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Resumen 

En años recientes se ha reportado que la proteína hMena es sobre-expresada en diversos tipos 

de tumores y se ha encontrado que tiene un papel importante en la regulación de la dinámica 

de actina del citoesqueleto. Además, se ha encontrado que mediante “splicing” alternativo se 

generan isoformas de hMena asociadas con la progresión (hMena11a) o la invasión y 

metástasis tumoral (hMenaΔV6). La expresión alternativa de isoformas de hMena, 

hMena/hMena11a y hMena/hMenaΔV6 se ha reportado asociada con invasividad y con 

tumores con alto potencial metastásico. Por ello, el identificar epítopes comunes entre las 

isoformas de esta proteína puede permitir evaluar su potencial anti-tumor contribuyendo a la 

eliminación de células con potencial metastásico. 

En este trabajo se evalúo la capacidad del péptido GLMEEMSAL, un epítope común entre 

las isoformas de hMena, para generar respuesta antitumoral mediante un sistema de 

vacunación in vitro empleando células dendríticas maduras (CDMs) cargadas con este 

péptido, o bien, in vivo mediante un modelo tumoral empleando la línea celular JC de 

adenocarcinoma mamario (haplotipo H2-Kd) para inducir tumores en ratones hembra de la 

cepa BALB/c (haplotipo H2-Kd). 

La activación in vitro de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fue inducida 

con CDMs cargadas con GLMEEMSAL, esto  indujo la activación de células T CD8+ que 

fueron  capaces de proliferar y lisar específicamente células de cáncer de mama (CaMa) y 

cáncer cérvico-uterino (CaCu) que expresaran alguna de las isoformas de hMena (hMena 11ª 

o hMenaΔV6). Aunado a esto, in vivo, la inmunización con GLMEEMSAL tuvo un efecto 

protector y terapéutico al disminuir la tasa de crecimiento tumoral en un 50 a 70% comparado 

con el grupo que no recibió inmunización, lo cual incrementó la sobrevida de los ratones 

inmunizados. 

Por lo anterior, los hallazgos de este trabajo son de gran relevancia para sugerir el uso de 

epítopes comunes dentro de las isoformas de hMena como, GLMEEMSAL, para desarrollar 

protocolos de inmunoterapia que generen una adecuada respuesta antitumor que frene el 

crecimiento y potencial metastásico en tumores con sobre-expresión de hMena. 
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Abstract 

In recent years the hMena protein has been reported to be overexpressed in different tumors 

and playing an important role in regulating the dynamics of cytoskeleton actin. Additionally, 

it was reported that alternative splicing generate hMena isoforms related with tumoral 

progression (hMena 11a) or invasion and metastasis (hMena ∆V6). The alternative expression 

of hMena isoforms, was reported associated with high metastatic potential. For this reason, 

identify common epitopes among hMena isoforms allow to evaluate the anti-tumor potential 

to contribute to eliminate cells with metastatic potential. 

In this study we evaluated the GLMEEMSAL capacity to generate anti-tumor immune 

response through, either by an in vitro vaccination system using mature dendritic cells 

(MDCs) loaded with GLMEEMSAL peptide, or well through an in vivo tumoral model 

employing the tumor cell line JC of mammary adenocarcinoma (haplotype H2-Kd) for tumor 

induction in BALB/c mice (haplotype H2-Kd). 

Peripheral mononuclear blood cells (PMBC) in vitro activation were induced with MDCs 

loaded with GLMEEMSAL peptide to induce the activation of CD8+ T cells. These effector 

cells were capable to specifically lyse breast cancer and cervical cancer cell lines that express 

any hMena isoforms (hMena 11ª or hMenaΔV6). Added to this, in vivo the immunization 

with the GLMEEMSAL peptide, showed protective and therapeutic effect against tumors 

induced by the inoculation of JC cells (Mena+) in BALB/c mice to diminish 50-70% the 

growth rate compared with the no immunized mice, which increased the survival.  

For all that, the findings of  this study are relevant to suggest the use of common epitopes 

included in the hMena isoforms, such as the GLMEEMSAL peptide, to develop 

immunotherapy protocols that generate an adequate antitumor immune response that revert 

the growth and the metastatic potential of  tumors that overexpress hMena. 

 

 

 

 

 

 



3 
 

1. Introducción 

El CaCu y CaMa continúan siendo un importante problema de salud pública a pesar de las 

estrategias de prevención como las vacunas contra el VPH (Virus de Papiloma Humano), los 

programas de cribaje y promoción del autocuidado. Con el surgimiento de las vacunas, se 

tenía la expectativa de que éstas ayudarían a reducir la incidencia de CaCu hasta en un 70% 

de los casos, sin embargo, hasta la fecha las vacunas no protegen contra todos los tipos de 

VPH de alto riesgo por lo que un 30% de casos aún continuarán presentándose (Jemal et al., 

2011).  

Por otra parte, para el caso de CaMa los programas de prevención la mayoría de las veces 

permiten la identificación de la enfermedad en etapas tardías y para su resolución los 

tratamientos deben ser personalizados dada la heterogeneidad de los tumores, por lo que un 

sólo tratamiento resulta ser efectivo para un bajo porcentaje de las pacientes. Posterior al 

tratamiento, sobre todo en pacientes con grados avanzados de CaMa, resulta común que sea 

poco el tiempo libre de enfermedad, debido a que cuando se realiza el tratamiento, los 

tumores ya han hecho metástasis a otros sitios del cuerpo, de tal manera que, la metástasis 

resulta ser frecuentemente la principal causa de muerte en las pacientes (Phillipar et al., 2008; 

Roussos et al., 2011). 

Por lo anterior, la identificación de antígenos asociados a tumor (AAT) que permitan 

beneficiar a un mayor número de pacientes, y que además tengan potencial para evitar la 

metástasis sería de gran utilidad. Es por ello que, en años recientes se ha puesto especial 

interés en proteínas que participan en la progresión y metástasis tumoral. En este contexto se 

ha identificado a hMena, una proteína asociada con un alto riesgo de progresión y metástasis 

en diferentes tipos tumorales,  principalmente en CaMa y CaCu (Di Modugno et al., 2004; 

Gurzu et al., 2008; Pino et al., 2008; Toyoda et al., 2009; Gurzu et al., 2009; Gurzu et al., 

2012). Esta  proteína pertenece a la familia de Ena/VASP, se encarga de regular la dinámica 

de los filamentos de actina y por tanto de la motilidad celular, por lo que su sobre-expresión 

se ha asociado con un alto riesgo de metástasis (Gertler et al., 1996; Bear et al., 2000; 

Urbanelli et al., 2006; Oudin et al., 2016). 
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Esta proteína se ha propuesto como un AAT al cumplir con las características para tal efecto, 

ya que en pacientes con CaMa se ha detectado respuesta inmune humoral y celular hacia 

epítopes de hMena y se ha encontrado asociada con diversos tipos de tumores en las 

diferentes etapas de desarrollo de éstos (Di Modugno et al., 2004). Por lo que resulta 

importante la evaluación de ésta para conocer su posible valor terapéutico.  
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2. Marco Teórico 

2.1. Cáncer 

El cáncer es la proliferación sin control de células anormales en el cuerpo humano, lo cual 

sucede como consecuencia de la falta de control de los mecanismos que regulan el 

crecimiento y diferenciación celular. Esta pérdida de control fisiológico de la proliferación 

celular deriva de la expresión anómala del material genético (oncogenes y genes supresores) 

que es la que le confiere a las células tumorales su autonomía de crecimiento, capacidad de 

invadir y generar metástasis (Sánchez, 2014). 

El cáncer es una enfermedad crónica evitable, curable en un elevado número de casos, con 

una historia natural que se aparta de los modelos habituales de las enfermedades agudas 

(Senra, 2002). Actualmente, el cáncer es la principal causa de muerte en países 

económicamente desarrollados y la segunda causa  de muerte en países en vías de desarrollo. 

La mayor mortalidad en países económicamente desarrollados se ha visto relacionada con 

poblaciones de mayor edad y adopción de hábitos de riesgo como el tabaquismo, inactividad 

física e inadecuada alimentación (Jemal et al., 2011). Globocan en el 2012 reportó 14.1 

millones de nuevos casos, 8.2 millones de muertes por cáncer y 32.6 millones de personas 

viviendo con cáncer alrededor del mundo. Además se indica que en países subdesarrollados 

existen 8 millones de nuevos casos (57%), y 5.3 millones de muertes por cáncer (65%) 

(Globocan 2012). 

2.2.Cáncer de mama y cérvico-uterino  

Dentro de las principales causas de muerte por cáncer en mujeres encontramos al CaMa y al 

CaCu, ubicándose en el segundo y cuarto lugar de incidencia en la población, 

respectivamente. Para el año 2012, se estimaron 1.67 millones de nuevos casos CaMa, lo que 

corresponde al 25% de todos los casos de cáncer. La incidencia varía de manera importante 

a nivel mundial, con rangos de 27 casos por cada 100,000 mujeres en algunas zonas de África 

y el este de Asia, hasta 96 casos por cada 100,000 mujeres en Europa occidental. Ese mismo 

año, se reportaron más muertes por CaMa que por CaCu, de tal manera, que a nivel mundial 

se ha posicionado como la segunda causa de muerte por cáncer en mujeres de entre 30-50 

años afectando todos los niveles socioeconómicos.  



6 
 

A partir de 1990, se detectó una baja en la tasa de mortalidad por CaCu y un alza en la tasa 

de mortalidad por CaMa, encontrándose que para el 2006 la tasa de muertes por CaMa era 

muy superior a la de muertes por CaCu. Sin embargo, ambos tipos de cáncer continúan siendo 

las dos principales causas de muerte por cáncer en mujeres de entre 30 a 54 años (Knaul et 

al., 2008). 

En México, el CaMa ocupa el primer lugar en incidencia de neoplasias malignas en mujeres 

y representa 11.34% de todos los casos de  cáncer, siendo su incidencia de 17,741 nuevos 

casos por año. A pesar de esto, aún no se le ha dado la prioridad que requiere y se siguen 

detectando sólo un 10% de casos en estados tempranos de la enfermedad comparado con el 

50% que se detectan en esta etapa en Estados Unidos (Knaul et al., 2008; Globocan 2012). 

Según cifras del Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI), para el año 2012, se 

reportó una incidencia de 26.64 casos por cada 100,000 mujeres mayores de 20 años, y 

corresponde a la segunda causa de muerte por cáncer en ese mismo grupo de edad, 

representando el 15.4% (Maffuz et al., 2016). Es el tercer tipo de cáncer más diagnosticado 

y la cuarta causa de muerte por cáncer en mujeres alrededor del mundo representando un 9% 

de los casos de cáncer y un 7% de las muertes por cáncer en mujeres en 2008. Más del 85% 

de las muertes por CaCu ocurren en países en vías de desarrollo (Jemal et al., 2011). 

A nivel mundial el CaCu es responsable de una alta mortalidad y morbilidad en mujeres 

jóvenes y a pesar de la mejora en los sistemas de cribaje para la identificación de lesiones 

pre-cancerosas, para el año 2016 la Sociedad Americana del Cáncer reportó la detección de 

12,990 nuevos casos y 4,120 muertes sólo para ese año. 

Con el surgimiento de las vacunas Gardasil® (brinda protección contra los tipos de VPH-16, 

18, 6 y 11) y Cervarix® (brinda protección contra los tipos de VPH-16 y 18), se tenía la 

expectativa de que al estar dirigidas para brindar protección contra los principales tipos de 

VPH de alto riesgo, es decir el VPH tipo 16 y 18 los cuales son detectados hasta en un 70% 

de los casos de CaCu, éstas ayudarían a reducir la incidencia de este tipo de cáncer. Sin 

embargo, las vacunas no disminuirían la incidencia del 30% restante de los casos de CaCu 

con un tipo de VPH distinto al VPH-16 y 18, por lo que continúa siendo un problema de 

salud pública importante (Jemal et al., 2011). 
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De tal manera que, la identificación de AATs para su uso en inmunoterapia ha ganado 

importancia retomándose la idea hasta hace algunos años en desuso de que el sistema inmune 

tiene un papel importante en la respuesta antitumoral. 

2.3.Antígenos Asociados a Tumor (AATs) 

Durante años se ha observado que la respuesta inmune es capaz de evitar la progresión 

tumoral hacia estados más avanzados, por lo cual, la medicina actual ha puesto especial 

interés en la identificación de AATs que sean reconocidos tanto por anticuerpos como por 

células T, lo cual los ubicaría como blanco adecuado para inmunoterapia (Lollini et al., 

2003).  

Dentro de los antígenos tumorales que pueden identificarse en un tumor, encontramos: 

antígenos específicos de la diferenciación de tejidos, antígenos presentados específicamente 

por tumores, y antígenos presentados únicamente por tumores. Sin embargo, la gran mayoría 

de antígenos tumorales identificados corresponde a antígenos propios no mutados expresados 

por el tumor (Wang y Rosenberg, 1999). 

Los primeros AATs que fueron identificados, se obtuvieron generando tumores con 

carcinógenos o con virus. Sin embargo, la baja antigenicidad de tumores surgidos 

espontáneamente estuvo a punto de dejar de lado el uso de AATs, abandonando la creencia 

de que la inmunidad adaptativa hacia estos antígenos podría evitar el crecimiento tumoral. 

Poco después, la identificación de AATs volvió a tomar auge y se comenzaron a identificar 

AATs acoplados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad en células 

tumorales, corroborando el reconocimiento de sus péptidos con el uso de células T citotóxicas 

específicas hacia los péptidos, capaces de eliminar células tumorales. Ésto continuó siendo 

así, hasta el advenimiento de la técnica de expresión clonal serológica (SEREX), la cual se 

basa en el uso de suero de pacientes para la búsqueda de antígenos en bases de datos de  DNA 

complementario (cDNA) de muestras tumorales (Lollini et al., 2003).  

Con la técnica SEREX se identifican los AATs reconocidos por altos títulos de anticuerpos, 

implicando de esta manera la activación de las células T y el cambio de isotipo en las células 

B para la producción de anticuerpos, de tal manera que los AATs identificados por SEREX 

usualmente incluyen epítopes para células las T y B (Lollini et al., 2003). 
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Para poder demostrar que un AATs identificado por SEREX es realmente un antígeno para 

las células T, es necesario generar Linfocitos T citotóxicos (LTCs) in vitro usando péptidos 

derivados de tumor y demostrar que estos LTCs pueden reconocer células tumorales. Para 

ello, pueden utilizarse varias estrategias, usando células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP) o células dendríticas (CDs) pulsadas con péptidos o con proteínas purificadas como 

estimuladores. En muchos de los casos se ha encontrado que estos LTCs reconocen el péptido 

utilizado durante la estimulación pero no reconoce células tumorales. Existen muchas 

explicaciones para el no reconocimiento de células tumorales, incluyendo la baja afinidad de 

los LTCs y la posibilidad de que el péptido utilizado en el sistema in vitro no sea naturalmente 

procesado y presentado en la superficie de células tumorales o puede ser presentado en la 

superficie pero no a un nivel suficiente como para ser reconocido por las células T (Wang y 

Rosenberg, 1999). Sin embargo, el uso de células presentadoras de antígeno (CPAs) como 

CDs cargadas con péptidos o proteínas puede ayudar a superar estos posibles problemas.  

La identificación de antígenos que favorezcan el rechazo tumoral provee nuevas 

oportunidades de desarrollar estrategias terapéuticas contra el cáncer (Wang y Rosenberg, 

1999). Sin embargo, resulta necesario para la adecuada elección de AATs saber primero si 

es posible generar una respuesta inmune significativa y segundo, y quizá más importante, 

saber si no existe el riesgo de provocar una respuesta autoinmune.  Con respecto a lo anterior, 

hallazgos recientes sugieren que receptores biológicamente importantes pueden ser usados 

como blanco inmunoterapéutico con mínimos efectos colaterales como es el caso del uso 

prolongado de anticuerpos dirigidos contra HER-2, en donde los mayores efectos tóxicos han 

sido observados al utilizar terapias pasivas de HER-2 en pacientes que utilizan a su vez 

tratamientos cardiotóxicos como las antraciclinas (Lollini et al., 2003). 

Para que un antígeno pueda ser elegido como AAT debe de cumplir con ciertas 

características, como:  

1. Ser expresado ampliamente por la gran mayoría de los tipos de cáncer humano 

2. Su expresión debe ser inducida desde los inicios de la tumorigénesis 

3. Jugar un papel esencial en la carcinogénesis o la tumorigénesis 

4. Tener numerosos epítopes inmunogénicos potenciales con alta afinidad hacia los 

HLA más comunes en la población 
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5. Epítopes de alta afinidad hacia los HLA deben ser generados por el proteosoma de la 

célula tumoral. 

6. Deben ser reconocidos dichos epítopes por células T citotóxicas y que esto se refleje 

en una eficiente respuesta anti-tumor. 

Como se mencionó anteriormente, el método de identificación de AATs mediante SEREX 

resulta efectivo y mediante este, se ha identificado un amplio número de proteínas capaces 

de desencadenar respuesta inmune en pacientes con cáncer y la mayoría de los antígenos 

definidos por SEREX son proteínas sin ninguna modificación estructural o mutaciones, sólo 

algunos de los antígenos tumorales muestran expresión restringida en tejidos normales y se 

ha visto que la sobre-expresión de proteínas normales en los tumores podría tener gran 

importancia en iniciar una respuesta inmune tumoral específica y el hecho de que estos 

antígenos sean identificados por la presencia de altos títulos de anticuerpos IgG en el suero 

de los pacientes implica que existe reconocimiento por parte de las células T CD4+ y CD8+ 

(Sahin et al., 1995; Nishikawa et al., 2001).  

De esta manera, en estudios hechos por Di Modugno en 2004 mediante SEREX se ha logrado  

identificar a la proteína hMena perteneciente a la familia Ena/VASP, proteínas encargadas 

de regular la dinámica de actina del citoesqueleto (Di Modugno et al., 2004) y se ha propuesto 

como buena candidata para su uso como AAT. 

2.4.Proteínas de la familia Ena/VASP 

Esta familia consiste de las proteínas de vertebrados Mena, EVL, VASP y Ena de Drosophila. 

Estructuralmente, muestran dominios altamente conservados, un extremo N-terminal 

denominado EVH1 (Ena/VASP homology), que funciona como módulo de localización para 

las proteínas en las adhesiones focales al unirse a aquellas que contengan la secuencia 

consenso D/EFPPPPXD/E (abreviado como FPPPP), la cual se encuentra en muchas 

proteínas de adhesiones focales como zyxina y vinculina o ActA en Listeria monocytogenes 

(Lanier et al., 1999; Gertler y Condeelis, 2011).   

La porción central de las proteínas Ena/VASP contiene un dominio de 60 a 90 residuos rico 

en prolinas que se puede enlazar a tres tipos de proteínas: Profilina, proteínas con dominios 

SH3 de tirosinas cinasas (Abl, Arg y Src) o WW (Gertler et al., 1996; Lanier et al., 1999; 
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Bear et al., 2000; Bear et al., 2002; Gertler y Condeelis, 2011). La Profilina se une a la vez 

con los monómeros de actina y con las proteínas Ena/VASP a través de un sitio de alta 

afinidad para Profilina llamado “sitio de carga” (Ferron et al., 2007). El complejo Profilina: 

actina muestra una más alta afinidad por el sitio de carga que la Profilina sola de tal manera 

que una vez que se transfirió el monómero de actina a la punta de elongación del filamento 

de actina, la unión de un nuevo complejo Profilina: actina se ve favorecida (Zimmermann et 

al., 2002; Chereau y Domínguez, 2006).  

El tercio C-terminal corresponde al dominio EVH2, tiene regiones que in vitro se unen 

directamente a F y G actina, de tal manera que es gracias a éste que se lleva a cabo la 

oligomerización, siendo los últimos 45 aminoácidos del extremo C-terminal los que se han 

implicado en la tetramerización. Además, se ha visto que bajo ciertas condiciones in vitro, 

las proteínas Ena/VASP pueden nuclear la polimerización de actina, pero en general sólo 

regulan la motilidad sin crear nuevos extremos para la nucleación de filamentos de actina, 

más bien sólo mantienen la polimerización de éstos bajo condiciones fisiológicas. Otra de las 

propuestas es que las proteínas Ena/VASP mantienen la polimerización compitiendo por los 

extremos de filamentos de actina con las proteínas de “capping”, previniendo así la unión de 

éstas, y evitando la despolimerización que es llevada a cabo por las proteínas de “capping”, 

y si a esto agregamos el hecho de que se ha reportado que VASP es capaz de incrementar 

ligeramente y por un breve período (30 segundos) la tasa de polimerización de actina (Bear 

et al., 2000; Bear  et al., 2002; Barzik et al., 2005; Gertler y Condeelis, 2011), podemos 

comprender un poco por qué tienen estas proteínas una estrecha relación con la motilidad 

celular.  

El dominio EVH1 y EVH2 muestran regiones homólogas entre las proteínas pertenecientes 

a la familia Ena/VASP, difiriendo en su región central tanto en longitud como contenido de 

prolinas y en el número de nucleótidos en los sitios de fosforilación dependientes de cinasa. 

Para esto, encontramos que VASP y hMena tienen tres y dos sitios de fosforilación, 

respectivamente, mientras que EVL sólo tiene un sitio. Son estas características estructurales 

las que sugieren que estas tres proteínas tienen funciones traslapadas, y que pueden tener 

también propiedades y mecanismos de regulación únicos (Lambrechts et al., 2000). 
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Debido a las características señaladas y a su localización, se ha sugerido que estas proteínas 

tienen un papel importante en regular la dinámica de actina y/o la adhesión (Bear et al., 2000) 

controlando el movimiento y la morfología de células como fibroblastos, células epiteliales, 

células endoteliales y neuronas. Además de ser requeridas para una variedad de respuestas 

quimiotácticas, como es el caso de la estimulación con EGF que hace más frecuente la 

aparición de lamelipodios permitiendo la locomoción (Gertler y Condeelis, 2011). La 

aseveración anterior surge del hecho que es posible detectar a las proteínas de la familia 

Ena/VASP en las orillas de los lamelipodios, las puntas de los filopodios, adhesiones focales, 

uniones célula-célula y para el caso de algunos tipos celulares se localizan en un patrón 

sarcomérico a lo largo de las fibras de estrés (Krause et al., 2003), estabilizando de esta 

manera el contacto con las células vecinas durante la adhesión intercelular (Lambrechts et 

al., 2000; Bear et al., 2002; Gertler y Condeelis, 2011). Además, se ha encontrado que al 

depletar fibroblastos de las proteínas Ena /VASP se observa acumulación de actina formando 

fibras de actina gruesas y cortas mientras que al enriquecer fibroblastos con este tipo de 

proteínas, se detectan fibras de actina largas y delgadas formando filopodios en la membrana 

plasmática (Barzik et al., 2005). 

Asimismo, se ha correlacionado directamente la tasa de protrusión de lamelipodios con la 

acumulación de las proteínas Ena/VASP en el frente de migración de las células, sugiriendo 

que estas proteínas promueven la protrusión del frente de migración (Bear et al., 2002). Su 

identificación no sólo ha sido posible en el frente de migración de células tumorales, si no 

también, se ha identificado un ligando para EVH1, FYB/SLAP, que permite el reclutamiento 

de Ena/VASP en las sinapsis inmunológicas de las células T y en procesos de fagocitosis en 

los macrófagos, encontrándose que una acumulación local de proteínas pertenecientes a la 

familia ayuda para llevar a cabo la polimerización local de fibras de actina permitiendo la 

protrusión de pseudopodios para la fagocitosis de partículas (Coppolino et al., 2001). 

