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Resumen

Se estima que cada afo se diagnostican mas de 2 millones de casos de cancer de
mama en todo el mundo y las cifras van en aumento. A pesar de esto, el avance en
el desarrollo de inmunoterapias actuales como los inhibidores de los puntos de
control inmunitarios (Immune Checkpoint Inhibitors, 1Cl) y las vacunas con base en
neoepitopos han demostrado resultados prometedores en la regresion tumoral. Sin
embargo, existen limitaciones importantes en un subgrupo de pacientes no
respondedores. Es entonces de alta relevancia continuar con la investigacion de
nuevas estrategias que contribuyan en el tratamiento y control del tumor de mama.
Hemos propuesto el uso de una nueva estrategia de vacuna denominada biblioteca
de epitopos variables (BEV), que incorpora un numero sin precedentes de epitopos
mutados para apuntar a la variabilidad antigénica y romper la tolerancia contra los
antigenos asociados a tumores. En este estudio, utilizamos una secuencia derivada
de la proteina receptora de laminina inmadura/antigeno oncofetal (OFA/ILRP) para
generar inmundégenos BEV de 43 y 9 aminoacidos. Las propiedades inmunogénicas
y los efectos antitumorales se probaron en un modelo de tumor de cancer de mama
metastasico agresivo 4T1. Los ratones portadores de tumores 4T1 desarrollaron
respuestas de células T CD8+IFN-y+ y CD4+IFN-y+ especificas del epitopo
después del tratamiento. El analisis de los tumores y los pulmones demostré que
las BEV podian aumentar la cantidad de linfocitos infiltrantes de tumores con
diversas funciones efectoras al tiempo que reducen la cantidad de células T
reguladoras y supresoras derivadas mieloides inmunosupresoras. Lo que es mas
importante, los inmundégenos BEV inhibieron el crecimiento tumoral y las metastasis
pulmonares después de una sola dosis. Los resultados presentados aqui son
consistentes con nuestros estudios previos y proporcionan evidencia de la viabilidad
de los inmunogenos BEV como inmunoterapia prometedora contra el cancer.



1. INTRODUCCION

1.1 Cancer en México y en el mundo

A pesar de los avances en las tecnologias, los tratamientos y en el
entendimiento de la enfermedad todavia hay dificultades para tratar exitosamente a
los pacientes con cancer. Esta enfermedad continua siendo una de las principales
causas de muerte alrededor del mundo. De acuerdo con el observatorio global del
cancer (GLOBOCAN por sus siglas en inglés), en el 2019 el cancer fue la principal
o la segunda causa de muerte en personas menores de 70 afios en 112 de 183
paises, mientras que en otros 23 paises se posiciond como la tercera o cuarta causa
de muertes. Los datos estimados en 2020 muestran 19 292 789 millones de nuevos
casos y 9.9 millones de muertes por cancer en el mundo (Sung et al., 2021). Los
datos para ambos sexos combinados muestran que el cancer de pulmon y el cancer
de mama fueron los tipos de tumores malignos con mayor numero de nuevos casos
seguidos por el cancer colorrectal, préstata, estomago, higado y cérvico uterino, los
demas tipos de neoplasias malignas no representaron mas del 3 % de nuevos casos
individuales, pero en conjunto fueron responsables del 46 % de la incidencia (Figura

1).
Numero de nuevos casos en 2020, ambos sexos y todas las edades.

Mama
2261419 (11.7%)

Pulmén
2206 771 (11.4%)

Colorrectal
1931 590 (10%)
Préstata
1414 259 (7.3%)
Estémago
1089 103 (5.6%)

Cervicouterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Otros tipos de cancer
8 879 843 (46%)

Figura 1. Incidencia del cancer a nivel mundial. Nimeros estimados de casos nuevos y
porcentajes de nuevos casos en diferentes tipos de cancer en ambos sexos y edades en todo el
mundo. Adaptado de GLOBOCAN, 2021, The Global Cancer Observatory, https://gco.iarc.fr/.



https://gco.iarc.fr/

Los 10 tipos de cancer con mayor incidencia (mama, pulmon, prostata, no
melanoma, colon, estdmago, higado, recto, cérvix y esdfago) representaron mas del
60 % de los casos diagnosticados y mas del 70 % de las muertes por cancer (Sung
et al., 2021). El cancer de mama y el de pulmén fueron los tumores con el mayor
numero de nuevos casos, este ultimo acumulé mayor numero de muertes, siendo el
responsable del 18 % de las muertes por neoplasias malignas, mientras que el
cancer de mama representd solamente el 6.9 %, superado por otros tipos de
canceres como el de estomago o higado que representaron el 7.7 % y 8.3 %,
respectivamente. Los datos sobre la incidencia y mortalidad causadas por los
diferentes tipos de cancer por sexo, muestran que el cancer de pulmén es el que
mas comunmente se diagnostica en hombres a nivel mundial y el que representa
mayor mortalidad, seguido por el cancer de prostata (14.1 %) y colorrectal (10.6 %)
en incidencia, y el de higado (10.4 %) y colorrectal (9.3 %) en mortalidad. Por otro
lado, en las mujeres el cancer de mama es el tumor maligno mas diagnosticado y
es la principal causa de muerte a nivel mundial (15.5 %), seguido por el cancer de
pulmén (13.7 %) y cancer colorrectal (9.5 %) y en incidencia cancer de mama (24.5
%), cancer colorrectal (9.4 %) y cancer de pulmon (8.4 %) (GLOBOCAN).

En la actualidad el cancer es una enfermedad que ha sido considerada un
problema de salud publica, que afecta a paises de primer mundo y a paises en vias
de desarrollo. En México, el cancer se posiciona como la tercera causa de muerte
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Mohar-Betancourt et
al., 2017). Sin embargo, el cancer de mama desde el afio 2006 es la primera causa
de muerte por cancer en la poblacion femenina, se registraron 20 444 casos en
mujeres con una incidencia de 35.4 casos por 100 000 mujeres (Secretaria de
Salud, 2015). En el afio 2015, se registro una incidencia de 27.94 casos por cada
100 000 mujeres y en el grupo de mujeres de 25 afios 0 mas se registraron 6 252
defunciones (Scretaria de Salud, 2016; INEGI 2020). En el 2019, se registr6é una
incidencia de 35.24 por 100 000 mujeres y se registro 17.94 defunciones por cada
100 000 mujeres de 20 afios o mas (INEGI, 2020). De acuerdo a las estimaciones
del GLOBOCAN en el afio 2020, los tipos de cancer con mayor recurrencia en
ambos sexos fueron el de mama, prostata, colorrectal, tiroides y cérvico uterino. En
los hombres el cancer con mayor mortalidad se encuentra el cancer de prostata,
pulmén, colorrectal, estdmago y higado, mientras en las mujeres el cancer de mama
es el cancer con mayor incidencia y también la principal causa de muerte, seguido
por cérvico uterino, higado, colorrectal y estdmago (Figura 2).



Numero de nuevos casos en 2020, México, Numero de muertes en 2020, México,

mujeres todas las edades mujeres todas las edades
Mama
7931 (17.2%)
Mama
Otros tipos de cancer 29 929 (28.2%)
35 853 (33.8%) Otros tipos de cancer
17 687 (38.4%) . .
\ Cervicouterino
| 4335 (9.4%)
Estémago : ‘ Cervicouterino Higado
4164 (3.9%) 9439 (8.9%) 3650 (7.9%)
Ovari Tiroides Pulmén Colorrectal
vario 9142 (8.6% 2796 (6.1% 89
4963 (4.7%) (8.6%) (6:1%) 3 585 (7.8%)
Utero ggg’g ":;:éil Ovario Estémago
5508 (5.2%) (6.6%) 3038 (6.6%) 3060 (6.6%)

Figura 2. Incidencia y mortalidad del cancer de mama en México. Numeros estimados y
porcentajes de casos nuevos y muertes en diferentes tipos de cancer en mujeres de México 2020.
Adaptado de GLOBOCAN, 2021, The Global Cancer Observatory, https://gco.iarc.fr/.

A pesar de que en los ultimos afos ha existido un gran avance en el
desarrollo de terapias contra el cancer, la incidencia y mortalidad sigue en aumento
en México y en el mundo. La organizacion mundial de la salud (OMS) prevé que la
carga mundial por cancer aumente a unos 30 millones de nuevos casos para el
2040. No obstante, se considera que es posible controlar y reducir la incidencia y
mortalidad mediante la implementacién de estrategias basadas en habitos
saludables y la prevencion con técnica de diagndstico temprano y el surgimiento de
tratamientos mas eficaces con menores efectos secundarios.


https://gco.iarc.fr/

1.2 Cancer de mama

La glandula mamaria esta formada por los I6bulos, lobulillos y la grasa que
los recubre, ademas de los vasos sanguineos, linfatico, tejido fibroso y ligamentos.
Los Iébulos y lobulillos se encuentran conectados por medio de conductos que
desembocan en el pezon. El cancer de mama puede afectar dichas estructuras ya
que es en estos lugares donde aparecen los tumores y de acuerdo con el origen, el
cancer de mama se puede clasificar en carcinoma ductal y lobulillar (Akram et al.,
2017). El cancer de mama suele progresar rapidamente y en estadios avanzados
los tumores suelen ser invasivos. Los lobulos y conductos consisten en un epitelio
basal de células mioepiteliales y células luminales (Harbeck et al., 2019). La
hiperplasia ductal atipica (HDA) es una lesién premaligna caracterizada por la
presencia de células anormales dentro del I6bulo o conducto mamario. EI HDA es
el precursor del carcinoma ductal in situ (CDIS) y lobulillar (CLIS) (Figura 3) (Kader
et al., 2019), dicha hiperplasia es una lesién no invasiva que contiene células
anormales. Con cada etapa, el riesgo de desarrollar cancer de mama invasivo
aumenta, una vez que las células han invadido, el riesgo de desarrollar metastasis
es elevado y los nodulos linfaticos son el sitio principal de la invasion (Vargo-Gogola
y Rosen, 2007).

