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1. RESUMEN

El adenocarcinoma pulmonar es la primera causa de muerte por cancer a nivel
mundial. Esta neoplasia sobreexpresa la glicoproteina mucina 1 (MUC1), la cual
se considera un antigeno asociado a tumor (TAA). La secuencia peptidica
SAPDTRPA de la MUC1 (MUC1-8 mer) es un epitopo que se expone debido a la
hipoglicosilacién asociada a la progresion del tumor. MUC1-8 mer puede ser
presentado por la molécula H-2k” de ratén o por el HLA-A2. En modelo murino,
MUC1-8 mer es inmunodominante para inducir la generacion de linfocitos T
citotéxicos (CTLs). En lineas celulares, se han utilizado las células T2 que
expresan HLA-A2 (en forma inestable) para activar linfocitos T CD8" de pacientes
con cancer de mama mediante la presentacion de diversos TAAs. Nuestro objetivo
fue activar y expandir linfocitos T CD8" de pacientes con adenocarcinoma
pulmonar por medio de MUC1-8 mer presentado por las células T2. Los linfocitos
T CD8" se aislaron mediante anticuerpos acoplados a perlas magnéticas a partir
de la sangre venosa de 9 pacientes y 10 personas sanas. Asimismo, las células
T2 fueron incubadas con MUC1-8 mer y Bz-microglobulina para estabilizar la
expresion de moléculas HLA-A2. La afinidad de MUC1-8 mer para unirse a la
molécula HLA-A2 fue predicha mediante el uso del programa NetMHC version 3.4.
Por lo que se establecié un cocultivo del complejo células T2 con MUC1-8 mer y
linfocitos T CD8" suplementado con anticuerpos anti-CD2 y anti-CD28 e IL-2. Los
resultados mostraron que la union de MUC1-8 mer a la molécula HLA-A2 fue
dependiente de la dosis. Los complejos HLA-A2 con MUC1-8 mer en la membrana

de las células T2 se confirmaron por colocalizacion mediante microscopia confocal



(coeficiente de Manders de 0.04-1). El péptido MUC1-8 mer activd linfocitos T
CD8" de pacientes HLA-A2"; el porcentaje de linfocitos T CD8'CD25" fue tres
veces mayor que las células no estimuladas (P = 0.018). Ademas, los linfocitos T
CD8" de los pacientes HLA-A2" mostraron mayor porcentaje de células CD25
positivas al compararlas con los de los donadores sanos HLA-A2" (P = 0.04). Por
otra parte, linfocitos T CD8" especificos de MUC1-8 mer alcanzaron el 77.6% de
expansion celular en 10 dias de cultivo después de una segunda estimulacion a
los 7 dias con células T2 conteniendo el complejo HLA-A2 con MUC1-8 mer.
Ademas, se observo que independientemente del estadio Ill o IV de progresion del
cancer, los linfocitos T CD8" respondieron de igual forma al estimulo antigénico.
En conclusion, la expansion de linfocitos T CD8'CD25" especificos del péptido
MUC1-8 mer presentado por las células T2 y la coestimulacion, puede ser utilizada

para el desarrollo de inmunoterapia adoptiva contra cancer.



2. ABSTRACT

Lung adenocarcinoma is the leading cause of cancer death worldwide. This tumor
overexpresses tumor-associated antigens (TAAs) derived from the glycoprotein
mucin 1 (MUCL1). It has been shown that MUC1-derived SAPDTRPA peptide
sequence (MUC1-8 mer) is exposed in the region of variable number of tandem
repeats, due to hypoglycosylation associated with tumor progression. MUC1-8 mer
is presented by the mouse class | major histocompatibility complex H-2K® or
human leukocyte antigen (HLA)-A2. In murine model, the MUC1-8 mer is
immunodominant for the generation of cytotoxic T lymphocytes. In cell lines, the T2
cells have been used to activate CD8" T cells from breast cancer patients by
means of diverse TAAs. Our objective was to activate and expand CD8" T cells
from lung adenocarcinoma patients by MUC1-8 mer-presenting T2 cells. For this,
CD8" T cells were isolated from peripheral blood mononuclear cells from 9 lung
cancer patients and 10 healthy volunteers by magnetic beads-coupled antibodies.
Moreover, T2 cells were incubated with MUC1-8 mer and [.microglobulin to
stabilize expression of HLA-A2 molecules on cell surface. The binding affinity of
MUC1-8 mer peptide for HLA-A2 molecule was predicted by NetMHC software
version 3.4. Thus, a coculture was established with MUC1-8 mer-loaded T2 cells
and CD8" T cells in the presence of beads-coupled anti-CD2 and anti-CD28
antibodies plus IL-2. The results showed that HLA-A2-specific binding of the
MUC1-8 mer peptide occurred in a dose-dependent manner. The MUC1-8 mer-
HLA-A2 complex on T2 cell surface was confirmed by colocalization using confocal

microscopy (Manders coefficient: 0,04-1). The MUC1-8 mer peptide activated



CD8" T cells from HL-A2" patients; the percentage of CD25"CD8" T cells was 3-
fold higher than those non-stimulated cells (P = 0.018). Likewise, CD8" T cells from
HLA-A2" patients showed a greater proportion of cells positive to CD25 than those
from HLA-A2" healthy donors (P = 0.04). Moreover, 77.6% of CD8" T cells specific
to MUC1-8 mer proliferated after 10 days of culture in response to a second
stimulation at day 7 with peptide MUC1-8 mer-loaded T2 cells. Furthermore, the
CD8" T cells reached a same number of CD25" cells after stimulated by MUC1-8
mer-loaded T2 cells in the presence of anti-CD2 and anti-CD28 mAbs plus IL-2,
independently of the stage Il or IV tumor progression. In conclusion, the expansion
of CD25" CD8" T cells by MUC1-8 mer-loaded T2 cells and costimulatory signal

through CD2, CD28 and IL-2 can be useful in adoptive immunotherapy.



3. INTRODUCCION

3.1. Epidemiologia del cancer pulmonar

Estudios epidemioldgicos reportados por GLOBOCAN en el 2012, indican que
14.1 millones de personas presentan casos nuevos de cancer a nivel mundial. Se
ha estimado que 32.6 millones de personas viven afectadas por algun tipo de
cancer y 8.2 millones de personas murieron a causa de algun tipo de cancer (1). El
cancer de pulmén tienen una incidencia del 12% y mortalidad de 18% en relacion
a los demas tipos de cancer y se presenta en ambos generos (2-5). En México, el
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el periodo 1998-2010,
registr6 un aumento constante en la tasa de mortalidad por cancer (de 55,000 a
74,800 decesos) representando el cancer de pulmén el 21% (6). En la actualidad,
el cancer de pulmon es un grave problema de salud publica de pobre prondstico

(7-12).

3.2. Factores del riesgo en el cancer de pulmon

El cancer de pulmoén, se desarrolla a partir de células pulmonares y bronquiales,
siendo mas frecuente el localizado en las vias aéreas centrales comparado con las
vias aéreas periféricas (13). Los factores de riesgo extrinsecos asociados a esta
patologia son: el tabaquismo (activo o pasivo), la asbestosis, inhalacion de humo
de lefia y sustancias quimicas (arsénico, cloruro de vinilo, cromato de niquel,
clorometil metil éter, etc.), contaminacién ambiental y la exposicion a radiacion.
Los factores de riesgo intrinsecos son las enfermedades pulmonares de

obstruccién crénica (EPOC), fibrosis pulmonar idiopatica y tuberculosis (13).



3.3. Clasificacion histolégica del cancer de pulmédn

El cancer de pulmén, se clasifica en cancer pulmonar de células pequefias
(CPCP) y céancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP) (11). EI CPCP,
representa el 25% de los canceres pulmonares, su proliferacion es muy rapida y
muestra mayor asociacion con el tabaquismo (98% de los pacientes CPCP son
fumadores). Por otro lado, EI CPCNP registra el 75% de todos los tipos de cancer
pulmonar y se divide en tres subtipos histolégicos: carcinoma de células
escamosas o epidermoide, carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma.

Siendo este ultimo el mas frecuente (14).

3.4. Caracteristicas generales del adenocarcinoma pulmonar

El adenocarcinoma pulmonar es diagnosticado en mas del 80% de los pacientes
con CPCNP, se origina de células epiteliales, con mayor frecuencia no asociado a
pacientes fumadores, se detecta principalmente por la invasién hacia ganglios
hiliares, cerebro y glandulas suprarrenales (poco tiempo después del diagndstico)
y es de dificil diagnostico por ser asintomatico (15). Ademas, comprende un grupo
de tumores con origen, morfologia y patogénesis molecular heterogénea, por lo
que es subclasificado en: acinar, broncoalveolar, papilar, asi como bien
diferenciado, moderado y poco diferenciado. Una caracteristica adicional es: la

secrecion de material viscoso conocido como mucina.

3.5. Alteracion de la expresién de mucinas en el adenocarcinoma pulmonar

El término “mucina” se refiere al revestimiento de gel viscoelastico presente en las

superficies de las glandulas epiteliales que revisten las vias aéreas pulmonares



(16). En su mayoria, la mucina esta integrada por glicoproteinas altamente
glicosiladas que se expresan en la parte apical de las células de tipo glandular de
la submucosa (SMG) y por las células secrertoras de mucina conocidas como
“goblet cell” (17). Las mucinas se definen por cumplir las siguientes
caracteristicas: 1) tener una columna peptidica integrada por la region de numero
variable de repeticiones en tandem (VNTR); 2) el gran contenido de O-
oligosacaridos en su region VNTR gque le da un alto peso molecular (>50% de su

peso); y 3) por cumplir una funcién protectora en los tejidos epiteliales (17,18).

A partir de los afios 70°s, la generacion de anticuerpos monoclonales (mADb)
condujo a la descripcion de las mucinas o epitopos de éstas como antigenos
asociados a tumor (TAAs), que en la actualidad se sabe estan asociadas a
multiples tipos de cancer (19). Las mucinas como TAAs, se caracterizan por las
siguientes modificaciones: 1) estan sobreexpresadas en toda la membrana celular,
2) tienen una pérdida de unidades sacaridicas (hipoglicosilaciéon) y 3) exponen
neoepitopos sacaridicos como los antigenos: Tn, T y Sialil Tn (20,21). Algunos
TAAs derivados de mucinas, son utilizados para el diagndstico y prondstico de los
pacientes con cancer y que se les asocia con la oncogénesis, evasion de la
respuesta inmune y la metastasis (22-24), tal es el caso de la mucina 1 o MUCL1

(25).

3.6. MUC1

En humanos, el gen MUC1 se ubica en el locus 1g21-24, el cual contiene siete

exones que producen siete variantes de empalme alternativo. La forma de MUC1



gue mas se expresa es la que utiliza los siete exones (26,27). Esta forma de
MUCL1 se integra de dos subunidades, que son derivadas proteoliticamente de un
péptido precursor comun. La primera es la subunidad C terminal corta (MUC1-C),
la cual tiene un dominio citoplasmico carboxilo-terminal de 72 residuos de
aminoacidos, seguido de un dominio transmembranal de 31 aminoacidos y una
pequefa porcion extracelular. La otra subunidad es la N terminal larga (MUC1-N),
gue corresponde al segmento extracelular, integrada en su mayor parte por la
secuencia GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP, la cual se repite de 25 a 125 veces,
para conformar a la region VNTR densamente O-glicosilada (26,27). MUC1 se
expresa normalmente en la parte apical de las células epiteliales glandulares o
luminal de la glandula mamaria, es6fago, estbmago, duodeno, pancreas, utero,
prostata, pulmones, asi como en células hematopoyéticas (26,27). Ademas de
proteger a los epitelios, se le asocia con procesos de diferenciacion celular,
sefalizacion intracelular y coestimulacion de linfocitos T (28). Asi mismo, la
sobreexpresiéon de MUCL1 se asocia con la progresion del tumor, confirmando su

papel de TAA (29,30).

3.7. MUC1y cancer

El TAA MUC1, se sobreexpresa en la membrana plasmatica de las células
tumorales de origen epitelial o adenocarcinomas y se puede detectar en sangre
debido a la disociacion de la subunidad MUC1-N (29,30). Ademas, se identifica
por estar hipoglicosilado, por lo que exponen O-oligosacaridos truncados
denominados nucleos o “cores” como Tn, T y sialil-Tn. También, se ha demostrado

que MUC1 puede perder la totalidad de sus cadenas sacaridicas, lo que expone



neoepitopos de la columna peptidica que estaban ocultos por la glicosilacion
(29,30). Investigaciones recientes consideran al TAA MUC1 un oncogen, ya que
su expresion se asocia con el mal pronéstico del paciente, la oncogénesis, la
metéstasis y la evasion de la respuesta inmune (30,31). En cambio, algunos
neoepitopos que expresa el TAA MUC1, activan la respuesta inmune mediada por

los linfocitos T CD8" activados o CTLs contra el cancer (32-34).
3.8. Respuesta inmune contra cancer mediada por CTLs

Si bien datos clinicos y experimentales respaldan la teoria de la inmunovigilancia
gue consiste en detectar y eliminar células propias que han sido transformadas por
alteraciones genéticas (35). Sin embargo, TAA como el derivado de MUCL1, los
fenotipos y funciones de los linfocitos T CD4" y el infiltrado de CTLs en el tumor
determinaran la progresion o la eliminacion de las ceélulas tumorales (36). Con
respecto a estas dos poblaciones de linfocitos T, los CTLs son considerados
indispensables en la defensa contra procesos malignos en ratones y humanos

(37,38).

La activacion de CTLs especificos contra el tumor se inicia con el reconocimiento
de péptidos antigénicos de origen tumoral a través del receptor de linfocitos T
(TCR). Los péptidos antigénicos son presentados por las células dendriticas (DCs)
mediante las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de
clase | expresadas en su membrana celular (39). El proceso es conocido como
“presentacion cruzada” y consiste en lo siguiente: 1) las DCs fagocitan el material

celular neoplésico generado por la actividad de las células NK y los macrofagos,



también internalizan a los TAA secretados por el tumor; 2) los proteasomas de las
DCs procesan el material proteico obteniendo diferentes fragmentos peptidicos; 3)
las proteinas transportadoras de antigenos (TAPS), introducen los fragmentos
peptidicos en la luz del reticulo endoplasmético (RE) donde se ensamblan a las
moléculas MHC de clase I; 4) los complejos MHC clase | con un fragmento
peptidico de 8 a 11 residuos de aminoacidos se exportan a la membrana de las

DCs para la interaccion con el TCR de los linfocitos T CD8" especificos.

Establecida la presentacion antigénica, la activacion continda con la unién de la
molécula CD8 a la region no polimorfica de la molécula MHC clase |. Lo anterior
induce la activacion de la proteina tirosina cinasa Lck, que se encuentra en la
porcion citoplasmatica de los linfocitos T CD8". Por proximidad, la proteina LcK
interacciona con la proteina tirosina cinasa ZAP70, la cual esta unida a las
fosfotirosinas de los inmunorreceptores con motivos de activacion basados en
tirosinas (ITAM) de la cadena ¢ del complejo CD3. La proteina Lck, al tener funcién
enzimatica, activa a ZAP70 (al fosforilar sus tirosinas). A su vez, ZAP70 fosforila a
las proteinas LAT (Linker for Activation of T cells) y SLP-76 (SH2 domain-
containing leukocyte protein of 76 kDa) que reclutan otras enzimas. Estas
reacciones enzimaticas resultan en la transmision de sefiales intracelulares que

promueven la expresion de genes asociados a la activaciéon de los CTLs (39).

Posterior a las sefiales intracelulares de la activacion, se lleva a cabo la segunda
sefial o coestimulacion. Dentro de la superfamilia de receptores tipo
inmunoglobulina (lg), dos correceptores llevan a cabo la coestimulacion: el CD28

(ligando de CD80 o CD86) que es el mas caracterizado e importante para la

10



activacion de todos los tipos de CTLs; y el CD2 (ligando de CD58) que ademas de
coestimular a los linfocitos T CD8" estabiliza la sinapsis inmunoldgica. Las sefiales
generadas por estos correceptores, estimulan la produccion de la interleucina 2
(IL-2) y del receptor de la IL-2 (CD25) para promover la expansion clonal de los
linfocitos T CD8" de manera autdcrina; asi como inducen la produccion del
interferon gamma (IFN-y), el cual regula positivamente la expresion de moléculas
MHC clase | en las células neoplasicas y en las DCs, induce la generacion de
sefales proinflamatorias de parte del tumor y del tejido circundante y promueve la

apoptosis en las células tumorales (39).

Los linfocitos T CD8" especificos de tumor que se expanden regularmente,
adquieren la funcién efectora denominandose CTLs, los cuales son reclutados a
los sitios del tumor para eliminar a las células neoplasicas (39,40). Los CTLs
llevan a cabo la citotoxicidad mediante la via dependiente de secrecion de
granulos y de receptores de muerte como Fas/FasL (CD95/CD95L). La
citotoxicidad dependiente de secrecion de granulos, se caracteriza por la
liberacién de granzima y perforina capaces de perforar la membrana de la célula
tumoral. La citotoxicidad mediada por Fas/FasL, se basa en la interaccion de Fas
(expresado en la célula tumoral) con FasL expresado por el linfocito T, lo que
promueve la apoptosis mediada por la via de las caspasas (caspasa 8 y 9)
(39,40). La eliminacién del tumor mediante los mecanismos efectores de los CTLs
es de gran efectividad. Sin embargo, conforme el tumor progresa, adquiere

mecanismos que permiten evadir este tipo de respuesta inmune (40).

11



3.9. Evasioén de larespuesta inmune mediada por los CTLs por el cancer

Los mecanismos del cancer para evadir la respuesta inmune mediada por CTLs,
se basan en la utilizacion del microambiente inflamatorio crénico a su favor, la
adquisiciéon de un fenotipo que le permite evadir la respuesta inmune mediada por
los CTLs y el acondicionamiento de un microambiente tumoral inmunosupresor
(41). Ademas, siendo el tumor heterogéneo, la superviviencia de ciertas células
tumorales correlaciona con la presion selectiva ejercida por el sistema

inmunoldgico o inmunoedicién (42,43).

Respecto al infiltrado de células de la respuesta inmune y el microambiente de
citocinas que éstas generan en la lesién tumoral, cambian de acuerdo al estadio
clinico, dirigiendo el tipo de respuesta de los CTLs contra el tumor: la inmunidad o

la tolerancia (44,45); como se describe a continuacion:

- La presencia de linfocitos T reguladores (Treg CD4"CD25Foxp3*) en el tumor,
es mal prondstico para el tratamiento del cancer (46). Se ha identificado que el
factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B) producido por las Treg, suprime la
transcripcion de genes que promueven la superviviencia y la funcion efectora de
los CTLs (47). La sobreexpresion de CD25 en las Tregs disminuye la IL-2 del
microambiente, afectando la activacion y funcién efectora de los CTLs (48).
Ademas, las DCs que entran en contacto con los Treg se vuelven tolerogénicas

(49,50).