2.5.hMena 

Mena (mammalian enabled) fue identificado como un homólogo en mamíferos, de Ena en 

Drosphila, y es referida también como ENAH por la base de datos del comité de 

nomenclatura HUGO, fue identificado originalmente como un supresor genético de fenotipos 
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causado por mutaciones en el homólogo de tirosinas cinasas c-Abl en la Drosophila (Gertler 

et al., 1996; Urbanelli et al., 2006; Gertler y Condeelis 2011). 

hMena (homólogo humano de la proteína Mena murina) es requerida para un desarrollo 

neural normal y es miembro de la familia Ena/VASP, por lo que al igual que los demás 

miembros de la familia Ena/VASP se ha relacionado con la dinámica de los filamentos de 

actina y por tanto con la motilidad celular. Esto gracias a que se acumula en las adhesiones 

focales, las cuales funcionan como sitios de señalamiento bidireccional entre el citoesqueleto 

y la matriz extracelular (Gertler et al., 1996; Bear et al., 2002). Se ha logrado detectar que 

hMena en la mayoría de los contactos focales se encuentra en la región proximal a regiones 

de fosfotirosina en los extremos de fibras de estrés de F-actina. Además, a pesar de que las 

proteínas de la familia Ena/VASP muestran un alto grado de homología, hMena tiene 

características que VASP y EVL no poseen; como una región repetitiva de 70 residuos con 

la secuencia consenso [LM]-E-[QR]-[EQ]-[QR] (abreviada como LERER), se ha predicho 

que dicha secuencia forma una estructura de hélice extendida y esto puede favorecer la 

interacción de hMena con otras proteínas y la formación de sitios de oligomerización 

adicionales. Se ha visto que el extremo C-terminal de hMena es capaz de interactuar con la 

integrina α5β1, ésta interacción se ha observado en fibroblastos y células tumorales de CaMa, 

en donde hMena regula la señalización hacia el interior y exterior de las células en las 

adhesiones focales, lo anterior entre otras cosas ha hecho suponer que hMena puede tener 

una función importante en la invasión y migración celular en los tumores (Gertler et al., 1996; 

Urbanelli et al., 2006; Oudin et al., 2016). 

El gen MENA codifica los 570 aa que constituyen hMena y se ha reportado que hMena sufre 

“splicing” alternativo dando lugar a diferentes isoformas alternativas de la proteína, cuya 

expresión se ha visto que es tejido específica en humano y ratón. (Di Modugno et al., 2012). 

De esta manera, hMena cuenta con 14 exones constitutivos y 5 exones alternativos, de entre 

los exones alternativos que posee hMena, encontramos el exón 11a el cual es expresado en 

células tumorales que constituyen una mayoría en los tumores primarios como es el caso de 

tumores pancreáticos y de mama pero es indetectable en células de tumores invasivos, 

además de ser expresado en células epiteliales pero no encontrarse en células mesenquimales 

(Gertler y Condeelis, 2011). El exón alternativo 11ª codifica 21 aminoácidos que son 
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insertados en el dominio EVH2 entre la secuencia FAB y el dominio de tetramerización. El 

sitio de inserción de 11ª es adyacente a los sitios de unión a F y G-actina, y es susceptible de 

ser fosforilado, por lo que se cree que la inclusión del exón 11ª, afecta la forma en la cual 

hMena interactúa con los extremos de polimerización de actina, al adicionar sitios de fosfo-

regulación en hMena (Gertler y Condeelis, 2011). Además, se ha encontrado que hMena 11ª 

es fosforilada río abajo de HER-2 y EGFR después del estímulo con EGF y NRG1 en células 

luminales de CaMa (Di Modugno et al., 2012) (Figura 1).  

Otros estudios definen a las isoformas de Mena con 3 exones alternativos, el exón más largo 

denominado“+” da lugar a una proteína de 798 residuos, mientras que la isoforma de hMena 

más comúnmente expresada (Mena Classic) consta de 541 aminoácidos, esta isoforma inserta 

junto a la región rica en prolinas una secuencia que hace de ésta una isoforma bastante rica 

en prolinas, esta gran cantidad de prolinas en tejidos murinos hace que la isoforma + y Mena 

clásica en geles de SDS-PAGE corran a una altura de 140 kDa y 80 kDa respectivamente, 

mientras que en tejidos humanos adultos, sólo se encuentra Mena de 140 kDa en cerebro. 

Los otros dos exones son más cortos y son identificados como “++” y “+++”, codificando 

para 4 y 19 residuos respectivamente, ambos exones se insertan de igual modo entre el 

extremo C-terminal del dominio EVH1 y la secuencia consenso LERER, no se ha reportado 

que estos exones sean tejido-específicos, pero se han detectado en células tumorales 

circulantes en sangre, por lo que se sugiere que pueden tener una implicación importante en 

la progresión metastásica, esto aunado a que se ha encontrado que las isoformas ++ y +++ 

sólo se expresan cuando disminuye la expresión de Mena 11ª y a que Mena +++ (Mena INV) 

promueve la invasión de células de carcinoma en geles de colágeno tridimensionales, 

incrementando su motilidad in vivo, sensibilizándolas a estímulos quimiotácticos (señales de 

EGF) e incrementando su actividad proteasa. El efecto estimulador de Mena INV requiere de 

la escisión de cofilina la cual precede a la acumulación de Arp 2/3 en los lamelipodios 

concluyendo en la elongación de las fibras de actina lo cual es de suma importancia para 

iniciar la protrusión invasiva durante la quimiotaxis y para mantener la motilidad de las 

células (Gertler et al., 1996; Goswami et al., 2009; Rousos et al 2011; Gertler y Condeelis, 

2011) (Figura 1). Podemos encontrar también gracias al “splicing” alternativo, una variante 

neuronal caracterizada por un exón 6 extendido Mena-140 y una variante específica de bazo 
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de ratón que ha perdido la región central rica en prolinas Mena –S (Urbanelli et al., 2006; 

Tani et al., 2003; Di Modugno et al., 2012). 

 

Figura. 1. Esquema de los dominios estructurales y motivos de hMena. Se muestran los dominios estructurales 

EVH1, EVH2, la región central rica en prolinas junto con la secuencia consenso LERER, los dominios de unión 

a actina fibrilar FAB o globular GAB y por último el dominio de Tetramerización; también se indican los sitios 

de inserción de las secuencias codificadas por los exones alternativos INV y 11ª o el sitio donde el exón 6 es 

deletado (∆V6), los * indica los sitios de fosforilación (Tomada y modificada de Di Modugno et al., 2012). 

Recientemente, se ha implicado a la actividad de factores de “splicing” como ESRP1 y 

ESRP2 presente en células epiteliales o Fox2 en células de ovario como coordinadores 

centrales de la red de “splicing” alternativo base de la transición epitelio mesénquima (TEM) 

en CaMa a través de la desregulación de muchos genes, entre ellos MENA involucrándose de 

esta manera el “splicing” de MENA en la progresión del CaMa. Así mismo, se ha reportado 

que TGF-β puede ser uno de los factores clave para la regulación diferencial de los genes de 

“splicing” y a su vez de hMena, ya que se ha visto que la presencia de hMena ∆V6 sólo puede 

ocurrir después de la perdida de hMena 11ª lo cual es un proceso crucial en la TEM mediada 

por TGF-β1 (Gertler y Condeelis 2011; Di Modugno et al., 2012; Melchionna et al., 2016). 

 Las isoformas de hMena son indetectables en tejido normal de mama, y son progresivamente 

expresadas en lesiones de mama premalignas, sugiriendo que su presencia puede ser usada 

como un marcador temprano de neoplasias de mama en mujeres con un alto riesgo de 

desarrollar CaMa (Di Modugno et al., 2012). 

2.6.hMena y su sobre-expresión en diversos tumores 

La proteína hMena se ha aceptado como un AAT, al encontrarse sobre-expresada en diversos 

tumores de mama, cérvix, páncreas, colon y glándulas salivales (Di Modugno et al., 2004; 

Gurzu et al., 2008; Pino et al., 2008; Toyoda et al., 2009; Gurzu et al., 2009; Gurzu et al., 
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2012). La aceptación de hMena como un AAT ha derivado de los hallazgos de diversos 

trabajos, entre ellos los hechos por Di Modugno y colaboradores en 2006, quienes 

encontraron que el tejido mamario normal no expresa hMena y sólo un 9% de lesiones de 

mama benignas de bajo riesgo la expresan, mientras que en un 67% de aquellas lesiones 

benignas con un alto riesgo de transformación se encuentra un progresivo incremento de 

expresión de la proteína y el porcentaje de pacientes con lesiones positivas para hMena 

incrementa conforme incrementa el grado de lesión, de tal manera, que encontramos un 72% 

de los tumores in situ, 93% de los tumores invasivos y 91% de los tumores metastásicos de 

mama positivos para la sobre-expresión de hMena. 

En cuanto a los tumores de cérvix, Gurzu en 2009 analizó, 30 tejidos de pacientes con 

neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grados 1, 2, 3; y 10 tejidos de carcinoma escamoso, 

encontrando que hMena no se encuentra expresada en el epitelio escamoso normal del cérvix 

pero si se detecta en las lesiones cervicales y la expresión de ésta va incrementando conforme 

incrementa el grado de lesión intraepitelial, encontrándose la mayor expresión en la 

transición de NIC 2 a NIC 3 y en carcinoma (Gurzu et al., 2009). En 2008, Gurzu y 

colaboradores analizaron la expresión de hMena en lesiones colorectales y gástricas para lo 

cual reportaron que ni en la mucosa colorectal normal ni en los pólipos adenomatosos se 

encontró expresión inmunohistoquimica; sin embargo, en pólipos con displasia de alto grado 

se encontró hMena sobre-expresada. En carcinomas colorectales, se encontró sobre-

expresión de hMena en 80% de los casos analizados. Además, se correlacionó la presencia 

de marcadores de angiogénesis, HER-2 o p53, encontrándose la misma correlación que en 

CaMa, hecha por Di Modugno y colaboradores en donde también se reporta que hMena es 

fosforilada río abajo de HER-2 y EGFR después del estímulo con EGF y NRG1 en células 

luminales de CaMa (Gurzu et al., 2008; Di Modugno et al., 2010). 

Además, MENA se ha identificado como uno de los genes desregulados en lo que se llama 

“firma de invasión” (Goswami et al., 2009; Roussos et al., 2010), en la cual se puede 

identificar un determinado perfil de expresión de genes, caracterizado por la disminución de 

genes asociados con proliferación y apoptosis, y el incremento de genes relacionados con la 

motilidad celular (Wang et al., 2004). Lo anterior es de gran relevancia, ya que la metástasis 

es la principal causa de muerte en pacientes con cáncer (Phillipar et al., 2008; Roussos et al., 
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2011), debido a que las células que se establecen en sitios distantes al tumor principal son 

resistentes a la quimioterapia permitiendo la recurrencia de la enfermedad (Mohme et al., 

2016). Sin embargo, existen pocos marcadores moleculares para predecir el riesgo 

metastásico en los pacientes, haciendo difícil predecir el riesgo de recaídas después de la 

remoción del tumor primario, es entonces hMena una proteína importante que podría ayudar 

a evitar la metástasis y por lo tanto la recurrencia de la enfermedad. 

2.7.Respuesta inmune hacia hMena 

Por otro lado, el papel de hMena como un antígeno capaz de inducir respuesta inmune 

humoral y celular  fue inicialmente reportado por el equipo de investigación de Di Modugno, 

quien al utilizar suero autólogo de pacientes con CaMa identificó 6 cDNA correspondientes 

a 3 diferentes genes incluyendo el gen localizado en el cromosoma 1 que codifica para 

hMena, una proteína de la familia Ena/VASP involucrada en la regulación de la motilidad y 

la adhesión celular. Se analizó también mediante inmunohistoquímica y Western Blot la 

expresión de la proteína hMena en líneas celulares de CaMa, encontrándose sobre-expresada 

hasta en 75% de los tumores primarios evaluados. Y posteriormente, se logró demostrar que 

existía una respuesta inmune humoral restringida a pacientes con CaMa, encontrándose que 

18 de 93 pacientes tenían anticuerpos IgG en suero mientras que ninguno de los donadores 

normales mostró presencia de anticuerpos. 

Al ver lo anterior, se analizó si existían en estos pacientes células T CD8+ específicas hacia 

3 epítopes de hMena (GLMEEMSAL, TMNGSKSPV e ILDEMRKEL)  restringidos al alelo 

HLA-A2 y comunes entre las isoformas de hMena, encontrándose que 9 de 12 pacientes con 

CaMa dieron respuesta positiva al producir IFN-γ y dicha respuesta correspondió con una 

respuesta inmune mediada por anticuerpos en 4 pacientes. Así mismo, ellos lograron 

establecer una línea de LTCs específicos al epítope TMNGSKSPV (502-510) de la proteína 

completa de hMena, con capacidad efectora para reconocer y lisar células tumorales de CaMa 

y melanoma HLA-A2+/hMena+ concluyendo que dicho epítope es naturalmente procesado y 

presentado por moléculas HLA-A2+ en células tumorales hMena+ (Di Modugno et al., 

2004).  
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No obstante, se desconoce si estos epítopes comunes entre las isoformas de hMena/hMena11a 

o  hMena/MenaΔV6 podrían inducir LTCs en donadores normales y si estos tendrán la 

capacidad de reconocer y lisar a células tumorales que expresen dichas isoformas. En este 

estudio damos evidencia de que LTCs inducidos a partir de un sistema de vacunación in vitro, 

empleando células dendríticas maduras (MDCs) cargadas con el péptido GLMEEMSAL 

(443-451), común entre las isoformas hMena/hMena11a y hMena/MenaΔV6, muestran 

actividad lítica contra líneas celulares de CaMa y CaCu con positividad a alguna de las 

isoformas de hMena antes mencionadas.  
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3. Justificación 

El CaMa y el CaCu continúan siendo las principales causas de muerte por cáncer en mujeres 

de nuestro país colocándose en el segundo y tercer lugar de incidencia respectivamente. A 

pesar de que existen terapias antitumorales efectivas para el tratamiento de dichas 

enfermedades éstas son efectivas en un bajo porcentaje de pacientes, cuyos tumores deben 

cumplir con ciertas características para ser responsivos a los tratamientos. Aunado a lo 

anterior, la metástasis continúa siendo la principal causa de muerte en pacientes con cáncer, 

permitiendo la recurrencia de la enfermedad y una menor sobrevida de los pacientes. 

Es por esto que, la identificación de antígenos asociados a tumor que se encuentren además 

asociados a un alto riesgo de sufrir metástasis como es el caso de la proteína hMena abre la 

posibilidad de generar terapias coadyuvantes a las ya existentes, que podrían ayudar a reducir 

el riesgo de metástasis y por lo tanto de recurrencia de la enfermedad. Por tanto, en este 

estudio se propuso el uso del epítope GLMEEMSAL, común entre las isoformas de hMena 

reportadas hMena11a (NP_001008493.1, aa 443-451) y hMenaΔV6 (ABY78022.1, aa 406-

414) en humanos; e isoforma 1 (NP_034265.2, aa 667-685), isoforma 2 (NP_032706.2, aa 

662-670), isoforma 3 (NP_001076589., aa 658-666) e isoforma 4 (NP_001076590.1,aa 414-

422) de ratón (recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), Di Modugno et al., 

2004), para conocer si linfocitos específicos hacia este epítope eran capaces de ejercer 

función efectora contra líneas tumorales de CaMa y CaCu. Además, se evaluó si la 

inmunización de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL tenía un efecto protector o 

terapéutico ante el reto tumoral con células JC de carcinoma mamario, los hallazgos son de 

gran relevancia ya que podría no sólo ser aplicable a tumores de mama o cérvix, si no a 

muchos otros que sobre-expresan cualquiera de las isoformas de hMena y además podría 

tener impacto tanto en etapas tempranas como tardías del desarrollo tumoral.  

3.1.Importancia y Trascendencia del Estudio. 

Actualmente los tratamientos dirigidos al control de uno de los tipos de CaMa se enfocan en 

el desarrollo de anticuerpos que bloquean la actividad funcional de HER-2, y aunque muchas 

veces se obtienen resultados alentadores, se limitan a tan sólo un 20-30% de las pacientes. 

Para el caso del CaCu, las terapias antitumorales actuales se basan muchas veces en la 
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respuesta inmune hacia las proteínas oncogénicas E6 y E7, sin embargo, este tipo de terapia 

no es eficaz en tumores que carecen de la expresión de éstas. De tal manera que, la búsqueda 

de nuevos marcadores tumorales ha llevado a proponer a la proteína hMena como un AAT, 

debido a que su expresión se encuentra exacerbada en tumores de mama, colon, cérvix, 

glándulas salivales, páncreas entre otros. Por ello, el desarrollo de tratamientos basados en el 

uso de esta proteína, podría tener una amplia utilidad para prevenir la progresión, metástasis 

y recurrencia de diferentes tipos tumorales. En consecuencia, resulta relevante el desarrollo 

de estrategias terapéuticas como la que se propone en este proyecto de investigación. 
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4. Hipótesis 

La secuencia GLMEEMSAL es un epítope común entre las isoformas de Mena humana y 

murina. Por lo tanto, si utilizamos un sistema de vacunación in vitro empleando CMSP de 

donadores normales para activar linfocitos T CD8+ específicos, estos tendrán la capacidad 

de lisar células tumorales de CaCu y de CaMa que sobre-expresen cualquiera de las isoformas 

de la proteína hMena. Además, al inmunizar ratones de la cepa BALB/c con el péptido, se 

favorecerá in vivo la activación de linfocitos T citotóxicos capaces de reconocer y lisar 

células tumorales de adenocarcinoma mamario de ratón lo cual tendrá efecto protector y 

terapéutico ante el reto tumoral en los ratones inmunizados.  

5. Objetivos 

Objetivo General  

Evaluar in vitro e in vivo  la capacidad inmunogénica del epítope GLMEEMSAL, común 

entre las isoformas hMena11a y hMenaΔV6 de la proteína Mena humana, para inducir la 

activación de linfocitos T citotóxicos. 

          Objetivos Particulares 

1.- Analizar la afinidad del epítope GLMEEMSAL de hMena por las moléculas HLA-A2 

humanas y H2-Kd de ratón. 

2.- Analizar la expresión de Mena en las líneas celulares humanas y murinas de CaCu y 

CaMa.  

3.- Evaluar la activación de linfocitos T CD8+ específicos inducidos mediante vacunación in 

vitro  empleando CMSP de donadores normales e in vivo mediante inmunización de ratones 

de la cepa BALB/c con el epítope GLMEEMSAL de hMena 

4.- Evaluar la actividad funcional de los linfocitos T activados in vitro e in vivo con el epítope 

GLMEEMSAL de hMena contra líneas tumorales humanas de cáncer de mama y cérvico-

uterino; y contra una línea tumoral murina de adenocarcinoma mamario. 
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5.- Evaluar el efecto protector y terapéutico de la inmunización con GLMEEMSAL ante el 

reto tumoral con una línea tumoral murina de adenocarcinoma mamario en ratones de la cepa 

BALB/c. 
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6. Materiales y métodos  

6.1. Muestras biológicas. 

Se colectó sangre periférica de donadores normales (5 mujeres, 3 hombres, n=8; edad 21-30 

años) bajo consentimiento informado de todos los individuos, utilizando un formato 

autorizado por el Comité de Ética de la UMAE del Hospital de Oncología, CMN SXXI  del 

IMSS,  para el protocolo 3026-24 de investigación en salud. Las muestras de sangre fueron 

colectadas en tubos vacutainer que contenían ACD como anticoagulante (Becton Dickinson 

Broken Bow, NE, USA). Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fueron 

obtenidas mediante centrifugación utilizando un gradiente de densidad con Ficoll-

Histopaque (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Las muestras positivas para HLA-A2 fueron identificadas mediante citometría de flujo, para 

ello se utilizó el anticuerpo monoclonal derivado del hibridoma PA2.1 (ATCC, USA) el cual 

reconoce a la molécula HLA-A2. El anticuerpo anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) se utilizó como anticuerpo secundario y el análisis se llevó a 

cabo en el equipo FACS ARIA II (BD Biosciences, San José, CA, USA). 

6.2. Líneas celulares 

Para la realización de este trabajo se utilizaron las siguientes líneas celulares: CaSki (VPH-

16+, HLA-A2+, hMena/hMena11a+) y C33A (VPH-, HLA-A2+, hMena/hMena ΔV6+) de 

CaCu; y MCF-7 (HLA-A2+, hMena/hMena11a+) y MDA-MB-231 (HLA-A2+, 

hMena/hMenaΔV6+) de CaMa, así como  la línea celular murina de adenocarcinoma 

mamario JC (haplotipo H2-Kd) derivada de un tumor espontaneo de ratones BALB/c (Chao 

et al., 1989). Todas las líneas celulares fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 

(SIGMA- Aldrich, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO) a una 

temperatura de 37°C con un 5% de CO2 y humedad saturante.  

6.3. Análisis de expresión de Mena  

La expresión de Mena en las líneas celulares empleadas en este trabajo excepto la línea 

murina JC, ha sido previamente reportada (Di Modugno et al., 2007; Di Modugno et al., 

2012). Sin embargo, en este trabajo se corroboró la expresión de Mena mediante citometría 
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de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal Anti-Mena clon A351F7D9 (Millipore, 

Temecula, CA, USA) y el anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El análisis se llevó a cabo en el equipo FACS ARIA 

II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) para el análisis de los resultados se adquirieron 

10,000 eventos en cada determinación por triplicado. 

6.4.Ensayo de estabilización de moléculas MHC I murinas y humanas 

Se analizó la estabilización de moléculas HLA-A2, utilizando la línea celular linfoblástica 

T2, la cual expresa moléculas HLA-A2 vacías en su superficie (Hosken et al., 1990), con 

ésta se evaluó la afinidad de diferentes concentraciones (25 to 200 µg/ml) de péptido 

sintético. Para llevar a cabo lo anterior, se incubaron las células con diferentes 

concentraciones de péptido, a 37°C en presencia de 5 µg/ml β2-microglobulina (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA)). Los péptidos utilizados para este ensayo (sintetizados por 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) fueron: GLMEEMSAL (secuencia 443-451) derivado de la 

proteína hMena, KIFGSLAFL (secuencia 369-377) derivado de la proteína HER-2 y 

KLPQLCTEL (secuencia 18-26), los cuales fueron empleados como control positivo debido 

a que ya se ha reportado anteriormente su afinidad para las moléculas HLA-A2 (Di Modugno 

et al., 2004; Fisk et al., 1995; Kast et al., 1994). El péptido TPTLHEYML (secuencia 5-13) 

derivado de proteína E7 (VPH-16) fue empleado como control negativo debido a su baja 

afinidad para las moléculas HLA-A2 (Kast et al., 1994). Por otra parte, para evaluar la 

afinidad de estos péptidos por las moléculas H2-Kd, se empleó la línea celular de 

mastocitoma P815 previamente tratada por elución ácida y posteriormente incubada con 

diferentes concentraciones de péptido (0 a 200 µg/ml). La unión de cada uno de los péptidos 

a las moléculas HLA-A2 y H2-Kd se analizó mediante citometría de flujo, posterior al 

marcaje con el anticuerpo anti HLA-A2 derivado del hibridoma PA 2.1 o el anti-H2Kd 

derivado del hibridoma SF-1.1.10 (ATCC, USA) respectivamente, en conjunto con el 

anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), para el análisis de los resultados se adquirieron 10,000 eventos en cada determinación 

por triplicado. 
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6.5.Generación de Células Dendríticas Maduras (CDMs) 

Las CDMs fueron generadas de acuerdo al protocolo previamente descrito (Mora-García et 

al., 2006) con algunas modificaciones. Después de la obtención de las CMSP, se sembraron 

2,500,000  en placas de 6 pozos en un volumen final de 2 ml de medio de cultivo. 

