UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Obtencidn de variantes de un epitopo derivado de Mucina 1
de raton a partir de una biblioteca de epitopos variables
capaces de inducir una respuesta de linfocitos T CD8*
antitumoral en un modelo murino de cancer de mama

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctor en Ciencias

PRESENTA:
ALBERTO JOSUE ODALES PEREZ

TUTOR PRINCIPAL
Dr. KAREN MANOUTCHARIAN AIRAPETIAN
Instituto de Investigaciones Biomédicas

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dr. ABRAHAM LANDA PIEDRA
Facultad de Medicina
Dr. JULIO CESAR CARRERO SANCHEZ
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Ciudad de México. Diciembre, 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Programa de Maestria v Doctoradc

CIEINGIRAD

ioquimicas

CGEP/PMDCB/1646/2021
Asunto: jurado de examen

Odales Pérez Alberto Josué
Estudiante de Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomité Académico en reunién ordinaria del 20 de septiembre del
presente afio, conocieron su solicitud de asignacion de JURADO DE EXAMEN para optar
por el grado de Doctorado en Ciencias, con la réplica de la tesis “"Obtencion de
variantes de un epitopo derivado de Mucina 1 de ratén a partir de una biblioteca
de epitopos variables capaces de inducir una respuesta de linfocitos T CD8+
antitumoral en un modelo murino de cancer de mama”, dirigida por el Dr.
Manoutcharian Airapetian Karen.

De su andlisis se acordé nombrar el siguiente jurado integrado por los doctores:

PRESIDENTE Sciutto Conde Edda Lydia

VOCAL Langley McCarron Elizabeth
VOCAL Castell Rodriguez Andrés
VOCAL Pavén Romero Lenin

SECRETARIO Lizano Soberén Marcela

A LOS MIEMBROS DEL JURADO:

Es obligaciéon de los tutores de este programa participar en éstas y otras actividades
académicas encomendadas por nuestro Comité Académico. Sin embargo, en caso de que
tenga un impedimento académico o de salud para cumplir con esta encomienda, es muy
importante contar con su respuesta (Formato anexo) en un plazo no mayor a una
semana.

Tome en cuenta que usted tiene 30 dias habiles para emitir su voto con las rondas de
revision que considere necesarias.

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial
saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA, HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 20 de septiembre de 2021

Dra. Claudia Lydia Trevifio Santa Cruz

(k. .,

bo Vo
Contacto: mdcbg@posgrado.unam.mx Tel. 55-5623-7006 il




Programa de Maestria y Doctoradc

ioquimicas

CGEP/PMDCB/1885/2021
Asunto: Cambio sinodal

Odales Pérez Alberto Josué
Estudiante de Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomité Académico en reunion ordinaria del dia 18 de octubre del
presente afio, conocieron su solicitud de Cambio de Sinodal de JURADO DE EXAMEN
para optar por el grado de Doctorado en Ciencias, con la réplica de la tesis
“Obtencién de variantes de un epitopo derivado de Mucina 1 de ratén a partir
de una biblioteca de epitopos variables capaces de inducir una respuesta de
linfocitos T CD8+ antitumoral en un modelo murino de cancer de mama”, dirigida
por elDr. Manoutcharian Airapetian Karen.

De su analisis se acordé nombrar al siguiente integrante en sustitucion del
investigador: Pavon Romero Lenin (V).

Vocal: Constance Auvynet

A LOS MIEMBROS DEL JURADO:

Es obligacion de los tutores de este programa participar en éstas y otras actividades
académicas encomendadas por nuestro Comité Académico. Sin embargo, en caso de que
tenga un impedimento académico o de salud para cumplir con esta encomienda, es muy
importante contar con su respuesta (Formato anexo) en un plazo no mayor a una
semana.

Tome en cuenta que usted tiene 20 dias habiles para emitir su voto con las rondas de
revision que considere necesarias.

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial
saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA, HABLARA EL ESPiRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 18 de octubre de 2021
Coordinadora

Dra. Claudia Lydia Trevifio Santa Cruz

P =
=

ersided
o lo Neci
e 20

A

Contacto: mdcbg@posgrado.unam.mx Tel. 55-5623-7006




Agradecimientos
El sustentante Alberto Josué Odales Pérez desea agradecer:

- A la Universidad Nacional Autobnoma de México que me ha permitido desarrollar

profesionalmente.

- Al Dr. Karen Manoutcharian Airapetian por permitirme estar en su grupo de

investigacion y por abrirme las puertas para estudiar la maestria y el doctorado.

- Al Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia (CONACyT) por el apoyo financiero
brindado para realizar este trabajo y por el otorgamiento de la beca de maestria y
doctorado para el desarrollo de este, CVU 742861.

- Agradezco la asesoria técnica a la M. en B. Maria Elena Munguia Zamudio.
- A Patricia de la Torre por la secuenciacion del ADN.

- Al LabNalCit-UNAM (CONACyT) por la ayuda técnica, capacitacion y analisis de las

muestras de citometria.

- A la Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM, por el cuidado de los animales de experimentacion.

- A los doctores que formaron parte del comité tutoral, Dr. Abraham Landa y Dr. Julio

César Carrero, por sus consejos y ayuda para el desarrollo del tema de investigacion.
- A los miembros del jurado:

Dra. Edda Lydia Sciutto Conde

Dra. Elizabeth Langley McCarron

Dr. Andrés Castell Rodriguez

Dra. Marcela Lizano Soberon

Dra. Constance Auvynet

- A mis compafieros de laboratorio por su ayuda y orientacion en los experimentos: M.Sc.
Allan Noé Dominguez, Lic. Fernando Martinez, Lic. Jesis Guzman y especialmente al
M.Sc. Rodolfo Servin.



Indice

L INTFOAUCCION ..ttt bbbttt bbb b s e 1
1.1 Conceptos generales del CANCEN .........ccccueiveiiiie e 1
1.1.1 Caracteristicas cOmuUNEs del CANCET .........c.coerierereiiieiieieeeee e 1
1.1.2 Epidemiologia del CANCEN ..........coviiiiiiiieic e 3

1.2 CANCET U8 MAIMA.....cuiiiiiiietieiieie ittt sttt b bbbt e e e b bbb b ne e 4
1.2.1 Clasificacion del CANCEr de Mama........ccooveieieriinenisesiseeee e 4
1.2.2 Tratamientos del CANCEr de MaMA........cccoveieriiriereni e 5
1.2.3 Modelo murino de cancer de mama con la linea celular 4T1 ..........cccoevvvnene 6

1.3 Respuesta inmunitaria contra el CANCEN..........cccoveiririieieiee s 6
1.3.1 Respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos T CD8" ..........ccccccevvrevrines 6
1.3.2 Teoria de 12 INMUNOBAICION..........coiiiiiiiiieie e 8
1.3.3 Mecanismos de escape tUMOral............ccoveiveiiiiieie e 10
1.3.4 Inmunoterapias CoNtra el CANCEN.........ccccvveiveieiic i 11

LA IMIUCING L oottt st et st et e e e s e s neenteeneeeneennaenne s 13
1.4.1 Caracteristicas de MUCINA L ........ccoveveieiiericie e 13
1.4.2 Mucina 1 asociada al tUMOT ........cccccveeiieiieie e 14

2 JUSHITICACION. ...ttt ettt ettt b ereens 16
K o [ 010 (1] USSP 18
@ ] o] =] KLY/ 0 1SS PSP SS 19
4.1 ODJELIVO GENETAL.......cuiiiiiiiiiee e 19
4.2 Objetivos €SPECITICOS ....viuiiiieiiieeese e 20

5 MaAterialeS Y IMELOUOS ......cveueiuiieiieieiiee ettt 21

5.1 Disefio de las bibliotecas de epitopos variables derivadas de la region del péptido
sefial de MUCING L A€ FALON .....cveveiiiieiececee e e 21

5.2 Construccion de la biblioteca 9MUC1spL mediante la tecnologia de presentacion

en bacteridfago filamentoSo M13 ..o 21
5.3 PCR para la verificacion de la presencia del inserto en pG8SAET ..........c.c....... 24
5.4 Obtencion de las clonas individuales de la biblioteca IMUC1spL ...................... 24
5.5 Modelo murino de CANCEr A& MAMA.........ciiiirieieieie e 24
5.6 Ensayo de proliferacion Celular ... 25
5.7 InmunofenotipifiCaCioN...........cooveiiiic e 26



5.8 Analisis de la prediccion in silico de la union a las moléeculas de clase | del MHC

.................................................................................................................................... 27
5.9 Purificacion y secuenciacion del ADN plasmidiCo ........cccoovvvveviiiieiveve e 27

B RESUITATOS ...ttt et et e st e et e s e e sraeteennesneenne s 28
6.1 Evaluacion del efecto antitumoral in vivo de los tratamientos con las bibliotecas de
epitopos variables derivadas de la region del péptido sefial de Mucina 1 .................. 28
6.1.1 Evaluacion del efecto antitumoral del tratamiento con la biblioteca 9MUC1spL
................................................................................................................................. 28
6.1.2 Evaluacion del efecto antitumoral del tratamiento con la biblioteca 23L....... 28

6.2 Obtencidn de las variantes del epitopo de interés a partir del repertorio de la

DIDIOECA IMUCLSPL ...t st nreenne s 30
6.2.1 Construccién de la biblioteca 9MUC1spL mediante la tecnologia de
presentacion en bacteriofago filamentoso..........cccoviveiieiiiiccecc e 30
6.2.2 Seleccion de las variantes del epitopo de la biblioteca 9MUC1spL mediante
ensayos de proliferacion de 1os linfocitos T CD8™..........cccccevevveeiivieecececeeie e 32
6.2.3 Confirmacion de las variantes del epitopo seleccionadas de la biblioteca
9MUC1spL mediante ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8".............. 33

6.3 Caracterizacion de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva ................. 36
6.3.1 Antigenicidad de las clonas en ausencia de inmunizacion................ccccvcvnen. 36
6.3.2 Prediccion de unidn de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva a las
moléculas de clase | del MHC...........cooiiiiiiieie e 37

6.4 Evaluacion de las poblaciones inmunitarias luego del tratamiento con las

bibliotecas de epitopos variables de MUCINa 1 ..........cccccoeviiieiieiie e 38

A 11U 3 o o ST 41
I @0 o [T o ST 48
O PEISPECTIVAS ...ttt bbbttt bbbt 49
10 Referencias bibliografiCas...........ccooeiiiiiiicicce e 50
N T Lo [ o0 USSR UPPUR TSROSO 64

3 A o 1= o [ o= RSOOSR PRRRTROTRUP 64

112 APENAICE 2 ..ottt bbb 65

L3 APENAICE 3.ttt bbb 66

Vi



Resumen

Las bibliotecas de epitopos variables se generan al substituir diferentes residuos
aminoacidicos dentro de un epitopo reconocido por los linfocitos T CD8". De esta forma,
se han logrado obtener inmundgenos que tienen un efecto antitumoral superior en
comparacion con el tratamiento con sus respectivos epitopos silvestres. En este trabajo se
construyeron dos bibliotecas de epitopos variables a partir de la region del péptido sefial
de Mucina 1 de raton, que es un antigeno que se encuentra sobreexpresado en la mayoria
de los cénceres. El tratamiento con la biblioteca de epitopos variables, 9MUC1spL,
demostro una reduccion del crecimiento tumoral en comparacion con los ratones que no
recibieron tratamiento. Ademas, se observo una tendencia a la disminucion del promedio
de las macrometéstasis pulmonares. Por otra parte, el tratamiento con la biblioteca de
epitopos variables, 23L, que contempl6 toda la region del péptido sefial de Mucina 1,

disminuy® significativamente el area tumoral de los ratones.

Se realizaron ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8" cultivados de manera
individual con 84 clonas provenientes del repertorio de 9MUC1spL. A partir de los
ensayos de proliferacion se seleccionaron dos conjuntos de variantes del epitopo con 4
clonas cada uno. Estas indujeron proliferaciones mayor y menor en los linfocitos T CD8*
provenientes de ratones vacunados terapéuticamente con la biblioteca 9MUC1spL en
comparacion con la proliferacion de los linfocitos T CD8* provenientes de ratones
inmunizados con 9MUC1spL en ausencia del tumor. A estos dos conjuntos de clonas se

les denomind Selecciones Positiva y Negativa, respectivamente.

Este trabajo describe por primera vez la seleccion de variantes del epitopo del repertorio
de una biblioteca de epitopos variables con el fin de agruparlas para obtener un mezcla
de variantes con un efecto antitumoral superior en comparacion con el repertorio
completo. El estudio de las variantes del epitopo contribuye al entendimiento del
mecanismo de accién de las bibliotecas de epitopos variables y, en general, de la
inmunoterapia contra el cancer. Ademas, es la primera vez que se informa la construccion
de una biblioteca de epitopos variables a partir de un neoantigeno y, por lo tanto, es la
primera vez que se prueba el efecto antitumoral in vivo de una biblioteca con estas

caracteristicas.
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Abstract

Variable epitope libraries are generated by substituting different amino acid residues
inside an epitope recognized by CD8" T lymphocytes. This way, immunogens that have
a superior antitumor effect when compared with their wild-type epitope treatment, have
been obtained. In this work, two variable epitope libraries were generated from the murine
Mucin 1-derived signal peptide region, that is an over-expressed antigen in most cancers.
9MUC1spL variable epitope library treatment showed a tumor reduction when compared
with untreated mice. Moreover, a tendency was observed to the reduction of pulmonary
macrometastasis mean. On the other hand, 23L variable epitope library treatment, that
contained the entire Mucin 1-derived signal peptide region, significantly reduced tumor

area in mice.

CD8" T lymphocyte proliferation assays were performed with 84 individual clones from
9MUCI1spL repertoire. From these proliferation assays, two set of epitope variants were
selected with 4 clones each one. They induced higher and lower CD8" T lymphocyte
proliferations from therapeutically 9MUC1spL-vaccinated mice when compared with
CD8" T lymphocyte proliferations from non-tumor, 9MUC1spL-immunized mice. These

two sets of clones were called Positive and Negative Selections, respectively.

This work describes for the first time the selection of epitope variants from a variable
epitope library repertoire with the end of grouping them to obtain a variant mixture with
a superior antitumor effect when compared with the entire repertoire. Studying epitope
variants contributes to the understanding of the mechanism of action of variable epitope
libraries and, in general, of cancer immunotherapy. Furthermore, it is the first time that a
neoantigen-derived variable epitope library generation is reported and, therefore, it is the
first time that the in vivo antitumor effect of a library with these characteristics is tested.
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Introduccion

1 Introduccion

1.1 Conceptos generales del cancer

1.1.1 Caracteristicas comunes del cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades relacionadas de origen genético
en el que una célula o un conjunto de ellas comienzan a dividirse sin detenerse y pueden
diseminarse a los restantes tejidos (www.cancer.gov). A pesar de ser un conjunto de
enfermedades, entre todos los tipos de canceres se pueden distinguir una serie de
caracteristicas comunes. En el afio 2001, los investigadores Hanahan y Weinberg
revisaron las caracteristicas comunes o conocidos también como los hallmarks del cancer
(Hanahan y Weinberg, 2001).

La primera caracteristica son las sefiales proliferativas sostenidas mediante las cuales las
células cancerosas proliferan constantemente ante la presencia de las sefiales mitogénicas
como los factores de crecimiento (Hanahan y Weinberg, 2011). La produccién de los
factores de crecimiento esta normalmente regulada de forma tal que se mantiene la
homeostasis del tejido. Sin embargo, las células cancerosas producen sus propios factores
de crecimiento, que las independiza de la produccién de los factores por otras células y,
por lo tanto, de manera autocrina se favorece su proliferacion (Wu et al., 2021). Ademas,
en las células cancerosas se observan con frecuencia substituciones en los residuos
aminoacidicos de las enzimas involucradas en la proliferacion celular, producto a las
mutaciones en el gen, que activan constitutivamente su actividad enzimatica como es el

caso de la fosfatidilinositol 3-cinasa (Gris-Oliver et al., 2021).

