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1. RESUMEN  

El adenocarcinoma pulmonar es la primera causa de muerte por cáncer a nivel 

mundial. Esta neoplasia sobreexpresa la glicoproteína mucina 1 (MUC1), la cual 

se considera un antígeno asociado a tumor (TAA). La secuencia peptídica 

SAPDTRPA de la MUC1 (MUC1-8 mer) es un epítopo que se expone debido a la 

hipoglicosilación asociada a la progresión del tumor. MUC1-8 mer puede ser 

presentado por la molécula H-2kb de ratón o por el HLA-A2. En modelo murino, 

MUC1-8 mer es inmunodominante para inducir la generación de linfocitos T 

citotóxicos (CTLs). En líneas celulares, se han utilizado las células T2 que 

expresan HLA-A2 (en forma inestable) para activar linfocitos T CD8+ de pacientes 

con cáncer de mama mediante la presentación 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 β2-microglobulina para estabilizar la 

expresión 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 versión 3.4. 

Por lo que se estableció 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 unión 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 colocalización mediante microscopia confocal 
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(coeficiente de Manders de 0.04-1). El péptido MUC1-8 mer activó 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). Además, 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+ específicos de MUC1-8 mer alcanzaron el 77.6% de 

expansión celular en 10 días de cultivo después de una segunda estimulación a 

los 7 días con células T2 conteniendo el complejo HLA-A2 con MUC1-8 mer. 

Además, se observó que independientemente del estadio III o IV de progresión del 

cáncer, los linfocitos T CD8+ respondieron de igual forma al estímulo antigénico. 

En conclusión, la expansión de linfocitos T CD8+CD25+ específicos del péptido 

MUC1-8 mer presentado por las células T2 y la coestimulación, puede ser utilizada 

para el desarrollo de inmunoterapia adoptiva contra cáncer. 
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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 (MUC1). 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 I major histocompatibility complex H-2Kb 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 β2microglobulin 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 
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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 III 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. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. Epidemiología del cáncer pulmonar 

Estudios epidemiológicos reportados por GLOBOCAN en el 2012, indican que 

14.1 millones de personas presentan casos nuevos de cáncer a nivel mundial. Se 

ha estimado que 32.6 millones de personas viven afectadas por algún tipo de 

cáncer y 8.2 millones de personas murieron a causa de algún tipo de cáncer (1). El 

cáncer de pulmón tienen una incidencia del 12% y mortalidad de 18% en relación 

a los demás tipos de cáncer y se presenta en ambos generos (2-5). En México, el 

Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI), en el periodo 1998-2010, 

registró un aumento constante en la tasa de mortalidad por cáncer (de 55,000 a 

74,800 decesos) representando el cáncer de pulmón el 21% (6). En la actualidad, 

el cáncer de pulmón es un grave problema de salud pública de pobre pronóstico 

(7-12). 

3.2. Factores del riesgo en el cáncer de pulmón  

El cáncer de pulmón, se desarrolla a partir de células pulmonares y bronquiales, 

siendo más frecuente el localizado en las vías aéreas centrales comparado con las 

vías aéreas periféricas (13). Los factores de riesgo extrínsecos asociados a esta 

patología son: el tabaquismo (activo o pasivo), la asbestosis, inhalación de humo 

de leña y sustancias químicas (arsénico, cloruro de vinilo, cromato de níquel, 

clorometil metil éter, etc.), contaminación ambiental y la exposición a radiación. 

Los factores de riesgo intrínsecos son las enfermedades pulmonares de 

obstrucción crónica (EPOC), fibrosis pulmonar idiopática y tuberculosis (13).  
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3.3. Clasificación histológica del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón, se clasifica en cáncer pulmonar de células pequeñas 

(CPCP) y cáncer pulmonar de células no pequeñas (CPCNP) (11). El CPCP, 

representa el 25% de los cánceres pulmonares, su proliferación es muy rápida y 

muestra mayor asociación con el tabaquismo (98% de los pacientes CPCP son 

fumadores). Por otro lado, El CPCNP registra el 75% de todos los tipos de cáncer 

pulmonar y se divide en tres subtipos histológicos: carcinoma de células 

escamosas o epidermoide, carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma. 

Siendo este último el más frecuente (14). 

3.4. Características generales del adenocarcinoma pulmonar 

El adenocarcinoma pulmonar es diagnosticado en más 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 invasión hacia ganglios 

hiliares, cerebro y glándulas suprarrenales (poco tiempo después del diagnóstico) 

y es de difícil diagnóstico por ser asintomático (15). Además, comprende un grupo 

de tumores con origen, morfología y patogénesis molecular heterogénea, por lo 

que es subclasificado en: acinar, broncoalveolar, papilar, así como bien 

diferenciado, moderado y poco diferenciado. Una característica adicional es: la 

secreción de material viscoso conocido como mucina.  

3.5. Alteración de la expresión de mucinas en el adenocarcinoma pulmonar  

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

superficies de las glándulas epiteliales que revisten las vías aéreas pulmonares 
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(16). En su mayoria, la mucina está integrada por glicoproteínas 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 

características: 1) tener una columna peptídica integrada por la región de número 

variable de repeticiones en tándem (VNTR); 2) el gran contenido de O-

oligosacáridos en su región VNTR que le da un alto peso molecular (>50% de su 

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

A partir de los años 70´s, la generación de anticuerpos monoclonales (mAb) 

condujo a la descripción de las mucinas o epítopos de éstas como antígenos 

asociados a tumor (TAAs), que en la actualidad se sabe están asociadas a 

múltiples tipos de cáncer (19). Las mucinas como TAAs, se caracterizan por las 

siguientes modificaciones: 1) están sobreexpresadas en toda la membrana celular, 

2) tienen una pérdida de unidades sacarídicas (hipoglicosilación) y 3) exponen 

neoepítopos sacarídicos como los antígenos: Tn, T y Sialil Tn (20,21). Algunos 

TAAs derivados de mucinas, son utilizados para el diagnóstico y pronóstico de los 

pacientes con cáncer y que se les asocia con la oncogénesis, evasión de la 

respuesta inmune y la metástasis (22-24), tal es el caso de la mucina 1 o MUC1 

(25). 

3.6. MUC1 

En humanos, el gen MUC1 se ubica en el locus 1q21-24, el cual contiene siete 

exones que producen siete variantes de empalme alternativo. La forma de MUC1 
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que más se expresa es la que utiliza los siete exones (26,27). Esta forma de 

MUC1 se integra de dos subunidades, que son derivadas proteolíticamente de un 

péptido precursor común. La primera es la subunidad C terminal corta (MUC1-C), 

la cual tiene un dominio citoplásmico carboxilo-terminal de 72 residuos de 

aminoácidos, seguido de un dominio transmembranal de 31 aminoácidos y una 

pequeña porción extracelular. La otra subunidad es la N terminal larga (MUC1-N), 

que 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 región VNTR densamente O-glicosilada (26,27). MUC1 se 

expresa normalmente en la parte apical de las células epiteliales glandulares o 

luminal de la glándula mamaria, esófago, estómago, duodeno, páncreas, útero, 

próstata, pulmones, así como en células hematopoyéticas (26,27). Además de 

proteger a los epitelios, se le asocia con procesos de diferenciación celular, 

señalización intracelular y coestimulación de linfocitos T (28). Así mismo, la 

sobreexpresión de MUC1 se asocia con la progresión del tumor, confirmando su 

papel de TAA (29,30). 

3.7. MUC1 y cáncer  

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 disociación de la subunidad MUC1-N (29,30). Además, se identifica 

por estar hipoglicosilado, por lo que exponen O-oligosacáridos truncados 

denominados núcleos o “cores” como Tn, T y sialil-Tn. También, se ha demostrado 

que MUC1 puede perder la totalidad de sus cadenas sacarídicas, lo que expone 
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neoepítopos de la columna peptídica que estaban ocultos por la glicosilación 

(29,30). Investigaciones recientes consideran al TAA MUC1 un oncogen, ya que 

su expresión se asocia con el mal pronóstico del paciente, la oncogénesis, la 

metástasis y la evasión de la respuesta inmune (30,31). En cambio, algunos 

neoepítopos que expresa el TAA MUC1, activan la respuesta inmune mediada por 

los linfocitos T CD8+ activados o CTLs contra el cáncer (32-34).  

3.8. Respuesta inmune contra cáncer mediada por CTLs  

Si bien datos clínicos y experimentales respaldan la teoría de la inmunovigilancia 

que consiste en detectar y eliminar células propias que han sido transformadas por 

alteraciones genéticas (35). Sin embargo, TAA como el derivado de MUC1, los 

fenotipos y funciones de los linfocitos T CD4+ y el infiltrado de CTLs en el tumor 

determinarán la progresión o la eliminación de las células 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 activación de CTLs específicos 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 dendríticas (DCs) 

mediante las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de 

clase I expresadas en su membrana celular (39). El proceso es conocido como 

“presentación cruzada” y consiste en lo siguiente: 1) las DCs fagocitan el material 

celular neoplásico generado por la actividad de las células NK y los macrófagos, 
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también internalizan a los TAA secretados por el tumor; 2) los proteasomas de las 

DCs procesan el material proteico obteniendo diferentes fragmentos peptídicos; 3) 

las proteínas transportadoras de antígenos (TAPs), introducen los fragmentos 

peptídicos en la luz del retículo endoplasmático (RE) donde se ensamblan a las 

moléculas MHC de clase I; 4) los complejos MHC clase I con un fragmento 

peptídico de 8 a 11 residuos de aminoácidos se exportan a la membrana de las 

DCs para la interacción con el TCR de los linfocitos T CD8+ específicos. 

Establecida la presentación antigénica, la activación continúa con la unión de la 

molécula CD8 a la región no polimórfica de la molécula MHC clase I. Lo anterior 

induce la activación de la proteína tirosina cinasa Lck, que se encuentra en la 

porción citoplasmática de los linfocitos T CD8+. Por proximidad, la proteína LcK 

interacciona con la proteína tirosina cinasa ZAP70, la cual está unida a las 

fosfotirosinas de los inmunorreceptores con motivos de activación basados en 

tirosinas (ITAM) de la cadena ζ del complejo CD3. La proteína Lck, al tener función 

enzimática, activa a ZAP70 (al fosforilar sus tirosinas). A su vez, ZAP70 fosforila a 

las proteínas LAT (Linker for Activation of T cells) y SLP-76 (SH2 domain-

containing leukocyte protein of 76 kDa) que reclutan otras enzimas. Estas 

reacciones enzimáticas resultan en la transmisión de señales intracelulares que 

promueven la expresión de genes asociados a la activación de los CTLs (39). 

Posterior a las señales intracelulares de la activación, se lleva a cabo la segunda 

señal o coestimulación. Dentro de la superfamilia de receptores tipo 

inmunoglobulina (Ig), dos correceptores llevan a cabo la coestimulación: el CD28 

(ligando de CD80 o CD86) que es el más caracterizado e importante para la 
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activación de todos los tipos de CTLs; y el CD2 (ligando de CD58) que además de 

coestimular a los linfocitos T CD8+ estabiliza la sinapsis inmunológica. Las señales 

generadas por estos correceptores, estimulan la producción de la interleucina 2 

(IL-2) y del receptor de la IL-2 (CD25) para promover la expansión clonal de los 

linfocitos T CD8+ de manera autócrina; así como inducen la producción del 

interferón gamma (IFN-γ), el cual regula positivamente la expresión de moléculas 

MHC clase I en las células neoplásicas y en las DCs, induce la generación de 

señales proinflamatorias de parte del tumor y del tejido circundante y promueve la 

apoptosis en las células tumorales (39).  

Los linfocitos T CD8+ específicos de tumor que se expanden regularmente, 

adquieren la función efectora denominándose CTLs, los cuales son reclutados a 

los sitios del tumor para eliminar a las células neoplásicas (39,40). Los CTLs 

llevan a cabo la citotoxicidad mediante la vía dependiente de secreción de 

gránulos y de receptores de muerte como Fas/FasL (CD95/CD95L). La 

citotoxicidad dependiente de secreción de gránulos, se caracteriza por la 

liberación de granzima y perforina capaces de perforar la membrana de la célula 

tumoral. La citotoxicidad mediada por Fas/FasL, se basa en la interacción de Fas 

(expresado en la célula tumoral) con FasL expresado por el linfocito T, lo que 

promueve la apoptosis mediada por la vía de las caspasas (caspasa 8 y 9) 

(39,40). La eliminación 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). 
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3.9. Evasión de la respuesta inmune mediada por los CTLs por el cáncer  

Los mecanismos del cáncer para evadir la respuesta inmune mediada por CTLs, 

se basan en la utilización del microambiente inflamatorio crónico a su favor, la 

adquisición de un fenotipo que le permite evadir la respuesta inmune mediada por 

los CTLs y el acondicionamiento de un microambiente tumoral inmunosupresor 

(41). Además, siendo el tumor heterogéneo, la superviviencia de ciertas células 

tumorales correlaciona con la presión selectiva ejercida por el sistema 

inmunológico o inmunoedición (42,43).  

Respecto al infiltrado de células de la respuesta inmune y el microambiente de 

citocinas que éstas generan en la lesión tumoral, cambian de acuerdo al estadio 

clínico, dirigiendo el tipo de respuesta de los CTLs contra el tumor: la inmunidad o 

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

- La presencia de linfocitos T reguladores (Treg CD4+CD25+Foxp3+) en el tumor, 

es mal pronóstico para el tratamiento del cáncer (46). Se ha identificado que el 

factor de crecimiento tumoral beta (TGF-β) producido por las Treg, suprime la 

transcripción de genes que promueven la superviviencia y la función efectora de 

los CTLs (47). La sobreexpresión de CD25 en las Tregs disminuye la IL-2 del 

microambiente, afectando la activación y función efectora de los CTLs (48). 

Además, 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, IL-10, IL-13 y hormonas glucocorticoides, que ejercen un 
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efecto negativo sobre la activación y función efectora de las células T y NK, 

promueven la progresión tumoral e inducen la angiogénesis y la metástasis (51, 

52). Estas células tambíen expresan el transportador 2B de aminoácidos 

catiónicos y sobreexpresan la enzima argininasa I (ARGI), por lo que disminuyen 

la arginina en el microambiente tumoral (56,57). La deficiencia en la concentración 

de arginina afecta la activación y proliferación de linfocitos T infiltrantes del tumor, 

debido a que disminuye la expresión del TCR (56,57). Además de inhibir la 

activación de linfocitos T, se afecta la síntesis de óxido nítrico (NO) y de especies 

reactivas de oxigeno; y se promueve la diferenciación de linfocitos Treg mediante 

la producción de IL-10 y TGF-β (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 diferenciación de los 

Treg ya que producen TGF-β e IL-10 (61). Por otro lado, la hipoxia en el 

microambiente tumoral promueve que las DCs maduras presentes en la lesión 

neoplásica expresen: el receptor de adenosina, el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), la ARG1 y la endomila 2,3 dioxigenasa (IDO); condiciónes que 

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

Respecto al fenotipo que adquiere el tumor para escapar de su eliminación 

mediante CTLs, se ha demostrado que tiene origen en la alteración de la 

expresión de ciertos genes, por ejemplo: 
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• El silenciamiento de p53, lo que promueve la división celular 

incontrolada y la evasión la lisis celular y apoptosis mediada por 

granzimas y FasL, respectivamente (65,66).  

• La sobreexpresión de los genes que traducen la actina, como efrina 

A1, se ve reflejada en la desorganización del citoesqueleto en células 

tumorales resistentes a lisis (67). 

• La inhibición del gen de la molécula de adhesión intercelular 1      

(ICAM 1), fundamental junto con su ligando LFA-1 para la activación 

de linfocitos T y para dirigir los gránulos citolíticos hacia las células 

tumorales (68-70). 

• La expresión de genes asociados a la hipoxia como HIF1 y STAT3, 

los cuales proporcionan resistencia a la lisis en las células tumorales 

(71).  

• La sobreexpresión de los genes que traducen a los receptores PD-L1 

y CTLA-4, moléculas que regulan negativamente la activación de 

CTLs (72-74). 

• La inhibición de la expresión de genes reguladores de la 

presentación antigénica; como el de las moléculas MHC clase I,  

TAP1, TAP2 y β2m (75). 

• La inhibición de los genes que codifican al receptor de muerte Fas 

(75). 
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Las células neoplásicas también generan un microambiente tumoral que ocasiona 

inmunosupresión, el cual se integra de citocinas liberadas por el tumor (VEFG, IL6, 

IL-10, IDO y TGF-β), las cuales tienen un efecto inhibitorio en la activación y 

función efectora de los CTLs. También promueven la diferenciación de los 

linfocitos Treg e inducen la producción de metabolitos de esterol, capaces de 

inhibir la migración de DCs a los ganglios linfáticos y de los CTLs al sitio del tumor 

mediante la inhibición de la expresión del receptor CCR7 (75). 

A pesar de este panorama, el infiltrado de CTLs en el tumor se correlaciona con la 

regresión del tumor, por lo que conocer los mecanismos del cáncer para evadir la 

respuesta inmune mediada por los CTLs ha permitido desarrollar la inmunoterapia 

contra cáncer (76-82). Ésta incluye el uso de adyuvantes para potenciar las 

funciones de las DCs, el uso de citocinas para promover la función de los CTLs y 

de los anticuerpos para neutralizar las actividades de las moléculas implicadas en 

los puntos de control inmunológico así como la activación de CTLs específicos de 

antígenos tumorales para la terapia adoptiva. 

3.10. Activación de CTLs para la terapia adaptativa 

La terapia adoptiva es la activación in vitro de CTLs específicos del tumor para ser 

transferidos al paciente con cáncer (83). Múltiples grupos de estudio trabajan en la 

consolidación de este tipo de inmunoterapia, considerando los siguientes 

aspectos: 1) diseñar sistemas que activen CTLs en el menor tiempo posible y que 

sean reproducibles, 2) evaluar antígenos tumorales con relevancia imunogénica y 

que se expresen en la mayor parte de los tipos de cáncer, 3) identificar el TAA que 
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puedan ser presentados por las moléculas MHC clase I que se expresan en la 

mayor parte de la población humana, y 4) demostrar que el aumento de CTLs en 

los pacientes refleje mejoría clínicamente comprobable (84). 

Los sistemas de activación in vitro de CTLs para la terapia adoptiva, tienen los 

siguientes enfoques: tomar la resección quirúrgica para la activación de CTLs 

infiltrados en el tumor mediante altas dosis de IL-2; optimizar la presentación de 

antígenos de origen tumoral in vitro o in vivo; diferenciar monocitos a DCs para la 

presentación antigénica; usar tetrámeros para la activación de CTLs específicos 

del tumor; y transfectar genes TCR que reconozcan epítopos derivados de TAA 

(84). Sin embargo, estos sistemas presentan múltiples complicaciones en la 

obtención de material biológico de la lesión, en la diferenciación de DCs a partir de 

monocitos debido a que los pacientes regularmente son leucopénicos; así como 

en el limitado número de tetrámeros comerciales que activan CTLs específicos de 

antígenos tumorales (84). Las limitaciones en los sistemas de activación, llevó a 

utilizar células presentadoras de antígeno artificiales (aAPC) capaces de formar el 

complejo MHC-péptido-TCR, que optimicen la presentación antigénica, aseguren 

la coestimulación y promuevan la expansión de CTLs mediante la producción de 

interleucinas (85-87). Bajo estos requerimientos, múltiples líneas celulares han 

sido modificadas para esta finalidad (85-87). 