Transcurridas 2 horas de iniciado el cultivo, se procedió a colectar la fracción no adherente 

y ésta fue criopreservada (-70° C) para su posterior uso. La fracción adherente fue cultivada 

durante 5 días en medio completo (MC) compuesto por IMDM (Gibco, USA) suplementado 

con 10% de suero autólogo humano, 100 unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina (Gibco, USA), 4 mM L-glutamina (Gibco, USA), 1mM de piruvato de sodio 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1X de solución de aminoácidos no esenciales (Sigma- 

Aldrich, USA) y 20 µM de 2-mercaptoetanol (Gibco, USA). Para la generación de células 

dendríticas se suplementó el MC con 40 ng/ml de IL-4  (PeproTech Rocky Hill, NJ, USA) y 

60 ng/ml de GM-CSF (Peprotech Rocky Hill, NJ, USA). Al día 5, se procedió a añadir 

citocinas y péptidos antigénicos al cultivo a una concentración de 20 µg/ml de Poly I: C 

(SIGMA- Aldrich, USA), 10,000 U/ml de IFN-α (Roferon-α, F. Hoffmann-la Roche, SA 

Basilea, Switzerland) y 10 µg/ml de péptido GLMEEMSAL, KIFGSLAFL, y el péptido 

KLPQLCTEL (secuencia 18-26) derivado de la proteína E7 (VPH-16) el cual fue utilizado 

como control positivo. El fenotipo de las CDMs fue analizado al día 7 mediante citometría 

de flujo utilizando los anticuerpos monoclonales anti-hHLA- A, B, C (derivado del 

hibridoma W6/32, ATCC) y anti-hCD83 (R&D Systems, USA) en conjunto con el anticuerpo 

secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (SIGMA- Aldrich, USA), además de los 

anticuerpos conjugados  anti-hHLA-DR, DP, DQ-FITC (BD Pharmingen, USA), anti-hB7-

1/CD80-PE (R&D Systems, USA), anti-hB7-2/CD86-APC(R&D Systems, USA). La 

expresión de cada marcador fue comparada con la expresión de Células Dendríticas 

Inmaduras (CDIs) obtenidas del cultivo de la fracción adherente de las CMSP en presencia 

de sólo GM-CSF e IL-4. Un total de 10,000 eventos fueron adquiridos en cada caso para su 

análisis, mediante citometría de flujo. 

6.6. Identificación de células T activadas productoras de IFN-γ. 

Para la activación in vitro de linfocitos T, 250,000 CMSP fueron co-cultivadas con CDMs 

cargadas con 10 µg/ml de péptido GLMEEMSAL en proporción 5:1 (CMSP:CDMs); 
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mientras que para el modelo in vivo se extrajeron células de bazo de ratones inmunizados con 

tres dosis intraperitoneales de 100 µg del péptido GLMEEMSAL. Ambos cultivos fueron 

mantenidos durante 72 horas en una placa de 24 pozos (Corning, Pittston, PA, USA) con 1 

ml de MC. Durante las últimas 12 horas de cultivo, se adicionaron 10 µg/ml de Brefeldina A 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 50 µg/ml Monensina A (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA), para poder determinar el porcentaje de células T productoras de IFN-γ. 

Finalizado el tiempo de co-cultivo, se colectaron las células y se incubaron por 30 minutos a 

4°C con el anticuerpo monoclonal anti-CD8-APC o anti-CD4-PE (R & D Systems, Inc., 

Minneapolis, MN, USA) para humano o ratón según fuera el caso y posteriormente se 

realizaron 3 lavados con PBS/2% SFB. Después las células fueron fijadas y permeadas 

usando el kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e incubadas con el 

anticuerpo monoclonal anti-IFN-γ-FITC (R & D Systems, Inc, Minneapolis, MN, USA) para 

humano o ratón según fuera el caso durante 30 minutos a 4°C y se realizaron 3 lavados con 

PBS/2% SFB. Un total de 50,000 eventos fueron adquiridos y analizados con el software 

Flowing 2.5 para determinar el porcentaje de células T CD8+/IFN- γ + y CD4+/IFN- γ +. 

6.7. Ensayos de citotoxicidad 

La actividad citotóxica de células T CD8+ estimuladas con los péptidos antigénicos fue 

determinada por la expresión de la molécula CD107 en las células efectoras después de su 

degranulación (Betts et al., 2003) o por el porcentaje de células blanco lisadas, positivas a la 

inclusión de la solución de viabilidad celular 7AAD (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).  

En el primer caso las células blanco (T2, CaSki, C33A, MCF-7 y MDA-MB-231) fueron co-

cultivadas con CMSP (previamente estimuladas con 3 rondas de CDMs cargadas con 

péptido) en proporción 1:5 durante 4 horas en 50 µL de MC adicionando al inicio del ensayo  

2µL del anticuerpo monoclonal anti-hLAMP-1/CD107a-FITC (R & D Systems, Inc, 

Minneapolis, MN, USA). Una hora después de iniciado el ensayo se agregaron 5 µL al cultivo 

de una mezcla de 10 µg/ml de Brefeldina A (Sigma-Aldrich, USA) y 50 µg/ml de Monensina 

A (Sigma-Aldrich, USA). Terminado el tiempo de co-cultivo, se procedió a realizar una 

tinción con el anticuerpo monoclonal anti-hCD8-APC (R & D Systems, Inc, Minneapolis, 

MN, USA) y posteriormente se analizaron las células CD8+CD107a+ en un FACS ARIA II 
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(BD Biosciences). Después de descartar fragmentos celulares, se analizó un total de 25,000 

eventos para cada determinación.  

Por otra parte, para evaluar la especificidad de la respuesta, se determinó la actividad 

citotóxica de las células efectoras sobre las células blanco utilizando las proporciones  1:20, 

1:10 y 1:5 (Blanco: Efectora) y la solución de viabilidad celular 7AAD (BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA). Para determinar la lisis total de las células blanco, se utilizó peróxido de 

hidrógeno para permearlas (control positivo de técnica). El porcentaje de lisis específica se 

calculó de acuerdo a la fórmula: % citotoxicidad = 100 x [(lisis experimental  (7AAD+) – 

lisis basal (7AAD+) / (lisis total (7AAD+) – lisis basal (7AAD+)]. Para inhibir el 

reconocimiento específico de células T CD8+ a través de moléculas HLA-A2 se agregaron 

10 µg/ml del anticuerpo monoclonal anti-HLA-A2 (derivado del hibridoma PA2.1, ATCC) 

a las células CaSki y MDA-MB-231. 

Modelo tumoral e inmunización con el péptido GLMEEMSAL 

6.8. Ratones 

Se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c (haplotipo H2-Kd) de 6 a 8 semanas de 

edad, estos fueron mantenidos bajo condiciones estándar de bioterio en la FES- Zaragoza 

UNAM con agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos empleados en el modelo 

in vivo fueron llevados a cabo conforme a las reglas institucionales, cumpliendo con las 

normas nacionales e internacionales. 

6.9. Modelo de protección anti-tumoral 

Grupos de 5 ratones hembra BALB/c, fueron inmunizados con 3 inyecciones 

intraperitoneales con un periodo de separación entre una y otra de 10 días (día 0, 10 y 20). 

Cada inmunización consistió de 100 µg de péptido GLMEEMSAL emulsionado en 

proporción 1:1 con 50 µl de adyuvante completo de freund (ACF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) para la 1ª inmunización (día 0), o con adyuvante incompleto de freund (AIF) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para la 2ª y 3ª inmunización (días 10 y 20). El grupo 

control recibió inmunizaciones con el mismo volumen de PBS en proporción 1:1 con el 

adyuvante correspondiente. Para analizar la inducción de linfocitos T citotóxicos (LTCs), 10 
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días después de la última inmunización (día 30) los ratones fueron sacrificados para obtener 

las células de bazo, estas fueron cultivadas en RPMI en presencia o ausencia de 10 µg/ml del 

péptido GLMEEMSAL. Dos días después de la estimulación ex vivo, las células de bazo 

fueron co-cultivadas en placas de 96 pozos fondo U con 50 µl de MC en proporciones 20:1, 

10:1 y 5:1 (Efectora: Blanco) con 60,000 células tumorales JC (Blanco). Después de 4 horas 

de co-cultivo, la actividad citotóxica fue determinada como se indicó previamente.  

Para analizar si la inmunización con GLMEEMSAL tenía efecto protector contra el reto 

tumoral, al día 30 de iniciada la inmunización, se procedió a inocular 1x106 células tumorales 

JC por vía subcutánea en el lomo de los ratones previamente inmunizados.  

     6.10. Modelo Terapéutico 

Para el análisis del efecto terapéutico de la inmunización con el péptido GLMEEMSAL, 

1,000,000 células tumorales JC fueron inoculadas por vía subcutánea en el lomo de los 

ratones BALB/c al día 0. Cuando el tamaño de los tumores fue de 0.5-0.7cm de largo y ancho, 

los ratones se inmunizaron intraperitonealmente con 100 µg/ml del péptido GLMEEMSAL 

emulsionado en proporción 1:1 con 50 µl de AFC al día 13 o con AIF al día 19. El tamaño 

tumoral fue monitoreado cada 3 días con la ayuda de un vernier y se calculó el volumen 

tumoral empleando la formula V = (0.4) (ab2), donde (a) y (b) son el largo y ancho del tumor, 

respectivamente (Attia et al., 1966). Además, se observó la sobrevida de los ratones durante 

31 días. 

     6.11. Análisis estadístico 

Los datos numéricos fueron expresados como el promedio + el error estándar (SEM) de los 

experimentos llevados a cabo por triplicado a menos que se indique lo contrario. La media 

de los grupos fue comparada utilizando la prueba de U de Mann Whitney para datos no 

paramétricos. Se consideró una diferencia estadísticamente significativa con P <0.05 y 

P<0.01. 
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7. Resultados 

7.1. El péptido GLMEEMSAL induce la activación de linfocitos T CD8+ específicos.  

Al analizar la secuencia de ambas isoformas de hMena, mediante los sistemas de predicción 

por algoritmos SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999) y BIMAS (Parker et al., 1994) el 

péptido GLMEEMSAL fue el nanopeptido que mostró más alta afinidad a las moléculas 

HLA-A2. Para corroborar lo anterior, se analizó la afinidad del péptido hacia las moléculas 

HLA-A2, empleando la línea celular T2 la cual presenta moléculas HLA-A2 vacías en su 

superficie, por lo que es posible cargarlas con péptido para su análisis. A manera de control 

positivo, se emplearon los péptidos inmunogénicos KIFGSLAFL (secuencia 369-377) 

derivado de la proteína HER-2 y KLPQLCTEL (secuencia 18-26) derivado de la proteína E6 

de VPH-16, los cuales han sido reportados altamente afines a la molécula HLA-A2 (Kast et 

al., 1994; Fisk et al., 1995; Ressing et al., 1995; Rongcun et al., 1999; Disis et al., 2002; 

Baxevanis et al., 2006). El péptido TPTLHEYML (secuencia 5-13) de la proteína E7 de 

VPH-16 fue usado como control negativo debido a su baja afinidad por las moléculas HLA-

A2 (Kast et al., 1994).  

Como resultado de lo anterior, se encontró que el péptido GLMEEMSAL fue el que presentó 

la mayor afinidad por las moléculas HLA-A2 a partir de una concentración de 50 µg/ml 

(Figura 2), esto con respecto a la expresión basal de estas moléculas en células T2 sin adición 

de péptido, la cual fue normalizada a un valor de 1. El péptido KIFGSLAFL presentó una 

menor estabilización de las moléculas HLA-A2, ya que requirió de una concentración 4 veces 

más alta (200 µg/ml) que la requerida con péptido GLMEEMSAL para obtener la máxima 

estabilización de las moléculas  HLA-A2. En contraste, sólo se observó una ligera 

estabilización de las moléculas HLA-A2 utilizando una concentración mayor a 200 µg/ml 

del péptido TPTLHEYML (Figura 2).  
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Figura 2. El péptido GLMEEMSAL derivado de la proteína hMena estabiliza eficientemente moléculas HLA-

A2. La línea celular linfoblástica T2 que expresa moléculas HLA-A2 vacías en su superficie fue incubada con 

diferentes concentraciones (25-200 µg/ml)  de los péptidos: GLMEEMSAL de hMena, KIFGSLAFL de HER-

2 (control positivo), KLPQLCTEL de la proteína E6 de VPH-16 (control positivo) y TPTLHEYML de la  

proteína E7 de VPH-16 (control negativo). Se muestran las veces de incremento en la expresión de HLA-A2 en 

células T2 incubadas con cada péptido con respecto a la expresión basal de HLA-A2 en células T2 incubadas 

sin adición de péptido, lo cual fue normalizado con valor de 1. Los datos muestran un experimento 

representativo de 3 o más experimentos independientes con resultados similares. 

Con la finalidad de analizar la activación de células T CD4+ y CD8+ con el péptido 

GLMEEMSAL, se llevó acabo un ensayo de vacunación in vitro empleando CDMs cargadas 

con 10 µg/ml de GLMEEMSAL. Las CDMs fueron generadas a partir de CMSP de 

donadores normales HLA-A2+ de acuerdo a un protocolo previamente descrito por nuestro 

grupo de trabajo (Mora-García et al., 2006) con algunas modificaciones como se describió 

en Material y Método. Las CDMs cargadas con péptido GLMEEMSAL fueron utilizadas 

como  células presentadoras de antígeno (CPAs) en los co-cultivos con CMSP en una 

proporción de 1:5 (CDM: CMSP) durante 72 horas. Al terminar el tiempo de co-cultivo las 

células fueron incubadas con anticuerpos para determinar el porcentaje de células T CD4+ y 

CD8+ productoras de IFN-γ. Con esta estrategia pudimos detectar 18% de células T 

CD4+/IFN-γ+ y 25% de células T CD8+/ IFN-γ+, cuando las CMSP fueron estimuladas con 
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las CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL, mientras que en ausencia del péptido los 

porcentajes de células activadas fueron prácticamente nulos (Figura 3). 

 

Figura 3. El péptido GLMEEMSAL activa células T CD4+ y CD8+. Los datos indican el incremento en el 

porcentaje de linfocitos T CD4+/IFN- γ+ y CD8+/IFN- γ+ obtenidos después de co-cultivar durante 72 horas 

CMSP con CDMs cargadas (+) o no (-) con péptido GLMEEMSAL. * Indica diferencia significativa (P<0.05) 

en comparación con los co-cultivos con CMSP sin estímulo. Los valores representan el promedio + SEM de las 

muestras por triplicado. Los datos son representativos de 3 o más experimentos independientes con resultados 

similares. 

7.2. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL son capaces de lisar 

células tumorales positivas para la expresión de hMena/hMena11a y hMena/hMenaΔV6. 

Linfocitos T CD8+ obtenidos mediante la estimulación de CMSP por  el método de 

vacunación in vitro con CDMs cargadas con los péptidos GLMEEMSAL, KLPQLCTEL o 

KIFGSLAFL fueron co-cultivados con células T2 cargadas con cada uno de los péptidos 

(Células Blanco) en una proporción 5:1 y después de 4 horas se analizó el porcentaje de 

linfocitos T CD8+/CD107+. El porcentaje de células T CD8+/CD107+ obtenido del co-cultivo 

de CMSP sin estimular (control negativo) con las células blanco fue de (0.1-0.2%); mientras 

que  el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ obtenido de CMSP estimuladas con el 

péptido GLMEEMSAL fue de aproximadamente 8 veces mayor respecto al control negativo; 

y el de CMSP estimuladas con los péptidos KLPQLCTEL y KIFGSLAFL (controles 
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positivos) fueron de 5 y 6 veces mayor que el del control negativo, respectivamente (Figura 

4). 

 

Figura 4. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL muestran degranulación específica 

restringida a HLA-A2. (A) Los datos representan el incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ 

obtenido del reto de células T2 (HLA-A2+) cargadas con péptido contra CMSP de 4 donadores normales (d1, 

d2, d3 y d4) estimuladas (E) previamente con CDMs cargadas con péptido GLMEEMSAL (hMena), 

KIFGSLAFL (HER-2) o KLPQLCTEL (proteína E6 de VPH-16). El porcentaje basal fue obtenido del reto de 

células T2 cargadas con péptido  contra CMSP no estimuladas (SE). (B) Se muestran los dot plots 

representativos de linfocitos T CD8+/CD107+ después de retar células T2 cargadas con cada péptido contra 

CMSP SE o E de un donador normal. *Indica diferencias significativas (P<0.05) en comparación con los co-

cultivos empleando CMSP sin estímulo previo. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras 

por triplicado de 3 o más experimentos independientes con resultados similares. 

Por otra parte, al considerar que el péptido GLMEEMSAL forma parte de la secuencia de las 

isoformas hMena/hMena11a y hMena/hMenaΔV6 (Di Modugno et al., 2004; Di Modugno 

et al., 2012) se procedió a analizar si los linfocitos T CD8+ estimulados con GLMEEMSAL 
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eran capaces de reconocer células tumorales que sobre-expresaran cualquiera de las 2 

isoformas de hMena. Para ello, las líneas celulares de CaCu, CaSki (VPH-16+, HLA-A2+, 

hMena/hMena11a-positiva), C33A (VPH-, HLA-A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva) así 

como las líneas celulares de CaMa, MCF-7 (HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) y MDA-

MB-231 (HLA-A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva) fueron empleadas como células blanco 

para el co-cultivo con linfocitos T CD8+. La expresión de hMena en estas líneas celulares fue 

corroborada por citometría de flujo (Figura 5).  

 

Figura 5. Expresión de hMena en líneas celulares de CaMa y CaCu. Se muestra la detección mediante 

citometría de flujo de la proteína hMena (histogramas en  negro) en las líneas celulares CaSki y C33A de CaCu, 

así como en las líneas MCF-7, MDA-MB-231 y JC (murina) de CaMa. La tinción con el anticuerpo secundario 

empleado (histograma blanco) fue incluida como control negativo para cada línea celular. Los datos muestran 

un experimento representativo de 3 experimentos independientes con resultados similares. 

El porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ obtenido después del reto de cada línea celular 

con CMSP no estimuladas fue considerado como basal. De forma interesante, después del 

reto de células CaSki, C33A, MDA-MB-231 y MCF-7 con CMSP de donadores normales 

HLA-A2+ estimuladas con el péptido GLMEEMSAL se observó incremento en el porcentaje 

de linfocitos T CD8+/CD107+ de 4.1, 2.2, 3.7 y 2.1 veces con respecto al reto con CMSP sin 

estímulo (Figura 6). CMSP estimuladas con el péptido KLPQLCTEL derivado de la proteína 

E6 de VPH-16 mostró actividad citotóxica únicamente contra las células CaSki, resultando 

en aproximadamente 5 veces de incremento con respecto al reto con CMSP sin estímulo. 
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Figura 6. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL reconocen células tumorales positivas 

para la sobre-expresión de hMena/hMena11a o hMena/hMenaΔV6. CMSP derivadas de 4 donadores normales 

(d1, d2, d5 y d6) fueron previamente estimuladas mediante vacunación in vitro empleando CDMs cargadas con 

GLMEEMSAL (CMSPs-G) o KLPQLCTEL de la proteína E6 de VPH-16 (CMSPs-K) para utilizarlas en el 

reto contra CaSki (VPH-16+, HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) y C33A (VPH-, HLA-A2+, 

hMena/hMenaΔV6-positiva) de CaCu así como MCF-7 (HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) y MDA-MB-

231 (HLA-A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva) de CaMa en proporción 5:1 (E:B). Los datos muestran el 

incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ después del reto de CMSP estimuladas (E) 

previamente con el péptido contra cada una de las células tumorales empleadas. El porcentaje basal de linfocitos 

T CD8+/CD107+ fue determinado retando las diferentes células tumorales con CMSP no estimuladas (SE). Las 

diferencias significativas *(P < 0.05) y ** (P < 0.01) fueron obtenidas al comparar los porcentajes del reto de 

células tumorales contra CMSP estimuladas con respecto al empleo de CMSP no estimuladas contra las mismas 

líneas celulares. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras por triplicado de 3 o más 

experimentos independientes con resultados similares. 

Para determinar, si el reconocimiento inmune de los linfocitos T CD8+ era mediado 

específicamente por las moléculas HLA-A2 presentes en la superficie de las células 

tumorales CaSki (VPH-16+, HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) y MDA-MB-231 (HLA-

A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva), estas líneas celulares fueron cultivadas con diferentes 

proporciones de CMSP (1:5, 1:10, 1:20) las cuales fueron previamente estimuladas en 3 
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ocasiones con CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL. Subsecuentemente, se analizó 

el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ y la lisis específica de ambas células blanco, para 

lo cual se encontró incremento proporcional en el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ 

(Figura 7A) y lisis de las células blanco empleadas (Figura 7B) que correlacionó con el 

incremento de células efectoras en el co-cultivo. Además, al añadir el anticuerpo monoclonal 

anti-HLA A2 a los co-cultivos se pudo observar la inhibición del incremento en el porcentaje 

de linfocitos T CD8+/CD107+ y de la lisis de las células blanco. Aunado a esto, CMSP de 

donadores normales HLA-A2 negativos no mostraron incremento en la actividad citotóxica 

contra estas células blanco (Figura 8). 

7.3. La inmunización de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL activa células T 

específicas.   

De acuerdo a los sistemas de predicción por algoritmos SYFPEITHI (Rammensee et al., 

1999) y BIMAS (Parker et al., 1994) el péptido GLMEEMSAL tiene afinidad media por las 

moléculas H2-Kd. De tal manera que para evaluar dicha afinidad in vitro, se empleó la línea 

celular de mastocitoma P815 la cual expresa moléculas H2-Kd y se trató con una elución 

acida para eliminar los péptidos propios acoplados a sus moléculas H2-Kd y después se 

cultivó en presencia del péptido GLMEEMSAL encontrándose que a una concentración de 

200 μg/ml del péptido, este fue capaz de estabilizar moléculas H2-Kd de forma similar a  la 

obtenida con los péptidos KLPQLCTEL, KIFGSLAFL y TPTLHEYML (Figura 9).   

Para analizar la inmunogenicidad in vivo del péptido GLMEEMSAL, ratones de la cepa 

BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 3 dosis de 100 μg de péptido 

GLMEEMSAL emulsionado con 50 μl de ACF (día 0) o AIF (días 10 y 20) en proporción 

1:1. Diez días después de la última inmunización los ratones fueron sacrificados y las células 

de bazo fueron extraídas y cultivadas durante 72 horas en presencia o ausencia de 10 μg/ml 

de péptido. Transcurrido este tiempo se analizó la cantidad de células T CD4+ y CD8+ 

productoras de IFN-γ observándose incremento de 33% a 50% de células T CD4+/IFN-γ+ y 

de 57% a 70% de células T CD8+/IFN-γ+ cuando el péptido GLMEEMSAL estuvo presente 

(Figura 10). 
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Figura 7. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL muestran actividad citotóxica específica 

restringida a HLA-A2 ante el reto contra células tumorales positivas para las isoformas hMena/hMena11a o 

hMena/hMenaΔV6. CMSP derivadas de donadores normales HLA-A2+ estimuladas previamente (E) mediante 

vacunación in vitro usando CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL fueron empleadas como células 

efectoras en un co-cultivo con células blanco (B) CaSki (VPH-16+, HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) o 

MDA-MB-231 (HLA-A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva) a diferentes proporciones (B:E) 1:5, 1:10 y 1:20. Con 

la finalidad de inhibir el reconocimiento de las células blanco por parte de los linfocitos T CD8+  se agregaron 

10 µg/ml de mAb anti HLA-A2. (A) El porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ y  (B) la actividad citotóxica 

de estos sobre células tumorales fue determinada como se describió en la sección de materiales y métodos. El 

porcentaje basal de linfocitos T CD8+/CD107+ así como de la actividad citotóxica fue determinado retando las 

diferentes líneas celulares con CMSP sin estimular (SE). * Indica diferencia significativa (P < 0.05) con respecto 

a los co-cultivos empleando CMSP sin estimular. Los valores representan  el promedio + SEM de las muestras 

por triplicado. Los datos son representativos de 3 o más experimentos independientes con resultados similares. 
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Figura 8. Linfocitos T CD8+ derivados de donadores normales HLA-A2 negativos estimulados con el péptido 

GLMEEMSAL no son capaces de reconocer células tumorales CaSki y MDA-MB-231. CMSP derivadas de 

donadores normales HLA-A2 negativos fueron estimuladas previamente mediante vacunación in vitro 

utilizando CDMs cargadas con 10μg/ml del péptido GLMEEMSAL y fueron empleadas como células efectoras 

(E) en un co-cultivo contra células tumorales CaSki (VPH-16+, HLA-A2+, hMena/hMena11a-positiva) o MDA-

MB-231 (HLA-A2+, hMena/hMenaΔV6-positiva) usadas como células blanco  (B) a diferentes proporciones 

(B:E) 1:5, 1:10, 1:20. Los datos representan el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+ después del reto de 

CMSP estimuladas (E) con el péptido antigénico. El porcentaje basal de linfocitos T CD8+/CD107+ fue 

determinado retando las líneas celulares con CMSP sin estimular (SE). Los valores representan  el promedio + 

SEM de las muestras por triplicado. Los datos son representativos de 3 o más experimentos independientes con 

resultados similares. 
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Figura 9. El péptido GLMEEMSAL de la proteína hMena estabiliza moléculas H2-Kd. La línea celular de 

mastocitoma P815 (H2-Kd+) fue tratada mediante elución ácida para eliminar los péptidos propios acoplados a 

las moléculas H2-Kd y después se incubó en presencia de 200 μg/ml de péptidos exógenos: GLMEEMSAL de 

la proteína hMena, KIFGSLAFL de HER-2, KLPQLCTEL de la proteína E6 de VPH-16 y TPTLHEYML de 

la proteína E7 de VPH-16. Se muestra la normalización de la expresión de moléculas H2-Kd en células P815 

después de la elución acida incubadas sin péptido, la cual fue normalizado con valor de 1; y el de las células 

P815 estabilizadas con cada uno de los péptidos como se mencionó anteriormente. Los datos muestran un 

experimento representativo de 3 o más experimentos independientes con resultados similares. 