A Carcinoma ductal in situ (CDIS) B Carcinoma lobulilar in situ (CLIS) C
Lbulo normal
oo -
Conducto normal (AL s Conducto normal
\ 2 RGN
Lébulo o \ Lpilo \\ vai & | Lébulo 00
1700 N N 1700
3 A 3
y o ) X ; \ LAY o )
Y000y /\g _Conductos 3 Soeey
) E————Conductos %) // oLs 4 E———"—Conductos

N2 )

3

S Lobuillos

'Células
anormales

\ AN
Tejido graso \ Tejido graso ) Tejido graso

Figura 3. Cancer de mama. A) Carcinoma ductal in situ (CDIS), hay proliferacién de células
anormales en el revestimiento del conducto mamario. B) Carcinoma lobulillar in situ (CLIS), hay
proliferacion de células anormales en los lobulillos de la mama. C) Carcinoma ductal invasivo, es el
cancer de mama mas comun este comienza en el revestimiento del conducto mamario, también
puede suceder en los lobulillos de la mama. Adaptado de Terese Winslow LLC. (2012). National
Cancer Institute.

En los ultimos afios, sobre el cancer de mama se han desarrollado varias
clasificaciones sobre la base de las caracteristicas moleculares e histologicas. Por
ejemplo, los subtipos histolégicos son los mas frecuentes del cancer de mama. El
carcinoma ductal y el carcinoma lobulillar son las lesiones invasivas y sus
homologos preinvasores son el CDIS y el CLIS. Los subtipos intrinsecos de Perou
y Sorlie (2000) se basan en una firma de expresion de 50 genes (PAM50) y su
clasificacion incluy6 4 subtipos de cancer de mama: tipo luminal (luminal A, luminal
B con expresion del receptor de estrogeno (RE)), el tipo basal, el tipo Her2 (receptor
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2 del factor de crecimiento epidérmico humano) sin expresiéon de RE y un grupo
similar a la mama normal. En la practica clinica se usa una clasificacion que se basa
en la expresion histolégica e inmunohistoquimica de proteinas clave: receptor de
estrogeno y progesterona (RP), Her2 y el marcador de proliferacion Ki67. Ademas
de la expresion negativa de los receptores hormonales (RE-, RP-) y negativa en la
expresion de Her2 (Harbeck et al., 2019). La mayoria de los canceres de mama
negativos a estos receptores son de tipo basal (50-75 %) y son generalmente menos
frecuentes que los carcinomas luminales, pero son mas agresivos y tienen peor
prondstico que los restantes subtipos y son nombrados cancer de mama triple
negativo (Perou, 2010; Susan, 2011).

Tabla 1. Subtipos del cancer de mama

Luminal A Luminal B HER2+ Basal

- Frecuencia 40 % - Frecuencia 20 % | - Frecuencia 25 % - Frecuencia 15 %

- RE+ - RE+ - RE- - RE-

- RP+ - RP+ - RP- - RP-

- HER2- - HER2+/- - HER2+ - HER2-

- Ki67 bajo - Ki67 alto - Ki67 alto - Ki67 alto

- Pronéstico - Pronéstico - Pronéstico - Pronéstico malo
Favorable moderado moderado/malo

Perou, 2010; Susan, 2011; Harbeck et al., 2019; Orrantia-Borunda et al., 2022.




1.3 Generalidades del cancer

El cancer se describe como un conjunto de enfermedades relacionadas de
etiologia compleja, heterogénea y dinamica (Moses et al., 2018) que se caracteriza
por el crecimiento irregular de las células que se dividen sin control y pueden
diseminarse a otros tejidos. El cancer puede ser causado por factores fisicos,
quimicos y biologicos que inducen mutaciones en el ADN de las células en los genes
supresores de los tumores y los oncogenes. Esto conlleva a que una proteina pierda
su actividad bioldgica o que gane funcion, una vez que estas células se dividen y
crecen sin control, estas mutaciones siguen y permanecen en las células
cancerosas lo que conlleva a la inestabilidad gendmica. Ademas, estas células
cancerosas siguen generando nuevas mutaciones. Sin embargo, no todas las
mutaciones conducen al cancer, sino solo aquellas que otorgan una ventaja a las
células (Pon y Marra, 2015). Las neoplasias pueden ser benignas o malignas, los
tumores benignos no invaden tejidos adyacentes, es decir, crecen de manera local.
Los tumores malignos invaden el tejido circundante e invaden el tejido distal.

Existen mas de 200 tipos de cancer con diferentes subtipos, éstos reciben su
nombre de acuerdo a las células que los originan como: carcinomas, sarcomas,
leucemias, linfomas o mielomas. Los carcinomas son tumores malignos de células
epiteliales o glandulares. Los sarcomas son tumores de los tejidos conectivos o de
soporte (musculo, hueso, cartilago y tejido fibroso). Las leucemias son tumores
liquidos que se originan de las células de la sangre. Los linfomas y mielomas se
originan de las células del sistema inmunitario. Ademas, hay canceres del sistema
nervioso central, los cuales suelen ser mortales debido a la interrupcion normal de
las funciones cerebrales. Los tumores también se pueden nombrar de acuerdo con
el tejido y el érgano de origen como: carcinoma de pulmén o de mama. Las células
tumorales durante su transformacion adquieren caracteristicas y todas se
comparten en algun momento. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg revisaron las
caracteristicas distintivas del cancer e incluyeron 6 caracteristicas. Sin embargo,
con el avance del conocimiento y el entendimiento de la enfermedad, una serie de
observaciones los llevd a proponer nuevas caracteristicas del cancer (Hanahan y
Weinberg, 2000). Ciertas caracteristicas permiten a las células tumorales el
surgimiento de otras como la inestabilidad gendmica (mutaciones) y junto a la
inflamacion crénica promueven la aparicidon de nuevos sellos o caracteristicas.
Estas caracteristicas (Figura 4) son aplicables a casi cualquier tipo de cancer y entre
estas se encuentran:

Las senales proliferativas sostenidas son caracteristica en donde las células
tumorales las cuales producen sus propios factores de crecimiento y responden con
la expresion de receptores afines, lo que da una estimulacion proliferativa autocrina.
Ademas, las células tumorales pueden inducir a las células vecinas a producir mas
factores de crecimiento (Cheng et al., 2008). También la sefalizacion de los
receptores puede desregularse o tener alteraciones estructurales en las moléculas
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del receptor y derivar en la activacidén constitutiva en ausencia del ligando, estas
alteraciones inducen una mayor proliferacion de las células tumorales (Wang et al.,
2006). Otras de las caracteristicas es la evasion de los supresores del crecimiento.
En esta caracteristica las células tumorales presentan mutaciones en los genes
supresores de los tumores (TP53 y RB) que codifican proteinas que pierden su
funcion. De esta manera las células tumorales no tienen los puntos de control que
inhiben la proliferacién o les impidan progresar en el ciclo celular (Bookstein et al.,
1990; Zilfou y Lowe, 2009). La resistencia a la muerte celular es otro de los sellos
de esta enfermedad. La muerte celular o apoptosis es un mecanismo que elimina a
las células asociadas a un estrés o dafio a ADN. Sin embargo, las células tumorales
presentan desregulacion de las sefales intrinsecas y extrinsecas apoptoticas que
involucra la pérdida de la funcion de los receptores de muerte celular (ligando Fas
y receptor Fas, TRAILR y TNFR) y la inactivacion de las caspasas. Ademas de la
sobreexpresidon de proteinas reguladoras antiapoptoticos de la familia BclL-2
(Sharma et al., 2019). La angiogénesis es otra de las caracteristicas distintivas del
cancer. Durante el crecimiento tumoral los tumores requieren nutrientes y oxigeno,
ademas de evacuar los desechos metabdlicos, la angiogénesis responde a estas
necesidades y estimula la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y promueve el crecimiento de nuevos vasos sanguineos (Hanahan y
Weinberg, 2000). Otras de las caracteristicas es el potencial replicativo ilimitado.
Durante la division celular, las células normales pierden parte del ADN que se
encuentra en el extremo final de los cromosomas (los teldomeros, compuesto por
multiples repeticiones de secuencias cortas de 6 pares de bases) esto genera la
erosion de los telémeros y, por lo tanto, limita la division celular (Hanahan y
Weinberg, 2000). Las células tumorales evitan la erosion de los telomeros debido a
la expresion de la enzima telomerasa, la cual adiciona hexanucleétidos repetidos en
los extremos finales de los cromosomas (Shay y Wright, 2000). La invasion de tejido
y metastasis es el ultimo de las caracteristicas del cancer. Las células tumorales
pueden adquirir la capacidad de invadir el tejido local y tejido distante (metastasis).
Las células tumorales desarrollan alteraciones en su forma, asi como en su unién a
otras células y a la matriz extracelular. La pérdida o disminucién de moléculas de
adhesion como la E-cadherina y la expresion de moléculas asociadas a la migracion
como la N-cadherina se asocian a un aumento en la migracion y por lo tanto a la
formacion de metastasis (Cavallaro y Christofori, 2004 ). En los ultimos afios, se han
ido agregando nuevos sellos del cancer como la desregulacion del metabolismo
celular y la evasion del sistema inmunitario (Figura 4) (Hanahan y Weinberg, 2011).
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1.4 Respuesta inmunitaria y Cancer

El sistema inmunitario consta de 6rganos linfoides, células y componentes
humorales, que se encargan de proteger al organismo de cualquier patégeno como
bacterias, hongos, virus y células tumorales. El sistema inmunitario esta compuesto
por el sistema inmunitario innato y adaptativo. Una vez que el sistema inmunitario
entra en contacto con alguno patdégeno se genera una respuesta coordinada,
denominada respuesta inmunitaria. Una respuesta inmunitaria débil genera
susceptibilidad a infecciones o incapacidad de eliminar células tumorales o bien, en
inmunodeficiencias; mientras una respuesta excesiva conlleva a reacciones de
hipersensibilidad o enfermedades autoinmunes (Marshall et al., 2018).