Normalmente, las células regulan su proliferacion exacerbada mediante la accion de los
genes supresores de tumores. Por ejemplo, la proteina retinoblastoma inhibe la progresion
del ciclo celular mediante la inhibicién del factor de transcripcion E2F, las mutaciones
que provocan una pérdida de la funcion de esta proteina promueven la proliferacién de
las células cancerosas (Knudsen et al., 2020). Ademas, la proteina TP53, que es conocida
como el guardian del genoma, ante la presencia de dafios en la secuencia de ADN detiene
la progresion del ciclo celular y también puede inducir la apoptosis de la célula si el dafio
es irreparable (Levine, 2020). Por este motivo, es frecuente encontrar mutaciones en el
gen que codifica a TP53 no funcional en las células tumorales. Por ejemplo, el cancer de

mama del subtipo basal se caracteriza porque la mayoria de sus células contienen
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mutaciones en el gen p53 (Williams et al., 2018). Por lo tanto, la insensibilidad a los

inhibidores del crecimiento es la segunda caracteristica comun del cancer.

Las células tumorales necesitan un flujo continuo de nutriente que es transportado
principalmente por la sangre, por lo tanto, la angiogénesis sostenida es otro de los
hallmarks del cancer. El factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF, que es
producido por las células cancerosas en condiciones de hipoxia, aumenta la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos ya existentes (Khodabakhsh et al., 2021).
A diferencia de los vasos sanguineos en el tejido sano, los nuevos vasos sanguineos
formados en el tumor se caracterizan por un mayor nimero de ramificaciones y un flujo
sanguineo erratico (Hanahan y Weinberg, 2011). EI acortamiento de los telomeros es un
proceso que surge como resultado de la replicacion del ADN en las células e influye
negativamente en que una célula no puede dividirse mas alla de un nimero limitado de
veces. Las células cancerosas expresan la telomerasa, que es una enzima encargada de la
extension de los telomeros y, por lo tanto, mediante este mecanismo se prolonga
ilimitadamente el potencial replicativo de las células cancerosas, este ultimo constituye

el cuarto hallmark del cancer (Noureen et al., 2021).

La apoptosis es un proceso de muerte celular mediante el cual las células que estan bajo
ciertas condiciones de estrés mueren de manera programada, por ejemplo, debido a dafios
en su genoma. Las células cancerosas desarrollan mecanismos para evadir la apoptosis,
principalmente mediante las mutaciones en los genes involucrados en este proceso que
implican la pérdida de la funcion de las proteinas (Singh et al., 2020). Por este motivo, se
han descrito numerosas afectaciones en la activacion de las caspasas y en los receptores
de muerte celular como Fas y TRAILR presentes en las células tumorales (Maurus et al.,
2018; Singh et al., 2020). Ademas, las células tumorales sobreexpresan los genes que

codifican a las proteinas antiapoptoticas como la familia de Bcl-2 (Kapoor et al., 2020).

Por ultimo, la migracion de las células cancerosas del sitio primario donde se desarrolla
el tumor y la posterior invasion y colonizacion de los tejidos distantes es otra de las
caracteristicas comunes de los canceres (Fares et al., 2020). La disminucion de la
expresion de las moléculas de adhesion como la E-cadherina favorece la migracion de las
células cancerosas (Zhao et al., 2020). Ademas, la expresion de la N-cadherina se asocia
a un aumento de la capacidad migratoria de las células y, por lo tanto, se ha descrito que
la expresion de esta molécula en las células tumorales es un indicador del potencial de la

formacion de las metastasis en los pacientes (Masuda et al., 2020).
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Las mutaciones y la inflamacion cronica son dos caracteristicas adicionales que permiten
la generacion de las restantes caracteristicas comunes del cancer (Hanahan y Weinberg,
2011). Las mutaciones ocurren de manera espontanea en el ADN, son especificas para
cada célulay se acumulan con el paso del tiempo (Garcia-Nieto et al., 2019). Aunque este
proceso es inherente a todas las células, las células tumorales se caracterizan por la
inestabilidad genética (Yizhak et al., 2019; Neuse et al., 2020). Algunas de las mutaciones
pueden favorecer la proliferacion y la supervivencia de las células transformadas, por
ejemplo, las mutaciones en los protooncogenes y en los genes supresores del tumor,
respectivamente (Kontomanolis et al., 2020). Por otra parte, se ha demostrado que los
carcin6genos no necesariamente inducen mutaciones per se en las células, sino que estan
involucrados otros procesos enddgenos (Riva et al., 2020). Por ejemplo, la infiltracién de
las células inmunitarias en el tumor tiene un efecto paraddjico, por una parte, participa en
la eliminacion de las células tumorales y, por otra parte, promueve la progresion del
cancer (Greten y Grivennikov, 2020). La inflamacion proporciona los factores de
crecimiento, supervivenciay angiogénicos, ademas, puede inducir mutaciones en el ADN
de las células (Hanahan y Weinberg, 2011). Mediante estos mecanismos la inflamacién
cronica permite la transformacion hacia la malignidad de las células en el tejido donde se

desarrolla y persiste la inflamacion (Michels et al., 2021).
1.1.2 Epidemiologia del cancer

En el 2020, se estim6 que hubo 19,3 millones de casos nuevos y cerca de 10 millones de
defunciones debido al cancer en todo el mundo. Ademas, en el 60 % de todos los paises,
el cancer representd la primera o la segunda causa de muerte en personas con menos de
70 afios (Ferlay et al., 2021). Asimismo, se pronostica que para el 2070 habra 34 millones
de nuevos casos de cancer (Soerjomataram y Bray, 2021). De todos los tipos de canceres,
el cancer de mama es el de mayor incidencia (11,7 %) y el cancer de pulmon es el de
mayor mortalidad (18,0 %). Dividido por sexo, en los hombres, el cancer de pulmoén es
el de mayor incidencia y mortalidad y en las mujeres es el cancer de mama (Sung et al.,
2021).

En México, considerando todos los tipos de canceres, los dos sexos y todas las edades, el
cancer de mama es el de mayor incidencia con casi 30 000 nuevos casos Y la primera
causa de muerte con aproximadamente 8000 defunciones en el 2020 segun el
Observatorio Global del Cancer (iarc.fr). En las mujeres mexicanas el cancer de mama se

diagnostica 11 afios antes en comparacion con las mujeres caucasicas, ademas, la
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frecuencia de los tumores agresivos como el triple negativo es mayor en las mujeres

mexicanas jovenes (Romero-Cordoba et al., 2021).
1.2 Céancer de mama

1.2.1 Clasificacién del cAncer de mama

El cancer de mama es una enfermedad molecularmente heterogénea y su tratamiento
depende en gran medida de las caracteristicas moleculares del tumor (Pasha y Turner,
2021). Histoldgicamente, segun el tipo de tejido donde se desarrolla, el cancer de mama
se clasifica en carcinoma ductal de tipo no especifico o carcinoma lobular. El carcinoma
ductal de tipo no especifico representa la mayoria de los canceres de mama con
aproximadamente el 84 % de todos los casos (Zhao, 2021). Por otra parte, segun la prueba
PAMS50, que determina la expresion génica de las células tumorales, el cancer de mama
se clasifica en cuatro subtipos fundamentales: luminal A, luminal B, receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico (HER2) enriquecido y tipo basal (Jargensen et al., 2021).

Los canceres de mama clasificados dentro del subtipo luminal A se caracterizan por la
sobreexpresion del receptor de estrogeno y una baja expresion del HER2 y de los genes
relacionados con la proliferacion celular (Gao y Swain, 2018). Aproximadamente, el 40
% de todos los canceres de mama se clasifican como luminales Ay el prondstico de los
pacientes que presentan este tipo de tumores es favorable (Poudel et al., 2019). Los
tumores clasificados dentro del subtipo luminal B tienen una menor expresion del
receptor de estrogeno y una expresion relativamente alta de los genes relacionados con la
proliferacion celular (Harbeck et al., 2019). Ademas, dentro de los tumores clasificados
como luminales B pueden encontrarse tumores que expresan el HER2 (Lee et al., 2019).
Los tumores clasificados como luminales B abarcan aproximadamente el 20 % de los
tumores mamarios y su pronéstico es peor en comparacion con los pacientes que

presentan un cancer de mama clasificado como luminal A (Ding et al., 2019).

Por otra parte, el subtipo HER2 enriquecido representa aproximadamente el 25 % de
todos los pacientes diagnosticados con cancer de mama y se caracteriza por un alta
expresion del HER2 y una baja expresiéon de los genes relacionados con los subtipos
luminales (Loibl y Gianni, 2017). Por ultimo, el subtipo basal es el de menor frecuencia
con aproximadamente el 15 % de los canceres de mama, sin embargo, es el de peor
prondstico para los pacientes con cancer de mama (Li et al., 2021b). Esto se debe en gran

parte a que las células cancerosas del subtipo basal tienen una alta expresién de los genes
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relacionados con la proliferacion celular, una alta inestabilidad gendmica y un alto grado
histolégico (Alexandrou et al., 2019). Aproximadamente, el 90 % de los tumores de la
mama clasificados dentro del subtipo basal son a su vez cénceres de mama triple
negativos (TNBC), es decir, que no expresan los receptores de estrégeno y progesterona
ni el HER2 (Bianchini et al., 2016). Por otra parte, el cancer de mama TNBC contempla
no solamente el subtipo basal, que representa aproximadamente el 70 % de los canceres
de mama TNBC, sino que también se pueden encontrar los restantes subtipos como, por

ejemplo, los luminales (Marra et al., 2020).
1.2.2 Tratamientos del cancer de mama

Los tumores clasificados como luminales son sensibles a la terapia endocrina, es decir, a
los inhibidores de la unién del 17-B-estradiol al receptor de estrégeno o a la extirpacion
quirdrgica de los ovarios. El tamoxifeno es uno de los inhibidores mas empleados en el
tratamiento de los pacientes diagnosticados con cancer de mama que expresan el receptor
de estrogeno (Dragéanescu y Carmocan, 2017). El tratamiento con el tamoxifeno durante
5 o 10 afios reduce la probabilidad de recurrencia de la enfermedad entre
aproximadamente un 30-40 % (Bartlett et al., 2019). Sin embargo, el tratamiento con el
tamoxifeno se ha visto asociado al desarrollo del cancer endometrial (Grisdale et al.,
2021). Las pacientes que alcanzan la menopausia durante el tratamiento con los
inhibidores de la unién del estrogeno a su receptor, por lo general, su tratamiento se
cambia a los inhibidores de la enzima aromatasa. Durante este periodo los estrogenos son
producidos en el tejido adiposo, en donde la enzima aromatasa participa en la conversion

de los androgenos a estrogenos (Dackus et al., 2021).

Los pacientes con cancer de mama que tienen sobreexpresado el HER2 se benefician de
la terapia dirigida hacia esta molécula, principalmente mediante el empleo de los
anticuerpos, por ejemplo, trastuzumab (Oh y Bang, 2020; Modi et al., 2020). El
tratamiento de los pacientes con trastuzumab luego de la quimioterapia aumenté la
supervivencia libre de la enfermedad, aunque como evento negativo se observo
cardiotoxicidad en algunos pacientes (Piccart-Gebhart et al., 2005). La adicion de
pertuzumab, otro anticuerpo dirigido contra HER2, al tratamiento de trastuzumab y
docetaxel aumento la supervivencia global en un 14 % en comparacion con el tratamiento

estandar de trastuzumab y docetaxel (Swain et al., 2020).

Debido a que la mayoria de los tumores del subtipo basal son TNBC, los pacientes
diagnosticados con este subtipo del cancer de mama carecen de un blanco terapéutico a
5
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diferencia de los restantes subtipos del cancer de mama. Por este motivo, la quimioterapia
citotoxica es el principal tratamiento para los pacientes diagnosticados con el cancer de
mama TNBC y aproximadamente un 40 % de ellos en estadio temprano presentan una
respuesta patologica completa después del tratamiento con la quimioterapia estandar de
antraciclinas y taxanos (Lee et al., 2020). Esta terapia tiene como objetivo eliminar la
mayor cantidad posible de las células tumorales, sin embargo, esta estrategia ha
demostrado a largo plazo un aumento del crecimiento tumoral y de las metéstasis en
algunos pacientes (Jiang et al., 2020). EIl cancer de mama es curable en el 80 % de los
casos mientras el tumor no haya generado metastasis, por ejemplo, los pacientes con
cancer de mama TNBC metastasico a pesar de recibir el tratamiento con quimioterapia
finalmente fallecen producto de esta enfermedad con solamente un 30 % de supervivencia
a los 5 aflos (den Brok et al., 2016).

1.2.3 Modelo murino de cancer de mama con la linea celular 4T1

La linea celular 4T1 de adenocarcinoma mamario se aisl6 a partir de un tumor espontaneo
desarrollado en un raton BALB/c hembra MMTV™. Después de varios pases se seleccion6
sin hacer ninguna mutagénesis por su resistencia a la 6-tioguanina (Dexter et al., 1978).
El tumor que se desarrolla a partir de esta linea celular es altamente tumorigénico, poco
inmunogénico y genera metastasis espontaneas a diferentes 6rganos (Pulaski y Ostrand-
Rosenberg, 2000; Piranlioglu et al., 2019). Los tumores generados a partir de la linea 4T1
son principalmente TNBC y tienen caracteristicas similares a los tumores de mama TNBC

metastasicos en los humanos (Schrors et al., 2020).

Una de las caracteristicas distintivas de estos tumores es que expresan el factor de
estimulacion de colonias de tipo granulociticas lo que aumenta el progenitor granulocitico
(Netherby et al., 2017). Esto provoca una acumulacién de las células supresoras derivadas
de mieloides desde la primera semana de implantacion en el tumor, bazo y pulmones con
un patron temporal distinto para las células supresoras derivadas de mieloides de tipo
granulociticas (G-MDSC) y monociticas (Ouzounova et al., 2017).

1.3 Respuesta inmunitaria contra el cancer

1.3.1 Respuesta inmunitaria mediada por los linfocitos T CD8*

Los linfocitos T con un receptor de células T (TCR) af se clasifican principalmente por
la expresidn de los correceptores CD4 o CD8. Ambos linfocitos T emergen del timo luego

de pasar por el mecanismo de tolerancia central en los que los linfocitos T CD8* 0 CD4*
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con un TCR con una elevada afinidad por el complejo péptido-molécula de clase | o de
clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), respectivamente son
eliminados (Klein et al., 2019). De esta forma, los linfocitos T no activados migran a
través de los ganglios linfaticos en busca de una célula presentadora de antigeno que
presente un epitopo en las moléculas de clase 1 o 1l del MHC que induzca su activacion.
Inicialmente, los linfocitos T CD4" y CD8" encuentran sus antigenos en diferentes células
presentadoras de antigenos con un patrén temporal y espacial distinto para los linfocitos
T CD4" y CD8" (Eisenbarth, 2019). Posteriormente, ambas células convergen en una
misma célula dendritica residente en los ganglios linfaticos, en donde ocurre la ayuda del
linfocito T CD4" al linfocito T CD8" para aumentar la actividad efectora de los Gltimos.
La ayuda de los linfocitos T CD4" proviene principalmente de la activacién del receptor
CDA40 en la célula dendritica que aumenta la presentacion de los epitopos en las moléculas
de clase | del MHC, aumenta la expresion de los ligandos (CD80/86 y CD70) de los
receptores coestimuladores en los linfocitos T CD8" y la secrecién de citocinas
(interferones, IL-2, IL-12 e IL-15) que ayudan a adquirir su actividad efectora y la
induccion de la memoria (Borst et al., 2018). En cambio, se ha descrito que la activacion
de los receptores tipo Toll (TLR) en las células dendriticas, por ejemplo, del TLR3, que
reconoce RNA de doble cadena, puede reemplazar a la ayuda proporcionada por los
linfocitos T CD4" (Hervas-Stubbs et al., 2007).