 

Figura 10. La inmunización de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL activa células T CD4+ y T CD8+. 

Los datos indican el incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+/IFN-γ+ y CD8+/IFN-γ+ obtenido después 

del cultivo in vitro de células de bazo, de ratones BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL, en 

presencia (+) o ausencia (-) de péptido como se indicó en la sección de materiales y métodos. Los valores 

representan  el promedio + SEM de las muestras por triplicado. ** Indica diferencia significativa (P<0.01). Los 

datos muestran un experimento representativo de 3 o más experimentos independientes con resultados similares. 
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Para analizar la actividad citotóxica de linfocitos T CD8+ generados después de la 

inmunización de ratones con el péptido GLMEEMSAL, las células de bazo de ratones 

inmunizados fueron cultivadas en presencia o ausencia de 10 µg/ml de péptido 

GLMEEMSAL o TPTLHEYML y posteriormente fueron retadas contra células tumorales 

JC (H2-Kd+, Mena+) (Figura 4) en proporciones 20: 1, 10: 1 y 5: 1 (E: B). Los linfocitos T 

CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL fueron capaces de lisar de 15 a 20% de las 

células tumorales JC, mientras que las células de bazo de estos ratones re-estimuladas con el 

péptido TPTLHEYML o sin péptido (PBS/ vehículo control) mostraron una actividad lítica 

más baja ( Figura 11). 

 

Figura 11. Linfocitos T CD8+ derivados de ratones BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL 

muestran actividad citotóxica contra las células tumorales murinas JC. Células de bazo derivadas de ratones 

inmunizados (n=5) con el péptido GLMEEMSAL fueron re-estimulados ex vivo durante 2 días con 10 µg/ml 

del péptido GLMEEMSAL o TPTLHEYML para después utilizarlas como células efectoras (E) en el co-cultivo 

con células blanco (B) JC (H2-Kd, Mena+, Figura 4) a diferentes proporciones (B:E) 1:5, 1:10 y 1:20. La lisis 

de células blanco por células T CD8+ fue determinada como se indicó en la sección de materiales y métodos. 

El porcentaje de lisis basal se determinó retando las células de bazo del grupo control (PBS/vehículo control) 

contra células tumorales JC. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras por triplicado. *Indica 

diferencia significativa (P < 0.05) en comparación al grupo PBS/vehículo control. Los datos son representativos 

de 3 o más experimentos independientes con resultados similares.  
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7.4 La inmunización de ratones BALB/c  con el péptido GLMEEMSAL inhibe el crecimiento 

tumoral. 

Debido a que, la inmunización de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL indujo la 

activación de LTCs capaces de lisar células tumorales JC, se procedió a analizar la capacidad 

protectora y terapéutica de este péptido ante el reto tumoral. Para tal propósito, se 

inmunizaron ratones BALB/c con 3 dosis, vía intraperitoneal (día 0, 10, y 20) de 100 µg de 

péptido GLMEEMSAL emulsificado con 50 µl de ACF (día 0) o AIF (Días 10 y 20) en 

proporción 1:1. Para analizar el efecto protector, 10 días después de la última inmunización 

se inocularon subcutáneamente en el dorso de los ratones 106 células tumorales JC, mientras 

que para evaluar el efecto terapéutico, las células tumorales JC fueron previamente 

inoculadas en el dorso de los ratones y 13 días después, cuando los tumores fueron palpables 

(0.5-0.7 cm de largo y ancho) se administró la primera inmunización y la segunda dosis se 

aplicó al día 19. El grupo control (PBS/vehículo control) fue inoculado únicamente con 106 

células tumorales JC. Con el esquema empleado, se pudo apreciar diferencia significativa en 

el crecimiento tumoral (**P<0.01) con respecto al grupo control. En el grupo donde se evaluó 

el efecto protector, los tumores fueron de tamaño muy reducido comparado con los tumores 

encontrados en el grupo control (0.6 vs 2 cm3), al finalizar el experimento se encontró una 

disminución de hasta 30% en el crecimiento tumoral. Por otra parte, al analizar el efecto 

terapéutico de la inmunización con GLMEEMSAL se encontró que 6 días después de la 

primera inmunización el crecimiento tumoral fue significativamente menor comparado con 

el grupo control (*P<0.05) (0.5 vs 1.3 cm3) y al finalizar el experimento se observó reducción 

del crecimiento tumoral de hasta 50% (Figura 12). La inmunización con el péptido 

GLMEEMSAL, sin importar si era bajo un esquema protector o terapéutico mostró reducción 

de la tasa de crecimiento tumoral comparado con el grupo control. Los ratones que recibieron 

un esquema de inmunización protectora, requirieron 15 días más para alcanzar volúmenes 

tumorales de 2 cm3 y cuando se inmunizaron ratones con el esquema terapéutico, estos 

tardaron 10 días en desarrollar tumores de ese mismo volumen, lo cual se tradujo en un mayor 

tiempo de sobrevida de los ratones en esos grupos experimentales. 
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Figura 12. Efecto antitumoral de la inmunización con el péptido GLMEEMSAL en un modelo tumoral con 

ratones BALB/c. Ratones de la cepa BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 3 dosis (día 0, 10 y 

20) de 100 µg de péptido GLMEEMSAL emulsificado con 50 µl de ACF (día 0) o AIF (días 10 y 20) en 

proporción 1:1. Para evaluar el efecto protector, 10 días después de la última inmunización  se inocularon 106 

células tumorales JC subcutáneamente en el dorso de los ratones. Para evaluar el efecto terapéutico, las células 

JC fueron inoculadas subcutáneamente en el dorso de los ratones y cuando los tumores fueron palpables (día 

13) se aplicó la primera inmunización y al día 19 se administró la segunda dosis. El grupo control (PBS/ 

vehículo control) fue inoculado con 106 células tumorales JC. Se muestra el promedio de crecimiento tumoral 

de los 5 ratones de cada grupo + SEM. El volumen tumoral en todos los casos fue determinado como se describió 

en la sección de materiales y métodos. * P<0.05, **P<0.001, después de realizar una prueba de U de Mann 

Whitney comparado con el grupo control (PBS/vehículo control). Los datos son representativos de 2 

experimentos independientes con resultados similares. 

7.5 La inmunización con el péptido GLMEEMSAL incrementa la sobrevida de los ratones 

ante el reto tumoral. 

En conjunto con la inhibición de crecimiento tumoral observada después de cualquiera de los 

dos esquemas de inmunización con el péptido GLMEEMSAL en ratones BAB/c, fue posible 

observar un mayor porcentaje de sobrevida que los grupos inmunizados con el esquema 

protector y terapéutico, encontrándose un 100% y 60% de sobrevida respectivamente, 

mientras que los animales no inmunizados con el péptido murieron antes del día 22 (Figura 

13).  
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Figura 13. La inmunización con el péptido GLMEEMSAL incrementa la sobrevida ante el reto tumoral en 

ratones BALB/c. Para analizar el efecto protector de la inmunización con GLMEEMSAL, ratones BALB/c 

fueron inmunizados intraperitonealmente con 100 µg de péptido GLMEEMSAL al día 0, 10 y 20 para después 

ser inoculados subcutáneamente  en el dorso con 106 células tumorales JC al día 30. Para el efecto terapéutico, 

106 células JC fueron inoculadas en el dorso y cuando los tumores fueron palpables (día 13) se comenzó con 

las inmunizaciones con GLMEEMSAL a los días 13 y 19. El grupo control (PBS/vehículo control) fue 

inoculado con 106 células tumorales JC en el dorso. La sobrevida fue monitoreada diariamente a lo largo del 

experimento. Se muestran los porcentajes de sobrevida de los 5 ratones de cada grupo. Los datos son 

representativos de 2 experimentos independientes con resultados similares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

8. Discusión 

Es bien conocida la participación de hMena en la motilidad y adhesión celular mediante la 

regulación de la dinámica de actina del citoesqueleto (Krause et al., 2003). Además, se ha 

reportado que el incremento en la expresión de hMena durante la progresión de lesiones 

benignas a malignas (Gurzu et al 2013; Gurzu et al., 2009; Goswami et al., 2009; Di 

Modugno et al., 2010; Robinson et al., 2009; Roussos et al., 2010) junto con la expresión 

alternativa de las isoformas hMena/hMena11a y hMena/hMena∆V6 regulan la invasividad y 

potencial metastásico de las células tumorales (Di Modugno et al., 2012). Por esta razón, 

hMena podría ser usada como marcador para diferenciar lesiones benignas de lesiones 

malignas con alto potencial metastásico (Bria et al., 2014) y tener una repercusión importante 

en la predicción de progresión tumoral y en la búsqueda de terapias específicas que frenen el 

crecimiento tumoral. En este contexto, se desconoce la capacidad inmunogénica de hMena 

para inducir respuesta inmune antitumoral. Por ello, en el presente trabajo analizamos la 

capacidad del péptido GLMEEMSAL de hMena (secuencia 443-451), conservado entre las  

isoformas hMena/hMena11a y hMena/hMena∆6, para generar LTC con capacidad efectora.  

Inicialmente se analizó la capacidad de GLMEEMSAL para ser procesado y presentado 

naturalmente por moléculas HLA-A2, uno de los alelos ampliamente distribuidos en la 

población mundial y Mexicana, lo cual se pudo corroborar al emplear el sistema de 

algoritmos PAProC (Gritzapis et al., 2008). De hecho, el péptido demostró tener gran 

afinidad por moléculas HLA-A*0201 de manera comparable a la afinidad mostrada por los 

péptidos KIFGSLAFL secuencia 369-377 de la proteína HER-2 y KLPQLCTEL de la 

proteína E6 de VPH-16 previamente reportados en la literatura (Kast et al., 1994; Fisk et al., 

1995; Ressing et al., 1995; Rongcun et al., 1999; Dissis et al., 2002; Baxevanis et al., 2006). 

En nuestro estudio encontramos que CMSP estimuladas mediante un sistema de vacunación 

in vitro con CDMs fueron capaces de reconocer y lisar a células T2 cargadas con este péptido 

y líneas celulares tumorales de CaCu y de HLA-A2+ que sobre-expresan las isoformas 

hMena 11a o hMena ∆V6.  

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por el grupo de Nístico en 2004, quienes 

encontraron que hasta un 20% de pacientes con CaMa  tienen respuesta de IgG específica a 

epítopes de hMena y respuesta mediada por células T CD8+ hacia esos mismos epítopes de 
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hMena en 75% (9/12) de las pacientes HLA-A2+, lo cual sugirió que la respuesta inmune 

contra esta proteína es posible. En nuestro estudio, demostramos que fue posible generar 

células T CD8+ efectoras al activar CMSP de donadores sanos con el péptido 

GLMEEMSAL. Además, evidenciamos que dicha función efectora fue específica al alelo 

HLA-A2, al ser bloqueada con anticuerpos anti HLA-A2, o prácticamente anulada al utilizar 

líneas celulares HLA-A2 negativas como células blanco. Estos resultados nos permiten 

sugerir, que este epítope es un candidato adecuado para utilizarse como coadyuvante a las 

terapias antitumorales actuales, ya que podría ser eficaz para generar respuesta de linfocitos 

T citotóxicos en pacientes con CaMa (Di modugno et al., 2006) o CaCu (Gurzu et al., 2009), 

y podría beneficiar también a pacientes con tumores colorectales (Gurzu et al., 2008), de 

glándulas salivales (Gurzu et al., 2012) y pancreáticos (Pino et al., 2008), en donde se ha 

reportado la sobre-expresión de hMena. Además, dado que el epítope inmunogénico 

GLMEEMSAL de hMena (433-451) es conservado en las diferentes isoformas de hMena 

reportadas, hMena 591aa posición 443-451 (NP_001008493.1), hMena 570aa posición 443-

451 (NP_060682.2) y hMena 533aa posición 406-414 (ABY78022.1) según la base de datos 

Protein (recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), su potencial de aplicación 

podría ampliarse a las neoplasias que sobre-expresaran alguna de éstas.   

Es importante señalar que los linfocitos T citotóxicos específicos mostraron actividad 

efectora contra la línea celular C33A, la cual es una línea celular negativa para VPH. Este 

dato es relevante, si consideramos que las inmunoterapias antitumorales actuales para CaCu 

están basadas en la generación de una respuesta inmune hacia las proteínas tardías, E6 y E7 

del VPH, lo cual es útil en pacientes positivas a infección con el VPH del mismo genotipo 

(Lee et al., 2016).  

De manera interesante en  nuestro estudio se pudo  detectar la activación de linfocitos T CD8+ 

y CD4+ al cultivar  CMSP con CDMs de donadores normales, y también al inmunizar ratones 

BALB/c con el péptido GLMEEMSAL. Sin embargo,  la activación de linfocitos T CD4+ 

puede ser debida al efecto de citocinas producto de la activación de linfocitos T CD8+, como 

el IFN-γ, lo cual tendrá que ser analizado en futuros experimentos.  

Trabajos realizados por Phillipar y colaboradores y por el grupo de Nístico y colaboradores 

en 2004, reportaron una relación entre la expresión de hMena y el potencial metastásico, al 
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identificar diferentes isoformas de hMena, como hMena11a, asociada con un alto índice 

proliferativo en etapas tempranas del desarrollo del CaMa; y la proteína hMena INV 

detectada en tumores invasivos (Phillipar et al., 2008; Di modugno et al., 2010). Pero no sólo 

se ha relacionado a hMena con un alto índice metastásico sino que también se ha observado 

una asociación entre la elevada expresión de hMena y el tamaño de los tumores (Toyoda et 

al., 2011). Por lo que, generar una respuesta inmune contra esta proteína podría tener impacto 

en varios aspectos del desarrollo tumoral, principalmente al disminuir su potencial 

metastásico para prevenir la recurrencia en pacientes libres de la enfermedad o incrementar 

la sobrevida de los pacientes  al evitar la metástasis, considerada la principal causa de muerte 

en los pacientes con cáncer. 

No obstante, el principal problema para generar estrategias de vacunación efectivas dirigidas 

contra autoantígenos como hMena es romper la tolerancia inmune. Para descartar dicho 

fenómeno, se empleó un modelo tumoral in vivo utilizando ratones de la cepa BALB/c 

inmunizados con el péptido GLMEEMSAL. Resulta importante mencionar que de acuerdo 

con la base de datos del National Center for Biotechnology Information, USA, el péptido 

GLMEEMSAL se encuentra también conservado entre las isoformas murinas de Mena 

isoforma 1 (NP_034265.2, secuencia 667–685), isoforma 2 (NP_032706.2, secuencia 662–

670), isoforma 3 (NP_001076589., secuencia 658–666) e isoforma 4 (NP_001076590.1, 

secuencia 414–422) y de acuerdo a nuestros resultados el péptido fue capaz de unirse a 

moléculas H2-Kd. Al inmunizar ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL se encontró, 

que hay activación de LTCs que reconocieron y lisaron células tumorales JC (H2-Kd, 

Mena+). Además, en este trabajo se muestra por primera vez que el uso de un esquema 

protector o terapéutico de inmunización con el péptido GLMEEMSAL, provee respuesta 

inmune anti-tumoral capaz de inhibir el crecimiento tumoral y prolongar la sobrevida. A 

pesar de ello, será importante considerar un incremento en el número de inmunizaciones o la 

dosis de cada una de ellas en el esquema terapéutico para ver si la tasa de crecimiento tumoral 

disminuye, o también sería relevante la inclusión de otros epítopes conservados entre las 

isoformas de hMena/hMena11a y hMena /hMena ∆V6. 

Por tanto, el análisis de la inmunogenicidad del epítope de hMena (433-451) es de gran 

importancia puesto que abre la posibilidad de que una estrategia terapéutica basada en éste, 
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pueda reflejarse en una respuesta clínica en los pacientes, debido a la capacidad de este 

péptido para generar células T CD8+ específicas capaces de eliminar células tumorales que 

sobre-expresen hMena y sus isoformas; y además, podría incrementar la sobrevida de los 

pacientes. 
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9. Conclusiones  

Considerando que se ha detectado respuesta inmune humoral y celular hacia epítopes de 

hMena en pacientes con CaMa y una vez que se ha demostrado en este trabajo que se puede 

inducir respuesta celular inmune tanto in vitro como in vivo hacia epítopes conservados de 

las isoformas hMena/hMena11a y hMena /hMena ∆V6 como el péptido GLMEEMSAL, el 

uso de epítopes de hMena puede ser una importante alternativa para ser considerada en el 

desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas que ayuden a disminuir el crecimiento tumoral. 

 Perspectivas  

• Ajustar el esquema de dosis o de intervalo de inmunizaciones para ver si mejora la 

actividad terapéutica 

• Cuantificar la metástasis antes y después de la inmunización con el péptido.  

• Integrar el péptido GLMEEMSAL en cVLPs para ver si se mejora la respuesta 

inmune hacia el epítope. 

• Analizar la actividad inmunogénica de otros epítopes conservados de hMena en 

conjunto con el péptido GLMEEMSAL 
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8octgrourld: Al lanaD"'" apreWOI'I of human ortholog of munn .. M",,~ (hMen3) hMenalhMena' " and hMenal 
IlM m.a.t!ov6 iIolorms "'subte th" inva&iY<::n1':S4 and meta&Ultic polmtiaJ uf lumor cdJ.5. h 1, th"" importanl 10 
Idenli(y cpil0p8 or .hUl! proc~1U tha! un .. Ud[ anli(\lmor immun" ro:spo~ ro ronrnOt.tt" 10 [he eliminlllon of 
ceU.s with metaiuc:ic palentia/. 
N I'Ihods: We assayed Ihe apadty of the pepc:ide GLMI!.t:P.lSAL., cornmon In hMe11l1IhMen~'" and hMcnaj 
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RO$Ulu: MDC 1000ded with th" p"ptidr GLMEEMSAL "Iidred ~tronS proUfer.adon and activation o{ coa ' T 
lymphOl")'le&. ~ en ... len~l1Iled wi lh this ~yst.rm We<T {~pilhIe 10 Iyse s~fi",l1y R.C;o and Cee<! ~n linel 

aprcsains tithe!' hMenajhMena'" or hMeniLI'hMenaA\'6. lmmunlndon wlth GLMEliMSAl. provlded prOlel:uv" 
aod thl'nl~lit " ndtum« activily as wellas (naUle!! survival ln 1lA1.8/ c mlee. 
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hM ... "a lo deve!op Immunothcr.lpy prQ(oeo!6 10 COUfilCr.1ct me growlh ~nd me\: ... latic potrntial of lumon wilh 
o\'er-cxpression o{ hM ena. 

MelaSl3Sls 1$ Ihe primaty cause ol deatb in pa tl enls wi tb canccr due 
to th~ ability ol tumor cells 10 evade immune rccognllion and mlgrale 
lO sileli distal 10 me primary tumor and propagale!:he diuasc [1.2J. 1I 
hu be~n propor;ed tbat tbc over-6pression ol ptotdru regulating cy
loskeletal dynamia piays an importanl role lo me iov;u!ve capacity o( 

tumor cclIs and I:il'ape immune rtr:ognltion [3,4]. As a consequen~ il ili 
importanl lO Idtf1tily whc:ther epilopes derlved from lhese protcins are 
capólble ol indudng a spc:dñc cellular lmmune response tltal con
uibutes lO tite elimination oC cdls wi!:h melaStlI tic pou~nc:ial . 

Th~ marn function 01 the hMena protejn is the regulatiun oC cyto
p1asmic atoo ;u.sernbly and dynamics and a1so plays an importanl rol ... 
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ol prlmary brell.'il uncen {4,6J. hMena hu a1so been ob.served 10 be 
over-fiJl ressed In colorectal caneer [7J, metastatk pancreatic carci
noma (8J, malignanl leslons of the salivary glaneis [9J and both pre
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Drosophila Ena and i$ coded by the mena sme !ocated DO du"omO$OOle 1 
(4]. Structurally is romposed of highly conserved NH:r and COOH
tenninal domaiJu; called En;t-VASP homology 1 and 2 (EVH 1 and EVH 
2) they fhmk ¡¡ central proline rieh domain. The EVH 1 domaln mediates 
subcdlular tlll'letin, by bindin, to Ihe D/EFPPPP motif. whleh 15 found 
in the foca l adhesiOfl proteiru Z)'Iin and Vinrnlin. The EVH 2 dcunain 
euntains a predicted coiled coil-like sequence and is thought to mediate 
OligomerlzatiOD. The cc:ntr.Ll prollne-rieh dor=in mediales direct In
teraction$ with !he at"tin- hlndin~ proteJn Protllin thcreby r~u la ljn, the 
polymerlzaUon of cytodcele tal actin [11 ,13]. In !his manner hMena 
play, an imporanl role in controllin, me movement and morpilolo,y of 
tlbrobla5~, epithellal ools, endothdial cells and neurons [11 ,12]. A 
rdationship betwecn hMena and meta5tadc potential has been corro
boratcc! based on il.! accumulation in focal adhe¡lons and relloll!i of 
dynamic actin remodclin, In !he lamdlipodium formioz: par1 of the 
migradon frool or cel ls (1 ,12-"4]. 

Recently it has bun reponed !hal different i50form~ or hMena 
generdted by altem9tive splidnl play an Important role in the ¡Jr'O' 

Uferatioo and metutaUc capacity o! tumor cells [l 5}. The presence ol 
the hMena/hMena ll • lsofonn has been a.ssociated with rhe prol!ferative 
proper1les of ceUs transformed In lhe urly st3ges or CilrKer develop
mm l {16), m~while thc i.sofOl"ltl M.ten.a/Mma.1v6 la &trons1y ZSM)

ciated wich Ihe 1nvuive capacity of malignanl cdl5 [1,5,6J. 
On !he other hand lhe role o( hMena as an antlgen capable of in

ducing llJl InunW\e cdJ response was lnltlally reported by the Nistico 
IrouP r 4]. They .nalyud T_lymphocyte stlmulatlon wilb Ihrtt tpilopes 
derivtd from Ihe hMena proleln reslriCled to allele Hl.A-A2 
CTMNGSKSPV (502-510), GLMEEMSAL (443-451) and llDl:MRKEL 
(562-S70)} and found INI 9 uI 12 patimb with breiDI cancel' (BrCa) 

showed • positive response by producinl IFN·y. Tht)' aIso establisbtd a 
Une or CrLs spedfle 1.0 the epitope TMNGSKSPV (502-510) of!h e 
complete hMena proteln; these cdls were able lO recosnl:lt and lyK 
Bre. .nd melanoml HLA-A2"/hMen." rumor cells.. These resuJ llIi 
W33est th. 1 ltMen. derived peptides m.y be natu,..Uy ptoeeS$ed and 
presenled by the HLA·Al + allde in tuman olber than breas!. cancer. 
However, il is nol knowo if hMen.a derived epitopeJ are ca.pable lo elleit 
In. 1Iivo antilumor immune I'C$poost. In th ls ¡tud)' we provide evidence 
that in vivo stimula tlon of CD8 ~ T cells with the antisenlc peplide 
GLMEEMSAL (<<3--451 ), common in me hMenalhMena1 h and hMena/ 
Mena!>v6 i$of0nn6, 15 C8J)11b1e 10 lIenentte cn.s wim lyOe activity 
agairu;! humOlll BrCa and cervical cancer (CeCa) ceU lines. We al50 show 
(01' me fir¡( time tbal lm.munlz.ation wim the GI.MEEMSA1. peptide 
tliciltd a w-ooz: lIntilumo.- Immune response in Balb/ c mlce bearinll 
lumors induced by tht; inoculallon ol the prlmny mamm.ry adeno
cardnomR ,IC cr.U IiDe (hMma "). Th~ remito! may cnntribUle In ~ 
tablish a new stnlegy lor lbe UK of hMena daived ep.¡lopd 101' pro
locob of Immunothen.py against canccr. 