Algunas de las aAPC capaces de activar eficientemente a los CTLs provienen de 

líneas celulares que se acompañan de la coestimulación mediada por mAb 

solubles o acoplados a perlas de poliestireno (88-92). Un ejemplo es la línea 

celular T2 derivada de linfoblastos humanos. Estas células expresan el alelo del 
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antígeno leucocitario humano más común a nivel mundial *0201 o HLA-A2, 

molécula que se exporta a la membrana celular vacía, debido a que no tienen 

moléculas TAP (93, 94); por lo que puede ser “cargada” con péptidos de manera 

exógena para ser utilizada como aAPC y poder evaluar la activación de linfocitos T 

CD8+ específicos de antígeno. Utilizando las células T2 como aAPC de diversos 

epítopos 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 generación de 

CTLs de personas sanas HLA-A2+ (95). Por otro lado, con las células T2 

presentando epítopos del TAA mamaglobulina A y mAb solubles anti-CD28, se ha 

logrado activar linfocitos T CD8+ de pacientes HLA-A2+ con cáncer de mama (96).  

3.11. Generación de CTLs específicos de MUC1 para la terapia adaptativa 

De los diferentes TAAs evaluados mediante el uso de aAPC, el derivado de MUC1 

es considerado un blanco para el diseño de inmunoterapia contra cáncer ya que 

tiene la capacidad de generar CTLs específicos del tumor a partir de la 

estimulación con múltiples epítopos (32-34). De los diferentes epítopos de MUC1, 

el péptido SAPDTRPA (MUC1-8 mer), así como su forma hipoglicosilada 

(SAPDTGalNAcRPA) son considerados inmunodominantes debido al reconocimiento 

de más de 16 mAbs (97). Además, se ha demostrado que otro gran número de 

mAbs reconocen secuencias adyacentes al péptido MUC1-8 mer como APDTR, 

PDTRPA, DTR, PDTRP y RPAP (97). Debido a que en la progresión del cáncer se 

expone este epítopo inmunodominante, se han realizado múltiples estudios para 

determinar su capacidad de generar CTLs. 
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4. ANTECEDENTES 

Apostolopoulos y cols., en 1997, utilizando ratones transgénicos HLA-A2+, 

identificaron que el péptido MUC1-8 mer generó CTLs, los cuales lisaron células 

cancerosas de tejido mamario (línea 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 (SAPDTGalNAcRPA) se unen a la molécula H2-Kb 

con diferente afinidad. En modelo murino, la forma hipoglicosilada demostró 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 peptídicas que 

contienen el motivo PDTRP, observaron que las células adquieren la capacidad de 

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

Ninkovic y cols., en 2009 encontraron que el glicopéptido denominado SAP10 

(SAPDTGalNAcRPAPG) derivado de la región VNTR de MUC1 se une con gran 

fuerza a la molécula HLA-A2 mediante ensayos de unión que se realizaron en 

células T2 y en DCs de donadores sanos HLA-A2+. Además, estos autores 

utilizaron células T2 como células diana para evaluar la funcionalidad de los CTLs 

específicos del glicopéptido  (101).  

Lazoura y cols., en 2010, evaluaron la unión del péptido MUC1-8 mer y sus 

variantes SAPDFRPA, SAPDTRPL y SAPDFRPL a la molécula H-2Kb expresada 

por las células de la línea RMA-S/TAP, concluyendo que al modificar un par de 
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aminoácidos se aumenta la fuerza de unión 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 H2kb con DCs transfectadas con el 

gen MUC1 tumoral, identificaron que se generan principalmente linfocitos T CD4+ 

y CD8+ específicos al péptido MUC1-8 mer. La generación de estos linfocitos fue 

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

El adenocarcinoma pulmonar es la primer causa de muerte por cáncer, a pesar de 

la existencia de algunos tratamientos basados en secuencias peptídicas derivadas 

de MUC1. Para superar los mecanismos inmunosupresores del tumor, sistemas 

de activación in vitro que incluye el uso de aAPC parecen ser una alternativa para 

la eliminación del cáncer. Activar in vitro linfocitos T CD8+ específicos del péptido 

MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma pulmonar, utilizando 

células T2 como presentadoras del péptido MUC1-8 mer y coestimulación 

mediada por mAb anti-CD2 y anti CD28, podría ser un sistema de activación para 

ser usado en la terapia adoptiva. 
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6. HIPÓTESIS  

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

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 estabilización de la molécula HLA-A2 por el péptido 

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

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

de las células T2. 

3. Analizar la activación in vitro de los linfocitos T CD8+ específicos del  

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

4. Analizar la reactividad in vitro de los linfocitos T CD8+ específicos del  

péptido MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma 

pulmonar. 

5. Demostrar la expansión in vitro de los linfocitos T CD8+ específicos 

del péptido MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2 con adenocarcinoma 

pulmonar. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS  

8.1. Línea celular T2  

Para el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizó la línea 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, 100µg/mL de estreptomicina, 100UI/mL de penicilina y 2 mM L-glutamina 

(Gibco-life Technologies, Rockville, MD) a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Para 

los ensayos biológicos las células se cosecharon cada 72 h, tomando una muestra 

para evaluar la concentración celular por mL y la viabilidad (>95%) mediante la 

prueba de exclusión del colorante azul de tripano en cámara de Neubauer y se 

lavaron con medio de cultivo RPMI-1640 (1mL) centrifugando a 800 rpm/5 min a 

temperatura ambiente. 

8.2. Separación de PBMCs 

La separación de los PBMCs se realizó en base al protocolo propuesto por Boyum 

(109), la sangre heparinizada fue diluida 1:2 con solución amortiguadora PBS 

conteniendo fosfato sódico 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 proporción 1:3. Las 

PBMCs recuperadas de la interfase del ficoll se lavaron con PBS (10 mL) 

centrifugando a 1500 rpm/ 5 min a 4oC y descartando el sobrenadante. El botón 

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 µg/mL de estreptomicina, 

100UI/mL de penicilina y 2 mM de L-glutamina. Luego, se tomó una muestra para 

conocer la concentración celular por mL y la viabilidad celular (>95%) mediante la 

prueba de exclusión del colorante azul de tripano en cámara de Neubauer. 

8.3. Anticuerpos monoclonales (mAb) 

En el presente trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: 

Tabla 1. Características de mAb de diferentes laborarios comerciales. 

mAb Marca Clona Reactividad Fluorocromo 
Acoplado 

Control 
Isotipo 

CD3 Biolegend  SK7 Humano PerCP-Cy5.5 Mouse IgG1,k 

CD4 Biolegend OKT4 Humano	 PE Mouse IgG2b,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 IgG2b,k 

7-AAD Bioscience 559925 Humano	 Fluorescente - 

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

Siguiendo el protocolo convencional de inmunofluorescencia (109), se determinó 

la concentración óptima de los mAbs para los ensayos biológicos. 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 106 PBMCs en tubos eppendorf y 

se incubaron con 1mL de albúmina de suero bovino fracción V (BSA) al 0.5% y 
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azida de sodio al 2 mM (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) en PBS para evitar la unión 

inespecífica de los anticuerpos. Luego, el boton celular fue incubado con los mAbs 

durante 30 min a 4oC (utilizando diferentes concentraciones). Al final de la 

incubación, las células se lavaron con PBS (1mL) y se fijaron con 150 µL de 

paraformaldehído (PFD) al 1% (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) siguiendo el mismo 

protocolo. La concentración óptima del mAb anti HLA-A2-FITC fue determinada en 

células T2.  

8.4. Citometría de flujo  

El análisis de células con fluorescencia se realizó con el citómetro de flujo 

FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Para esto, se diseñaron las 

regiones de estudio basadas en las propiedades físicas de las células y se registró 

la inmunofluorescencia amplificada de las moléculas de la superficie celular 

mediante la adquisición de 25,000 eventos por dispersión frontal (FSC) y 

dispersión lateral (SSC). Para interpretar los resultados se utilizó el programa 

FlowJo versión 8.7.7. (Tree Star Inc. Ashland, Oregón) y se presentaron como 

histogramas para una sola variable o gráfica de puntos para dos o más 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 proteína 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 Biotecnología (IBT) de la Universidad 

Nacional Autónoma de México campus Cuernavaca. Para su elaboración se utilizó 

un sintetizador de péptidos múltiple 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 versión 3.4 

(108). La pureza de los péptidos (>95%), fue evaluada a través de los pesos 

molecules obtenidos por cromatografía líquida de alta resolución y por 

espectrometría de masas. Los péptidos se disolvieron en dimetilsulfóxido (10 

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

8.6. Ensayo de estabilización 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 β2m exogena optimiza la 

estabilización de las moléculas HLA-A2, se incluyó en estos ensayos. Las células 

T2 (2 X 105) con viabilidad mayor al 95% fueron resuspendidas en medio de 

cultivo RPMI-1640 (200µL) suplementado con SFB al 10%, péptido MUC1-8 mer 

(20-100 µg/mL) y β2m (5-20µg/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 

atmósfera de CO2 al 5%. Como controles positivos del ensayo las células T2 

fueron incubadas ya sea con el péptido IVMP1-9-mer (100µg/mL) o con el péptido 

OVA-8-mer (100µg/mL) en presencia de β2m a una concentración de 20µg/mL 

(106,107). Como control negativo se utilizaron células T2 cultivadas sin péptido y 

sin β2m. 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 (0.8µg/10µL de 

PBS), la cual fue analizada por citometría de flujo. La expresión de la molécula 

HLA-A2 en las células T2 se interpretó 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-localización de la molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8 

mer en la membrana de las células T2, se utilizó la técnica de microscopia 

confocal. La técnica consiste en registrar una secuencia de cortes ópticos de 

imágenes bidimensionales para identificar los sitios donde se localizan las 

moléculas inmunofluorescentes de nuestro interés. La emisión de fluorescencia 

proveniente de los mAbs puede ser co-localizada mediante el análisis de 

superposición de imágenes, evaluadas por el coeficiente de Manders o coeficiente 

de coincidencia. Coeficiente que consiste en la detección de una señal en el 

mismo voxel o volumen de píxeles 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 colocalización más alta y 0 ninguna de las intensidades de 

fluorescencia presentes. 

Las células T2 (2 X 105) resuspendidas en medio de cultivo RPMI-1640 

suplementado con: SFB al 10% (200µL), péptido MUC1-8 mer (100µg/mL) y β2m 

(20µg/mL), se incubaron por cada microcámara de un portaobjetos (Bioscience, 

Bedford, MA) durante 24h a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% siguiendo el metodo 
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descrito por Bolt y Cordelieres (221) y se lavaron dos veces con PBS (500µL). 

Para la inmunofluorescencia indirecta del péptido MUC1-8 mer, se bloquearon los 

sitios de unión inespecificos lavando las células con PBS-BSA al 0.5% y azida de 

sodio al 2 mM (500µL). Posteriormente, las células T2 se incubaron con el mAb 

que reconoce al péptido (1µg/500µL de PBS) que corresponde a IgG de ratón anti-

CA27-29 (Fitzgerald, Acton, MA) durante 30 min a 4°C. Después de lavar con PBS 

(500µL), se continuó con la incubación del anticuerpo secundario obtenido en 

cabra anti-IgG de ratón acoplado a Alexa Fluor 594 (0.1µg/500µLPBS) (Molecular 

Probes-Life Technologies, Eugene, OR) durante 2h a 4°C. Finalizando la 

incubación, las células T2 se lavaron con PBS (500µL). Para la co-localización del 

péptido con la molécula HLA-A2, se utilizó el mAb anti-HLA-A2 acoplado a FITC 

(0.8µg/10µL de PBS). Las células T2 incubadas con el anticuerpo secundario 

conjugado a Alexa Fluor 594 o con el mAb control de isotipo mouse IgG2b,k 

acoplado a FITC se utilizaron como controles negativos. 

Para el análisis de co-localización de las emisiones de fluorescencia proveniente 

de los anticuerpos, las células T2 se fijaron con PFD al 1% (500µL) en los 

portaobjetos y se cubrieron con medio de montaje Vectashield-4´6 diamidinofenyl-

indol (DAPI) previamente diluido en PBS (50µL) (Vector Laboratories, Burlingame, 

CA). Las imágenes de fluorescencia se adquirieron con un microscopio confocal 

Zeiss LSM-510 (Carl Zeiss, Oberkochen, DE) utilizando una lente de objetivo 63X. 

Todas las imágenes fueron tomadas bajo la misma exposición, ampliación e 

intensificación. Las imágenes fueron procesadas por el programa ImageJ (Wayne 

Rasband, NIH, Bethesda, MA) y se analizaron utilizando el coeficiente de Manders 
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(111). Además, para conocer la intensidad de esta co-localización se integró una 

imagen tridimensional. Para clarificar las imágenes se utilizó el programa Adobe 

Photoshop CS2 (Adobe Systems, Bianza, IT). 

8.8. Obtención de la muestra sanguínea 

Autorizado el protocolo de investigación B37-11 por el comité de bioética del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosío Villegas", se 

integró el grupo de estudio a partir de pacientes con adenocarcinoma pulmonar 

hospitalizados en la Unidad de Oncología. Los criterios de inclusión consideraron 

a pacientes con adenocarcinoma pulmonar sin previo tratamiento (radioterapia o 

quimoterapia) o de cirugía, con diagnóstico establecido en historia clínica, 

exploración física, radiografía de tórax, histopatología y clasificación de acuerdo 

con criterios estándar basados en los datos del tumor, nódulos y metástasis (TNM) 

(14). El grupo control se integró de personas sanas clínicamente, sin antecedentes 

de cáncer y edades similares a los pacientes. Posterior a la recepción 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. Genotipificación de la molécula HLA-A2 

La genotipificación del HLA-A2 se realizó con el kit FasType HLA-DNA Typing 

System SSP (Bio-Synthesis, Lewisville, TX), basado en la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR), utilizando 24 cebadores de secuencia específica (SSP), 

modalidad de baja resolución. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se aisló 

el DNA de los leucocitos de los participantes mediante el kit Blood DNA isolation 
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(Bio-Synthesis, Lewisville, TX). La concentración total de ADN se cuantificó por 

espectrofotometría a 260 y 280 nm usando el espectrofotómetro ASP-2680 (ACT-

Gen Inc., Piscataway, NJ). Este material biológico se resuspendió en solución 

amortiguadora de elución (100µL) y se congeló a -20oC hasta su uso. 

Para las amplificaciones de PCR, el ADN genómico (1.8µg) fue resupendido en el 

volumen de reacción o Master Mix (24µL que contiene KCl a 50 mM, Tris-Cl a 10 

mM, MgCl2 a 1.5 mM y 60 µM de cada dNTP's con pH 8.3) (110). La mezcla fue 

sometida a 20 ciclos para la desnaturalización (94°C/20 seg), 20 ciclos para el 

alineamiento o unión del cebador (61°C/50 seg) y 20 ciclos para la extensión o 

elongación de la cadena (72°C/30 seg) utilizando un termociclador automatizado 

modelo Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster, CA). Una 

retención adicional (94°C/20seg) y 10 ciclos fueron adicionados a la etapa de 

desnaturalización antes del primer ciclo (65°C/1min). Después del último ciclo, la 

etapa de extensión recibió 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 evaluó mediante electroforesis en 

gel de agarosa (2%) y tinción con bromuro de etidio (0.01mg/mL) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO). Cada muestra de ADN se visualizó con luz ultravioleta intensidad 

dual transiluminador (UVP Inc., Upland, CA) y se analizó con el sistema de 

documentación de gel de Kodak EDAS-290 (Kodak, Rochester, NY). La migración 

electroforética de la muestra de ADN se comparó con el control interno de 

cebadores específicos 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 tipificación de la guía de procedimiento. 

8.10. Obtención de linfocitos T CD8+ 

A partir de la sangre heparinizada (20mL) obtenida de los pacientes o de personas 

sanas, se obtuvieron PBMCs mediante centrifugación en Ficoll-Hypaque (Axis-

Shield PoC As). Las células fueron lavadas y la viabilidad celular (>95%) fue 

determinada mediante la prueba de exclusión del colorante azul de tripano en 

camara de Neubauer.  

Para el aislamiento de linfocitos T CD8+ se utilizó un kit de selección magnética 

negativa (Miltenyi Biotec, Bergisch, DE). Para esto, las PBMCs (40 X 106/mL) 

fueron suspendidas en 160µL de PBS-BSA 0.5% y 2 mM de ácido etilendiamino 

tetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) e incubadas con la mezcla de 

mAbs biotinados contra: CD4, CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, 

TCR-γδ y CD235a (40 µL), durante 10 min/4oC. Después de adicionar la solución 

amortiguadora del kit (120 µL), una segunda incubación se realizó con los mAbs 

IgG 1 de ratón anti-biotina acoplados a perlas magnéticas y mAb IgG2a de ratón 

anti-CD14 (80 µL) durante 15 min/4oC y se continuó con un lavado y resuspensión 

de las células en solución amortiguadora (1mL). 

La separación de los linfocitos T CD8+ inició con la colocación de la columna de 

separación LS (Miltenyi Biotec, Gladbach, DE) en el campo magnético generado 

por un iman que la sostiene sobre una placa de metal. Para esto, se hidrató la 

columna de separación con la solución amortiguadora (3 mL), se adicionó la 
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suspensión celular en la columna, para que las células marcadas con los 

anticuerpos conjugados a perlas magnéticas quedaran atrapadas en la columna. 

El eluyente que contenía a los linfocitos T CD8+ se colectó y la columna se lavó 

con solución amortiguadora (1mL). La fracción 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, 100µg/mL de estreptomicina, 

100UI/mL de penicilina y 2 mM de L-glutamina. La concentración y viabilidad 

celular (>95%) fue evaluada azul tripano en cámara de Neubauer. Para los 

ensayos biológicos, la pureza de estos linfocitos debe ser >95%, por lo que una 

fracción de estos linfocitos (2 X 105) fue incubada con los mAbs anti-CD3-PECy5.5 

(0.4µg/10µL de PBS), anti-CD4-PE (0.5µg/10µL de PBS) y anti-CD8-FITC 

(0.8µg/10µL de PBS) siguiendo el método convencional de inmunofluorescencia y 

análisis mediante citometría de flujo. 