Se ha establecido que una vez activados los linfocitos T CD8* pueden reconocer hasta 1
millon de epitopos distintos (Wooldridge et al., 2012). Esto contrasta con su estado no
activado, en donde los linfocitos T CD8" pueden ser activados por un repertorio menor
de epitopos (Amrani et al., 2001). Esto se debe en parte a diferentes mecanismos de
tolerancia periférica intrinsecos de los linfocitos T como la quiescencia o la ignorancia
que evitan su activacion exacerbada (ElTanbouly y Noelle, 2021). Se ha informado que
en su estado efector los linfocitos T tienen una mayor expresion y densidad de los TCR,
ademas, que para ejercer su actividad efectora no dependen de la coestimulacién (von
Essen et al., 2012; Gilfillan et al., 2021). Por lo tanto, se ha demostrado que un linfocito
T efector puede reconocer hasta 100 veces menos cantidad de un antigeno en comparacién

con el mismo linfocito T no activado (Kimachi et al., 2003).

Una vez activados, los linfocitos T CD8* migran a los sitios periféricos en busca de una
célula blanco que presente el epitopo en la molécula de clase | del MHC (MHC-I) que

sea reconocido por su TCR. Los linfocitos T CD8" ejercen su actividad citotoxica
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mediante la liberacion de granulos que contienen la granzima B que es una proteasa que
induce la apoptosis en la célula blanco (Balint et al., 2020). Otro mecanismo de induccion
de la apoptosis es mediante los receptores de muerte celular (Fas y TRAILR) cuyos
ligandos se encuentran en los linfocitos T CD8" (Chaudhry et al., 2020). Mediante su
actividad efectora, los linfocitos T CD8" son capaces de eliminar a las células infectadas
con un patogeno intracelular o a las células que han sufrido una transformacién maligna
(He et al., 2021).

1.3.2 Teoria de la inmunoedicion

La teoria de la inmunovigilancia descrita por los investigadores Burnet y Thomas
establece que el sistema inmunitario puede reconocer y eliminar a las células
transformadas (Burnet, 1957). En el afio 2001 una investigacién dirigida por Robert
Schreiber ratifico el concepto original de la inmunovigilancia y establecio la teoria de la
inmunoedicion, que se divide en tres fases: eliminacion, equilibrio y escape (Shankaran
et al., 2001). La teoria de la inmunoedicion describe mejor la interaccion del sistema
inmunitario con las células cancerosas, en donde el sistema inmunitario puede
adicionalmente editar o esculpir el tumor y de esta forma favorecer la progresion tumoral
(Mittal et al., 2014). El esculpido del tumor se produce debido al reconocimiento de las
células tumorales por los linfocitos T, en donde se favorece la presencia de las células

tumorales menos inmunogénicas (O’Donnell et al., 2019).

En la fase de eliminacion, las células transformadas son eliminadas totalmente por el
sistema inmunitario y, por lo tanto, se restablece el tejido sano sin la presencia del tumor
(Kubick et al., 2020; Holmstrém et al., 2020). En esta fase participan tanto las células del
sistema inmunitario adaptativo como innato. Los linfocitos T CD8" mediante el
reconocimiento de los epitopos provenientes de los antigenos tumorales presentados en
las MHC-I inducen la apoptosis en las células tumorales por la secrecion de la perforina
y la granzima By por los receptores de muerte como TRAILR y Fas (Bélint et al., 2020;
Chaudhry et al., 2020). Ademas, las celulas cancerosas que se encuentran en constante
proliferacion o que presentan dafios en su genoma, expresan los ligandos de estrés como
MICA y MICB que son reconocidos por el receptor NKG2D (Mgller et al., 2020). Los
linfocitos T vy y las células NK expresan NKG2D y mediante esta interaccion se liberan
los granulos que contiene la granzima B y, por lo tanto, se eliminan a las células tumorales
(Wu et al., 2019). Tradicionalmente, la funcion de los linfocitos T CD4" fue participar en

la ayuda a la activacion de otras células como los linfocitos T CD8" y los macréfagos.
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Sin embargo, se ha demostrado que los linfocitos T CD4" participan directamente en la
eliminacion de las células tumorales mediado principalmente por el IFN-y, que induce la
expresion de las moléculas de clase 11 del MHC en las células tumorales (Quezada et al.,
2010). La presencia del IFN-y en el microambiente tumoral favorece la sensibilizacion de
las células tumorales a la apoptosis, favorece la induccion de las citocinas angiostaticas y
la presentacion de los antigenos en las células dendriticas y en los macréfagos (Burke y
Young, 2019). Los macrofagos y los neutréfilos participan en la eliminacion de las células
tumorales mediante la secrecidn de citocinas como el TNF-a, IL-1 e IL-12 que favorecen

la activacion de la respuesta inmunitaria (Mittal et al., 2014).

La fase de equilibrio se establece cuando algunas células cancerosas no son eliminadas
en su totalidad y se genera un equilibrio entre la eliminacién de las clonas inmunogeénicas
del tumor por parte del sistema inmunitario y la proliferacion de las restantes clonas
menos inmunogénicas (Wisdom et al., 2020). Esta fase es previa a la deteccion clinica
del cancer en los pacientes y se considera que es la fase mas extensa en la teoria de la
inmunoedicion. La evidencia que prueba la existencia de la fase de equilibrio proviene de
estudios, en donde se demuestra una menor frecuencia de los epitopos mas
inmunogénicos en las células cancerosas de los pacientes (Schmidt et al., 2021). Ademas,
el desarrollo del cancer en los pacientes trasplantados proveniente de un donador que no
tenia evidencia de la enfermedad demuestra la presencia de las células cancerosas en el
Organo, que se mantuvieron bajo control del sistema inmunitario (MacKie y Reid, 2003).
Se especula que los tumores que se encuentran en la fase de equilibrio pueden permanecer
controlados por el sistema inmunitario durante toda la vida de la persona sin que exista
evidencia de la enfermedad, aunque también se puede regresar a la fase de la eliminacion
(Dunn et al., 2004; Kubick et al., 2020).

Sin embargo, las células tumorales pueden escapar del control del sistema inmunitario y
alcanzar la Gltima fase de la teoria de la inmunoedicién en la que el tumor se convierte
clinicamente detectable. El deterioro del sistema inmunitario del paciente guia a que el
tumor crezca sin control por parte del sistema inmunitario, por ejemplo, las
inmunodeficiencias adquiridas estan asociadas al desarrollo de canceres (Cafias-Ruano et
al., 2020). Por otra parte, los cambios en la composicion de la masa tumoral por la
adquisicion de los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria, junto con la

presion que ejerce el sistema inmunitario, que favorece la presencia de las clonas menos
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inmunogénicas, guian a la transicion hacia la fase de escape en los pacientes (Holmstrom
et al., 2020).

1.3.3 Mecanismos de escape tumoral

Los tumores en la fase de escape presentan diversos mecanismos que les permiten evitar
la eliminacion y, por lo tanto, el control por parte del sistema inmunitario (Lorgulescu et
al., 2018). Uno de los mecanismos més frecuentes son las mutaciones en el gen de la 2-
microglobulina y del gen del transportador TAP que en conjunto disminuyen la
maquinaria de procesamiento y presentacion de los antigenos en las células tumorales
(Germano et al., 2021; Marijt et al., 2021). De esta forma, se afecta el complejo péptido-
molécula de clase | del MHC vy, en consecuencia, el reconocimiento de los linfocitos T
CD8". Por otra parte, las células tumorales o del microambiente tumoral pueden secretar
citocinas inmunosupresoras como el TGF-p y la IL-10, lo que disminuye la actividad
citotéxica de los linfocitos T CD8* (Lim et al., 2021; Shaopeng et al., 2021). Ademas,
estas citocinas favorecen la presencia de las células inmunosupresoras en el
microambiente tumoral como los linfocitos T reguladores y las MDSC que impiden que
los linfocitos T CD8" eliminen a las células tumorales al disminuir su actividad citotéxica
(Verma et al., 2019; Sheng et al., 2020).

Los mecanismos por los cuales las MDSC pueden disminuir la actividad efectora de los
linfocitos T son mediante la produccién de las especies reactivas del nitrogeno y del
oxigeno que disminuyen la sefializacion del complejo TCR y la proliferacion de los
linfocitos T (Ouzounova et al., 2017; Alshetaiwi et al., 2020). Ademas, las MDSC
aumentan la concentracion de las citocinas inmunosupresoras (IL-10 y TGF-B) y
disminuyen la presencia de ciertos aminoacidos en el microambiente tumoral, como el
triptéfano, la cisteina y la arginina, que en conjunto disminuye la actividad efectora de
los linfocitos T (Yang et al., 2020). La expresion del ligando PD-L1 (por sus siglas en
inglés, Programmed Death-Ligand 1) en las MDSC, asi como en las células cancerosas
disminuye la actividad efectora de los linfocitos T CD8" (Ju et al., 2020). Por ultimo, otro
de los mecanismos que contribuye al escape tumoral es la expresion de los ligandos de
los receptores de muerte como FasL y TRAIL en las células cancerosas que pueden
inducir la muerte en los linfocitos T efectores presentes en el microambiente tumoral
(Rossin et al., 2019).
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1.3.4 Inmunoterapias contra el cancer

Las inmunoterapias son un tipo de tratamiento contra el cancer que estdn enfocadas en
potenciar la respuesta inmunitaria contra las células tumorales (Tan et al., 2021). Las
inmunoterapias se basan en la teoria de la inmunovigilancia que establece que el sistema
inmunitario es capaz de eliminar a las células tumorales (Kottke et al., 2021).
Tradicionalmente, las inmunoterapias se han dividido en dos grandes grupos,
inmunoterapias pasivas 0 activas, en dependencia de su funcion con respecto al sistema
inmunitario del paciente (Galluzzi et al., 2014). Las inmunoterapias pasivas proporcionan
los componentes o células efectoras ya activadas al paciente. Dentro de las
inmunoterapias pasivas tenemos el empleo de los anticuerpos monoclonales, que debido
a que tienen una elevada especificidad por su antigeno, se han empleado contra distintos
blancos en la célula cancerosa (Almagro et al., 2018). El uso de trastuzumab en los
pacientes con cancer de mama que expresan el HER2 constituye un ejemplo del empleo
de un anticuerpo monoclonal que ha mejorado el prondstico de los pacientes con cancer
(Modi et al.,, 2020). Aunque tradicionalmente el uso de los anticuerpos en la
inmunoterapia contra el cancer se ha considerado como una inmunoterapia pasiva, en el
caso de los anticuerpos dirigidos contra los checkpoints inmunitarios es considerado
como una inmunoterapia activa. Los checkpoints inmunitarios son aquellos receptores
cuya funcidén es inhibir la activacién o la actividad efectora de los linfocitos T. Las
moléculas CTLA-4 (por sus siglas en inglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), PD-1
(por sus siglas en inglés, Programmed Death-1), asi como su ligando PD-L1 son ejemplos
de los checkpoints inmunitarios mas empleados en la inmunoterapia contra el cancer
(Bagchi et al., 2021). Los anticuerpos dirigidos contra estas moléculas mantienen a los
linfocitos en un estado efector activo en el paciente necesario para la eliminacion de las
células tumorales, por este motivo es que son considerados como una inmunoterapia
activa (Robert, 2020). El tratamiento con los anticuerpos que bloguean los checkpoints
inmunitarios ha demostrado tener efectos beneficiosos en la clinica, especialmente en los
pacientes con melanoma, aunque también se ha empleado en los pacientes con cancer de
mama TNBC con una eficacia menor (Schmid et al., 2020; Tomita et al., 2020; Keenan y
Tolaney, 2020).

Otro tipo de inmunoterapia pasiva es la transferencia adoptiva de las celulas T especificas
por los epitopos presentados en las células tumorales (Chrusciel et al., 2020). Los epitopos

reconocidos por los linfocitos T provienen dos grandes grupos de antigenos: los
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especificos del tumor o neoantigenos (TSA, por sus siglas en inglés, tumor-specific
antigens) y los asociados al tumor (TAA, por sus siglas en inglés, tumor-associated
antigens) (Stanojevic et al., 2021; Morisaki et al., 2021). Los TSA se generan
principalmente por las mutaciones en el ADN de las células tumorales que conllevan a
cambios en la secuencia de los antigenos tumorales y son Unicos en cada paciente (Hu et
al., 2021). El uso en la clinica de los TSA ha demostrado que estos antigenos son poco
inmunogénicos y abundantes, por lo tanto, se ha puesto en duda su relevancia en la
inmunoterapia contra el cancer (Manoutcharian y Guzman, 2019; Gupta et al., 2021). Por
otra parte, los TAA son antigenos propios que estan expresados tanto en el tumor como
en los tejidos sanos, en consecuencia, la respuesta inmunitaria hacia los TAA esta
sometida a los mecanismos de tolerancia (Yadav et al., 2021). Adicionalmente, inducir
una respuesta efectiva contra los TAA conlleva a un riesgo de generar autoinmunidad en
el paciente (Sahin et al., 2020). También se ha empleado la transferencia adoptiva de las
células T modificadas genéticamente que expresan receptores de antigenos quiméricos
(CAR, por sus siglas en inglés, Chimeric Antigen Receptors) que consiste en la fusion del
dominio de unién a antigeno de una inmunoglobulina al dominio de sefializacion de los
linfocitos T (Samur et al., 2021). Esto permite que los linfocitos T reconozcan y eliminen
al tumor sin la restriccion al complejo de péptido-molécula de clase | del complejo
principal de histocompatibilidad (Wang et al., 2020).