2. M.tui.!, aud mtthodJ; 

2.1 . Puiphu/ll blood mooonw:~1lr alls (pBMCJ ) fJIId HU ryp~ 

Peripheral blood Silmples were collecta! froro he.hhy donan 
(n - 8). Al] donors $Igntd an informe<! consenl format approvtd by Ihe 
local lMSS Committee on Ilealth Research; prolOCot 3026-24. The 
blood JIlmples were coUtcled In viIC\Itainu rubeJ¡ with .ntieoagulanl 
loCO (Becton Dicltinson, Broken Bow, Na., USA). PBMCs were obtained 
!hrough ccntrifuplion usinS a dmsity ~dienl with Firoll (Sigma
Aldrich, SI. Louis, MO, USA) lollowed by re-sulpenslOll In PBS sup
plemented with 10'Ii0 fetal bovine serum (FBS; eibco, Úlrlsbad, CA, 
USA). Samples positlve for HlA-A2 w~ Identi fled wilh now cytometry 
usinS the monoclonal anlibody PAl.l obtained ftom me American Type 
Culrure. ~ (ATCC, USA) wlUch rtcognius !he HU.-Al mole
cuJc. llJld llJl anU-mouse ¡ge (Fab ¡pec:IBc)-FITC ICCODQary anribody 
(Silma-A1drieh , SI. 1.0111$, MO, USA) on a FACS ARIA 11 lB!) 6losciences, 
San Jose, CA, USA). 

'" 

2.2. CelIlina 

CaoSkI (HPV-16+, HU.-Ar, hMenalhMena ll'-posilive) and C33A 
(HPV- . HU-Al '" , hMen .. !hMen36v6-positlve) ceca cdls, MCF-7 
(HLA-A2 +, hMenalhMen.1Io-posldve) and MOA-M~231 (HUr.-A2+, 
hMena/hMma6v6-pa1itive) Brea c:eIIs were wed. P05irive exprewon 
ofhMena isoforms in these ct.Illines was previowly reported [6,17]. On 

!he other hand, !he primary m:unmaJ}' adenocarCÍDOD1a JC ctU Une 
(H2-Kd), derived from .Iong tht ml1k I/ne o( BAL8/c mlct [J 8], was 
u.sed 10 esléIbUsh the murine lumor model. Men3 prOle!n txpres$lon In 
human derived ctll Ilnes (CaSId, C33 .... MeJ'-7 ,"d .MDA-M8-231) 
(Suppl. FiS. 1) and in J C ceU line (Supp1. Fi,. 2) was determined by tlow 
cytometl)' andJor immuoocytochemlcal stalnin, according lo protocols 
prevlously reporte<! by oor worklnl voup [19) using Anti-Mtna mAb 
done A35JF7D9 (MiIlipore, Tl'lDtcUIa, CA, USA). AlI cdl lina were 
maintained in culture medium (CM) composed by RPMI-1 640 media 
(SisrTllI-Aldrich, Sto Louls, MO, USA) supplemenle<! with 10% FBS 
(Gibco, C.arl5bad, CA, USA) and 100 uniU/mI of penlcillln and 1001lg! 
ml ol streptomycin (Gibco, Carlsbad, CA, USA) at 37 ' C I nd 5,", COl. 

2.3. Tm [O stabi/iu hlUlla1\ l!1Id tnOUSl! MHC c1cw 1 mottcults 

The lymphoblasl cdl tlne T2 which txpresses empty HU\-Al mo
lecules 0 0 the cdI surface [20] wao¡ used lo test me affini ly 01 differenl 
concenualion (25 lo 200 " g/ml) ol eaeh synthetic peplidc after an in
cuballon o{ Iwo hours.1 37'C In the prestnce ol 5¡.¡g/ml fJ2-m lcro-
1I10bulln (Sisma-Aldrich, SI. Louis , MO, USA). The lol1owinll antilenlc 
peptide5 (synthe5iud by Invitrogen CarJsb.ad, CA, USA) were used In 
thi~ ,;1Udy: GlMEEMSAL (Jttlueftt.'e 443-451) derived lrum the protein 
hMena, KIFGSU\Fl (sequcnce 369-3n) derived from the protein HER2 
and KLPQlCTfJ.. (scquen~e 18-26) derived lroro !he proteln F..6 (HPV. 
16) which have been lested for $p«itlc bindinl wim the HLA-A2 anclt 
[4,2I, 22J. Tbe pepride TPTUIEYML (stqllence 5-13) derivtd from !he 
protein E7 (HPV-16) was u.sed a.s a nesalive conlrol due 10 its low .f
tlnity for the HLA-Al allde [22). On !he other band, lo tesl the affinlty 
of!he peptideJ to H2-Kd mol.ecuJes, we used the milSlocylolllil derived 
P815 «:11 line ¡M'eViously Ireated by .cld eludan and then lncubaled 
wl!h differenl concentr.ltions (25 tO 200 ¡.¡g/mi) of !he peptldes. The 
scabüiutioo of HUi-Al and R2~Kd molecuJes wi!h eaeh peptide WIJ 
detennined by now cytometry usinl tilher anti·HLA-A2 mAb derived 
from me hybridoma PI. 2.1 (ATCC, USA) or anti-H2-Kd mAb derived 
h:/lIJ1 !be hylll'ldoma SFl-l .1.l0 (ATee, USA) respectivdy. Anti-mouse 
IJG {Fab sptdftc}mc wu u.sed as secondary .nllbody. 

2. 4. Dw:nnintJtínn nf JFN_y 1~1I in IlClivaled T (l/h 

A lota! 0/ 2.5 )( l OS P8MCS wtJe co-<:ultured with MaNre Dendritic 
CcUs (MDCs) loaded wilh 10 ¡.¡g/ml of GI.MEI'.MSAl peptlde, which 
were IItneraled .ecordinl lo our previous1y described protocol (23J at 
ratiQ of 1:5; ;u wdl iJ5 ro.- mt in 1Iivo model , where .picnic cells from 
rnice immuniud with 3 dOSel uf 100 ¡.¡g/ml or GLMEEMSAL were cul
tured wilb 10¡.¡g/mI 01 GLMEEMSAL for 72h in a 24-wel1 plale 
(Comin!. Pittston, p .... USA) COII taininl 1 mi ol Opti-MEM cullure 
medlum wi!h 10% dialyud FBS. OurlnS the fina l 12 h of culture 8re
fcldin-A (Sigm.-Aldrich, SI. Louis, MO, USA) and Monerusin A (Sig
trI~eh, SI. Louis, MO, USA) were added al final concentration o( 

10 ¡.¡g/mI and 50 ¡.¡g/mI cupectivdy 10 dde.nnlne the intracellular level 
of IFN...,. Al the end ol the 72 h the cdls were coUtcttd and incubaled 
fO( 30 min al 4 'C wilh monoclonal anli-nCD8-APC or anti-hCD4-PE 
anlibodles (RaO Systems, Minneapolls, MN, USA) .nd lhen washed 
Ihrtt times with PBS. Suhseqllently che cells were fued and permeated 
using a Cytofix /Cytoperm kit (SO Bio.~enees, San Diego, CA, USA) 
incub,¡,wI (01' 30 mio al 4 'C with moMclonal anti-hlFN-y-FITC ami
body (R&O S)'5ltmi, Mlnneapo&, MN, USA) and finaUy washed threc 
times with PBS. A tOlal or 2.S)( 10· evenllli wert'! acqulred using 
Flowlnll 2.5 soflware 10 ¡anslyu Ihe percentalle of C08' /lFN-y ' and 

~ [na and 1, codee! by me tnmll gene Ioc:atee!!Xl chromosome I 
(<lJ. Slrudur.illy 11; compoM.'d or h ighIy COl15BVed NH:r lUId COOH-

I ~nninal domalm caUed Ena-VASP hOl1lology 1 and 2 (EVH I aud EVH 
2) the)' naok a c:entn.1 prol ine rieh dornaio. The EVH I domalo mediates 
subcellular tllllmog by bi rwjing 10 tbe D!EFPPPP motlr, whic:h 1& found 
in lbe fon l adherioo proleins Zyñn and Vinrulin. lbe EVH 2 domain 
c:oll lains a predicted rol le.:! coU·llke sequefi(~e and is mOllght (IJ mediale 
oll,omc:rludlXl. The «:!Jira! prollne-rkh domalll mediales direcl In
leractlons wllb the actin-bindln~ proldo Protlltn Ihcrcby rqula llng me 
polymerlUl lion of cylO&keletal ¡elio [ l l ,13J. In Ih is manner hMena 
plays an Important role In ronllOllios me mov~t and morphololY of 
tibroblaJit., epilbelia! cdls, enduthelial telb iPld neurons I II ,t2). A 
u:latloo.shlp betwee:n hMt:na 3lld metlUlaue poIential has beetl corro
bora ted based on IUI accumulation in focal adhe.slons aod regloru o( 
dYl14lmle aetin temOdcling In Ihe l¡¡mdUpodium fonniol part 01 me 
migraóOll {ront o ( eeUs (l , Iz,..I ~ J . 

RecentJy it hu beu. reponed mal diff~C'f'It isofol'fM of hMena 
geneOlled by aJlcmalive splicing play an tmportllnl role in me ~ 
Liff:l'atiOll and UleliU~tiC n~dty ()f tumor ceUs l iS). The pre:5alce of 
me hMena/hMena" · isoform has beC'TI assodaled wlth Lhe proll ferative 
propc:rtlu o( cell s tnlnsforrned In me eady st3su or caneer develop
mmt 116J, meanwhUe th.e i$o(orm h.i'dena/ Mena4v6 is stronsIy iIDO

dated witb me invasive cap;odcy of mali¡nanl eelb t 1,5,61. 
On the omer hand !be role ol hMena al an antlRen capable 01 In

ducing an irnmune cell response wa.s ¡nldally r~ed by !he Nistico 
If'OU'P [<41. They Inalyled T-Iymphocyte n1mulation witn Ihree epllopes 
deTived from lbe hMl:lIa prOleln reslrlcted 10 a llele H1A.A2 
(TMNGSKSPV (502-510), GlMEEMSAl (<I~3-4S1 ) and IlDEMRKEL 
(562-510)) ami fOW\d ÜUl I 9 ul 12 patienb wim bre~ CiIII«t (BrCa) 

showed a positive respcm.se by produdng!1-"N-.,. 1111:)'" also cstabllihee! a 
tlne of CI'U .lpI:dflc te the epttope 'fMNGSKSPV (S02-510) or !he 
complete hMma prOlein; these cdb ~ ,ble 10 recognlu and ¡yse 
Bre.. ,nd melanoml 1tL\-A2·!hMeNI · tumor celll. These raults 
$Uggesl lbal IIMena derived peptldes may be nltuf'll ll y prOCC'S$l:d , nd 
presented by me HLA·A2+ aJlde in tumors other thaI'1 breaJt e;ma:!". 
Hown'er, It ls 001 knowo ¡f hMen¡¡ derlved epilopes are ca~ble lo eIlci l 
/JI vtvo anlltumor immu~ 1"C'.JPClIl$C'. In thb ftudy we provide t'l/ldence 
Ih ~ 1 fn wa-o n lmul:1l10n of C08 ~ T cells wl th me antil erUe pepdde 
Gl.MEEMSAl. ( ..... J....oISl1, common in me l\MenalhM"ena! !~ ;md hMena/ 
Mena!\V6 iso(onm, b CIIp'ble ID genenlte Cl'l& wi tb I)'ÚC activity 
aRainlIt human Bre, and cervical caoeer (CeCa) cdll/oes. We aI.so show 
(O( me B,u time t.ha.1 lm.munhation w lm me ca..MEEMSAl. pc:ptide 
eliciled a W"OIlg andlwnor immune re.sponK in ~Ib/e mlce beariog 
lumor¡ lnduced by !.he inocula tion of the primary marnmlry ~ 
Cólrdnnm~ JC ceU Une (hMwa·). The1oC' re<ulf~ may (!>ntribu,e tIl e~ 

lahlish ¡¡ new &tnlqy ror the ~ of hMenil derived epilopes for pr& 

Ioc:oli o( immunotbenpy against caoccr. 

2 . Matulals aad meo,ocb 

2.1 . ptriphual &load mononudeGr cellI (PBMCJ) and HlA I)'plrq 

Perip/1cr.ol blood $3mpla wO"e colleru:d from healthy donors 
(n "" 8). AII donof3 5lgncd an Infonncd consenl formal appro'O .. ed by the 
local IMSS Committee 011 lIeallh Resean:h; prOlOcOl 302~2~ . The 
blood &limpies were. collecled in yaculllner tubes with anticoaguhllll 
ACD (BectOft Dicltio5oo, BroIten Bow, NE., USA). P8MCs were obtainee! 
lhmugh cenDiful"dtlOO !w01 I dmsily ¡rad ienl wilh FlroIl (Sigma
Aldric.h , SI. l.ouis, MO, USA) followEd by re·sWipEl\Sloo In PBS &u~ 
plemenled wllb lQ"1i rtul loovinc SC'Nm (FBS; Gibco. Carlsb;ad, CA, 
USA). SImples poIIitlve (ar HLA·A2 wue; Identitlcd wilh flow cytOfllrtry 

u.,ing me mOllodonaJ anchady PA2.1 obtalned (mm Ihe American 1'ype 

Culrure CoUectioo (ATce, USA) whi.cb recognilu the HU..A2 moLe
cu.le. and an 1II1ti--rnouse ljG {l/ah qxejlicHITC 5Ctoodary antibody 
(Slgma·Aldric:h, SI. t.ouls, MO, USA) oro a PACS ARIA 11 lB]) 8105ciences, 
San Jase, CA, USA). 

'" 

2.2. CdI Mes 

CaSkI (HPV·16' , HU..A2 ' , IIMcnalhMenall · . posilive) and C3lA 
(HPV- , HU.·Al ' , hMenaAoMeroaAV6-poIIltive) CeCa cells, MCF-1 
(HLA·A2 -. hMenalhMenal".posidye) and MOA·M&-2Jl (HU..A2" , 
hMenalhMmaAv6-ptCtive) BeCa c:e1Is were USC'd. P05itive expru,q(lll 
ofhMl'nil isofomu in these celllines WilS previoudy repomd (6.11 ]. On 
the othcr band. 1111.' prímaty marrutW)' adalocardDoma JC cel1 l.ine 
{H2·Kd), derived from along Ihe mllk line of RALB/ e mlce (l 8] , WII.$ 

used 10 eslabUsh lhe mLlrlne lumor model . Mena prote!n upre$Sloo In 
human denycd cell lines (CaSki, OJA, MCF·1 Ind .MDA·M&-231) 
(S1Jppl. Fig. 1) aOO in J C ceU line (Suppl. Fig. 2) WllS delermined by now 
cyI()(Itetry 3lldlor immunoqtocloeminl sulning aecCJrding tO protO«lb 
prevlously reportcd by OU t worldng group 119J us.lng Antl.f\1ena mAb 
done A35JF1D9 (Millipore, Temcada. CA, USA). A1J ttll 1ine5 were 
mainllincd in culture mcdlUm (CM) compo5("d by RPMl·I&10 media 
(Sigma· t\Idric:h, Sr. l.oui&, MO, USA) rupplemenlcd with 10% FBS 
(Gibl-o, Car15bad, CA, USA) ud 100 uniU/ml o( penicillin and IOO~g/ 
ml 01" st.reptomydn (Gibc:o, Carlsbad. CA, USA) at 31 'C and Mto COl. 

2.3. TUl [Q SUlbUiu hwnan and trIOUW MIlC c/cw r molerultJ 

Tbe Iymphoblut ~U Jine T2 whic:h tl[prCl.~ emply HU\·A2 m~ 
lecules on Ihe (elI $Urfa~e [20J wa$ uud 10 lest !be affinlty al dlfferu.1 
coocenuation (25 lo 200 ,,¡/mi) tlf each syntbedc peptldc: aftcr 1111 In
cumtlon 01 two houf"l' 11 J1'C lo !.he pruencE Or 5~J/ml ~2-m lcro

gl tlbuJ/n (Sisma-Aldrlc:h . SI. l.oui'l, MO, USA), The followlnSllJ1llgenlc 
pc:ptldes b yothtliizecl by 10viUOStfl Carlsbiod, CA, USA) were used in 
dril> ~dy: GlMEEMSAL (aequertt.-e 4<13-451) derived ll'Ufl\ thc: prQ(ein 
hMeol, KIFGSL-\I'L (sequenct: 369-3n¡ derlved from lhe proltio HER2 
and IO.PQLCI'FJ. (5Cquence 18-26) derived ffom thc proleln F.6 (HPV. 
16) whic:h have been Icstcd for .specirk bindin, wllh me HIJ\·A2 ancle 
(4,21, 22J. The pc:pride TVnJIEYML (sequeOct 5-13) derlved from Uoe 
prole¡n E1 (HPV-16) 101" used as a negative conlrol due to itl; low ~ f· 

tioity rOl" me HU·,u ;dIele [221. On!he uther hillld . lo lal lbe affInity 
of the pc:ptides 10 H2·Kd moleculu , we used Ihe mastocylolTlll derived 
1>815 cell Une pn!vlowly ITUled by a.~Jd dUlioo and mC'TI locubatcd 
wl Uo dl ffereo f eOllcenmnions (25 10 200 IIl1m]) of me peptldes. The 
.scabíllutioa 01 HU.·,u· and RZ-Kd moleculu wllh eac:h peptide Wal 

delerminecl by now cytometry l15ing ei lher anli·HU.·A2 mAb derived 
frorn me hybrldoma PA 2.1 (ATCC, USA) tlr antl·H2·Kd mAb derJyed 
frcm lbe hybddoma SPl-l . l.lO (ATcc, USA) respectlvcly. A.oti-mouse 
IgG (fab spedRc}-mc was used as Kcondary anlibady. 

A total 0(2.5 le l OS PaMCs wac co-culrurtd wilb MaMe Oendritic 
Cc:lb (MOCI) l!1adee! wlth t O ~g/ml o( GLMEEMSAL pc:ptlde, whlch 
were getleJ1lled accordlng 10 our prevlously dcscrlbed prolocol (23J al 
ntio or 1:5; al wdl as fOf tbe in vfyo model , wnO"e &plenic cells from 
mice immunit ee! with 3 dQ.'itli uf l OO ~g/ml ol GUo4EEMSAl. were cuI· 
tured Ivlth 10~¡/mI ol GI.MEEMSAL ror 12h in a 24-weU plale 
{Coming, Pinston, PI., USA} COIltalnlog I mi of OptI·MEM culture 
medlum wio, 1 ~ dialyted 'FBS. Durlng thc fir\lll l 2 h of culture Bre
feLdin·A (Sigm.·Aldrich, Sto Loui.s, MO, USA) and Monenllln A (Slg. 
ma-Aldrich, SI. LouU. MO, USA) were added al tinal COOOCIltra.Úon oí 
10 ~¡¡/rn1 and 50 Wml ~vdy 10 determine me intracdlular leve! 
o! 1m ..., . Al lbe md o( lbe 12 h o,c: c:db were coUected and incubated 
ror 30 mIo at 4 'C wlm monoclonal antl-hC08-APC or antl·hCD<4·PE 
ilIIllbodles (RiO Systems, MinnellpullJ, MN, USA) and Ihen w¡¡shee! 
three limes wim PBS. Subseque.otly the celLs were fb:ed and permtaled 
usin ll a Cytofb:/Cytoperm kit (BO Bi05cimeu, San DIeso, CA, liSA) 
ineutN.wI ror 30 mio. al <I'C with nwooclonal anti·bIFN..,.mC ando 
bady (RJ,D S)'JICmI, Mi.uneapo&, MN, USA) and BnalIy wasb!:d thru 
times wlth PBS. A 10lal or 2.5 le 10~ evenlS wo-e acquln:d using 
Flowlng 2.5 sortware 10 aoqlyu !he pErcentage oí coa ' /IFN.y ' and 
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CD4 + !TFN-y" T ceJh. 

2.S. ~fUU 

Cytoto:dc Ktivlty of coa + T-Iymphocytes stimulattd with thc an
tigenic ptptides wu dttennined eilher by membl1Ule oprt;S$ion of the 
COI07 molteuJe on effec(Or cells caused by degranuJadon [24) and/or 
by lISiog a cdl vlabHity soIution (7AAD; SD SiO$dences, San Dicgo, CA, 
USA) lO delermlne tarld u11 Iysis pe1'centagt. In the flrsl case largel 
cdls (T2, CaSkl, 03A, MOA-M8-231 and MCF 7) wcre co-cullured 
dunng 4 h at iI 1:5 l1uio wim PBMO: Iilal had undergooe Iilru previous 
eound.! of stimuladOll with MJ)Q¡ loadtd with peptide in 50111 of CM 
conlaining 2111 o! monocJonal anli·hI..AMP-lICOI0'7a-FrrC antibody (R 

&0 Systems, Minneapolls, MN, USA). Ont hour later Breleldin-A aod 
Moncnsin A (Sigma-A1drich, SL l.ouis, MO, USA) ~ addtd al final 
concenuation of I O\.lglml aod 50 lIg1ml, resptCtivdy. At thc cnd of 4 h 
of co-culture coa" T Iympnocytes wcre markoed with monodonaJ Inti
hC08-APC antibody (R&D SysttlTlS, Minneapolis, MN, USA) and the 
percentage of degr.mulaled C08 " T lymphocytes (C08 ~ ICDl07") \Vas 
detennined by now cytomW')'. Alter discard ing cellulal fragmenu a 
lotal of 2.5 )( 1 O~ evenu were analyztd in each tesL In the second one 
target cells (CaSId, MDA-MB-231 and JC) were Iabeltd with 5(6}-a.r

bo:tyfluocesccin diaceult N -sucdnlmidyl esler {a:sE.l (Sigma-Al
dridt), and Cl'Lf were Jabeltd with C1>8-APC antibody (80 Biosdenc-e). 
Thc cytOloxic activlty of eff~tOf eelb on targel cdls was detmnlned In 
the proportions 1:20, 1:10 and 1:5 (Target:Efftctor) Ullng Ihe cel! vl¡
bility soiution 7MO. Viable cells were analyztd in a FACS ARIA ¡I (80 

BiOliCÍenct;S, San Jose, CA. USA) by coUecting a minimwn 01100,000 
evenu by delermining me perCtnlllge oC positive tar¡et cdls loc CFSE/ 
7 AAD. A lotal of 51!i hydmgen pao:rlde wu u.sed 10 dct.ennine the total 
Iysis of urga celb (positivc control). Th.e perccntalle 01 lysIs WaJ eal
culaled accordlng lO the foilowlng fonnula: ~ cytofoxldty - 100 J: 

((tJ:pcrimental lysi¡ (CFSE+ , 7AAD+) - basal Iysis (CFSE+, 7AAD 
-+- )/ (10(;,0] I~ (CFSE+, 7AAD+ ) - '*w.1 Iy.u {CFSE.;., 7AAD+ )J. 

To inhibít the spccific rtt'Ognition of rns+ T Iymphorytes thtough 
HLA-Al mo.lecules on CaSki and MOA-M8-231 twnor cells 1011g1ml of 
antl-HLA-A2 mAb {dcrived!rom hybridoma PA2.1, ATa} wu added 
and Ihe ptrcentage of lysis of liIrgtt ctlu detennlntd. 