La respuesta inmunitaria innata es la primera linea de defensa del organismo y se
encarga del reconocimiento rapido de los agentes infecciosos, consta de 3
mecanismos de defensa: 1) Barreras anatomicas, estas se dividen en factores
mecanicos (piel, células ciliadas del tracto respiratorio), factores quimicos (cerumen,
lisozimas y fosfolipasas) con actividad antimicrobiana y factores biologicos (la
microbiota de la piel y el tracto gastrointestinal), 2) Respuestas humorales
compuesta por el sistema de complemento y algunas citocinas (Interferén e IL-1) y
3) Componentes celulares, que consiste en las células polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos), macréfagos, células dendriticas y células
asesinas naturales (NK por sus siglas en inglés) y que son reclutados en una
infeccion o proceso proinflamatorio (Smith et al., 2019).

La respuesta inmunitaria adaptativa lo constituyen las células T y B. Estas se
caracterizan por ser antigeno especifico y generar memoria inmunitaria. Los clones
de células T y B reconocen los epitopos antigénicos a través del TCR (T-Cell
Receptor) o BCR (B-Cell Receptor), los cuales son resultado de la recombinacion
genética en las células de la linea linfoide. Una respuesta inmunitaria adaptativa
eficiente dependera de los mecanismos celulares y humorales de la respuesta
inmunitaria innata, entre éstos la presentacion antigénica, la liberacién de citocinas
y quimiocinas. Esto es esencial para generar una respuesta inmunitaria adaptativa
donde las células T CD8+ y CD4+ son importantes en la respuesta antitumoral. La
respuesta inmunitaria adaptativa requiere de microambientes especializados donde
las células puedan colaborar eficientemente. Las células T deben migrar a los
organos linfoides secundarios para encontrar al antigeno presentado por las células
presentadoras de antigeno (células dendriticas, macrofagos y células B) en la
molécula de clase | o || del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y donde
transcurre la activacion de la célula T ante el reconocimiento de su antigeno. La
activacion correcta de las células T requiere de tres senales:
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La primera sefial es la interaccion TCR/MHC, el receptor de la célula T interacciona
con el epitopo/péptido presentado en las moléculas de clase | o Il del MHC de las
células presentadoras de antigeno, ademas de la interacciéon de las moléculas
correceptoras CD8 o CD4. Las moléculas de clase | del MHC presentan
péptidos/epitopos de 8 a 12 aminoacidos a las células T CD8+. Las moléculas de
clase Il del MHC presentan péptidos/epitopos de 13 a 25 aminoacidos a las células
T CDA4+, los sitios de anclaje del MHC Il son mas heterogéneos y presentan mayor
polimorfismo que las moléculas de clase | (Kindt et al., 2007).

La segunda sefal es la interaccion de las moléculas coestimuladoras de la célula T
(CD28, CD40L e ICOS) con la célula presentadora de antigeno (CD80, CD86, CD40
e ICOSL). La presencia de las moléculas inhibitorias (CTLA-4 y PD1) genera
tolerancia o inhibicion de la célula T (Kindt et al., 2007).

La tercera sefial esta mediada por el microambiente de citocinas, la cual
determinara el tipo de respuesta que se efectuara. Las células T CD8+ citotdxicas
(CTL) son importantes en la eliminacion de los patdgenos intracelulares como los
virus, ademas de la respuesta contra tumores, una vez activadas, las células migran
por gradiente de quimiocinas al sitio de infeccién o al tumor. Las células ThO CD4+
naive se pueden diferenciar a las células T cooperadoras (Th), estas a su vez
pueden diferenciarse en varias subpoblaciones efectoras (Th1, Th2, Th3, Th9,
Th17, Th22, etc.). Si en el microambiente predomina la IL-12 y el IFN-y, estos
favoreceran la diferenciacion hacia un perfil Th1 con la activacion del factor de
transcripcion T-bet. A su vez, las células Th1 induciran la expresion de la IL-2 y el
IFN-y, citocinas importantes para la activacion de macréfagos y CTL, ademas que
estimulan la sintesis de IgG opsonizantes y fijadores de complemento. En un
microambiente donde predomina la IL-4 se favorecera un perfil Th2 y la activacion
del factor de transcripcion GATA-3 y se inducira la sintesis de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-13 e IL-25 (Montafio y Rendon, 2016). Este perfil es caracteristico de la
respuesta hacia los microorganismos y los parasitos, mediado por IgE, eosindfilos
y mastocitos. Ademas, las citocinas expresadas por las células Th2 favorecen que
las células B se diferencien en células plasmaticas productoras de anticuerpos. Un
microambiente con la IL-2 y el TGF- se favorece la diferenciacion a un perfil de
células T reguladoras inducidas (iTreg), o Th3, y la activacion del factor de
transcripcion Foxp3. Ademas, estas estan asociadas con una regulacion inmunitaria
para mantener la tolerancia a lo propio y la homeostasis, también secretan TGF-f3,
mientras que las células Treg o Tr1, secretan IL-10. Las células Treg o Tr1 puede
que no expresen Foxp3, lo que sugiere un fenotipo CD4+CD25+Foxp3- (Kindt et al.,
2007; Montafo y Rendon, 2016). Las células Th CD4+ no son las unicas con
propiedades reguladoras, existe una variedad de otros tipos celulares, como las
células Treg CD8+, las dobles negativas (CD3+CD4-CD8-), NKTreg, Breg y Ty/s,
entre otras (Montafio y Rendon, 2016), que son consideradas como las causantes
de controlar los mecanismos de tolerancia.
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En el desarrollo del cancer o carcinogénesis, las células transformadas
expresan un patron de moléculas proteicas que son reconocidas por el sistema
inmunitario denominadas “Antigenos tumorales”, lo cual determinan un perfil
antigénico. Los antigenos tumorales pueden ser antigenos especificos del tumor
(tumor-specific antigen, TSA), que son moléculas que se generan como productos
de las mutaciones somaticas no sinonimas (cambio puntual en la expresidn génica
y como resultado habra un cambio en la proteina resultante) y, por lo tanto, solo son
expresados exclusivamente en el tejido tumoral y también son altamente
inmunogeénicos debido a la falta de tolerancia central. Ademas, los TSA se pueden
encontrar en los tumores inducidos por los virus producto de los epitopos virales
(Hu et al., 2018; Fennemann et al., 2019). Los antigenos asociados al tumor (tumor-
associated antigen, TAA) son moléculas propias no mutadas expresadas en los
tumores, pero también se encuentran en los tejidos normales y se pueden clasificar
en funcion de su patrén de expresidn en los tejidos sanos. Por ejemplo, como los
antigenos sobreexpresados, los antigenos de diferenciaciéon y los antigenos
derivados de linea germinal que estan expresados en los tumores y que se
encuentran en ciertos tejidos normales (Novellino et al., 2004; Hu et al., 2018). De
esta manera el sistema inmunitario es capaz de reconocer a los TSA y a los TAA
expresados por las células transformadas y generar una respuesta inmunitaria
contra las células malignas, lo que forma parte del concepto que explica la relacion
entre el sistema inmunitario y el tumor, “la inmunoedicion del cancer” (Figura 5). La
inmunoedicion se divide en 3 etapas o fases: eliminacion (inmunovigilancia),
equilibrio y escape (Dunn et al., 2006).

Eliminacion: en esta etapa ocurre “la inmunovigilancia”, las células malignas
transformadas por los estimulos oncogénicos son identificadas por el sistema
inmunitario innato mediante los patrones moleculares asociados a dafio (DAMP)
gue son liberados por las células tumorales moribundas. A medida que el tumor
crece las células expresan en su membrana las moléculas de estrés o las moléculas
de clase I no clasicas del MHC (RAE-1, H60 en raton y MICA/B en humanos y CD1b)
y son reconocidos por los ligados NKR de las células NK y son eliminadas. Lo que
conlleva a la liberacion de las citocinas proinflamatorias e inmunomoduladores y el
reclutamiento de las células presentadoras de antigeno. Esto permite un
microambiente que da paso a la respuesta inmunitaria adaptativa especifica del
tumor, con la activacion de las células T CD8+ citotoxicas y las células Th CD4+
cooperadoras, que confieren la proteccidn contra el desarrollo de los tumores (Kim
et al., 2007; Mahmoud et al., 2017).

Equilibrio: fase en la cual no todas las células tumorales fueron eliminadas. Estas
se mantienen cronicamente o en estado de latencia, son poco inmunogénicas y
proliferan, hay un equilibrio entre la actividad citotéxica del sistema inmunitario y la
proliferacion tumoral. La inestabilidad genética de las células tumorales genera una
seleccion inmune, lo que produce poblaciones nuevas de variantes tumorales,
ademas de mutaciones que no estimulan una respuesta, lo cual confiere mayor
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resistencia a la eliminacion. Esta etapa se vuelve muy heterogénea y se considera
la fase con mayor duracion en el tiempo (Khong y Restifo, 2002; Vinay et al., 2015).

Escape: Las nuevas poblaciones de variantes tumorales poco inmunogénicas son
insensibles a la deteccion y evaden el sistema inmunitario por varios mecanismos.
Estas nuevas células proliferan y se desarrollan como un tumor clinicamente
detectable, al mismo tiempo el sistema inmunitario resulta afectado por el deterioro
del organismo (Khong y Restifo, 2002; Poggi y Zocchi, 2006; Schreiber et al., 2011).
Entre estos mecanismos de evasion se encuentran los siguientes:

Pérdida de la expresion de las moléculas de clase | del MHC y procesamiento
de antigeno, debido a mutaciones en el gen de la f2-microglobulina y del gen
del transportador TAP (Korkolopoulou et al., 1996; Hicklin et al., 1998).
Citocinas inmunosupresoras secretadas por las células tumorales o por las
células del estroma, como la secrecién del TGF-$ junto con la IL-10, que
inhiben la activacion de las células T e inhiben la produccion de la IL-2, la IL-
12 y el IFN-y, estas ultimas necesarias para la activacion de las células T
citotoxicas (Massagué et al., 2008; Llopiz et al., 2017). Adicionales a las
citocinas inmunosupresoras, las células tumorales pueden secretar otros
factores solubles inmunosupresores como el VEGF, indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) y galectina-1 (Schreiber et al., 2011). Estos tienen impacto
en la activacion de las células T y células dendriticas (DC).