Dentro de las inmunoterapias activas contra el cancer esta el uso de las vacunas que se
emplean para inducir una respuesta inmunitaria especifica contra las células tumorales
(Oftt et al., 2020; Li et al., 2021a). Las vacunas contra el cancer se han construido en
diferentes formatos, por ejemplo, péptidos sintéticos, ADN, ARN o células dendriticas
activadas in vitro con los antigenos tumorales y luego reintroducidas al paciente (Linette
etal., 2019; Ott et al., 2020; Sahin et al., 2020; Peng et al., 2021). Este ultimo formato de
vacunas con base en las células dendriticas es la Unica vacuna (sipuleucel-T) aprobada
por la FDA (por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) para el tratamiento
del cancer. Sipuleucel-T se aprobd para el tratamiento de los pacientes diagnosticados
con cancer de préstata metastasico resistente a la castracion (McKay et al., 2020). Dicho
tratamiento utiliza la fusion de la proteina fosfatasa acida prostatica y el GM-CSF para
activar a las células dendriticas del paciente y ofrecidé 4 meses de supervivencia a los
pacientes que recibieron la vacuna en comparacion con el grupo placebo (Kantoff et al.,
2010).
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En nuestro grupo de trabajo se ha desarrollado un nuevo tipo de inmundgeno denominado
bibliotecas de epitopos variables (BEV) como alternativa al empleo de las secuencias
silvestres del epitopo en la inmunoterapia (Pedroza-Roldan et al., 2009). Las BEV se
generan al substituir, por cualquiera de los 20 aminoacidos, diferentes residuos en un
epitopo proveniente de diferentes antigenos reconocido por los linfocitos T CD8*
(NoeDominguez-Romero et al., 2014). De esta forma se generan miles o millones de
variantes del epitopo, en dependencia del numero de substituciones, que en conjunto
conforman el repertorio de las BEV (Dominguez-Romero et al., 2020). El objetivo del
tratamiento con las BEV es aumentar la respuesta inmunitaria hacia el tumor mediante la
generacion de una respuesta de linfocitos T que reconozcan eficazmente a la secuencia
silvestre 0 a los cambios que puedan ocurrir en el epitopo debido a la inestabilidad
antigénica que se presenta en las células tumorales (Servin-Blanco et al., 2018). El efecto
antitumoral de las BEV se ha demostrado in vivo en un modelo murino de cancer de mama
con la inoculacion de las células 4T1. El tratamiento con todo el repertorio de las BEV
ha demostrado reducir significativamente el area y el volumen de los tumores en
comparacion con el tratamiento con el epitopo silvestre. Asimismo, se ha observado una
disminucion significativa del promedio de las macrometastasis pulmonares en los ratones

tratados con las BEV (Dominguez-Romero et al., 2020; Martinez-Cortés et al., 2021).
1.4 Mucina 1

1.4.1 Caracteristicas de Mucina 1

Mucina 1 (MUC1) es una glicoproteina de membrana con un peso molecular de
aproximadamente 500 KDa que se expresa normalmente en la superficie apical de las
células epiteliales de varios 6rganos como la glandula mamaria, eséfago, estomago,
préstata y pulmones (Sirvio et al., 2019). MUC1 recién sintetizada sufre un corte
autoproteolitico en su regién extracelular, lo que divide a la proteina en dos cadenas
polipeptidicas, MUC1-C y MUC1-N, que se mantienen unidas a través de enlaces de
hidrogenos (Levitin et al., 2005). MUC1-C contiene una region extracelular corta, la
region transmembranal y el tallo citoplasmatico y en conjunto pesa aproximadamente 17
KDa (Nath y Mukherjee, 2014). Por otra parte, MUC1-N es totalmente extracelular y
contiene la region repetida en tandem de namero variable (VNTR, por sus siglas en inglés
Variable Number Tandem Repeat), en donde 20 residuos aminoacidicos se pueden repetir
de 20 a 120 veces (Chen et al., 2021). La regién VNTR es rica en residuos de prolina,
treonina y serina y se encuentra altamente O-glicosilada que pueden aportar hasta un 90

13



Introduccion

% de la masa molecular de la proteina madura (Beckwith y Cudic, 2020). La funcion de
MUCL en la célula es la hidratacion, lubricacion y proteccion del epitelio debido a la
presencia de las cadenas oligosacaridicas en su region extracelular, lo que crea una barrera
fisica que limita la accesibilidad y la colonizacion de los patdgenos (Dhar y McAuley,
2019). También se ha descrito que MUCL1 disminuye la inflamacion promovida por los
patdgenos, principalmente como regulador negativo de la sefializacion de los TLR (Gibier
etal., 2021).

1.4.2 Mucina 1 asociada al tumor

Mucina 1 es un antigeno que se encuentra sobreexpresado en un 80 % de todos los tipos
de cénceres, incluido los tumores generados por la linea 4T1 que son TNBC (Liu et al.,
2018; Feng et al., 2020). Las caracteristicas de MUCL en el tejido sano son diferentes a
las de MUCL1 asociada al tumor. En las células tumorales MUC1 se encuentra
hipoglicosilada debido a una disminucién de las enzimas encargadas de la incorporacion
del ndcleo 2 de glicanos y por la adicion del &cido sialico lo que provoca una terminacién
prematura de la elongacion de las cadenas oligosacaridicas (Whitehouse y Burchell, 1997;
Beckwith y Cudic, 2020). La hipoglicosilacion de MUC1 influye en la estabilidad de la
proteina y en su localizacion, pero sin aumentar su mecanismo de degradacion (Khemiri
etal., 2019).

La hipoglicosilacion expone el nlcleo proteico de MUCL1 a las proteasas lo que provoca
la liberacion de MUC1-N, ocasionando un cambio conformacional en MUC1-C que
activa vias de sefializacién celular (Kufe, 2013; Ma et al., 2021). La region citoplasmatica
de MUC1 contiene 7 residuos de tirosina altamente conservados que pueden ser
fosforilados y servir de sitio de anclaje a moléculas como PI3K/Akt, c-Src y p-catenina
(Thompson et al., 2006; Hata et al., 2019). Se ha descrito que la fosforilacion de MUC1-
C aumenta la interaccion con HSP90, lo que guia a que MUC1-C se ubique en la
mitocondria, en donde inhibe la funcién de Bax (Supruniuk y Radziejewska, 2021).
Adicionalmente, se ha establecido que MUC1-C suprime la via de sefializacion de TP53
e inhibe la activacion de la procaspasa 8, que en conjunto disminuye la apoptosis en las
células cancerosas (Yasumizu et al., 2020; Supruniuk y Radziejewska, 2021). En
condiciones de hipoxia, la sobreexpresion de MUC1 promueve la expresion de los
factores que favorecen la angiogénesis. La sobreexpresion de MUCL1 estabiliza a HIF-1a
y este a su vez se une al promotor de MUCL1 y de otros genes, lo que aumenta la expresion
de estos en condiciones de hipoxia (Nath y Mukherjee, 2014).
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MUC1-C se ha encontrado en el nicleo celular, en donde reprime la expresion de la E-
cadherina, lo que debilita las uniones adherentes. Asimismo, la localizacion de MUC1-C
en el nacleo promueve la expresion de los genes relacionados con el proceso de transicion
epitelio-mesenquimal (Khodabakhsh et al., 2021). Ademas, se ha demostrado que MUCL1
se une a las moléculas de adhesion celular, por lo tanto, se ha descrito que la
sobreexpresion de MUC1 promueve la invasion y la metastasis de las células cancerosas
(Hayashi et al., 2001; Deng et al., 2020). La pérdida de la polaridad celular hace que
MUC1 se redistribuya por toda la superficie celular y, por lo tanto, que esté en contacto
con receptores con actividad de cinasa de tirosina que antes estaban ubicados en la regién
basolateral (Chen et al., 2021). La interaccion de MUC1 con los receptores promueve que
se mantenga activa la sefializacion celular inducida por estos (Piyush et al., 2017). Por
este motivo, la sobreexpresion de MUC1 en los tumores estd asociada con un pronostico

poco favorable para los pacientes con cancer (Chao et al., 2019; Li et al., 2019).
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2 Justificacion

El cancer de mama es el tipo de tumor con mayor incidencia y mortalidad en las mujeres
(Ferlay et al., 2021). En la actualidad existen diferentes enfoques terapéuticos que se
utilizan para tratar a los pacientes con cancer. De manera particular, las inmunoterapias
potencian la capacidad que tiene el sistema inmunitario de reconocer y eliminar a las
células tumorales (Tan et al., 2021). En nuestro grupo de trabajo se ha desarrollado un
nuevo tipo de inmundgeno denominado bibliotecas de epitopos variables
(NoeDominguez-Romero et al., 2014). Aunque se ha probado que las BEV tienen efectos
antitumorales, cuando se han aislado variantes del epitopo de sus repertorios se ha
encontrado que cada variante induce en diferente grado la proliferacion de los linfocitos
T CD8" (Dominguez-Romero et al., 2020; Martinez-Cortés et al., 2021). Por otra parte,
se ha observado que los linfocitos T provenientes de ratones tratados terapéuticamente
con una BEV proliferan mayor o menormente en presencia de clonas de la BEV utilizada
en la vacunacion en comparacion con la proliferacién inducida por la misma clona en los
linfocitos T provenientes de ratones inmunizados con la BEV en ausencia del tumor
(Dominguez-Romero et al., 2020). Por lo tanto, la presencia del tumor en los ratones
modifica la proliferacion de los linfocitos T activados con todo el repertorio de las BEV
(Martinez-Cortés et al., 2021).

Probablemente, un grupo de variantes del epitopo aisladas del repertorio de las BEV tiene
un efecto antitumoral superior en comparacién con todo el conjunto de miles de variantes
que se emplean normalmente en la estrategia de inmunizacion con las BEV. El posible
efecto antitumoral que presentan en diferente grado las variantes del epitopo esta
potencialmente disminuido en las BEV debido a que se encuentran junto con el resto de
las variantes que conforman todo el repertorio de la biblioteca. Por este motivo, agruparlas
con base en un comportamiento comun puede ser efectivo para caracterizarlas y

demostrar el papel que pueden tener en el tratamiento contra el cancer.

Debido a las caracteristicas que Mucina 1 presenta en los tumores, este ha sido reconocido
como el segundo mejor antigeno para utilizarse en la inmunoterapia contra el cancer
(Cheever et al., 2009). A pesar de las potencialidades de MUCL1, los resultados de las
inmunoterapias que han dirigido una respuesta inmunitaria hacia este antigeno no han
sido los esperados (Syrkina y Rubtsov, 2019). Los epitopos de MUCL1 reconocidos por

los linfocitos T CD8" provienen principalmente de la region del péptido sefial de la
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proteina, que en el caso de MUCL de ratdn abarca los primeros 23 residuos aminoacidicos
de la proteina (Kovjazin et al., 2011). Los epitopos provenientes de los péptidos sefiales
de diferentes proteinas son considerados neoantigenos y solamente se presentan en las
células tumorales con deficiencias en la maquinaria de procesamiento y presentacion de
los antigenos (Marijt et al., 2021). Este es un mecanismo comudn empleado por las células
tumorales para evadir el reconocimiento y la eliminacion por parte del sistema
inmunitario (Garrido et al., 2020). Por este motivo, decidimos realizar una BEV a partir
de un epitopo de Mucina 1 de raton proveniente de la region del péptido sefial de MUC1.
Con esto, se desea probar si la estrategia de las bibliotecas de epitopos variables es capaz
de inducir una respuesta inmunitaria superior en comparacion con el tratamiento con el
epitopo silvestre. Ademas, a partir de la BEV de MUCL se pretende seleccionar un
conjunto de clonas con base en ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8* para

probar cudl es su valor en la inmunoterapia contra el cancer.
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3 Hipotesis

Si una biblioteca de epitopos variables de Mucina 1 contiene variantes del epitopo con un
mayor efecto antitumoral que otras, la identificacion de estas variantes permitira generar
una vacuna con mayor eficacia antitumoral en comparacién con la biblioteca original

completa.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antitumoral de las variantes de un epitopo del péptido sefial de Mucina
1 de raton seleccionadas a partir de una biblioteca de epitopos variables que inducen
proliferaciones mayor y menor en los linfocitos T CD8" provenientes de un grupo de
ratones vacunados terapéuticamente con la biblioteca de epitopos variables en
comparacion con un grupo de ratones inmunizados con la biblioteca en ausencia del

tumor.
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4.2 Objetivos especificos

. Construir la biblioteca de epitopos variables, 9MUCI1spL, presentada en
bacteriofago filamentoso M13 a partir de un epitopo de 9 residuos del péptido sefial de

Mucina 1 de ratén.

. Aislar clonas de la biblioteca 9MUC1spL y obtener los bacteriéfagos individuales

que expresan en su superficie las variantes del epitopo de Mucina 1.

. Seleccionar dos grupos de clonas que inducen proliferaciones mayor y menor en
los linfocitos T CD8" provenientes de un grupo de ratones con tumores y vacunados con
9MUC1spL en comparacion con el valor de la proliferacion que induce la misma clona

en estas células provenientes de los ratones sin tumores e inmunizados con 9MUC1spL.

. Caracterizar la respuesta efectora in vitro de los linfocitos T CD8* que reconocen

las clonas seleccionadas.

. Evaluar el efecto antitumoral de las clonas seleccionadas y del repertorio
completo de la biblioteca 9MUC1spL en el modelo murino de cancer de mama con las
células 4T1.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Disefio de las bibliotecas de epitopos variables derivadas de la region

del péptido sefial de Mucina 1 de raton

Se eligio el epitopo de 9 residuos, PGIRAPFFL, que proviene de la region del péptido
sefial de MUC1 de raton debido a que es el que mejor se predice que se une a las tres
moléculas de clase | del complejo principal de histocompatibilidad del raton BALB/c (H-
29) seglin la herramienta de analisis IEDB. A partir de este epitopo se construy6 la
biblioteca de epitopos variables, 9IMUC1spL, mediante la aleatorizacion de 3 posiciones
dentro del epitopo distintas de las posiciones 2 y 9 involucradas en el anclaje a las MHC-
| del haplotipo H-2¢. El disefio de la biblioteca 9MUC1spL es: PGXRXPFXL, donde X
es cualquiera de los 20 aminoéacidos. Por lo tanto, la complejidad de 9MUC1spL es de
8000 variantes del epitopo de MUCL.

Adicionalmente, a partir de la regién completa del péptido sefial de MUC1, que contempla
a los primeros 23 residuos de la  region amino  terminal:
iMTPGIRAPFFLLLLLASLKGFLA:3, se construyo una segunda biblioteca de epitopos
variables. La BEV se denomind 23L e incluy6 5 posiciones aleatorizadas dentro de la
secuencia. En consecuencia, la complejidad tedrica de 23L es de 3,2 x 10° variantes de la
secuencia silvestre multiepitopica. EI disefio de la biblioteca 23L es:
MTPGXRAPXFLXLLLXSLKXFLA, donde X es cualquiera de los 20 aminoéacidos.
Ambas BEV, 9MUC1spL y 23L, asi como sus respectivas secuencias silvestres se
sintetizaron en el formato de péptido sintético en la comparfiia GenScript.

5.2 Construccion de la biblioteca 9MUC1spL mediante la tecnologia de

presentacion en bacteriofago filamentoso M13

El vector fagémido pG8SAET se empled en la construccién tanto de la biblioteca
9MUCI1spL, asi como de su secuencia silvestre mediante la tecnologia de presentacion
en bacteriéfago filamentoso M13. pG8SAET contiene las secuencias reconocidas por las
enzimas de restriccién Ncol y BamHI en el extremo 5° del gen que codifica a la proteina
VIII que es mayoritaria en la capside del bacteri6fago M13 (Figura 1). Se procedio a la
purificacion del vector con el juego de reactivos Wizard Plus Midipreps DNA Purification
System (Promega) segun las instrucciones del fabricante. EI vector se digirié de manera

independiente con las enzimas Ncol y BamHI (New England Biolabs) en solucién
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tamponada NEB 3.1 (New England Biolabs) y se inactivd con calor segin las
instrucciones del fabricante. A continuacion, se desfosforilaron los extremos 5’ con la
enzima CIAP (Invitrogen). El vector se purifico a partir de banda de gel de electroforesis
con el juego de reactivos Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) segun las

instrucciones del fabricante.

Por otra parte, se disefiaron oligonucledtidos para la construccion de la biblioteca
9MUC1spL (9muclspl) y de la secuencia silvestre (9muclspn) (Tabla 1). Los
oligonucleotidos 5’DAMP y 3’ DAMP se emplearon para introducir los sitios reconocidos
por las enzimas de restriccion Ncol y BamHI, respectivamente, para el clonaje en el
vector fagémido pG8SAET (Tabla 1).

Secuencia sefial I E-tag I Gen VI

A A
Ncol  BamHI

M13

[Cote |

AmpR

3395 pb

Figura 1: Representacion esquematica del vector fagémido pG8SAET. El vector contiene la
secuencia que codifica a la proteina VIII (gen VIII) que es mayoritaria en la capside del
bacteri6fago M13. Rio arriba del gen VIII se encuentran las secuencias reconocidas por las
enzimas de restriccion Ncol y BamHI.

Tabla 1: Oligonucledtidos empleados en la construccion de la biblioteca 9MUC1spL y
de su secuencia silvestre

Nombre Secuencia

9muclspn GTATATTACTGTGCGCCGGGCATTCGTGCACCGTTTTTTCTGTGGGGCCAGGGAACC

9muclspl | GTATATTACTGTGCGCCGGGCNNKCGTNNKCCGTTTNNKCTGTGGGGCCAGGGAACC
5'DAMP | TGATATTCGTACTCGAGCCATGGTGTATATTACTGTGCG
3’DAMP | ATGATTGACAAAGCTTGGATCCCTAGGTTCCCTGGCCCCA

N puede ser A, G, To C; KpuedeserGo T.