2.6. Miu 

Fonale BALH/ c mía (H-:zd haplorype, 6-8 wedu old) WO"t used 
and kepl under p8thogcn-free condltions at the ~Zaragoza UNAM 
Animal Care Dtpartmenl wilh CId libirurn Slerile slandard powdered 
rollen! diet. AU proctduees involving animals and theit care wue 
cundu«ed in confarmil)' with inSIitutional guidelines., which are in 
comp1Jancc with natlona1 and intemaliooa11aws and guldellnts. 

2.7. And·!l/1nO(' protudOll I110dtI 

Groupli of filie miee wa:e immUniled with three inlr.lperitoneal 
injections every 1~12 days (le., d ly O, lO and 20), each one consi5tin¡: 
of 100 lIg/ml o( pc:ptides (GI.MF..EMSAL oc 'IVT1..J-{F;YMI.) emulsified In 
prOportiOil 1:1 ..... 1th SO 111 of Completc Fecund's AdJlP-'ant (erA) {SIgma· 
Aldrich, SI. Loois, MO, USA) at day O or Incomplete Fratnd's Adjuv.nt 
(lFA) (Sigma-AJdrich, SL Louis, MO, USA) at day' 10 IInd 20. Th~ 
control group l'e«ivtd injectioru with the same volwne o! PBS with 
conespondin¡ adjuvanL To anaiy¡:e tbe induction of spccific Cl'Lf, 
10days foilowlns the las! immuniutloo (ie. day 30) che mice wu~ 
s.acnficed Ind Ihe ¡pIcnic celb wel"t cultlvated in RPMI wi!h ~ wi!houl 
lO~g of the peptldes.. Two d.ys after Ot vtYO stlmulatlon the $pIcnic 
cells (effcc::tor cells) in 2S~1 of CM were plat'ed In ~wcll-U-botlom 
plales (Coming, PltUton, PA, USA) at the proportion 20:1,10:1 and 5:1 
(Elfoctor:Tarset) and 6 )( 10~ JC tumor ccUs (wlla cdI) wue addcd to 
cO<Ulture In 25111 of CM whc:re the cytoloxic dfect was determintd as 
Indicattd pn:vtously. To analyu whtlher pePlide Immuniutloo 

protect.1 ¡galost rumor chaUenge, on day lO, 1 )( 106 viable JC celis in 
PBS were injet:ttd subcutaneously in to lhe backs of thesc pre-llll
munizcd mJ(e. 

2.8. Theraprudc modd 

For tumor rtduction analy~ JC celis wae inJecltd subcutaneolUly 
In 10 tbe backs of IiYC miee at day O and 13. When !be IWDors IÍle wc:re 
apprOJ:imaltly O.5cm in lenllth and width lhey were Injectcd In_ 
lr.Iperitoneally with l00llglml of Ihe GLMEEMSAL pcptide emulslfitd 
in proponion 1:1 with 50 III of CFA 11 day 13 or ¡FA al day 19. F~ Ihese 
uperimenU measurcm~LS were takm when the fint pálpable tumors 
appeared. Tumor &izc was detennintd every 3 day, using calipers and 
thc tumor volume was calculated us.ing !he rormula V .. (0.4) (ab2

) , 

where (al and (b) are tbe length and the width or !he tumor, respee
tively (25J. Miee wcre obsttvtd f~ survival dunng the 31 days time 
~ 

2.9. Sfatisticwanalysis 

Resultl lre upressed a5 the mean :t standard error (SEM) of u
perimentl pcrfonntd in triplicate unless indicated otherwiK. Tbe non
parametrical Mao-Whitncy U lest was used 10 compare thc mean of 
groups. The d.Jlference WlU ¡:orujdcred 5UtisticaUy significant II 
P < 0.05. 

3. Resuiu 

3.1. 1he GlMEEMSALpq!lilh ccmmoo in tht; hMma/hMMCl11• cznd 
hMma/hMmaJv6 im/anru induces SITOllg ldmulatWn 01 CD8+ T 
_ocy<a 

To evaluale the r~ ofC08+ TcellJ to the hMena anrigcns, lhe 
GL..\IEf.MSAI. peptid" 1I",iv",", rrom """IUCI1CI:: 443-451 uf th" hM"",,' l. 
isolunn or JeqllenCe 406-414 01 !he hMcnaáv6 ilOform were syntht
Ji:¡:td.1s important lO mention that whcn analy¡:in, Ihe soequence ofboth 
hMetUI lsofonns this J)(!pUde showed lhe hlghesl predlcttd afflnity tO 
Ibe HLA-A2 moleeule based on the SYFPEI11-I1 126J and BIMAS algo
tilhm.s [27]. 10 addition we used !he peptide KlFGSI..AFL (scqucnce 
369-371) from HER2 and K1J>QLCTEl. (sequence 18-26) derived from 
me protein E6 (HJ>\I-16) u a posltive control whldt has been repontd 
10 show a high atfinil)' lor !he HLA-A2 Illolecule and be highly Im
munogenlc (21 ,22,:28-31) . The ptPllde 1VJ1.HEYML (stquence 5-13) 
of the E7 proleln of HPV-16 WaJ used as a nqauve control due 10 iLS 
low affinity for the HI..A-A2 molecu1e [22). The T2 ccU tine, that o
presses cmp(y HI..A-A2 molecuJ~ on lu cdl sumce [20], W&'l used to 
analy¡:e Ibe blnding amnides or!he peptidcs In tbe SlabUlzadoo trlau 01 
!hesc moltc\lles.. 

The peptide GLMEEMSAL showed lhe h1llhesI afflnily to HI..A·A2 
molecules al a concenttarion ol 50 lIg/ml (FiS. 1). Thi5 was relative to 
!he basal opres.sion oC these molccules in the memmne of T2 cells 
without the addltion oC aogenous pcptides Ibat was nocmalized lo a 
valuc of 1. The KlFGSLAFL. peptide showed a middle stabili7.allon of 
IILA-A2 molcculcs and a cOllCClltrlltion [our Ume¡ hlghcr (200llglm1) 
was requirtd to obain ¡imil .. , 10 Ibat produced by GLMEEMSAL, while 
the KLPQLCTEI. peptide evm al high conctlltratiom, induccd a smaU 
increase in the apres.sion of HI..A-A2 molccules and TPTLHEYML 
peptide showed me lowesl affinity 10 the H.l.A.A2 aUde (Fig. 1). 

In order 10 analyze!he activation ofa>4 ' Tc-elb and COB " T u11s 
wilh !he GLMEEMSAL peptide, an in vi.Iro vaccinatlon asuy wu per_ 
fonned uslng MOCs loadtd w!th 10pg!ml ofGlMEEMSAL. The MOCs 
were gent'nlled according 10 oue pn:viously descri~ protocol from 
PBMCs ol oorma1 donors Hl.A_Al ~ (23). Tbe MJ)Q¡ loadt'd with 
GI.MEEMSAl. were used as antisen-prcsenting ccUs (APCd in cO<Ul
rures with PBMCs in a 1: 5 muo fO! n h. Al the cnd of the co-cullurc 
lime Ihe u1Ls were inC\lbattd with anUbodles 10 dettnnine !he 

CO" + /TFN-y + T ceJl,s. 

2.5. ')1ofO.dc: IUU 

Cytolo:dc Kdvity 01 CD8' T-I)'mphocytes stiml,llattd witb the atl
ugenic pepddd wu detetmined eitber by membrane apres5iOl1 of the 
CO l O? molecuJe un eNeetor cell5 cal,l.~ed by degranl,l l ~don [24) and/ or 
by w.ing a cdl vlabiUry solution (7MD; BO Biosdmca, San Diego, CA, 
USA) to determine llIrset cell tylls percentas~ In ¡he flrsr c~ tarset 
celb m, CaSkl, C3lA. MOA-MB-231 Ind MO' 7) wcre co-eulturcd 
dl,lring 4 h al a 1:5 I1IUO wllh NsMCS Ulal had undergone Ulfec previous 
rouods uf 5timl,llatioo witb MDCs IQaded with peptíde in SOlll uf CM 
contalo!og 2 111 o/monoclonal all ti·h!.AMP-I/CD107a·FITC antibody (R 
&.0 Systcms, MJoneapolis, MN, USA). One hour lalCf BteCeldJn-A aod 
Monensin A ISlgm.-Aldridl, SI. I.oui$, MO, USA) ~ .dded al final 
concentratíon 01 10llymland SO ¡¡g/mI, respeclivel)'. Al the md of 4 h 
ol co-culture CD8' T lymplMKyl:es wr:n mmo:! with m~odonl.l Inñ· 
hCD8-APC antibody (RM> Sy.sterns, MinneapoUs, MN, US .... ) and !he 
percenlage of degnnulated C08' T I)'Olphocytes (CD8 ~ l COlo-,") was 
dettnnined by now cytomet.r)' . Alter diJicardiog cellular fragmenu a 
total of 2.5 )( 10· evenu werc analyLed in e&dl test. lo the serond one 
(MIel al1s (c.sld, MOA-MB-231 and JC) wen: Iabcled wim S(6)-car
boxyfluore&Uin djlK.~lt. N --sucdn.itnidyl ester {CFSf.l (Sigma-Al
drieb), and CTI..f were IabeIcd wim CD8-APC antibod)' (81) Iliosdente). 
1'hc cytOlonc actlvlly of cffcrlor ceJ..b on UlT'gct cdlf was detcnnlncd In 
the proportioru 1:20, 1:10 and 1:5 (Target.:Effcctorl Wllog thc ttll vl._ 
billty 501l,llion 7AAO. VIable edil wm analyzed lo. FACS AJUA JI (80 

BiCMCÍmccs. San J I»e, CA. USA) by co1Ieding a mi.n.imwn 01100,000 
events by detcnninio¡ me pucela.se ol positillC: talJet C'dls 101' CfSE! 
7 MO. A total of SOM. hydmgm pcroXidc wu used lO determine the toUl 
lysl5 {)( target celb {positive control}. The pem:ntage oI lysb wu cal
cl,llated accordlllg to me followln¡ fonnula: ~ cytotol(ldry - 100 1( 

((CJ[pv1ment8J lyJiJ (O'SE+ . 7AAD+) - basal lysiJ {Cl'SE+ , 7AAD 
+ )/(tuW I~~ (aSE+ , 7AAD+ ) - IH.wollybla {CFSE ... , 7MO+1J. 

To inhibil the ¡peeific rccosoíuOf\ of CDS" T Iymphotytts throu¡h 
HI..A-Al mulecule¡; 00 CaSki and MOA-M8-231 tumor cctlf 10ll&lml ol 
antl·HLA-A..2 rnAb (dcrived from hybrldoma I>A2.1, ATCC) was addtd 
and !he pe.n:eotale of Iysls ol t.1rget cells detennintd. 

4.6. Atice 

Female BAUt/e mitt (H-r haplocype, 6-8 wedts old) wc:rc used 
and kept undcr pa!.hogen-frcc cOI1dltlons at lhe FES-Zaragou UNAM 
.... nlmal Carc Departmenl with od libitulIl sterile standard powdercd 
roden! dieto AU proc:cd.uees involving ;u!.lmaIa and thdr care were 
conduttcd in eonformity with iNtiwdolW guideUnes. whidl are in 
compUantt with natlona! and intc:m.itional 1.aW5 l od gulddines.. 

2.7. A1lli-rumor protCCIl'OlI model 

Group& ot tille micc wcre immunited wilb thr~ intrapaitOlleal 
injcctions ever)' l G-12days (Le., day O, 10 1lnd 20), caen DIle consi5lin¡: 
ol 100 lI&1ml of pcpIidcs {GI..MEEMSAL or 1l'1l.HF.YMl.J ert\ulsificd in 
prOportiOil 1:1 ""itb 50111 uf Complcu~ f.'rcund'¡ .... dJIN;mt {(JlA) (Sigma
.... Idridl, St. Lou(s, MO, USA) st da)' O or IncompJec.c Frcund', Mjuvant 
(1M.) (S¡¡ma-Aldrich, St. I.ouilt, MO, USA) al day. 10 Ind 20. The 
control group rccdvcd injcctioru wilh lbe Ame volwne uf PBS with 
C"OTTeSpIlnI1In¡ adJuvanl_ To ana!yu !he inducdon of spedfic CTl.s, 
10da)'s followln, me last Immunlutlon (le. da)' 30) me miee wue 
ucrlliced aOO Ihe ¡plCtlle cellJ wen: cultlvattd. in RPMI with 01" wilhOllt 
IOllg of the peplJdes. Two da)'l8f\u CJ[ vivo 511ml,l la lloo lhe splcnlc 
celh (effcctor ceJ..b) in 2S 1.11 of CM we~ placed In 9&-wdJ-U-botfUm 
(llala (Coming, Pittstoo. PA, USA) (llthe proj1O!lion 20:1,10:1 .nd 5:1 
(Etrector.Targcl) and 6 )( 10~ JC lUmot cd1s (larle! cc.U) wcre addcd 10 
cCM;U.Iture in 2S Ili of CM wbcrc the C)'t.OtlniC' clfeel was determiJlcd lIS 
Indicalcd prt'lllOU1ly. To analyu whether pcpIlde Imml,lniulion 

pro~ects agairul rumor chaUenge, on d.y 30, 1 )( 10& \IIable JC celb In 
PBS were injected subculancolI.5ly in to me IIaclts uf !hese prc-im
munlz.td rnJet. 

2.8. Thero,prudc modd 

Fa! tumor r«luctiOll analy~ .le celh were Injt!Cltd suoculaneously 
In 10 Ibe ~ of fivemicc lit day Oand 13. Whm!he tumon ~1C wen: 
approdmac.cly OScm io Icn¡1h and wldth th~ were injcacd In
tnlpuiloneally wlth l00llg/ml of the GLMEEMSAL pepc.ide emulsJficd 
in proportion 1:1 with 50 ¡¡I of(]!A al day 13 ni' IFA 1I day 19. F()t" these 
apcr:imenu measurcments wert tü"e!I whcn Ute f\ot palpable turnan 
IIppeared. Tumor me was detenn1ncd every 3 d3)'5 uYO¡ caUpen and 
!he tumor volume wu calcubte<l u.s.Ing me forml,lla V _ (O_.o4) (ab"), 
whuc (a) aod (b) a.re me length and Ibe width of the tusnot, respec
tivel)' (25). Mke wcre obKIvtd f()t" surviv.J dl,lrinl !he 31 days lime 
~ 

2.9. Statistlcal lVIalysis 

Results .n: apn:ssed as !.he mean ::: standard eRor (SEM) of tlf
perimcnts pcrfonned io tripllcl~ unJess indicated othcrwiK. The 000-

~et:ricaJ Maa-Whimcy U tU( was UKd. tu COInpill"e me mean ot 
groups. 1'hc d1fferentc was romiden:d IUltislicaJl)' s1gnificanl al 

P < O.OS. 

3. Rcsulu 

3. J. The GlMEEAISAL pq>tWe cummon in the hMma/hMtIIII , r• C1Id 
hMm4IhMm4J1I6 &o/omu irutJces.5lron.g ltimulatioo 01 CD8' T 
l~ocyrlCl 

To evaJUate the response of CD8~ T cclJ¡ to!he hMcna anri¡eru., lhe 
Gt.."\oIEE.MSAL pcJllide d"ri~"'¡ (uml >eq\lCl1Cr ;t43--451 ol tfu;, hMo:tl<l' l . 
i$o(c.m oc sequcnce <4()(j.....4I<4 of Ibe hMcnallo'16 iJoIonn wen: ¡yolhe
Jized. I¡ inlpottant to meodon lhat when anal)'lin, the seql,lel1ce ofboth 
hMcna lsofomu útis pepdde Ihowed the hJghe¡;t predlcted ~ffln¡ty tO 
the HLA-A2 molecule bascd 00 the SYFPErrHl r261 aod SIMAS algo
rithrn:J 1271. In additiDII we UKd Ibe pcptid" IUFGSI..AFl (sequente 
369-377) ftom HERl and K1J>QLCTEl. (5eCJ\IeIICe 18-26) duivcd fmm 
Ibe protdn E6 (HPV-16) as a P<l'Itlve control whlch bas been repontd 
to show a hiSh affinlty for me H!.A-Al molecule and be highl)' im
muno¡eo!c 131 ,4:2,28-31 1. !he pcptJde 1VI1.HEYML (sequence 5-13) 
olme E7 proteln of HPV-1 6 was l.I5cd as a nqadve control dl,le 10 lis 
low affinity (O' the HLA-A2 molccu1e [22). The n ttlI lineo mat CI(

pressa cmpry H!.A-Al molecuJes on its ccIJ sumce [20]. Wal u.wd 10 
anal)'le me blnditlJ alfinitla oflhe peptides lo !he IllIbillzaticm trialJ of 
thesc molttUles. 

Thc pept.lde GLMEEMSAL showtd me hlghesl afflnlly 10 ItLA-Al 
moltalles al I conecntration of 50 Il&lml (Flg. 1). Thi. Will rtla tive to 
!he baA.I apres5ion 01 thue mulccula in !he membr.mc 01 T2 celJ¡¡ 
wi!hout !he ildditloo ol cso¡enow pcptide¡; Ibat WM nonnalized to a 
vall.lC of 1. The KlFGstAPI. peptJde showcd a mlddle stabilitatjoro of 
ltl.A-Al molcculc¡ and a cOIlCCIltratioll loor time¡ hlghcr (200llglml) 
W8.li required to obtaio simll.t to thal produced by GLMEEMSAL, 'WhUe 
!h~ KLPQLCTEL peptide tvUl al high cnnCel1O"atiOfU, induced a srnaU 
¡naease in !he expres.siOD of H!.A-Al molccuJes and TP11JiEYML 
pcptide showt-d me Jowest affinlty 10 the H1A·Al IlIde (flS O. 

lo Of'dcr to lna.lyu die activatlon of a>4 . T telll.nd CD8 . T cdls 
with !.he GLMEEMSAL peptide, an in vtITo vaccloatlon auay wu per_ 
{onncd usln¡ MOCs loadtd with 10llg/ ml o(Gt.MEEMSAL Thc MOCJ 
w~ gennalcd accordinll lO oue p~iou.sly dcro-lbed prntocal from 
PBMCs 01 normal dQnOI"$ H!.A-Al" 12.'U. The MOCs loaded with 
GLMEEMSAL wen:. UKd. u antlscn-praentlng ceIl.J (A..PQ;) In cO<\lJ· 
rures wi!h PSMQ: iD a 1: 5 rodo for 72 h. Al the c:nd of thc co-culture 
time the cells were incubaled wilh antlbodles to detomine the 
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percentage of CD4 T cdls and C08 /lFN-y· T cdls. We ob$erved tbat 
actlvatlon ofT lymphocytes via induction of IFN.y production In PSMCs 
stimulated wi lh GLMEEMSAL produced appro:dmalel)' IS% of CQ.i· 
and 25% of COS-+ T ceUs (Fig. 2). 

3.2. CDS ~ T J.ymp/Jocyza 5limJJlaud wi1h me GLMEEMSAL pepáde (yu 
llOn(r cdh posiriw lar hMrna/hMmaJJa and hMOWl/hMOlIlAII6 

To determine me specific cytouuic dfm of COS" T Iymphocyte$, 
PBMC 5timul¡¡led wou&h in Wro vacdnatlon with GL.. .... II!I!MSAL ~ 
Kl.J>QLCJ"EL and K1FGS~L peptida wen : llStd lo challc:ngc 12 cclls 
10000ded wlth each peptide (W"&et cdlsJ In a 5: 1 ratio and me pem::ntase 
of COS '/COI07- T Iymphocytes was then quantifled. In al! cases a 

$igniñeant increase was observcd in mc pen:entage oCCOS+ I COI07+ T 
!ymphocylf;$ relative lo mI!: perc:c:ntllge uf lymphocytel oblalned when 
uslng unsdmulated PBMCs (0. 1~.2~). PSMCs derlved from ncamal 
donors stimulaled with me ¡x:ptlde GLMEEMSAL Increased Ihl!: ¡x:r· 
ccntage of CDS· / CDI07· T Iymphocytes up 10 elght·fold. 
Furmermotl!:, PBMC~ .mmulaled wim lhe peptider; Kl.J>QLCTEl. and 
KJFGS1.AFL Increased the per(entage by flve-Culd and ,il:-Cold respec
tlvely (Fig. 3) . 

Because. me sequence Gt.MEEMSAL fomu parl of me sl!:quences of 
(he hMenalhMena 11a and hMenalhMenaliv6 boforms (4,6) we ana· 
Iyled whemer <Da- T lymphocyles stJmulat.ed wlm GLMEEMSAL wl!:re 
¡ble lo rccognize lumor cdb cootainins one oC mese hMena isoIonru;. 
For thls purpose me CeCa ceJ..I linn CaSki OiPV-16 " , HlA-Al', 
hMenaIhMena"'-positive), C33A (HPV·, HL-\-Al ", hMenaIhMe
nMv6-po$inve) as wel l as me BrCa ¡¡na MCF-7 (HJ.A.A2· , hMena/ 
hMc:na1" -pasltivt.) and MDA-MB-231 (HU,-Al", hMen,,'hMl!:n&áv6-
posItive) wen: U5ed as tarxel celb for COS" T Iymphocytes. Mma 
protein expressiOll in thC$t cdl Unes was corroounted b)' now cytl> 
metry (Suppl. Fig. 1). The percenlase of CD8~ /COI07 ' T lymphOC)'leJ 
obtalned af{u challengin& uch of me tumor ceU lina wllh un.
almu13kd PBMCs was used as basal. Inlerdin¡ly upon chlllengtns 
CaSIc.i, C33A, MDA-M8-231 and MCí-7 celJ.¡ wlm PBMCs derived lTom 
HlA-Al" nonn.a.l dOllOl"5 stimulaled wim the Gl.ME.EMSAJ. pepdde we 
ob.senIed ¡ncreases in me percenlage ol COS·/C,llOT· T lymphocyteJ 
oC ~. I , 2.2, 3.7, and 2.1-lold resptttlvcly relative 10 unstlmulaled 
PBMes (FiS. ~). PBMCs stimu13ted wlth the peptlde KLPQt.CTEL de
rived fmm me E6 prOlein of HPV· 16 showed uniquely CytOloxJC aClivi ly 
againsl CaSki cells resultlng in an approximalely ñve-lold increase in 
the pen:enlage ol COS· / COIOT· T Iymphocytes relative tu the un· 
stlmulaled PBMCs (Fig. ~). 

To determine whemer me immunc recognition of cn8 ~ T lym • 
phocytes was specific by Hl.A-A2 mulecules on tumor cells, me cell 
linesCaSki (HPV-1 6", lilA-Al ', hMenaJ1lMena1h_po5itive) and MOA· 
MB-231 (HU.-A2.., hMenalhMenaáv6-posirive) were ~Itivated 
wim different ratios (1:5, 1:10, 1:20) ol PMBCt mal had undergone 
!hn:c previous foon& uf stirnulation witb MOCs loaded with the 
GI.MEEMSAL peptide. Sub.sequently !he percenuse ol CD8 ~ /CDl 07 ' 
T Iymphocytes and the speclfic ]ysls on both Qllet cells was anal)'led. 
We found an increa...mg percent.l.se oC0>8"' / COI07" T Iymphocyta 
{PiS. SA} and In luset cel.l Iysil! (FiS. 5B) un C.ski and MDA-M8-231 
ceU Unes In reladon 10 me !ncrease of me cffector celis In me (o<u]· 
tUf!:$. Interallngly the addition oC antJ·Hu.-Al mAb in me ceU c~ 
cultures Inhlbiled the percOltage ofCD8" /COI 07 · T Iymphocyte$ and 
lumor cc:1I1)'sis.1s impo~1 10 menllon mil PaMes derived from Hu.
Al ntgative donon did 00( show ilIl)' increue in C)"1olo.r.ic activiry 
asainsl these: tatget celb (Suppl. FiS. 3). 