8.11. Activación policlonal de linfocitos T CD8+ 

La activación de los linfocitos T CD8+ aislados mediante selección magnética 

negativa se realizó con el kit de activación y expansión de linfocitos T (Miltenyi 

Biotec, Gladbach, DE). Siguiendo las indicaciones del fabricante, se incubaron los 

mAb biotinados anti-CD2, anti-CD3 y anti-CD28 (25µg/100µL para cada mAb) con 

las microperlas MACS anti-biotina (1X108/500µL), en PBS-BSA al 0.5% y EDTA al 

2mM (200µL) a una temperatura de 4oC y en movimiento. Los linfocitos T CD8+ 

(4X105) se resuspendieron en medio de cultivo AIM-V (200µL), se colocaron en 

cada pozo de una placa de fondo plano (96 pozos) y se incubaron con los mAb 

acoplados a las microperlas MACS (8X105/4µL) e IL-2 recombinante humana 
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(rhIL-2, 20UI/mL) durante 72h a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Para la 

expansión, cada 72h las células se disgregaron y se adicionó nuevamente rhIL-2. 

Finalmente, se realizó un reestímulo con los mAb acoplados a las microperlas 

MACS (8X105/4µL) al día 7 de la expansión. La activación y viabilidad celular fue 

evaluada en una fracción de estos linfocitos (2X105) mediante la incubación con 

los mAbs anti-CD8-FITC (0.8µg/10µLPBS), anti-CD25-PE (0.5µg/10µLPBS) y 7-

AAD (0.1µg/2µL), siguiendo el método convencional de inmunofluorescencia y 

análisis mediante citometría de flujo.  

8.12. Ensayo de activación de linfocitos T CD8+ específicos de MUC1-8 mer  

La activación de linfocitos T CD8+ específicos de MUC1-8 mer se evaluó siguiendo 

el método propuesto por Jaramillo et al., (96). Primero, se conjugaron los mAb 

biotinados anti-CD2 y anti-CD28 (30µg para cada mAb) con las microperlas MACS 

anti-biotina (1X108/500µL) en la solución amortiguadora (500µL) a 4oC y en 

movimiento. Por otra parte, los linfocitos T CD8+ (4X105) se resuspendieron en 

medio de cultivo AIM-V (200µL) 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% (2X105) 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 (8X105/4µL) más la rhIL-2 (20UI/mL) cada 72 h. El cultivo se llevó a cabo 

durante 6 días a 37°C en atmósfera de CO2 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 activación celular fue determinada en una fracción de los 

linfocitos (2X105) por medio de la incubación con los mAbs anti-CD8-FITC 

(0.8µg/10µLPBS), anti-CD25-PE (0.5µg/10µLPBS) y 7-AAD (0.1µg/2µL) siguiendo 

el método convencional de inmunofluorescencia y análisis por citometría de flujo. 

8.13. Tinción de linfocitos T CD8+ con succimidil ester de carboxifluoresceina 

(CFSE) 

Para evaluar la expansión 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 preparó a una concentración de 200 nM 

(10µL de CFSE + 90µL de RPMI 1640). Después de preparar el CFSE, los 

linfocitos T CD8+ de pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar (4X105) 

fueron resuspendidos en medio de cultivo AIM-V (200µL) y colocados en placa de 

cultivo de fondo plano (96 pozos) se incubaron con CFSE (6µL) durante 15 min a 

37°C en oscuridad y movimiento. Para detener la reacción del CFSE, los linfocitos 

se lavaron dos veces con medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con SFB 

10% (1mL). La viabilidad celular se evaluó mediante la prueba de exclusión del 

colorante azul tripano en cámara de Neubauer. En una fracción de linfocitos T 

CD8+ (2X105) fue evaluada la tinción con CFSE por citometría de flujo.  

8.14. Expansión policlonal de linfocitos T CD8+ 

Linfocitos T CD8+CFSE+ (4X105) se resuspendieron en medio de cultivo AIM-V 

(200µL) por pozo en placa de fondo plano (96 pozos), siguiendo las instrucciones 
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del kit de activación y expansión 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 (8X105/4µL) y se incubaron durante 10 días a 37oC en 

atmosfera de CO2 al 5%. Cada 72h se disgregaron los linfocitos y se adicionó rhIL-

2 (20UI/mL), al día 7 se realizó un segundo estímulo con los mAb anti-CD2, anti-

CD3 y anti-CD28 acoplados a las microperlas MACS (8X105/4µL). La expansión 

policlonal fue observada a través de la disminución o perdida de CFSE y analizada 

en los días 3, 6 y 10 de incubación, mediante citometría de flujo.  

8.15. Ensayo de expansión de linfocitos T CD8+ específicos de MUC1-8 mer 

Para la activación específica de antígeno, los linfocitos T CD8+CFSE+ de pacientes 

HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar (2X105), se resuspendieron en medio de 

cultivo AIM-V (200µL) por pozo en placa de fondo plano (96 pozos) y se incubaron 

con células T2 fijadas con PFD al 1% (2X105) 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 (8X105/4µL) más rhIL-2 

(20UI/mL); todo esto se incubó durante 10 días a 37°C en atmósfera de CO2 al 

5%. Cada 72h se disgregaron los linfocitos y se adicionó rhIL-2 (20UI/mL) y al día 

7 se realizó un segundo estímulo con células T2 fijadas con PFD al 1% (2X105) 

que 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 expansión de los linfocitos 

T CD8+ específicos del péptido MUC1-8 mer fue indicada por la disminución o 

perdida de CFSE, analizada mediante citometría de flujo en los días 3, 6 y 10 de 
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incubación. 

8.16. Análisis estadístico 

El análisis general se realizó mediante el programa STATATM10 y la prueba de 

Shapiro-Wilk para identificar distribuciones de la población. Dado que las variables 

fueron distribuidas asimétricamente, una prueba de suma de rangos de Wilcoxon 

(Mann-Whitney) se llevó a cabo para su comparación. Los valores se muestran 

como mediana (md) y rangos intercuartiles (RIC). Algunos datos mostraron 

simetría; por lo tanto, se analizaron mediante la prueba “t” de Student y los valores 

se muestran como media ± desviación estándar. Las diferencias entre los grupos 

se consideraron estadísticamente significativas a P <0.05. 
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9. RESULTADOS 

9.1. Cinética de crecimiento de células T2 

En el proceso de propagación de las células T2, se observó que la viabilidad 

máxima que alcanzan estas células es de 98% a las 72h (Fig. 1-A), mientras que 

la concentración óptima que mantiene esta viabilidad fue de 8X105 /mL (figura 1-

B). Por lo tanto, las células T2 que fueron cosechadas bajo estas condiciones, se 

utilizaron en los ensayos biológicos. 

 

Figura 1. Cinética de crecimiento de la línea celular T2. A) Perfil cinético de la 
viabilidad de las células T2 en relación al tiempo de incubación. B) Perfil cinético de la 
concentración de células T2 por mL en relación al tiempo de incubación; células vivas 
(color azul) y células muertas (color rojo), n = 3. 

9.2. Titulación de los mAb 

Respecto a la titulación de los mAb para utilizar en las pruebas biológicas, ésta se 

realizó mediante citometría de flujo como se muestra en la figura 2, donde se 

observa que la concentración óptima del mAb anti-CD3-PerCP-Cy5.5 fue de 2µL, 

para el mAb anti-CD4-PE fue de 2µL, para el mAb anti-CD8-FITC fue de 10µL, 

para el mAb anti-CD25-PE de 2µL y para el mAb anti-HLA-A2-FITC de 2µL. Con 

respecto al uso de 7-AAD se utilizaron células incubadas a 57oC por 15 min para 

inducir el 100% de muerte celular detectada a una concentración de 2µL.  
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Figura 2. Titulación de mAb en PBMCs analizada mediante citometría de flujo. En las 
ventanas de análisis trazadas sobre la región para PBMCs, se observa la concentración 
del mAb utilizada y el porcentaje de células positivas a la fluorescencia; n = 3. 
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9.3. Teóricamente 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 unión teórica de estos péptidos a la molécula HLA-

A2 fue confirmada mediante el programa NetMHC 3.4 (108). Este programa 

predice la afinidad de unión de péptidos de 8-11 aminoácidos a las diferentes 

moléculas HLA de clase I basándose en el uso de redes neuronales artificiales 

(ANN), que ocupa las bases de datos de epítopos inmunogénicos, análisis de 

recursos (IEDB) y de péptidos eluidos SYFPEITHI. Como se muestra en la tabla 2, 

la interacción de los aminoácidos con la molécula HLA-A2 define un puntaje de 

afinidad (valor maximo de 1), mientras que la capacidad de unión teórica a la 

molécula HLA-A2 es calculada en unidad nanomolar (nM), considerando que la 

capacidad de unión fuerte tiene un límite 50 nM y la capacidad de unión débil tiene 

un límite de 500 nM (Tabla 2). 

Tabla 2. Capacidad de unión teórica de péptidos a la molécula HLA-A2 

evaluada mediante el programa Net MHC 3.4 

Péptido Secuencia         Puntaje Affinidad (nM)              Capacidad de unión      

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 aminoácidos y 1 tiene nueve, tamaño 

comparable con los péptidos que presenta la molécula HLA-A2 de manera natural. 

El análisis de unión teorica de los péptidos a la molécula HLA-A2, confirmó 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 unión media por 

esta molécula, mientras que los valores del péptido IVMP-9 indican una capacidad 

de unión fuerte. Estos péptidos fueron sintetizados en el IBT de la UNAM para 

evaluar experimentalmente su capacidad de unión a la molécula HLA-A2 y para 

ser utilizados en los ensayos biológicos. 

9.4. MUC1-8 mer, OVA-8 mer, IVMP-9 mer y la β2m 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 unión teórica 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 analizó la expresión de 

la molécula HLA-A2 mediante citometría 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 concentración de péptido; ya que al utilizar 1µg/mL del péptido MUC1-8 mer 

se identificó que el promedio de las células T2 que incrementaron la expresión de 

moléculas HLA-A2 fue de 3%, el cual alcanzó el 33.6% al utilizar 100 µg/mL; con 

1µg/mL del péptido OVA-8 mer, el 5% de las células T2 incrementaron sus 

moléculas HLA-A2, lo cual alcanzó el 36.6% con 100µg/mL; mientras que 1µg/mL 
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del péptido IVMP1-9-mer indujo que el 6% de células T2 incrementaran sus 

moléculas HLA-A2 alcanzando un máximo de 63.1% con 100µg/mL. Para todos 

los péptidos el punto de saturación fue la concentración de 200µg/mL, con esta 

concentración 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 
concentración de péptido. Las células T2 cultivadas 24 h con cada uno de los péptidos, 
fueron analizadas mediante citometría 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 IgG2b,k (gris); la expresión 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 concentración de 10 (verde),100 (azul) y 200 (rojo) µg/mL,  n=3.  
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Los resultados de los tres ensayos independientes de estabilización de la 

molécula HLA-A2 con β2m, demuestran que el incremento de moléculas HLA-A2 

también es dependiente de la concentración de β2m utilizada. En la figura 4 se 

observa que el promedio de las células T2 que incrementaron moléculas HLA-A2 

con 1µg/mL fue de 12.5%, el cual incrementó a 89.7% con 20µg/mL y 89.5% con 

40µg/mL; considerada el punto de saturación.  

                
Figura 4. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente de la 
concentración de β2m. Las células T2 cultivadas por 24h con β2m, fueron incubadas con 
el mAb anti-HLA-A2-FITC y analizadas mediante citometría de flujo. Los histogramas 
muestran en el eje de las X, la fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris); la 
expresión basal de la molécula HLA-A2 (amarillo ) y el incremento de molécula HLA-A2 
por la β2m utilizando la concentración de 1 (verde), 5 (lila), 10 (azul), 20 (rojo) y 40 (negro) 
µg/mL; n = 3. 

Utilizando la concentración óptima de 100µg/mL de cada péptido y 20µg/mL de  

β2m, se realizaron tres ensayos independientes de estabilización de las moléculas 

HLA-A2. La inmunofluorescencia se realizó con el mAb anti-HLA-A2-FITC y se 

analizó la expresión de las moléculas HLA-A2 mediante citometría 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. 

Además, 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 

unión teórica de cada uno de los péptidos a la molécula HLA-A2, resultado que es 

consistente con lo reportado por el programa NetMHC versión 3.4. 
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Figura 5. Incremento de moléculas HLA-A2 en las células T2 dependiente de péptido 
y β2m. Las células T2 fueron cultivadas por 24h con 100 µg/mL de los siguientes 
péptidos: A) IVMP1-9-mer, B) OVA-8-mer y C) MUC1-8 mer más 20µg/mL de β2m. Luego, 
las células T2 fueron incubadas con el mAb anti-HLA-A2-FITC y la expresión de HLA-A2 
analizada mediante citometría de flujo. Los histogramas muestran en el eje de las X, la 
fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris), la expresión basal de la molécula HLA-
A2 (amarillo) y el incremento de molécula HLA-A2 por cada uno de los péptidos (verde), 
por la β2m (azul) y por cada péptido más β2m (rojo); n = 3. 
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9.5. El incremento de moléculas HLA-A2 en células T2 es dependiente de la 

concentración de péptido MUC1-8 mer 

Para analizar la estabilización de moléculas HLA-A2 con el péptido MUC1-8 mer 

se realizaron tres experimentos independientes utilizando las condiciones óptimas. 

La inmunofluorescencia se realizó con el mAb anti-HLA-A2-FITC y el análisis de la 

expresión de HLA-A2 fue por medio de citometría de flujo. Los histogramas de la 

figura 6 representan la estabilización de moléculas HLA-A2 dependiente de la 

concentración del péptido MUC1-8 mer. En el análisis, la IMF de estas moléculas 

mostró que la expresión balsal tiene un valor de 31,6 ± 12,7; al incubarlas con 

1µg/mL de péptido MUC1-8 mer el valor aumentó a 40,3 ± 18,9; mientras que al 

utilizar 10µg/mL, el valor fue de 77,1 ± 32,3 y finalmente con 100µg/mL incrementó 

a 123 ± 52, lo cual indica un incremento de moléculas HLA-A2 de 3.8 veces más 

en comparación con la expresión basal, en el 99.8% de las células T2. Estos 

resultados indican la unión 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 β2m. Las células T2 fueron cultivadas por 24h con péptido MUC1-
8 mer (1-100µg/mL) en presencia  β2m (20µg/mL). Luego, se incubaron con el mAb anti-
HLA-A2-FITC y se analizaron mediante citometría de flujo. Los histogramas muestran en 
el eje de las X, la fluorescencia del control de isotipo IgG2b,k (gris); la expresión basal de 
la molécula HLA-A2 (amarillo) y el incremento de la molécula HLA-A2 por el péptido 
MUC1-8 mer utilizando la concentración de 1 (verde),10 (azul) y 100 (rojo) µg/mL en 
presencia de β2m (20µg/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 más fiable de su eficacia in vitro o in vivo. 

Nosotros utilizamos la concentración óptima de péptido MUC1-8 mer y de la β2m 

para estabilizar moléculas HLA-A2 en la superficie de las células T2. También, 

realizamos la detección 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 ratón-Alexa-

594. Luego, con el uso de un microscopio confocal, registramos las imágenes con 

fluorescencia proveniente de los mAb para indentificar su distribución, co-

localización 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 núcleo 

teñido con DAPI (canal azul), las cuales son positivas a la expresión de la 

molécula HLA-A2 (canal verde) y a la presencia del péptido MUC1-8 mer (canal 

rojo). El análisis 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. Expresión de la molécula HLA-A2, presencia del péptido MUC1-8 mer y su  
colocalización en las células T2 (10X). Las células T2 (2X105) se cultivaron con péptido 
MUC1-8 mer (100µg/mL) y β2m (20µg/mL) en portaobjetos con microcámaras durante 24h 
a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. Para la inmunofluorescencia indirecta del péptido 
MUC1-8 mer las células se incubaron con el mAb anti-CA 27-29 (1µg/500µLPBS) durante 
30 min a 4°C y posteriormente con el anticuerpo anti-IgG de ratón-Alexa Fluor 594 
(0.1µg/500µL de PBS) durante 2h a 4°C. La inmunofluorescencia directa de la molécula 
HLA-A2 se realizó con el mAb anti-HLA-A2-FITC (0.8µg/10µLPBS). Después, las células 
se fijaron con PFD al 1% y se cubrieron con medio de montaje Vectashield con DAPI. Las 
imágenes se adquirieron con un microscopio confocal y se realizó el análisis de 
colocalización con el programa ImageJ. En la imagen se observan células T2 con núcleos 
teñidos con DAPI en color azul, expresión de la molécula HLA-A2 en color verde, la 
presencia del péptido MUC1-8 mer en color rojo y la colocalización de las emisiones de 
fluorescencia en color amarillo; n = 3. 
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Figura 8. Colocalización 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-IgG de ratón 
conjugado con Alexa 594 y finalmente con el anti-HLA-A2-FITC para el análisis de 
microscopia confocal. Los resultados demuestran la tinción del núcleo de la célula T2 en 
color azul (A); la expresión 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-localización 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 colocalización mostraron valores significativos que van 



	 50	

de 0.4 a 1 a través de toda la membrana de la célula T2, siendo los valores de 1 

más 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 núcleo teñido 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 último, la colocalización de las 
intensidades de fluorescencia de los mAbs que reconocen a  las moléculas HLA-A2 y al 
péptido MUC1-8 mer (color amarillo), así como la regiones de estudio seleccionadas para 
evaluar el coeficiente Manders (magenta), n = 3. 

Respecto al análisis de distribución de las intensidades de fluorescencia de los 

mAb y su co-localización 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 expresión 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 formación de complejos HLA-A2-péptido MUC1-8 mer-β2-m en la 

membrana de las células T2, los cuales serán utilizados para activar linfocitos T 

CD8+ específicos 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. Distribución, intensidad y colocalización 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 
que representan la intensidad de fluorescencia del núcleo en el canal azul (teñido con 
DAPI); la expresión 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-IgG1 de ratón-Alexa 
594 y mAb anti-CA27-29) y colocalización de estos fluorocromos (color amarillo), n=3. 

9.7. Características clínicas del grupo de estudio 

Considerando los criterios de inclusión, los pacientes con adenocarcinoma 

pulmonar hospitalizados en la unidad de oncología del INER y personas sanas de 

la unidad de investigación de la misma Institución fueron seleccionados para este 

estudio. La edad media del grupo de pacientes con adenocarcinoma pulmonar fue 

de 63,67 ± 10,7 años (rango: 51-74 años); entre estos, 4 fueron hombres (44%) y 

5 fueron mujeres (56%). Cuatro de los pacientes tenían metástasis; 6 de los 9 

pacientes totales mostraron estadio tumoral IV, mientras que los 3 restantes 

estadio tumoral III (Tabla 3). En el grupo de personas sanas, la edad media fue de 
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59,1 ± 9.3 años (rango: 34-64 años), 6 mujeres y 4 hombres. Mediante la 

genotipificación de la molécula HLA-A2, se determinó que siete pacientes son 

HLA-A2+ y dos pacientes son HLA-A2-; así 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, Nódulo, 
Metastasis; + Estudio histopatológico que indica la sobreexpresión de MUC1. 
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Figura 11. Genotipificación de la molécula HLA-A2. A) Gel de agarosa con banda en el 
carril 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 utilizó gliceraldehído-3–
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la cual presentó 410 pares de bases (pb). 