Contraataque tumoral: Consiste en la expresion de ligandos de los receptores
de muerte de la via Fas/FasL. FasL se expresa en las células tumorales e
interactua con Fas en las células T o NK que infiltran en el tumor. La
interaccion de estas moléculas activa la cascada de caspasas e induce la
apoptosis en las células T y NK activados (Igney y Krammer, 2005). También,
se ha reportado la secreciéon de exosomas que contienen FasL y que se
liberan durante la progresién tumoral.

El reclutamiento de las células supresoras es favorecido por el
microambiente tumoral. El aumento de las células T reguladoras
CD4+CD25+Foxp3+ en el sitio tumoral induce la inhibicion de la actividad de
las células T mediante la secrecion de la IL-10 y el TGF-B, ademas del
consumo de la IL-2 y la expresion de las moléculas inhibitorias (PD-1y CTLA-
4) que sirven como checkpoints inmunitarios (Syed Khaja et al., 2017; Li et
al., 2020). Las células supresoras derivadas del linaje mieloide (MDSC), son
una poblacion heterogénea de células inmaduras que incluye monocitos y
granulocitos ambas subpoblaciones muestran ser inmunosupresoras y
secretan TGF-, IL-6, IL-4, arginasa | y 6xido nitrico sintasa inducible a través
de las especies reactivas del oxigeno (Markowitz et al., 2013; Marvel et al.,
2015; Secondini et al., 2017). También estos son sefales inhibitorias para las
células T, NK'y DC.
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Figura 5. Inmunoedicion del cancer. La teoria de la inmunoedicion consta de tres etapas:
Eliminacién, Equilibrio y Escape. Eliminacién: Inicia con el proceso de carcinogénesis y
transformacién maligna de algunas células de tejido normal causado por los factores fisicos,
quimicos y biologicos o factores hereditarios. Las células transformadas moribundas liberan DAMP
y activan la respuesta innata. Las células tumorales expresan moléculas de estrés que son
reconocidas por las células NK y las elimina. Esto conlleva a la liberacién de citocinas
proinflamatorias y el reclutamiento de las células presentadoras de antigeno. Estas células presentan
antigenos en las moléculas de clase | o Il del MHC y activan a las células T CD8+ citotoxicas y las
células Th CD4+ cooperadoras que eliminan a las células tumorales y generan proteccion. Equilibrio:
Las células transformadas no son completamente eliminadas y la constante presiéon inmunitaria
ejercida sobre las células tumorales genéticamente inestables mantenidas en equilibro, puede
generar variantes tumorales poco inmunogénicas lo que provoca una seleccién inmunitaria
(esculpido). Hay un equilibrio entre la actividad citotdxica y la proliferacion tumoral. Escape: subsisten
variantes tumorales pobremente inmunogénicas e inmunoevasivas. Las células tumorales presentan
pérdida de los antigenos y de la expresion del MHC. Ademas, secretan moléculas
inmunosupresoras: TGF-f, IDO, galectina, IL-6, IL-10 y MICA/B soluble. También se reclutan a las
células inmunosupresoras Treg, MDSC, macréfagos M2 que liberan citocinas y factores solubles que
inhiben a las células del sistema inmunitario y se crea un microambiente que favorece el crecimiento
tumoral y se manifieste clinicamente (Modificado de Schreiber et al., 2011).
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1.5 Terapias convencionales contra el cancer

Las terapias convencionales contra el cancer generalmente incluyen: la
cirugia, los agentes quimioterapéuticos y la radioterapia. La cirugia sigue siendo la
estrategia principal para curar el cancer de mama y consiste en extirpar el tumor
primario sin afectar el tejido adyacente (Arruebo et al., 2011). A menudo es
necesaria, ademas, la extirpacion de los ganglios linfaticos axilares (Mastectomia
radical modificada). En los ultimos afios el avance en el desarrollo de técnicas
quirurgicas y el uso de la terapia sistémica neoadyuvante ha permitido la
conservacion de la mama y se ha convertido en el principal objetivo quirurgico
sustituyendo la mastectomia (Harbeck et al., 2019). La cirugia conservadora de
mama muestra beneficios de supervivencia que no son peores que la mastectomia
(Sun et al., 2021). A pesar de la extirpacidén del tumor primario la cirugia no es capaz
de eliminar a las células que han invadido el tejido adyacente o los que se han
diseminado a otros 6rganos, incluso se ha propuesto que la cirugia pudiera inducir
metastasis, ya que puede liberar células tumorales en el torrente sanguineo (Tohme
et al,, 2017). Sin embargo, la cirugia es empleada en combinacion con la
quimioterapia. La quimioterapia es el tratamiento en el cual se utilizan moléculas
que inhiben la proliferacion celular de las células tumorales, en dependencia de su
mecanismo de accion se incluyen: los taxanos que son farmacos que se unen a la
tubulina lo que da lugar a la formacion de haces de microtubulos estables y no
funcionales y, por tanto, interfieren con la mitosis e inducen la apoptosis en las
células (Crown y O’leary, 2000). Los agentes alquilantes incorporan grupos alquilos
al ADN y forman puentes inter o intracatenarios responsables de la alteracion y dafo
del ADN, por ultimo, generan la muerte celular (Litterman et al., 2013). Otros
agentes quimioterapéuticos como los antimetabolitos que inhiben la actividad de las
enzimas relacionadas con la sintesis de purinas y pirimidinas e inducen la
eliminacion de nucledtidos y provocan la inhibicion de la replicacion del ADN, otros
se incorporan al ADN y generan errores estructurales aumentando asi la muerte
celular (Lansiaux, 2011; Peters, 2014). Los antibidticos antitumorales son
principalmente péptidos y antraquinonas, actuan insertandose entre pares de bases
del ADN donde se unen estrechamente y pueden formar un complejo con el ADN e
inhibir la funcion de la ARN polimerasa para asi parar la sintesis del ARN y promover
la apoptosis de las células tumorales (Gao et al., 2020). Los inhibidores de la
topoisomerasa | y Il, que son enzimas implicadas en el desenrollamiento del ADN
durante la replicacion y transcripcidon, su inhibicion lleva a que no se forme la
horquilla de replicacion lo que induce la muerte de las células (Hevener et al., 2018).

Los agentes quimioterapéuticos son capaces de afectar y eliminar a las
células malignas y sanas, ya que también poseen los componentes que son blancos
de estos farmacos, lo que causa muchos efectos secundarios en los pacientes
(anemia, leucopenia, disfuncion cardiaca, gastrointestinales, pérdida de cabello,
diarrea, problemas renales, disfunciones cognitivas y neuropatia periféricas)
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(Nurgali et al., 2018). A menudo la quimioterapia se combina con otros farmacos
para mejorar la respuesta, sin embargo, un problema importante de estos
tratamientos es la resistencia al farmaco. La radioterapia se suele utilizar después
de la cirugia donde se extirpé un tumor, esta terapia se basa en inducir un haz de
radiacion de alta energia hacia el sitio del tumor y sus alrededores, la radiacion
ionizante induce dafio al ADN de las células expuestas a la radiacién, lo que lleva a
la muerte celular. Aproximadamente, el 60-65 % de los pacientes con cancer reciben
la radioterapia como parte de su tratamiento, ya sea en combinacion con la cirugia
o con los agentes quimioterapéuticos (Mehta et al., 2010). Sin embargo, esta terapia
continua teniendo fuertes efectos secundarios que disminuyen la calidad de vida de
los pacientes, ademas que se limita la cantidad de radiacion que puede aplicarse.
Dependiendo del estadio del cancer las terapias convecionales pueden ser
ineficaces para controlar el crecimiento y la propagacion de las células tumorales.

1.6 Inmunoterapias contra el cancer

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento contra el cancer que se centra en
potenciar la respuesta inmunitaria contra las células tumorales. Esta terapia utiliza
los componentes del sistema inmunitario para reconocer y eliminar a las células
tumorales. Existen diferentes tipos de inmunoterapias contra el cancer, en
dependencia como actua la inmunoterapia con respecto al sistema inmunitario del
paciente se puede clasificar como inmunoterapia pasiva y activa (Galluzzi et al.,
2014).

La inmunoterapia pasiva: se suministra los componentes activos al paciente
(actividad intrinseca), por ejemplo, la transferencia adoptiva de las células T y el uso
de los anticuerpos (Figura 6). En la transferencia adoptiva de las células T, se
extraen las células T de la sangre periférica o del tejido tumoral (peripheral blood
lymphocytes, PBL y tumor-infiltrating lymphocytes, TIL) del paciente y se expande
in vitro. Los TIL se pueden expandir de forma no especifica ya que son
preferentemente especificos de tumores antes del cultivo. En los PBL la
especificidad tumoral se induce mediante la expansidn especifica de antigeno o por
ingenieria genética. Después de varias semanas de expansion en cultivo y una vez
seleccionadas las células T especificas del tumor se reinfunden al paciente
acompafado de citocinas estimuladoras y de un tratamiento previo (Dudley et al.,
2008; Perica et al., 2015). También se ha empleado la transferencia adoptiva de las
células T modificadas genéticamente que expresan receptores de antigenos
quiméricos (Chimeric antigen receptor T cell therapy, CAR-T). Las CAR-T expresan
un dominio extracelular de unién al antigeno de una inmunoglobulina fusionado a
un dominio transmembrana y al dominio de sefalizacion intracelular que guia a la
activacion de las células T (dominio CD3z ITAM y dominios coestimuladores CD28
o CD137). Esto permite reconocer y eliminar a las células tumorales que expresan
el antigeno asociado al tumor de interés, sin la necesidad de la presentacion de los
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péptidos en las moléculas del MHC (Ahmad et al., 2020). Hasta ahora, la FDA (de
sus siglas en inglés Food and Drug Administration) ha aprobado algunas terapias
CAR-T para neoplasias malignas hematologicas. Sin embargo, todavia hay desafios
que deben abordarse como las toxicidades (el sindrome de liberacion de citocinas
y la neurotoxicidad).