3.3. IJMUJIIiwtion ...ah die GJ,MEEMSAL pepdde dJcw flltCific T ceD 
QCn\'Qlion i1I BALa/ e lTIÍa 

According 10 SYFPEI11fl (2ó) iUld SIMAS a1Surlmms [27] the 
GlMEEMSAL peptidc shows mlddle predictcd a/Jiniry lo me H2-Kd 
molecule. To assay iIl vitro me afflnlty of thls peptlde fOl" me H2-Kd 
molc:cules, me P815 mastocytoma cen Une, whlch el1 prw thl, alleh: 
WilS trealed by acid elution 10 eliminalc lhe own pepddes coupled lO me 
Kd molecula and mOl cul turecl In the presente ol thls peptidc. We 
observed mal 200 IIS/m! uf me GLMEEMSAL peplide were able 10 
$Ulbiliu H2-Kd molecules in a similar mauller man Ihal ubtained wim 
KLPQLCI"EL, KrFGSlAFL and TPTLHEYM1 peptldes (FiS. 6). 

To analytt in \'tvo the immuno¡enlc capadty of Ihe GLMEEMSAL 
peplide, mlce ol me BAl..B/ c straln (Haplot.ypc H.2d) wen: immunl:r.cd 
wlm thrce intraperiloneal injections consistinl DI 100 11& oC cmulillied 
peptide GLMIlI!MSAI... ... itb :;Ofll ot CFA (day O) or [fA {dar 10 and 20} 
In a 1:1 rallo . Ten days after the Ia.stlmmunil.ltion me micc wcrl!: sao 
crlticed and tbe spl~ cdls wcre cultured COI" 72 h in me presence or 
a~ of 10111 of pcptide. We obiervcd an ¡ncrease: of~ 10 ~ of 
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lUJ"Ql.CIU (poIlUn ~IJdJ en.. Hl"Y-16 ~OIdn u....t T1'TtJi'lYt.A ~ HPV·16 
poocria In' (nq;t1JW <.-InII). ~ hct1: 11 !he ~ '" Ihc:nptUIl .. rtlHI..A..u 
1ft T'l edb lnnlbaled ""60 codo pcp!iH ~~ 10 m., buol «~ of 1!lA· ... 2 In T'2 
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parentage uf CD4 T t..-./1s ud CD8 IlFN-y · T cdls. We obst:rv.d lh ... 
activa/ion ofT Iymphocy!es ~ Induction or IFN-y producllon In PBMCs 
stfmulatcd wifh GLMEEMSAL produced appro:dmately 18~ 01 CQ.i + 
and 25~ 01 C08+ T cells (FII , 21. 

3.2. CDa ' T tymphocyta Jrimuloud wIth /he GLMEEMSN. pqXfrh /yst 
Qlmf1/f c~1b posIliw: lor hMma/ltMmaJJ

• and hMerI4/hMttWI4v6 

To delermine Ibe s pedfie c:ytOIlOOC df«l o( COS· T lymphOC)'u~s, 

PDMC 5timul;¡¡ed WUlJgh in Wro vacdnanoo wlth (jU,II$MSAL 01 

KlJ>QLCTEl.. and K1FGSu.Fl.. peptides were used 10 tbaJlenle T2 ccl1s 
1000ded wj(h each prpIide (W"Sel ccl1sJ In . S: l ra llo and lhe pcrccnlJile 
o( CD8 '/COl07" T Iymphocytes ...... , thm quanlffied. In . 11 ~ • 

sign.ifican! increaM; was ob5ervcd in lhe pcn:entlge m COS · ICOI07· T 
JyrnphocYlcs relative lo Ibe pet"ttJltage of l)'ID.phOC)'tcs oblained when 
uslng wutimuJau:d PBMCs {O. l~.~}. P8MCs der lvcd from normal 
donors stimulincd wllh Ihe peptlde GLMEEMSAL Incre¡¡sed Ihe per
CVl\ilge of CDS" / CDl07* T Iymphocy\cs up 10 elghl-fQld . 
FUflhctmotc, PBMC~ ~timuJaled willl the peptides Kl.PQLCJ"EI.. and 
K1FGSL.A.fL Incrt.aSftl thr; pcrccntage by five-fold and 5u:-foId respK
úvely (FiJ. 3) . 

8ccause lile scquence (j1.MEEMSAl.. fQrms par! 01 Úle sequenccs of 
lile hMena/hMen.l lla and hMena/hMcnttbv6 bofomu ('1,61 we anil ' 
Iyud whe!hcr COS* T Iymphocyles slfmulated wflll GLMEEMS"'L were 
able tQ rceognize IUfllor cdls containing une of mese IIMena isolnnnL 
rOl" this putpO$C lbe CeCa ttU ünes CaSki CHPV- 16" , HlA.A2 '. 
hMena/hMcnall'-positive), C33A (HPV-, HlJ\_Al', hMenalhMe
na.1v6-pClSltiveJ as well ;u lile Brea Unes MCF· ? (HI ......... l· , kMenOilI 
hMena ll·~tive.J and MO ... ·MB-231 HU-Al " , hMcna/hMenaAv6-
poJItive) wcrc. uscd a.~ ta r-¡d eelb fM CD8. T lymphOC)"c, Mala 
profein u:prcssion in mese cdJ Unes w;u c:orroburalcd by now ()'1~ 
mell)' (Suppl. Fig. 1). The pctUDtage 0(<D8 ' /C0107 ' T Iymphocytcs 
obaincd after ch.1l llenginl each ot me nunOf ce1l Unes wlm un· 
stimul;¡lI:tI PBMCs WlU \!Sed as b=tl. Intamin¡ly upon ch3lkn¡tng 
CaSki, C33A, MDA·M.8-Z31 IlId MCf·7 cclli¡ with P8M<A dmvcd (mm 

HLA-/I..2· norma! dooon stimula led wilb me GlMEEMSAJ. pcpdde we 
observcd lncreilSC$ In tite pcrcenlage o( CD8. laH 07' T Iympllocytcs 
o( <4 .1, :Z.:Z, l .?, and 2.1-fold respertlvcly rdauvc 10 urutlmuJated 
PBMCi (1'1g 4J. PBMC5 stimulated wlm t~ pepdde KLPQLCrEL de· 
rived from \he E6 protein of Hpv· 16lhowcd un iquely C)'tOloxlc aClivi ty 
qall15f CaSId eells resulting in an ilpproxímOiltcly tive-fuld increaK In 
!he pcn:entage m cos+ / CDI07 · T lymphocytCfi rdative to tbe un· 
stlmulal.l!d PBMCs (I'ig. -4 ). 

1'0 delermin e: whc:ther th e: Immune r«o¡n ltion or CIlS' ,. 'ym' 
phoqtcs was specifie by Hl.A-A2 mulCC\Jles on tumor «lis, the ceJl 
lines CaSki (IIPV·16 *, HU.·A2·. hMenl/hMcnaI10.potitlve) and MO ... • 
MB-231 (HLA·Al". hMcn.l/hMendv6-pmltlve) werc ~Itivatcd 
with di(fercn t ratiOll (1:5, 1:10, 1:20) oC PMBC.$ lbu.t hOiId undersone 
mrtt prI:VÍOU$ (ounas oI stimuJ;llion wilb MOO loadcd wilb 1M: 
GI.MEEMSAl pcptidc. SobscquenUy Ihe pcrccntalle of CD8 ' l eDlO? ' 
T Iymphocytes !lnd Ihe spedfic l)'SIs on both rolld cdb was analyzed. 
We lound an incrCiWng perccnta¡e oC 0>8+ 10>107 · T Iympbocytcs 
(Fi" 5I\) and itI IlSgel ccll Iysls (FiS SB) on CaSki IlId MD ... ·M8-211 
ccll Unes In reladon to me IncrtaiC ol lbe elfeetor cdls In tbe co·all · 
runs. lotcTCSlingly me addltlon ol antl-Hu.-/1..2 mAb In tbe ecll ~ 
cultures Inhlblled Ihe pcn:cntale oí C08' /CO I 07 · T Iymphoc)'tes and 
tumor ceJllysis.ls import¡Inl 10 mention Ihll PBMCl derivcd from HU· 
/1..2 nqativc donocs dld no( show any inc:rcuc In cylotoxlc Ic:tfviry 
¡gaiM. tbesc. talgd ttUs (Suppl. Fis:. 3). 

3.3. Jmmurti:lotion lO'ilh /he GIMEEMSÁ L ¡x¡xük elidu sp«.i/fc T cen 
acnVOlÍ.Dll in BA.L8l c rrlÍu 

Acc:ordin, lO SYFPElTHI 126} and SIMAS algoritlun.& (V } tbe 
GLMEEMSAL peptide Ihow, middle predictcd affinity 10 tbe HloKd 
mQIc:c:ule. To 3$$3Y in vitro !he a fflnlry of III Is pepdde fer tbe H2-Kd 
mol«ulcs, me P815 rnrutIXytonu eel! !ine, whlch eltprw Ibis allcle 
WIIS treil led by acid elulion 10 eliminlle tbe own pcpddes eoupled lo lile 
Kd moll!CUlCli and lbcn cu!lllreIÍ in me presence of thb pcptide. We 
obselved liIal :ZOO 1-18/00 uf !he GLMEEMSAL pepl lde were OiIb le {O 
stabiliu H2·Kd molceu.les in 0iI sim.J.lar milllnCr man tha t obtained wilh 
KL.PQLCI"EL, KIFGSl.AFI. a nd TPTLHEYM1. pcptides (Fig 6). 

To analY(e in vtvo the immunolenie a padty uf Ihe GLMEEMSAL. 
peptide, mlee ot Ihe BAl.B/ c slrOilln (HaplQtype H.:zd) wcre lmmunlzcd 
wlm mrce inu:apcril(lJ1cal ioje . .. tions CONiJdnl ol l 00 !l1 of emulsificd 
peptide GLMI![MSAL ..... 1th :;O¡¿]. ot CFA (d~y O) or IP'" (day l O and:roJ 
In a 1:1 r.ldo. Teo da)':! OiIÍtcr!he J;UI Immunization me mlcc were A' 
criflet<l and me spleco cclli¡ WCfe culturcd (m 12 h in Ilte prescncc or 
ab5ence o( IOllg ofpeptide. We obscrvcd an ina ease of33% (O ~ of 
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CD4" /JFN,y' and from 57'Mo 10?OM. of COS" IIFN-y" T cell • ....-hen the 
GL\ffiEMSAL pC'ptide ....-as prC'SC'n1 (Fil . 7). 

To C'VIIJuate the 5pC'Cific cyt:otozic activil}' el ros' T lympnocylCS 
gC'rler.lted alter irnmuniz.adon el BALB/ c mIce with the GLMEEMSAL 
peptide, spleen ttIIs from immuniz.cd mire were culturcd in die pre-
5f:llCe or ¡,,"nce of lOllg oí dther GtMI!l!MSAL or TPnJIEYMI. pe¡>
tldes and sub$C'quently chal1enlled allainsl !he JC tumor cells (H2-Kd ", 
Mena', (Suppl. Fil. 2)) in a ratio or 20: 1, 10: 1 and 5 : l . COS+ T 
Iymphocytes stimula led with the GlMEEMSAL peptide were' able 10 
Irse 05-20%) the J C cclls, whlle spleen cclls st!mulaled wltb 
Tl"TLHEYMI. peptlde' or without pcptlde (CQntrol IIroup) showed a 
$l~itlcanl lowcr lytJc activity (Pig. 8). 

3."'. ImmwtGatitll1 wilh !he pcpI.ide Gl.MEEMSAL inhibiU tumor groWlh in 
BALa/e miee 

Slnce' 1h.C' lmmuniutlon or BAl.B/ c miee' wllh the' peprlde 
GL'AEEMSAL C'licired tbe activation 01 CTl.5 c.~ble 10 Iyse JC rumor 
ctlls, Wt procttdC'd 10 analyu die eapabtlil}' oí this pC'ptide' 10 provide' a 
prole«lve and thC'rapeutic antiturnar effect. Far mis. purpoK, 8AL8/c 
mlee WUe' lmmunl:ted with 3 intrapcritoneal lnjectloru (da)' O, 10 and 
20) coru;istins of 100 Ili of GLMEEMSAL pC'pI.ide' C'O'Iuls.iftC'd wilh SOl/1 

of CFA (da)' O} or IFA (day 10 and 20) In a ratio of 1: 1. To evaluale the 
ptOlC'Ctive dfect, 10 days afrO" !he la$( immuniution, 1()'i JC rumor 
cells wtre inoculalC'd $UOCutanC'OWJy on me' back or !he mice. To 
evaluate me therapC'utic dfect, JC tumor cells Wtte' prevlously In· 
ocu!alC'd and whcn turnan were palpatcd (day 13) !he' Immunlzatlon 
W<l.S applied ;¡ t d¡¡y 13 ;¡nd 19. The controlsroup (PBS/cootrol group) 
was inoculatod with only lO~ JC tumor cdls. Inte'restJngl)' We' observed 
!hal both irnmunization srnemr:ti werc capilble' to provide a slgniñcanl 
(U P < 0.01) inhibition uf !he rumor ¡ruw!h in comparison with that 
observcd in me control group. in the youp where tbe protective cffecr 
was evalualed, rne' tumon; wC're scarcely palpable durlng Ihe mon
¡Ionng of tumor growth, wi!h < 30% of Ihe tumor volume o( the COl1' 

Irol group (0.6 cml V$ 2 cm." al !he end of !he C'Xpc:riment (Fig. 9). On 
!he' otber h~nd whC'll evalu~ting tbe' dlc:rapal tic cffect 01 tbe im
munÍ2ation with tbe Gl.MEEMSAl. pc:ptide six days alte'r tbe lirst im· 
munization we dC'(Ccted a signilicant (0 P < 0.05) turno.- growth di· 
mlnution comparcd to !he control group (0.5 cml VI 1.3 cm'). Al the' 
end of!he experimenl we could observe !he reduction of lumor growth 
up fO 50'lIo In compari50n wim !hlf dctccled In thc control group 
(FIl . 9 ). It is importanl 10 mention mal uJing C'ithc:r protC'Ctive Ot: 

ther;¡¡pC'utic idJcmes ol immt.tnizatioo w¡th the GLMEEMSAl. peplide, 
we observcd rC'duced turnoc cmwth nte5 in comparison witb !hllt ol thC' 

CA lJen..l.dpu '" __ 
1"'.............,~%cY54I rilOl l.I~I...,JO() 

A 

. dl + d2 ... d3 e d4 

. 2 
Ü KLPQLCTEL KlFGSLAFL u 
r u ;.. u 1.5 

~ 
~ 

~} " ~ 
~ 

" 0.5 0.5 0.5 U 
~ 

O O O 
US S US S US S 

Culture conditions 

B 

US GLMEEMSAL KLPQLCTEL KlFGSLAFL 

0.2 1.0 

"1. S. It.........u..CSlnntd opuiftc C)'lolUÍc """rit)' '" (]}l ' T tymphocylU odmlllMtd ... '" Gt.MfJ\NSAL ~ Al 0." ~ thc: tneraK In ~ pcrccau,.: 01 Cll8 • /O)t rp ' T 

~ .... inn! hr dlalke,ln& T2 mis (I II..A-,u ') ta.d<4 ... ,th elido '" ~ ~ft. pq:ocl"',..¡(h PIIMCoi otimubtcll ¡S) thru ti ..... ... th Mue..,eI _dH"'III rithcr 
Q.MUMSo\L (!\MeDa). 1U'GSL\FL(l~ Ot K1J'Q(.CIU (IIJ>Y·16 pNUin E6) 0I • .........t dGaoun."" bull ~I ... wu oIcrift'd'I'IlIIl Iht pottUfI"'" o/me' I COIfT1 ' T l,....pIIOq"Ia 

t>balo.:J.". ~ r. wt.-~ wi~....d, o/lb. COfT~. po!pII4a ""di I>Q</in¡a\.o,.d CUSl r:l~.Ic.. t ) ~.utln d;:¡c ¡;J.;o olClJtl4 /Ol IO?' T lympI~vbal ... d 
...... wl¡..,p... Tllooded oriIh .-to poprIdt wiIh 01,,,.,. US OtS PBJoIc. """' ......... '"' "-. 40ft oItown. "1nd¡,....." ... rtl<Wlt di/'l'nB><D {JI < o.OS) '" ..... potbton lO ..... nKWn. ... 
... '" ..,.; ........ 04 PIlMCI- v." .... rcpracn' 1M __ ~ SOl fn>m 1rlpI1a .. ....,1Io "-:1 ... _ "'~I dp<rimcnll .. 'IdI oImil., .-..111. 

co.. + /lFN·y4 3nd from S7% 10 10'140 of CD8 ~ /lFN·y· T celb when!he 
GLMEEMSAL peptide was presenl (Fi¡. 1). 

To rvaJuate tbe 5J)C'Cific cyto{cWc activil)' of me" T lympbocytC'S 
gC'l\l!f1I,led ahtr Immuniud on el BALB/ ( mice wl!h !he GLMEEMSAt. 
pepdde. sph:en ttlIs traro immuniud mlee w~ cultuted In lbe ~ 
ile'ncc or ab$ence of 10pg of eJ;:\¡el' GLMI!I!MSAL or TP'Tl.l 1l!YML pI:~ 
lldes ;'lJld W~UC'fltl y d1aUC'flged Igaill.'it !he JC tumor cd ls {Hl-Kd " , 
MC'f1"" , (Suppl. Fig. 2») in a nido of 20: 1, 10: 1 and 5 : 1, COS" T 
Iymphocyte."l mmuJa ted with !he GlMI!f.MSAL peptide wen able to 
lysc: U5--20%) the JC cclls, wh lle spleen ~eUs stlm uJated wlth 
TP11.HEVMI. pepllde or wi lhoul peptide (control group) showcd a 
$lgnUh;anllower Iytk actlvity IFJR. 8). 

3 ..... Immcmaatioo with /he pepride GLMEEMSAt inhibít.l fllmor growth ÍII 

1lAl.Bl c miu 

Since (he immuniulion of BAl.8le miee w!th me ptpllde 
GLMEEMSAL diciled tbe artivation 01 ~ capable ta Iyile' J C tumof 

(dls, Wl! proc~ 10 anaiyu the eapabilily o(llm peptide 10 provide 3 
proleClJve and thtrapcutic anlitumar clfoo. ~'or thls putp05l:, BALBIc 
mJee wae bnmuni2ed with 3 inb"apoilOJleal inJectioru (day O, 10 3nd 
20) ronsbtins of 100 IIg of GLMEEMSAL peptide C'O'l ulsifted with 50111 

of CFA (day O) Of IFA (day 10 and 20) In a I1Ilio of 1: l . To evalu.te!he 
prOlective cf(ect, lO day.f afta !he la.n immUlÚUlÍotI, lit' JC rumor 
edu wefe inoc:ulatC'd sub<:utan~y oa !he baek o( !hl! mlee. To 
evllh.lilU:: tbe thtrapeude dfttt, JC tumor cdb wtre ptevlously In· 
ocuJatcd and wnC'fl tumors were palpalcd (d3y 19) die Immunludon 
wu appllcd ;¡ ;: d.1y 13 ,1nd 19. The control group (PIlS/ cGi\trol grwp) 
WH inocul3ted wilh only 106 JC tu mor edil. InlerestJnlly we obM:rved 
!ha l both immuniution sehemrll were capable lO provide a slgnificanl 
C'" p < 0.01) inh ibition of tht- rumor gTOwth in compariJon with lhal 
obsc:rved In me cantrol group. In lhe group where lhe prolccllvl! dfttl 
was evaluated, the tUmtl f"l w~r~ Karcely p;l lpable d ur lnJl, Ihe mono 
Jlorinl{ of tumor growth, wJ!h < 30% o f the tumor volume of!.he con· 
trol group (0.6 cml V$ 2 cm~ DI !he cnd of!he t'XpC'rimC'fl1 (FIg. 9). On 
lhe othC'T hand whC'f1 t'VaJualing lbe thC'l1lpaloc e««1 o( !he im· 
muni.taoon wim !he GLMEEMSAl. peptide slx dllys ahff tbe ftnl 1m
muni.z.atioo wc dC'lC'CIC'd a significanl (. P < O.OS) tumor growth di
mlnutiOTl compared ID !he control group (0.5 cmJ ys 1.3 cm3) . At lbe 
end of!he I:"Jperimenl we could obiiC'rve lhe fC'ducUon of tumor growth 
up 10 so.¡, in comparisoo witb !hill dC'l«led In !he control groop 
(FIl. 9 ). 1I is importanl 10 mention !ha' lbing C'itbtr prolC'CtÍve O( 

tbc:rdpC'utie Khcme5 of immwUzatlon with !he GLMEEMSAl. peptide. 
\Ve ob6erved redured tumo( growth fl tes in comparison wi!h thal of !he 
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control group. Mi("e th"t r teti"td pwttttiYe imrmmization tool\:: 15 days 
more to devt:lop tumocs of 2ctn J , when:as in the miee where tbe tber· 
apeutic effect was evalualtd Ihere werc abouI 10 days of deJay lO de
vdop tumors of che samt sizt (data nOI shown). 

3.5. 111t17UUlirocioo wilh the pq¡ride GJ.MEEMSAL incre~ W survi\l(ll 01 
miee inoadated widt ".le tumor ceUs 

In agrtenttnl wich tbe lohlbitlon of the rumO/" s:rowth obselVed -anee 
che app!!utlon ol che immun12.aIJoo scnemes wltb ¡he GLMEEMSAl 
peptide in BALB/c mice. we observed Ibat afler 31 days oflroeatmenl che 
surviyaI io the miee g.roups chal recei"td protective and cherapc-utic 
schemes was 100% and 60% rtspectiveJy, whlle a11 ao imals nOI trea.ted 
wilh tIIe peptide GtMEEMSAL dicd before day 22 (Fig. 10). 

