 cells. No significant dif-
ferences in tumor size were observed between male and female
mice.
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Fig. 5 shows the scatterplots of tumor volume (mm?) in each
female and male mouse versus the number of spots in the 2D
immunoblot images of the IgG and IgM responses during tumor
development. Only time points with significant changes are shown.
IgG responses did not correlated with tumor size. IgM responses in
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Fig. 5. Tumor size versus number of spots in each female mouse at Week 1 (a) and Week 5 (b) and in male mice at Weeks 1 (c) and 4 (d).



1056

M. Diaz-Zaragoza et al. / Inmunobiology 220 (2015) 1050-1058

F_1_IgM_wl 0000000000000000000000000000000000000010000001101000000001110000000010000000000000000000000000000000
M_1_IgM_w1 0000010000000010000000000100000000111111000011111100000111110000111100000011100000000001000000000000
F_1_[gG_wl 0000000000000000000000000000000001110110000011111000000000100000000110000000000000000000000000000000
M_1_IgG_w1 000000000000000000000000000000000006000000000000000060000000000000000000000000000000000000000000000000

Fig. 6. Examples of binomial multivariate signatures based on the arrangement of spots in various 2D immunoblot images of female and male mice at Week 1 by IgG and
IgM. Each image was divided into cells; a “1” was placed in cells that had a 1 or more spots, and a “0” was entered when there were no spots.
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Fig. 7. Dendograms of antigen recognition patterns in the images by sex, drawn from the sum of immunological signatures comprising Os and 1s from Weeks 1 to 5, in
which the humoral IgG (A) and IgM (B) responses between female (F=green boxes) and male (M =orange boxes) mice are shown. G: IgG, M: IgM. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

female mice correlated negatively (2 =0.39, P=0.074, N=9) with
tumor volume and the number of spots in the first week after tumor
injection (Fig. 5a), but at Week 5, this association was inverted
(r2=0.76, P=0.002, N=9) (Fig. 5b). In the initial stages of tumor
growth, IgM might help control tumor size, but at the later stages,
the tumor is larger in mice, having more spots. In male mice, there
was a positive tendency at Weeks 1 (r2 =0.43, P=0.057, N=9 Fig. 5¢)
and 4 (12=0.55, P=0.023, N=9 Fig. 5d).

In both sexes, 4 T1 antigens were recognized by IgM from pre-
immune serum. This recognition before the challenge is attributed
to natural antibodies in the organism in the absence of exogenous
antigenic stimulation (Madi et al., 2009; Merbl et al., 2007). Nat-
ural IgM has been associated with the recognition and removal
of precancerous and cancerous cells (Brandlein et al., 2004, 2003;
Manson et al., 2005; Vollmers and Brdndlein, 2009, 2005a, 2005b)
and mediates the early recognition and elimination of bacterial
and viral invaders and altered self-material from the organism
(senescent cells, cell debris), because it reacts with cell surface
receptors (Baumgarth, 2011; Nagele et al.,, 2013; Vollmers and

an
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w

Brdndlein, 2009). After implantation of 4 T1 tumor cells, antigenic
recognition by IgG and IgM was elicited by the adaptive immune
response.

The pattern of spots in the 2D immunoblot images was gen-
erated from a database of Os and 1s (see Section ‘Materials and
methods’) and translated into a binomial multivariate that repre-
sented the signature of the IgG or IgM response (Diaz-Zaragoza
et al., 2014). We obtained an immunological signature for each
week using the 2D immunoblot images of female and male mouse
(example in Fig. 6) and for each mouse - ie, the sum of signa-
tures from Weeks 1 to 5 - from which dendograms were created
(Figs. 7 and 8). We examined the dendograms to determine if there
was a recognition pattern in the image by sex or immunoglobulin
isotype (IgG or IgM).

As a result, the immune signatures could not be distinguished
between mice by sex (Fig. 7). The clades clustered in a mix of female
and male mice, indicating that the number of IgM spots differed
between sexes but that they generally recognized the same anti-
gens.
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Fig. 8. Dendograms of antigen recognition patterns in the images by immunoglobulin isotype, drawn from the sum of immunological signatures comprising Os and 1s from
Weeks 1 to 5, in which the IgG (G =blue boxes) and IgM (M =red boxes) humoral responses of female (A) and male (B) mice are shown. F: female mice, M: male mice. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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The dendogram in Fig. 8 shows the clustering of mice by
immunoglobulin isotype against 4 T1 antigens. The immune
signatures allowed us to group individuals by recognition pattern
by IgG or IgM. Antigenic recognition by IgG and IgM in female mice
fell primarily into 2 clades, except for F1_G to F7_G and F9_G to IgG,
which were pooled into the IgM group. F1_M, F5_M, and F6_M of IgM
were grouped in the clade in which most cases are IgG (Fig. 8A).
Antigenic recognition by IgG and IgM in male mice was grouped
into 2 clades - 1 that comprised exclusively IgM immunological sig-
natures and has another that contained all IgG and 3 IgM signatures
(M2, M3, and M6).