Obtenido el consentimiento informado de cada uno de los participantes, se obtuvo 

la muestra sanguínea 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 selección magnética negativa, fueron 

analizados mediante una gráfica de tamaño contra granularidad (figura 12-A), 

delimitándola como región 1 (R1). Las células de la R1 se analizaron en relación a 

la autofluorescencia y a la reacción inespecífica 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 fracción de esta población fue 

incubada con los mAbs anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. La Fig.12-C muestra tres 

gráficas de las células que corresponden a linfocitos T CD3+, CD8+ y CD3+CD8+ 

que 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 selección magnética negativa, su pureza fue 
analizada mediante citometría de flujo. A) Gráfica correspondiente al tamaño contra 
granularidad celular para obtener la región 1 (R1), la cual fue analizada en: B) Gráfica de 
fluorescencias (FL-3 contra FL-1) que muestra el control negativo y el control de isotipo; 
C) gráficas 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 continuó con la estandarización de la activación policlonal de estos 

linfocitos para ser utilizados como control positivo de activación. 

9.9. Cinética de linfocitos T CD8+ activados policlonalmente 

Siguiendo las instrucciones del kit de activación y expansión de células T de 

Miltenyi, se realizaron tres ensayos se activación 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 expansión se adicionó rhIL-2 cada 72h. La 

activación de los linfocitos fue evaluada mediante el fenotipo de activación y de 

viabilidad CD8+CD25+7AA-D-, identificado con inmunofluorescencia y análisis por 
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citometría de flujo, al día 3 y 6 del cultivo. La figura 13-C presenta el fenotipo de 

activación basal de los linfocitos sin estímulo. Los linfocitos activados proliferaron 

en relación al incremento de la concentración de mAbs, ya que con 0.15µg 

tuvieron un incremento promedio de 67.2%, con 0.22µg de 81.8%, con 0.3µg de 

84.8% y con 0.5µg de 82.8%. La viabilidad de esta población fue evaluada 

mediante 7AA-D. Sin embargo, los linfocitos estimulados por tres días pierden 

viabilidad en relación al incremento de la concentración de mAbs anti-CD3, anti-

CD2 y anti-CD28, ya que con 0.15µg de estos mAbs, el promedio de linfocitos no 

viables fue de 13%, con 0.22µg se incrementó a 19%, con 0.3µg alcanzó un 

20.8% y con 0.5µg a 24.1% (figura 13-E). Aun así en el día seis de cultivo, sólo los 

linfocitos que fueron incubados con 0.3µg de los mAbs anti-CD3, anti-CD2 y anti-

CD28 presentaron en promedio 96.4% de linfocitos con el fenotipo de activación 

con viabilidad del 98%, siendo ésta la condición óptima para la activación 

policlonal. 
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Figura 13. Proliferación 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 días para analizar el fenotipo de 
activación y viabilidad CD8+CD25+7AAD- por citometría de flujo. A) Gráficas de tamaño 
contra granularidad celular para obtener la región 1 (R1), la cual fue analizada en: B) 
gráficas de fluorescencias (FL-1 contra FL-2) que muestra controles de isotipo de CD8 y 
CD25; C) gráficas de FL1 vs FL2, mostrando la proliferación 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) gráficas 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 CD8+CD25+7AA-D- de personas sanas HLA-A2+ se 

incrementan al ser estimulados con nuestro sistema de activación 

Para analizar la activación in vitro de los linfocitos T CD8+ específicos del péptido 

MUC1-8 mer, se obtuvieron linfocitos T CD8+ mediante selección magnética 

negativa de 5 personas sanas HLA-A2+ y de 5 personas sanas HLA-A2-. Nuestro 

sistema de activación consistió en cultivar: a) linfocitos T CD8+ más 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+ más mAb anti-CD2 y anti-

CD28 acoplados a microperlas MACS; c) linfocitos T CD8+ más 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 activación policlonal 

de linfocitos T). Todos los cultivos se realizaron adicionando rhIL-2 cada tercer día 

durante 6 días. 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 activación 

CD8+CD25+7AA-D- se identificó con inmunofluorescencia por citometría de flujo. El 

incremento de linfocitos con el fenotipo de activación generado en cada condición 

fue analizado a través de la prueba bioestadística de WILCOXON, siendo las 

variables, el porcentaje de linfocitos con el fenotipo de activación basal (sin 

estimulo) y el incremento de esta población después del estímulo. 
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Figura 14. Incremento de linfocitos T CD8+CD25+7AA-D- de persona sana HLA-A2+ 

inducida con diferentes estímulos. Los linfocitos T CD8+ de donador sano HLA-A2+ 

fueron incubados durante 6 días bajo diferentes condiciones e IL-2 (20U/ml) cada 72h y el 
fenotipo de activación y viabilidad CD8+CD25+7AA-D- evaluados por citometría de flujo. En 
la figura se muestra la región de linfocitos en proliferación de acuerdo a su tamaño 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 estímulos. Los linfocitos T CD8+ de donador sano HLA-A2- 

fueron incubados durante 6 días bajo diferentes condiciones e IL-2 (20U/ml) cada 72 h. El 
fenotipo de activación y viabilidad CD8+CD25+7AA-D- fue analizado por citometría de flujo. 
En la figura se muestra la región de linfocitos en proliferación de acuerdo a su tamaño 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%) y 
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 

activación 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 activación, en las personas sanas HLA-A2-, los 

linfocitos fenotipo de activación incrementaron de 2 a 4.8%, diferencia que no fue 

estadísticamente significativa (p = 0.180). En el caso de personas sanas HLA-A2+, 

los linfocitos con fenotipo de activación incrementaron de 9.6 a 12%, diferencia 

estadísticamente significativa en relación a los valores basales (p = 0.018). Este 

último incremento, resultó ser estadísticamente significativo al compararlo con el 

de las personas sanas HLA-A2- (p = 0.04). La prueba estadística valida la 

activación de linfocitos T CD8+ específicos del péptido MUC1-8 mer en las 

personas sanas HLA-A2+. 
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Figura 16. Incremeto de linfocitos T CD8+ específicos 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 días 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% incrementó 
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 incrementó a 9.6-12%, 
diferencia estadísticamente significativa (p=0.04). Al analizar este último incremento en 
relación al registrado en los linfocitos de las personas sanas HLA-A2-, la diferencia 
también fue estadísticamente significativa (p=0.04). El análisis fue realizado mediante la 
prueba estadística de WILCOXON. * P <0.05 

Respecto a los linfocitos T CD8+ que fueron cultivados en condiciones 

consideradas como controles de la activación específica de antígeno, la figura 17 

muestra que basalmente los linfocitos con fenotipo de activación 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 activación 

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 activación 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 relación a los valores basales (p = 0.317 y p = 

0.050, respectivamente). Esta prueba estadística muestra que el incremento de 

linfocitos con el fenotipo de activación generado por coestimulación 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 

activación), presentaron el fenotipo de activación en >90% de la población 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 días 
con mAbs anti-CD2 y anti-CD28, el fenotipo CD8+CD25+7AAD- basal de 1.4 a 4.2% 
incrementó de 1.8 a 4.9% y al ser estimulados con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 
mer alcanzó de 2 a 4.9%, diferencias que no fueron estadísticamente 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 incrementó de 2.2 a 6.9% y al ser estimulados 
con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer llegó de 2 a 9.9%, diferencias que no 
fueron estadísticamente significativas (p=0.063 y p=0.051, respectivamente). El análisis 
fue  realizado mediante la prueba estadística 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 activación 

Para evaluar la activación de linfocitos T CD8+ específicos 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 

activación consistió en cultivar: a) linfocitos T CD8+ sin estímulo; 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 activación CD8+CD25+7AA-D- se identificó por inmunofluorescencia y 

citometría de flujo. El incremento de linfocitos con fenotipo de activación generado 

en cada condición de estímulo fue analizado a través de la prueba bioestadística 

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 días bajo 
diferentes condiciones e IL-2 (20UI/ml) cada 72h, para evaluar el fenotipo de activación y 
viabilidad CD8+CD25+7AA-D- mediante citometría de flujo. La figura muestra la región de 
linfocitos en proliferación de acuerdo a su tamaño 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 estímulos. Los linfocitos T CD8+ 
de paciente HLA-A2- con adenocarcinoma pulmonar fueron incubados durante 6 días bajo 
diferentes condiciones e IL-2 (20U/mL) cada 72h para evaluar el fenotipo de activación y 
la viabilidad CD8+CD25+7AA-D- mediante citometría de flujo. La figura muestra la región 
de linfocitos en proliferación de acuerdo a su tamaño 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 activación inducido por 

nuestro sistema se representan en la figura 20, donde observa que en forma 

basal, los linfocitos con fenotipo de activación 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 activación, en los pacientes HLA-A2-, los linfocitos con el fenotipo de activación 

incrementaron de 5.3 a 6.7%, diferencia que no fue estadísticamente significativa 

(p=0.180) y en los pacientes HLA-A2+ los linfocitos con el fenotipo de activación 

incrementaron de 22 a 30%, diferencia estadísticamente significativa en relación a 

los valores basales (p=0.018). Este último incremento fue estadísticamente 

significativo al compararlo con el obtenido en los pacientes HLA-A2- (p=0.18). El 

análisis muestra que en las células de los pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma 

pulmonar se induce un mayor porcentaje de activación de linfocitos T CD8+ 

específicos del péptido MUC1-8 mer. 
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Figura 20. Incremento de linfocitos T CD8+ específicos 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 
días con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y mAb anti-CD2 y anti-CD28, el 
fenotipo CD8+CD25+7AAD- basal de 5 a 5.3% incrementó 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 incrementó de 22 a 30%, con una diferencia estadísticamente 
significativa (p=0.04). Al analizar este último incremento en relación al registrado en los 
linfocitos de las personas sanas HLA-A2-, la diferencia también fue estadísticamente 
significativa (p=0.04). El análisis realizado mediante la prueba estadística de WILCOXON. 
*P <0.05. 

Respecto a los linfocitos T CD8+ que fueron cultivados en las condiciones 

consideradas como controles de la activación específica de antígeno, la figura 21 

muestra que en forma basal, los linfocitos de pacientes HLA-A2- con el fenotipo de 

activación, 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 activación 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 activación 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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que no fueron estadisticamente representativas en relación a los valores basales 

(p=0.063 y p=0.051, respectivamente). Esta prueba estadística valida que el 

incremento de linfocitos con fenotipo de activación generado por la coestimulación 

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 activación, presentaron fenotipo de activación >90% de la población. 

                    

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 días con mAbs anti-CD2 y anti-CD28, el fenotipo CD8+CD25+7AAD- basal de 5 a 
5.3% incrementó de 5.2 a 5.5% y al ser estimulados con el complejo HLA-A2-péptido 
MUC1-8 mer aumentó de 5 a 6.6%, diferencias que no fueron estadísticamente 
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 incrementó de 3.2 a 19% y al ser 
estimulados con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer aumentó de 3.9 a 21%, 
diferencias que no fueron estadísticamente significativas (p=0317 y p=0.051, 
respectivamente). Análisis realizado mediante la prueba estadística 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 activación 

no está restringido al estadio tumoral 

Después de evaluar la activación de los linfocitos T CD8+ específicos al péptido 

MUC1-8 mer de los pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar, nuestra 

siguiente pregunta fue conocer si la activación estaba restringida al estadio 

tumoral. Por lo tanto, las muestras de estos pacientes se dividieron de acuerdo a 

la clasificación TNM para su análisis estadísitico (14). La figura 22 muestra que los 

linfocitos no estimuladas de pacientes en estadio III exhibieron una mayor 

proporción de linfocitos con fenotipo de activación que las células no estimuladas 

de pacientes en estadio IV (md 15%, iqr 10-15 contra md 3.2%, iqr 2.7-8.3; P = 

0,03) y que la proporción de este fenotipo fue similar en ambos grupos de 

pacientes después de estimular sus linfocitos T CD8+ con nuestro sistema de 

activación (md 24% , iqr 22-30 contra md 25.5%, iqr 23-26, respectivamente). Por 

lo que se concluye que la activación de los linfocitos específicos al péptido MUC1- 

8 mer no está restringida al estadio tumoral. 
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Figura 22. Incremento similar de linfocitos T CD8+CD25+7AA-D- de pacientes HLA-
A2+ en estadio III 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 III 
(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, además de IL-2 cada 3 días durante 6 
días. 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 citometría de flujo. Una 
incubación adicional con 7-AAD se realizó para excluir del análisis a las células dañadas. 
* P <005. 

Como era de esperarse, al estimular a los linfocitos T CD8+ con nuestro sistema 

de activación, el porcentaje de linfocitos con fenotipo de activación de pacientes 

HLA-A2+ fue 2.3 veces mayor que el registrado en las personas sanas HLA-A2+ 

(md 25%, iqr 22-30 vs. md 11%, iqr 9,6-12); diferencia estadísticamente 

significativa (p=0.04), mostrada en la figura 23. 
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Figura 23. Proliferación significativa de linfocitos T específicos al péptido MUC1-8 
mer de pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma de pulmón. 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% incrementó 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 incrementó de 22 a 30%. Al analizar este último 
incremento en relación al registrado en los linfocitos de las personas sanas HLA-A2+, la 
diferencia fue estadísticamente significativa (*p=0.04). 

9.13. Cinética de la expansión policlonal de linfocitos T CD8+ de pacientes 

HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar 

Para evaluar la expansión 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 día 

durante 10 días realizando una reestimulación el día 7 de cultivo con los mismos 

mAbs. La división celular fue analizada los días 3, 6 y 10 mediante citometría de 

flujo. Los histogramas de la figura 24 muestran la expansión 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, 

basándose en la pérdida secuencial de la intensidad de fluorescencia de CFSE en 

relación al día 3, 6 y 10. La división celular también se observa en la gráfica de 

puntos. 
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Figura 24. Expansión 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 día durante 10 días. La reestimulación se realizó con los mismos mAbs el día 7 de 
cultivo. La expansión policlonal fue analizada mediante la perdida de CFSE en los días de 
incubación 3, 6 y 10 mediante citometría de flujo. En la figura se observa la región de 
linfocitos T CD8+ en proliferación de acuerdo a su tamaño 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 basándose en la perdida de la intensidad de fluorescencia de 
CFSE asociada al tiempo de incubación (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+ específicos del péptido MUC1-8 mer de pacientes 

HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar se expanden in vitro al ser 

estimulados con nuestro sistema de activación 

Para evaluar la respuesta proliferativa de los linfocitos T CD8+ específicos 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 activación. Los linfocitos se cultivaron durante 10 días con 

células T2 que presentan el péptido MUC1-8 mer y mAbs anti-CD2 y anti-CD28 en 

presencia de rhIL-2 cada tercer día. Una reestimulación con células T2-péptido 

MUC1-8 mer y anticuerpos coestimuladores se realizó después de 7 días de 

cultivo. Al finalizar el cultivo (día 10), las células fueron cosechadas y fijadas y la 

expansión específica de antígeno se determinó por la pérdida de la fluorescencia 

del CFSE. La Figura 25 muestra la respuesta proliferativa de linfocitos T CD8+ 

específicos del péptido MUC1-8 mer de un paciente HLA-A2+ con adenocarcinoma 

pulmonar medida por la disminución de CFSE. Se observan dos picos separados 

que pertenecen a dos tipos de poblaciones celulares en un lapso de 10 días de 

cultivo. El pico de la derecha son linfocitos T CD8+ que no sufrieron dividisión 

celular, mientras que el pico de la izquierda son linfocitos T CD8+ que proliferaron 

y que corresponden a los específicos 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 reestimulación 

con las células T2-péptido MUC1-8 mer y coestimulación, en comparación con el 
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incremento promedio de 26.7% que se observó en los linfocitos T CD8+ que fueron 

estímulados con nuestro sistema de activación.  
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Figura 25. Expansión de linfocitos T CD8+ específicos 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 día durante 10 días. 
Al día 7 se realizó una reestimulación con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y 
mAbs anti-CD2 y anti-CD28. La expansión específica de antígeno fue analizada por la 
pérdida de CFSE en los días de incubación 3, 6 y 10 mediante citometría de flujo. En la 
figura se observa en la región R1, linfocitos T CD8+ en proliferación de acuerdo a su 
tamaño y granularidad. La región R2 corresponde a las células T2 (A). Histograma de 
linfocitos T CD8+CFSE- así 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 
específicamente. Dos picos se observan por la pérdida de fluorescencia de CFSE 
asociada al tiempo de incubación de 10 días. Un pico corresponde a células que no se 
dividieron, mientras que el otro son células que sufrieron expansión clonal (B). Gráfica de 
puntos que muestra las divisiones celulares representadas en barras de diferentes colores 
(C); n = 3. 
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Figura 26. Expansión de linfocitos T CD8+ específicos del péptido MUC1-8 mer de 
pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar después de la reestimulación 
con el complejo HLA-A2-péptido MUC1-8 mer y coestimulación. La grafica muestra la 
expansión de linfocitos T CD8+ durante 10 días de cultivo. Linfocitos sin estímulo (panel 
de la izquierda). Linfocitos estimulados en forma policlonal con mAbs anti-CD3, anti-CD2 y 
anti-CD28 (panel de enmedio). Linfocitos T CD8+ específicos 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. DISCUSIÓN  

La terapia adoptiva de linfocitos T citotóxicos (CTLs) ha mostrado resultados 

prometedores como estrategia de tratamiento para los pacientes con cáncer (82, 

83). El reto al que se enfrenta este tipo de terapia es a la activación ex vivo y 

expansión de CTLs a partir de pacientes leucopénicos con células dendríticas 

(DCs) no funcionales (86). Por lo que seleccionar epítopos inmunogénicos 

derivados de antígenos asociados a tumor (TAA) y células presentadoras de 

antígeno (APC) que sustituyan a las DCs es crucial para activar linfocitos T CD8+ 

específicos de tumores (36, 38, 85 y 86). Respecto a esto, se ha demostrado que 

la línea celular T2 de linfoblastos humanos ha sido utilizada como APC artificial 

para activar linfocitos T CD8+ específicos del tumor (95, 96). Por otro lado, se ha 

identificado que el TAA derivado de la MUC1 es uno de los de mayor importancia 

en adenocarcinomas, debido a que algunos de sus epítopos activan linfocitos T 

CD8+ de manera específica (32-34), siendo el epítopo SAPDTRPA de MUC1 

(MUC1-8 mer)  inmunodominante al activar linfocitos T CD8+ específicos 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 informática NetMHC versión 3.4 (108). 