04. DiscWlSion 

The furn;tion ofhMena ill motillty alld cellular adhesion Úuough tbe 
rcgulalion of assembJy and dynamics of cytoplasmic aron networks is 
wel l known [3]. How~er, the stc~dy ¡ncrcase of hMc.n~ c)t"pression 
during progressiOll ÍTom benign lO malignant Icsioru 
[5,10,15,16,32,33] and tIIc altemati"e expn:;ssion ol the hMena/ 
hMena'" and hMena!hMer.1.3..ÓY6 isofonns lbat reguJaIt !he in'o'asi'o'e
ness and meGlstatic poIential of rumor cells [6) Indicates lbat th is 
prolein can be ustd as ~ marker to differentiale premalignant cpíthellal 
lesions from malignant lesions with hlgh mctastatle potential l3-4]. Thls 
finding may ha\'e significanl reperCUMioru for predkting che prog:res
sion of rumors or foc di recting .specific tberapies and arresting dtycl
opmcrll of the diseasc (5,34]. In Ibis conlext , pionec:rlng studies con
ducred by tbe Nls{I("O group have shown evidente ol Immunoreacti"ity 
ag~i nst epitopes oí me hMena protcin in patic.nts wilh SrClI whO/ie 

-

tumors showtd o"cr.fl:vression ('f Ibis pmtcin. Approltimalely 20% of 
thc patients cxpressed IgG antibodies specifie to tpilopc:s of hMena. 
Furthennore, 75% (9/12) of HLA·A2 " patients showtd a spcc!Rc re
spon.se of coa + T Iymphocytes 10 stimulation wi!h hMena peptJd~s 
~n~ched 10 HLA-¡\2 molecules l 4]. Taking into con.uderlltion thal !he 
peptidc GLMEEMSAL, conscrvtd in tht hMena!hMena1h 

CNP.OOHXl80493.1, al!! 04043 ..... 51) and hMCIlathMc.na~y6 (ABY78022.1, 
al! 0406---04 104) l-solonos, has a hlgh potcntial 10 be naturally procCS5cd 
and prescnted llÍa HLA-¡\*0201 molecules according to PAProC pro
gram [35] we Rcst analyzcd the capacity of lhis peptide to generalc 
CI1..& using a system o( in "ilro yaccination with MDQ¡ (APC1) and 
PBMCs feom. hcalchy HLA-A2+ donocs as cdlular respondtcs. Con
s.istent wlth prevlollS results describlng the hlgh affinity of GLMEEMSAL 
for !he HLA_A2 moleculc [4} our results show tbat more ¡han just sta
bilizing Hl.A-Al molttUles, litis pcptide coupltd with MOQ¡ is capablc 
of indudng aetiv-ation of coa + T Iymphocytes likcwise prc-viously re
poned peptidcs KLPQlCTEL and KlFGSlAFL [21,22,28-31]. In addi
tion wc aJ.so couJd dette! activation ol CDo4 + T lymphocyte5 after 
culruring in IIÚIO PBMC with pep!ide--Ioaded MDCs from normal donors 
as well as splenic ceUs dcri'o'ed ÍTom BAI.B/e mice Immunized with tht 
GLMEEMSAL peptide, p.obably dut to cytokines, in addldon 10 IFN_y, 
derived (rom activare<! coa + Iymphocytes during eell culture, which it 
will .,.. of interest to ~aluale in futur"e eXpCriments. Furthennore, the 
cn...s generated witb Ibis system wcrt capahle of spedfically re
cognizing HtA-Al " nunor epithelial cdb bdonging [O cdllincs de
riyed from Sr<;, and CeCa which cxprcss eilher hMena/hMena"· o. 
hMen~/hMenaAY6. In the particular case of CeCa celllines we observed 
Ibal C08 + T Iymphocytes .stimulated with che Gl.MEEMSAL peptide, in 
addition ro having c:ytoto:dc activity against OJA celb (HPV-, 1iLA

Al+ , hMena/hMen.aAY6-positiYe), werc abo capable of lyse CaSki ce1b 
(HPV-1 6~ , HI.A·A2~ , hMenalhMena' h _positi"e) in a manncr 

. dl + d2 ¿ d5 e d6 

PBMCs~G vs CaSki PBMCs-K vs CaSki PBMCs-G vs C33A 
10 10 

~ .. 
10 

B 

~} .. 
B 8 

~}. 6 6 6 
4 4 4 
2 2 2 
O O O 

us s us s us s 
PBMCs-G vs MCF 7 PBMCs-G vs MDA-MB-231 

10 

8 

6 
4 

2 " --4}- ' 
0 "-------

US S 

10 

B 
6 
4 

2 
O 

us s 

Culmre conditions 
Pi._ ~ . CD8 ' T Iymphoty< ... <lÍmular~ "';ÚI GL.\lIDoISAl. Pf1IIid~ , ... "",be ,y ...... <di< pooiti"" fot ';110 .. hM .... o.AN""."· ot ~Mcn;,Jh"'m.6vfi. PIIMCo 1Icri..,.¡ fl'"", ~ """"'" d<Xlon 
(dI , d.l, dS ..... d6) l</e'r p<~'j""'¡y OItfmvwled rhrO\l&h In ..... v_n..uon Idln, MDQlI""d.,d ... ¡,It cithrr hMenl GUllEEMSAL (l>1!.Mc.G) <>< KPV_16 El> KlPQWU (I'IIMCo-K) ~nd 

u.~n..-l 'odWl"" .. c.ski (HPV-1 6·. tfl.A-J\2 · . 1lM~."·.po<itiveJ """ OM (Hpv·, HIJ".A]' , hM,.."o/hMOIUl.4Y6-po<Iliw) Cee. • ...u. "" wcll ... Ma.7 (HlA.Ar. 11M""", 
hIII ..... "··¡><ioiIIl . i) .. '¡JI,.\DA.:.u;..:.::¡ ¡¡1U..A2 '. IJ,¡ .. w,lhl.tawc..(,.poolU '~J Il<Co , dlH (. 5.1 r. Uo /E.n IJ.,. "p<"""lllo~ uKu .... Imper.u>I •• c.:.f Cllll· !CDH17' l' Ijll\¡¡!-O<><" .. 

IO!\.I:t <""U""~ by PIlMCI Kilnul.red (SI wlth ueb ot lllc . ,"i l"llic pcplid .. rd.ati"" lO !he dif( et1:IIl lUmllr • ..u.. Thc ba,qJ pereen. otCD8 ' /CllICl"l ' T Iympho<yl.,. "'as dc\""""""'¡ 
by dullcnpnllh. d¡/ftrm[ • .u. wllb .....umula'cd {US} PSMCa, Slsnificanr differenc .. '(P < 0 .05) ""d •• tp .., 0, 01 ) _re obIained <ompued LO un.úmull ,ed P8. ... c.. Valu .. 
" p<eK/II II'I~ meartl :t SEN (,<1m IripHa", -u.. (mm 3 ".. mo .. indepcndcnl npnlm.nu "11111 alInJIar _"JI •. 

control group. Mk~ th <ll rec~ivC'(! protectiv<: immuni2atlon took 15 dilys 
more 10 devdop tumoes of 2crnJ , whcreas in the mice where m e mee· 
~peullc effect was ~valualed Ih~r~ wer~ aboul 10 da)'s of delay UI de
vdop Nmors of (h~ s.am~ siz~ (dala not shown). 

3.5. 11Il1>UUliroci0ll wilh tite pq¡lid. GLMEEMSAL increau tm UIl'Vi'o'll1 of 
mie. inoru/aud wirh ic rumor ceUs 

1" ~grcemel1l with th. Inhlbltlon of th~ IUmOl" !rowm obs.rved afie. 
Ihe appllcalJon of th. ImrnunlulJon schemes wltb ¡he GLMEEMSAL 
~ptide in 8ALB/e mice, w. obs.erved (hat aRer 31 days ofUeatmOlI tb~ 
survivaJ in lb. miee groUpli mal received prolKtiV~ and merapaltic 
sehemes was 100% and 60% re5pectively, whil~ ;¡JI anima1.5 no! treated 
with the peptldc GLMEF.MSAL died bclor~ day 22 (FIg. 101. 

04. Ducuasion 

The funttlon of hMeruI in mQt/llty and eellular adhesion tbruugh me 
regulalion of assembly and dynamia of cytoplumic actln nctwooo Is 
weJ I known [3]. However, me su~~dy increase of IlMClliI uprOllion 
during progrusion from benign 10 malignanl lesioll$ 
[5,10,15 ,16,32,33] and th~ aJl<".matlv~ expression 01 tbe hM. naJ 
hMena" ~ and IlMClla/hMl!I.l3.t>v6 isofOntl$ mal r~gulate me invasivl!
neM and m.lastalÍc porenti¡d of tumor Ct1ls 16) Indicates chal m is 
prOI~io elIn be used iL$ a maña 10 d¡ff~rentrate pt~mali!nant ~pithe1lal 
lesioll$ from malignanl Jesioll$ wJth high metasutle polentiallJ41. Thls 
findlng may navf' s ignificanl repercmsioru; ror pr~cting thf' plogTe5-

&ion of rumors or rOl" dir~ting specific th~pie.s and arre.sling d~veJ· 
opment of mf' disc ll.'le (5,34]. In tbis conlexl , piOllccrlng sludJo eon
duct~d by thf' Nlstlco group have shown rndence of Immunoreactivlty 
aga ifl5t ~pilOpes of Ih~ hMeru prOlein in patienLS wilh Brú whOSC' 

lt!mors WQwed oVeT..al-'r~i oll Qf ctti~ prot~in . A.pprQ:llimaff'ly 20% of 
me palienlS C'Xpressed IgG antibodirs spedfic lo epitope.s of hMena. 
Furtbermorc, 75% (9/12) of HLA·A2 · p:¡tienLS showed a speciRc re
sponse of coa "'" T Iymphocytes 10 stlmulation wlch hMena ~ptidu 
a[(ach~d to HLA-A2 molecules I4J. Taking iOlo con.~id ~ration tha! che 
~ptid. GLMEEMSAL, COrusfiVed in che hMenalhMma1h 

{NP_OOJOOS0493.1, aa 443-0451} and hMenatbMena~v6 (ABY78022. I, 
al! 0406--0414) JsoIontl$, Iw; a hiJ!h potential ID be naturaliy processed 
and presenled lIfa HLA-A*0201 molecuJes accordlng to PAProC pro
gram [35) w~ "esl iUlaJyud Ihe Upilcily or lbi! peptid~ 10 gmeTate 
CIl.'I using a 5)'stem or in vitTO vilccination with MDCs (APCs) and 
PBMC$ lrom healthy HLA-A2+ dOOOlli as cellular re.spundeD. Con
listenl wlth prevlous resulu de.scriblng Ihe h1gh affinity ofGLMEEMSAL 
(or the HL.A_A2 molK uJe (041 our re.suJU show chal more Ihan j usI sta
biJir.ing HLA-Al molecule.s, th is ~plfde ooupled wlth MDCs i5 capable 
of Induelng aetivatian of CD8 " T Iymphocytes likewise prcviously re
poned peptideli KLPQLCTEL and KIFGSu.FL [2 1,22,28-3 1J. lo addi
tion we aIso oould de lect activatiOIl uf CDo4 + T Iymphocylu a(ter 
rulturing in 'IIillo PBMC with peptide-Ioaded MDCs from normal donors 
as wel1 as splenlc cells derlved from BAL8Jc mlce Irnmunized with th~ 
GLMEEMSAL pepdde, probably du~ 10 cytoklnes, In addltion 10 IFN.y, 
deTh'~d from act:ivau:d coa + lymphOCYles during cllill rulture, which ir 
wiU ~ of interest 10 evalUllle in future experimmLS. Furth~or~, me 
cn.s generalfll with dus syslem wer~ c.apable of spedficaUy re
COgrllzing HtA-Al ~ tumor ~p¡thcli31 ceUs bclonging lO cdl Unes de
tlved from Brú and CeCa which I:JCpress: ~ither ltMena/hMena " o o, 
hMena/hMeou\v6. In Che particular case of CeCa celllioe:!l we obselV~d 
Ibal coa + T lymphocyle5 stimuJalW wltb che GlMEEMSAL pepcide, in 
addition ro having cyloto¡cic activity agairut C1lA cel"'" (HPV-. 1iLA

Al ... , ltMena/hMenaáv6-po5itivc), were aIso elIpable of Iyst! CaSki ed l.s 
(HPV-16' , Hl.A-A2 · , hMenaI'hMena""-positiVl:) In a manneT 
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hM .... ó.Y6. I'fIMCJ6crived f ....... HIJI_A1 ' • ftorr ... J ""'- ~p~ouoIy.dmullted (5) Ih ...... p '" .u....yaednltlun lllin. MIlQ l""dt-cI wlth tilo GLNf.m.sALpo:ptid • ..,d thenlUtd .. 
dftttor....u. (E) tq ch.olien&< ~'" a-Ilt en coruUtlh, oI"CaS!tJ (HP"Y-16 • , HlA·A1 ' , hM ... aJ\lII4 .... ' "-pooitlw) .. -u al MOA·M&-DI (H~' • hM ..... /hloI """"vf>.pclÁllw) ffilt .. 
<lllkn:lludl , • • ; ... (1".(:).,( l.:;' 1.10 .-11:20. T .. w.;bIoTly~.,.I.:l<:\......,.:¡¡..., IIlW"': ... fth~II1Ab~¡u,.A2 .... _..4J,;I. """pcm;nt.oa~..rc::&· /CD I :;r, · T~)'Ic>W 

and cM oyIOfoxlc -mI)' 01" (])l' T Iymphoo:yt .... _ edil (11) __ dd ...... lned ... iMlc;alrd In Materl'" ond mo:<hodI_ n.o bull po:n:ento,o 01" CDII'/COI07' T 
I~mr>lo«yl .... wdl ... 1M bo .. 1 cytotoJ!c aClMty o( CD8 ' T lymphoc~1aI __ det.mnlnoed by dl.II ... ¡ln1 Ua" dlffete'L' tum ... (ou. wllh "'nltlmllllrrd I'BMCJ JUS). ' !ndklt .. ".nll\(an' 
diffcrenc .. (l' < O.OS) in rotnparuon .0 Ih ......... Jlura ";!h Itn.drnuLlltd PBMCa. ViOlu .. rqoouenl cM "' .... "'.t SEM frun lripli .... t. -u.. Do to. ...., '~'"tjV. ul 3 ... mor. 
Ind.p."dm .. ~";Ih ...... '1 ... raul .... 

cgmparabl~ to mal ac:hieved by cna'" T Iymphocyte. 5timulat~ with 
me KLPQLCTEL peptide derived from the E6 prolein olHPV-16, which 
was prcviously reponed sud! as immunosenlc (U ,l l l . Prevlous r"(port& 

hi!ve demonstrated thal me over-npussion oll\Mma In CeCiI increues 
wim diKase progrc$Sion (5,10). Therefoce, the abilil)' of GLMEEMSAL 
and peptides common 10 the diffueflt isororlJL'li o! hMena lo induce Iyrie 
activit)' or C11.s agal.nst CeCiI edls, regardlas ol tM pre5e:nCe or HP\', 
could provide greatu potmtial for cUnlcal application mm !he ~ 
stricted use or epltOJ)(S derlved rrom the oncoproteins Efi and E7 of 
high-r!sk HPV sud! as HPV.16 . nd HPV-18, whld! are pt"eSe1lt In OYer 
7EN. al CeCa [36). Tbew: laner epitopH have OlII.y ~ evaluated in 
patimts wim CeCa mal are poative loc infection by me same HPV 
gertotype¡ [37]. Conversdy, the over-expression of hMerta in ttJmon or 
differen t histololllal fypes ha.!; been relate(! not only 10 a hlgher me
l¡utlllic indo- 11 ,7-9,16] Intt 11$0 10 !he size of me tumors (H J. in 
whidl the a ltemative aprasion of hMena.!hM(na11o ¡¡nd hMena/ 

Mena4v6 can play an importanl role in tumor grow!h and progreuion. 
How~ver, effective vao:cine strategie. against autoanligms luch as 
hMenll, whlch is over-expt'"eued in levera l ttJmGf1, mUlt cJrcumvenl 
lmmune tole~nee. To discard thls pnenomenon, we employed lIn In v!vo 
rumor roodel in BAlJI./ c mie( lor immuniulion with the peJl¡ide 
Gl.MEEMSAL. Is imporlanl lO mmlion mal in accOld with me National 
Cenler roc 8lotechnology 1nlonnation, USA, dat:l base, this peptlde 15 
aI50 conserve<! In &eVc:raI murlne isofonru oC Mena namdy: lsoform 1 
(NP_034265.2, aa 667-685), lsoform 2 (NP_032706.2, 33 662-670), 
l.soform l (NT'JlOI076589., aa 658-666) 8nd lsoform -4 
(NPJlO10'16590.1,aa 41........-422), and accord wim our results also bin<b 
to H2·Rd InOI«Ules. In addition, we abo ~lVed !hal the immuniza· 
tlon or 8ALl1/c with me pcptide Gl.MEE"MSAL was capable to induce me 
actlvatlon ol C11.s mat teCosnlzcd and iysed Je tumor cdls {H2-Kd, 
Mena ·). In add ition, mis slUdy shoWli for firsl tim~ ma( usJnz prOlec
tive and therapcutic schemes or immunization in vtvo wim hMcna 
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..... lile CJtOIcn:lo KlMry 01 aMI ' T t)'lftpbo<yto 011 lLIm<r tdIJ .11 .... deI.,.,.,U-¡ .. u.dl",,~ In M ... ""' ... ..,.j -....b _ . n.o hull ~*" al eDIl' IC1) l rn - T 

Iy""f'l>oeyl ..... ",dl .. LIle boAt C)'UltOtlt Kllril'l' olOle ' T lymp.lloo;, la _det.cm\1fIed by dlllIalJll!l u.. d(ffetelL IU",or « lit wUh u"'d",\IJ. ,td P\YIIc. IUSI. · 1Ad1...,t .. Jl$llI/lU/lI 
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¡,,~.,...- ctpoñm ..... "¡IIo oim¡ ......... fu. 

cvmpMllble to th .. 1 ¡¡.c:h ieved by CJ)8+ T Iymphocytes $dmul .. ted wiÚJ 
!he Kl.PQLCTEL peptide deriyed from the E6 protein or HPV-16, wldch 
was~v¡ousIy repol'tCd 5uch;u ¡mmunos~k 122,31 1. PrevJous ~ru 
llave demonstrated Ihal the over-n~on oll'lMmo1 In Cea. ¡ncreases 
with di.'lCl.'le pl'Ogres&ioo (S,l OJo Therdoce, tM abilil)' o( GLM.EEMSAL 
:md pePlides common 10 the dl fferent isofonT15 of l'lMenl to Induce Iyric 
a ctivll)' or CTl.s a¡llnst CeCa cc:1b, ~prdless of rhe ~ uf HPV, 
eould provide grealu potenlJaI foc cllrúeal applicadon th.an the re
itrlcled use ol epllOpeS derived {roro lhe oncopro(ei lU E6 and E7 of 
high-rlsk HPV such as HPV_16 and HPV-18, whlch are present In OYer 
1~ ol CeCa (l6J. Tbt'M lanu epilOpt'S have ooly ~ ~aJ.ualed in 
patimtJ wilh CeCa lha r are poative rOl' Wection by me same HPV 
gO'lotypu [37J. Convcrsdy, the over~on of hMena In tumon ol 
diffuenl hlstololliul rypes has !leen rclaled nOl onIy 10 II hiper me
lastJtie ¡nd6 (1,7-9,16] bul abo lo the du or lhe tumon ( I'I J, In 
wlrich me 1I1temadve a:pres5ion of hMenalhMena 1h lInd hMena! 

MenallY6 can play an importanl role io lumor jp'owth and progreuion. 
tlowevu, effective vaccine 5trdlegitll apinsl lutoanligelU uc:h as 
ItMeu, whkh Is overoUpresaed in uveral tumOf1, must dtcumvent 
Ü71munc 10IeranC'e. To discard this phet'lomenon, we employed In '" m.oo 
rumor roodel In BALBfe miee lO( lmmuniulion wilh the ptplide 
Cil.MEEMSAL. Is Imparlllnl 10 menlion mal in Icootd wim me Natinnal 
Cmler lor Rlo«echnoIogy lnformadon, USA, dab base, ibis peptlde Is 
also C'ORSttVed In severa! murine iJo(onns or Mena namely: Isoform 1 

(NP.0J.426S.2, !la 667-68S), lsoform 2 (NP.032706.2, aa 662~70), 
boform 3 (Nr.OOl076S89.. aa 658-666) and lsoform 4 
(NP .OOI 076590.1,aa 414-4l2), ;r.nd a(cord wilh our rr:ruIts abo I>ind.s 
bl H2-Kd moI«Ulea.. In addilion, we abo ob5oerved tMt lhe immuniza· 
don of BALUf e wlm me peptlde Gl.MJ-:li.MSAL was capable to Induce me 
actlvatlOfl ol ~ tltal re-c:08nlzed alld I)'$ed JC tl,llTlOl tt11s (H2-Kd, 
Mena · l. In Idd loon, mis 51Udy shoWJ for first dme mat uslnl prolec+ 
tive Ind tha'ilptUde sehemea. of ImmunlAdon in vivo wim hMc:na 
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UOI- pcpU'¡.., Cu.iEElolSAL f,-"", Mol ...... mCSlAf1. f",m HElU, IaJ'QLCn1. 
(r"", [6 prou:in a( HPV_16 and TPTUffiYML kom ¡¡'/ ptOkin of IlPV_16. S/lown he«: .. 

do .. folo.tnc:rcaIc in ,h. a¡.""'¡OR <JI H·2Xd in PftlS «lb (ncubo,..! with Ndl popdd .. 

r.!.live to 1M l>lsal ap'_on '" H2-1(d In PSIS al" all ... ,dd oJUllon ~ 
withoot • p .. "dd .. , whid. w ... """",odiaN lo 1. [);a . ...... 'opr_oi'e d 3 DO" ""'"" 
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<ell oc''''''i"" In llAUlle rnloe. l:W.a Indltal" \he 1.,.,.._ In llIc pcrc .... llI'" ol aM o I 
lFNy· . nel CDII' /IFNy· T Iymp/>o<yt .. "b .. ¡De<! .IIa- C\llluri"l: ""Imk al .. d"';"..I 
Ir"", llAUll e mkc iaununlocd whh lb .. GLMl!EM5.AL peptld .. and • ..u.noiliotM In ..".., ... 
<1>1' ~ 1+) or .'-en"" 1-) of .ilherCLMEEMSIILpq>tide as Indk .. l"'¡ In ",.,,,,,.Is 
and m~ _110<>. VoJu .. rq><OlIer1t 1M me""" :t SEM from ItlpUcate w~n.. ' 1ndl<lO'" 

sll"ifle;on' dl~e .. '1' < 0.05), D.>1iI are ~»tlvc 01 3 or mott indo:pmd",,¡ 
~mento wilb .imi lar C$II ... 

dalved epi lOpcS, such as the peptide GI..MEEMSAL, provide antltumor 
immunity whlch inhibits tumor growth and prolongs mouse survival. 
However, lo obta!n a better tumor growth inhlbition undcr ther3peutic 
.!cl!eme il will be important lo considcr if rumor growth rate diminish 
by ¡ncreas!ng me numoo of immuniu tions OJ" by including COll$CJ'Ved 
epltopes in bctwecn hMenalhMcual la and hMcna/Mcnaav6 isofonns, 
o\hcr man GLMEEMSAL epi tope. 

Our resuhs provide signlficanl evldence on!he antigenlc capacity of 
the peptide GLMEEMSAL lo elidt in vitro CTl.s \hlll recognize and Iyse 
epithelial tumor cells cilIT)'ÍIlg hMena isofonns a&'iociated with tull1Ql" 

progrr5Sion. In addition !he protective and ther.aPl"utic dficaey .shown 
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Fi l. 9. Anti'UtnIlr.!f«t o(,h. immWli .. tJon willllllcGU!EEMSAL p<ptido: In 'he BAUJ/ 
~ m;c" tumor mcdeL lIAl.8/c m!ce "' ... ilDmW1iled i.p. wlIII 1 inlrapcri,,,,,,, .. 1 injtttlon. 
(day O, 10 I nd 20) toIUIsdD, alloo~. alth~ (¡lMEf.MSAJ.. pc;>Il<Ic anulsltled with 5O~1 
al (".FA (doy O) or ¡fA (day 10 and 20) In. ",,1ft al 1: 1. To evatw.'. lile proIecti." .nu. 
(l>r.,.ecllve), 10dlyo aflc !he 11M. !mmunlu.lIM. ID" JC """'" cclb w"", ~I",ed 

wbcu<ancow;ly "" tIIe bod< cKlhe nú .... Tft.vIJw.le <he <hcropcuric ttfec' rn. .... ptutic). 
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C<KI1~ ID ~llS/yehld."",<rOI mlc • . kepr""".úye dala irom 1 in<kpe<lden, ~peri • 
mena wllh .imilar rault.L 

by me immuni2ation with the peptide GI..MEEMSAL 10 inhibil tumor 
growth in a miee modd, makcs mis flnding o( vea! relevance to con· 
sidcr the potenúaJ of GlMEEMSAL for \he developmenl of 1m· 
munotherapy protocols In tumoR wim increased expressloTt of hMeTta. 
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slder the potentlal o( GLMEEMSAL (or lhe development o( 1m· 
munothcrapy protOCQJs In tumors wilh increa5C'd expres.sion of hMena. 
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S. Conc.huion 

Taking Inlo tonslderation mal humoral aOO tcllular immunc. re
sponses 10 hMena epilopes have been OOsuved In BrCa patienIJ 14} ilJ'1d 
tluJ( il is posslble !he induction in vitro and in yfyo spedflc ~llular 

immune respol1SC'l! lo epitope cOlUC':rVed 01 hMenVhMenallo ilfld 
hMena/Mena.1v6 isoIonns, suda as lIlal mown in thls srudy by die 
GLMEEMSAl. peptide, die use ol hMena epl lope$ may represenl a.n 
importanl a lltmative lo be cOlUidered In me devdopmcnl ol im
munoth«apy protocols for arrestinllrowth and meta.sUltic po(entiaJ of 
Nmors, to preven! rrcurrence in diseue-fr« palientJ ilfld inaeasinz 
dieir 5Urviva:1. 

Supplemenlal}' data 10 thls artide Cilfl be tOUlld online al https:/{ 
doLOT1fI 0.1 016/ j,inlimp.201 8.01 .043. 
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