Para el ensamblaje y amplificacion de los oligonucle6tidos se prepar6 una mezcla de
reactivos para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que contenia cada uno de los
oligonucleotidos (1 pmol/uL) en una solucion tamponada DreamTaqg 1x (MgClz, 2 mM)
y los dNTP (0,4 mM). Se realizaron las siguientes incubaciones: 94 °C 30 s, 84 °C 1 min,
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74 °C 1 min, 64 °C 1 min, temperatura ambiente 5 miny 4 °C 15 min en un termociclador
(Corbett research). Se le adicionaron 5 U de la enzima DreamTag ADN polimerasa
(Thermo Scientific) y se realizaron las siguientes incubaciones: 94 °C 7 min y 7 ciclos de
94 °C 1,5 min, 57 °C 2 min, 72 °C 2 min en un termociclador (Corbett research). Del
producto de esta reaccion se tomo 1 ng de dsADN y se adiciond a una mezcla que contenia
los ANTP (0,4 mM), 5’ DAMP y 3’DAMP (1 pmol/uL), solucién tamponada DreamTaq
1x (MgCl2,2 mM) y 1,5 U de la enzima DreamTaq ADN polimerasa (Thermo Scientific)
en un volumen final de 25 pL y se realizé el siguiente tratamiento: 95 °C 3 min, 30 ciclos
de 95°C305s,60°C30sy70°C30s.

Los productos de la amplificacion se verificaron en geles de agarosa al 2 % y se
purificaron por medio del juego de reactivos Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega) segun las instrucciones del fabricante. Se digirieron de manera secuencial con
30 U de las enzimas BamHI y Ncol (New England Biolabs) durante 1 h a 37 °C en
solucion tamponada NEB 3.1 (New England Biolabs). EI ADN doble digerido se purificd
de banda de electroforesis con el juego de reactivos Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega) segun las instrucciones del fabricante. Los productos de las digestiones
se verificaron en geles de agarosa al 2 %. En las reacciones de ligacion se empled una
relacion molar 1:3 del vector al inserto y se incub6 toda la noche a 15 °C con 0,9 unidades
Weiss de la enzima T4 ADN ligasa (Promega) en solucion tamponada Ligasa 1x
(Promega). El producto de la ligacion se purifico con el juego de reactivos DNA Clean &

Concentrator (Zymo Research).

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un volumen de 500 mL de cultivo
de la cepa TG1 de Escherichia coli en fase exponencial de crecimiento (DO = 0,7). Las
células se lavaron tres veces en una solucién de glicerol al 10 %. Todas las muestras de
ADN se electroporaron en la cepa TG1 de E. coli por medio de un electroporador Gene
Pulser Il (Biorad) a un voltaje de 2500 V. A las células electroporadas se les afiadié 1 mL
de medio SOC (2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM
de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO4 y 20 mM de glucosa) y se incubaron a 37
°C durante 30 min en agitacion a 250 rpm (Gyromax 737, Amerex Instruments, Inc.). Las
células que contienen ambas construcciones se sembraron en medio sélido LB agar
(Invitrogen) con carbenicilina (50 pug/mL) y se incubd toda la noche a 37 °C. Se contaron
las unidades formadoras de colonias (ufc) en las placas de cultivo como medida de la
diversidad de la biblioteca.
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5.3 PCR para la verificacion de la presencia del inserto en pG8SAET

Se tomaron colonias aisladas de la cepa TG1 de E. coli electroporadas con la construccion
de interés. Cada colonia se resuspendié en 20 L de agua y se incubd a 85 °C por 10 min.
Se centrifugd a 13 000 rpm 5 min y se tomaron 5 pL del sobrenadante. Se adicionaron a
la mezcla 1 pL de la soluciéon tamponada Dream Tag 10X de Thermo Scientific, 0,4 puL
de los dNTP (10 mM), 0,2 uL de cada uno de los oligonucledtidos S’ DAMP y 3’DAMP
(25 pmol/puL) y 0,1 pL de la enzima Dream Taq Polimerasa (5 U/uL) de Thermo
Scientific para un volumen final de 15 pL. Se realiz6 el siguiente tratamiento: 95 °C 3
min, 20 ciclos de 95 °C 30's, 62 °C 30 sy 72 °C 30 s, luego se incub6é a 72 °C 4 min y
finalmente a 4 °C 1 min en un termociclador (Corbett research). Los productos de esta

reaccion de verificaron en geles de agarosa al 2 %.
5.4 Obtencion de las clonas individuales de la biblioteca 9MUC1spL

Se realizaron 3 diluciones seriadas (1/5) de las células E. coli transformadas con el
fagémido que contiene la informacion de la biblioteca 9MUC1spL y se sembraron en
medio LB agar con carbenicilina (50 pg/mL). Se inoculé medio 2xYT con carbenicilina
(50 pg/mL) en placas de cultivo de 1 mL con una colonia/pozo. Se incub6 6 h a 37 °C,
200 rpm. Se adicion0 el bacteriéfago ayudador M13KO7 (1 uL/pozo) y se incub6 30 min
a 37 °C sin agitacién. Se dejo toda la noche a 200 rpm, 28 °C. Al sobrenadante del cultivo
bacteriano se le adicion6 1/5 del volumen de una solucion de polietilenglicol al 20 % y
2,5 M de NaCl y se dejo toda la noche. Se centrifugd a 5000 rpm por 30 min y se
resuspendio en 100 pL de TBS.

5.5 Modelo murino de cancer de mama

Se inocularon 10* células viables 4T1 (American Type Culture Collection) de
adenocarcinoma mamario de un pase 3 en un volumen de 100 pL de solucion salina
tamponada con fosfatos en la glandula mamaria derecha de ratones BALB/c hembra de 5
a 6 semanas de edad. Cada inmunizacion se realizo al dia 5 postimplante de la linea celular
via subcutanea con 180 pg del péptido sintético de interés (GenScript) y 180 pg del
adyuvante acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C) (Sigma-Aldrich) en la mama del
flanco contrario en donde se realizé la inoculacion de la linea celular. EI &rea tumoral se
midié por el producto del largo x ancho del tumor mediante el uso de un pie de rey digital
(Fowler sylvac). Al dia 30 postimplante se sacrificaron los ratones, se perfundieron los

pulmones con la solucién Bouin (&cido acético al 5 %, formaldehido al 9 % y &cido picrico
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al 0,9 %) y se contd el numero de las macrometastasis en los pulmones. Todos los
experimentos con los animales se realizaron de acuerdo con los protocolos aprobados por
el comité de cuidado y uso animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Autonoma de México y de acuerdo con las recomendaciones en la

guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorios del NIH.
5.6 Ensayo de proliferacion celular

Los ratones se sacrificaron 10 dias posteriores a la inmunizacion o al dia 15 postimplante
de la linea celular. Se recolectaron las células del bazo en medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 1x de estreptomicina, 1x de penicilina, 1
mM de piruvato de sodio, 1x de aminoacidos no esenciales y 1x de B-mercaptoetanol
(RPMI suplementado). Los eritrocitos se lisaron con una solucién de lisis (155 mM de
NH4Cl, 10 mM de KHCOz y 1 mM de EDTA) a 37 °C durante 7 min. Las células se
tifieron con el fluorocromo éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE) a 1 uM
durante 5 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células se lavaron dos veces
con PBS y 5 % de suero fetal bovino a 20 °C.

2,5 x 10° células marcadas se cultivaron con 1,5 x 10° ufc de cada una de las variantes de
MUC1 de ratdn durante 72 h a 37 °C y 5 % de COx. Las celulas se centrifugaron a 400 G
durante 10 min y se resuspendieron en PBS, 1 % de suero fetal bovino, 0,1 % de azida de
sodio y los anticuerpos antiCD3-APCeFluor780 (eBioscience) y antiCD8-PE
(eBioscience). Se incub6 a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 min y
posteriormente se le adicionaron 200 pL de PBS con suero fetal bovino al 1 %. Se
centrifugd a 400 G durante 10 min y las células se resuspendieron en PBS,
paraformaldehido (1 %) y 7AAD (Tonbo).

Todas las muestras se adquirieron en un citometro de flujo Attune Azul-Rojo (Applied
Biosystems) y se analizaron con el programa FlowJo X. Primeramente, para el analisis
del porcentaje de la proliferacion se realizo una gréafica en el que se seleccionaron los
singletes (FSC-H vs. FSC-A). A partir de los singletes se realiz6 un grafico de
granularidad vs. 7AAD, en el que se seleccionaron las células vivas. Se realiz6 un grafico
de tamario vs. granularidad, en el que se selecciono la poblacion de los linfocitos. A partir
de la region seleccionada de los linfocitos se hizo un grafico de granularidad vs. CD3 y
se selecciond la poblacion CD3*. Se realiz6 un grafico de granularidad vs. CD8" y a partir

de la poblacion CD3"CD8" se determin la proliferacién mediante la dilucion del CFSE
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en los graficos de histograma. Se considerd el valor de la proliferacion inducido por una
clona en particular si fue superior al de la proliferacion en ausencia de antigeno + 2 veces

la desviacion estandar de la proliferacion en ausencia de antigeno.

Se considerd que una clona era negativa si el valor de la proliferacion de los linfocitos T
CD8* del grupo Inmunogenicidad Pura era mayor que la proliferacion inducida por la
misma clona en los linfocitos T CD8" provenientes del grupo Terapia mas las
desviaciones estandar de la proliferacion sin antigeno de los grupos Terapia e
Inmunogenicidad Pura. De manera similar, se consideré que una clona era positiva si el
valor de la proliferacion de los linfocitos T CD8" del grupo Inmunogenicidad Pura era
menor que la proliferacion inducida por la misma clona en los linfocitos T CD8"
provenientes del grupo Terapia menos las desviaciones estandar de la proliferacion sin

antigeno de los grupos Terapia e Inmunogenicidad Pura.
5.7 Inmunofenotipificacion

Se recolectaron las células del bazo y del tumor proveniente de tres ratones por cada grupo
de tratamiento al dia 30 postimplante de la linea celular. Los eritrocitos se lisaron con la
solucion de lisis a 37 °C durante 7 min. Se tomé una mezcla de 2,5 x 10° células de cada
grupo de tratamiento, pertenecientes a tres ratones por grupo, de forma tal que cada bazo
y tumor individual aport6 la misma cantidad de células a la mezcla. En caso de los ratones
tratados con 23L y 23-WT fueron 2,5 x 10° células individuales por cada raton. Las
células se resuspendieron en PBS, 1 % de suero fetal bovino, 0,1 % de azida de sodio y
los anticuerpos antiCD3-APCeFluor780, antiCD4-APC y antiCD8-PE. Otras 2,5 x 10°
celulas se incubaron con los anticuerpos antiCD11b-AlexaFluor488, antiLy6G-PE,
antiMHC-I1-PECy5 y antiLy6C-PECy7. Se incubd a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 30 min y posteriormente, se lavo una vez con PBS, suero fetal bovino
1 %. Se centrifugé a 400 G durante 10 min y se resuspendieron las células en PBS,
paraformaldehido al 1 %.

Todas las muestras se adquirieron en un citometro de flujo Attune Azul-Rojo (Applied
Biosystems) y se analizaron con el programa FlowJo X. Para el analisis de los linfocitos
se realiz6 una grafica en el que se seleccionaron los singletes. A partir de los singletes se
realizé un grafico de tamario vs. granularidad, en donde se selecciono la poblacion de los
linfocitos. A partir de la region seleccionada de los linfocitos se hizo un gréfico de

granularidad vs. CD3 y se seleccion6 la poblacién CD3". A partir de esta se hizo un
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grafico de CD4 vs. CD8 y se seleccionaron las poblaciones CD3"CD4" y CD3*CD8".
Para el analisis de las G-MDSC se realizé una grafica de FSC-H vs. FSC-A, en el que se
seleccionaron los singletes. A partir de los singletes se realizé un gréafico de tamafio vs.
granularidad, en el cual se selecciono la poblacion mieloide. A partir de ella, se realizo
un grafico de granularidad vs. CD11b y se selecciond la poblacion CD11b". A
continuacion, se confecciond un grafico de MHC-1I vs. CD11b y se selecciond la
poblacion CD11b™MHC-II". A partir de esta, se realiz6 un grafico de Ly6C vs. Ly6G, en
donde las G-MDSC son las células CD11b*MHC-11"Ly6C'"°Ly6G*.

5.8 Analisis de la prediccion in silico de la unidn a las moléculas de clase
| del MHC

La prediccion de unién a las moléculas de clase | del MHC se realizé el 14/05/2021
mediante el uso de la herramienta de anélisis NetMHCpan (ver. 4.1) de IEDB (Reynisson
et al., 2020).

5.9 Purificacion y secuenciacion del ADN plasmidico

Se inocularon 10 mL del medio de cultivo 2xYT suplementado con carbenicilina con una
colonia de la cepa TG1 de E. coli que contenia el ADN plasmidico de interés. Se cultivo
a 37 °C con agitacion a 250 rpm (Gyromax 737, Amerex Instruments, Inc.) durante 16-
18 h. Para la purificacién del ADN plasmidico se utiliz6 el juego de reactivos Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) segun las instrucciones del
fabricante. Los ADN plasmidicos se enviaron a la Unidad de Secuenciacion del Instituto
de Investigaciones Biomédicas (Genetic Analyzer ABI PRISM 3100, Applied

Biosystems) para la obtencion de la secuencia.
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6 Resultados

6.1 Evaluacion del efecto antitumoral in vivo de los tratamientos con las
bibliotecas de epitopos variables derivadas de la regién del péptido sefial

de Mucina 1
6.1.1 Evaluacion del efecto antitumoral del tratamiento con la biblioteca 9MUC1spL

Se procedié a evaluar el efecto antitumoral de la biblioteca 9MUC1spL con todo su
repertorio de 8000 variantes del epitopo de Mucina 1. El grupo de ratones que se vacuno
con 9MUC1spL presentd un area tumoral promedio significativamente inferior desde el
dia 23 postimplante en comparacion con el grupo de ratones que no recibio tratamiento
(Sin Tratamiento) (Figura 2A). Al final del experimento, al dia 30 postimplante, el grupo
de ratones que recibié como tratamiento a la biblioteca o a la secuencia silvestre del
epitopo (9-WT) presentaron un promedio del &rea tumoral similar y significativamente
inferior en comparacion con el grupo de ratones que no recibio tratamiento (Figura 2A).
Sin embargo, no se observd una disminucion significativa del area tumoral luego del

tratamiento con 9MUC1spL en comparacion con el tratamiento con 9-WT.

Debido a que el modelo murino de cancer de mama genera de manera espontanea
metastasis en los pulmones de los ratones se procedio a evaluar la presencia de los focos
metastasicos luego de cada tratamiento al dia 30 postimplante. Se observé una tendencia
a la disminucién del promedio de las macrometastasis en los pulmones de los ratones que
se vacunaron con 9MUC1spL en comparacion con los ratones tratados con 9-WT o con
los que no recibieron tratamiento (Figura 2B). Estos resultados demuestran que el
tratamiento con todo el repertorio de la biblioteca 9MUC1spL no tiene un efecto
antitumoral superior al tratamiento con su secuencia silvestre. Por lo tanto, es necesario
encontrar un tratamiento con base en variantes aisladas del repertorio de 9MUC1spL que
tenga un efecto antitumoral superior al observado con el tratamiento con todo el repertorio
de las 8000 variantes del epitopo de MUCL1 contenidas en la biblioteca 9MUC1spL.