Thus our results support that IgM can be used as a tool for
early diagnosis of breast cancer, because studies about IgG have
not demonstrated that this immunoglobulin is efficient as diag-
nostic tool. Further, the pattern recognition of IgM is not subject to
hormonal regulation. Also, IgM activity in female and male mice is
maintained during the development of breast cancer.

In a future, identifying and proposing some particular spots as
antigens expressed during the earliest stage of tumor and distin-
guish them from those exhibited at the middle and later stages,
could be possible.
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Abstract. For early detection of cancer, education and
screening are important, but the most critical factor is the
development of early diagnostic tools. Methods that recognize
the warning signs of cancer and take prompt action lead to
an early diagnosis; simple tests can identify individuals in a
healthy population who have the disease but have not devel-
oped symptoms. Early detection of cancer is significant and
1s one of the most promising approaches by which to reduce
the growing cancer burden and guide curative treatment. The
early diagnosis of patients with breast cancer is challenging,
since it is the most common cancer in women worldwide.
Despite the advent of mammography in screening for breast
cancer, low-resource, low-cost alternative tools must be imple-
mented to complement mammography findings. IgM is part of
the first line of defense of an organism and is responsible for
recognizing and eliminating infectious particles and removing
transformed cells. Most studies on breast cancer have focused
on the development of 1gG-like molecules as biomarkers or
as a treatment for the advanced stages of cancer, but auto-
antibodies (IgM) and tumor-associated antigens (proteins or
carbohydrates with aberrant structures) have not been exam-
ined as early diagnostic tools for breast cancer. The present
review summarizes the function of natural and adaptive IgM
in eliminating cancer cells in the early stages of pathology and
their value as early diagnostic tools. 1gM, as a component of
the immune system, is being used to identify tumor-associated
antigens and tumor-associated carbohydrate antigens.

Correspondence to: Dr Pedro Ostoa-Saloma, Posgrado en Ciencias
Biolégicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad
Universitaria, 04510 México, DF, México

E-mail: postoa@unam.mx

‘In memoriam

Key words: breast cancer, natural [gM, adaptive IgM, TAA, TACA,
carly diagnosis

102

Contents

Introduction

IgM antibodies

Immune surveillance: Mechanism to eliminate cancer

cells

4. Autoantibodies and tumor-associated antigens in breast
cancer

5. IgM antibodies directed against tumor antigens of breast
cancer

6. Conclusions

W =

1. Introduction

The detection of tumors at early stages allows curative treat-
ment to be administered before tumor progression occurs (1);
consequently, patients live longer and fare better than those
with advanced cancer (2,3). The detection of such tumors is
challenging, which is particularly significant in the high-risk
population, in whom the incidence of disease is higher (1,4).
Major components of the early detection of cancer are educa-
tion and screening, but the most important aspect is the
development of early diagnostic tools. Tools that recognize
the warning signs of cancer so prompt action can be taken
may ensure an early diagnosis, and simple tests can identify
individuals in a healthy population who have the disease but
have not developed symptoms (5). Diagnoses that are based on
symptoms are unacceptable for cancer, as they usually appear
when the tumors are sufficiently large in size (6).

An early diagnosis is paramount in breast cancer (BC),
since it is the most frequent tumor occurring in women in
industrialized and developing nations (2,6). Thus, early detec-
tion remains the cornerstone of controlling BC to improve
patient outcomes and survival. Breast tumors express aber-
rant levels of mutated or modified forms of proteins that are
associated with malignant growth. These proteins, called
tumor-associated antigens (TAAs) and tumor-associated
carbohydrate antigens (TACAs), are able to stimulate cellular
and humoral immune responses; TAAs are identified by serum
antibodies (Abs) of patients (7,3).
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The only effective screening method for BC is mammo-
graphy. Mammography is expensive and is only cost-effective
and feasible in developed countries with good health infra-
structure. Many low- and middle-income nations must
implement low-cost screening, such as clinical breast exami-
nation and early diagnostic tools (5,9). Ongoing studies are
evaluating inexpensive screening methods that can be imple-
mented and sustained in low-resource settings, based on the
detection of antitumor antigens by immunoglobulin M (IgM)
Abs in the serum of female mice with BC. In these studies,
the patterns of antigen (Ag) recognition by Abs in 2D immuno-
blots are identified and expressed as immunological signatures,
allowing certain patterns to be correlated with resistance or
susceptibility (10).

Two types of IgM exist: natural, which is present in an
organism without prior antigenic contact and is part of the
first-line defense; and adaptive, which develops after antigenic
challenge (11). Natural IgM also has a significant function in
mai ntaining tissue homeostasis, promoting the phagocytic
clearance of apoptotic cells and preventing infectious and
autoimmune diseases (12), and in recognizing and removing
precancerous and cancerous cells (13-18).