La capacidad de unión teórica la comprobamos experimentalmente mediante los 

ensayos de estabilización de la molécula HLA-A2 con el péptido MUC1-8, ya que 

observamos que la expresión de moléculas HLA-A2 en la membrana de las 

células T2 fue dependiente de la concentración de péptido MUC1-8 mer utilizada 

(siendo la concentración de 100µg/mL de péptido la que estabiliza el máximo de 
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moléculas HLA-A2 y 200µg/mL el punto de saturación). Esto permite concluir que 

la unión del péptido MUC1-8 mer estabiliza a la molécula HLA-A2, por lo que su 

expresión aumenta en la membrana de las células T2. Lo cual fue comparable con 

los ensayos de estabilización de la molécula HLA-A2 con variantes del péptido 

SAPDTRPA que incluyen: la adición del carbohidrato N-Acetil-D-galactosamina 

(GalNAc) en la Treonina (SAPDTGalNAcRPA) o la sustitución de la Treonina y 

Alanina por Fenilalanina e Isoleucina (SAPDFRPL) o la adición de Prolina y 

GalNAc (SAPDTGalNAcRPAP) 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 antígeno y sólo modificar la concentración del péptido utilizada en un rango de 

1010-108M, debido a que la presentación de epítopos en una cantidad fisiológica 

podría reflejar la sensibilidad natural de los CTLs (95). También mencionan que se 

debe considerar que la respuesta de los CTLs podría variar de acuerdo al número 

de epítopos antigénicos encontrados en la membrana de las células T2, por lo que 

se debe definir una condición óptima para iniciar la activación de linfocitos T CD8+  

específicos para cada antígeno, ya que niveles subóptimos de la presentación de 

antígenos, tal como ocurren en la regulación negativa de moléculas de MHC de 

clase I por las células cancerosas, podría 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 más fiable de 

su eficacia in vitro o in vivo (123,124). Nosotros demostramos mediante 

micrsocopía confocal, la expresión 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 

ratón-Alexa 594, colocalizan y se distribuyen en la membrana de las células T2 de 

manera polarizada y con diferentes intensidades. Los resultados indican la 

formación y distribución 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 identificación de complejos HLA-A2-péptidos del antígeno 

específico de próstata en la membrana de las células T2, mediante microscopía 

confocal. Estos complejos activaron eficientemente linfocitos T CD8+ específicos 

del tumor (123). 

Una correcta presentación 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 unión alta a diferentes moléculas MHC de clase 

I, ya que pacientes con melanoma que fueron inmunizados con estos péptidos 

presentaron una mínima regresión del tumor (126), mientras que péptidos de 

mediana o baja afinidad por las moléculas MHC de clase I, han sido seleccionados 

por su capacidad para activar eficientemente linfocitos T CD8+ específicos de 

tumor (127). Tal fue el caso del péptido MUC1-8 mer, ya que nuestros resultados 

indican que los linfocitos T CD8+ se activan específicamente con el complejo HLA-

A2-β2m-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+ específicos del péptido MUC1-8 mer, lo cual 

señala la existencia de una población 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+ específicos de antígenos tumorales 

como el TAA mamaglobulina A (96), antígeno específico de próstata (128), 

melanoma A (129), NY-ESO-1(130), WT1 y 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 identificó la reactividad de linfocitos T CD8+ específicos del péptido 

MUC1-8 mer. Este resultado fue similar a la activación de los linfocitos T CD8+ 

específicos 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 SAPDTGalNAcRPA 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 línea MCF-7 (100). Además, Lazoura y cols., en 2007 demuestran 

que la activación de linfocitos T CD8+ específicos 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, SAPDTGalNAcRPAPG y la transfección del gen MUC1 activan 

linfocitos T CD8+ y linfocitos Th4 (102,103 y 140). La activación de los linfocitos 

Th4 es de suma importancia, ya que intervienen en el rechazo del tumor mediante: 

1) activación de eosinófilos y macrófagos, capaces de eliminar células tumorales 
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por medio de especies reactivas de oxigeno y óxido nítrico; 2) liberación de IFN-γ, 

el cual promueve la expansión de CTLs por tiempo prolongado; 3) modulación del 

microambiente tumoral, liberando citocinas proinflamatorias; y 4) lisis de las 

células tumorales, mediante la liberación de granzimas y perforinas (135). Esta 

cualidad inmunogénica también ha sido identificada en epíopos de los antígenos 

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 activación, no presentaron una respuesta 

estadísticamente significativa.  

Cabe destacar que los linfocitos T CD8+ de los pacientes HLA-A2+ y de las 

personas sanas HLA-A2+ respondieron específicamente a nuestro sistema de 

activación. Lo cual se refleja en la diferencia del incremento de los linfocitos con el 

fenotipo de activación 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 

coestimulación de los anticuerpos anti-CD2 y anti-CD28, ya que el incremento de 

estos linfocitos con fenotipo de activación fue estadísticamente significativo. 

Respecto a la expansión in vitro de los linfocitos T CD8+ específicos del péptido 

MUC1-8 mer de pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar, nosotros 

demostramos que esta población prolifera al ser estimulada con nuestro sistema 

de activación (hasta 3 veces más) y con la reestimulación al día 7 con el complejo 

HL-A2-péptido MUC1-8 mer. En un estudio similar, otros autores activaron 

linfocitos T CD8+  específicos del TAA Mamaglobulina A de pacientes HLA-A2+ 

con cáncer de mama, utilizando un sistema de activación 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 activación y expansión de CTLs necesitó 

varios reestimulos semanales para mantener la función citotóxica contra diversas 

líneas celulares de origen tumoral (96). Mientras que con nuestro sistema de 

activación sólo se realizó un reestímulo a la semana, lo cual podría tener origen en 

la coestimulación adicional generada por los mAbs anti-CD2 y anti-CD28 

acoplados a las perlas, ya que la interacción de los mAb con las moléculas 

coestimuladoras induce la formación de filamentos de actina entre las perlas y la 

superficie de los linfocitos T CD8+, mimetizando la sinápsis inmunológica entre 

APC y los CTLs (70, 85, 86 y 116). Además, se debe considerar que nuestro 

trabajo tuvo como objetivo demostrar la capacidad proliferativa en porcentaje y no 

se consideró la función citotóxica.  

Nuestros resultados también demuestran que la proporción de linfocitos T 

CD8+CD25+7AA-D- no estimulados de los pacientes estadio III y IV fueron 

significativamente diferentes, pero después de la estimulación con el complejo 

péptido HLA-A2-MUC1-8 mer y mAb anti-CD2 y anti-CD28, la proporción de estos 

linfocitos fue la misma. Lo cual indica que la reactividad de los linfocitos T CD8+ 

específicos del péptido MUC1-8 mer no es dependiente del estadio tumoral o de la  

baja expresión 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-β (38,40,41); el rescate del 

mecanismo de señalización celular, mediante el contacto directo y continuo con el 

anticuerpo anti-CD28 que sobrepasa la señal 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 

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

• Las células T2 como APC del péptido MUC1-8 mer mas la coestimulación 

de los mAb anti-CD2 y anti-CD28 e rhIL-2 activan a los linfocitos T CD8+ 

específicamente.  

• Los linfocitos T CD8+ específicos del péptido MUC1-8 mer de personas 

sanas HLA-A2+ pueden ser activados in vitro. 

• Los linfocitos T CD8+ específicos 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+ específicos del péptido MUC1-8 de 

pacientes HLA-A2+ con adenocarcinoma pulmonar no está restringida al 

estadio tumoral. 
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Abstract. Adoptive immunotherapy requires the isolation 
of CD8+�7�FHOOV�VSHFLÀF�IRU�WXPRU�DVVRFLDWHG�DQWLJHQV��WKHLU�
expansion in vitro and their transfusion to the patient to 
mediate a therapeutic effect. MUC1 is an important adenocar-
FLQRPD�DQWLJHQ�LPPXQRJHQLF�IRU�7�FHOOV��7KH�08&��GHULYHG�
SAPDTRPA (MUC1-8-mer) peptide is a potent epitope 
UHFRJQL]HG�E\�&'�+ T cells in murine models. Likewise, the 
7��FHOO�OLQH�KDV�EHHQ�XVHG�DV�DQ�DQWLJHQ�SUHVHQWLQJ�FHOO�WR�
activate CD8+�7�FHOOV��EXW�VR�IDU�08&��KDV�QRW�EHHQ�DVVHVVHG�
in this context. We evaluated whether the MUC1-8-mer 
SHSWLGH�FDQ�EH�SUHVHQWHG�E\�7��FHOOV�WR�H[SDQG�&'��+CD8+ 
T cells isolated from HLA-A2+�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�SDWLHQWV�
ZLWK�VWDJH�,,,�RU�,9�WXPRUV��7KH�UHVXOWV�VKRZHG�WKDW�08&��
8-mer peptide-loaded T2 cells activated CD8+ T cells from 
cancer HLA-A2+ patients when anti-CD2, anti-CD28 anti-
ERGLHV�DQG�,/���ZHUH�DGGHG��7KH�SHUFHQWDJH�RI�&'��+CD8+ 
7�FHOOV�ZDV���IROG�KLJKHU�WKDQ�WKRVH�LQ�WKH�QRQ�VWLPXODWHG�
cells (P=0.018). HLA-A2+�SDWLHQW�FHOOV�VKRZHG�D�VLJQLÀFDQW�
GLIIHUHQFH������IROG�KLJKHU��LQ�DFWLYDWLRQ�VWDWXV�WKDQ�+/$�$�+ 
healthy control cells (P=0.04). Moreover, 77.6% of MUC1-
��PHU�SHSWLGH�VSHFLÀF�&'�+�7�FHOOV�SUROLIHUDWHG�IROORZLQJ�
a second stimulation with MUC1-8-mer peptide-loaded 
7��FHOOV�DIWHU����GD\V�RI�FHOO�FXOWXUH��7KHUH�ZHUH�VLJQLÀFDQW�
GLIIHUHQFHV�LQ�WKH�SHUFHQWDJH�RI�EDVDO�&'��+CD8+ T cells in 
UHODWLRQ�WR�WKH�FDQFHU�VWDJH��WKLV�GLIIHUHQFH�GLVDSSHDUHG�DIWHU�
08&����PHU�SHSWLGH�VWLPXODWLRQ��,Q�FRQFOXVLRQ��H[SDQVLRQ�RI�

CD25+CD8+�7�FHOOV�E\�08&����SHSWLGH�ORDGHG�7��FHOOV�SOXV�
FRVWLPXODWRU\�VLJQDOV�YLD�&'���&'���DQG�,/���FDQ�EH�XVHIXO�
in adoptive immunotherapy.

Introduction

/XQJ�DGHQRFDUFLQRPD� LV� WKH�PDLQ� FDXVH�RI� FDQFHU�UHODWHG�
PRUWDOLW\�ZRUOGZLGH� ������� 7KH� LPPXQH� UHVSRQVH� DJDLQVW�
tumors requires activation of tumor-specific CD8+ T cells 
WR�JHQHUDWH�HIIHFWRU�&'�+ cytotoxic T lymphocytes (CTLs) 
ZLWK�WKH�DELOLW\�WR�NLOO�WXPRU�FHOOV������7KH�DQWLWXPRU�&'�+ 
7�FHOOV�DUH�DFWLYDWHG�E\�VLJQDOV�UHVXOWLQJ�IURP�7�FHOO�UHFHSWRU�
�7&5��UHFRJQLWLRQ�RI�VSHFLÀF�WXPRU�GHULYHG�SHSWLGH�DQWLJHQV�
SUHVHQWHG�E\�PDMRU�KLVWRFRPSDWLELOLW\�FRPSOH[�FODVV�,��0+&�,��
molecules on dendritic cells (DCs) (3,4). The CTL response 
WR�FDQFHU�LV�VXERUGLQDWHG�WR�WKH�LPPXQRVXSSUHVVRU�HQYLURQ-
PHQW�WKDW� WDNHV�SODFH�GXULQJ�WKH�SURJUHVVLRQ�RI� WXPRUV������
2QH� WUHDWPHQW� VWUDWHJ\� LV� DGRSWLYH� LPPXQRWKHUDS\� WKDW�
LQYROYHV�WKH�WUDQVIXVLRQ�RI�DXWRORJRXV�&'�+ CTLs to remove 
WKH�PDOLJQDQW�FHOOV������(IIRUWV�WR�DFWLYDWH�DQG�H[SDQG�WXPRU�
VSHFLÀF�&7/V�in vitro�KDYH�EHHQ�IRFXVHG�RQ�LQ�WKH�VHDUFK�IRU�
LPPXQRJHQLF� WXPRU�DVVRFLDWHG�DQWLJHQV��7$$V��DV�ZHOO�DV�
DSSURSULDWH�WXPRU�DQWLJHQ�SUHVHQWLQJ�FHOOV��$3&V���������7KH�
PRVW� VLJQLILFDQW� DQWLJHQ� H[SUHVVHG� LQ� WKH�YDVW�PDMRULW\�RI�
DGHQRFDUFLQRPDV�LV�D�K\SRJO\FRV\ODWHG�LVRIRUP�IURP�KXPDQ�
PXFLQ����08&���SURWHLQ��ZKLFK�H[KLELWV�LPPXQRJHQLF�SHSWLGH�
VHTXHQFHV��������$PRQJ�08&��GHULYHG�SHSWLGHV��WKH�+��NE-
restricted MUC1-SAPDTRPA (MUC1-8-mer) peptide has 
SURYHQ�WR�EH�WKH�PRVW�LPPXQRJHQLF�HSLWRSH�IRU�PXULQH�7�FHOO�
DFWLYDWLRQ� ��������0+&�ELQGLQJ�HSLWRSH�SUHGLFWLRQ�DQDO\VLV�
showed that the MUC1-8-mer peptide is also restricted to 
HLA-A2 molecules (11). The T2 cell line expresses HLA-A2 
PROHFXOHV��WKHUHIRUH�LW�KDV�EHHQ�XVHG�DV�DQ�$3&�WR�DFWLYDWH�
distinctive TAA-specific CD8+ T cells from healthy volun-
WHHUV�������$GGLWLRQDOO\��7��FHOOV�KDYH�EHHQ�XVHG�WR�DFWLYDWH�
cancer-patient CD8+�7�FHOOV�VSHFLÀF�IRU�7$$�GHULYHG�SHSWLGHV��
EXW�QRW�08&��GHULYHG�SHSWLGHV�������2XU�DLP�ZDV�WR�HYDOXDWH�
i) whether T2 cells can present the MUC1-8-mer peptide, and 
ii) to determine whether MUC1-8-loaded T2 cells activate 

Expansion of quiescent lung adenocarcinoma CD8+ T cells by 
MUC1-8-mer peptide-T2 cell-ơ2 microglobulin complexes
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and expand CD8+�7�FHOOV�LVRODWHG�IURP�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�
HLA-A2+ patients.

Materials and methods

Lung adenocarcinoma patients. Nine adult patients with 
D� GLDJQRVLV� RI� QRQ�VPDOO� FHOO� OXQJ� FDQFHU� HVWDEOLVKHG� E\�
FOLQLFDO�KLVWRU\��SK\VLFDO�H[DPLQDWLRQ��FKHVW�;�UD\V��DQG�KLVWR-
SDWKRORJ\�ZHUH�LQFOXGHG��7KH�SDWLHQWV�ZHUH�KRVSLWDOL]HG�DW�
WKH�2QFRORJ\�8QLW�DW�WKH�,QVWLWXWR�1DFLRQDO�GH�(QIHUPHGDGHV�
5HVSLUDWRULDV�¶,VPDHO�&RVtR�9LOOHJDV·� LQ�0H[LFR�&LW\��7KH�
SDWLHQW�UHFUXLWPHQW�FULWHULD�LQFOXGHG�SDWLHQWV�ZLWK�D�GLDJQRVLV�
RI�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�ZKR�KDG�QRW�XQGHUJRQH�DQ\�SUHYLRXV�
FDQFHU�DVVRFLDWHG�VXUJHU\�RU�PHGLFDO�WUHDWPHQW��3DWLHQWV�ZHUH�
FODVVLÀHG�DV�VWDJH�,,,�DQG�,9�DFFRUGLQJ�WR�WKH�VWDQGDUG�FULWHULD�
of the Tumor, Node and Metastasis (TNM) system (14). A 
SHULSKHUDO� EORRG� VDPSOH�ZDV� REWDLQHG� IURP� HDFK� SDWLHQW�
EHIRUH�WKH�VWDUW�RI�DQWLFDQFHU�FKHPRWKHUDS\�RU�UDGLRWKHUDS\��
7HQ�DJH�PDWFKHG�DQG�FOLQLFDOO\�KHDOWK\�YROXQWHHUV�ZLWK�QR�
history of cancer were included as controls. The Science and 
%LRHWKLFV�&RPPLWWHH�RI�RXU�,QVWLWXWLRQ�LQ�DFFRUGDQFH�ZLWK�
the Declaration of Helsinki approved the study, and patients 
DQG�KHDOWK\�YROXQWHHUV�SURYLGHG�LQIRUPHG�FRQVHQW�IRU�EORRG�
VDPSOLQJ�DIWHU�ZULWWHQ�LQIRUPDWLRQ�ZDV�SURYLGHG�

Monoclonal antibodies and reagents. Peridinin chloro-
SK\OO� SURWHLQ� FRPSOH[�F\DQLQH����� �3HU&3�&\�����ODEHOHG�
DQWL�KXPDQ�&'���FORQH�6.���PRQRFORQDO�DQWLERG\��P$E���
SK\FRHU\WKULQ��3(��ODEHOHG�DQWL�KXPDQ�&'���FORQH�2.7���
P$E��ÁXRUHVFHLQ�LVRWKLRF\DQDWH��),7&��ODEHOHG�DQWL�KXPDQ�
&'�� �FORQH�6.��� DQG� DQWL�+/$�$�� �FORQH�%%�����P$EV��
DQG� 3HU&3�&\������ 3(��� ),7&�ODEHOHG� LVRW\SH� FRQWURO�
�FORQH�023&�����P$EV��DQG�KXPDQ�UHFRPELQDQW�,/���ZHUH�
SXUFKDVHG� IURP�%LR/HJHQG�� ,QF�� �6DQ�'LHJR�� &$��86$���
3(�ODEHOHG� DQWL�KXPDQ� &'��� �FORQH�0�$����� P$E� DQG�
7-amino-actinomycin-D (7-AAD) were acquired from BD 
%LRVFLHQFHV��6DQ�-RVH��&$��86$���$OH[D�)OXRU�����ODEHOHG�
JRDW�DQWL�,J*�PRXVH�DQWLERG\�ZDV�REWDLQHG�IURP�0ROHFXODU�
3UREHV�/LIH� 7HFKQRORJLHV� �(XJHQH�� 25�� 86$��� +XPDQ�
ơ2�PLFURJOREXOLQ� �ơ2m) and mouse anti-CA 27-29 (clone 
0��������� VSHFLILF� IRU�6$3'753$��P$E�ZHUH�REWDLQHG�
IURP�)LW]JHUDOG�,QGXVWULHV�,QWHUQDWLRQDO��$FWRQ��0$��86$���
%ORRG�'1$�LVRODWLRQ�DQG�)DVW\SH�+/$�'1$�663�7\SLQJ�
V\VWHP�NLWV�ZHUH�SURYLGHG�E\�%LR�6\QWKHVLV�,QF���/HZLVYLOOH��
7;��86$���/\PSKRSUHS���)LFROO�������GHQVLW\��ZDV�IURP�
Axis-Shield PoC As (Oslo, Norway). CD8+�7�FHOO�QHJDWLYH�
LVRODWLRQ�NLW� LQ� D�PDJQHWLF� DQWLERG\� FHOO� VRUWLQJ� �0$&6��
V\VWHP�FRQWDLQLQJ�ELRWLQ�ODEHOHG�DQWLERGLHV�WR�KXPDQ�&'���
CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR-Ƣƣ� 
&'���D��JO\FRSKRULQ�$��DQG�PDJQHWLF�PLFUREHDGV�FRDWHG�
ZLWK�PRXVH�$EV�DJDLQVW�ELRWLQ�DQG�KXPDQ�&'����DV�ZHOO�DV�
P$EV�WR�KXPDQ�&'���&'��DQG�&'���IURP�WKH�7�FHOO�DFWL-
YDWLRQ�H[SDQVLRQ�NLW�ZHUH� IURP�0LOWHQ\L�%LRWHF� �%HUJLVFK�
*ODGEDFK��*HUPDQ\���)HWDO�ERYLQH�VHUXP��)%6��3HUIRUPDQFH�
3OXV���SHQLFLOOLQ��VWUHSWRP\FLQ��/�JOXWDPLQH�DQG�UHFRPELQDQW�
Taq� '1$� SRO\PHUDVH� ZHUH� SXUFKDVHG� IURP� *LEFR�/LIH�
7HFKQRORJLHV� �5RFNYLOOH��0'��86$���&DUER[\IOXRUHVFHLQ�
VXFFLPLG\O�HVWHU��&)6(��ZDV�IURP�,QYLWURJHQ��&DPDULOOR��&$��
86$���9HFWDVKLHOG�PRXQWLQJ�PHGLXP�ZLWK�'$3,�ZDV�IURP�
9HFWRU�/DERUDWRULHV��,QF���%XUOLQJDPH��&$��86$���530,������

FXOWXUH�PHGLXP��ERYLQH�VHUXP�DOEXPLQ�IUDFWLRQ�9��%6$���
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), dimethyl sulfoxide, 
DJDURVH��HWKLGLXP�EURPLGH��WU\SDQ�EOXH�G\HV��DQG�VDOW�UHDJHQWV�
ZHUH�REWDLQHG�IURP�6LJPD�$OGULFK��6W��/RXLV��02��86$��

Peptides. The SAPDTRPA-human mucin 1 (MUC1-8-mer 
SHSWLGH���*,/*)9)7/�LQÁXHQ]D�$�YLUXV�PDWUL[�SURWHLQ��58-66 
�,903����PHU� SHSWLGH��� DQG� 6,,1)(./�FKLFNHQ� RYDO-
EXPLQ257-264� �29$���PHU�SHSWLGH����������ZHUH�V\QWKHVL]HG�
E\�WKH�,QVWLWXWR�GH�%LRWHFQRORJtD�DW�WKH�8QLYHUVLGDG�1DFLRQDO�
$XWyQRPD�GH�0p[LFR�LQ�&XHUQDYDFD��0RUHORV��0H[LFR��RQ�
D����$�PXOWLSOH�SHSWLGH�V\QWKHVL]HU� �$SSOLHG�%LRV\VWHPV��
6DQ�'LHJR��&$��86$��DFFRUGLQJ�WR�FRPPHUFLDOO\�DYDLODEOH�
PDQXIDFWXUHU
V�SURWRFROV��7KH�DIÀQLW\�RI�WKHVH�SHSWLGHV�IRU�
WKH�+/$�$��PROHFXOH�ZDV�FRQÀUPHG�E\�1HW0+&�����6HUYHU�
software (18). The purity of the peptides was >95%, and their 
PROHFXODU�ZHLJKWV�ZHUH�DVVHVVHG�E\�KLJK�SHUIRUPDQFH�OLTXLG�
FKURPDWRJUDSK\�DQG�FRQÀUPHG�E\�PDVV�VSHFWURPHWU\��7KH�
peptides were dissolved in dimethyl sulfoxide at a concentra-
WLRQ�RI����PJ�PO�DQG�VWRUHG�DW����Ý&�XQWLO�UHTXLUHG�

Cells. 3HULSKHUDO� EORRG�PRQRQXFOHDU� FHOOV� �3%0&V��ZHUH�
LVRODWHG�IURP����PO�KHSDULQL]HG�ZKROH�EORRG�E\�)LFROO�GHQVLW\�
JUDGLHQW�FHQWULIXJDWLRQ�IRU����PLQ�DW�����J�DQG���Ý&�������$IWHU�
FHQWULIXJDWLRQ��WKH�LQWHUIDFH�FHOOV�ZHUH�FROOHFWHG��ZDVKHG�WZLFH�
LQ�530,������PHGLXP��DQG�FRXQWHG�LQ�D�1HXEDXHU�FKDPEHU�
WR�DVVHVV�FHOO�YLDELOLW\�YLD�WKH�WU\SDQ�EOXH�G\H�H[FOXVLRQ�WHVW�

7KH�KXPDQ�7��FHOO�OLQH�ZDV�REWDLQHG�IURP�WKH�$PHULFDQ�
7\SH�&XOWXUH�&ROOHFWLRQ��$7&&��&5/��������0DQDVVDV��9$��
USA). T2 cells express an HLA-A2 molecule that lacks TAP 
IXQFWLRQ��VR�LW�FDQ�HDVLO\�EH�ORDGHG�ZLWK�H[RJHQRXV�SHSWLGHV�IRU�
CD8+�7�FHOO�UHFRJQLWLRQ�������7KH�7��FHOO�OLQH�ZDV�FXOWXUHG�LQ�
530,������PHGLXP�VXSSOHPHQWHG�ZLWK�����KHDW�LQDFWLYDWHG�
)%6�������J�PO�VWUHSWRP\FLQ������8�PO�SHQLFLOOLQ��DQG���P0�
/�JOXWDPLQH������)%6�VXSSOHPHQWHG�530,�PHGLXP��DW���Ý&�
LQ�D�KXPLGLÀHG�DWPRVSKHUH�FRQWDLQLQJ����&22.

3XULÀFDWLRQ�RI�&'�+ T cells. Cytotoxic CD8+ T cells were 
LVRODWHG�IURP�3%0&V�E\�D�QHJDWLYH�PDJQHWLF�VHOHFWLRQ�NLW�
�0LOWHQ\L�%LRWHF���%ULHÁ\��3%0&V���[��7 cells) were suspended 
LQ�����O�SKRVSKDWH�EXIIHUHG�VDOLQH��3%6�������0�VRGLXP�SKRV-
phate, 0.15 M sodium chloride, pH 7.2) supplemented with 0.5% 
%6$�DQG���P0�('7$�DQG�LQFXEDWHG�ZLWK�ELRWLQ�DQWLERGLHV�
WR�KXPDQ�OHXNRF\WH�SKHQRW\SH�PROHFXOHV�IRU����PLQ�DW��Ý&��
IROORZHG�E\�D�VHFRQG�LQFXEDWLRQ�ZLWK�PDJQHWLF�PLFUREHDGV�
FRDWHG�ZLWK�PRXVH�$EV�DJDLQVW�ELRWLQ�DQG�KXPDQ�&'���IRU�DQ�
DGGLWLRQDO����PLQ�DW��Ý&��7KH�SXULW\�SHUFHQWDJH�IRU�PDJQHWL-
FDOO\�XQODEHOHG�&'�+ T cells was always >95%, as determined 
E\�ÁRZ�F\WRPHWU\�YLD�LQFXEDWLRQ�ZLWK�3(�&\����DQWL�KXPDQ�
&'���3(�DQWL�&'���DQG�),7&�DQWL�&'��P$EV�IRU����PLQ�
DW��Ý&��7KH�PDJQHWLFDOO\�ODEHOHG�&'�- T cells were used to 
identify HLA-A2 alleles.

'1$� W\SLQJ� IRU� WKH�+/$�$�� DOOHOH��Genomic DNA was 
extracted from CD8-�7�FHOOV�E\�D�EORRG�'1$�LVRODWLRQ�NLW�
�%LR�6\QWKHVLV�� DFFRUGLQJ� WR� WKH�PDQXIDFWXUHU
V� LQVWUXF-
WLRQV�� 7KH� WRWDO� '1$� FRQFHQWUDWLRQ� ZDV� TXDQWLILHG� E\�
VSHFWURSKRWRPHWU\�DW�����DQG�����QP�XVLQJ�DQ�$63������
VSHFWURSKRWRPHWHU� �$&7*HQH�,QF���3LVFDWDZD\��1-��86$���
7KH�'1$�ZDV�VXVSHQGHG�LQ������O�RI�WKH�HOXWLRQ�EXIIHU�DQG�
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VWRUHG�DW����Ý&�XQWLO�XVH��0ROHFXODU�W\SLQJ�ZDV�SHUIRUPHG�
ZLWK�WKH�SRO\PHUDVH�FKDLQ�UHDFWLRQ��3&5��VHTXHQFH�VSHFLÀF�
SULPHU� �663�� WHFKQLTXH� XVLQJ� D� )DVW\SH�+/$�'1$�663�
7\SLQJ� V\VWHP� NLW� �%LR�6\QWKHVLV��� )RU� +/$�$� W\SLQJ��
24 primer pairs were used at a low-resolution modality. 
%ULHÁ\��3&5�DPSOLÀFDWLRQV�ZHUH�FDUULHG�RXW�RQ������J�RI�
JHQRPLF�'1$�LQ�D�����O�UHDFWLRQ�YROXPH�FRQWDLQLQJ����P0�
.&O�����P0�7ULV�&O��S+�����DQG�����P0�0J&O2������0�RI�
HDFK�G173�������6DPSOHV�ZHUH�VXEMHFWHG�WR����F\FOHV�DW���Ý&�
IRU����VHF�IRU�GHQDWXULQJ�����F\FOHV�DW���Ý&�IRU����VHF�IRU�
DQQHDOLQJ��DQG����F\FOHV�DW���Ý&�IRU����VHF�IRU�H[WHQVLRQ�XVLQJ�
DQ�DXWRPDWHG�WKHUPDO�F\FOHU��*HQH$PS�3&5�V\VWHP�������
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). An additional 
KROG�RI���Ý&�IRU����VHF�DQG�WKHQ����F\FOHV�DW���Ý&�IRU���PLQ�
ZHUH�DGGHG�WR�WKH�GHQDWXULQJ�VWHS�EHIRUH�WKH�ÀUVW�F\FOH��$IWHU�
the last cycle, the extension step received an additional 5 min 
DW���Ý&��7KH�DPSOLÀFDWLRQV�ZHUH�DFKLHYHG�XVLQJ�UHFRPELQDQW�
Taq�'1$�SRO\PHUDVH��7KH�LQWHJULW\�RI�DPSOLÀHG�3&5�663�
SURGXFWV�ZDV�DVVHVVHG�E\�VXEPDULQH����DJDURVH�JHO�HOHF-
WURSKRUHVLV�DQG�VWDLQLQJ�ZLWK������PJ�PO�HWKLGLXP�EURPLGH�
IRU����PLQ��(DFK�'1$�VDPSOH�ZDV�WKHQ�YLVXDOL]HG�LQ�D�GXDO�
LQWHQVLW\�XOWUDYLROHW��89��OLJKW�WUDQVLOOXPLQDWRU��893�,QF���
8SODQG��&$��86$��DQG�DQDO\]HG�ZLWK�WKH�.RGDN�('$6�����
JHO� GRFXPHQWDWLRQ� V\VWHP� �.RGDN��5RFKHVWHU��1<��86$��
DFFRUGLQJ�WR�WKH�HOHFWURSKRUHWLF�PLJUDWLRQ�RI�WKH�'1$�VDPSOH�
FRPSDUHG�ZLWK�WKH�LQWHUQDO�FRQWURO�SULPHU�SDLU�VSHFLÀF�IRU�
WKH�KXPDQ�*�3'+�JHQH��%LR�6\QWKHVLV���7KH�UHVXOWV�ZHUH�
LQWHUSUHWHG�IROORZLQJ�WKH�LQVWUXFWLRQV�RQ�WKH�W\SLQJ�VKHHWV�
IURP�WKH�SURFHGXUH�JXLGH�

3HSWLGH�ORDGLQJ�RQ�WKH�7��FHOO� OLQH��7KH�+/$�$��ELQGLQJ�
DELOLW\�RI�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�ZDV�DVVHVVHG�E\�+/$�$��
PHPEUDQH�VWDELOL]DWLRQ�RQ� WKH�7��FHOO� OLQH�DFFRUGLQJ� WR�D�
SUHYLRXVO\�GHVFULEHG�PHWKRG�������,Q�EULHI��7��FHOOV���[��5) 
ZHUH� SODFHG� LQ� IODW�ERWWRPHG�� ���ZHOO� FHOO� FXOWXUH� SODWHV�
�7KHUPR�6FLHQWLÀF�1XQF��5RVNLOGH��'HQPDUN��LQ�����)%6�
VXSSOHPHQWHG�530,� PHGLXP� DQG� LQFXEDWHG� ZLWK� ERWK�
08&����PHU�SHSWLGH�������J�PO��DQG�KXPDQ�ơ2P������J�PO��
IRU����K�DW���Ý&�LQ����&22 atmosphere. The optimal dose of 
ERWK�ơ2P�DQG�WKH�08&����SHSWLGH�ZDV�SUHYLRXVO\�REWDLQHG�
IURP�GLIIHUHQW�FRQFHQWUDWLRQV�WHVWHG��7KH�7��FHOOV�LQFXEDWHG�
HLWKHU� ZLWK� WKH� +/$�$�� UHVWULFWHG� ,903����PHU� RU� WKH�
29$���PHU�SHSWLGHV�ZHUH�XVHG�DV�SRVLWLYH�FRQWUROV����������
ZKHUHDV�FHOOV�FXOWXUHG� LQ� WKH�DEVHQFH�RI� WKH�08&����PHU�
SHSWLGH�ZHUH� FRQVLGHUHG� WR�EH� WKH�QHJDWLYH� FRQWURO��$IWHU�
LQFXEDWLRQ��7��FHOOV�ZHUH�ZDVKHG�WZLFH�ZLWK�3%6�FRQWDLQLQJ�
�����%6$�DQG�VRGLXP�D]LGH��3%6�%6$�EXIIHU��DQG�VWDLQHG�
ZLWK�),7&�DQWL�+/$�$��P$E�IRU����PLQ�DW��Ý&��)LQDOO\��WKH�
FHOOV�ZHUH�DQDO\]HG�E\�ÁRZ�F\WRPHWU\�ZKHUH�WKH�+/$�$��
H[SUHVVLRQ�RQ�7��FHOOV�ZDV�HYDOXDWHG�DV�WKH�PHDQ�ÁXRUHVFHQFH�
LQWHQVLW\��0),���ZKLFK�ZDV�FDOFXODWHG�E\�REWDLQLQJ�WKH�0),�
GLIIHUHQFH�EHWZHHQ�FHOOV�LQFXEDWHG�LQ�WKH�SUHVHQFH�RU�DEVHQFH�
of the MUC1-8-mer peptide.

Flow cytometry. &HOOV�ZHUH�DFTXLUHG�XVLQJ�D�)$&6FDQ�ÁRZ�
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and 
DQDO\]HG�ZLWK�)ORZ-R�VRIWZDUH�YHUVLRQ���������7UHH�6WDU�,QF���
$VKODQG��25��86$���7R� DQDO\]H� WKH� LPPXQRIOXRUHVFHQFH�
VWDLQLQJ�RI�FHOO�VXUIDFH�PROHFXOHV���������HYHQWV�ZHUH�FRXQWHG�
LQ�OLQHDU�PRGH�IRU�ERWK�IRUZDUG�VFDWWHU��)6&��DQG�VLGH�VFDWWHU�

�66&���&HOOV�ZHUH�WKHQ�JDWHG�E\�WKHLU�SK\VLFDO�SURSHUWLHV��)6&�
DQG�66&��DQG�DQDO\]HG�ZLWK�ORJ�DPSOLÀFDWLRQ�IRU�LPPXQRÁXR-
UHVFHQFH��'DWD�DUH�SUHVHQWHG�DV�KLVWRJUDPV�RU�WZR�GLPHQVLRQDO�
GRW�SORWV�� )OXRUHVFHQW� VWDLQLQJ�ODEHOHG� LVRW\SH�PDWFKHG�
FRQWURO�P$EV�ZHUH�XVHG�WR�DVVHVV�EDFNJURXQG�VWDLQLQJ�

&RQIRFDO�PLFURVFRS\��T2 cells (2x105) were cultured in 8-well 
PLFURFKDPEHU�JODVV�VOLGHV��%'�)DOFRQ���%HGIRUG��0$��86$��
LQ�����)%6�VXSSOHPHQWHG�530,�PHGLXP�DQG�LQFXEDWHG�ZLWK�
MUC1-8 peptide plus ơ2m for 24 h under the conditions as 
GHVFULEHG�DERYH��$IWHU�WKH�FXOWXUH��WKH�FHOOV�ZHUH�ZDVKHG�WZLFH�
ZLWK�3%6�FRQWDLQLQJ����%6$�DQG������VRGLXP�D]LGH�DQG�LQFX-
EDWHG�ZLWK�$OH[D�)OXRU�����ODEHOHG�JRDW�DQWL�PRXVH�,J*�P$E�
IRU����PLQ�DIWHU�LQFXEDWLRQ�ZLWK�WKH�DQWL�&$�������P$E�IRU���K�
DW��Ý&��$�VHFRQG�VWDLQLQJ�ZDV�SHUIRUPHG�ZLWK�),7&�ODEHOHG�
DQWL�+/$�$��P$E�IRU����PLQ�DW��Ý&��&HOOV�LQFXEDWHG�ZLWK�
WKH�),7&�LVRW\SH�FRQWURO�DQG�WKH�$OH[D�)OXRU�����VHFRQGDU\�
DQWLERG\��ZHUH�XVHG�DV�FRQWUROV��)RU�FRORFDOL]DWLRQ�DQDO\VLV��
the cells were fixed in 1% p-formaldehyde, and the slides 
ZHUH�PRXQWHG�LQ�9HFWDVKLHOG�ZLWK�'$3,�GLOXWHG�����LQ�3%6��
)OXRUHVFHQFH�LPDJHV�ZHUH�DFTXLUHG�ZLWK�DQ�/60�����=HLVV�
FRQIRFDO�PLFURVFRSH� �&DUO� =HLVV��2EHUNRFKHQ��*HUPDQ\��
XVLQJ�D���;�REMHFWLYH�OHQV��$OO�LPDJHV�ZHUH�FDSWXUHG�XQGHU�WKH�
VDPH�H[SRVXUH��PDJQLÀFDWLRQ�DQG�LQWHQVLÀFDWLRQ��7KH�GLJLWDO�
LPDJHV�ZHUH�SURFHVVHG�E\�,PDJH-�VRIWZDUH��:D\QH�5DVEDQG��
1,+��%HWKHVGD��0$��86$�� DQG� DQDO\]HG� XVLQJ�0DQGHU
V�
FRHIÀFLHQW�������)LQDOO\��WKH�LPDJHV�ZHUH�FODULÀHG�E\�$GREH�
3KRWRVKRS�&6��VRIWZDUH� �$GREH�6\VWHPV��$JUDWH�%LDQ]D��
,WDO\��

,Q� YLWUR� DFWLYDWLRQ� DQG� H[SDQVLRQ� RI� &'�+ T cells by 
08&����PHU� SHSWLGH�ORDGHG� 7�� FHOOV�� MUC1-8-mer 
peptide-loaded T2 cells were used as APCs to activate freshly 
REWDLQHG�&'�+�7�FHOOV�IURP�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�SDWLHQWV�
RU�KHDOWK\�FRQWUROV��XVLQJ�D�PRGLÀHG�PHWKRG�GHVFULEHG�E\�
Jaramillo et al�������,Q�EULHI��7��FHOOV���[��5) were cultured 
with the MUC1-8-mer peptide plus ơ2P�IRU����K��DV�GHVFULEHG�
DERYH�� &HOOV�ZHUH� WKHQ� KDUYHVWHG��ZDVKHG� LQ� WKH� FXOWXUH�
medium, and fixed in 1% p-formaldehyde for 30 min at 
�Ý&��$IWHU�ZDVKLQJ��À[HG�7��FHOOV�ZHUH�FXOWXUHG�ZLWK�&'�+ 
T cells (4x105) in 96-well plates in 10% FBS-supplemented 
530,�PHGLXP�LQ�WKH�SUHVHQFH�RI����O�RI�EHDG�SDUWLFOH�FRXSOHG�
DQWL�&'��DQG�DQWL�&'���P$EV�IURP�D�7�FHOO�DFWLYDWLRQ�H[SDQ-
VLRQ�V\VWHP��0LOWHQ\L�%LRWHF��IRU���GD\V�DW���Ý&�LQ�D����&22 
DWPRVSKHUH��+XPDQ�UHFRPELQDQW�,/�������8�PO��ZDV�DGGHG�
after 3 days of cell culture, when half of the culture medium 
supernatant was removed and the well was replenished with 
IUHVK�����)%6�VXSSOHPHQWHG�530,�PHGLXP��&'�+ T cells 
cultured with MUC1-8-mer peptide loaded-T2 cells, and 
CD8+�7�FHOOV�ZLWK�DQWL�&'��DQG�DQWL�&'���P$EV�ZHUH�XVHG�
DV�WKH�VSHFLÀF�DQWLJHQ�&'�+ T cell stimulation control. CD8+ 
7�FHOOV�RQO\�DFWLYDWHG�ZLWK�P$EV�WR�&'���&'���DQG�&'���
ZHUH�XVHG�DV�WKH�XQVSHFLÀF�DQWLJHQ�&'�+ T cell stimulation 
positive control. At the end of the culture, CD8+ T cells were 
KDUYHVWHG��ZDVKHG� LQ�D�3%6�%6$�EXIIHU��DQG�VWDLQHG�ZLWK�
),7&�DQWL�&'��DQG�3(�DQWL�&'���P$EV�IRU����PLQ�DW��Ý&��
7R�H[FOXGH�G\LQJ�FHOOV�EHIRUH�DFTXLVLWLRQ�LQ�D�ÁRZ�F\WRPHWHU��
FHOOV�ZHUH�DGGLWLRQDOO\�LQFXEDWHG�LQ�D���$$'�VWDLQLQJ�VROXWLRQ�
IRU����PLQ�DW��Ý&��ZDVKHG�LQ�3%6�%6$�EXIIHU�DQG�DQDO\]HG�E\�
ÁRZ�F\WRPHWU\�
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For clonal expansion detection, the CD8+ T cells 
VXVSHQGHG�LQ�530,������PHGLXP�ZHUH�VWDLQHG�ZLWK�����O�
of 0.5 mM CFSE (prepared from a 5-mM stock solution 
GLVVROYHG�LQ�GLPHWK\O�VXOIR[LGH��IRU����PLQ�DW���Ý&�LQ�GDUN-
QHVV�������$IWHU�LQFXEDWLRQ��WKH�FHOOV�ZHUH�ZDVKHG�WZLFH�LQ�
���PO�RI�����)%6�VXSSOHPHQWHG�530,�PHGLXP�DQG� WKH�
FHOO�YLDELOLW\�ZDV�HYDOXDWHG�E\� WU\SDQ�EOXH�G\H�H[FOXVLRQ�
WHVW��&)6(�ODEHOHG�&'�+ T cells (4x105) were then cultured 
ZLWK�À[HG�08&����PHU�SHSWLGH�ORDGHG�7��FHOOV���[��5) in 
WKH�SUHVHQFH�RI�FRVWLPXODWRU\�DQWLERGLHV�SOXV�,/����DGGHG�
every third day) for 10 days. An additional stimulation of 
CD8+�7�FHOOV�ZDV�FDUULHG�RXW�WKURXJK�DGGLQJ�À[HG�08&��
8-mer peptide-loaded T2 cells (2x105) on day 7 of culture 

DIWHU�UHPRYLQJ�KDOI�RI�WKH�FXOWXUH�PHGLXP�VXSHUQDWDQW�DQG�
UHSOHQLVKLQJ� WKH�ZHOO�ZLWK� IUHVK�����)%6�VXSSOHPHQWHG�
530,�PHGLXP�

Statistical analysis. 7KH�HQWLUH�DQDO\VLV�ZDV�SHUIRUPHG�E\�
67$7$�����VRIWZDUH�XVLQJ�D�6KDSLUR�:LON�WHVW�WR�LGHQWLI\�
SRSXODWLRQ�GLVWULEXWLRQV��%HFDXVH�WKH�YDULDEOHV�ZHUH�DV\P-
PHWULFDOO\�GLVWULEXWHG��D�:LOFR[RQ�UDQN�VXP��0DQQ�:KLWQH\��
WHVW�ZDV�FDUULHG�RXW�IRU�WKHLU�FRPSDULVRQ��9DOXHV�DUH�VKRZQ�DV�
PHGLDQ��PG��DQG�LQWHUTXDUWLOH�UDQJH��LTU���6RPH�GDWD�VKRZHG�
V\PPHWU\��WKXV��WKH\�ZHUH�DQDO\]HG�XVLQJ�WKH�6WXGHQW
V�W�WHVW��
and the values are displayed as mean ± standard deviation. 
'LIIHUHQFHV� EHWZHHQ� JURXSV�ZHUH� FRQVLGHUHG� VWDWLVWLFDOO\�
VLJQLÀFDQW�DW�3������

Results

3DWLHQW� FKDUDFWHULVWLFV��7KH�PHDQ� SDWLHQW� JURXS� DJH�ZDV�
�����������\HDUV��UDQJH��������\HDUV���DPRQJ�WKHVH����ZHUH�
PDOH� ������DQG���ZHUH� IHPDOH� ���������RXW� RI� ��SDWLHQWV�
were HLA-A2+��)RXU�RI�WKH�SDWLHQWV�KDG�PHWDVWDVLV����RI�WKH�
��WRWDO�SDWLHQWV�SUHVHQWHG�ZLWK�WXPRU�VWDJH�,9��ZKHUHDV�WKH�
UHPDLQLQJ���KDG�WXPRU�VWDJH�,,,��7DEOH�,���7KH�FRQWURO�JURXS�
PHDQ�DJH�ZDV����������\HDUV��UDQJH��������\HDUV�����ZHUH�PDOH�
and 4 female.

08&����PHU�SHSWLGH�SOXV�ơ�P�LQFUHDVHV�WKH�H[SUHVVLRQ�RI�
+/$�$��PROHFXOHV�RQ�WKH�7��FHOO�VXUIDFH��7KH�+/$�$��VSHFLÀF�
DIÀQLW\�RI�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�WR�7��FHOOV�ZDV�SUHGLFWHG�
E\�1HW0+&�����VRIWZDUH�������DQG�FRPSDUHG�WR�WKH�DIÀQLW\�

7DEOH�,��*HQHUDO�GDWD�RI�WKH�QRQ�VPDOO�FHOO�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�SDWLHQWV�DQG�KHDOWK\�FRQWUROV�

3DUWLFLSDQW� *HQGHU�DJH��\HDUV�� +/$�$�� 6WDJH�FODVVLÀFDWLRQ� +LVWRSDWKRORJ\�IRU�08&�

+&�� 0���� �� �� �
+&�� 0���� �� �� �
+&�� )���� �� �� �
+&�� )���� �� �� �
+&�� 0���� �� �� �
+&�� )���� �� �� �
+&�� )���� �� �� �
+&�� 0���� �� �� �
+&�� 0���� �� �� �
+&��� 0���� �� �� �
3�� )���� �� 7�1�0�� �
3�� 0���� �� 7�1�0�� �
3�� )���� �� 7�1�0�� �
3�� )���� �� 7�1�0�� �
3�� 0���� �� 7�1�0�� �
3�� 0���� �� 7�1�0�� �
3�� 0���� �� 7�1�0�� �
3�� )���� �� 7�1�0�� �
3�� )���� �� 7�1�0�� �

+&��KHDOWK\�FRQWURO��3��SDWLHQW��0��PDOH��)��IHPDOH��710��WXPRU�QRGH�PHWDVWDVLV����DEQRUPDO�RYHUH[SUHVVLRQ�RI�08&��LQ�WKH�KLVWRSDWKRORJLFDO�
study.

7DEOH�,,��+/$�$��SHSWLGH�ELQGLQJ�SUHGLFWLRQV�RI�WKH�1HW0+&�
3.4 Server software.

3HSWLGH� � � $IÀQLW\� %LQGLQJ
QDPH� 6HTXHQFH� /RJVFRUH� �Q0�� OHYHO

MUC1-8-mer SAPDTRPA 0.073 22,690 Medium
29$��� 6,,1)(./� ������ ������ 0HGLXP
,903,��� *,/*)9)7/� ������ ��� 6WURQJ
� � � � ELQGHU

%LQGLQJ�VFRUHV�ZHUH�HVWLPDWHG�XVLQJ�1HW0+&�����VRIWZDUH� �ZZZ�
FEV�GWX�GN�VHUYLFHV�1HW0+&����6WURQJ�ELQGHU�WKUHVKROG�����Q0��ZHDN�
ELQGHU�WKUHVKROG������Q0������
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RI� WKH� ZHOO�UHFRJQL]HG� +/$�$��VSHFLILF� ,903����PHU�
DQG�29$���PHU� HSLWRSHV� �7DEOH� ƐƐ���7�� FHOOV� SXOVHG�ZLWK�
the MUC1-8-mer peptide in the presence of ơ2m showed an 
increase in HLA-A2 molecule expression in a dose-dependent 
PDQQHU�����������DQG������J���WKH�EDVDO�YDOXH�ZDV������������IRU�
���J�PO�SHSWLGH�WKH�YDOXH�LQFUHDVHG�WR������������IRU�����J�PO��
����������DQG�IRU������J�PO����������UHVSHFWLYHO\��)LJ������
&RQFHQWUDWLRQV�!�����J�PO�RI�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�GLG�
not increase HLA-A2 expression on the T2 cells. Therefore 
08&����PHU�SHSWLGH�DW������J�PO�ZDV�FRQVLGHUHG�DV� WKH�
optimal concentration for expression of HLA-A2 molecules 
DQG� WKLV�ZDV� WKH�FRQFHQWUDWLRQ�XVHG� LQ�DOO� WKH� VXEVHTXHQW�
experiments.

08&����PHU�SHSWLGH�DQG�WKH�+/$�$��PROHFXOH�FRORFDOL]H�
RQ� WKH� 7�� FHOO� VXUIDFH��7R� FRQILUP� WKH� DVVHPEO\� RI� WKH�
MUC1-8-mer peptide-HLA-A2 complex onto the T2 cell 

VXUIDFH��DQ�DQWL�&$�������P$E��DQWLERG\�VSHFLILF� IRU� WKH�
6$3'753$�SHSWLGH�VHTXHQFH��ZDV�XVHG�WRJHWKHU�ZLWK�WKH�
DQWL�+/$�$��P$E��7KH�DQDO\VLV�RI�WKH�RYHUODS�RI�ÁXRUHVFHQW�
HPLVVLRQV� IURP� WKH�JUHHQ� FKDQQHO� �+/$�$��� DQG� WKH� UHG�
FKDQQHO� �08&����PHU�SHSWLGH��RQ� WKH�7��FHOO�PHPEUDQH�
VKRZHG�VLJQLÀFDQW�YDOXHV�IRU�WKH�0DQGHU
V�FRHIÀFLHQW��ZKLFK�
ZHUH�IURP������WR���������$V�VKRZQ�LQ�)LJ�����RQH�7��FHOO�LV�
VKRZQ�VHSDUDWHO\�LQ�WKH�JUHHQ�DQG�UHG�FKDQQHOV��LQ�WKH�WKLUG�
LPDJH��ERWK�ÁXRUHVFHQFH�HPLVVLRQV�DUH�PHUJHG��\HOORZ�FRORU��
DQG� GLVWULEXWHG� DORQJ� WKH� FHOO�PHPEUDQH�� LQGLFDWLQJ� WKDW�
the MUC1-8-mer peptide is found in the same place as the 
HLA-A2 molecule (22).

08&����PHU�SHSWLGH�ORDGHG�7��FHOOV� SOXV� FRVWLPXODWRU\�
DQWLERGLHV�LQGXFH�DFWLYDWLRQ�DQG�H[SDQVLRQ�RI�&'�+ T cells 
IURP�+/$�$��SDWLHQWV��7KH�SHUFHQWDJH�RI�&'��+CD8+ T cells 
after stimulated with the T2 cell-MUC-1-8-mer complex and 

)LJXUH����+/$�$��H[SUHVVLRQ�RQ�WKH�7��FHOO�VXUIDFH�LV�GRVH�GHSHQGHQW�RQ�WKH�08&����SHSWLGH�FRQFHQWUDWLRQ��7��FHOOV�ZHUH�LQFXEDWHG�ZLWK�08&����PHU�
SHSWLGH�FRQFHQWUDWLRQV�UDQJLQJ�IURP���WR������J�PO�LQ�WKH�SUHVHQFH�RI�ơ2P������J��IRU����K�DW���Ý&�LQ�D����&22�DWPRVSKHUH��$IWHU�SHSWLGH�ORDGLQJ��WKH�7��FHOOV�
ZHUH�KDUYHVWHG��ZDVKHG��DQG�VWDLQHG�ZLWK�),7&�ODEHOHG�DQWL�+/$�$��P$E�IRU�ÁRZ�F\WRPHWU\��$�UHSUHVHQWDWLYH�KLVWRJUDP�ZDV�FRQVWUXFWHG�ZKHUH�WKH�[�D[LV�
GHQRWHV�WKH�+/$�$��ÁXRUHVFHQFH�LQWHQVLW\�RI�WKH�7��FHOOV��DQG�WKH�\�D[LV�LQGLFDWHV�WKH�FHOO�SHUFHQWDJH�

)LJXUH����&RORFDOL]DWLRQ�RI�WKH�+/$�$��PROHFXOH�ZLWK�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�RQ�WKH�7��FHOO�VXUIDFH��7��FHOOV�ZHUH�ORDGHG�ZLWK�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�
������J��LQ�WKH�SUHVHQFH�RI�ơ2P������J��IRU����K�DW���Ý&�LQ�D����&22�DWPRVSKHUH��7KH�7��FHOOV�ZHUH�WKHQ�KDUYHVWHG��ZDVKHG��VWDLQHG�ZLWK�),7&�ODEHOHG�DQWL�
+/$�$��DQG�$OH[D�)OXRU�����ODEHOHG�JRDW�DQWL�PRXVH�,J*�P$E�DIWHU�DQWL�&$�������P$E��VSHFLÀF�IRU�6$3'753$���DQG�SUHSDUHG�IRU�FRQIRFDO�PLFURVFRS\��
�$��,PDJH�IURP�RQH�FHOO�ZLWK�'$3,�QXFOHDU�VWDLQLQJ��EOXH����%�'��6DPH�LPDJHV�DV��$��ZKHUH�WKH�+/$�$��PROHFXOH�LV�VWDLQHG�JUHHQ��%���WKH�08&����PHU�
SHSWLGH�LV�VWDLQHG�UHG��&���DQG�WKH�LPDJH�PHUJHG�E\�WULSOH�LPPXQRÁXRUHVFHQFH��'���UHYHDOLQJ�FRORFDOL]DWLRQ��\HOORZ��EHWZHHQ�+/$�$��PROHFXOH�DQG�08&��
��PHU�SHSWLGH��,PDJHV�ZHUH�YLVXDOL]HG�XVLQJ�DQ�/60�����=HLVV�FRQIRFDO�PLFURVFRSH��'DWD�VKRZQ�DUH�UHSUHVHQWDWLYH�RI�WZR�LQGLYLGXDO�H[SHULPHQWV��6FDOH�EDU��
10 µm.
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)LJXUH����08&����PHU�SHSWLGH�7��FHOO�FRPSOH[�LQGXFHV�&'���H[SUHVVLRQ�RQ�&'�+ T cells from HLA-A2+�OXQJ�DGHQRFDUFLQRPD�SDWLHQWV�DQG�KHDOWK\�LQGL-
YLGXDOV��3XULÀHG�&'�+ T cells from patients (A) or healthy individuals (B) were cultured under the different indicated conditions over 6 days. Cells were 
KDUYHVWHG��VWDLQHG�ZLWK�),7&�ODEHOHG�DQWL�&'��DQG�3(�ODEHOHG�DQWL�&'���P$EV��DQG�DQDO\]HG�XVLQJ�ÁRZ�F\WRPHWU\��LPDJHV�DUH�VKRZQ�LQ�SDQHOV�EHORZ�HDFK�
FRQGLWLRQ���$Q�DGGLWLRQDO�LQFXEDWLRQ�ZLWK���DPLQRDFWLQRP\FLQ�'����$$'��ZDV�SHUIRUPHG�WR�H[FOXGH�DQ\�G\LQJ�FHOOV��(DFK�VROLG�FLUFOH�GHQRWHV�D�VDPSOH�IURP�
one patient, whereas an open circle represents a sample from one healthy control. *3������
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DQWL�&'��DQG�&'���ZDV�����IROG�KLJKHU� LQ� WKH�+/$�$�+ 
patients than those from the HLA-A2- patients (md 25%, 
iqr 22-30 vs. md 6%, iqr 5.3-6.7).