El uso de los anticuerpos monoclonales que alteran especificamente las funciones
de senalizacién de los receptores expresados en la superficie de las células
tumorales; se unen vy, por lo tanto, inhiben las vias de sefalizacion necesarias para
la supervivencia o progresion de la células tumorales, o pueden activar los
receptores de muerte celular potencialmente letales para ellos. Algunos anticuerpos
aprobados por la FDA pueden producir citotoxicidad y fagocitosis celular mediada
por los anticuerpos y, ademas, citotoxicidad dependiente de complemento y
opsonizacién (Figura 6). Asimismo, inmunoconjugados, es decir, anticuerpos
monoclonales especificos a TAA acoplado o conjugado a toxinas (Prang et al., 2005;
Kute et al., 2012; Galluzzi et al., 2014; Overdijk et al., 2015).

La inmunoterapia activa consiste en activar los componentes del sistema
inmunitario en el paciente. Algunos ejemplos de inmunoterapia activa son los
inhibidores de puntos de control inmunitario, las terapias con citocinas y las vacunas
terapéuticas (Figura 6) (Galluzzi et al., 2014). En las ultimas décadas se han
identificado y estudiado varias moléculas inhibidoras (PD-1/PDL1, CTLA-4, LAGS3,
TIM3) que contribuyen a la regulacion del sistema inmunitario y evitan que se dafien
los tejidos propios por autoinmunidades o infecciones. En el cancer, las moléculas
inhibitorias regulan de forma negativa la actividad efectora de las células T, como
moléculas de superficie su actividad se puede inhibir al bloquear esas vias con los
anticuerpos monoclonales y evitan el acoplamiento ligando-receptor y asi se
potencia la respuesta antitumoral. Ipilimumab es un anticuerpo monoclonal humano
dirigido contra CTLA-4 fue el primer ICI aprobado por la FDA en el 2011 para el
tratamiento de los pacientes con melanoma avanzado Ill/IV. El tratamiento con
ipilimumab demostré aumentar la respuesta antitumoral y la sobrevida en los
pacientes (Hodi et al., 2010; Khan et al., 2021). Pembrolizumab y nivolumab son
anticuerpos monoclonales que reconocen a PD-1, estos mostraron resultados
prometedores en pacientes con melanoma y carcinoma de pulmon de células no
pequefias (NSCLC) y su efecto antitumoral condujo que se aprobaran en el 2014
por la FDA (Borghaei et al., 2015; Garon et al., 2015; Ribas et al., 2016).
Actualmente se encuentran en ensayos clinicos de fase |V para neoplasias malignas
(Darvin et al., 2018). Cada vez mas se han ido desarrollando nuevos anticuerpos
monoclonales dirigidos a bloquear la via PD-1/PDL1 y a nuevas moléculas
inhibidoras. A pesar del éxito de la inmunoterapia con los ICI en algunas neoplasias
con alta carga mutacional, en los que han inducido la regresion del tumor todavia
presentan desventajas, por ejemplo, solo un subconjunto de pacientes muestra
capacidad de respuesta (Durgeau et al., 2018; Fennemann et al., 2019). Ademas,
pueden llevar a eventos adversos relacionados con el sistema inmunitario, lo que

17



conduce a diversas respuestas autoinmunes locales y sistémicas que generalmente
Nno son graves, pero en casos raros, pueden conducir a la muerte (Ramos-Casals et
al., 2020). No obstante, los ICI han revolucionado el campo de la inmunoterapia.

Las citocinas son glicoproteinas solubles secretadas por diversos tipos
celulares que median la comunicacion intercelular de forma autocrina, paracrina y
endocrina (Galluzzi et al., 2014). La accion que ejercen se asocia con la regulacion
del crecimiento y diferenciacion, activacion y respuesta de poblaciones celulares de
la respuesta inmunitaria (Montafio y Rendon, 2016), ademas de que regulan la
hematopoyesis. De esta manera las citocinas son importantes en el sistema
inmunitario. Desde los afos 80, la terapia con citocinas para activar el sistema
inmunitario en pacientes con cancer ha sido una modalidad de tratamiento
importante. En el afio 1986, se aprobo el IFN-a como tratamiento de leucemia de
células pilosas y con el tiempo fue aprobado para tratamientos de linfoma no
Hodgkin folicular, melanoma y sarcoma de Kaposi. (Goldstein y Laszlo, 1988;
Berraondo et al., 2019). Posteriormente, en el aino 1992, la IL-2 fue aprobado para
el tratamiento del cancer de células renales metastasico y mas tarde aprobado para
melanoma avanzado (Jiang et al., 2016). También ha sido aprobado el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) como adyuvante
en pacientes con neoplasias hematologicos y tumores soélidos (Lazarus et al., 2021).
En los ultimos afos, varias citocinas (IFN-y, IL-7, 1L12, IL-15y IL-21) se han probado
en los ensayos clinicos y siguen en investigacion. Sin embargo, hay factores que
limitan su eficacia como toxicidades que limitan la dosis, la induccion de las células
Treg y MDSC, que inducen citocinas inhibitorias como la IL-10 y el TGF-B y la
estimulacién de la expresién de las moléculas inhibidoras (PD-1/PDL1, CTLA-4)
(Conlon et al., 2019). A pesar de ello, se siguen probando nuevos enfoques para
mejorar la eficacia de la terapia como la ingenieria de citocinas para generar mayor
afinidad de union al receptor y disminuir proporcionalmente la estimulacion de
células Treg, proteinas de fusion quiméricas de anticuerpos-citocinas, tratamientos
combinados de citocinas con ICl y vacunas contra cancer (Conlon et al., 2019). No
obstante, la monoterapia con citocinas ha generado solo respuestas modestas en
el cancer.

Otro de los tratamientos prometedores son las vacunas terapéuticas contra
el cancer que consisten en fortalecer la activacion del sistema inmunitario del
paciente para que sea capaz de reconocer y eliminar a las células tumorales (Figura
6). Las vacunas terapéuticas contra el cancer basadas en la respuesta celular se
empezaron a desarrollar en la década de 1980 desde el descubrimiento de los
antigenos tumorales restringidos por las moléculas del MHC (Zinkernagel y Doherty,
1974, 1997). Sin embargo, elegir un blanco correcto es fundamental en el disefio de
una vacuna. En las vacunas contra el cancer los blancos antigénicos,
tradicionalmente, se han basado en los TAA y los TSA. Este ultimo es el mas usado
en los anos recientes. Actualmente, existen varias formulaciones de vacunas contra
el cancer, de manera similar, la lista de sistemas de entrega, programas de
vacunacion y adyuvantes que se estan probando es extensa (Shemesh et al., 2020).
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Las vacunas con base en las células dendriticas (DC) consisten en la obtencion de
los monocitos circulantes de un paciente o donante para su expansion y
diferenciacion ex vivo a DC maduras con el GM-CSF en presencia de los antigenos
tumorales (TAA o TSA) en forma de péptidos, ADN, ARNm, vectores de expresion
y lisado de las células tumorales para su posterior reinfusion al paciente (Song et
al., 1997; Redman et al., 2008; Wilgenhof et al., 2011; Vacchelli et al., 2012). Con
este enfoque se pretende que las DC procesen y presenten los antigenos tumorales
en las moléculas de clase | o Il a las células T y activen a las células T CD8+ y CD4+
capaces de reconocer y eliminar a las células tumorales, por este motivo, han sido
el centro de una amplia gama de estudios clinicos (Wculek et al., 2020). La FDA en
el 2010, aprobd por primera vez una vacuna terapéutica contra el cancer para uso
humano llamada Sipuleucel-T, esta vacuna consistia en DC autdlogas de los
pacientes con cancer de prostata metastasico y que va dirigido a una fosfatasa acida
prostatica, los resultados mostraron aumento de supervivencia media de 4 meses
al compararse con el placebo (Kantoff et al., 2010; Cheever y Higano, 2011). Sin
embargo, la relacion costo/beneficio no fue satisfactorio. Otras formas de vacunas
que se utilizan son los péptidos sintéticos derivados de los antigenos tumorales
(TAA o TSA) que se administran junto con un adyuvante o agentes
inmunoestimuladores (Pavlick et al., 2020). De este modo se trata de activar a las
células CD8+ y CD4+ especificos por el epitopo incluido en la vacunacion (Lam H
et al., 2021).

Por otro lado, otra forma de vacuna es el uso de ADN recombinante que
codifica los antigenos tumorales para expresar selectivamente o asegurar una
modificacion postraduccional adecuada. La vacuna de ADN se basa en secuencias
de ADN que se incorporan en plasmidos o vectores virales y pueden ser inyectados
directamente en el paciente, transfectados a las DC o utilizar métodos fisicos
(electroporacion, sonoporacion, gene gun, etc) para ingresar al nucleo de la célula.
Una vez codificado el antigeno, debe ser procesado y presentado en las moléculas
de clase | y Il del MHC para la activacion de las células T CD8+ y CD4+. Este formato
activa indirectamente la inmunidad humoral y las caracteristicas del plasmido puede
también activar la respuesta innata (Tang y Pietersz, 2009; Li et al., 2016; Lopes et
al., 2019, 2021). Desafortunadamente, el éxito en las vacunas terapéuticas en
canceres todavia esta limitada incluso en modelos preclinicos, las vacunas de ADN
inhiben el crecimiento tumoral y generan respuesta inmunitaria, pero rara vez son
capaces de eliminar el tumor.