In the present review, we discuss the function of natural
IgM and adaptive IgM in eliminating cancer cells in the early
stages of BC and their potential as early diagnostic tools and
how, as components of an organism's defense, they can be used
toidentify TAAsand TACAs.

2. 1gM antibodies

IgM, which has p heavy chains, is the first class of antibody
that is synthesized by and appears on the surface of a devel-
oping B cdl, although many B cdlls eventually switch to other
classes (19). It is also the major class that is secreted into the
blood in the early stages of a primary antibody response on
initial exposure to an Ag.

IgM is the first line of defense of an organism. In its secreted
form, IgM is a pentamer that comprises 5 4-chain units, giving
it atotal of 10 Ag-binding sites and thus higher valency than
the structures of other immunoglobulins (Igs) and allowing it
to bind Ags with high avidity (20). Each pentamer contains
one copy of another polypeptide chain, called a J (joining)
chain (21). IgM regulates B cell development (22), facilitates
the clearance of apoptotic cells (23), modulates inflammatory
responses (24) and autoimmune diseases (25) and mediates the
elimination of cancer cells (13).

The binding of an Ag to a single secreted pentameric
IgM molecule initiates the complement system. When the Ag
resides on the surface of an invading pathogen, senescent cells,
cell debris, or precancerous or cancer cells, this activation
marks pathogens and transformed cells for phagocytosis or
kills them directly (21).

Natural IgM antibodies. Natural Abs are predominantly
IgM and to a lesser extent IgA and IgG (26-28) and are
polyreactive and of low affinity (29). Natural IgM circulates
in healthy individuals in the absence of exogenous antigenic
stimulation or Ag-driven selection (30,31). Natural IgM
levels in the serum of newborns and in animals that are
grown under sterile conditions on an Ag-free diet do not
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differ from those of normal animals (11). Natural IgMs are
also in humans (32).

Natural IgM has a significant function in primary defense
mechanisms (14,33,34). They participate in the early recog-
nition and elimination of bacterial and viral invaders and
altered self-material from an organism, reacting with cell
surface receptors and recognizing and removing apoptotic
and senescent cells, cell debris and self-Ags (13,33,35-37).
Natural IgM auto-Abs help suppress pathogenic IgG auto-Ab
responses (38).

Natural IgM is associated with the recognition and
removal of precancerous and cancerous cells (13-18). Natural
IgM binds preferentially to post-transcriptionally modified
cell surface Ags that are tumor-specific, recognizing the
conserved structures of carbohydrate epitopes (14,39-42).
Carbohydrate epitopes that are recognized by natural IgM are
stably expressed in many tumors at various precursor stages.
Unlike epitope-based single-peptide chains, glycoepitopes
share structural homologies beyond the limits of the protein
families; thus, they can crossreact and congtitute the preferred
targets for natural IgM Abs (35).

Natural IgM is produced by a small subset of Bl cells
(CD5" and B cells in the marginal zone (MZ) and do not
require affinity maturation to provide early protection (43).
B1 cells are B220'“IgMMCD23"°*-CD43*IgD'*", have the
characteristics of activated cells, and have greater size and
cytoplasmic complexity than B2 cells (44).

Natural IgM Abs are germline-encoded and not affinity-
matured. Over 80% of natural IgM Abs are expressed by VH
genes of the VH3 family (45) and have low affinity (kDa =
10 to 107 mol™) (46). The strength of the Ag-Ab interaction
is enhanced by the potency of IgM in engaging the comple-
ment pathway; unlike IgG, a single IgM molecule can bind to
Clq and activate the complement cascade (18). Natural IgM is
equipped with a) chain, unlike other Abs (14).

Adaptive IgM antibodies. Adaptive IgM is the first antibody
to appear after an immunological challenge, but its production
normally falls during the development of the IgG response.
Consequently, IgM is generally not considered to have a signif-
icant function in long-term immunity, although it is effective
in host defense (19,47).

Long-lasting humoral immunity is typically associ-
ated with the development of high-affinity Ab and isotype
switching (47). For example, IgM that is induced by immu-
nization differs from natural IgM with regard to its structure
in the Ag-binding centers, affinity, specificity repertoire and
spectrum of functions (11,48). These IgM Abs constitute a
small fraction of circulating molecules, are monoreactive,
and have higher affinity (107 to 20™ mol™), and their variable
regions contain point mutations. The half-life of monoreactive
IgM is 35 h (45,46).