- Los macrofagos M2 presentes en tumores establecidos, producen las citocinas

anti-inflamatorias IL-4, 1L-10, IL-13 y hormonas glucocorticoides, que ejercen un
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efecto negativo sobre la activacion y funcion efectora de las células T y NK,
promueven la progresion tumoral e inducen la angiogénesis y la metastasis (51,
52). Estas células tambien expresan el transportador 2B de aminoacidos
catidénicos y sobreexpresan la enzima argininasa | (ARGI), por lo que disminuyen
la arginina en el microambiente tumoral (56,57). La deficiencia en la concentracion
de arginina afecta la activacion y proliferacion de linfocitos T infiltrantes del tumor,
debido a que disminuye la expresion del TCR (56,57). Ademas de inhibir la
activacion de linfocitos T, se afecta la sintesis de éxido nitrico (NO) y de especies
reactivas de oxigeno; y se promueve la diferenciacion de linfocitos Treg mediante

la produccion de IL-10 y TGF- (58,59).

- Los fenotipos inmaduros de DCs (iDC) que entran en contacto con linfocitos T,
regularmente les inducen un estado de anergia o promueven su apoptosis (60),
mientras que las DCs plasmocitoides (pDCs), promueven la diferenciacion de los
Treg ya que producen TGF-B e IL-10 (61). Por otro lado, la hipoxia en el
microambiente tumoral promueve que las DCs maduras presentes en la lesién
neoplasica expresen: el receptor de adenosina, el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), la ARG1 y la endomila 2,3 dioxigenasa (IDO); condiciénes que

promueven la diferenciacion de los Treg (62-64).

Respecto al fenotipo que adquiere el tumor para escapar de su eliminacion
mediante CTLs, se ha demostrado que tiene origen en la alteracién de la

expresion de ciertos genes, por ejemplo:
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El silenciamiento de p53, lo que promueve la division celular
incontrolada y la evasién la lisis celular y apoptosis mediada por

granzimas y FasL, respectivamente (65,66).

La sobreexpresion de los genes que traducen la actina, como efrina
Al, se ve reflejada en la desorganizacion del citoesqueleto en células

tumorales resistentes a lisis (67).

La inhibicibn del gen de la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM 1), fundamental junto con su ligando LFA-1 para la activacion
de linfocitos T y para dirigir los granulos citoliticos hacia las células

tumorales (68-70).

La expresion de genes asociados a la hipoxia como HIF1 y STATS3,
los cuales proporcionan resistencia a la lisis en las células tumorales

(71).

La sobreexpresion de los genes que traducen a los receptores PD-L1
y CTLA-4, moléculas que regulan negativamente la activacion de

CTLs (72-74).

La inhibicion de la expresion de genes reguladores de la
presentacion antigénica; como el de las moléculas MHC clase |,

TAP1, TAP2 y Bm (75).

La inhibicién de los genes que codifican al receptor de muerte Fas

(75).
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Las células neoplasicas también generan un microambiente tumoral que ocasiona
inmunosupresion, el cual se integra de citocinas liberadas por el tumor (VEFG, IL6,
IL-10, IDO y TGF-B), las cuales tienen un efecto inhibitorio en la activacion y
funcion efectora de los CTLs. También promueven la diferenciacion de los
linfocitos Treg e inducen la produccién de metabolitos de esterol, capaces de
inhibir la migracion de DCs a los ganglios linfaticos y de los CTLs al sitio del tumor

mediante la inhibicion de la expresion del receptor CCR7 (75).

A pesar de este panorama, el infiltrado de CTLs en el tumor se correlaciona con la
regresion del tumor, por lo que conocer los mecanismos del cancer para evadir la
respuesta inmune mediada por los CTLs ha permitido desarrollar la inmunoterapia
contra céncer (76-82). Esta incluye el uso de adyuvantes para potenciar las
funciones de las DCs, el uso de citocinas para promover la funcién de los CTLs y
de los anticuerpos para neutralizar las actividades de las moléculas implicadas en
los puntos de control inmunolégico asi como la activacién de CTLs especificos de

antigenos tumorales para la terapia adoptiva.
3.10. Activacion de CTLs para la terapia adaptativa

La terapia adoptiva es la activacion in vitro de CTLs especificos del tumor para ser
transferidos al paciente con cancer (83). Mdltiples grupos de estudio trabajan en la
consolidacion de este tipo de inmunoterapia, considerando los siguientes
aspectos: 1) disefiar sistemas que activen CTLs en el menor tiempo posible y que
sean reproducibles, 2) evaluar antigenos tumorales con relevancia imunogénica y

que se expresen en la mayor parte de los tipos de cancer, 3) identificar el TAA que
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puedan ser presentados por las moléculas MHC clase | que se expresan en la
mayor parte de la poblaciébn humana, y 4) demostrar que el aumento de CTLs en

los pacientes refleje mejoria clinicamente comprobable (84).

Los sistemas de activacion in vitro de CTLs para la terapia adoptiva, tienen los
siguientes enfoques: tomar la reseccion quirdrgica para la activacion de CTLs
infiltrados en el tumor mediante altas dosis de IL-2; optimizar la presentacion de
antigenos de origen tumoral in vitro o in vivo; diferenciar monocitos a DCs para la
presentacion antigénica; usar tetrameros para la activacion de CTLs especificos
del tumor; y transfectar genes TCR que reconozcan epitopos derivados de TAA
(84). Sin embargo, estos sistemas presentan multiples complicaciones en la
obtencién de material biologico de la lesion, en la diferenciacion de DCs a partir de
monocitos debido a que los pacientes regularmente son leucopénicos; asi como
en el limitado namero de tetrameros comerciales que activan CTLs especificos de
antigenos tumorales (84). Las limitaciones en los sistemas de activacion, llevo a
utilizar células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) capaces de formar el
complejo MHC-péptido-TCR, que optimicen la presentacién antigénica, aseguren
la coestimulacion y promuevan la expansion de CTLs mediante la produccion de
interleucinas (85-87). Bajo estos requerimientos, mdultiples lineas celulares han

sido modificadas para esta finalidad (85-87).

Algunas de las aAPC capaces de activar eficientemente a los CTLs provienen de
lineas celulares que se acompafian de la coestimulacion mediada por mAb
solubles o acoplados a perlas de poliestireno (88-92). Un ejemplo es la linea

celular T2 derivada de linfoblastos humanos. Estas células expresan el alelo del
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antigeno leucocitario humano mas comun a nivel mundial *0201 o HLA-A2,
molécula que se exporta a la membrana celular vacia, debido a que no tienen
moléculas TAP (93, 94); por lo que puede ser “cargada’ con péptidos de manera
exogena para ser utilizada como aAPC y poder evaluar la activacion de linfocitos T
CD8" especificos de antigeno. Utilizando las células T2 como aAPC de diversos
epitopos derivados de los TAA NY-ESO-1, WT1, TERT y gp100 y mAb anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas de poliestireno, se ha evidenciado la generacion de
CTLs de personas sanas HLA-A2" (95). Por otro lado, con las células T2
presentando epitopos del TAA mamaglobulina A y mAb solubles anti-CD28, se ha

logrado activar linfocitos T CD8" de pacientes HLA-A2" con cancer de mama (96).
3.11. Generacion de CTLs especificos de MUCL1 para la terapia adaptativa

De los diferentes TAAs evaluados mediante el uso de aAPC, el derivado de MUC1
es considerado un blanco para el disefio de inmunoterapia contra cancer ya que
tiene la capacidad de generar CTLs especificos del tumor a partir de la
estimulacién con multiples epitopos (32-34). De los diferentes epitopos de MUC1,
el péptido SAPDTRPA (MUC1-8 mer), asi como su forma hipoglicosilada
(SAPDT®?NA°RPA) son considerados inmunodominantes debido al reconocimiento
de méas de 16 mAbs (97). Ademas, se ha demostrado que otro gran nimero de
mAbs reconocen secuencias adyacentes al péptido MUC1-8 mer como APDTR,
PDTRPA, DTR, PDTRP y RPAP (97). Debido a que en la progresion del cancer se
expone este epitopo inmunodominante, se han realizado mdultiples estudios para

determinar su capacidad de generar CTLs.

17



4. ANTECEDENTES

Apostolopoulos y cols., en 1997, utilizando ratones transgénicos HLA-A2",
identificaron que el péptido MUC1-8 mer generd CTLs, los cuales lisaron células
cancerosas de tejido mamario (linea celular MCF-7) que expresaron al TAA MUC1

en la molécula HLA-A2 (98).

Apostolopoulos y cols., nuevamente en 2003 demostraron que el péptido MUC1-8
mer y su forma hipoglicosilada (SAPDT®®"*RPA) se unen a la molécula H2-K"
con diferente afinidad. En modelo murino, la forma hipoglicosilada demostré mayor

afinidad y capacidad de activar linfocitos T CD8" in vitro e in vivo (99).

Quinlin y cols., en 2007, al estimular células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) de pacientes con adenocarcinoma con seis secuencias peptidicas que
contienen el motivo PDTRP, observaron que las células adquieren la capacidad de

lisar células de la linea MCF-7 (100).

Ninkovic y cols., en 2009 encontraron que el glicopéptido denominado SAP10
(SAPDTC¥N*RPAPG) derivado de la region VNTR de MUCL1 se une con gran
fuerza a la molécula HLA-A2 mediante ensayos de union que se realizaron en
células T2 y en DCs de donadores sanos HLA-A2". Ademas, estos autores
utilizaron células T2 como células diana para evaluar la funcionalidad de los CTLs

especificos del glicopéptido (101).

Lazoura y cols., en 2010, evaluaron la union del péptido MUC1-8 mer y sus
variantes SAPDFRPA, SAPDTRPL y SAPDFRPL a la molécula H-2K" expresada

por las células de la linea RMA-S/TAP, concluyendo que al modificar un par de

18



aminoacidos se aumenta la fuerza de union entre estas moléculas y que los CTLs
generados a partir de estos péptidos eliminaron tumores en ratones transgénicos

HLA-A2 (102).

Koido y cols., en 2014, al inmunizar ratones H2k” con DCs transfectadas con el
gen MUC1 tumoral, identificaron que se generan principalmente linfocitos T CD4"
y CD8" especificos al péptido MUC1-8 mer. La generacion de estos linfocitos fue

crucial para mantener la inmunidad antitumoral en un tiempo prolongado (103).
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5. JUSTIFICACION

El adenocarcinoma pulmonar es la primer causa de muerte por cancer, a pesar de
la existencia de algunos tratamientos basados en secuencias peptidicas derivadas
de MUCL. Para superar los mecanismos inmunosupresores del tumor, sistemas
de activacion in vitro que incluye el uso de aAPC parecen ser una alternativa para
la eliminacién del cancer. Activar in vitro linfocitos T CD8" especificos del péptido
MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar, utilizando
células T2 como presentadoras del péptido MUC1-8 mer y coestimulacién
mediada por mAb anti-CD2 y anti CD28, podria ser un sistema de activacion para

ser usado en la terapia adoptiva.
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6. HIPOTESIS

El péptido MUC1-8 mer presentado por las células T2 activa especificamente

linfocitos T CD8" de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar.
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7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Determinar si el péptido MUC1-8 mer presentado por las células T2 activa in vitro

linfocitos T CD8" de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar.
7.2. Objetivos particulares

1. Evaluar la estabilizacion de la molécula HLA-A2 por el péptido

MUC1-8 mer en la membrana de las células T2.

2. ldentificar el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer en la membrana

de las células T2.

3. Analizar la activacion in vitro de los linfocitos T CD8" especificos del

péptido MUC1-8 mer de personas sanas HLA-A2.

4. Analizar la reactividad in vitro de los linfocitos T CD8" especificos del
péptido MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma

pulmonar.

5. Demostrar la expansion in vitro de los linfocitos T CD8" especificos
del péptido MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma

pulmonar.
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Linea celular T2

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizé la linea celular T2 clave CRL-
1992TM (American Type Culture Collection, Manassas, VA). Las células T2 se
propagaron en botellas de cultivo (12.5 mL) en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por
calor, 100ug/mL de estreptomicina, 100UI/mL de penicilina y 2 mM L-glutamina
(Gibco-life Technologies, Rockville, MD) a 37°C en atmésfera de CO; al 5%. Para
los ensayos bioldgicos las células se cosecharon cada 72 h, tomando una muestra
para evaluar la concentracion celular por mL y la viabilidad (>95%) mediante la
prueba de exclusion del colorante azul de tripano en camara de Neubauer y se
lavaron con medio de cultivo RPMI-1640 (1mL) centrifugando a 800 rpm/5 min a

temperatura ambiente.

8.2. Separacion de PBMCs

La separacion de los PBMCs se realiz6 en base al protocolo propuesto por Boyum
(109), la sangre heparinizada fue diluida 1:2 con solucién amortiguadora PBS
conteniendo fosfato sédico al 0.01 M, cloruro de sodio al 0.15 M a pH 7.2 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) y centrifugada a 1700 rpm/30 min a 10°C en Ficoll Hypaque
con una densidad de 1.077 (Axis-Shield PoC As, Oslo, NO) en proporcion 1:3. Las
PBMCs recuperadas de la interfase del ficoll se lavaron con PBS (10 mL)
centrifugando a 1500 rpm/ 5 min a 4°C y descartando el sobrenadante. El boton

celular obtenido fue resuspendido en medio de cultivo RPMI-1640 (10 mL)
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suplementado con 10% de SFB inactivado por calor, 100 pug/mL de estreptomicina,
100UI/mL de penicilinay 2 mM de L-glutamina. Luego, se tom6 una muestra para
conocer la concentracion celular por mL y la viabilidad celular (>95%) mediante la

prueba de exclusion del colorante azul de tripano en camara de Neubauer.

8.3. Anticuerpos monoclonales (mAb)

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:

Tabla 1. Caracteristicas de mAb de diferentes laborarios comerciales.

mADb Marca Clona Reactividad | Fluorocromo Control
Acoplado Isotipo
CD3 Biolegend SK7 Humano PerCP-Cy5.5 Mouse IgG1,k
CD4 Biolegend OKT4 Humano PE Mouse 1gG2b,k
CD8 Biolegend SK1 Humano FITC Mouse IgG1,k
CD25 | Bioscience | M-A251 Humano PE Mouse IgG1,k
HLA-A2 | Biolegend BB7.2 Humano FITC Mouse 1gG2b,k
7-AAD | Bioscience | 559925 Humano Fluorescente -

PerCP-Cy5.5= Proteina peridinina clorofila-cianina 5.5; PE=Ficoeritrina; FITC= Isotiocianato de
fluoresceina; 7-AAD= 7-amino-actinomicina D.

Siguiendo el protocolo convencional de inmunofluorescencia (109), se determind
la concentracion optima de los mAbs para los ensayos biolégicos. A partir de
concentrados leucocitarios de personas sanas (5 mL) proporcionados por el banco

de sangre del INER, se obtuvieron PBMCs mediante el método descrito.

Para la inmunofluorescencia, se colocaron 1 X 10° PBMCs en tubos eppendorf y

se incubaron con 1mL de albimina de suero bovino fraccion V (BSA) al 0.5% y

24




azida de sodio al 2 mM (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) en PBS para evitar la union
inespecifica de los anticuerpos. Luego, el boton celular fue incubado con los mAbs
durante 30 min a 4°C (utilizando diferentes concentraciones). Al final de la
incubacion, las células se lavaron con PBS (1mL) y se fijaron con 150 uL de
paraformaldehido (PFD) al 1% (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) siguiendo el mismo
protocolo. La concentracidon éptima del mAb anti HLA-A2-FITC fue determinada en

células T2.

8.4. Citometria de flujo

El analisis de células con fluorescencia se realiz6 con el citometro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Para esto, se disefaron las
regiones de estudio basadas en las propiedades fisicas de las células y se registré
la inmunofluorescencia amplificada de las moléculas de la superficie celular
mediante la adquisicion de 25,000 eventos por dispersion frontal (FSC) y
dispersion lateral (SSC). Para interpretar los resultados se utilizd el programa
FlowJo version 8.7.7. (Tree Star Inc. Ashland, Oregén) y se presentaron como
histogramas para una sola variable o grafica de puntos para dos o mas variables.
Células incubadas con los mAb control de isotipo fueron utilizadas para evaluar la

inmunofluorescencia de fondo.

8.5. Péptidos

Los péptidos: SAPDTRPA derivado de MUC1 (MUC1-8 mer), GILGFVFTL
derivado de la matriz de la proteina 1 del virus de influenza A 158-66 (IVMP1-9-

mer) y SIINFEKL derivado de ovoalbumina de pollo 257-264 (OVA-8-mer) (104-
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107) fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad
Nacional Auténoma de México campus Cuernavaca. Para su elaboracion se utilizo
un sintetizador de péptidos multiple 430A (Applied Biosystems, San Diego, CA),
siguiendo los protocolos del fabricante. La afinidad de estos péptidos por la
molécula HLA-A2 fue confirmada mediante el programa NetMHC version 3.4
(108). La pureza de los péptidos (>95%), fue evaluada a través de los pesos
molecules obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucion y por
espectrometria de masas. Los péptidos se disolvieron en dimetilsulfoxido (10

mg/mL) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

8.6. Ensayo de estabilizacion de la molécula HLA-A2 mediante MUC1-8 mer

En las células T2, la afinidad de un péptido es proporcional a su capacidad de
estabilizar las moléculas HLA-A2. Debido a que la B.m exogena optimiza la
estabilizacion de las moléculas HLA-A2, se incluy6 en estos ensayos. Las células
T2 (2 X 10°) con viabilidad mayor al 95% fueron resuspendidas en medio de
cultivo RPMI-1640 (200uL) suplementado con SFB al 10%, péptido MUC1-8 mer
(20-100 pg/mL) y Bom (5-20ug/mL) (Fitzgerald, Acton, MA) utilizando el método de
Jaramillo y cols. (96). Las células fueron incubadas en cajas de fondo plano de 96
pozos (Thermo Scientific Nunc, Roskilde, Dinamarca) durante 24h a 37°C en
atmosfera de CO, al 5%. Como controles positivos del ensayo las células T2
fueron incubadas ya sea con el péptido IVMP1-9-mer (100ug/mL) o con el péptido
OVA-8-mer (100ug/mL) en presencia de Bom a una concentracion de 20pg/mL
(106,107). Como control negativo se utilizaron células T2 cultivadas sin péptido y

sin Bom. El incremento de las moléculas HLA-A2 fue identificado mediante la
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inmunofluorescencia con el mAb anti-HLA-A2 conjugado a FITC (0.8ug/10uL de
PBS), la cual fue analizada por citometria de flujo. La expresion de la molécula
HLA-A2 en las células T2 se interpretd a través de la intensidad media de
fluorescencia (MFI), calculando la diferencia entre el MFI de las células incubadas

con el péptido MUC1-8 mer y las células sin el péptido.