En los ultimos afos, ha disminuido los costos de la secuenciacién del genoma
y ha aumentado el avance en el desarrollo de los algoritmos de prediccion, analisis
y seleccién de los antigenos que son reconocidos por las moléculas de clase | o Il
del MHC. Esto ha permitido que se detecten neoantigenos de tumor especificos de
cada paciente cada vez mas frecuente y que se desarrollen vacunas de neoepitopos
personalizadas (Lee et al., 2018). Las vacunas de neoepitopos se han probado en
los diferentes formatos ya descritos previamente. Actualmente, las vacunas de
neoepitopos basadas en ARNm pueden codificar la secuencia completa o parcial
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del TSA. Ademas, combina el potencial de adyuvante como coestimulacién mediada
por activacion de la respuesta innata (Beck et al., 2021). Se ha demostrado que el
uso de las vacunas de neoepitopos basadas en ARNm induce respuesta de células
T especifico de neoepitopos y una supervivencia libre de progresion y una
disminucion de la metastasis en algunos pacientes (Ott et al., 2017; Sahin et al.,
2017). A pesar de la potencia de las vacunas de neoepitopos, estas no han
avanzado en las siguientes fases de ensayos clinicos debido a que han mostrado
respuesta clinica limitada (Hu et al., 2021). Esto se debe a que el panorama de los
neoantigenos en el tumor esta constantemente en cambios dinamicos de ganancia
y pérdida de expresidn durante el proceso de inmunoedicion y los neoantigenos
supervivientes son pocos inmunogénicos ademas de los mecanismos de evasion
todavia presentes en el tumor (Marty et al., 2017).

Vacunas
Lisado de célula tumoral Proteina / péptidos ADN / RNA
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Figura 6. Inmunoterapias contra cancer. Inmunoterapia pasiva: Transferencia celular
adoptiva y anticuerpos monoclonales dirigido al tumor. Inmunoterapia activa: Vacunas contra cancer
e inhibidores de los checkpoints inmunitarios. Otras moléculas que se incluyen en las
inmunoterapias: las citocinas inmunoestimuladoras.
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1.7 Obstaculos para el desarrollo de vacunas contra el cancer

Todavia existen muchos problemas no resueltos para el desarrollo de
tratamientos exitosos contra el cancer, una de las principales dificultades a
considerar para el desarrollo de una vacuna es una buena eleccion del inmunogeno
que permita estimular la respuesta inmunitaria y romper la tolerancia. El avance de
la tecnologia en estos temas y la disminucidn de costos durante los ultimos afios ha
permitido el incremento en el descubrimiento e identificacion molecular de antigenos
tumorales para aplicaciones clinicas (Ott et al., 2017; Sahin et al., 2017); se sabe
que los antigenos tumorales son reconocidos por el sistema inmunitario y activan a
las CTL, células Th y células B. Es evidente que estos antigenos podrian ser una
diana o blanco que induzcan respuesta de células T antitumoral y podrian establecer
nuevas estrategias de multiples procesos de vacunas contra el cancer. Sin
embargo, no existe una vacuna que sea eficaz para erradicar el cancer, aun existen
obstaculos que implican la respuesta inmunitaria contra el cancer e impiden el éxito
de la vacuna. Algunos obstaculos son las siguientes:

Carga mutacional: es el numero total de mutaciones o cambios que se encuentran
en el ADN de las células tumorales y en dependencia del numero de mutaciones es
probable que el paciente responda al tratamiento. Sin embargo, en la masa tumoral
existen variantes tumorales con diferentes caracteristicas inducidas por la respuesta
inmunitaria lo que provoca una variabilidad genética y/o antigénica en las células.
Epitopos mutados: durante la transformacion oncogénica la acumulacion de
mutaciones puede llevar a la generaciéon de nuevos epitopos (neoantigenos) e
inducir una respuesta de células T mas fuerte. Sin embargo, la presion selectiva por
las respuestas de las CTL especificas por los antigenos tumorales provoca pérdida
y/o ganancia de epitopos. Ademas, la tolerancia inmunoldgica por parte de las
células Treg juega un papel fundamental para mantener la tolerancia o la ausencia
de respuesta frente antigenos propios y evitar las enfermedades autoinmunes. Un
tipo de tolerancia inmunoldgica es la anergia donde la activacion de las células T es
impedida por falta se las sefiales coestimuladoras o segunda sefial. La senescencia
y la exhaustacion estan asociados a la disfuncion de las células T en las infecciones
cronicas y cancer. La senescencia se desencadena por el acortamiento o la erosion
de los teldmeros y sefales de dafo, incluido el estrés oxidativo, los agentes
quimioterapéuticos que dafan el ADN. Las células Treg naturales y las derivadas
de tumor, ademas de las células tumorales, suprimen a las células T
naive/efectoras, lo que resulta en la senescencia. La exhaustacion se desencadena
ya que las células T estan expuestas a antigeno persistente y no se eliminan
rapidamente, sino que persisten en el tiempo, lo que conduce a la estimulacion
cronica y provoca peérdida de proliferacion celular, defecto en la produccién de
citocinas ademas de la expresion de moléculas inhibitorias y de factores de
transcripcion (Blimp-1, NFAT, T-bet y Eomes) y potencialmente al agotamiento y la
delecién clonal de las células T especificas del patdogeno. Repertorio de células T
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reducido, este obstaculo implica los mecanismos de evasion que afectan directa o
indirectamente la actividad efectora de las células T ademas de tratamientos como
la quimioterapia lo que provoca una reduccidén de la poblacion de células T. El
microambiente tumoral inmunosupresor es contribuido por las células Treg, las
MDSC, citocinas inmunosupresoras, moléculas inhibitorias y factores solubles
inmunosupresoras secretadas por las células tumorales.

2. ANTECEDENTES

2.1 Antigeno oncofetal, proteina del receptor de laminina inmadura
(OFAIILRP)

Durante el desarrollo embrionario, la placenta se comporta de muchas formas
como un tumor. La placenta crece hasta una masa de 500 gramos, invade tejido
vecino, establece vasculatura compleja y escapa del sistema inmunitario, todas
caracteristicas clave del desarrollo de un tumor sélido (Holtan et al., 2009). Ademas,
se comparten varias proteinas oncofetales entre la placenta, los tumores y el tejido
fetal. La expresion de protooncogenes, mutaciones y los cambios postraduccionales
hacen que las proteinas expresadas normalmente se conviertan en antigenos
tumorales (Cheever et al., 2009). Un ejemplo es el antigeno oncofetal OFA/ILRP, el
cual es una proteina inmunogénica de 37 kDa, que consta de 295 aminoacidos y se
conserva, con una diferencia de solo dos aminoacidos entre la de humanos y la de
roedores. Este antigeno se ha detectado en varios tipos de tumores como en el
cancer de mama, pulmédn, ovario, prostata, renal, cabeza, cuello y en neoplasias
hematologicas (Barsoum y Schwarzenberger, 2014), ademas de su expresion en
células embrionarias. La expresion de OFA/ILRP en la ontogenia ocurre desde el
comienzo hasta la mitad de la gestacion del desarrollo embrionario (raton: dia 13;
hamster: dia 11; humano: final del segundo trimestre), pero al término del desarrollo
fetal y en los tejidos adultos ya diferenciados, OFA/iILRP no se encuentra inmadura
y deja expresarse como inmunogénico detectable, lo cual impide la respuesta de las
células T citotoxicas y la respuesta de anticuerpos anti-iLRP (Cogginet al., 1980,
2004; Rohreret al., 2006; Barsoumet al., 2009). Sin embargo, en casos raros es
responsable de abortos espontaneos (Janerich, 2001). La expresion de OFA/iILRP
en células embrionarias pueden participar en la formacién invasiva del trofoblasto
en la decidua uterina (Zhang et al., 2000).

OFA/ILRP en su forma madura (mLRP) es una proteina acilada dimérica de 67-
KDa que se asocia con galectina-3. No es inmunogénica se presenta en la mayoria
de las células normales y se asocia a la laminina de las membranas basales para
estabilizar la union de la laminina a las integrinas de la superficie celular (Castronovo
et al.,, 1991, 1993; Ménard et al., 1998). El mecanismo por el cual OFA/ILRP se
convierte en mLRP, no esta claro ya que no se encuentra detallada. Sin embargo,
el estudio mas acertado sugiere que involucra la acilacién postraduccional de acidos
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grasos (acido palmitoleico, acido oleico y acido estearico) en residuos de cisteina,
serina y treonina, acoplada con homo o heterodimerizacion con [(-galectina
(Landowski et al., 1995; Buto et al., 1998; Barsoum et al., 2009; Vania et al., 2019).
OFAJ/ILRP en los tumores se expresa durante la transformacion temprana de la
célula maligna y es fundamental para su funcion de invasion y metastasis, asi como
el mantenimiento de la viabilidad celular y la mejora de la proliferacion celular. La
adhesion de una célula metastasica esta mediada por OFA/ILRP y la laminina-1 de
la matrix extracelular, lo que da como resultado la activacion de la colagenasa, que
conduce a la degradacion de la lamina basal seguida de la invasidn de las células
tumorales en el torrente sanguineo y metastasis (Barsoum et al., 2009; Jovanovic
et al.,, 2015). La sobreexpresion de OFA/ILRP promueve una mayor agresividad
tumoral y un mayor potencial metastasico.

La expresion de OFA/ILRP durante el desarrollo embrionario y en tumores,
induce respuestas epitopo especificas de CTL y Th1 (Rohrer et al., 1999, 2006;
Siegel et al., 2003, 2006), ademas estimula la produccion de inmunoglobulinas de
los isotipos 1gG e IgM, que son capaces de reconocer y eliminar selectivamente a
las células tumorales que expresan OFA/ILRP en los tumores humanos y murinos,
evidencia de una respuesta inmunitario coordinada contra OFA/ILRP (Coggin y
Anderson, 1974; Siegel et al., 2003; Rohrer et al., 2006; Friedrichs et al., 2008;
McClintock et al., 2015). Asimismo, las respuestas de CTL y anticuerpos pueden
tener reactividad cruzada, independientemente de la fuente de OFA/ILRP (Barsoum
y Schwarzenberger, 2014). En la figura 7, se muestra la estructura tridimensional de
OFA/ILRP (PDB 7CPU, 7CPU_2, UniProt P14206).