Adaptive IgM is produced by B2 cells and follicular B
cells, which are typical of the adaptive immune response. B2
cells mediate T-dependent reactions of the germinal center
(GC) and effect the development of memory cells and high-
affinity plasma cells (29). Mature B2 cells produce Ab after
being stimulated, expanded, and selected in GCs in the pres-
ence of T helper (Th) cells; thus, they are important in the
adaptive immune response, representing the first-line defense



1108

B1 CD5* Cells
Marginal Zone Cells @ —> Natural IgM

W” !
\\_‘jl 4 Complement
Direct neutralization Z— \":"‘ activation

Antibody-dependent

cell Cytotoxicity.

NK cell

Phagocytosis of

apoptotic cell.

Innate system cells.
Tumor
elimination

IgG behavior
IgM behavior

Breast cancer development time O

ONCOLOGY REPORTS 34: 1106-1114, 2015

Adaptive IgM — @ 82 Cell
Neutralizing

———> Presentation of
antigen by APC,

W .
:}q}i,j‘& W 4 ..: E [ ]
= [ DA
2N
lgM 1gG Complement

QO 2,
MRS [
..JO
& G ¥ , M binding
Ciq ClgR  perforines Lectinas

Figure 1. Natural IgM is produced by B1 cells and marginal zone cells, and adaptive IgM is synthesized by B2 cells. Both types of IgM have several functions
in the immune response, eliminating tumor cells when they begin to transform (natural IgM) and grow (adaptive IgM). But, when a tumor is established,
components of the immune system, such as B cells and adaptive regulatory B cells (Bregs), secrete vascular endothelial growth factor (VEGF) and IL-10,
respectively, promoting angiogenesis, inhibiting T cell responses, and accelerating progression, all of which facilitate the spread of neoplastic cells. IgG is
present in the early stages of breast cancer but becomes immunosuppressed over time, whereas IgM remains constant.

against most infections and the only form of protection against
encapsulated bacteria. The adaptiveimmune response requires
at least 1 week to produce monospecific high-affinity Abs, first
generating IgM and then isotype-switching to IgG (49). B2
cells have a B220"IgM"CD23"IgD" phenotype (44).

Fig. 1 shows the various functions of natural and adaptive
IgM, as identified in murine models, and how IgM and IgG
behave throughout the development of a breast tumor. Natural
and adaptive IgM levels are constant from transformation until
the tumor is established. Whereas IgG is present only in the
initial stages of adaptive immunity, it becomes immunosup-
pressed when the breast tumor is formed. In innate and adaptive
immunity, natural IgM and adaptive IgM, respectively, protect
the organism from pathogenic infection, cdllular debris, senes-
cence, and transformed cells using many strategies, such as
classical complement activation with Clq (50). IgM has been
proposed to bind tightly to complement factor C1q and acti-
vate the complement cascade (51). It also neutralizes (52-54)
and clears apoptotic cells by phagocytosis (55), binding to
mannose-binding lectin (MBL), which interacts with apoptotic
cells (56), and directs the clearance of immune complexes by
binding to the putative Fca/mR receptor on phagocytes.

Natural and adaptive IgM molecules participate in the
recruitment of Ags into secondary lymphoid organs, priming
subsequent adaptive immune response (48,57). This mecha-

nism forms the link between the innate and adaptive immune
systems. In adaptive immunity, after IgM appears, T and B
cells are activated, and adaptive regulatory B cells (Bregs)
develop, theimmunological mechanisms are damaged, and the
relationship between the tumor and immune response shifts
toward a state of conditioned immunosuppression (58,59),
causing late immune responses to fail to develop strategies
that eliminate tumor cells. B cells in the inflammatory infil-
trate effect the release of vascular endothelial growth factor
(VEGF), promoting angiogenesis and thus accelerating the
spread of neoplastic cells through the lymphatics to regional
lymph nodes (60). In addition, Bregs produce 1L-10, which
has suppressive effects on systemic immunity, inhibits T cell
responses, and favors the induction of proinflammatory factors
and angiogenic molecules (58,61).

3. Immune surveillance: Mechanism to eliminate cancer
cells

In 1909, Paul Ehrlich postulated that the immune system not
only eliminates pathogenic bacteria but also suppresses the
growth of carcinomas with great frequency by generating
Abs against malignant cells (35). Fifty years later, Burnet and
Thomas revised the topic of natural immune protection against
cancer. Burnet proposed that immunetolerance, with regard to
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tumor cell-specific neo-Ags, could effect an immunological
reaction that prevents the development of cancers, defined as
the immune surveillance concept (62,63). Transformed cells
are removed by immune surveillance, comprising an imme-
diate immune response that provides Abs against malignant
cells and a secondary inherited immune response in which
B cells are derived (35,43,64,65). The Ab response is known
as the humoral arm of the immune system and is a critical
mechanism in the primary and secondary responses against
all types of nonself (bacteria, viruses, fungi and cancer) (15).