,Q�WKH�+/$�$�+�SDWLHQWV��WKH�SHUFHQWDJH�RI�&'��+CD8+ 
T cells stimulated with anti-CD2 and anti-CD28 or the MUC1-
��PHU�7��FHOO�FRPSOH[�ZDV�LGHQWLFDO�WR�WKDW�REVHUYHG�LQ�WKH�
non-stimulated CD8+�7�FHOOV��QRWDEO\�ZKHQ�WKH�&'�+ T cells 
were stimulated with the MUC-1-8-mer T2 cell complex and 
DQWL�&'��&'���P$EV��WKHUH�ZDV�D���IROG�LQFUHDVH�FRPSDUHG�
to the non-stimulated cells (md 25.0%, iqr 22-30 vs. md 8.3%, 
LTU���������3 ��������)LJ���$���6LPLODUO\��WKH�SURSRUWLRQV�RI�
&'���H[SUHVVLQJ�&'�+ T cells from HLA-A2+ healthy controls 
VKRZHG�DQ�LGHQWLFDO�EHKDYLRU�EXW�ZLWK�ORZHU�YDOXHV��PG������
iqr 9.6-12 stimulated cells vs. md 2.8%, iqr 1.4-4.4 non-stim-
XODWHG�FHOOV��3 ��������)LJ���%���1RQ�VWLPXODWHG�&'�+ T cells 
from HLA-A2+ patients showed that there was dispersion in 
WKH�SHUFHQWDJHV�RI�&'��+CD8+�7�FHOOV��)LJ���$���WKHUHIRUH�
VDPSOHV�IURP�FDQFHU�SDWLHQWV�ZHUH�GLYLGHG�DFFRUGLQJ�WR�WKHLU�
710�FODVVLILFDWLRQ� ������)LJ���� VKRZV� WKDW�QRQ�VWLPXODWHG�
FHOOV�IURP�SDWLHQWV�ZLWK�VWDJH�,,,�FDQFHU�H[KLELWHG�D�KLJKHU�
proportion of CD25 expression than non-stimulated cells 
IURP�SDWLHQWV�ZLWK�VWDJH�,9��PG������LTU�������YV��PG�������
LTU����������3 �������1RWDEO\��WKH�SURSRUWLRQ�RI�&'��+CD8+ 
7�FHOOV�ZDV�VLPLODU�LQ�ERWK�SDWLHQW�JURXSV�DIWHU�VWLPXODWLRQ�
with the MUC1-8-mer peptide-T2 cell complex in the pres-
HQFH�RI�DQWL�&'��DQG�DQWL�&'���P$EV�SOXV�,/����PG������
LTU�������YV��PG��������LTU��������UHVSHFWLYHO\���,Q�FRQWUDVW��
the polyclonal activation of CD8+ T cells from healthy controls 

and patients with anti-CD3, anti-CD28 and anti-CD2 showed 
VLPLODU�DFWLYDWLRQ�YDOXHV��EXW�WKH�H[SUHVVLRQ�LQWHQVLW\�RI�&'��+ 
FHOOV�ZDV�ORZHU�LQ�WKH�FDQFHU�SDWLHQWV��)LJ�����

7R�HYDOXDWH�WKH�SUROLIHUDWLYH�UHVSRQVH�RI�DQWLJHQ�VSHFLÀF�
cells, restimulation of CD8+ T cells with the MUC1-8-mer 
peptide-T2 complex was performed after 7 days of culture. 
7KUHH�GD\V�ODWHU��WKH�FHOOV�ZHUH�À[HG�DQG�FORQDO�H[SDQVLRQ�
ZDV�GHWHUPLQHG�E\�&)6(�WUHDWPHQW��)LJ���$�VKRZV�WKH�SUROLI-
HUDWLYH�UHVSRQVH�RI�&)6(�ODEHOHG�&'�+�7�FHOOV�VSHFLÀF� WR�
the MUC1-8-mer peptide. This cell population had a 77.6% 
increase after the restimulation in comparison to the 26.7% 
REVHUYHG�LQ�&)6(�ODEHOHG�&'�+ T cells activated with the 
MUC1-8-mer peptide-T2 complex plus anti-CD2 and anti-
&'���DQWLERGLHV��)LJ���%��

Discussion

&RQYHQWLRQDO�WUHDWPHQWV�DJDLQVW�OXQJ�FDQFHU�DUH�XQVDWLVIDF-
tory in most cases, thus a more effective therapy for the 
UHPRYDO�RI� WXPRU� FHOOV� LV� XUJHQW� ���������$GRSWLYH�7� FHOO�
WKHUDS\�KDV�VKRZQ�SURPLVLQJ�UHVXOWV�DV�D�WUHDWPHQW�VWUDWHJ\�
IRU�FDQFHU�SDWLHQWV������+RZHYHU��WKH�FKDOOHQJH�WKDW�IDFHV�WKLV�
type of therapy is the ex vivo activation and expansion of CTLs 
IURP�D�OLPLWHG�QXPEHU�RI�SHULSKHUDO�EORRG�PRQRQXFOHDU�FHOOV�
IURP�SDWLHQWV�ZLWK�DGYDQFHG�FDQFHU�������7KH�LGHQWLÀFDWLRQ�
RI�LPPXQRJHQLF�7$$�HSLWRSHV�DQG�VHOHFWLRQ�RI�DSSURSULDWHG�
$3&V�DUH�FUXFLDO�WR�DFWLYDWH�WXPRU�VSHFLÀF�&7/V���������2XU�
UHVXOWV�FRQÀUPHG�WKH�ELQGLQJ�RI�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�LQWR�

)LJXUH����6LPLODU�LQFUHDVH�LQ�&'��+CD8+ T cells from HLA-A2+�SDWLHQWV�ZLWK�VWDJH�,,,�RU�,9�WXPRU�GLVHDVH�SURJUHVVLRQ�DIWHU�VWLPXODWLRQ�E\�WKH�08&����PHU�
SHSWLGH�7��FRPSOH[�DQG�FRVWLPXODWRU\�DQWLERGLHV��3XULÀHG�&'�+�7�FHOOV�IURP�SDWLHQWV�ZLWK�VWDJH�,,,�RU�,9�ZHUH�FXOWXUHG�ZLWK�08&����PHU�SHSWLGH�ORDGHG�7��
FHOOV�DQG�FRVWLPXODWRU\�DQWLERGLHV�WR�&'���DQG�&'��SOXV�,/���RYHU���GD\V��7KH�FHOOV�ZHUH�KDUYHVWHG��ZDVKHG�DQG�VWDLQHG�ZLWK�),7&�ODEHOHG�DQWL�&'��DQG�
3(�ODEHOHG�DQWL�&'���P$EV��DQG�DQDO\]HG�XVLQJ�ÁRZ�F\WRPHWU\��$Q�DGGLWLRQDO�LQFXEDWLRQ�ZLWK���DPLQRDFWLQRP\FLQ�'����$$'��ZDV�SHUIRUPHG�WR�H[FOXGH�
G\LQJ�FHOOV��(DFK�FLUFOH�GHQRWHV�D�VDPSOH�IURP�RQH�SDWLHQW��*3������
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ơ2P�HVWDEOLVKHG�7��FHOOV�DFFRUGLQJ�WR�0+&�ELQGLQJ�HSLWRSH�
SUHGLFWLQJ�DQDO\VLV�������7\SH���PXFLQ��08&���LV�DQ�LPSRUWDQW�
7$$�LQ�DGHQRFDUFLQRPDV��GLYHUVH�08&��GHULYHG�SHSWLGHV�
KDYH�EHHQ�XVHG�WR�LQGXFH�D�&'�+ CTL response in patients 
ZLWK�DGHQRFDUFLQRPDV������$PRQJ�08&��GHULYHG�SHSWLGHV��
WKH�08&����PHU�SHSWLGH�6$3'753$�KDV�EHHQ�VKRZQ�WR�EH�
DQ�LPPXQRJHQLF�HSLWRSH�WKDW�DFWLYDWHV�PXULQH�7�FHOOV�������
7KH�DGYDQWDJH�RI�7��FHOOV�LV�WKDW�WKH\�ODFN�7$3�IXQFWLRQ�DQG�
FRQVHTXHQWO\�WKH\�KDYH�HPSW\�DQG�XQVWDEOH�+/$�$��PROH-
FXOHV�������7KLV�FKDUDFWHULVWLF�JLYHV�WKHP�D�SRWHQWLDO�DGYDQWDJH�
DV�$3&�SHSWLGHV�FDQ�EH�ORDGHG�H[RJHQRXVO\�RQWR�WKH�+/$�$��
PROHFXOHV�WR�DFWLYDWH�7$$�VSHFLÀF�&7/V����������7KH�XVH�RI�
DXWRORJRXV�PRQRF\WH�GHULYHG�'&V�DV�$3&V�ZRXOG�EH�LGHDO�WR�
JHQHUDWH�HIÀFLHQW�FRVWLPXODWRU\�DQG�DQWLJHQ�VSHFLÀF�VLJQDOV�
IRU�DFWLYDWLRQ�RI�DXWRORJRXV�7�FHOOV�������+RZHYHU��WKH�QXPEHU�
of functional monocyte-derived DCs from cancer patients is 
ORZ�LQ�ORQJ�ODVWLQJ�FXOWXUHV�GXH�WR�WKHLU�OLPLWHG�UHSOLFDWLYH�
potential (5).

Our results indicated that the MUC1-8-mer peptide-T2 
FRPSOH[�RQO\�LQGXFHG�DFWLYDWLRQ�RI�SXULÀHG�&'�+ T cells when 
DQWL�&'���DQG�DQWL�&'��DQWLERGLHV�SOXV� ,/���ZHUH�DGGHG�
WR� WKH�FHOO�FXOWXUH��7KH�DGGLWLRQDO�FRVWLPXODWLRQ�JHQHUDWHG�
E\�EHDGV�FRXSOHG�ZLWK�DQWL�&'��DQG�DQWL�&'���DQWLERGLHV�
DQG�UHFRPELQDQW�,/���DOORZHG�FORQDO�H[SDQVLRQ�RI�08&����
SHSWLGH�VSHFLÀF�&'�+ T cells isolated from HLA-A2 adeno-
FDUFLQRPD�SDWLHQWV��7KH�DQWLERGLHV�WR�FRVWLPXODWRU\�PROHFXOHV�
LQGXFH�IRUPDWLRQ�RI�DFWLQ�ÀODPHQWV�EHWZHHQ�WKH�EHDGV�DQG�
CD8+�7�FHOO�VXUIDFH�PLPLFNLQJ�WKH�LPPXQRORJLFDO�V\QDSVLV�
EHWZHHQ�$3&V�DQG�7�FHOOV����������2XU�UHVXOWV�DOVR�VKRZHG�
WKDW�WKH�DFWLYDWLRQ�RI�08&����SHSWLGH�VSHFLÀF�&'�+ T cells 
ZDV�VLPLODU�WR�WKRVH�IURP�GLIIHUHQW�DFWLYDWLRQ�V\VWHPV�XVLQJ�
RWKHU�08&��GHULYHG�HSLWRSHV����������7KLV�ÀQGLQJ�FRQÀUPV�

reports in which CD8+ T cells from HLA-A2+ healthy 
GRQRUV�UHFRJQL]H�GLVWLQFW�08&��GHULYHG�SHSWLGHV�������������
0DPDJOREXOLQ�$�GHULYHG�SHSWLGHV�ORDGHG�LQWR�7��FHOOV�VWLPX-
ODWHG�ZLWK�VROXEOH�DQWL�&'���DQWLERGLHV�SOXV� UHFRPELQDQW�
KXPDQ�,/���KDYH�EHHQ�XVHG�WR�DFWLYDWH�+/$�$�+ CD8+ T cells 
LQ�EUHDVW�FDQFHU�SDWLHQWV�������+RZHYHU��LQ�WKLV�V\VWHP��H[SDQVLRQ�
of CTLs required necessarily, several weekly restimulations to 
PDLQWDLQ�WKH�DFWLYLW\�DJDLQVW�GLYHUVH�FHOO�OLQHV�������2XU�UHVXOWV�
ZHUH�VLPLODU�EXW�RSSRVHG�WR�-DUDPLOOR�et al (13), as we evalu-
DWHG�WKH�SHUFHQWDJH�RI�SUROLIHUDWLYH�FHOOV�

1RWDEO\��ZH�REVHUYHG�WKH�SUHH[LVWHQFH�RI�&'�+ T cells 
reactive to the MUC1-8 peptide in HLA-A2+ patients as well 
as in HLA-A2+�KHDOWK\�FRQWUROV��WKH�ODWWHU�FRXOG�EH�EHFDXVH�WKH�
08&����SHSWLGH�KDV�EHHQ�VKRZQ�WR�EH�KLJKO\�LPPXQRJHQLF�
LQ�D�PXULQH�PRGHO�������WKXV�VXJJHVWLQJ�WKDW�WKHUH�LV�D�EDVDO�
7�FHOO�SRSXODWLRQ�UHFRJQL]LQJ�08&��LQ�KHDOWK\�LQGLYLGXDOV��
The proportion of CD8+ T cells from HLA-A2+ healthy 
FRQWUROV�DFWLYDWHG�E\�08&����SHSWLGH�ORDGHG�7��FHOOV�ZDV�
VLJQLÀFDQWO\�ORZHU�WKDQ�WKRVH�IURP�+/$�$�+ cancer patients 
DIWHU���GD\V�RI�FXOWXUH��7KLV�VXJJHVWV�WKDW�08&��UHFRJQL]LQJ�
7�FHOOV� LQ�KHDOWK\� LQGLYLGXDOV�DUH�FDSDEOH�RI�FRQWLQXRXVO\�
OLPLWLQJ�WKH�GHYHORSPHQW�RI�D�WXPRU�ZKHUHDV�LQ�DGHQRFDUFL-
QRPD�SDWLHQWV�WKLV�DELOLW\�KDV�EHHQ�ORVW�SUREDEO\�DV�D�UHVXOWV�
RI� WKH� LPPXQRVXSSUHVVLYH�HQYLURQPHQW� WKDW�KDV�EHHQ�ZHOO�
HVWDEOLVKHG���������

Our results also showed that the proportions of CD25+CD8+ 
QRQ�VWLPXODWHG�7�FHOOV�LVRODWHG�IURP�VWDJH�,,,�DQG�,9�SDWLHQWV�
ZHUH�VLJQLÀFDQWO\�GLIIHUHQW��EXW� WKDW�DIWHU�VWLPXODWLRQ�ZLWK�
the MUC1-8-mer peptide T2 complex in the presence of anti-
&'��DQG�&'���DQWLERGLHV�WKH�VDPH�DPRXQW�RI�&'��+CD8+ 
T cells was induced. This confirms that the potential to 
UHVSRQG�WR�$3&V�LV�PDLQWDLQHG�LQ�ERWK�VWDJHV��EXW�WKH�DPRXQW�

)LJXUH����([SDQVLRQ�RI�DQWLJHQ�VSHFLÀF�&'�+�7�FHOOV�DIWHU�UHVWLPXODWLRQ�E\�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�7��FRPSOH[��&)6(�ODEHOHG�&'�+ T cells from HLA-A2+ 
SDWLHQWV�ZHUH�FXOWXUHG�IRU����GD\V�XQGHU�WKH�LQGLFDWHG�WLPHV�DQG�FRQGLWLRQV���$��+LVWRJUDPV�VKRZ�WKH�&)6(�LQWHQVLW\�RI�WKH�QRQ�GLYLGHG�FHOO�SRSXODWLRQ�LQ�WKH�
DEVHQFH�RI�VWLPXOXV��OHIW�SDQHOV���DQG�FHOOV�WKDW�KDYH�GLYLGHG�QXPHURXV�WLPHV�EDVHG�RQ�VHTXHQWLDO�ÁXRUHVFHQFH�LQWHQVLW\��PLGGOH�SDQHOV���DV�ZHOO�DV�DQWLJHQ�
VSHFLÀF�FHOOV�UHVWLPXODWHG�ZLWK�WKH�08&����PHU�SHSWLGH�7��FRPSOH[��ULJKW�SDQHOV����%��*UDSKLF�LPDJH�VKRZLQJ�WKH�&'�+�7�FHOO�SUROLIHUDWLRQ�SHUFHQWDJH�RQ�
different days of culture under the conditions indicated.
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RI�&'���H[SUHVVLRQ�LQ�WKH�VWDJH�,9�FHOOV�ZDV�GLPLQLVKHG��DV�
SRVVLEO\�WKH�FHOOV�NHHS�WKHLU�DELOLW\�WR�UHVSRQG�WR�DQ�H[WHUQDO�
DQWLJHQ�SUHVHQWLQJ�V\VWHP�������7KH�UDQJH�RI�SRVVLEOH�H[SODQD-
WLRQV�LQFOXGH�GLIIHUHQW�F\WRNLQH�HQYLURQPHQW����������UHVFXH�
RI�WKH�FHOO�VLJQDOLQJ�PHFKDQLVP�E\�WKH�GLUHFW�DQG�FRQWLQXRXV�
FRQWDFW� ZLWK� WKH� DQWL�&'��� DQWLERG\� WKDW� VXUSDVVHV� WKH�
LQKLELWRU\�VLJQDO�PHGLDWHG�E\�&7/$���DV�REVHUYHG�LQ�&'�+ 
7�FHOOV�������ODFN�RI�FRQWDFW�ZLWK�7UHJ�FHOOV�DV�WKH�H[SHULPHQWV�
were performed in vitro�� RU� WXPRU�SURJUHVVLRQ� ������������
2QJRLQJ�H[SHULPHQWV�DUH�EHLQJ�SHUIRUPHG�LQ�RXU�ODERUDWRU\�
WR�WU\�WR�GHWHUPLQH�D�SRVVLEOH�PHFKDQLVP�

7DNHQ�WRJHWKHU��ZH�PRGLÀHG�DQ�in vitro system that uses 
08&����SHSWLGH�SXOVHG�7��FHOOV�DQG� LPSURYHG� LW� WKURXJK�
the stimulation of CD8+ T cell costimulatory molecules, such 
as CD2 and CD28. Under these conditions, we found that 
SUHH[LVWHQW�08&��VSHFLÀF�&'�+ T cells from HLA-A2+�OXQJ�
adenocarcinoma patients and HLA-A2+ healthy controls were 
HIÀFLHQWO\�DFWLYDWHG��7KH�VSHFLÀFLW\�RI�WKLV�V\VWHP�DOORZHG�XV�
WR�GLVWLQJXLVK�EHWZHHQ�FDQFHU�SDWLHQWV�DQG�KHDOWK\�LQGLYLGXDOV��
)XUWKHUPRUH��FORQDO�H[SDQVLRQ�RI�08&��VSHFLÀF�&'�+ T cells 
from cancer patients occurred independently of tumor disease 
SURJUHVVLRQ��7KLV�DFWLYDWLRQ�V\VWHP�FRXOG�EH�DQ�LQQRYDWLYH�WRRO�
WR�LQGXFH�DQG�H[SDQG�WXPRU�VSHFLÀF�&7/V�IURP�+/$�$�+ 
patients with adenocarcinoma.
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