8.7. Microscopia confocal

Para dentificar la co-localizacion de la molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8
mer en la membrana de las células T2, se utilizd6 la técnica de microscopia
confocal. La técnica consiste en registrar una secuencia de cortes Opticos de
imagenes bidimensionales para identificar los sitios donde se localizan las
moléculas inmunofluorescentes de nuestro interés. La emision de fluorescencia
proveniente de los mAbs puede ser co-localizada mediante el analisis de
superposicion de imagenes, evaluadas por el coeficiente de Manders o coeficiente
de coincidencia. Coeficiente que consiste en la deteccién de una sefial en el
mismo voxel o volumen de pixeles a partir de dos fluorocromos diferentes desde
una zona de la misma muestra, los valores que considera este coeficiente van de
0 a 1, siendo 1 la colocalizacibn mas alta y 0 ninguna de las intensidades de

fluorescencia presentes.

Las células T2 (2 X 10°) resuspendidas en medio de cultvo RPMI-1640
suplementado con: SFB al 10% (200pL), péptido MUC1-8 mer (100pug/mL) y Bom
(20pg/mL), se incubaron por cada microcamara de un portaobjetos (Bioscience,

Bedford, MA) durante 24h a 37°C en atmosfera de CO; al 5% siguiendo el metodo
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descrito por Bolt y Cordelieres (221) y se lavaron dos veces con PBS (500uL).
Para la inmunofluorescencia indirecta del péptido MUC1-8 mer, se bloquearon los
sitios de union inespecificos lavando las células con PBS-BSA al 0.5% y azida de
sodio al 2 mM (500pL). Posteriormente, las células T2 se incubaron con el mAb
gue reconoce al péptido (1ug/500uL de PBS) que corresponde a IgG de raton anti-
CA27-29 (Fitzgerald, Acton, MA) durante 30 min a 4°C. Después de lavar con PBS
(500uL), se continué con la incubacién del anticuerpo secundario obtenido en
cabra anti-lgG de raton acoplado a Alexa Fluor 594 (0.1ug/500uLPBS) (Molecular
Probes-Life Technologies, Eugene, OR) durante 2h a 4°C. Finalizando la
incubacion, las células T2 se lavaron con PBS (500uL). Para la co-localizacién del
péptido con la molécula HLA-A2, se utilizé el mAb anti-HLA-A2 acoplado a FITC
(0.8ug/10puL de PBS). Las células T2 incubadas con el anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor 594 o con el mAb control de isotipo mouse 1gG2b,k

acoplado a FITC se utilizaron como controles negativos.

Para el analisis de co-localizacion de las emisiones de fluorescencia proveniente
de los anticuerpos, las células T2 se fijaron con PFD al 1% (500uL) en los
portaobjetos y se cubrieron con medio de montaje Vectashield-4'6 diamidinofenyl-
indol (DAPI) previamente diluido en PBS (50uL) (Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Las imagenes de fluorescencia se adquirieron con un microscopio confocal
Zeiss LSM-510 (Carl Zeiss, Oberkochen, DE) utilizando una lente de objetivo 63X.
Todas las imagenes fueron tomadas bajo la misma exposicion, ampliacion e
intensificacion. Las imagenes fueron procesadas por el programa ImageJ (Wayne

Rasband, NIH, Bethesda, MA) y se analizaron utilizando el coeficiente de Manders
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(111). Ademas, para conocer la intensidad de esta co-localizacion se integré una
imagen tridimensional. Para clarificar las imagenes se utilizo el programa Adobe

Photoshop CS2 (Adobe Systems, Bianza, IT).

8.8. Obtencidén de la muestra sanguinea

Autorizado el protocolo de investigacion B37-11 por el comité de bioética del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio Villegas", se
integré el grupo de estudio a partir de pacientes con adenocarcinoma pulmonar
hospitalizados en la Unidad de Oncologia. Los criterios de inclusién consideraron
a pacientes con adenocarcinoma pulmonar sin previo tratamiento (radioterapia o
guimoterapia) o de cirugia, con diagnoéstico establecido en historia clinica,
exploracion fisica, radiografia de térax, histopatologia y clasificacion de acuerdo
con criterios estandar basados en los datos del tumor, nédulos y metéstasis (TNM)
(14). El grupo control se integré de personas sanas clinicamente, sin antecedentes
de cancer y edades similares a los pacientes. Posterior a la recepcién de los
consentimientos firmados, una muestra de sangre periférica fue obtenida de cada

uno de los pacientes antes del tratamiento y de las personas sanas (20mL).

8.9. Genotipificacion de la molécula HLA-A2

La genotipificacion del HLA-A2 se realiz6 con el kit FasType HLA-DNA Typing
System SSP (Bio-Synthesis, Lewisville, TX), basado en la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), utilizando 24 cebadores de secuencia especifica (SSP),
modalidad de baja resolucion. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se aislé

el DNA de los leucocitos de los participantes mediante el kit Blood DNA isolation
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(Bio-Synthesis, Lewisville, TX). La concentracion total de ADN se cuantificd por
espectrofotometria a 260 y 280 nm usando el espectrofotdmetro ASP-2680 (ACT-
Gen Inc., Piscataway, NJ). Este material biolégico se resuspendidé en solucién

amortiguadora de elucion (100puL) y se congel6 a -20°C hasta su uso.

Para las amplificaciones de PCR, el ADN gendmico (1.8ug) fue resupendido en el
volumen de reaccién o Master Mix (24uL que contiene KCIl a 50 mM, Tris-Cl a 10
mM, MgCl,a 1.5 mM y 60 uM de cada dNTP's con pH 8.3) (110). La mezcla fue
sometida a 20 ciclos para la desnaturalizacion (94°C/20 seg), 20 ciclos para el
alineamiento o unién del cebador (61°C/50 seg) y 20 ciclos para la extension o
elongacion de la cadena (72°C/30 seg) utilizando un termociclador automatizado
modelo Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster, CA). Una
retencion adicional (94°C/20seg) y 10 ciclos fueron adicionados a la etapa de
desnaturalizacion antes del primer ciclo (65°C/1min). Después del dltimo ciclo, la
etapa de extensién recibié un ciclo adicional (72°C/5min). Las amplificaciones se
lograron utilizando Taq ADN polimerasa recombinante (Gibco-Life Technologies,

Rockville, MD).

La integridad de los productos de PCR SSP se evalué mediante electroforesis en
gel de agarosa (2%) y tinciébn con bromuro de etidio (0.01mg/mL) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Cada muestra de ADN se visualizé con luz ultravioleta intensidad
dual transiluminador (UVP Inc., Upland, CA) y se analiz6 con el sistema de
documentacion de gel de Kodak EDAS-290 (Kodak, Rochester, NY). La migracion
electroforética de la muestra de ADN se compardé con el control interno de
cebadores especificos para el gen de la glicerol 3 fosfato deshidrogenasa humana
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(G3PDH) (Bio-Synthesis). Los resultados fueron interpretados siguiendo las

instrucciones de las hojas de tipificacion de la guia de procedimiento.
8.10. Obtencién de linfocitos T CD8"

A patrtir de la sangre heparinizada (20mL) obtenida de los pacientes o de personas
sanas, se obtuvieron PBMCs mediante centrifugacion en Ficoll-Hypaque (Axis-
Shield PoC As). Las células fueron lavadas y la viabilidad celular (>95%) fue
determinada mediante la prueba de exclusién del colorante azul de tripano en

camara de Neubauer.

Para el aislamiento de linfocitos T CD8" se utilizé un kit de seleccion magnética
negativa (Miltenyi Biotec, Bergisch, DE). Para esto, las PBMCs (40 X 10°%mL)
fueron suspendidas en 160uL de PBS-BSA 0.5% y 2 mM de &cido etilendiamino
tetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) e incubadas con la mezcla de
mADbs biotinados contra: CD4, CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123,
TCR-yd y CD235a (40 pL), durante 10 min/4°C. Después de adicionar la solucion
amortiguadora del kit (120 pL), una segunda incubacion se realizé con los mAbs
IgG 1 de ratdn anti-biotina acoplados a perlas magnéticas y mAb IgG2a de raton
anti-CD14 (80 pL) durante 15 min/4°C y se continué con un lavado y resuspension

de las células en solucion amortiguadora (1mL).

La separacion de los linfocitos T CD8" inici6 con la colocacion de la columna de
separacion LS (Miltenyi Biotec, Gladbach, DE) en el campo magnético generado
por un iman que la sostiene sobre una placa de metal. Para esto, se hidrato la

columna de separacion con la solucibn amortiguadora (3 mL), se adiciono la
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suspension celular en la columna, para que las células marcadas con los
anticuerpos conjugados a perlas magnéticas quedaran atrapadas en la columna.
El eluyente que contenia a los linfocitos T CD8" se colectd y la columna se lavd
con solucion amortiguadora (1mL). La fraccién de linfocitos T CD8", fue
resuspendida en medio de -cultivo AIM-V (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
suplementado con SFB al 10% inactivado por calor, 100pug/mL de estreptomicina,
100Ul/mL de penicilina y 2 mM de L-glutamina. La concentracion y viabilidad
celular (>95%) fue evaluada azul tripano en camara de Neubauer. Para los
ensayos bioldgicos, la pureza de estos linfocitos debe ser >95%, por lo que una
fraccion de estos linfocitos (2 X 10°) fue incubada con los mAbs anti-CD3-PECy5.5
(0.4pg/10pL de PBS), anti-CD4-PE (0.5pg/10uL de PBS) y anti-CD8-FITC
(0.8ug/10puL de PBS) siguiendo el método convencional de inmunofluorescencia y

analisis mediante citometria de flujo.

8.11. Activacién policlonal de linfocitos T CD8"

La activacion de los linfocitos T CD8" aislados mediante seleccion magnética
negativa se realizé con el kit de activacion y expansion de linfocitos T (Miltenyi
Biotec, Gladbach, DE). Siguiendo las indicaciones del fabricante, se incubaron los
mADb biotinados anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 (25ug/100uL para cada mAb) con
las microperlas MACS anti-biotina (1X108/500pL), en PBS-BSA al 0.5% y EDTA al
2mM (200pL) a una temperatura de 4°C y en movimiento. Los linfocitos T CD8"
(4X10°) se resuspendieron en medio de cultivo AIM-V (200uL), se colocaron en
cada pozo de una placa de fondo plano (96 pozos) y se incubaron con los mAb

acoplados a las microperlas MACS (8X10°/4uL) e IL-2 recombinante humana
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(rhIL-2, 20Ul/mL) durante 72h a 37°C en atmosfera de CO; al 5%. Para la
expansion, cada 72h las células se disgregaron y se adicioné nuevamente rhiL-2.
Finalmente, se realizd un reestimulo con los mAb acoplados a las microperlas
MACS (8X10°/4uL) al dia 7 de la expansion. La activacion y viabilidad celular fue
evaluada en una fraccién de estos linfocitos (2X10°) mediante la incubacién con
los mAbs anti-CD8-FITC (0.8ug/10uLPBS), anti-CD25-PE (0.5ug/10uLPBS) y 7-
AAD (0.1pg/2uL), siguiendo el método convencional de inmunofluorescencia y

analisis mediante citometria de flujo.
8.12. Ensayo de activacion de linfocitos T CD8" especificos de MUC1-8 mer

La activacién de linfocitos T CD8" especificos de MUC1-8 mer se evalu6 siguiendo
el método propuesto por Jaramillo et al., (96). Primero, se conjugaron los mAb
biotinados anti-CD2 y anti-CD28 (30ug para cada mADb) con las microperlas MACS
anti-biotina (1X10%500uL) en la solucién amortiguadora (500uL) a 4°C y en
movimiento. Por otra parte, los linfocitos T CD8* (4X10°) se resuspendieron en
medio de cultivo AIM-V (200uL) y se colocaron en cada pozo de una placa de
fondo plano (96 pozos). Luego se adicionaron las células T2 fijadas con PFD al
1% (2X10°) con las moléculas HLA-A2 estabilizadas por el péptido MUC1-8 mer.
También se adicionaron los mAbs anti-CD2 y anti-CD28 conjugados a microperlas
MACS (8X10°/4uL) més la rhiL-2 (20UI/mL) cada 72 h. El cultivo se llevé a cabo
durante 6 dias a 37°C en atmésfera de CO; al 5%. Los controles negativos del
ensayo fueron los linfocitos T CD8" cultivados con células T2 que presentan el
péptido MUC1-8 mer y los linfocitos T CD8" cultivados con los mAb anti-CD2 y
anti-CD28 acoplados a microperlas MACS. Como control positivo se utilizaron
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linfocitos T CD8" activados policlonalmente con mAb anti-CD3, anti-CD2 y anti-
CD28. La viabilidad y activacion celular fue determinada en una fraccién de los
linfocitos (2X10°) por medio de la incubacién con los mAbs anti-CD8-FITC
(0.8ug/10uLPBS), anti-CD25-PE (0.5ug/10uLPBS) y 7-AAD (0.1pg/2uL) siguiendo

el método convencional de inmunofluorescencia y analisis por citometria de flujo.

8.13. Tincién de linfocitos T CD8* con succimidil ester de carboxifluoresceina

(CFSE)

Para evaluar la expansion policlonal, los linfocitos T CD8" de los pacientes fueron
incubados con CFSE siguiendo el protocolo propuesto por Quah y Parish (113). El
CFSE (Invitrogen, Camarillo, CA) se preparé a una concentracion de 200 nM
(10uL de CFSE + 90uL de RPMI 1640). Después de preparar el CFSE, los
linfocitos T CD8* de pacientes HLA-A2* con adenocarcinoma pulmonar (4X10°)
fueron resuspendidos en medio de cultivo AIM-V (200uL) y colocados en placa de
cultivo de fondo plano (96 pozos) se incubaron con CFSE (6uL) durante 15 min a
37°C en oscuridad y movimiento. Para detener la reaccion del CFSE, los linfocitos
se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con SFB
10% (1mL). La viabilidad celular se evalué mediante la prueba de exclusion del
colorante azul tripano en camara de Neubauer. En una fraccién de linfocitos T

CD8" (2X10°) fue evaluada la tincién con CFSE por citometria de flujo.
8.14. Expansion policlonal de linfocitos T CD8"

Linfocitos T CD8*CFSE" (4X10°) se resuspendieron en medio de cultivo AIM-V

(200pL) por pozo en placa de fondo plano (96 pozos), siguiendo las instrucciones
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del kit de activacion y expansion de células T de Miltenyi. Los linfocitos se
activaron policlonalmente con los mAb anti-CD2, anti-D3 y anti-CD28 acoplados a
las microperlas MACS (8X10%4pL) y se incubaron durante 10 dias a 37°C en
atmosfera de CO; al 5%. Cada 72h se disgregaron los linfocitos y se adicioné rhiL-
2 (20UIl/mL), al dia 7 se realizdé un segundo estimulo con los mAb anti-CD2, anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a las microperlas MACS (8X10°/4uL). La expansion
policlonal fue observada a través de la disminucion o perdida de CFSE y analizada

en los dias 3, 6 y 10 de incubacién, mediante citometria de flujo.
8.15. Ensayo de expansion de linfocitos T CD8" especificos de MUC1-8 mer

Para la activacion especifica de antigeno, los linfocitos T CD8"CFSE" de pacientes
HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar (2X10°), se resuspendieron en medio de
cultivo AIM-V (200uL) por pozo en placa de fondo plano (96 pozos) y se incubaron
con células T2 fijadas con PFD al 1% (2X10°) y con moléculas HLA-A2
estabilizadas por el péptido MUC1-8 mer. Al cultivo se adicionaron los mAbs anti-
CD2 y anti-CD28 acoplados a microperlas MACS (8X10°/4uL) maés rhiL-2
(20Ul/mL); todo esto se incubd durante 10 dias a 37°C en atmosfera de CO, al
5%. Cada 72h se disgregaron los linfocitos y se adiciono rhiL-2 (20Ul/mL) y al dia
7 se realiz6 un segundo estimulo con células T2 fijadas con PFD al 1% (2X10°)
gue expresaban moléculas HLA-A2 estabilizadas por el péptido MUC1-8 mer.
Linfocitos T CD8"CFSE" sin estimulo fueron el control negativo y linfocitos T CD8"
activados policlonalmente fueron el control positivo. La expansion de los linfocitos
T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer fue indicada por la disminucion o
perdida de CFSE, analizada mediante citometria de flujo en los dias 3, 6 y 10 de
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incubacion.
8.16. Andlisis estadistico

El analisis general se realizé6 mediante el programa STATA™ y la prueba de
Shapiro-Wilk para identificar distribuciones de la poblacion. Dado que las variables
fueron distribuidas asimétricamente, una prueba de suma de rangos de Wilcoxon
(Mann-Whitney) se llevé a cabo para su comparacion. Los valores se muestran
como mediana (md) y rangos intercuartiles (RIC). Algunos datos mostraron
simetria; por lo tanto, se analizaron mediante la prueba “t” de Student y los valores
se muestran como media + desviacion estandar. Las diferencias entre los grupos

se consideraron estadisticamente significativas a P <0.05.
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9. RESULTADOS
9.1. Cinética de crecimiento de células T2

En el proceso de propagacion de las células T2, se observé que la viabilidad
maxima que alcanzan estas células es de 98% a las 72h (Fig. 1-A), mientras que
la concentracién 6ptima que mantiene esta viabilidad fue de 8X10° /mL (figura 1-
B). Por lo tanto, las células T2 que fueron cosechadas bajo estas condiciones, se

utilizaron en los ensayos bioldgicos.

Figura 1. Cinética de crecimiento de la linea celular T2. A) Perfil cinético de la
viabilidad de las células T2 en relacion al tiempo de incubacién. B) Perfil cinético de la
concentracion de células T2 por mL en relacién al tiempo de incubacién; células vivas
(color azul) y células muertas (color rojo), n = 3.