6.1.2 Evaluacion del efecto antitumoral del tratamiento con la biblioteca 23L

Previamente, se ha demostrado que las bibliotecas de epitopos variables que
contemplaron los epitopos reconocidos por los linfocitos T CD4", asi como otros epitopos
reconocidos por los linfocitos T CD8" redujeron significativamente el area tumoral y el

numero de las macrometastasis in vivo (Dominguez-Romero et al., 2020; Martinez-Cortés
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et al., 2021). Por este motivo, se decidio evaluar el efecto antitumoral de una biblioteca
de epitopos variables que comprendié la region completa del péptido sefial de Mucina 1
de ratén (23L) que abarco los primeros 23 residuos de la region amino terminal de MUC1
con 5 substituciones para una complejidad de 3,2 x 108 variantes de la secuencia silvestre
(23-WT).
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Figura 2: Evaluacion del efecto antitumoral de la biblioteca de epitopos variables 9MUC1spL
derivada del péptido sefial de Mucina 1 de ratdn. Ratones hembra de 5 a 6 semanas de edad se
inocularon con 10* células de la linea celular 4T1. Al quinto dia postimplante se vacunaron (s.c.)
con 180 ug del péptido sintético de interés y 180 g de poli I:C. A: El area tumoral se determind
por el producto de dos mediciones perpendiculares del tumor (alto x ancho) y se presenta como
la media + error estandar de la media. B: Al dia 30 postimplante los ratones se sacrificaron y se
contaron las macrometastasis en los pulmones. Los resultados que se muestran corresponden al
promedio de 3 experimentos independientes. En A, n = 17-18 y B, n = 12-13. ANOVA de dos
vias y una via, comparacion multiple de Tukey en Ay B, respectivamente. *p < 0,05, **p < 0,01,
***n < 0,001.

El tratamiento con todo el repertorio de 23L disminuyo significativamente el area tumoral
de los ratones desde el dia 25 postimplante (dia 23, p = 0,065) en comparacion con los
ratones que no recibieron tratamiento (Figura 3A). Al final del experimento al dia 30
postimplante el grupo de ratones que recibié como tratamiento a la biblioteca 23L
presento un promedio del area tumoral significativamente inferior en comparacion con el

grupo de ratones que recibié como tratamiento a 23-WT o0 en comparacion con el grupo
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de ratones que no recibio tratamiento (Figura 3A). Por otra parte, no se observo una
disminucion significativa en el promedio de las macrometéstasis pulmonares luego del
tratamiento con la biblioteca 23L en comparacién con el tratamiento con 23-WT o con el

grupo de ratones que no recibio tratamiento (Figura 3B).
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Figura 3: Evaluacion del efecto antitumoral de la biblioteca de epitopos variables 23L derivada
del péptido sefial de Mucina 1 de ratén. Ratones hembra de 5 a 6 semanas de edad se inocularon
con 10* células de la linea celular 4T1. Al quinto dia postimplante se vacunaron (s.c.) con 180 g
del péptido sintético de interés y 180 pg de poli I:C. A: El area tumoral se determiné por el
producto de dos mediciones perpendiculares del tumor (alto x ancho) y se presenta como la media
+ error estandar de la media. B: Al dia 30 postimplante los ratones se sacrificaron y se contaron
las macrometastasis en los pulmones. Los resultados que se muestran corresponden al promedio
de 2 experimentos independientes. En A, n = 12-14 y B, n = 12-13. ANOVA de dos vias y una
via, comparacion maltiple de Tukey en A y B, respectivamente. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001.

6.2 Obtencion de las variantes del epitopo de interés a partir del
repertorio de la biblioteca 9MUC1spL

6.2.1 Construccién de la biblioteca 9MUCI1spL mediante la tecnologia de

presentacion en bacteriéfago filamentoso

El primer paso para la obtencion de las variantes del epitopo a partir de 9MUC1spL fue
construir la biblioteca mediante la tecnologia de presentacion en bacteriofago filamentoso

M13. Esta técnica permite de una manera rapida el tamizaje de diferentes clonas con un
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fenotipo de interés y, ademas, permite conocer sus genotipos (Tundidor et al., 2020).
Primeramente, se purificé el vector fagémido pG8SAET que contiene el gen que codifica
a la proteina V111 de la cépside del bacteriéfago (Figura 1) y se comprobé que la calidad
del ADN resultante de la purificacion fue la adecuada. Luego de las digestiones, el ADN
migro en una sola banda correspondiente a un vector lineal no degradado (Figura 4A).
Antes de llevar a cabo las clonaciones se realizd una prueba de ligacion del vector consigo
mismo Yy con un inserto. Cuando se electroporaron las células de E. coli con las reacciones
de ligacién se obtuvo que el nimero de colonias provenientes del vector autoligado fue
menor al 10 % con respecto a la reaccion de ligacion con un inserto. Este valor fue
considerado como adecuado y, por lo tanto, se continu6 con la obtencién del inserto a

clonar que codifica a la biblioteca 9MUC1spL.
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Figura 4: Construccion de la biblioteca 9MUC1spL mediante la tecnologia de presentacion en
bacteriofago filamentoso M13. A: Preparacion del vector fagémido pG8SAET. Carril 1: vector
pG8SAET purificado sin digerir; 2: digestién con la enzima Ncol; 3: segunda ronda de digestién
con Ncol y 4: doble digestion con la enzima BamHI. B: Obtencién del ADN que codifica para la
biblioteca 9MUC1spL (carriles 5-7) y su secuencia silvestre 9-WT (carriles 2-4). Carril 1: patron
de peso molecular; 2: producto de la reaccion de PCR con los oligonucleétidos 9muclspn,
5’DAMP y 3’DAMP; 3 y 6: digestion con Ncol; 4 y 7: digestion con BamHI del producto
previamente digerido con Ncol y 5: producto de la reaccion de PCR con los oligonucledtidos
9muclspl, 5’DAMP y 3’ DAMP. Electroforesis de ADN en geles de agarosa, en A al 0,8 % y en
B al 2 %.

Se ensamblaron y amplificaron mediante PCR los oligonucleétidos correspondientes para
cada una de las dos construcciones, 9MUC1spL y 9-WT. En ambos casos el producto de
la reaccion fue un fragmento de ADN Unico con el tamafio esperado de 106 pb (Figura

4B). A continuacion, se procedid a digerir con las mismas enzimas de restriccidn que se
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digirié el vector y el producto doble digerido tuvo el tamafio menor esperado de 71 pb
(Figura 4B). Una vez clonado el inserto se determiné que la diversidad de la biblioteca
9MUC1spL construida mediante la tecnologia de presentacién en bacteriéfago M13 fue
de 66 000, lo que supera la diversidad tedrica de 8000. Por lo tanto, cada variante esta
representada al menos una vez dentro de la biblioteca. Como control de la calidad de las
clonaciones realizadas se secuenciaron 4 clonas elegidas al azar del repertorio de
9MUC1spL vy la clona correspondiente a la secuencia silvestre. Las 5 clonas tuvieron el
inserto deseado en el marco de lectura correcto en el vector pG8SAET. Ademas, las 4
clonas de la biblioteca 9MUC1spL tenian aleatorizadas las posiciones que estaban
incluidas en el disefio de la biblioteca (Tabla 2). En cada una de las posiciones
aleatorizadas se observé un residuo aminoacidico distinto al que estd presente en la
secuencia silvestre, por lo que la aleatorizacion fue total en estas posiciones. De igual
manera, la clona correspondiente a 9-WT tuvo los residuos aminoacidicos de la secuencia
silvestre del epitopo de MUC1 (Tabla 2). Adicionalmente, se obtuvieron 32 clonas
aisladas de la biblioteca 9MUC1spL y se determiné mediante PCR que solamente 5 no

contenian el inserto para una eficiencia de la clonacion del 84 % (Apéndice 1).

Tabla 2: Secuencias de las clonas de la biblioteca 9MUC1spL y de su respectiva
secuencia silvestre

Nombre Secuencia
Biblioteca IMUC1spL | PGXRXPFXL
9MUC1spL-13 PGNRNPFVL
9MUC1spL-14 PGRRTPFSL
9MUC1spL-15 PGVRLPFLL
9MUC1spL-16 PGGRYPFAL
9-WT PGIRAPFFL

X: Representa las posiciones aleatorizadas en el disefio de la biblioteca 9MUC1spL. Resaltados
en color negro se muestran los residuos aminoacidicos que son diferentes a la secuencia silvestre
del epitopo del péptido sefial de Mucina 1.

6.2.2 Seleccidn de las variantes del epitopo de la biblioteca 9MUC1spL mediante

ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8*

Una vez construida la biblioteca 9MUC1spL mediante la tecnologia de presentacion en
bacteriofago filamentoso se procedié a aislar 84 clonas de su repertorio. Para la
identificacion de las variantes del epitopo de interés se realizaron ensayos de proliferacion

con linfocitos T CD8* cultivados individualmente con cada una de las variantes. Los
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linfocitos T CD8" se obtuvieron de los bazos de dos grupos de ratones inmunizados con
el repertorio completo de la biblioteca 9MUC1spL. A uno de los dos grupos de ratones
se le inocularon 10 células de la linea celular 4T1 5 dias previos a la vacunacion (Terapia)
y al segundo grupo no se le inoculd la linea celular (Inmunogenicidad Pura). También se
emplearon dos grupos de ratones sin inmunizacidn que sirvieron para determinar el fondo
del valor de la proliferacion (Intacto y Control Implante). El grupo Control Implante se
inocul6 con la linea celular 4T1 de la misma manera que el grupo Terapia y el grupo
Intacto no se inocul6 con la linea celular ni se inmunizo. De las 84 clonas evaluadas, 46
(54,8 %) indujeron una proliferacion mayor en los linfocitos T CD8" provenientes del
grupo Terapia en comparacion con los provenientes del grupo Inmunogenicidad Pura, a
las que se llamaron clonas positivas (Figura 5). Por otra parte, 7 clonas (8,3 %) indujeron
una proliferacion menor en los linfocitos T CD8* del grupo Terapia en comparacion con
los provenientes del grupo Inmunogenicidad Pura, a las que se llamaron clonas negativas.
Se decidio descartar de futuros anélisis a 9 clonas: 12, 21, 24, 45, 46, 50, 57, 72y 84
debido a que no indujeron la proliferacion en los linfocitos T CD8" provenientes de los
grupos Inmunogenicidad Puray Terapia. También se decidio descartar del analisis a otras
25clonas: 1, 2,3,4,5,6,7,8, 10, 11, 13, 25, 36, 37, 38, 42, 47, 48, 49, 52, 61, 64, 68, 73
y 81 debido a que presentaron un fondo de proliferacion alto en los grupos no
inmunizados. De las 50 clonas restantes se seleccionaron las 8 clonas positivas y las 5
clonas negativas con comportamiento mas extremo para confirmar este resultado en un
segundo ensayo de proliferacion independiente. Se afiadieron las clonas 23, 9y 82 a las

5 clonas negativas para evaluar un total de 8 clonas.

6.2.3 Confirmacion de las variantes del epitopo seleccionadas de la biblioteca

9MUC1spL mediante ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8*

Se realizd un segundo ensayo de proliferacion independiente en las mismas condiciones
experimentales. Como era de esperado, las 8 clonas positivas y 4 de las 5 clonas negativas
indujeron porcentajes proliferacion en los linfocitos T CD8" de manera similar al primer
experimento (Figuras 6A y 6B). Por lo tanto, se eligieron 4 clonas tanto negativas como
positivas para agruparlas en dos mezclas de variantes debido a que fue el nimero de
clonas en las se tuvo confirmacién en ambos experimentos de proliferacién (Figuras 5y
6). A la mezcla de las 4 clonas positivas se le denomind Seleccion Positiva y se conformé
con las clonas 20, 28, 30 y 40. Por otra parte, a la mezcla de las 4 clonas negativas se le

denominé Seleccidn Negativa e incluyd a las clonas 22, 39, 59 y 62.
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Figura 5: Proliferacién de los linfocitos T CD8* inducida por las clonas de la biblioteca
9MUC1spL. Ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad se inmunizaron (s.c.) con 180 pg
del péptido de la biblioteca 9MUC1spL y 180 g de poli I:C (Inmunogenicidad Pura y Terapia)
y/o se implantaron con 10* células de la linea celular 4T1 (Terapia y Control Implante). En el
grupo Terapia, la vacunacion se realiz 5 dias posteriores al implante tumoral. Los ratones se
sacrificaron 10 dias posteriores a la inmunizacion o a los 15 dias posteriores al implante tumoral.
2,5 x 10° células de bazo tefiidas con CFSE (1 uM) provenientes de tres ratones por grupo se
cultivaron durante 72 h con cada uno de los antigenos presentados en bacteriéfago (1,5 x 10° ufc).
Se determing el valor de la proliferacion de los linfocitos T CD3*CD8* de bazo con cada una de
las 84 clonas del repertorio de la biblioteca 9IMUC1spL de Mucina 1 (PGXRXPFXL). Las células
se tifieron con antiCD3-APCeFluor780, 7TAAD y antiCD8-PE.
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Figura 6: Proliferacion inducida por las clonas de la biblioteca 9MUC1spL. Ratones hembra
BALB/c de 8 semanas de edad se inmunizaron (s.c.) con 180 ug del péptido de la biblioteca
9MUC1spL y 180 ug de poli I:C (Inmunogenicidad Pura). Otro grupo de ratones se implant6 con
10* células de la linea celular 4T1 5 dias previos a la vacunacion (Terapia). Los ratones se
sacrificaron 10 dias posteriores a la inmunizacion. 2,5 x 10° células de bazo tefiidas con CFSE (1
MM) provenientes de dos ratones por grupo se cultivaron durante 72 h con cada uno de los
antigenos presentados en bacteriéfago (1,5 x 10° ufc). Se determind el valor de la proliferacion
en los linfocitos T CD3*CD8" con cada una de las 8 clonas positivas (A) y negativas (B) del
repertorio de la biblioteca 9MUC1spL de Mucina 1 (PGXRXPFXL). Las células se tifieron con
antiCD3-APCeFluor780, 7AAD y antiCD8-PE. ANOVA de dos vias, comparacion multiple de
Sidak, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Previamente, antes de realizar los ensayos de proliferacion se verificé que todas las 84
clonas iniciales tenian el inserto que codifica a las variantes del epitopo de MUCL en el
vector pG8SAET (Apéndice 2). Sin embargo, se desconocian aun las substituciones
dentro del epitopo de MUCL1 en las 8 clonas de las Selecciones Negativa y Positiva.
Adicionalmente, se ignoraba si el inserto que codifica a las variantes del epitopo estaba
clonado correctamente en el vector pG8SAET. Por este motivo, se procedid a secuenciar
las 8 clonas y se verificd que todas tenian el epitopo de MUC1 en el marco de lectura
correcto. Asimismo, eran diferentes entre si y se encontraban aleatorizadas en las
posiciones 3, 5y 8 del epitopo tal y como fue el disefio de la biblioteca 9MUC1spL (Tabla
3). Sorprendentemente, dos de las clonas tenian aleatorizado un residuo fuera de las
posiciones incluidas en el disefio de la biblioteca (Tabla 3). Probablemente, esto se debid
a subproductos de la sintesis de los oligonucleodtidos que posiblemente se seleccionaron

debido a que le confirio una propiedad particular al epitopo.
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Tabla 3: Clonas de la biblioteca 9MUC1spL agrupadas en las Selecciones Negativa y
Positiva

Clona | Seleccion Negativa | Clona | Seleccién Positiva
22 PGRRKPFKL 20 PGMRGPFPL

39 PGWRLPFWL 28 PGQRNPFNL

59 PGRRLPFWL 30 PGTRLPFPL

62 PGNRLSFCL 40 PGGCQPFRL

En negro se muestran los residuos que son diferentes a la secuencia silvestre del péptido sefial de
MUCL.

6.3 Caracterizacion de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva

6.3.1 Antigenicidad de las clonas en ausencia de inmunizacion

Una vez seleccionado el conjunto de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva se
procedio a caracterizar a estas variantes con el propésito de encontrar el mecanismo de
accion por el que inducen diferentemente la proliferacion en los linfocitos T CD8".
Primeramente, con el fin de determinar si las clonas negativas son reconocidas por los
linfocitos T CD8" involucrados en la respuesta natural contra el tumor, se evalué la
proliferacion de los linfocitos T CD8* provenientes de un grupo de ratones sin
inmunizacion, pero implantados con la linea 4T1 (Control Implante) en presencia de las
clonas de las Selecciones Negativa y Positiva. Se observ6 una tendencia en la que las 4
clonas de la Seleccion Negativa indujeron en promedio una proliferacion mayor en los
linfocitos T CD8" en comparacion con las 4 clonas de la Seleccién Positiva (p = 0,09)
(Figura 7).