Innate immunity is the first line of defense and stimulates
secondary adaptive immune responses (66), relying on Toll-
like receptors (TLRs), which recognize pathogen-associated
molecular patterns. These specific patterns are conserved and
repetitive structures, such as carbohydrates on glycoproteins
and glycolipids (eg, lipopolysaccharides) that are expressed
independently of mutational events (67) and detected indepen-
dently of T cells (35).

4. Autoantibodies and tumor-associated antigensin breast
cancer

BC is a heterogeneous disease with tumors that express a
variety of aberrant proteins (68). Natural and adaptive IgM can
perceive foreign TAAs that undergo post-trandational modi-
fications, and natural IgM mediates the destruction of tumor
tissues that recognize TACAs (69). The presence of post-trans-
lational modifications, such as glycosylation, phosphorylation,
oxidation, and proteolysis, can induce immune responses by
generating a new epitope, inducing its presentation by major
histocompatibility complex (MHC) molecules and stimulating
T cell receptors (70,71). Such modified proteins are wrongly
localized, mutated, insufficiently folded, or aberrantly
expressed and are associated with carcinogenic processes
(eg, cell cycle progression, signal transduction, proliferation
and apoptosis) (70,71). Cell surface glycans that are secreted
into the serum by malignant cells provide a mechanism of
tracking tumor burden. Many malignant cells, but not normal
cells, overexpress CD20, ECFR and HER2, rendering them
commonly used diagnostic markers, but not for early diagnosis
42,72).

Aberrant proteins have been used since the 1970's in sero-
logical studies in BC patients that have suggested that some
portion of positive sera contains Abs that are directed toward
TAAS, but they did not specify the type of Ab. The serum
of 28 patients with BC showed positive fluorescence against
breast carcinoma cellsthat were grown by tissue culture, while
that of donors was negative (73). In another study, the serum
from BC patients was tested for reactivity to a human breast
tumor cell line; 45% of patients had complement-fixing Abs
compared with 13% that had benign breast disease (74). In
contrast, the serum of 55 BC patients of all ages and stages
of disease harbored significantly elevated IgA levels and
decreased IgG content vs. the control group (75). Ig levels
are significantly lower in breast tissue compared with benign
tissue, except for adaptive IgM, which is consistently higher in
BC tissue of patients with stage I and II disease (76).

There are several blood tests that identify tumor Ags at
high levels in patients with metastatic disease, but they are
too insensitive for use in the early detection and diagnosis
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of BC (68). TAAs have modulate transmembrane signaling,
which is required for proliferation, invasion and metastasis
of tumor cells (72). Natural and adaptive IgM against TAAs
can be measured as an early sign of BC in vivo and detect
the disease earlier than current methods; furthermore, natural
IgM is detected in the asymptomatic stages of cancer, up to 5
years before disease onset (77). Although there are IgG-based
diagnostic biomarkers for BC that are under development and
although hundreds of self-Ags and TAAs that are recognized
by auto-Abs have been identified, no definitive Ab-based sero-
logical markers for the early diagnosis of BC exist.

Auto-Abs against TAAs in the serum of BC patients can
be easily detected and are inherently stable, persisting in the
serum for long periods, since they generally do not undergo
proteolysis, as do other polypeptides (71).

5. IgM antibodies directed against breast cancer tumor
antigens

Both IgM types must be considered to develop a tool for an
early diagnosis once the tumor has been established, since
natural and adaptive IgM has direct cytotoxic effects on tumor
cells. Certain IgM Abs have been isolated from the tumors
of patients, since they diminate tumors by inducing apoptosis
invivo (25,43) through the domain-independent pathway of cell
death, binding to surface receptors that induce cell stress (13).
Following, we discuss several types of IgM Abs that are used
in the diagnosis of BC.

FC-2.15. FC-2.15 is a murine monoclonal IgM Ab that was
raised against human BC. FC-2.15 recognizes BC cells and
certain normal cells, such as peripheral polymorphonuclear
granulocytes (PMN5); specifically, the carbohydrate moiety
of certain glycoproteins mediates thein vitro lysis of Ag-2.15°
cells by human complement. FC-2.15 induces antitumor
responses and reversible neutropenia. In an analysis of epitope
specificity, FC-2.15 specifically recognized terminally exposed
Lewis trisaccharide but not sialyl-Lewis', Lewis?, trifucosyl-
ated Lewi¥’, blood groups Ag A and B, globo H, or gangliosides.
Lewis' initsmostly O-linked is present in BC célls.

In contrast to other monoclonal Abs against carbohydrates,
which have affinity constants of 10°to 10° M, FC-2.15 hasan
affinity constant of 6.9x10” M, which might explain its potent
effectsin vivo. The presence of Lex epitopes on BC cells and
peripheral PMNs explains the antitumor responses and neutro-
penia that were observed in atrial of FC-2.15. Neutropenia
was inconsequential to the patients, although >90% of PMNs
disappeared from the peripheral blood, and the neutropenia
resolved rapidly after mAb infusion was halted, with the
appearance of juvenile myeloid forms after repeated courses
of mAb, as myeloid precursors are not lysed by FC-2.15 (78).