9.2. Titulacion de los mADb

Respecto a la titulacion de los mAb para utilizar en las pruebas biologicas, ésta se
realiz6 mediante citometria de flujo como se muestra en la figura 2, donde se
observa que la concentracion optima del mAb anti-CD3-PerCP-Cy5.5 fue de 2pL,
para el mAb anti-CD4-PE fue de 2uL, para el mAb anti-CD8-FITC fue de 10pL,
para el mAb anti-CD25-PE de 2uL y para el mAb anti-HLA-A2-FITC de 2uL. Con
respecto al uso de 7-AAD se utilizaron células incubadas a 57°C por 15 min para

inducir el 100% de muerte celular detectada a una concentracion de 2L.
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Figura 2. Titulacién de mAb en PBMCs analizada mediante citometria de flujo. En las
ventanas de andlisis trazadas sobre la region para PBMCs, se observa la concentracion
del mAb utilizada y el porcentaje de células positivas a la fluorescencia; n = 3.
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9.3. Tedricamente el péptido MUC1-8 mer se une a la molécula HLA-A2

Tres péptidos fueron seleccionados para este estudio; MUC1-8 mer, IVMP1-9-mer
y OVA-8-mer. La capacidad de union teorica de estos péptidos a la molécula HLA-
A2 fue confirmada mediante el programa NetMHC 3.4 (108). Este programa
predice la afinidad de unién de péptidos de 8-11 aminoacidos a las diferentes
moléculas HLA de clase | basandose en el uso de redes neuronales artificiales
(ANN), que ocupa las bases de datos de epitopos inmunogénicos, andlisis de
recursos (IEDB) y de péptidos eluidos SYFPEITHI. Como se muestra en la tabla 2,
la interaccion de los aminoacidos con la molécula HLA-A2 define un puntaje de
afinidad (valor maximo de 1), mientras que la capacidad de unién teodrica a la
molécula HLA-A2 es calculada en unidad nanomolar (nM), considerando que la
capacidad de union fuerte tiene un limite 50 nM y la capacidad de union deébil tiene

un limite de 500 nM (Tabla 2).

Tabla 2. Capacidad de unién tedrica de péptidos a la molécula HLA-A2

evaluada mediante el programa Net MHC 3.4

Péptido Secuencia Puntaje  Affinidad (nM) Capacidad de union
MUC1-8mer SAPDTRPA 0.073 22609 Media
OVA-8mer SIINFEKL 0.206 5377 Media
IVMPI-9mer GILGFVFTL 0.769 5377 Fuerte

www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC
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De los péptidos evaluados dos tienen 8 aminoacidos y 1 tiene nueve, tamafio
comparable con los péptidos que presenta la molécula HLA-A2 de manera natural.
El andlisis de union teorica de los péptidos a la molécula HLA-A2, confirmé que los
péptidos tienen diferentes afinidades por dicha molécula. El péptido MUC1-8 mer y
el OVA-8 mer presentan valores que indican una capacidad de unién media por
esta molécula, mientras que los valores del péptido IVMP-9 indican una capacidad
de unién fuerte. Estos péptidos fueron sintetizados en el IBT de la UNAM para
evaluar experimentalmente su capacidad de union a la molécula HLA-A2 y para

ser utilizados en los ensayos bioldgicos.

9.4. MUC1-8 mer, OVA-8 mer, IVMP-9 mer y la B.m incrementan las moléculas

HLA-A2 en células T2

La estabilidad del complejo MHC-péptido es crucial para la inmunogenicidad de un
péptido, por lo que la capacidad de union tedrica de los péptidos fue confirmada
mediante tres experimentos independientes. Para esto, las células T2 se
incubaron con cada uno de los péptidos durante 24 h y se analiz6 la expresion de
la molécula HLA-A2 mediante citometria de flujo utilizando el mAb anti-HLA-A2
acoplado a FITC. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 3, donde se
observa que el incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 es dependiente
de la concentracion de péptido; ya que al utilizar 1pug/mL del péptido MUC1-8 mer
se identifico que el promedio de las células T2 que incrementaron la expresion de
moléculas HLA-A2 fue de 3%, el cual alcanz6 el 33.6% al utilizar 100 pg/mL; con
lpg/mL del péptido OVA-8 mer, el 5% de las células T2 incrementaron sus

moléculas HLA-A2, lo cual alcanz6 el 36.6% con 100ug/mL; mientras que 1ug/mL
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del péptido IVMP1-9-mer indujo que el 6% de células T2 incrementaran sus
moléculas HLA-A2 alcanzando un méximo de 63.1% con 100ug/mL. Para todos
los péptidos el punto de saturacion fue la concentracion de 200pg/mL, con esta
concentracion los promedios de células T2 que incrementaron moléculas HLA-A2
fueron 33.6%, 36.6% y 63.1% con MUC1-8 mer, OVA-8 mer y IVMP1-9 mer,

respectivamente.
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Figura 3. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente de la
concentracién de péptido. Las células T2 cultivadas 24 h con cada uno de los péptidos,
fueron analizadas mediante citometria de flujo después de incubar con el mAb anti-HLA-
A2-FITC. Los histogramas muestran en el eje de las X, la fluorescencia del control de
isotipo 1gG2b,k (gris); la expresidén basal de la molécula HLA-A2 (amarillo) y el incremento
de moléculas HLA-A2 por los péptidos. A) IVMP1-9-mer, B) OVA-8-mer y C) MUC1-8 mer
utilizando la concentracion de 10 (verde),100 (azul) y 200 (rojo) pug/mL, n=3.
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Los resultados de los tres ensayos independientes de estabilizacion de la
molécula HLA-A2 con 3,m, demuestran que el incremento de moléculas HLA-A2
también es dependiente de la concentracion de B,m utilizada. En la figura 4 se
observa que el promedio de las células T2 que incrementaron moléculas HLA-A2
con 1ug/mL fue de 12.5%, el cual incrementé a 89.7% con 20ug/mL y 89.5% con

40ug/mL; considerada el punto de saturacion.

Figura 4. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente de la
concentracién de B.m. Las células T2 cultivadas por 24h con B,m, fueron incubadas con
el mAb anti-HLA-A2-FITC y analizadas mediante citometria de flujo. Los histogramas
muestran en el eje de las X, la fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris); la
expresion basal de la molécula HLA-A2 (amarillo ) y el incremento de molécula HLA-A2
por la B,m utilizando la concentracién de 1 (verde), 5 (lila), 10 (azul), 20 (rojo) y 40 (negro)
pg/mL; n = 3.

Utilizando la concentracién optima de 100pg/mL de cada péptido y 20ug/mL de
B2m, se realizaron tres ensayos independientes de estabilizacion de las moléculas
HLA-A2. La inmunofluorescencia se realiz6 con el mAb anti-HLA-A2-FITC y se
analizé la expresion de las moléculas HLA-A2 mediante citometria de flujo. Bajo

estas condiciones, en los histogramas de la figura 5 se observa que el promedio
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de las células T2 que incrementaron moléculas HLA-A2 fue de 81.8, 89.8 y 90.8%
con el péptido MUC1-8 mer, OVA-8 mer e IVMP1-9 mer, respectivamente.
Ademas, se observa que la intensidad de fluorescencia del mAb que detecta a la
molécula HLA-A2 es diferente para cada péptido, lo que refleja la capacidad de
union tedrica de cada uno de los péptidos a la molécula HLA-A2, resultado que es

consistente con lo reportado por el programa NetMHC version 3.4.
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Figura 5. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente de péptido
y B.m. Las células T2 fueron cultivadas por 24h con 100 pg/mL de los siguientes
péptidos: A) IVMP1-9-mer, B) OVA-8-mer y C) MUC1-8 mer mas 20ug/mL de B.m. Luego,
las células T2 fueron incubadas con el mAb anti-HLA-A2-FITC y la expresion de HLA-A2
analizada mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran en el eje de las X, la
fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris), la expresién basal de la molécula HLA-
A2 (amarillo) y el incremento de molécula HLA-A2 por cada uno de los péptidos (verde),
por la Bom (azul) y por cada péptido mas B.m (rojo); n = 3.
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9.5. El incremento de moléculas HLA-A2 en células T2 es dependiente de la

concentracion de péptido MUC1-8 mer

Para analizar la estabilizacion de moléculas HLA-A2 con el péptido MUC1-8 mer
se realizaron tres experimentos independientes utilizando las condiciones 6ptimas.
La inmunofluorescencia se realizé con el mAb anti-HLA-A2-FITC y el analisis de la
expresion de HLA-A2 fue por medio de citometria de flujo. Los histogramas de la
figura 6 representan la estabilizacion de moléculas HLA-A2 dependiente de la
concentracion del péptido MUC1-8 mer. En el andlisis, la IMF de estas moléculas
mostré que la expresion balsal tiene un valor de 31,6 + 12,7; al incubarlas con
1ug/mL de péptido MUC1-8 mer el valor aument6 a 40,3 + 18,9; mientras que al
utilizar 10ug/mL, el valor fue de 77,1 £ 32,3 y finalmente con 100ug/mL incrementé
a 123 + 52, lo cual indica un incremento de moléculas HLA-A2 de 3.8 veces mas
en comparacion con la expresion basal, en el 99.8% de las células T2. Estos

resultados indican la unién del péptido MUC1-8 mer a la molécula HLA-A2.
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Figura 6. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente del
péptido MUC1-8 mer y B.m. Las células T2 fueron cultivadas por 24h con péptido MUC1-
8 mer (1-100ug/mL) en presencia B.m (20ug/mL). Luego, se incubaron con el mAb anti-
HLA-A2-FITC y se analizaron mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran en
el eje de las X, la fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris); la expresion basal de
la molécula HLA-A2 (amarillo) y el incremento de la molécula HLA-A2 por el péptido
MUC1-8 mer utilizando la concentracion de 1 (verde),10 (azul) y 100 (rojo) pg/mL en
presencia de f.m (20ug/mL); n = 3.

9.6. La molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8 mer co-localizan en la

membrana de células T2

Considerando que identificar la presencia de complejos MHC-péptido en la
membrana de la aAPC es el predictor més fiable de su eficacia in vitro o in vivo.
Nosotros utilizamos la concentracion éptima de péptido MUC1-8 mer y de la Bom
para estabilizar moléculas HLA-A2 en la superficie de las células T2. También,
realizamos la deteccién de las moléculas HLA-A2 con el mAb anti-HLA-A2-FITC y
del péptido MUC1-8 mer con los mAbs anti-CA27-29 y anti-IgG de ratén-Alexa-
594. Luego, con el uso de un microscopio confocal, registramos las imagenes con
fluorescencia proveniente de los mAb para indentificar su distribucion, co-

localizacion e intensidad. La figura 7 y 8 representan los resultados obtenidos de
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tres experimentos independientes, en la que se observa células T2 con el ndcleo
tefiido con DAPI (canal azul), las cuales son positivas a la expresion de la
molécula HLA-A2 (canal verde) y a la presencia del péptido MUC1-8 mer (canal
rojo). El andlisis de las emisiones de fluorescencia de los mAbs que reconocen la
molécula HLA-A2 y el péptido MUC1-8 mer muestra que colocalizan en la

membrana de todas las células T2 (color amarillo).

Figura 7. Expresiéon de la molécula HLA-A2, presencia del péptido MUC1-8 mer y su
colocalizacién en las células T2 (10X). Las células T2 (2X10°) se cultivaron con péptido
MUC1-8 mer (100ug/mL) y Bom (20ug/mL) en portaobjetos con microcamaras durante 24h
a 37°C en atmosfera de CO, al 5%. Para la inmunofluorescencia indirecta del péptido
MUC1-8 mer las células se incubaron con el mAb anti-CA 27-29 (1ug/500uLPBS) durante
30 min a 4°C y posteriormente con el anticuerpo anti-lgG de raton-Alexa Fluor 594
(0.1ug/500uL de PBS) durante 2h a 4°C. La inmunofluorescencia directa de la molécula
HLA-A2 se realizé con el mAb anti-HLA-A2-FITC (0.8ug/10uLPBS). Después, las células
se fijaron con PFD al 1% y se cubrieron con medio de montaje Vectashield con DAPI. Las
imagenes se adquirieron con un microscopio confocal y se realizé el andlisis de
colocalizacidén con el programa ImageJ. En la imagen se observan células T2 con nicleos
tefiidos con DAPI en color azul, expresién de la molécula HLA-A2 en color verde, la
presencia del péptido MUC1-8 mer en color rojo y la colocalizacion de las emisiones de
fluorescencia en color amarillo; n = 3.
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Figura 8. Colocalizacion de la molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8 mer en la
membrana de las células T2. Después de estabilizar las moléculas HLA-A2 con el
péptido MUC1-8 mer en la membrana de las células T2, estas células fueron incubadas
con los mAb anti-CA 27-29, posteriormente con el anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén
conjugado con Alexa 594 y finalmente con el anti-HLA-A2-FITC para el analisis de
microscopia confocal. Los resultados demuestran la tincién del nacleo de la célula T2 en
color azul (A); la expresion de la moléculas HLA-A2 en color verde (B); la presencia del
péptido MUC1-8 mer en la membrana celular en color rojo (C); y la co-localizacién de las
emisiones de fluorescencia de los mAb que identifican a la molécula HLA-A2 y al péptido
MUC1-8 mer en color amarillo (D).

Como lo muestra la figura 9, al evaluar el coeficiente Manders en tres células T2

por separado, las zonas de colocalizacion mostraron valores significativos que van
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de 0.4 a 1 a través de toda la membrana de la célula T2, siendo los valores de 1

mAas representativos en los polos de estas células.

Figura 9. Coeficiente Manders identificado en la membrana de la célula T2. En el
primer panel de izquierda a derecha se observa la célula T2 con el ndcleo tefiido con
DAPI (color azul); en el segundo panel se observan moléculas HLA-A2 expresadas en la
membrana celular (canal verde). En el tercero, la presencia del péptido MUC1-8 en la
membrana de las células T2 (color rojo) y en el dltimo, la colocalizacion de las
intensidades de fluorescencia de los mAbs que reconocen a las moléculas HLA-A2 y al
péptido MUC1-8 mer (color amarillo), asi como la regiones de estudio seleccionadas para
evaluar el coeficiente Manders (magenta), n = 3.

Respecto al analisis de distribucién de las intensidades de fluorescencia de los
mMAD y su co-localizacién realizado en tres células T2 de manera independiente, la
figura 10 muestra 8 cortes bidimensionales integrados en una sola imagen
tridimensional, las cuales confirman que la expresion de la molécula HLA-A2 y la
presencia del péptido MUC1-8 mer colocalizan en toda la membrana celular, pero
con mayor intensidad en los polos de las células T2. En conjunto, estos resultados
sugieren la formacion de complejos HLA-A2-péptido MUC1-8 mer-B,-m en la
membrana de las células T2, los cuales seran utilizados para activar linfocitos T
CD8" especificos del péptido MUC1-8 restringidos a la molécula HLA-A2 tanto en

pacientes con adenocarcinoma pulmonar como de personas sanas.
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Figura 10. Distribucion, intensidad y colocalizacion de la fluorescencia proveniente
de los mAb que reconocen a la molécula HLA-A2 y al péptido MUC1-8 mer en la
membrana de la célula T2. Cortes bidimensionales integrados en una sola imagen 3D
gue representan la intensidad de fluorescencia del ndcleo en el canal azul (tefiido con
DAPI); la expresion de la molécula HLA-A2 en el canal verde (mAb anti HLA-A2-FITC), la
presencia del péptido MUC1-8 mer en el canal color rojo (mAb anti-lgG1 de ratén-Alexa
594 y mAb anti-CA27-29) y colocalizacion de estos fluorocromos (color amarillo), n=3.

9.7. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio

Considerando los criterios de inclusién, los pacientes con adenocarcinoma
pulmonar hospitalizados en la unidad de oncologia del INER y personas sanas de
la unidad de investigacion de la misma Institucion fueron seleccionados para este
estudio. La edad media del grupo de pacientes con adenocarcinoma pulmonar fue
de 63,67 + 10,7 afios (rango: 51-74 afos); entre estos, 4 fueron hombres (44%) y
5 fueron mujeres (56%). Cuatro de los pacientes tenian metastasis; 6 de los 9
pacientes totales mostraron estadio tumoral IV, mientras que los 3 restantes

estadio tumoral Il (Tabla 3). En el grupo de personas sanas, la edad media fue de
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59,1 + 9.3 afios (rango: 34-64 afios), 6 mujeres y 4 hombres. Mediante la
genotipificacion de la molécula HLA-A2, se determiné que siete pacientes son
HLA-A2" y dos pacientes son HLA-A2"; asi como cinco personas sanas son HLA-

A2" y cinco personas sanas son HLA-A2" (Figura 11).

Tabla 3. Datos generales de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar y

de personas sanas.

CS= Control sano; P= Pacientes; H= Hombre; M= Mujer; TNM= Tumor, Nodulo,
Metastasis; + Estudio histopatoldgico que indica la sobreexpresion de MUCL.

52



Figura 11. Genotipificacién de la molécula HLA-A2. A) Gel de agarosa con banda en el
carrii 2 (HLA-A*0201) y 23 (HLA-A*0201), correspondiente a un individuo HLA-A2"
homocigoto. B) Gel de agarosa con banda en el carril 1 y 10 (HLA-A*01) y 17 (HLA-A*29),
correspondiente a individuo HLA-A2. Como control positivo se utilizé gliceraldehido-3—
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la cual presenté 410 pares de bases (pb).

Obtenido el consentimiento informado de cada uno de los participantes, se obtuvo
la muestra sanguinea para aislar los linfocitos T CD8" y realizar los ensayos

subsecuentes.
9.8. Pureza de linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8" de pacientes con adenocarcinoma pulmonar y personas
sanas que fueron obtenidos mediante seleccion magnética negativa, fueron
analizados mediante una gréfica de tamafio contra granularidad (figura 12-A),
delimitandola como regién 1 (R1). Las células de la R1 se analizaron en relacién a
la autofluorescencia y a la reaccion inespecifica de mAb del mismo isotipo
utilizados como controles negativos de las moléculas CD3 y CD8 (Fig. 12-B). Para
evaluar la pureza de los linfocitos T CD8", una fraccion de esta poblacion fue
incubada con los mAbs anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. La Fig.12-C muestra tres
gréficas de las células que corresponden a linfocitos T CD3*, CD8" y CD3"CD8"

gue presentaron una pureza >95% en los tres experimentos independientes.
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Figura 12. Pureza de linfocitos T CD8" >95%. Linfocitos T CD8" de pacientes y de
personas sanas fueron obtenidos mediante seleccion magnética negativa, su pureza fue
analizada mediante citometria de flujo. A) Gréfica correspondiente al tamafio contra
granularidad celular para obtener la region 1 (R1), la cual fue analizada en: B) Grafica de
fluorescencias (FL-3 contra FL-1) que muestra el control negativo y el control de isotipo;
C) gréficas de FL3 vs FL1, que muestra linfocitos T CD3*, CD8" y CD3'CD8", n=3.