Por otra parte, el valor de la proliferacién inducido en los linfocitos T CD8" por las 4
clonas de la Seleccion Negativa fue significativamente superior al obtenido en las mismas
células provenientes de un grupo de ratones no implantados con el tumor ni inmunizados
(Intacto) estimuladas tanto con las 4 clonas de la Seleccion Negativa como de la Seleccion
Positiva (Figura 7). Como era esperado, se observé una tendencia de un valor mayor de
la proliferacion de los linfocitos T CD8* provenientes del grupo de ratones implantados
con el tumor en presencia tanto de las clonas de las Selecciones Negativa como Positiva
en comparacién con la proliferacion de los linfocitos T CD8" provenientes del grupo

Intacto (Figura 7).
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6.3.2 Prediccion de union de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva a las

moléculas de clase | del MHC

Aun cuando la estrategia de la biblioteca 9MUC1spL no fue aumentar la union a las
moléculas de clase | del MHC, uno de los mecanismos por el cual las clonas seleccionadas
pueden inducir una proliferacién de manera diferencial en los linfocitos T CD8" es
mediante la modificacion de la unién a estas moléculas. Por este motivo, se predijo la
union a las diferentes MHC-1 del raton BALB/c (H-2¢) para cada una de las clonas de las
Selecciones Negativa y Positiva (Figura 8). Las clonas que conforman las dos selecciones
en promedio tuvieron una tendencia a una peor prediccion de union a las moléculas de
clase | del MHC en comparacion con la secuencia silvestre del epitopo. Ademas, no se
observd una diferencia significativa en la union a las moléculas de clase | del MHC
cuando se compardé el promedio de las Selecciones Negativa y Positiva para cada una de
las MHC-I (Figura 8).
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Figura 7: Antigenicidad de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva en ausencia de
inmunizacion. Proliferacion de los linfocitos T CD8" inducida por las 8 clonas agrupadas en las
Selecciones Negativa y Positiva provenientes de la biblioteca de epitopos variables de MUCL1 de
raton, IMUC1spL (PGXRXPFXL). Ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad se inocularon
con 10 células de la linea celular 4T1 (Control Implante) o se dejaron sin inocular (Intacto). Los
ratones se sacrificaron 15 dias posteriores al implante tumoral (n = 5). 2,5 x 10° células de bazo
tefiidas con CFSE (1 uM) se cultivaron durante 72 h con cada uno de los antigenos presentados
en bacteriéfago (1,5 x 10° ufc). Las células se tifieron con antiCD3-APCeFluor780, 7AAD y
antiCD8-PE. Se muestra el promedio de dos experimentos independientes. ANOVA de dos vias,
comparacion multiple de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01.
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6.4 Evaluacion de las poblaciones inmunitarias luego del tratamiento

con las bibliotecas de epitopos variables de Mucina 1

Los tumores generados a partir de las células 4T1 se caracterizan por la acumulacion de
las células supresoras derivadas de mieloide de tipo granulocitica, que tienen un alto
poder de inhibicion de la respuesta inmunitaria celular, principalmente en el bazo de los
ratones (Baumann et al., 2020). Por lo tanto, como parte de la caracterizacion del efecto
antitumoral de las bibliotecas de epitopos variables se evalud la presencia de esta
poblacion luego de cada tratamiento con cada una de las BEV generadas a partir de la

region del péptido sefial de MUC1 (Figura 9).
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Figura 8: Prediccion de unién de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva a las
moléculas de clase | del MHC. La prediccién de union se realizé mediante el uso de la herramienta
de analisis NetMHCpan (version 4.1) de IEDB. Se muestra el % del rango percentil para cada una
de las moléculas de clase | del complejo principal de histocompatibilidad del ratén BALB/c (H-
29). Las lineas punteadas indican union fuerte (% rango < 0,5) y débil (0,5 < % rango < 2),
respectivamente.

Se observd una tendencia a una disminucion del porcentaje de las G-MDSC luego del
tratamiento con 9MUC1spL y 23L en los bazos de los ratones en comparacion con el
tratamiento con las respectivas secuencias silvestres (9-WT y 23-WT) o con el grupo de
ratones que no recibid tratamiento (Figuras 9A y 9C). Al analizar las G-MDSC infiltrantes
del tumor, se observé una tendencia a una disminucion de estas células luego del
tratamiento con 9MUC1spL y con 9-WT en comparacion con el grupo de ratones que no

recibi6 tratamiento (Figura 9B). Contradictoriamente, se observo una tendencia a un
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aumento del porcentaje de las G-MDSC dentro de los tumores de los ratones tratados
tanto con 23L, asi como con su secuencia silvestre, 23-WT, en comparacion con el grupo
de ratones que no recibio tratamiento (Figura 9D).
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Figura 9: Cuantificacion de las células supresoras derivadas de mieloides de tipo granulociticas
(G-MDSC) luego del tratamiento con las bibliotecas 9IMUC1spL y 23L. Ratones hembra BALB/c
se inocularon con 10* células 4T1 y se inmunizaron (s.c.) 5 dias posteriores con 180 pg del
adyuvante poli 1:C y 180 pg del péptido sintético correspondiente. 2,5 x 10° células provenientes
de los bazos (A'y C) y de los tumores (B y D) de tres ratones por grupo al dia 30 postimplante de
la linea celular se incubaron con los anticuerpos antiCD11b-AlexaFluor488, antiMHCII-PECyS5,
antiLy6G-PE y antiLy6C-PECy7 para determinar la poblacion CD11b*MHC-1I'Ly6C"Ly6G* (G-
MDSC). Los datos que se muestran corresponden al porcentaje de las células G-MDSC con
respecto a las células individuales totales adquiridas en el citdmetro. Los datos que se muestran
corresponden a un solo experimento.

Adicionalmente, se cuantificé la poblacion de los linfocitos T CD8* y CD4" infiltrantes
del tumor luego de cada tratamiento (Figura 10). Contradictoriamente a lo esperado, se
observé una tendencia a una disminucion del porcentaje de los linfocitos T CD4" y CD8*

luego del tratamiento con 9MUC1spL (Figuras 10A y 10B). En cambio, se observé una
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tendencia a un mayor porcentaje de los linfocitos T CD4" y CD8" luego del tratamiento
con la biblioteca 23L en comparacion con el tratamiento con 23-WT y con el grupo de
ratones que no recibio tratamiento (Figuras 10C y 10D). Se observd una tendencia a un
aumento del porcentaje de los linfocitos T CD4" y CD8" en los bazos de los ratones luego
de los tratamientos con las bibliotecas 9MUC1spL y 23L, asi como con sus respectivas
secuencias silvestres, 9-WT y 23-WT (Apéndice 3).

A B
Linfocitos T CD8" infiltrantes del tumor Linfocitos T CD4" infiltrantes del tumor
31 3.0
+ 1(2): o 2
0 =] <
a 0.91 O 2.0
O 0.81 @)
+ 0.7 % .
2 0.6 @ 15
O 0.59 (@) .
© 0.4 ° 1.0
o 0.34 o
0.24 0.5
0.14
0.0 T 0.0 T
Sin 9-WT  9MUC1spL Sin 9-WT  9MUCl1spL
Tratamiento Tratamiento
C D
Linfocitos T CD8" infiltrantes del tumor Linfocitos T CD4" infiltrantes del tumor
31 3.01
2-
T 2.5
+. 107 +
[eo) <
A 091 O 20
O 0.8 @)
o 077 %o 151
O 067 a)
SR — O 10f _[
S o EN
0.2 0.51
0.14
0.0 T 0.0 T
Sin 23-WT 23L Sin 23-WT 23L
Tratamiento Tratamiento

Figura 10: Cuantificacion de los linfocitos infiltrantes del tumor luego del tratamiento con las
bibliotecas 9MUC1spL y 23L. Ratones hembra BALB/c se inocularon con 10 células 4T1 y se
inmunizaron (s.c.) 5 dias posteriores con 180 pg del adyuvante poli I:C y 180 pg del péptido
sintético correspondiente. 2,5 x 10° células, provenientes de los tumores de tres ratones por grupo
al dia 30 postimplante de la linea celular, se incubaron con los anticuerpos antiCD3-
APCeFluor780, antiCD4-APC y antiCD8-PE. Los datos se muestran como el porcentaje de las
células CD3*CD8" y CD3*CD4* con respecto a las células individuales totales adquiridas en el
citdbmetro. Los datos que se muestran corresponden a un solo experimento.
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7 Discusion

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se han informado los efectos antitumorales de
diferentes BEV derivadas de varios TAA y con repertorios de distinta complejidad
(Servin-Blanco et al., 2018). Ademas, las BEV han mostrado ser mas eficaces que el
tratamiento con sus respectivas secuencias silvestres en el modelo de 4T1 (Dominguez-
Romero et al., 2020; Martinez-Cortés et al., 2021). La idea racional detras de la estrategia
de las bibliotecas de epitopos variables es que las substituciones dentro del epitopo
aumentan la probabilidad de que sea reconocido como un epitopo extrafio (Galloway et
al., 2019; Driscoll et al., 2020). Esto se basa en la promiscuidad del TCR y la expansién
del repertorio de los epitopos que un linfocito T puede reconocer después del proceso de
activacion (Amrani et al., 2001; Wooldridge et al., 2012). De esta manera, después de la
activacion con las variantes del epitopo de las BEV, los linfocitos T pueden reconocer
especificamente las variantes del epitopo que potencialmente pueden aparecer durante el
desarrollo natural de la enfermedad. Ademas, pueden reconocer de manera cruzada el
epitopo silvestre que es el blanco més probable en las células tumorales (Martinez-Cortés
etal., 2021).

Previamente, se han empleado por otros grupos de trabajo dos estrategias similares que
utilizan epitopos modificados para aumentar la inmunogenicidad del epitopo y son los
ligandos peptidicos alterados y los xenoantigenos (Jones et al., 2019; Smith et al., 2021).
Estas estrategias junto con las BEV ofrecen en conjunto métodos para romper la
tolerancia hacia los epitopos silvestres que son reconocidos por los linfocitos T
autorreactivos con una afinidad baja a media. Sin embargo, los ligandos peptidicos
alterados y los xenoantigenos emplean una sola variante del epitopo en lugar de maltiples
variantes como es el caso de las BEV que pueden aumentar la probabilidad de inducir una

respuesta antitumoral mas eficaz (Marijt et al., 2021; He et al., 2021).

En este trabajo demostramos el efecto antitumoral de dos BEV derivadas de Mucina 1 en
el modelo murino de cancer de mama generado con la linea celular 4T1. Para la
confeccion de las bibliotecas se utilizo la region del peptido sefial de esta proteina. Las
ventajas del empleo de los epitopos provenientes de los péptidos sefiales en el desarrollo
de una inmunoterapia contra el cancer es que se unen promiscuamente a los diferentes
haplotipos de las moléculas de clase 1 y Il del MHC (Kovjazin et al., 2011; Kovjazin y
Carmon, 2014). Ademas, se ha demostrado que su secuencia hidrofobica puede ser clave
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en la activacion de los linfocitos T (Chowell et al., 2015). Por otra parte, los epitopos
provenientes de los péptidos sefiales son considerados neoantigenos debido a que se
presentan exclusivamente en las MHC-I de las células tumorales con afectaciones en la
via de procesamiento y presentacion de los antigenos, por ejemplo, en el proteosomay en
TAP (Hage et al., 2008; Marijt y van Hall, 2020). Normalmente, las afectaciones en la
via de procesamiento y presentacion de los antigenos se encuentran en las células
tumorales como mecanismos vinculados a la evasion de la respuesta inmunitaria (Garrido
et al., 2020). Por este motivo, una respuesta inmunitaria hacia estos epitopos
contrarrestaria los mecanismos de escape tumoral (Marijt et al., 2021). En el caso
particular del péptido sefial de MUC1 humano, este demostrd contener epitopos mas
inmunogénicos que los epitopos que provienen de la region VNTR, que es la que mas se
ha empleado en la inmunoterapia contra el cancer (Kovjazin et al.,, 2011).
Adicionalmente, se ha demostrado que, debido a procesos de corte y empalme
alternativos, MUCL1 tumoral no siempre contiene la region VNTR (Zhang et al., 2013).
Por este motivo, una respuesta inmunitaria citotoxica especifica hacia los epitopos de esta
region generada por una vacunacién no encontraria a sus blancos en todas las células
tumorales (Khan et al., 2021). Las ventajas que presentan los epitopos provenientes del
péptido sefial de MUCL conllevo a que se desarrollara una vacuna a partir del péptido
sefial completo de MUC1 que se evalud en ensayos clinicos hasta la fase 2 para el

tratamiento de pacientes diagnosticados con mieloma multiple (Carmon et al., 2015).

En los resultados mostrados en la Figura 2 se observo una disminucion parcial del area
tumoral luego del tratamiento con la biblioteca 9MUC1spL, de manera similar a lo
observado luego del tratamiento con su secuencia silvestre, lo que se debe muy
probablemente a la naturaleza de neoantigeno del epitopo silvestre (Garrido et al., 2020).
Aunque la secuencia silvestre forma parte del repertorio de 9MUC1spL, no creemos que
el efecto observado con la inmunizacion con 9MUCspL se deba a una respuesta hacia la
secuencia silvestre debido a que se encuentra diluida dentro de la dosis que se empleo con
9MUC1spL (1/8000). Esto indica que existen variantes dentro del repertorio que son
inmunogénicas e inducen una respuesta inmunitaria antitumoral. Por otra parte, el
tratamiento con 9MUC1spL tuvo una tendencia a la disminucion de las macrometastasis
pulmonares a los 30 dias posteriores al implante tumoral. Previamente, se comprobd que
la incorporacion de los epitopos reconocidos por los linfocitos T CD4" en las BEV

potencian su efecto antitumoral (Dominguez-Romero et al., 2020; Martinez-Cortés et al.,
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2021). Por este motivo, se gener6d una BEV que abarcé toda la region del péptido sefial
de MUCL1 (23L). Contradictoriamente, la biblioteca 23L no inhibié ain maés el area
tumoral ni la formacién de las macrometéstasis pulmonares en comparacion con el
tratamiento con la biblioteca de 9 residuos, 9MUC1spL (Figura 3). Esto concuerda con
un trabajo reciente, en donde se demostro que un epitopo inmunogénico de 9 residuos no
es presentado de forma cruzada eficientemente por las células dendriticas cuando se uso
un péptido sintético largo derivado de un péptido sefial (Marijt et al., 2021). Este trabajo
informa por primera vez la construccion y la evaluacién del efecto antitumoral de dos
BEV derivadas del péptido sefial de MUCL1 que contiene epitopos que son considerados

neoantigenos.

La evaluacion de las metastasis luego del tratamiento con las bibliotecas de epitopos
variables es un pardmetro importante ya que las muertes de las pacientes con cancer de
mama en estadio 1V se atribuyen a las metastasis (den Brok et al., 2016). Segun nuestros
conocimientos, este es el primer trabajo que informa los resultados de las metastasis en
el modelo con 4T1 cuando se utiliza una inmunoterapia activa exclusivamente contra
MUC1 (Jiménez-Chavez et al., 2021). Descartamos de este analisis los trabajos que
utilizan la linea celular 4T1 transfectada con MUCL1 debido a que reflejan una condicion
artificial en el tumor (Moase et al., 2001). La cascada metastasica de los tumores
generados con las células 4T1 comienza en la primera semana luego de la inoculacion de
la linea celular, por lo tanto, es dificil inhibir completamente la formacion de las
metastasis (Ouzounova et al., 2017). Esto significa que la colonizacion del tejido
pulmonar por las células tumorales ya se esta llevando a cabo desde que se inmunizaron
los ratones a los 5 dias posteriores a la inoculacion de las células 4T1. Esto sugiere que el
tratamiento con 9MUC1spL es capaz de controlar la formacidén de los nuevos focos

metastasicos o inhibir su crecimiento hasta el nivel macroscépico (Figura 2B).