Figura 7. Estructura tridimensional completa de OFA/iILRP. OFA/iLRP la constituye 295
aminoacidos. El color amarillo y rojo constituye una secuencia de 43 aminoacidos multiepitopica y
de color rojo un epitopo de 9 aminoacidos, se emplearon para la construccién de las Bibliotecas de
Epitopos Variables. Generado en Pymol.
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2.2 Vacunas de péptidos alternativos o mimétopos

Se ha demostrado que la mayoria de las células infiltrantes de tumor
reconocen los epitopos derivados de TAA, pero un problema con estos blancos es
gque son menos inmunogénicos en comparacion con los epitopos derivados de virus
o neoantigenos (Gee et al., 2017). Ademas, las células infiltrantes de tumor que
reconocen con una elevada afinidad a los epitopos de los antigenos silvestres del
tumor son eliminados en el timo. Durante varios afos, el uso de ligandos peptidicos
alterados (APL) o mimotopos, se ha utilizado para contrarrestar esto. Los APL
pueden contener sustituciones de aminoacidos en los residuos de anclaje a la
molécula de clase | por residuos que son 6ptimos, de esta forma puede aumentar
la afinidad del péptido por la molécula de clase | y, por ende, aumentar la
inmunogenicidad (Lazoura et al., 2009). Otra estrategia para la generacion de APL
es la sustitucion de los residuos centrales del epitopo que estan en contacto directo
con el TCR (Ekeruche-Makinde et al., 2012), lo importante de esto, es que un TCR
de una célula T puede reconocer hasta 1 millon de secuencias de péptidos distintos
(Wooldridge et al., 2012). Ademas, el uso de APL en el tratamiento del cancer y de
los patdgenos antigénicamente variables se basa en la reactividad cruzada de las
células T, lo que permite que el repertorio de epitopos distintos que pueda reconocer
una ceélula T efectora sea mayor. Este enfoque esta estrechamente relacionado con
este trabajo en el que modificamos el 20 al 30 % de los residuos dentro de un
epitopo inmunodominante de célula T CD8+ y son reemplazados por cualquiera de
los 20 aminoacidos (Servin-Blanco et al., 2016). En dependencia del numero de
residuos sustituidos se genera una biblioteca que contiene un repertorio de miles a
millones de variantes del epitopo silvestre. De esta manera, estamos potenciando
la capacidad de los TCR para reconocer un amplio repertorio de variantes de la
biblioteca derivada de la TAA y de esta forma eliminar a las células tumorales.

2.3 Biblioteca de epitopos variables

En nuestro grupo de trabajo utilizamos una nueva estrategia de
inmunoterapia activa denominada Biblioteca de epitopos variables (BEV) que
consiste en generar variantes de un epitopo de célula T CD8+ proveniente de un
antigeno asociado a tumor con base en la prediccion de unidn del epitopo a la
molécula de clase | del MHC. El repertorio de variantes del epitopo se genera al
introducir sustituciones en una serie de posiciones dentro del epitopo silvestre por
cualquiera de los 20 aminoacidos naturales, respetando asi los sitios de anclaje a
la molécula de clase | del MHC. De esta forma si se sustituye 1 solo residuo se
obtiene 20 variantes y si se sustituyen 2 residuos son 400 variantes, y si son 3
residuos obtenemos 8000 variantes (Figura 8), calculo por combinatoria. Lo que se
persigue es activar un amplio repertorio de células T utilizando este amplio
repertorio de las bibliotecas y de esta manera eliminar a las células tumorales. Las
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BEV pueden expresarse por medio de la técnica despliegue en bacteridfago en la
proteina pVIIl del bacteriofago M13 o como péptido sintético o bien células
dendriticas activadas con los péptidos/epitopos (NoeDominguez-Romero et al.,
2014; Dominguez-Romero et al., 2020).

SAPDNRPAL
SAXDXRXAL
X representa cualquiera de los 20 aminoacidos

Figura 8. Biblioteca de Epitopos Variables. El epitopo silvestre o nominal proviene de
Mucina 1 (un TAA). La X representa posiciones aleatorizadas en la biblioteca y se sustituye por
cualquiera de los 20 aminoécidos, dicha biblioteca tiene una complejidad teérica de 8000 variantes
del epitopo.

En 2009, se demostro que las células T inducidas por los inmundgenos BEV
reconocian mas del 50 % de las variantes mutadas de un epitopo de célula T
citotoxicos derivados del asa V3 gp120 del VIH-1 y los sueros de ratones
inmunizados eran capaces de neutralizar 5 de 10 aislados virales primarios de un
panel de referencia de nivel 2 para VIH-1 (Pedroza-Roldan et al., 2009; Charles-
Nifio et al., 2011). En ese mismo afo, Lazoura y colaboradores, informaron que
péptidos con posiciones de anclaje no candnicos con union a la molécula de clase
| inducen mejores respuestas celulares, es decir, cambios puntuales en ciertas
posiciones del péptido facilita el reconocimiento celular y un aumento en la
respuesta CTL especifica (Lazoura et al., 2009). En 2014, Dominguez-Romero y
colaboradores, utilizaron el concepto de BEV a partir de un epitopo de la proteina
survivina de cancer de mama, la aplicacion de dichos inmunogenos en tratamientos
profilacticos y terapéuticos demostraron reducir la tasa de crecimiento tumoral en
un modelo murino de adenocarcinoma de mama (NoeDominguez-Romero et al.,
2014). Para 2018, se generaron 2 inmunogenos BEV multiepitdpicos derivados de
las moléculas de clase | clasica y no clasica del MHC, H2-Kd y Qa-2,
respectivamente. Estas BEV demostraron una reduccion significativa en el
crecimiento tumoral y en la inhibicion de las lesiones metastasicas en los pulmones
de los ratones portadores de tumor (Servin-Blanco et al., 2018). Recientemente, se
han generado varias BEV multiepitopicas del TAA de survivina y demostraron
inducir inhibicion del crecimiento tumoral y una fuerte reduccion de las lesiones
metastasicas en los pulmones de los ratones. Ademas, se demostré un aumento en
la infiltracion de células T en el tumor. Asimismo, respuestas inmunes celulares
amplias inducidas por la vacuna en el bazo, el tumor, el pulmén y una reduccién de
las células inmunosupresoras (Dominguez-Romero et al., 2020).

Las vacunas contra los patégenos antigénicamente variables y el cancer
basadas en las BEV, se fundamentan en que estos inmundgenos contienen una
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gran cantidad de variantes del epitopo silvestre proveniente del TAA, lo que permite
la presentacién simultanea de los epitopos modificados al sistema inmunitario e
induce la activaciéon de un repertorio amplio y diverso de células T capaces de
reconocer no solamente al epitopo silvestre sino también a la mayoria de las
variantes del epitopo (Figura 9). Teniendo en cuenta que durante la maduracién de
las células T el repertorio del TCR viene dada por la diversidad aleatoria de los
multiples segmentos génicos presente en los dominios variables (Va y VB) y de la
diversidad de union, lo que permite el reconocimiento de una amplia gama de
antigenos, asimismo los epitopos mutados derivados del cancer son de origen
aleatorio y las bibliotecas combinatoricas en su complejidad de las variantes portan
mutaciones aleatorias en ciertas posiciones. Ademas, que el TCR de una célula T
puede reconocer hasta 1 millén de secuencias de péptido distintos (Wooldridge et
al., 2012). Esto nos permite estar un paso delante de esa variabilidad genética y/o
antigénica de los patogenos antigénicamente variables y el cancer, pudiendo
eliminarlo. Este concepto propone la aplicacion de las BEV que llevan bibliotecas
combinatorias de variantes de epitopos como un enfoque de desarrollo de vacunas
moleculares contra el cancer.
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Figura 9. Inmunégenos vacunales basados en las BEV. El sistema inmunitario responde
de forma natural a la infeccion por los patdégenos antigénicamente variables y el cancer mediante la
generacion de un repertorio limitado de células T con una afinidad baja-mediana por los epitopos
unidos a las moléculas de clase | del MHC (TCR/pMHC). Las vacunas con epitopos silvestres o
neoepitopos inducen un repertorio mayor de las células T, pero de manera similar reconocen a los
epitopos con afinidad baja-mediana, sin brindar proteccion contra los patégenos antigénicamente
variables y el cancer. Las vacunas basadas en las BEV inducen la activacién de un repertorio amplio
y diverso de células T con una afinidad baja-mediana-alta de los TCR por los epitopos. Las células
T activados por las BEV son capaces de reconocer no solamente al epitopo silvestre sino también a
la mayoria de las variantes del epitopo y, por consiguiente, contener la infeccion por los patdogenos
antigénicamente variables y el desarrollo del cancer.
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2.4 Despliegue en bacteriéfago

En este proyecto de investigacion proponemos el uso de un concepto nuevo
para la elaboracion de vacunas para inducir una respuesta inmunitaria amplia que
contrarreste la variabilidad antigénica del cancer, que consiste en una biblioteca de
epitopos variables, generando variantes de un epitopo silvestre. Estas variantes
pueden expresarse mediante la tecnologia despliegue en bacteriofago en la
proteina pVIll del bacteriofago M13. El despliegue en bacteriéfago es una técnica
molecular de expresion de péptidos o proteinas fusionadas genéticamente a alguna
de las proteinas de superficie (Proteina PIlll o PVIIl) del bacteriéfago y permite
ademas empaquetar el correspondiente ADN codificante dentro del bacteriéfago
recombinante (Figura 10). El bacteri6fago mas usado como sistema de despliegue
es el M13, debido a que infecta especificamente a la bacteria E. coli, es facil de
manejar y es resistente a diferentes condiciones de estrés. Ademas, como
particulas antigénicas, pueden entrar en ambas vias del procesamiento y
presentacion del antigeno de la molécula de clase | y Il del MHC de este modo son
capaces de inducir una respuesta inmunitario humoral y celular (Manoutcharian,
2005). Aunque también se han utilizados otros bacteriéfagos como el bacteriéfago
a (Marvin et al., 1998).