Conocida la pureza de los linfocitos T CD8" obtenidos de los pacientes y personas
sanas, se continué con la estandarizacion de la activacion policlonal de estos

linfocitos para ser utilizados como control positivo de activacion.
9.9. Cinética de linfocitos T CD8" activados policlonalmente

Siguiendo las instrucciones del kit de activacion y expansion de células T de
Miltenyi, se realizaron tres ensayos se activacion policlonal de linfocitos T CD8"
con diferentes concentraciones de mAb anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 acoplados
a las microperlas MACS; y para su expansion se adicioné rhlL-2 cada 72h. La
activacion de los linfocitos fue evaluada mediante el fenotipo de activacion y de

viabilidad CD8"CD25"7AA-D’, identificado con inmunofluorescencia y analisis por
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citometria de flujo, al dia 3 y 6 del cultivo. La figura 13-C presenta el fenotipo de
activacion basal de los linfocitos sin estimulo. Los linfocitos activados proliferaron
en relacién al incremento de la concentracion de mAbs, ya que con 0.15ug
tuvieron un incremento promedio de 67.2%, con 0.22ug de 81.8%, con 0.3ug de
84.8% y con 0.5ug de 82.8%. La viabilidad de esta poblacion fue evaluada
mediante 7AA-D. Sin embargo, los linfocitos estimulados por tres dias pierden
viabilidad en relacion al incremento de la concentracion de mAbs anti-CD3, anti-
CD2 y anti-CD28, ya que con 0.15ug de estos mAbs, el promedio de linfocitos no
viables fue de 13%, con 0.22ug se incrementé a 19%, con 0.3ug alcanz6 un
20.8% y con 0.5ug a 24.1% (figura 13-E). Aun asi en el dia seis de cultivo, sélo los
linfocitos que fueron incubados con 0.3ug de los mAbs anti-CD3, anti-CD2 y anti-
CD28 presentaron en promedio 96.4% de linfocitos con el fenotipo de activacion
con viabilidad del 98%, siendo ésta la condicion Optima para la activacion

policlonal.
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Figura 13. Proliferacion de linfocitos T CD8'CD25'7AA-D” estimulada con los mAb
anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28. Los linfocitos T CD8" de personas sanas fueron
estimulados con diferentes concentraciones de mAb anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a las microperlas MACS durante 3 y 6 dias para analizar el fenotipo de
activacion y viabilidad CD8'CD25'7AAD por citometria de flujo. A) Gréaficas de tamafio
contra granularidad celular para obtener la regién 1 (R1), la cual fue analizada en: B)
gréficas de fluorescencias (FL-1 contra FL-2) que muestra controles de isotipo de CD8 y
CD25; C) graficas de FL1 vs FL2, mostrando la proliferacion de linfocitos T CD8'CD25"
estimulada con diferentes concentraciones de los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a las microperlas MACS; D) graficas de fluorescencias (FL-2 contra FL-3) que
muestra controles de isotipo para CD25 y 7AA-D; y E) graficas de FL2 vs FL3, mostrando
la viabilidad de los linfocitos CD25"7AA-D". SE= Sin Estimulo; n=3.
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9.10. Linfocitos T CDS8'CD25'7AA-D° de personas sanas HLA-A2" se

incrementan al ser estimulados con nuestro sistema de activacion

Para analizar la activacion in vitro de los linfocitos T CD8" especificos del péptido
MUC1-8 mer, se obtuvieron linfocitos T CD8" mediante seleccion magnética
negativa de 5 personas sanas HLA-A2"y de 5 personas sanas HLA-A2". Nuestro
sistema de activacion consistio en cultivar: a) linfocitos T CD8" més células T2 que
presentan el péptido MUC1-8 mer y mAbs coestimuladores anti-CD2 y anti-CD28
acoplados a microperlas MACS; b) linfocitos T CD8" mas mAb anti-CD2 y anti-
CD28 acoplados a microperlas MACS; c) linfocitos T CD8" més células T2 que
presentan el péptido MUC1-8 mer (complejo HLA-A2/péptido MUC1-8 mer) sin
anticuerpos coestimuladores; y d) linfocitos T CD8" activados con mAbs anti-CD2,
anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a microperlas MACS (kit de activacion policlonal
de linfocitos T). Todos los cultivos se realizaron adicionando rhiL-2 cada tercer dia
durante 6 dias. La figura 14 representa los resultados de una persona sana HLA-
A2" y la figura 15 los de una persona sana HLA-A2". El fenotipo de activacion
CD8'CD25"7AA-D se identifico con inmunofluorescencia por citometria de flujo. El
incremento de linfocitos con el fenotipo de activaciéon generado en cada condicion
fue analizado a través de la prueba bioestadistica de WILCOXON, siendo las
variables, el porcentaje de linfocitos con el fenotipo de activacion basal (sin

estimulo) y el incremento de esta poblaciéon después del estimulo.
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Figura 14. Incremento de linfocitos T CD8'CD257AA-D de persona sana HLA-A2"
inducida con diferentes estimulos. Los linfocitos T CD8" de donador sano HLA-A2"
fueron incubados durante 6 dias bajo diferentes condiciones e IL-2 (20U/ml) cada 72h vy el
fenotipo de activacion y viabilidad CD8"CD25"7AA-D evaluados por citometria de flujo. En
la figura se muestra la region de linfocitos en proliferacién de acuerdo a su tamafio y
granularidad. (A) Control de isotipo para CD8 y CD25. (B) Porcentaje de linfocitos T CD8"
CD25" sin estimulo (0.8%), estimulados con mAb anti-CD2 y anti-CD28 (2.1%), cultivados
con células T2 que presentan el péptido MUC1-8 mer (5.8%), cultivados con el complejo
HLA-A2-MUC1-8 mer y los mAb anti-CD2 y anti-CD28 (11.7%) y estimulados con los
mAbs anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 (96.4%). La viabilidad de los linfocitos T CD8"
CD25" en todas las condiciones de cultivo fue >98%; n = 3.
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Figura 15. Incremento de linfocitos T CD8'CD25'7AA-D” de persona sana HLA-A2
inducida con diferentes estimulos. Los linfocitos T CD8" de donador sano HLA-A2
fueron incubados durante 6 dias bajo diferentes condiciones e IL-2 (20U/ml) cada 72 h. El
fenotipo de activacion y viabilidad CD8"'CD25"7AA-D" fue analizado por citometria de flujo.
En la figura se muestra la regién de linfocitos en proliferacién de acuerdo a su tamafio y
granularidad. (A) Control de isotipo para CD8 y CD25. (B) Porcentaje de linfocitos T
CD8'CD25" sin estimulo (1.4%), estimulados con mAbs anti-CD2 y anti-CD28 (3.8%),
cultivados con células T2 que presentan el péptido MUC1-8 mer (3.7%), cultivados con el
complejo HLA-A2-MUC1-8 mer en presencia de los mAb anti-CD2 y anti-CD28 (3.3%) vy
estimulados con los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 (91%). La viabilidad de los
linfocitos T CD8"CD25 en todas las condiciones de cultivo fue >98%.
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En la figura 16 se observa que en forma basal, los linfocitos con fenotipo de
activacion en los donadores HLA-A2 representan del 1.4 al 4.2% y en los
donadores sanos HLA-A2" representan del 1.4 al 4.4%. Al estimular los linfocitos T
CD8" con nuestro sistema de activacion, en las personas sanas HLA-A2', los
linfocitos fenotipo de activacion incrementaron de 2 a 4.8%, diferencia que no fue
estadisticamente significativa (p = 0.180). En el caso de personas sanas HLA-A2",
los linfocitos con fenotipo de activacion incrementaron de 9.6 a 12%, diferencia
estadisticamente significativa en relacion a los valores basales (p = 0.018). Este
altimo incremento, resultd ser estadisticamente significativo al compararlo con el
de las personas sanas HLA-A2 (p = 0.04). La prueba estadistica valida la
activacion de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer en las

personas sanas HLA-A2".
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Figura 16. Incremeto de linfocitos T CD8" especificos al péptido MUC1-8 mer de
personas sanas HLA-A2". Después de incubar los linfocitos T CD8" de personas sanas
HLA-A2 (color morado) durante 6 dias con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y
mAb anti-CD2 y anti-CD28, el fenotipo CD8"'CD25"7AAD basal de 1.4-4.2% incremento
de 2-4.8%, la diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.180); mientras que los
linfocitos T CD8" de las personas sanas HLA-A2" presentaron este fenotipo de manera
basal de 1.4-4.4% (color turquesa) y al recibir el mismo estimulo incrementé a 9.6-12%,
diferencia estadisticamente significativa (p=0.04). Al analizar este Ultimo incremento en
relacion al registrado en los linfocitos de las personas sanas HLA-A2', la diferencia
también fue estadisticamente significativa (p=0.04). El analisis fue realizado mediante la
prueba estadistica de WILCOXON. * P <0.05

Respecto a los linfocitos T CD8" que fueron cultivados en condiciones
consideradas como controles de la activacion especifica de antigeno, la figura 17
muestra que basalmente los linfocitos con fenotipo de activacion en los donadores
HLA-A2 representan del 1.4 al 4.2% y en los donadores sanos HLA-A2"
representan del 1.4 al 4.4%. Al estimular los linfocitos T CD8" HLA-A2'y HLA-A2"
con anticuerpos anti-CD2 y anti-CD28, los linfocitos con el fenotipo de activaciéon
incrementaron de 1.8 a 4.9% en las personas sanas HLA-A2" y de 2.2 a 6.9% en
las personas sanas HLA-A2", diferencias que no fueron estadisticamente
representativas (p = 0.655 y p = 0.063, respectivamente). Al incubar los linfocitos T
CD8" con células T2 que presentaban el péptido MUC1-8 mer, los linfocitos con el

fenotipo de activacién incrementaron de 2 a 4.2% en las personas sanas HLA-A2
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y de 4 a 9.4% en las personas sanas HLA-A2", diferencias que tampoco fueron
estadisticamente representativas en relacion a los valores basales (p =0.317yp =
0.050, respectivamente). Esta prueba estadistica muestra que el incremento de
linfocitos con el fenotipo de activacion generado por coestimulacion con
anticuerpos o por las células T2 y el péptido MUC1-8 mer, no es significativo. Los
linfocitos T CD8" que fueron activados en forma policlonal (control positivo de

activacion), presentaron el fenotipo de activacion en >90% de la poblacion celular.

Figura 17. Incremento de linfocitos T CD8'CD25"7AA-D inducida por mAb anti-CD2 y
anti-CD28 o por el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer en células T2. Después de
incubar los linfocitos T CD8" de las personas sanas HLA-A2" (color morado) durante 6 dias
con mAbs anti-CD2 y anti-CD28, el fenotipo CD8'CD25'7AAD basal de 1.4 a 4.2%
increment6 de 1.8 a 4.9% y al ser estimulados con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8
mer alcanz6 de 2 a 4.9%, diferencias que no fueron estadisticamente significativas
(p=0.655 y p=0.0317, respectivamente). Los linfocitos T CD8" de las personas sanas HLA-
A2" presentaron este fenotipo de manera basal de 1.4 a 4.4% (color turquesa), que al ser
estimulados con mAb anti-CD2 y anti-CD28 increment6 de 2.2 a 6.9% y al ser estimulados
con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer llegd de 2 a 9.9%, diferencias que no
fueron estadisticamente significativas (p=0.063 y p=0.051, respectivamente). El analisis
fue realizado mediante la prueba estadistica de WILCOXON.
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9.11. Linfocitos T CD8'CD25'7AA-D° de pacientes HLA-A2" con
adenocarcinoma pulmonar se incrementan al ser estimulados con nuestro

sistema de activacion

Para evaluar la activacion de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8
mer de pacientes con adenocarcinoma pulmonar, se aislaron linfocitos T CD8" de
dos pacientes HLA-A2" y de siete pacientes HLA-A2". Nuestro sistema de
activacion consistié en cultivar: a) linfocitos T CD8" sin estimulo; b) linfocitos T
CD8" con mAbs coestimuladores anti-CD2 y anti-CD28; c) linfocitos T CD8" solo
con células T2 y el péptido MUC1-8 mer; d) linfocitos T CD8" con células T2 y el
péptido MUC1-8 mer mas los mAbs coestimuladores anti-CD2 y anti-CD28; y e)
linfocitos T CD8" activados en forma policlonal con los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a microperlas MACS. Los resultados de un paciente HLA-
A2" se muestran en la figura 18 y de un paciente HLA-A2 en la figura 19. El
fenotipo de activacion CD8"'CD257AA-D se identificé por inmunofluorescencia y
citometria de flujo. El incremento de linfocitos con fenotipo de activacion generado
en cada condicion de estimulo fue analizado a través de la prueba bioestadistica

de WILCOXON.
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Figura 18. Incremento de linfocitos T CD8'CD25'7AA-D” de paciente HLA-A2" con
adenocarcinoma pulmonar inducida con diferentes estimulos. Los linfocitos T CD8"
de paciente HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar fueron incubados durante 6 dias bajo
diferentes condiciones e IL-2 (20Ul/ml) cada 72h, para evaluar el fenotipo de activaciéon y
viabilidad CD8'CD25*7AA-D” mediante citometria de flujo. La figura muestra la region de
linfocitos en proliferacion de acuerdo a su tamafo y granularidad. (A) Control de isotipo
para CD8 y CD25. (B) Porcentaje de linfocitos T CD8'CD25" sin estimulo (8.7%),
estimulados con mAbs anti-CD2 y anti-CD28 (10.5%), cultivados con células T2 y el
péptido MUC1-8 mer (11.9%), cultivados con el complejo HLA-A2-MUC1-8 mer y los
mAbs anti-CD2 y anti-CD28 (30.4%) y estimulados con los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y
anti-CD28 (95.4%). La viabilidad de los linfocitos T CD8'CD25" en todas las condiciones
de cultivo fue >98%.
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Figura 19. Incremento de linfocitos T CD8'CD25'7AA-D” de paciente HLA-A2 con
adenocarcinoma pulmonar inducida con diferentes estimulos. Los linfocitos T CD8"
de paciente HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar fueron incubados durante 6 dias bajo
diferentes condiciones e IL-2 (20U/mL) cada 72h para evaluar el fenotipo de activacion y
la viabilidad CD8'CD257AA-D” mediante citometria de flujo. La figura muestra la region
de linfocitos en proliferacion de acuerdo a su tamafio y granularidad. (A) Control de isotipo
para CD8 y CD25. (B) Porcentaje de linfocitos T CD8'CD25" sin estimulo (5.3%),
estimulados con mAbs anti-CD2 y anti-CD28 (5.2%), cultivados con células T2 y el
péptido MUC1-8 mer (6.6%), cultivados con el complejo HLA-A2-MUC1-8 mer y los mAbs
anti-CD2 y anti-CD28 (6.7%) e incubados con los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28
(90.6%). La viabilidad de los linfocitos T CD8'CD25 en todas las condiciones de cultivo
fue >98%.
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Los resultados del incremento de linfocitos con fenotipo de activacion inducido por
nuestro sistema se representan en la figura 20, donde observa que en forma
basal, los linfocitos con fenotipo de activacion en los pacientes HLA-A2
representan desde el 5 hasta el 5.3% y en los pacientes HLA-A2" representan
desde el 2.7 hasta el 15%. Al estimular los linfocitos T CD8" con nuestro sistema
de activacion, en los pacientes HLA-A2', los linfocitos con el fenotipo de activacion
incrementaron de 5.3 a 6.7%, diferencia que no fue estadisticamente significativa
(p=0.180) y en los pacientes HLA-A2" los linfocitos con el fenotipo de activacion
incrementaron de 22 a 30%, diferencia estadisticamente significativa en relacion a
los valores basales (p=0.018). Este ultimo incremento fue estadisticamente
significativo al compararlo con el obtenido en los pacientes HLA-A2" (p=0.18). El
analisis muestra que en las células de los pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma
pulmonar se induce un mayor porcentaje de activacion de linfocitos T CD8"

especificos del péptido MUC1-8 mer.
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Figura 20. Incremento de linfocitos T CD8" especificos al péptido MUC1-8 mer de
pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar. Después de incubar los linfocitos T
CD8" de los pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar (color verde) durante 6
dias con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y mAb anti-CD2 y anti-CD28, el
fenotipo CD8'CD257AAD basal de 5 a 5.3% increment6 de 5.3 a 6.7%, la diferencia no
fue estadisticamente significativa (p=0.180). Los linfocitos T CD8" de las personas sanas
HLA-A2" presentaron este fenotipo de manera basal de 2.7 a 15% (color azul), que al
recibir el mismo estimulo incrementd de 22 a 30%, con una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.04). Al analizar este ultimo incremento en relacion al registrado en los
linfocitos de las personas sanas HLA-A2’, la diferencia también fue estadisticamente
significativa (p=0.04). El analisis realizado mediante la prueba estadistica de WILCOXON.
*P <0.05.

Respecto a los linfocitos T CD8" que fueron cultivados en las condiciones
consideradas como controles de la activacion especifica de antigeno, la figura 21
muestra que en forma basal, los linfocitos de pacientes HLA-A2" con el fenotipo de
activacion, van del 5 al 5.3% y en los personas sanas HLA-A2" presentan desde
2.7 hasta 15%. Al estimular los linfocitos T CD8" con los mAbs anti-CD2 y anti-
CD28, los linfocitos con fenotipo de activacion se incrementaron de 5.2 a 5.5% en
los pacientes HLA-A2" y de 3.2 a 19% en las personas HLA-A2", diferencias que
no fueron estadisticamente representativas (p=0.655 y p=0.663 respectivamente).
Al incubar los linfocitos T CD8" con células T2 que presentaban el péptido MUC1-
8 mer, los linfocitos con fenotipo de activacion incrementaron de 5 a 6.6% en los

pacientes HLA-A2" y de 3.9 a 21% en las personas sanas HLA-A2"; diferencias
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gue no fueron estadisticamente representativas en relacién a los valores basales
(p=0.063 y p=0.051, respectivamente). Esta prueba estadistica valida que el
incremento de linfocitos con fenotipo de activacion generado por la coestimulacion
o por las células T2 que presentan el péptido MUC1-8 mer no es significativo. Los
linfocitos T CD8" que fueron activados en forma policlonal para ser el control

positivo de activacion, presentaron fenotipo de activacion >90% de la poblacion.