Natural IgM antibody SC-1. The natural IgM Ab SC-1 was
isolated from a patient with signet-ring cell carcinoma of the
stomach (79). SC-1 binds to a tumor-specific carbohydrate
epitope of decay acceleration factor-B (DAF; also called CD55),
which is specifically expressed in the membrane of stomach
carcinoma cells, and induces apoptosis by crossinking the
receptor in vitro and in experimental in vivo systems (35,80).
The apoptotic effects of two novel sorafenib analogs, SC-1
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and SC-43, in eliminating BC cells were examined. Sorafenib,
SC-1 and SC-43 induced apoptosis, concurrent with down-
regulation of p-STAT3 and its downstream proteins, cyclin D1
and survivin, dose-dependently in BC cell lines (HCC-1937,
MDA-MB-468, MDA-MB-231, MDA-MB-453, SK-BR3 and
MCEF-7). SC-1 and SC-43 also stimulated apoptosis through
SHP-1-dependent STAT3 inactivation and had more potent
apoptotic effects than sorafenib in human BC cells (81).

Monoclonal IgM antibody PAM-1. The fully human germline-
encoded monoclonal IgM Ab PAM-1 was isolated from
a patient with gastric carcinoma. The blockade of growth
factor receptors, such as EGFR and FGFR, which are often
overexpressed in malignant cells, led to starvation and cell
death. PAM-1 binds to CFR-1 (cysteine-rich fibroblast growth
factor receptor). The post-transcriptionally modified CFR-
1/PAM-1 receptor is expressed in nearly all epithelial cancers
of every type and origin and in the precursor stages but not in
healthy tissue. The binding of PAM-1 induces apoptatic events
invitro and in vivo (35,30).

CFR-1/PAM-1 receptor expression in the precancerous
stages of BC was analyzed by immunohistochemistry and
compared with normal breast tissue and adenocarcinomas. The
CFR-1/PAM-1 receptor was expressed in nearly all precan-
cerous stages and carcinomas, whereas normal breast tissue
was negative. The unique expression of this CFR-1/PAM-1
receptor renders PAM-1 Ab an ideal diagnostic tool and thera-
peutic agent for precancerous and cancerous epithdial lesions
in BC (16).

Natural IgM antibody SAM-6. The levels of cell surface-
associated chaperone GRP78 are high in BC cells. GRP78 is
a ubiquitously expressed member of the heat-shock protein 70
(HSP70) family and governs cellular homeostasis by
preventing stress-induced apoptosis. In malignant cells, which
are permanently exposed to environmental stress, GRP78 is
overexpressed, and its levels increase in the cytoplasm and on
the cell membrane (41). Thus, GRP78 promotes tumor prolif-
eration, survival, metastases and resistance to many therapies.

The fully human monoclonal IgM Ab SAM-6 binds to
a new variant of GRP78, which has a molecular weight of
82 kDa. The epitope is an O-linked carbohydrate moiety that is
specific to malignant cells (13). SAM-6 is internalized through
endocytosis and mediates the lethal accumulation of oxidized
lipoproteins, followed by apoptosis. Modified protective
molecules, such as GRP78-SAM-6, are excellent targets for
specific Abs that can neutralize the protective effects of tumor
cells, disable mechanisms of drug resistance, and directly kill
cancer cells by inducing apoptosis (13,41).

SAM-6 induces apoptosis and the accumulation of neutral
and polar lipids in tumor cells but not normal cells. The non-
physiological intracellular accumulation of neutral lipids, such
as triglycerides and cholesterol, is cytotoxic and can lead to
lipoptosis (35,65). SAM-6 binds to a cell surface receptor on
malignant cells and oxidized low-density lipoprotein (LDL).
Shortly after the internalization of Ab/oxidized LDL/receptor
complexes and the formation of lipid depots, cytochrome C
is released by mitochondria and subsequently, the initia-
tors caspase-8 and caspase-9 and effectors caspase-3 and
caspase-6 are activated. Thus, SAM-6 induces a near-intrinsic
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form of apoptosis by overfeeding malignant cells with lipo-
proteins (80,82).

Murine monoclonal IgM antibody 3EL.2. Mammary serum
Ag (MSA) belongs to the molecular family of breast mucins
(MUCs) and is a macromolecular glycolic protein with a
molecular weight of >300,000 kDa. MSA is targeted by the
murine monoclonal IgM Ab 3EL.2. The diagnostic value of
MSA inidentifying BC has been studied in 56 healthy patients
and 43 subjects with benign BC, in whom this Ag was abnor-
mally elevated. Thus, 3EL.2 is useful in the clinic, is a good
indicator of the extent of disease, and might have significant
prognostic value (83).