Aun cuando no se determind el mecanismo por el cual la biblioteca 9MUC1spL inhibi6
mejor la formacion de las macrometastasis, nosotros consideramos que la tendencia a la
reduccion de las G-MDSC en los bazos y en los tumores de los ratones pudo haber
influido (Figura 9). EI modelo de 4T1 se caracteriza por una acumulacion de las células
G-MDSC y se ha demostrado que las que se encuentran en el bazo impiden con mayor
eficacia la actividad efectora de los linfocitos T en comparacion con las G-MDSC que se
encuentran fuera de este 6rgano (Alshetaiwi et al., 2020). Por este motivo, la disminucién

del porcentaje de las G-MDSC que se observé en los bazos luego de los tratamientos con
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9MUCI1spL y 23L probablemente influyd en el aumento del porcentaje de los linfocitos
T CD4" y CD8" observados en este mismo érgano (Apéndice 3). Se ha demostrado que
las G-MDSC expresan MUCL1, por lo tanto, el reconocimiento y eliminacion de estas
células por los linfocitos T CD8" activados con 9MUC1spL ofrece un posible mecanismo
para la disminucion observada luego del tratamiento con la BEV (Sahraei et al., 2021).
Contradictoriamente, los TIL estaban disminuidos en los ratones tratados con
9MUC1spL, lo que indica que en la respuesta celular no solo influye el nimero celular
sino también el estado efector de las células (Figura 10). Aunque nosotros no evaluamos
la actividad efectora de los TIL luego del tratamiento con 9MUCILspL creemos que
probablemente tengan una funcion efectora superior a los TIL generados en el grupo de

ratones sin tratamiento.

En el disefio de la biblioteca 9MUC1spL se eligieron 3 posiciones dentro del epitopo para
hacer las substituciones, diferentes de las posiciones 2 'y 9 involucradas en el anclaje a las
moléculas de clase | del MHC. La leucina de la posicién 9 es la éptima para el anclaje a
cada una de las 3 moléculas de clase | del MHC. Por otra parte, la glicina en la posicion
2 del epitopo es la 6ptima que se ha descrito para el anclaje a la molécula H-2D, pero no
para las otras dos restantes moléculas, tal y como se observé en las predicciones de union
a las diferentes MHC-I de la Figura 8 (Capietto et al., 2020). Aunque las substituciones
de los residuos suboptimos de anclaje por los ideales han demostrado aumentar la afinidad
a la molécula de clase I, con esta estrategia también se ha descrito que se pueden
introducir cambios conformacionales del complejo péptido-MHC que guian a la
activacion de un repertorio de linfocitos T distintos a lo que lo hace la secuencia silvestre
(Lazouraet al., 2006; Madura et al., 2015; Smith et al., 2021). Por este motivo, nos resulto
mas interesante modificar solo los residuos centrales que potencialmente estan en

contacto con los TCR de los linfocitos T (Oliveira et al., 2021).

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se aleatorizé con diferentes nimeros de
posiciones un epitopo de 9 residuos que variaron de 2 a 5 substituciones y se observé que
a medida que aumentaba el nimero de substituciones aumentaba la inmunogenicidad de
la BEV (Pedroza-Roldan et al., 2009). Aumentar la inmunogenicidad del epitopo con un
mayor nimero de residuos aleatorizados puede derivar en un mayor riesgo de perder el
reconocimiento por la secuencia silvestre con posibles reacciones off-target no deseadas
en el tratamiento de los pacientes con tumores (Linette et al., 2013; Bentzen et al., 2018).

Actualmente, es dificil predecir sin estudios experimentales previos cuéles residuos
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dentro de un epitopo ni por cuales aminoacidos se pueden substituir sin afectar el
reconocimiento por el epitopo silvestre (Bentzen et al., 2018; Galloway et al., 2019).
Nosotros elegimos las posiciones 3, 5y 8 para la generacion de la biblioteca 9IMUC1spL
debido a que potencialmente son los que estan en contacto con los TCR. Estas tres
posiciones han sido utilizadas previamente para la generacion de una BEV a partir del
TAA OFAJ/ILRP que demostré aumentar el efecto antitumoral en comparacion con el
epitopo silvestre (Martinez-Cortés et al., 2021). Adicionalmente, la vacunacion con un
epitopo de MuLV, gue se aleatorizo individualmente en las posiciones 1, 3, 5y 8, elimino
el tumor en la mayoria de los ratones (He et al., 2021). Sin embargo, en nuestro grupo de
trabajo se han elegido otras posiciones, como es el caso de NoeDominguez-Romero y
colaboradores que utilizaron las posiciones 3, 5y 7 para aleatorizar y asi generar una BEV
a partir de un epitopo de 9 residuos derivado del TAA survivina sin afectar el efecto

antitumoral de la BEV (NoeDominguez-Romero et al., 2014).

Por lo tanto, debido a que las substituciones que conforman las variantes del repertorio
de 9MUC1spL se realizaron sin conocimientos experimentales previos es de esperar que
no todas las variantes del repertorio de 9MUC1spL tengan el mismo efecto antitumoral.
En consecuencia, se realizaron dos selecciones de variantes del epitopo de forma tal que
estuvieron agrupadas con base en caracteristicas comunes entre ellas. El criterio de
seleccidn elegido estuvo centrado en ensayos de proliferacion de los linfocitos T CD8" y
se escogieron clonas que se comportaron como agonistas y antagonistas en la
proliferacion de los linfocitos T CD8" provenientes de ratones implantados con el tumor
y vacunados con la biblioteca 9MUC1spL en comparacion con los porcentajes de la
proliferacion de los linfocitos T CD8" de un grupo de ratones solo inmunizados (Figuras
5y 6). Aungue este criterio nos permite evaluar como el ambiente tumoral modifica la
respuesta de los linfocitos T CD8* se pueden elegir de igual manera diferentes criterios
que pueden resultar interesantes a la hora de comprobar si las clonas derivadas del

repertorio de una BEV tienen potencial en la inmunoterapia contra el cancer.

Con base en el criterio utilizado se eligieron 8 clonas que se agruparon en dos selecciones,
Negativa y Positiva, para demostrar cual de estos grupos de clonas tienen un mayor valor
en la inmunoterapia contra el cancer. Las clonas agrupadas en la Seleccion Positiva se
seleccionaron porque indujeron mas la proliferacion en los linfocitos T CD8"
provenientes de un grupo de ratones con tumores y vacunados con 9MUC1spL en

comparacion con los provenientes de ratones sin tumores e inmunizados con 9MUC1spL.
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En cambio, las clonas de la Seleccion Negativa se seleccionaron debido a que
especificamente en presencia del tumor los linfocitos T CD8" proliferaron menos cuando
se cultivaron con estas clonas en comparacion con los linfocitos T CD8" provenientes de

ratones inmunizados en ausencia del tumor (Figuras 5y 6).

Cuando se analizo la proliferacion en ausencia de la inmunizacion con la biblioteca
9MUC1spL, se determind que los linfocitos T CD8" proliferaron més en presencia de las
clonas de la Seleccion Negativa en comparacion de las clonas de la Seleccion Positiva
(Figura 7). Esto indica que las clonas de la Seleccion Negativa son mas antigénicas en
ausencia de la inmunizacion, por lo tanto, la inmunizacion cambia el perfil antigénico de
estas clonas. Estos resultados demuestran que los linfocitos T CD8" activados por los
antigenos tumorales, probablemente por la expresion endégena de MUCL1 (en ausencia
de la inmunizacion), proliferan en presencia de las clonas de la Seleccion Negativa
(Figura 7).

Los resultados observados con las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva sefialan
dos posibles teorias. Por una parte, los linfocitos T CD8" del grupo Terapia en los que su
proliferacion se vio disminuida en presencia de las clonas de la Seleccion Negativa estan
involucrados directamente en la eliminacion de las células tumorales y son
especificamente inhibidos para no ejercer su actividad efectora (Oliveira et al., 2021). En
esta primera opcion las clonas de la Seleccion Positiva al tener un comportamiento
opuesto puede deducirse que no estén involucradas en la induccién de una respuesta
celular antitumoral. En una segunda posibilidad se puede considerar que las clonas de la
Seleccion Negativa, que no inducen eficientemente la proliferacion en los linfocitos T
CD8" provenientes del grupo Terapia, no estan involucrados en la respuesta antitumoral.
Por ende, las clonas agrupadas en la Seleccion Positiva serian las que participan en la
respuesta antitumoral debido a que inducen una mayor proliferacion en estas células (Lam
et al., 2021). En la inmunoterapia se busca emplear los epitopos inmunogénicos que son
agonistas de los epitopos diana presentes en el tumor y que, por lo tanto, induzcan la
proliferacion en los linfocitos T (Slansky y Nakayama, 2020). En cambio, un epitopo
inmunogénico que en un ambiente tumoral especificamente no induce la proliferacion de
los linfocitos T puede indicar que tienen suprimidas sus funciones efectoras debido a que
reconocen los epitopos que se encuentran en el tumor (Oliveira et al., 2021). Estas dos

posibilidades necesitan confirmarse con resultados experimentales.
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Discusion

La estrategia seguida en la construccion de la biblioteca 9MUC1spL no persiguio
modificar la union a las moléculas de clase | del MHC. Por este motivo, nos resulto
interesante el hecho de que las clonas seleccionadas mostraron una tendencia a una peor
prediccién de union a las moléculas de clase | del MHC, especialmente a la molécula H-
2D, que es la molécula a la que mejor se predice que se une el epitopo silvestre (Figura
8). Las clonas agrupadas en las Selecciones Negativa y Positiva no mostraron diferencias
significativas entre si en la prediccion de union a las MHC-I. Estos resultados indican que
las clonas indujeron diferencialmente la proliferacién en los linfocitos T CD8* por un
mecanismo que no es por una modificacion en la unién a las moléculas de clase | del
MHC. Probablemente, se debid a un mecanismo que involucra a los linfocitos T, que fue
la idea racional detras de la construccion de 9MUC1spL (Figura 8). Aunque los valores
de prediccion de union para las clonas seleccionadas caen en el rango de no union, estos
datos por lo general no necesariamente indican que no activen a los linfocitos T. Se ha
demostrado que epitopos con un rango mayor, es decir, con una peor prediccion de union,
han sido reconocidos por los linfocitos T y han inducido su activacion (Bentzen et al.,
2018; Martinez-Cortés et al., 2021).
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Conclusion

8 Conclusion

Se agruparon exitosamente dos conjuntos de variantes del epitopo de Mucina 1 de raton,
Selecciones Positiva y Negativa, a partir de la biblioteca de epitopos variables
9MUCI1spL, que inducen proliferaciones mayor y menor, respectivamente, en los
linfocitos T CD8" provenientes de un grupo de ratones vacunados terapéuticamente con
la biblioteca 9MUC1spL en comparacién con los linfocitos T CD8* provenientes del

grupo de ratones inmunizados con 9MUC1spL en ausencia del tumor.
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Perspectivas

9 Perspectivas

Las perspectivas futuras del trabajo presentado son:

- La evaluacion del efecto antitumoral in vivo de las Selecciones Positiva y Negativa en
el modelo murino de cancer de mama generado con la inoculacion de las células 4T1. Se
comprobara el efecto antitumoral luego de una inmunizacién al dia 5 postimplante y con
esquema de inmunizacion y refuerzos. Con esto se verificara cuél seleccion de clonas es
maés efectiva en la inmunoterapia contra el cancer y si se puede obtener una mezcla de
variantes con un repertorio reducido que tengan un efecto antitumoral superior al
tratamiento con todo el repertorio de las BEV. Una vez que se tengan los resultados del
efecto antitumoral in vivo se contard con un indicio del tipo de clonas que deben estar

presentes en los repertorios de las BEV para favorecer el efecto antitumoral de estas.

- La evaluaciéon del mecanismo de accién que guia a que los linfocitos T CD8*
provenientes del grupo de ratones vacunados terapéuticamente con 9MUC1spL proliferen

distintamente en presencia de las clonas de las Selecciones Negativa y Positiva.

o La determinacion del reconocimiento del epitopo silvestre por los linfocitos T
activados por las Selecciones Negativa y Positiva. Con esto se verificara que las variantes
del epitopo de MUC1, que contienen substituciones que la hacen distintas al epitopo
silvestre, pueden activar linfocitos T que reconocen de manera cruzada al epitopo
silvestre, que es el blanco mas probable en las células tumorales.

o La determinacién del papel que juegan las G-MDSC en la supresiéon de la
proliferacion y de la actividad efectora de los linfocitos T CD8* que reconocen a las

variantes del epitopo de las Selecciones Negativa y Positiva.
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11 Apéndices

11.1 Apéndice 1

A B C

1 2 3 4 5PMC+C-6 78 91011

12 13 14 15 16 PM C+C- 17 18 19 20 21 22 23 24 2526272829303132PM

300 pb
200 pb

106 pb mmp 100 pb

Determinacion de la eficiencia de la clonacién de la biblioteca de epitopos variables
9MUC1spL (PGXRXPFXL) mediante la identificacion de la presencia del inserto de
ADN (106 pb) en pG8SAET. A-C, se realizaron PCR a 32 colonias de E. coli previamente
electroporadas con 9MUC1spL mediante el uso de los oligonucledtidos 5S’DAMP y
3’DAMP. Cada carril corresponde al producto de la reaccion de PCR de una clona de la
biblioteca 9MUC1spL. Electroforesis de ADN en geles de agarosa al 2 %. PM, patron de
peso molecular; C-, control negativo de la PCR y C+, control positivo de la PCR.
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11.2 Apeéndice 2
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Apéndices
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Comprobacién de la presencia del inserto de ADN en el vector pG8SAET. Variantes del
epitopo de la biblioteca 9MUC1spL empleadas en la confeccion del panel de 84 clonas
de las que se obtuvieron las Selecciones Positiva'y Negativa. A-C, Producto de la reaccién
de PCR con los oligonucledtidos 5’DAMP y 3’DAMP de 100 colonias de E. coli
previamente transformadas con 9MUC1spL. Cada carril corresponde al producto de la
reaccion de PCR de una clona de la biblioteca 9MUC1spL. PM, patrén de peso molecular;
C-, control negativo de la PCR y C+, control positivo de la PCR. Electroforesis de ADN

en geles de agarosa al 2 %.
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11.3 Apéndice 3

A B

Células T CD8" de bazo Células T CD4* de bazo

% CD3*CD8"
% CD3*CcD4"
5
1

Sin 9-WT  9MUCl1spL Sin 9-WT 9MUC1spL
Tratamiento Tratamiento
Células T CD8" de bazo Células T CD4" de bazo

% CD3"CcD8"*
% CD3*CD4*
5
1

Sin 23-WT 23L Sin 23-WT 23L
Tratamiento Tratamiento

Cuantificacion de las células T CD8" y CD4" de bazo luego del tratamiento con las
bibliotecas 9MUC1spL y 23L. Ratones hembra BALB/c se implantaron con 10* células
4T1y se inmunizaron 5 dias posteriores con 180 ug del adyuvante poli I:C y 180 pg del
péptido sintético correspondiente. 2,5 x 10° células provenientes de los bazos de tres
ratones por grupo al dia 30 postimplante de la linea celular se incubaron con los
anticuerpos antiCD3-APCeFluor780, antiCD8-PE y antiCD4-APC. Los datos se
muestran como el porcentaje de las células CD3"CD8" y CD3"CD4" con respecto a las

celulas individuales totales adquiridas en el citometro. Los datos corresponden a un solo
experimento.
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