Figura 21. Incremento de linfocitos T CD8'CD25"7AAD inducido por mAbs anti-CD2
y anti-CD28 o por el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer. Después de cultivar los
linfocitos T CD8" de los pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar (color verde)
durante 6 dias con mAbs anti-CD2 y anti-CD28, el fenotipo CD8'CD25"7AAD basal de 5 a
5.3% increment6 de 5.2 a 5.5% y al ser estimulados con el complejo HLA-A2-péptido
MUC1-8 mer aumenté de 5 a 6.6%, diferencias que no fueron estadisticamente
significativas (p=0.655 y p=0.063, respectivamente). Los linfocitos T CD8" de las personas
sanas HLA-A2" presentaron este fenotipo de manera basal de 2.7 a 15% (color azul), que
al ser estimulados con mAb anti-CD2 y anti-CD28 incrementdé de 3.2 a 19% y al ser
estimulados con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer aumenté de 3.9 a 21%,
diferencias que no fueron estadisticamente significativas (p=0317 y p=0.051,
respectivamente). Analisis realizado mediante la prueba estadistica de WILCOXON. * P
<0.05
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9.12. El incremento de linfocitos T CD8'CD25"7AA-D” de pacientes HLA-A2"
con adenocarcinoma pulmonar inducido con nuestro sistema de activacion

no estarestringido al estadio tumoral

Después de evaluar la activacion de los linfocitos T CD8" especificos al péptido
MUC1-8 mer de los pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar, nuestra
siguiente pregunta fue conocer si la activacion estaba restringida al estadio
tumoral. Por lo tanto, las muestras de estos pacientes se dividieron de acuerdo a
la clasificacion TNM para su andlisis estadisitico (14). La figura 22 muestra que los
linfocitos no estimuladas de pacientes en estadio Il exhibieron una mayor
proporcién de linfocitos con fenotipo de activacion que las células no estimuladas
de pacientes en estadio IV (md 15%, igr 10-15 contra md 3.2%, iqr 2.7-8.3; P =
0,03) y que la proporcion de este fenotipo fue similar en ambos grupos de
pacientes después de estimular sus linfocitos T CD8" con nuestro sistema de
activacion (md 24% , igr 22-30 contra md 25.5%, iqr 23-26, respectivamente). Por
lo que se concluye que la activacion de los linfocitos especificos al péptido MUC1-

8 mer no esta restringida al estadio tumoral.

69



Figura 22. Incremento similar de linfocitos T CD8'CD25'7AA-D” de pacientes HLA-
A2" en estadio lll o IV después de ser estimulados con el complejo HLA-A2-péptido
MUC1-8 mer y mAb anti-CD2 y anti-CD28. Los linfocitos T CD8" de pacientes estadio IlI
(color café) y estadio IV (color azul) se cultivaron con células T2 que presentaban el
péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28, ademas de IL-2 cada 3 dias durante 6
dias. Los linfocitos se cosecharon, se lavaron, se incubaron con los mAb anti-CD8
acoplado FITC y anti-CD25 acoplado a PE y se analizaron usando citometria de flujo. Una
incubacién adicional con 7-AAD se realizd para excluir del analisis a las células dafiadas.
* P <005.

Como era de esperarse, al estimular a los linfocitos T CD8" con nuestro sistema
de activacion, el porcentaje de linfocitos con fenotipo de activacion de pacientes
HLA-A2" fue 2.3 veces mayor que el registrado en las personas sanas HLA-A2"
(md 25%, igr 22-30 vs. md 11%, igr 9,6-12); diferencia estadisticamente

significativa (p=0.04), mostrada en la figura 23.
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Figura 23. Proliferacion significativa de linfocitos T especificos al péptido MUC1-8
mer de pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma de pulmoén. Después de cultivar los
linfocitos T CD8" de las personas sanas HLA-A2" (color rosa) con el complejo HLA-A2-
péptido MUC1-8 mer y los mAb anti-CD2 y anti-CD28 e IL-2; el fenotipo CD8"CD25"7AAD"
basal de 1.4 a 4.4% incrementd de 9.4 a 12%; mientras que los linfocitos T CD8" de los
pacientes HLA-A2" presentaron este fenotipo de manera basal de 2.7 a 15% (color azul),
que al recibir el mismo estimulo incrementé de 22 a 30%. Al analizar este ultimo
incremento en relacién al registrado en los linfocitos de las personas sanas HLA-A2", la
diferencia fue estadisticamente significativa (*p=0.04).

9.13. Cinética de la expansién policlonal de linfocitos T CD8" de pacientes

HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar

Para evaluar la expansion policlonal, los linfocitos T CD8" de tres pacientes HLA-
A2" con adenocarcinoma pulmonar se marcaron con CFSE, luego se estimularon
con mAb anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de rhIL-2 cada tercer dia
durante 10 dias realizando una reestimulacion el dia 7 de cultivo con los mismos
mADbs. La division celular fue analizada los dias 3, 6 y 10 mediante citometria de
flujo. Los histogramas de la figura 24 muestran la expansion policlonal de linfocitos
T CD8'CFSE" de un paciente HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar. En la
figura 24 se observan 10 divisiones celulares durante el periodo de cultivo,
basandose en la pérdida secuencial de la intensidad de fluorescencia de CFSE en
relacion al dia 3, 6 y 10. La divisién celular también se observa en la grafica de

puntos.
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Figura 24. Expansion policlonal de linfocitos T CD8" de paciente HLA-A2" con
adenocarcinoma pulmonar. Los linfocitos T CD8'CFSE" de paciente HLA-A2" con
adenocarcinoma pulmonar se incubaron con los mAbs anti-CD2 y anti-CD28 e IL2 cada
tercer dia durante 10 dias. La reestimulacion se realiz6 con los mismos mAbs el dia 7 de
cultivo. La expansion policlonal fue analizada mediante la perdida de CFSE en los dias de
incubacién 3, 6 y 10 mediante citometria de flujo. En la figura se observa la regién de
linfocitos T CD8" en proliferacion de acuerdo a su tamafio y granularidad (A). Histogramas
de los linfocitos T CD8'CFSE" que no proliferaron por falta de estimulo y linfocitos T
CD8'CFSE" que al ser estimulados con los mAbs anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 e IL-2
se desplazan a la izquierda. En los histogramas, se observan picos que corresponden a
las divisiones celulares basandose en la perdida de la intensidad de fluorescencia de
CFSE asociada al tiempo de incubacion (B). Grafica de puntos que muestran 10
divisiones celulares representadas en barras de diferentes colores (C); n =3.
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9.14. Linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer de pacientes
HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar se expanden in vitro al ser

estimulados con nuestro sistema de activacion

Para evaluar la respuesta proliferativa de los linfocitos T CD8* especificos del
péptido MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar, los
linfocitos T CD8" de tres pacientes fueron estimulados de manera individual con
nuestro sistema de activacion. Los linfocitos se cultivaron durante 10 dias con
células T2 que presentan el péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28 en
presencia de rhiL-2 cada tercer dia. Una reestimulacion con células T2-péptido
MUC1-8 mer y anticuerpos coestimuladores se realizé después de 7 dias de
cultivo. Al finalizar el cultivo (dia 10), las células fueron cosechadas y fijadas y la
expansion especifica de antigeno se determind por la pérdida de la fluorescencia
del CFSE. La Figura 25 muestra la respuesta proliferativa de linfocitos T CD8"
especificos del péptido MUC1-8 mer de un paciente HLA-A2" con adenocarcinoma
pulmonar medida por la disminucién de CFSE. Se observan dos picos separados
que pertenecen a dos tipos de poblaciones celulares en un lapso de 10 dias de
cultivo. El pico de la derecha son linfocitos T CD8" que no sufrieron dividision
celular, mientras que el pico de la izquierda son linfocitos T CD8" que proliferaron
y que corresponden a los especificos de MUC1-8 mer (Fig. 25). La respuesta
proliferativa de los linfocitos de los pacientes se muestra en la figura 26, en la cual
se observa un incremento en promedio de 77.6% después de la reestimulacién

con las células T2-péptido MUC1-8 mer y coestimulacion, en comparacion con el
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incremento promedio de 26.7% que se observoé en los linfocitos T CD8" que fueron

estimulados con nuestro sistema de activacion.
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Figura 25. Expansion de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer de
pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar. Los linfocitos T CD8'CFSE" de
pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar se incubaron con el complejo HLA-A2-
péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28 e IL2 cada tercer dia durante 10 dias.
Al dia 7 se realizé una reestimulacién con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y
mAbs anti-CD2 y anti-CD28. La expansion especifica de antigeno fue analizada por la
pérdida de CFSE en los dias de incubacion 3, 6 y 10 mediante citometria de flujo. En la
figura se observa en la regién R1, linfocitos T CD8" en proliferacion de acuerdo a su
tamafio y granularidad. La region R2 corresponde a las células T2 (A). Histograma de
linfocitos T CD8'CFSE" asi como de linfocitos T CD8"CFSE’ que no proliferaron por
ausencia de estimulo y linfocitos T CD8"CFSE" que al ser estimulados con el complejo
HLA-A2- péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28 se expanden
especificamente. Dos picos se observan por la pérdida de fluorescencia de CFSE
asociada al tiempo de incubacién de 10 dias. Un pico corresponde a células que no se
dividieron, mientras que el otro son células que sufrieron expansion clonal (B). Grafica de
puntos que muestra las divisiones celulares representadas en barras de diferentes colores
(C);n=3.
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Figura 26. Expansion de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer de
pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar después de la reestimulacion
con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y coestimulacién. La grafica muestra la
expansion de linfocitos T CD8" durante 10 dias de cultivo. Linfocitos sin estimulo (panel
de la izquierda). Linfocitos estimulados en forma policlonal con mAbs anti-CD3, anti-CD2 y
anti-CD28 (panel de enmedio). Linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8
reestimulados con el mismo complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y
anti-CD28, donde el incremento fue de 2.9 veces (panel de la drecha).
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10. DISCUSION

La terapia adoptiva de linfocitos T citotoxicos (CTLs) ha mostrado resultados
prometedores como estrategia de tratamiento para los pacientes con cancer (82,
83). El reto al que se enfrenta este tipo de terapia es a la activacién ex vivo y
expansion de CTLs a partir de pacientes leucopénicos con células dendriticas
(DCs) no funcionales (86). Por lo que seleccionar epitopos inmunogénicos
derivados de antigenos asociados a tumor (TAA) y células presentadoras de
antigeno (APC) que sustituyan a las DCs es crucial para activar linfocitos T CD8"
especificos de tumores (36, 38, 85 y 86). Respecto a esto, se ha demostrado que
la linea celular T2 de linfoblastos humanos ha sido utilizada como APC atrtificial
para activar linfocitos T CD8" especificos del tumor (95, 96). Por otro lado, se ha
identificado que el TAA derivado de la MUCL1 es uno de los de mayor importancia
en adenocarcinomas, debido a que algunos de sus epitopos activan linfocitos T
CD8" de manera especifica (32-34), siendo el epitopo SAPDTRPA de MUC1
(MUC1-8 mer) inmunodominante al activar linfocitos T CD8" especificos del tumor

en modelo murino (37,103).

En nuestros resultados, confirmamos la afinidad del péptido MUC1-8 mer por la
molécula HLA-A2 mediante la herramienta informatica NetMHC version 3.4 (108).
La capacidad de union tedrica la comprobamos experimentalmente mediante los
ensayos de estabilizacién de la molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8, ya que
observamos que la expresion de moléculas HLA-A2 en la membrana de las
células T2 fue dependiente de la concentracion de péptido MUC1-8 mer utilizada

(siendo la concentracion de 100ug/mL de péptido la que estabiliza el maximo de
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moléculas HLA-A2 y 200ug/mL el punto de saturacion). Esto permite concluir que
la unién del péptido MUC1-8 mer estabiliza a la molécula HLA-A2, por lo que su
expresion aumenta en la membrana de las células T2. Lo cual fue comparable con
los ensayos de estabilizacion de la molécula HLA-A2 con variantes del péptido
SAPDTRPA que incluyen: la adicion del carbohidrato N-Acetil-D-galactosamina
(GalNAc) en la Treonina (SAPDT®¥NA°RPA) o la sustitucién de la Treonina y
Alanina por Fenilalanina e Isoleucina (SAPDFRPL) o la adicibn de Prolina y
GalNAc (SAPDT®¥NA°RPAP) para incrementar la afinidad por la molécula HLA-A2
(99-101,102). Sin embargo, Bossi et al., en 2013 sugieren que para utilizar células
T2 como APC artificiales, se deben utilizar péptidos derivados del procesamiento
de antigeno y so6lo modificar la concentracion del péptido utilizada en un rango de
10'°-10%M, debido a que la presentacién de epitopos en una cantidad fisiolégica
podria reflejar la sensibilidad natural de los CTLs (95). También mencionan que se
debe considerar que la respuesta de los CTLs podria variar de acuerdo al nUmero
de epitopos antigénicos encontrados en la membrana de las células T2, por lo que
se debe definir una condicion 6ptima para iniciar la activacion de linfocitos T CD8"
especificos para cada antigeno, ya que niveles subdptimos de la presentacion de
antigenos, tal como ocurren en la regulacion negativa de moléculas de MHC de
clase | por las células cancerosas, podria no ser suficiente para activar a los
linfocitos T CD8". Considerando estos aspectos y que evaluar la presencia de
complejos MHC-péptido en la membrana de la APC es el predictor mas fiable de
su eficacia in vitro o in vivo (123,124). Nosotros demostramos mediante
micrsocopia confocal, la expresion de la molécula HLA-A2 y la presencia del

péptido MUC1-8 mer en la membrana de las célula T2 e identificamos que la
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fluorescencia de los mAb anti-HLA-A2-FITC y el CA27-29 junto con el anti-IgG de
raton-Alexa 594, colocalizan y se distribuyen en la membrana de las células T2 de
manera polarizada y con diferentes intensidades. Los resultados indican la
formacion y distribucion del complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer en la
membrana de las células T2, con mayor presencia en los polos. Lo cual fue
comparable con la identificacion de complejos HLA-A2-péptidos del antigeno
especifico de préstata en la membrana de las células T2, mediante microscopia
confocal. Estos complejos activaron eficientemente linfocitos T CD8" especificos

del tumor (123).

Una correcta presentacién antigénica no siempre correlaciona con la capacidad
para activar linfocitos T CD8" (125). Esto se ha demostrado en péptidos derivados
de diferentes TAA con capacidad union alta a diferentes moléculas MHC de clase
I, ya que pacientes con melanoma que fueron inmunizados con estos peptidos
presentaron una minima regresion del tumor (126), mientras que péptidos de
mediana o baja afinidad por las moléculas MHC de clase |, han sido seleccionados
por su capacidad para activar eficientemente linfocitos T CD8" especificos de
tumor (127). Tal fue el caso del péptido MUC1-8 mer, ya que nuestros resultados
indican que los linfocitos T CD8" se activan especificamente con el complejo HLA-
A2-B,m-péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28 acoplados a perlas
MACs e rhiL-2. Nosotros también identificamos en las personas sanas HLA-A2", la
preexistencia de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer, lo cual
sefiala la existencia de una poblacion de linfocitos T CD8" que reconocen al

péptido MUC1-8 mer en individuos sanos. De igual manera se han identificado en
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personas sanas HLA-A2", linfocitos T CD8" especificos de antigenos tumorales
como el TAA mamaglobulina A (96), antigeno especifico de proéstata (128),
melanoma A (129), NY-ESO-1(130), WT1y CEA (131), COX-2 (132), XBP1 US,

XBP1 SP, CD138 y CS1 (133), gp100 y TERT (95) y EML4-ALK (134).

Cabe mencionar que en los pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar
también se identifico la reactividad de linfocitos T CD8" especificos del péptido
MUC1-8 mer. Este resultado fue similar a la activacion de los linfocitos T CD8"
especificos de los epitopos LLLLTVLTV y STAPPVHNV de MUC1 de pacientes
HLA-A2" con adenocarcinoma gastrointestinal o de mama, respectivamente (117,
119, 120). Diversos estudios han mostrado evidencia de que el péptido MUC1-8
mer es inmunodominante, por ejemplo Apostolopoulos y cols., en 1997 y en 2003,
activan in vitro e in vivo linfocitos T CD8" mediante el péptido MUC1-8 mer y su
forma glicosilada SAPDT®¥N°RPA en modelo murino (99). Quinlin y cols., en
2007, activan linfocitos T CD8" con la secuencia GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP a
partir de PBMCs de pacientes con adenocarcinoma de mama, los cuales eliminan
células de la linea MCF-7 (100). Ademas, Lazoura y cols., en 2007 demuestran
que la activacion de linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer puede
amplificarse con la variante del péptido SAPDFRPL, ya que tiene mayor afinidad
por la molécula HLA-A2 (102), mientras las secuencias TSAPDTRPAP,
SAPDTRPAPG, SAPDT®¥N°RPAPG vy la transfeccion del gen MUC1 activan
linfocitos T CD8" y linfocitos Th4 (102,103 y 140). La activacion de los linfocitos
Th4 es de suma importancia, ya que intervienen en el rechazo del tumor mediante:

1) activacion de eosinofilos y macrofagos, capaces de eliminar células tumorales
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por medio de especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico; 2) liberacion de IFN-y,
el cual promueve la expansion de CTLs por tiempo prolongado; 3) modulacién del
microambiente tumoral, liberando citocinas proinflamatorias; y 4) lisis de las
células tumorales, mediante la liberacién de granzimas y perforinas (135). Esta
cualidad inmunogénica también ha sido identificada en epiopos de los antigenos
tumorales NY-ESO y HER-2 (136 y 137). Como era de esperarse, los linfocitos T
CD8" de personas sanas HLA-A2"y de pacientes HLA-A2" que fueron estimulados
con nuestros sistema de activacion, no presentaron una respuesta

estadisticamente significativa.

Cabe destacar que los linfocitos T CD8" de los pacientes HLA-A2" y de las
personas sanas HLA-A2" respondieron especificamente a nuestro sistema de
activacion. Lo cual se refleja en la diferencia del incremento de los linfocitos con el
fenotipo de activacion entre estos dos grupos de studio y en el cultivo de linfocitos
T CD8" con células T2 que presentaron el péptido MUC1-8 mer mas la
coestimulacion de los anticuerpos anti-CD2 y anti-CD28, ya que el incremento de

estos linfocitos con fenotipo de activacion fue estadisticamente significativo.