P10s. Abs that recognize such glycosphingolipids (GSLs) as
GD2, GM2 and Lewis' (LeY) mediate complement-dependent
cytotoxicity and have been suggested to be more cytotoxic to
tumor cells than Abs that recognize proteins Ag or TACAs
(84), which kill tumor cells by Ab-dependent cellular cyto-
toxicity. Carbohydrate mimetic peptides (CMPs) of TACAs
induce IgM that targets TACAs in BC.

Preexisting ganglioside-reactive IgM has been detected
in normal healthy individuals. Circulating gangliosides from
tumors might be perceived as danger signals by the host's
immune system, as evidenced by the endogenous antiganglio-
side immune response to gangliosides. Then, endogenous IgM
against gangliosides might facilitate the elimination of these
signalsin BC in order to restore the immune competence of
the host (69).

P10s-WRYTAPVHLGDG, a CMP that induces primarily
weak anti-GD2 IgM responses that are crossreactive with
several gangliosides, including GD3, GM2 and GDla,
has been developed. P10s was derived from a sequence
(P10-GVVWRY-TAPVHLGDG) that was selected by panning
a peptide library against the GD2-binding mAb ME36.1. The
P10 peptide mediates antitumor responses (85). This sequence
was further optimized by molecular modeling to overlap
its binding interface more with the ME36.1 paratope, thus
yielding P10s (86).

Anti-mucin IgM. MUCs are highly glycosylated proteins that
are expressed in cancers of epithelial origin in an underglyco-
sylated form and have been used to develop several tests for
cancer detection. MUCs are components of mammary cell-cell
junctions and mediate ICAM-1-initiated signal transduction.
Polymorphic epithelial mucin (PEM, or MUCL with different
epitopes: CA 15.3 and CA 27.29) and MUCI16 (CA 125) are
the most extensively studied MUC:s, although the latter is more
frequently used for ovarian cancer than for BC.

Recent evidence indicates that MUC-1 Ag induces apop-
tosisin T-lymphocytes, providing insight into the mechanisms
of escape from immune surveillance by tumors (87).

MUCI1 wasexamined to determine the incidence of naturally
occurring MUCL Ab in patients with early BC and correlate
these Abs in pretreatment serum to disease outcome. IgG and
IgM against MUCI were measured by ELISA in pretreatment
serum samples from 154 patients with BC and 302 controls.
A positive test result for both anti-MUCI1 IgG and IgM in
pretreatment serum was associated with a significant benefit
for disease-specific survival in BC patients. Patients with early
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BC with anatural humoral responseto MUCL arelesslikey to
develop metastases and have better disease-specific survival.
MUC1 Abs may control hematogenic tumor dissemination
and outgrowth by aiding in the destruction of circulating or
established MUCI1-expressing tumor cells (88,89).

MUCI1 is a high-molecular-weight molecule with multiple
tandem repeats (VITSAPDTRPAPGSTAP-PAHG). The most
immunogenic motif is APDTRPA, which harbors the epitope
that isrecognized by various monoclonal Abs, normal seraand
cytotoxic T-cells. Mice that are vaccinated with MUCI peptide
that contains 1.5 tandem repeats and is conjugated to keyhole
limpet hemocyanin (KLH) and mixed with QS-21 induce
high-titer Ab (but no evidence of T-cell immunity) against
MUCI and MUCl-expressing tumor cells. Furthermore, these
vaccinations conferred protection to these mice when they
were challenged with MUCI-expressing tumor cells (90).

Anti-CEA IgM. Carcinoembryonic Ag (CEA) was described
in 1965 and was the first tumor Ag to be identified. CEA is
a glycoprotein that belongs to the Ig family of genes and is
detected in the serum of cancer patients by radioimmunoassay
or ELISA. However, its clinical value is limited due to a high
false-positiveratein normal populations and its low diagnostic
sensitivity and specificity. Elevated CEA levels are not specific
for BC (50% of cases), CEA is expressed in many types of
neoplasia and is detected by anti-CEA IgM. Nevertheless, in
breast tumors, CEA is more prevalent in ductal versus lobular
carcinomas. CEA is found in patients with ductal carcinoma
in situ, suggesting that it is an early marker of tumorigen-
esis (91,92).

| antigen and IgM antibodies. The ABH blood group Ags,
which are expressed in normal epithelial cells, are down-
regulated in various carcinomas. BC cells produce I Ag or
I Ag-like substances that influence serum anti-I. I Ags are
precursors to ABH and accumulate in cancer cells. The levels
of I Ag rise in the serum of individuals with breast carcinoma,
based on their anti-I scores and IgM concentrations. These
alterations in cold hemagglutinins could be a host response
to the production of I Ag by BC cells and is thus important
in understanding immune modulation of breast carcinoma.
However, the concentration of IgM in patients with BC was
similar to that of controls (93).