Respecto a la expansion in vitro de los linfocitos T CD8" especificos del péptido
MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar, nosotros
demostramos que esta poblacion prolifera al ser estimulada con nuestro sistema
de activacion (hasta 3 veces mas) y con la reestimulacion al dia 7 con el complejo
HL-A2-péptido MUC1-8 mer. En un estudio similar, otros autores activaron
linfocitos T CD8" especificos del TAA Mamaglobulina A de pacientes HLA-A2"
con cancer de mama, utilizando un sistema de activacion integrado por células T2
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presentando los péptidos de TAA Mamaglobulina A, mas mAbs solubles anti-CD28
e rhiL-2. Sin embargo, este sistema de activacion y expansion de CTLs necesitd
varios reestimulos semanales para mantener la funcion citotoxica contra diversas
lineas celulares de origen tumoral (96). Mientras que con nuestro sistema de
activacion solo se realizo un reestimulo a la semana, lo cual podria tener origen en
la coestimulacion adicional generada por los mAbs anti-CD2 y anti-CD28
acoplados a las perlas, ya que la interaccion de los mAb con las moléculas
coestimuladoras induce la formacion de filamentos de actina entre las perlas y la
superficie de los linfocitos T CD8*, mimetizando la sindpsis inmunoldgica entre
APC y los CTLs (70, 85, 86 y 116). Ademas, se debe considerar que nuestro
trabajo tuvo como objetivo demostrar la capacidad proliferativa en porcentaje y no

se considerd la funcidén citotéxica.

Nuestros resultados también demuestran que la proporcion de linfocitos T
CD8'CD25'7AA-D” no estimulados de los pacientes estadio Il y IV fueron
significativamente diferentes, pero después de la estimulacién con el complejo
péptido HLA-A2-MUC1-8 mer y mAb anti-CD2 y anti-CD28, la proporcion de estos
linfocitos fue la misma. Lo cual indica que la reactividad de los linfocitos T CD8"
especificos del péptido MUC1-8 mer no es dependiente del estadio tumoral o de la
baja expresion de CD25 de los linfocitos de pacientes en estadio IV (121). La
gama de posibles explicaciones incluye la falta del microambiente tumoral,
integrado principlamente por IL-6, IL-10, VEGF y TGF-B (38,40,41); el rescate del
mecanismo de sefializacion celular, mediante el contacto directo y continuo con el

anticuerpo anti-CD28 que sobrepasa la sefal inhibitoria mediada por CTLA-4
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observada en los linfocitos Th4 (72,73); la falta de contacto con los linfocitos Treg
y la terapia anti-tumoral, debido a que los experimentos se realizaron in vitro

(38,42,122).
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11. CONCLUSIONES

e Las células T2 presentan el péptido MUC1-8 mer.

e Las células T2 como APC del péptido MUC1-8 mer mas la coestimulacion
de los mAb anti-CD2 y anti-CD28 e rhIL-2 activan a los linfocitos T CD8"

especificamente.

» Los linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 mer de personas

sanas HLA-A2" pueden ser activados in vitro.

» Los linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-mer de pacientes HLA-
A2" con adenocarcinoma pulmonar pueden ser activados y expandidos in

vitro.

» La reactividad de los linfocitos T CD8" especificos del péptido MUC1-8 de
pacientes HLA-A2" con adenocarcinoma pulmonar no esta restringida al

estadio tumoral.
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Expansion of quiescent lung adenocarcinoma CD8" T cells by
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Abstract. Adoptive immunotherapy requires the isolation
of CD8" T cells specific for tumor-associated antigens, their
expansion in vitro and their transfusion to the patient to
mediate atherapeutic effect. MUCL1 is an important adenocar-
cinoma antigen immunogenic for T cells. The MUCI-derived
SAPDTRPA (MUCI1-8-mer) peptide is a potent epitope
recognized by CD8* T cellsin murine models. Likewise, the
T2 cell line has been used as an antigen-presenting cell to
activate CD8' T cells, but so far MUCI has not been assessed
in this context. We evaluated whether the MUC1-8-mer
peptide can be presented by T2 cells to expand CD25*CD8*
T cellsisolated from HLA-A2* lung adenocarcinoma patients
with stage III or IV tumors. The results showed that MUCI-
8-mer peptide-loaded T2 cells activated CD8* T cells from
cancer HLA-A2" patients when anti-CD2, anti-CD28 anti-
bodies and IL-2 were added. The percentage of CD25*CD8*
T cells was 3-fold higher than those in the non-stimulated
cells (P=0.018). HLA-A2" patient cells showed a significant
difference (2.3-fold higher) in activation status than HLA-A2"*
healthy control cells (P=0.04). Moreover, 77.6% of MUC1-
8-mer peptide-specific CD8" T cells proliferated following
a second stimulation with MUC1-8-mer peptide-loaded
T2 cells after 10 days of cell culture. There were significant
differences in the percentage of basal CD25*CD8" T cellsin
relation to the cancer stage; this difference disappeared after
MUCI1-8-mer peptide stimulation. In conclusion, expansion of
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CD25'CD8" T cells by MUCI-8 peptide-loaded T2 cells plus
costimulatory signals via CD2, CD28 and IL-2 can be useful
in adoptive immunotherapy.

Introduction

Lung adenocarcinoma is the main cause of cancer-related
mortality worldwide (1,2). The immune response against
tumors requires activation of tumor-specific CD8" T cells
to generate effector CD8* cytotoxic T lymphocytes (CTLS)
with the ability to kill tumor cells (3). The antitumor CD8*
T cells are activated by signals resulting from T cell receptor
(TCR) recognition of specific tumor-derived peptide antigens
presented by major histocompatibility complex class I (MHC-I)
molecules on dendritic cells (DCs) (3,4). The CTL response
to cancer is subordinated to the immunosuppressor environ-
ment that takes place during the progression of tumors (4).
One treatment strategy is adoptive immunotherapy that
involves the transfusion of autologous CD8" CTLs to remove
the malignant cells (5). Efforts to activate and expand tumor-
specific CTLs in vitro have been focused on in the search for
immunogenic tumor-associated antigens (TAAs) as well as
appropriate tumor antigen-presenting cells (APCs) (5,6). The
most significant antigen expressed in the vast majority of
adenocarcinomas is a hypoglycosylated isoform from human
mucin 1 (MUC1) protein, which exhibits immunogenic peptide
sequences (7,8). Among MUCI-derived peptides, the H-2k"-
restricted MUCL-SAPDTRPA (MUC1-8-mer) peptide has
proven to be the most immunogenic epitope for murine T cell
activation (9,10). MHC-binding epitope prediction analysis
showed that the MUC1-8-mer peptide is also restricted to
HLA-A2 molecules (11). The T2 cell line expresses HLA-A2
molecules; therefore it has been used as an APC to activate
distinctive TAA-specific CD8" T cells from healthy volun-
teers (12). Additionally, T2 cells have been used to activate
cancer-patient CD8" T cells specific for TA A-derived peptides,
but not MUCI-derived peptides (13). Our aim was to evaluate
i) whether T2 cells can present the MUCI-8-mer peptide, and
ii) to determine whether MUC1-8-loaded T2 cells activate



34 ATZIN-MENDEZ et al: CLONAL EXPANSION OF LUNG AC CD8* T CELLSBY THE MUC1-8-mer PEPTIDE

and expand CD8" T cells isolated from lung adenocarcinoma
HLA-A2' patients.

Materials and methods

Lung adenocarcinoma patients. Nine adult patients with
a diagnosis of non-small cell lung cancer established by
clinical history, physical examination, chest X-rays, and histo-
pathology were included. The patients were hospitalized at
the Oncology Unit at the Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias ‘Ismael Cosio Villegas’ in Mexico City. The
patient recruitment criteria included patients with a diagnosis
of lung adenocarcinoma who had not undergone any previous
cancer-associated surgery or medical treatment. Patients were
classified as stage III and I'V according to the standard criteria
of the Tumor, Node and Metastasis (TNM) system (14). A
peripheral blood sample was obtained from each patient
before the start of anticancer chemotherapy or radiotherapy.
Ten age-matched and clinically healthy volunteers with no
history of cancer were included as controls. The Science and
Bioethics Committee of our Institution in accordance with
the Declaration of Helsinki approved the study, and patients
and healthy volunteers provided informed consent for blood
sampling after written information was provided.

Monoclonal antibodies and reagents. Peridinin chloro-
phyll protein complex-cyanine 5.5 (PerCP-Cy5.5)-labeled
anti-human CD3 (clone SK7) monoclonal antibody (mAb),
phycoerythrin (PE)-labeled anti-human CD4 (clone OKT4)
mADb, fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-human
CD8 (clone SK1) and anti-HLA-A2 (clone BB7.2) mAbs,
and PerCP-Cy5.5-, PE-, FITC-labeled isotype control
(clone MOPC-21) mAbs, and human recombinant IL-2 were
purchased from BioLegend, Inc. (San Diego, CA, USA).
PE-labeled anti-human CD25 (clone M-A251) mAb and
7-amino-actinomycin-D (7-AAD) were acquired from BD
Biosciences (San Jose, CA, USA). Alexa Fluor 594-labeled
goat anti-IgG mouse antibody was obtained from Molecular
Probes-Life Technologies (Eugene, OR, USA). Human
B, microglobulin (,m) and mouse anti-CA 27-29 (clone
M4021209, specific for SAPDTRPA) mAb were obtained
from Fitzgerald Industries International (Acton, MA, USA).
Blood DNA isolation and Fastype HLA-DNA SSP Typing
system kits were provided by Bio-Synthesis Inc. (Lewisville,
TX, USA). Lymphoprep™ (Ficoll 1.077 density) was from
Axis-Shield PoC As (Oslo, Norway). CD8* T cell negative
isolation kit in a magnetic antibody cell sorting (MACS)
system containing biotin-labeled antibodies to human CD4,
CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR-vd,
CD235a (glycophorin A) and magnetic microbeads coated
with mouse Abs against biotin and human CDI14; as well as
mAbs to human CD2, CD3 and CD28 from the T cell acti-
vation/expansion kit were from Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Germany). Fetal bovine serum (FBS; Performance
Plus), penicillin, streptomycin, L-glutamine and recombinant
Taq DNA polymerase were purchased from Gibco-Life
Technologies (Rockville, MD, USA). Carboxyfluorescein
succimidyl ester (CFSE) was from Invitrogen (Camarillo, CA,
USA). Vectashield mounting medium with DAPI was from
Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, USA). RPMI-1640

culture medium, bovine serum albumin fraction V (BSA),
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), dimethyl sulfoxide,
agarose, ethidium bromide, trypan blue dyes, and salt reagents
were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Peptides. The SAPDTRPA-human mucin 1 (MUC1-8-mer
peptide), GILGFVFTL-influenza A virus matrix protein-1lsg gq
(IVMP1-9-mer peptide), and SIINFEKL-chicken oval-
bumin ;.6 (OVA-8-mer peptide) (15-17) were synthesized
by the Instituto de Biotecnologia at the Universidad Nacional
Auténoma de México in Cuernavaca (Morelos, Mexico) on
a 430A multiple peptide synthesizer (Applied Biosystems,
San Diego, CA, USA) according to commercially available
manufacturer's protocols. The affinity of these peptides for
the HLA-A2 molecule was confirmed by NetMHC 3.4 Server
software (18). The purity of the peptides was >95%, and their
molecular weights were assessed by high performance liquid
chromatography and confirmed by mass spectrometry. The
peptides were dissolved in dimethyl sulfoxide at a concentra-
tion of 10 mg/ml and stored at -70°C until required.

Cells. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from 20 ml heparinized whole blood by Ficoll density
gradient centrifugation for 30 min at 360 g and 10°C (19). After
centrifugation, the interface cells were collected, washed twice
in RPMI-1640 medium, and counted in a Neubauer chamber
to assess cell viability via the trypan blue dye exclusion test.

The human T2 cell line was obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC, CRL-1992™; Manassas, VA,
USA). T2 cells express an HLA-A2 molecule that lacks TAP
function, so it can easily be loaded with exogenous peptides for
CD8" T cell recognition (20). The T2 cell line was cultured in
RPMI-1640 medium supplemented with 20% heat-inactivated
FBS, 100 pg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, and 2 mM
L-glutamine (20% FBS supplemented-RPMI medium) at 37°C
in a humidified atmosphere containing 5% CO,.

Purification of CD8" T cells. Cytotoxic CD8" T cells were
isolated from PBMCs by a negative magnetic selection kit
(Miltenyi Biotec). Briefly, PBMCs (1x107 cells) were suspended
in 40 ul phosphate-buffered saline (PBS: 0.01 M sodium phos-
phate, 0.15M sodium chloride, pH 7.2) supplemented with 0.5%
BSA and 2 mM EDTA and incubated with biotin-antibodies
to human leukocyte phenotype molecules for 10 min at 4°C,
followed by a second incubation with magnetic microbeads
coated with mouse Abs against biotin and human CD14 for an
additional 15 min at 4°C. The purity percentage for magneti-
cally unlabeled CD8" T cellswas always >95%, as determined
by flow cytometry via incubation with PE-CyS5.5-anti-human
CD3, PE-anti-CD4, and FITC-anti-CD8 mAbs for 30 min
at 4°C. The magnetically labeled CD8" T cells were used to
identify HLA-A2 alleles.

DNA typing for the HLA-A2 allele. Genomic DNA was
extracted from CD8 T cells by a blood DNA isolation kit
(Bio-Synthesis) according to the manufacturer's instruc-
tions. The total DNA concentration was quantified by
spectrophotometry at 260 and 280 nm using an ASP-2680
spectrophotometer (ACTGene Inc., Piscataway, NJ, USA).
The DNA was suspended in 100 yl of the elution buffer and
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stored at -20°C until use. Molecular typing was performed
with the polymerase chain reaction (PCR) sequence-specific
primer (SSP) technique using a Fastype HLA-DNA SSP
Typing system kit (Bio-Synthesis). For HLA-A typing,
24 primer pairs were used at a low-resolution modality.
Briefly, PCR amplifications were carried out on 1.8 ug of
genomic DNA in a 24-ul reaction volume containing 50 mM
KCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.3 and 1.5 mM MgCl,; 60 uM of
each ANTP (21). Samples were subjected to 20 cycles at 94°C
for 20 sec for denaturing, 20 cycles at 61°C for 50 sec for
annealing, and 20 cycles at 72°C for 30 sec for extension using
an automated thermal cycler (GeneAmp PCR system 9700;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). An additional
hold of 94°C for 20 sec and then 10 cycles at 65°C for 1 min
were added to the denaturing step before the first cycle. After
the last cycle, the extension step received an additional 5 min
at 72°C. The amplifications were achieved using recombinant
Taq DNA polymerase. The integrity of amplified PCR SSP
products was assessed by submarine 2% agarose gel elec-
trophoresis and staining with 0.01 mg/ml ethidium bromide
for 40 min. Each DNA sample was then visualized in a dual
intensity ultraviolet (UV) light transilluminator (UVP Inc.,
Upland, CA, USA) and analyzed with the Kodak EDAS-290
gel documentation system (Kodak, Rochester, NY, USA)
according to the electrophoretic migration of the DNA sample
compared with the internal control primer pair specific for
the human G3PDH gene (Bio-Synthesis). The results were
interpreted following the instructions on the typing sheets
from the procedure guide.

Peptide loading on the T2 cell line. The HLA-A2-binding
ability of the MUCI-8-mer peptide was assessed by HLA-A2
membrane stabilization on the T2 cell line according to a
previously described method (13). In brief, T2 cells (2x10°%)
were placed in flat-bottomed, 96-well cell culture plates
(Thermo Scientific Nunc, Roskilde, Denmark) in 10% FBS
supplemented-RPMI medium and incubated with both
MUCI-8-mer peptide (100 pg/ml) and human ,m (20 pg/ml)
for 24 h at 37°C in 5% CO, atmosphere. The optimal dose of
both B,m and the MUCI-8 peptide was previously obtained
from different concentrations tested. The T2 cells incubated
either with the HLA-A2 restricted IVMP1-9-mer or the
OVA-8-mer peptides were used as positive controls (16,17),
whereas cells cultured in the absence of the MUC1-8-mer
peptide were considered to be the negative control. After
incubation, T2 cells were washed twice with PBS containing
0.2% BSA and sodium azide (PBS-BSA buffer) and stained
with FITC-anti-HLA-A2 mAb for 30 min at 4°C. Finally, the
cells were analyzed by flow cytometry where the HLA-A2
expression on T2 cells was evaluated as the mean fluorescence
intensity (MFI), which was calculated by obtaining the MFI
difference between cells incubated in the presence or absence
of the MUC1-8-mer peptide.

Flow cytometry. Cells were acquired using a FACScan flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and
analyzed with FlowJo software version 8.7.7. (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, USA). To analyze the immunofluorescence
staining of cell-surface molecules, 25,000 events were counted
in linear mode for both forward scatter (FSC) and side scatter

(SSC). Cells were then gated by their physical properties (FSC
and SSC) and analyzed with log amplification for immunofluo-
rescence. Data are presented as histograms or two-dimensional
dot-plots. Fluorescent staining-labeled isotype-matched
control mAbs were used to assess background staining.

Confocal microscopy. T2 cells (2x10°) were cultured in 8-well
microchamber glass slides (BD Falcon™, Bedford, MA, USA)
in 10% FBS supplemented-RPMI medium and incubated with
MUC1-8 peptide plus 3,m for 24 h under the conditions as
described above. After the culture, the cells were washed twice
with PBS containing 1% BSA and 0.2% sodium azide and incu-
bated with Alexa Fluor 594-labeled goat anti-mouse IgG mAb
for 30 min after incubation with the anti-CA 27-29 mAb for 2 h
at 4°C. A second staining was performed with FITC-labeled
anti-HLA-A2 mAb for 30 min at 4°C. Cells incubated with
the FITC-isotype control and the Alexa Fluor 594 secondary
antibody, were used as controls. For colocalization analysis,
the cells were fixed in 1% p-formaldehyde, and the slides
were mounted in Vectashield with DAPI diluted 1:3 in PBS.
Fluorescence images were acquired with an LSM-510 Zeiss
confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)
using a 63X objective lens. All images were captured under the
same exposure, magnification and intensification. The digital
images were processed by ImagelJ software (Wayne Rasband,
NIH, Bethesda, MA, USA) and analyzed using Mander's
coefficient (22). Finally, the images were clarified by Adobe
Photoshop CS2 software (Adobe Systems, Agrate Bianza,
Italy).

In vitro activation and expansion of CD8" T cells by
MUCI-8-mer peptide-loaded T2 cells. MUC1-8-mer
peptide-loaded T2 cells were used as APCs to activate freshly
obtained CD8"* T cells from lung adenocarcinoma patients
or healthy controls, using a modified method described by
Jaramillo et al (13). In brief, T2 cells (2x10°) were cultured
with the MUC1-8-mer peptide plus 3,m for 24 h, as described
above. Cells were then harvested, washed in the culture
medium, and fixed in 1% p-formaldehyde for 30 min at
4°C. After washing, fixed T2 cells were cultured with CD8"
T cells (4x10°) in 96-well plates in 10% FBS-supplemented
RPMI medium in the presence of 2 ul of bead particle-coupled
anti-CD2 and anti-CD28 mAbs from a T cell activation/expan-
sion system (Miltenyi Biotec) for 6 days at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. Human recombinant IL-2 (20 U/ml) was added
after 3 days of cell culture, when half of the culture medium
supernatant was removed and the well was replenished with
fresh 10% FBS-supplemented RPMI medium. CD8* T cells
cultured with MUC1-8-mer peptide loaded-T2 cells, and
CD8" T cells with anti-CD2 and anti-CD28 mAbs were used
as the specific-antigen CD8" T cell stimulation control. CD8*
T cells only activated with mAbs to CD3, CD2, and CD28
were used as the unspecific-antigen CD8" T cell stimulation
positive control. At the end of the culture, CD8* T cells were
harvested, washed in a PBS-BSA buffer, and stained with
FITC-anti-CD8 and PE-anti-CD25 mAbs for 30 min at 4°C.
To exclude dying cells before acquisition in a flow cytometer,
cells were additionally incubated in a 7-A AD staining solution
for 15 min at 4°C, washed in PBS-BSA buffer and analyzed by
flow cytometry.
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Table I. General data of the non-small cell lung adenocarcinoma patients and healthy controls.

Participant Gender/age (years) HLA-A2 Stage/classification Histopathology for MUC1
HC1 M/38 - - -
HC2 M/59 - - -
HC3 F/34 - - -
HC4 F/62 - - -
HCS5 M/59 - - -
HC6 F/62 + - -
HC7 F/59 + - -
HCS M/64 + - -
HC9 M/51 + - -
HC10 M/63 + - -
P1 F/74 - T4N3M3 +
P2 M/53 - T4N3MO +
P3 F/62 + T4N3MO +
P4 F/74 + T4N3M1 +
P5 M/53 + T4N2MO +
P6 M/71 + T4N3M2 +
P7 M/51 + T3N2MO +
P8 F/69 + T3N2MO +
P9 F/66 + T3N3M1 +

HC, healthy control; P, patient; M, male; F, female; TNM, tumor node metastasis; + abnormal overexpression of MUCI in the histopathological

study.

Table II. HLA-A?2 peptide binding predictions of the NetMHC
3.4 Server software.

Peptide Affinity Binding
name Sequence  Logscore  (nM) level
MUC1-8-mer SAPDTRPA 0073 22,690 Medium
OVA-8 SIINFEKL 0.206 5,377 Medium
IVMPI-9 GILGFVFTL  0.769 12 Strong
binder

Binding scores were estimated using NetMHC 3.4 software (www.
cbs.dtu.dk/services/NetMHC/): Strong binder threshold, 50 nM; weak
binder threshold, 500 nM (18).

For clonal expansion detection, the CD8" T cells
suspended in RPMI-1640 medium were stained with 15 ul
of 0.5 mM CFSE (prepared from a 5-mM stock solution
dissolved in dimethyl sulfoxide) for 15 min at 37°C in dark-
ness (23). After incubation, the cells were washed twice in
10 ml of 10% FBS-supplemented RPMI medium and the
cell viability was evaluated by trypan blue dye exclusion
test. CFSE-labeled CD8* T cells (4x10°) were then cultured
with fixed MUCI-8-mer peptide-loaded T2 cells (2x10°) in
the presence of costimulatory antibodies plus IL-2 (added
every third day) for 10 days. An additional stimulation of
CD8" T cells was carried out through adding fixed MUCI-
8-mer peptide-loaded T2 cells (2x10°) on day 7 of culture

after removing half of the culture medium supernatant and
replenishing the well with fresh 10% FBS-supplemented
RPMI medium.

Statistical analysis. The entire analysis was performed by
STATA™ 10 software using a Shapiro-Wilk test to identify
population distributions. Because the variables were asym-
metrically distributed, a Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney)
test was carried out for their comparison. Values are shown as
median (md) and interquartile range (iqr). Some data showed
symmetry; thus, they were analyzed using the Student's t-test,
and the values are displayed as mean + standard deviation.
Differences between groups were considered statistically
significant at P<0.05.

Results

Patient characteristics. The mean patient group age was
63.67+10.7 years (range, 51-74 years); among these, 4 were
male (44%) and 5 were female (56%); 7 out of 9 patients
were HLA-A2*. Four of the patients had metastasis; 6 of the
9 total patients presented with tumor stage IV, whereas the
remaining 3 had tumor stage III (Table I). The control group
mean age was 59.1+9.3 years (range, 34-64 years); 6 were male
and 4 female.

MUCI-8-mer peptide plus f3,m increases the expression of
HLA-A2moleculesonthe T2 cell surface. The HLA-A2-specific
affinity of the MUC1-8-mer peptide to T2 cells was predicted
by NetMHC 3.4 software (18), and compared to the affinity
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Figure 1. HLA-A2 expression on the T2 cell surface is dose-dependent on the MUCI-8 peptide concentration. T2 cells were incubated with MUCI1-8-mer
peptide concentrations ranging from 0 to 100 pg/ml in the presence of f,m (20 ug) for 24 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. After peptide loading, the T2 cells
were harvested, washed, and stained with FITC-labeled anti-HLA-A2 mAb for flow cytometry. A representative histogram was constructed where the x-axis
denotes the HLA-A2 fluorescence intensity of the T2 cells, and the y-axis indicates the cell percentage.

Figure 2. Colocalization of the HLA-A2 molecule with the MUCI1-8-mer peptide on the T2 cell surface. T2 cells were loaded with the MUCI-8-mer peptide
(100 pg) in the presence of f,m (20 ug) for 24 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. The T2 cells were then harvested, washed, stained with FITC-labeled anti-
HLA-A2 and Alexa Fluor 594-labeled goat anti-mouse IgG mAb after anti-CA 27-29 mAb (specific for SAPDTRPA), and prepared for confocal microscopy.
(A) Image from one cell with DAPI nuclear staining (blue), (B-D) Same images as (A) where the HLA-A2 molecule is stained green (B), the MUC1-8-mer
peptide is stained red (C), and the image merged by triple immunofluorescence (D), revealing colocalization (yellow) between HLA-A2 molecule and MUCI-
8-mer peptide. Images were visualized using an LSM-510 Zeiss confocal microscope. Data shown are representative of two individual experiments. Scale bar,

10 pm.

of the well-recognized HLA-A2-specific IVMP1-9-mer
and OVA-8-mer epitopes (Table II). T2 cells pulsed with
the MUC1-8-mer peptide in the presence of §,m showed an
increase in HLA-A2 molecule expression in a dose-dependent
manner (0, 1, 10 and 100 pg); the basal value was 31.6+12.7; for
1 ug/ml peptide the value increased to 40.3+18.9; for 10 yg/ml,
77.1£32.3 and for 100 pg/ml, 123+52, respectively (Fig. 1).
Concentrations >100 pg/ml of the MUC1-8-mer peptide did
not increase HLA-A2 expression on the T2 cells. Therefore
MUCI1-8-mer peptide at 100 ug/ml was considered as the
optimal concentration for expression of HLA-A2 molecules
and this was the concentration used in all the subsequent
experiments.

MUCI-8-mer peptide and the HLA-A2 molecule colocalize
on the T2 cell surface. To confirm the assembly of the
MUC1-8-mer peptide-HLA-A2 complex onto the T2 cell

surface, an anti-CA 27-29 mAb (antibody specific for the
SAPDTRPA peptide sequence) was used together with the
anti-HLA-A2 mAb. The analysis of the overlap of fluorescent
emissions from the green channel (HLA-A2) and the red
channel (MUCI1-8-mer peptide) on the T2 cell membrane
showed significant values for the Mander's coefficient, which
were from 0.04 to 1 (22). As shown in Fig. 2, one T2 cell is
shown separately in the green and red channels; in the third
image, both fluorescence emissions are merged (yellow color)
and distributed along the cell membrane, indicating that
the MUCI1-8-mer peptide is found in the same place as the
HLA-A2 molecule (22).

MUCI-8-mer peptide-loaded T2 cells plus costimulatory
antibodies induce activation and expansion of CD8" T cells
from HLA-A?2 patients. The percentage of CD25*CD8* T cdlls
after stimulated with the T2 cell-MUC-1-8-mer complex and
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Figure 3. MUC1-8-mer peptide-T2 cell complex induces CD25 expression on CD8" T cells from HLA-A2" lung adenocarcinoma patients and healthy indi-
viduals. Purified CD8* T cells from patients (A) or healthy individuals (B) were cultured under the different indicated conditions over 6 days. Cells were
harvested, stained with FITC-labeled anti-CD8 and PE-labeled anti-CD25 mAbs, and analyzed using flow cytometry (images are shown in panels below each
condition). An additional incubation with 7-aminoactinomycin-D (7-AAD) was performed to exclude any dying cells. Each solid circle denotes a sample from
one patient, whereas an open circle represents a sample from one healthy control. "P<0.05.
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Figure 4. Similar increase in CD25"CD8"* T cellsfrom HLA-A2* patients with stage I1I or IV tumor disease progression after stimulation by the MUC1-8-mer
peptide-T2 complex and costimulatory antibodies. Purified CD8" T cells from patients with stage III or IV were cultured with MUC1-8-mer peptide loaded-T2
cells and costimulatory antibodies to CD28 and CD2 plus IL-2 over 6 days. The cells were harvested, washed and stained with FITC-labeled anti-CD8 and
PE-labeled anti-CD25 mAbs, and analyzed using flow cytometry. An additional incubation with 7-aminoactinomycin-D (7-AAD) was performed to exclude

dying cells. Each circle denotes a sample from one patient. "P<0.03.

anti-CD2 and CD28 was 4.2-fold higher in the HLA-A2"
patients than those from the HLA-A2 patients (md 25%,
igr 22-30 vs. md 6%, igr 5.3-6.7).

In the HLA-A2" patients, the percentage of CD25*CD8*
T cells stimulated with anti-CD2 and anti-CD28 or the MUC1-
8-mer-T2 cell complex was identical to that observed in the
non-stimulated CD8" T cells; notably when the CD8* T cells
were stimulated with the MUC-1-8-mer T2 cell complex and
anti CD2-CD28 mAbs, there was a 3-fold increase compared
to the non-stimulated cells (md 25.0%, igr 22-30 vs. md 8.3%,
iqr 3.7-15, P=0.018) (Fig. 3A). Similarly, the proportions of
CD25-expressing CD8* T cellsfrom HLA-A 2" healthy controls
showed an identical behavior but with lower values (md 11%,
igr 9.6-12 stimulated cells vs. md 2.8%, iqr 1.4-4.4 non-stim-
ulated cells, P=0.018) (Fig. 3B). Non-stimulated CD8* T cells
from HLA-A2" patients showed that there was dispersion in
the percentages of CD25*CD8" T cells (Fig. 3A), therefore
samples from cancer patients were divided according to their
TNM classification (14). Fig. 4 shows that non-stimulated
cells from patients with stage III cancer exhibited a higher
proportion of CD25 expression than non-stimulated cells
from patients with stage IV (md 15%, iqr 10-15 vs. md 3.2%,
igr 2.7-8.3, P=0.03). Notably, the proportion of CD25*CD8*
T cells was similar in both patient groups after stimulation
with the MUC1-8-mer peptide-T2 cell complex in the pres-
ence of anti-CD2 and anti-CD28 mAbs plus IL-2 (md 24%,
igr 22-30 vs. md 25.5%, iqr 23-26, respectively). In contrast,
the polyclonal activation of CD8* T cdlsfrom healthy controls

and patients with anti-CD3, anti-CD28 and anti-CD2 showed
similar activation values, but the expression intensity of CD25*
cells was lower in the cancer patients (Fig. 3).

To evaluate the proliferative response of antigen-specific
cells, restimulation of CD8" T cells with the MUC1-8-mer
peptide-T2 complex was performed after 7 days of culture.
Three days later, the cells were fixed and clonal expansion
was determined by CFSE treatment. Fig. 5A shows the prolif-
erative response of CFSE-labeled CD8" T cells specific to
the MUC1-8-mer peptide. This cell population had a 77.6%
increase after the restimulation in comparison to the 26.7%
observed in CFSE-labeled CD8* T cells activated with the
MUC1-8-mer peptide-T2 complex plus anti-CD2 and anti-
CD28 antibodies (Fig. 5B).

Discussion

Conventional treatments against lung cancer are unsatisfac-
tory in most cases, thus a more effective therapy for the
removal of tumor cells is urgent (24,25). Adoptive T cell
therapy has shown promising results as a treatment strategy
for cancer patients (5). However, the challenge that faces this
type of therapy isthe ex vivo activation and expansion of CTLs
from a limited number of peripheral blood mononuclear cells
from patients with advanced cancer (26). The identification
of immunogenic TAA epitopes and selection of appropriated
APCs are crucial to activate tumor-specific CTLs (6,27). Our
results confirmed the binding of the MUCI1-8-mer peptide into
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Figure 5. Expansion of antigen-specific CD8* T cells after restimulation by the MUC1-8-mer peptide-T2 complex. CFSE-labeled CD8* T cellsfrom HLA-A2*
patients were cultured for 10 days under the indicated times and conditions. (A) Histograms show the CFSE intensity of the non-divided cell population in the
absence of stimulus (left panels), and cells that have divided numerous times based on sequential fluorescence intensity (middle panels), as well as antigen-
specific cells restimulated with the MUCI-8-mer peptide-T2 complex (right panels). (B) Graphic image showing the CD8* T cell proliferation percentage on

different days of culture under the conditions indicated.

p.m established T2 cells according to MHC-binding epitope
predicting analysis (11). Type 1 mucin (MUC]1) is an important
TAA in adenocarcinomas; diverse MUC1-derived peptides
have been used to induce a CD8" CTL response in patients
with adenocarcinomas (6). Among MUCI-derived peptides,
the MUC1-8-mer peptide SAPDTRPA has been shown to be
an immunogenic epitope that activates murine T cells (10).
The advantage of T2 cells is that they lack TAP function and
consequently they have empty and unstable HLA-A2 mole-
cules (20). This characteristic gives them a potential advantage
as APC peptides can be loaded exogenously onto the HLA-A2
molecules to activate TAA-specific CTLs (12,13). The use of
autologous monocyte-derived DCs as APCs would be ideal to
generate efficient costimulatory and antigen-specific signals
for activation of autologous T cells (11). However, the number
of functional monocyte-derived DCs from cancer patients is
low in long lasting cultures due to their limited replicative
potentia (5).

Our results indicated that the MUC1-8-mer peptide-T2
complex only induced activation of purified CD8* T cellswhen
anti-CD28 and anti-CD2 antibodies plus IL-2 were added
to the cell culture. The additional costimulation generated
by beads coupled with anti-CD2 and anti-CD28 antibodies
and recombinant IL-2 allowed clonal expansion of MUCI1-8
peptide-specific CD8" T cells isolated from HLA-A2 adeno-
carcinoma patients. The antibodies to costimulatory molecules
induce formation of actin filaments between the beads and
CD8" T cell surface mimicking the immunological synapsis
between APCs and T cells (28,29). Our results also showed
that the activation of MUCI1-8 peptide-specific CD8" T cells
was similar to those from different activation systems using
other MUCI1-derived epitopes (30-33). This finding confirms

reports in which CD8" T cells from HLA-A2" healthy
donors recognize distinct MUCI-derived peptides (11,31,33).
Mamaglobulin A-derived peptides loaded into T2 cells stimu-
lated with soluble anti-CD28 antibodies plus recombinant
human IL-2 have been used to activate HLA-A2* CD8" T cells
inbreast cancer patients (13). However, in this system, expansion
of CTLsrequired necessarily, several weekly restimulationsto
maintain the activity against diverse cell lines (13). Our results
were similar but opposed to Jaramillo et al (13), as we evalu-
ated the percentage of proliferative cells.

Notably, we observed the preexistence of CD8* T cells
reactive to the MUCL-8 peptide in HLA-A2" patients as well
asin HLA-AZ2" healthy controls; the latter could be because the
MUCI1-8 peptide has been shown to be highly immunogenic
in a murine model (10), thus suggesting that there is a basal
T cell population recognizing MUCI in healthy individuals.
The proportion of CD8* T cells from HLA-A2" healthy
controls activated by MUCI1-8 peptide-loaded T2 cells was
significantly lower than those from HLA-A2* cancer patients
after 6 days of culture. This suggests that MUC1-recognizing
T cells in healthy individuals are capable of continuously
limiting the development of a tumor whereas in adenocarci-
noma patients this ability has been lost probably as a results
of the immunosuppressive environment that has been well
established (34-36).

Our results al so showed that the proportions of CD25*CD8*
non-stimulated T cells isolated from stage III and IV patients
were significantly different, but that after stimulation with
the MUC1-8-mer peptide T2 complex in the presence of anti-
CD2 and CD28 antibodies the same amount of CD25*CD8"
T cells was induced. This confirms that the potential to
respond to APCs is maintained in both stages, but the amount
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of CD25 expression in the stage IV cells was diminished, as
possibly the cells keep their ability to respond to an external
antigen-presenting system (37). The range of possible explana-
tions include different cytokine environment (34-36); rescue
of the cell signaling mechanism by the direct and continuous
contact with the anti-CD28 antibody that surpasses the
inhibitory signal mediated by CTLA-4 as observed in CD4*
T cells (38); lack of contact with Treg cells as the experiments
were performed in vitro, or tumor progression (35,36,39).
Ongoing experiments are being performed in our laboratory
to try to determine a possible mechanism.

Taken together, we modified an in vitro system that uses
MUCI1-8 peptide-pulsed T2 cells and improved it through
the stimulation of CD8" T cell costimulatory molecules, such
as CD2 and CD28. Under these conditions, we found that
preexistent MUC-specific CD8* T cells from HLA-A2" lung
adenocarcinoma patients and HLA-A2* healthy controls were
efficiently activated. The specificity of this system allowed us
to distinguish between cancer patients and healthy individuals.
Furthermore, clonal expansion of MUCl1-specific CD8* T cells
from cancer patients occurred independently of tumor disease
progression. This activation system could be an innovative tool
to induce and expand tumor-specific CTLs from HLA-A2*
patients with adenocarcinoma.
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