Anti-malignin antibodies in serum (AMAS). Malignin is a
10-kDa polypeptide in the cytoplasmic and outer membranes
of all malignant cells. Anti-malignin Ab (AMA) is an IgM that
is spontaneously produced by the host against the oncoprotein
malignin when neoplastic transformation occurs; because
AMAs are IgM molecules, they are an indicator of ‘early’
transformation that is useful for the early detection of cancer.

Elevated AMA serum concentrations have been measured
usingacommercial reagent. The AMA test hasasensitivity and
specificity of 95% on first determination and >99% on repeat
measurements and is a promising diagnostic tool for the early
detection of cancer, the monitoring of treatment responses, and
the screening of asymptomatic populations (94).

In tumor marker assays with AMAs, CEA (CA15-3,
CA19-9 and CA125) and biopsies were examined following a
suspicious mammogram to determine whether tumor markers
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aided in the diagnosis and could be used to monitor residual
disease. In the present study, by AMA test, 3 of 154 healthy
volunteers were AMA-positive. After further examination,
2 were positive for cancer and 1 had a history of ulcerative
colitis. Tumor biopsies of 43 suspicious patients by mammog-
raphy revealed that 32 were cancerous and 11 were benign by
pathology. Furthermore, 31 of 32 cancer patients were positive
for AMA versus 4 of 11 pathological benign cases (95).

Salyl Tn antigen and IgM antibodies. Several structurally
similar blood group-related carbohydrate Ags, including
Thomsen-Freidenreich (TF), Tn, and sialyl Tn (sTn), that are
attached to the protein backbones of glycoproteins are prom-
ising targets, based on their widespread distribution on the cell
surface of human tumors. The disaccharide sTn[NeuAca (2-6)
GalNAca-0-Ser/ Thr] is O-linked with serine and threonine
residues on mucins. Greater sTn expression in tumors might be
linked to a poorer prognosisin BC. Abnormal glycosylation
of tumor cell MUCs results in shorter and fewer carbohydrate
chains, increasing the exposure of Ags, such as sTn, which
might upregulate sTh in tumors compared with normal cells.

The induction of IgM and IgG against synthetic sTn(c)
was measured before and after immunization with clustered
sTn-KLH [sTn(c)-KLH] conjugate plus QS-21 in 27 patients
with BC, all of whom developed significant IgM and IgG titers
against sTn(c). Furthermore, IgM reactivity against LSC tumor
cells was observed in patients, indicating the production of
IgM and IgG. Thus, immunization with sTn(c)-KLH conjugate
plus QS-21 is well tolerated and immunogenic in high-risk
patients with BC (96).

IgM and IgG complexes. The occurrenceof circulatingimmune
complexes (CICs) is considered a marker of tumor burden.
CICs are formed by Abs or Ags with and without complement.
CICs that comprise two classes of Ig (Ig-Ig) or an Ig class of
and C3 (Ig-C) are collectively referred to as two-component-
determined CICs (TCICs). Ig/Ig TCICs may reveal alterations
in immune regulation in patients. IgM and IgG TCICs were
measured in the sera of patients with BC, in whom IgM/IgG
TCICs and IgG/IgM TCICs were detected. Downregulation of
1gM/IgG TCICs was a common feature in patients, whereas
IgG/IgM TCIC levels were significantly higher, lower, or
unchanged with respect to the control. Total serum IgM
differed significantly in BC patients (1.20+0.94 mg/ml) vs.
healthy controls (0.99+0.53 mg/ml). These results suggested
that IgM and IgG TCICs have a significant function in
immune regulation during the course of malignancies and are
hallmarks of cancer pathogenesis. Decreased IgM/IgG TCIC
levels, accompanied by IgG/IgM-TCICs, constitute a peculiar
trait in malignancies (97).

6. Conclusions

Certain IgMs, natural and adaptive, have been isolated from
the tumors of patients with cancer; they diminate BC tumors
through various mechanisms, such as apoptosis and comple-
ment. Natural IgM has a direct cytotoxic effect on tumor cells,
it recognizes tumor-modified cell surfaces that develop during
tumorigenesis, and it activates complement to destroy nascent
transformed cells. The first Ig that is produced after an immune
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challenge is adaptive IgM, which must be considered as an
early diagnostic tool. Auto-Abs that target TAAS could serve
as molecular signatures for the early diagnosis and prognosis
of patients with BC by serology to increase the sensitivity and
specificity of diagnostic markers for BC patients. Most studies
have focused on the development of IgG-like biomarkers for
BC treatment; however, IgG is subject to immunoregulation,
which can manifest as immunosuppression, whereas natural
IgM is not. IgM as a diagnostic tool can be coupled with early
mammography, magnetic resonance imaging, or Doppler
ultrasound to detect cancer.
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