El bacteriéfago M13, pertenece al género de los Inovirus, presenta un
diametro de 6.5 nm y una longitud de 930 nm, su masa total esta constituida por un
87 % de proteina. Posee un genoma de ADN de cadena sencilla (ADNss), infecta a
la bacteria E. coli a través del pilli F; se ensambla en la membrana bacteriana sin
causar lisis celular. El genoma del bacteri6fago tiene una longitud de 6 407 pares
de bases y contiene la informacion necesaria para la sintesis de sus 11 proteinas,
tiene una morfologia cilindrica, la capside esta formada principalmente por la
proteina pVIIl con 2700 copias y en ambos extremos las proteinas plll, pVI, pVIl y
plX con 3 a 5 copias por cada bacteriéfago, como se observa en la figura 10 (Sidhu,
2001), las proteinas que participan en el ensamblaje y transporte de las particulas
virales (pl, plV y pXl) y las involucradas en la sintesis de ADN (pll, pV y pX) (Mullen
et al., 2006; Qi et al., 2012; Sioud, 2019). Los péptidos/epitopos son clonados con
mayor frecuencia en el gen VIII de la proteina pVIII con el uso de fagémidos de alta
eficiencia de transformacion que permite generar repertorios de proteinas
recombinantes. Un fagémido es un plasmido hibrido que contiene origenes de
replicacion para el ADN de doble cadena y cadena sencilla para el plasmido y el
bacteriéfago. Ademas, de un gen de resistencia a antibidtico, el gen Ill o VIII para la
fusion con el péptido de interés, sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion,
un promotor y un segmento de ADN que codifica un péptido sefal (Qi et al., 2012).
El numero de péptidos fusionados es variable, el vector fagémido se convierte a
bacteriofago infectivo por una super infeccidon con bacteriéfago ayudador en
bacterias que contienen al fagémido. La proteina pVIII recombinante proviene del
fagémido y las demas proteinas necesarias para la formacion del bacteriofago se
encuentra en el genoma del bacteri6fago ayudador, el genoma del bacteriéfago
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ayudador tiene un origen de replicacion defectuosa, por lo que se favorece el
empaquetamiento de la cadena sencilla del gen pVIII del fagémido. La proteina pVIli
madura consta de 50 aminoacidos, su region amino terminal se encuentra expuesta
en la superficie cuyos primeros 4-5 residuos de aminoacidos forman un brazo
flexible y posteriormente asume una estructura secundaria de alfa-hélices hasta el
aminoacido Prolina 6 del extremo carboxilo terminal el cual se une al ADN a través
de puentes salinos, el ensamblaje de la capside ocurre al mismo tiempo que el
proceso de estructuracion y el empaquetamiento del genoma que se da por pVilii
(Makowski, 1994; Rodi et al., 2005; Sioud, 2019). Existen modelos de despliegue
en bacteridfagos para la clonacion de fragmentos de ADN que codifican el péptido
de interés en la proteina Ill o VIII, sin embargo, el aumento en el numero de residuos
empleados en la pVIll provoca que se comprometa la funcion y ensamblaje de la
capside. Por lo tanto, el uso de fagémidos permite generar mejores repertorios de
proteinas recombinantes.

Péptido Proteinas del empaquetamiento del
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Figura 10. Despliegue en bacteriéfago con vector fagémido. Un fagémido es un plasmido
que contiene origenes de replicacién para el ADN de doble cadena y cadena sencilla para el
plasmido y el bacteriéfago. Ademas, de un gen de resistencia a antibiético, el gen Ill o VIII para la
fusion con el péptido de interés, sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion, un promotor y
un segmento de ADN que codifica un péptido sefial (Modificado de Sidhu, 2001; Qi et al., 2012).
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3. PLANTEAMIENDO DEL PROBLEMA

El cancer de mama representa una de las principales causas de muertes que
afecta a la poblacion femenina a nivel mundial. A pesar de los avances en los ultimos
afnos en el conocimiento de la biologia y de los tratamientos de la enfermedad
todavia existen problemas que no se han resuelto. Uno de los principales obstaculos
para el desarrollo de las vacunas contra el cancer es la variabilidad genética y/o
antigénica de las células tumorales y la propia tolerancia de los antigenos asociados
al tumor que conduce al escape inmunitario. Esto se debe a que el panorama de los
antigenos en el tumor esta en permanentemente en cambios dinamicos, es decir,
en pérdida y ganancia de la expresion de ellos (Anagnostou et al., 2017; Riaz et al.,
2017). Ademas, los mecanismos de tolerancia central y periférica influyen de
manera negativa en la generacion de una respuesta inmunitaria por los antigenos
contenidos en las vacunas (Fennemann et al., 2019). Por lo tanto, la mayoria de los
epitopos variables no son reconocidos por las células T en los pacientes con cancer.
Debido a esto cabe preguntarse: ¢la inmunizacion con las bibliotecas de epitopos
variables (BEV) derivadas de OFA/ILRP inducira una respuesta inmunitaria capaz
de reconocer y eliminar a las células neoplasicas en un modelo murino de
adenocarcinoma de mama 4T17?
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4. HIPOTESIS

La inmunizacion con vacunas basadas en BEV derivada de una region
multiepitdpica de la proteina OFA/ILRP inducira una respuesta amplia de activacion
de células T citotoxicas capaces de reconocer no solamente al epitopo silvestre sino
también a la mayoria de los epitopos mutados y, por lo tanto, inhibir el crecimiento
tumoral y las metastasis en comparacion con la secuencia silvestre.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los inmundégenos basados en BEV derivadas de una region
multiepitdpica de la proteina OFA/ILRP, que sean capaces de activar una respuesta
inmunitaria antitumoral en un modelo murino de adenocarcinoma de mama triple
negativo inducido por la linea celular 4T1.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Construir una biblioteca de epitopos variables de OFA/ILRP a partir de una region
multiepitdpica, en formato de bacteriéfago recombinante M13.

Evaluar el efecto antitumoral in vivo de los inmundgenos BEV generados en el
formato de bacteriofago recombinante M13 y péptido sintético en estudios
terapéuticos.

Caracterizar las propiedades inmunogénicas y antitumorales inducidas por las
vacunas BEV de 43 y 9 aminoacidos en un modelo de adenocarcinoma de mama
de ratdn 4T1 mediante ensayos de inmunofenotipificacion, proliferacion celular y
perfil de citocinas de células T.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Construccién de los inmundégenos

Para la construccion de los inmundgenos se utilizo las secuencias de los
epitopos de células T restringidas para el haplotipo H-2Kd que se encuentran dentro
de la proteina OFA/ILRP. Estos ya habian sido previamente reportados por Rohrer
y colaboradores en 2006. A partir de esto se selecciond una secuencia
multiepitdpica de 43 aminoacidos y una secuencia de epitopo de 9 aminoacidos,
véase la tabla 4, y se realiz6 un analisis in silico para corroborar la union a molécula
de clase | del MHC (H-2Kd). Cabe sefalar que la secuencia de 9 aminoacidos se
encuentra dentro de la secuencia de 43 aminoacidos. En el disefio de la biblioteca
de epitopos variables se introdujeron mutaciones en las secuencias: 6 mutaciones
dentro de la secuencia de 43 aminoacidos y 3 mutaciones dentro de la secuencia
de 9 aminoacidos. Los residuos mutados se aleatorizaron, pero se respetaron los
sitios de anclaje a la molécula de clase | del MHC. De esta manera, se generaron
dos BEV en formato de péptido sintético: BPO-43 y BPO-9 (Tabla 4). Las
contrapartes de tipo silvestre (WT) utilizadas para generar las BEV también se
generaron como péptidos sintéticos, NPO-43 y NPO-9 (Tabla 4). PGRS es derivado
de la proteina de la familia PPE de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), PPE15 se
generé como un antigeno de control de BEV no relacionado en formato de péptido
sintético y contiene ocho posiciones mutadas aleatoriamente (Tabla 4). Los péptidos
fueron sintetizados por GenScript Corporation (Piscataway, NJ, EE. UU.) y Ontores
Biotechnologies (Shanghai, China).

Las BEV derivadas de OFA/ILRP mencionados anteriormente y las
contrapartes silvestres también se generaron como epitopos variantes expresados
como péptidos de fusion en la proteina de envoltura cpVIll del bacteriéfago M13. Se
utilizaron procedimientos estandar de biologia molecular para generar inmundgenos
del bacteriéfago M13 recombinante (Figura 11), como se describe en nuestros
trabajos anteriores (NoeDominguez-Romero et al., 2014; Dominguez-Romero et al.,
2020). Se utilizaron oligonucledtidos / fragmentos de ADN correspondientes (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) para generar los inmunogenos (los tripletes mutados son
NNK, N=G,A, ToCyK=GoT)(Tabla 3). Generamos una BEV en formato de
bacteriéfagos recombinantes M13, BFO-43 y su contraparte WT, NFO-43. La BEV
de 9 aminoacidos BFO-9 y su contraparte WT, NFO-9, ya se encontraba construida
previamente. Se seleccionaron al azar 32 variantes de BFO-9, se rescataron y
secuenciaron para su uso en experimentos de proliferacion celular, todos los clones
expresaron diferentes variantes de epitopo (Tabla 2). Se usdé un epitopo de 9
aminoacidos de CTL derivado de VIH-1, B22, como inmundgeno de control de fago
no relacionado, asi como G5D, una BEV basado en una secuencia de alanina y
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usado como un antigeno de control de BEV no relacionado; ambos han sido
descritos previamente (NoeDominguez-Romero et al., 2014).

Tabla 3. Fragmentos y cebadores de ADN de OFA/ILRP utilizados para
generar las BEV y sus contrapartes silvestres para el formato de

bacteriéfago
Inmunégenos
derivados de Secuencias de ADN
OFA/iLRP
5’-gtatattactgtgcgattaacctgaaacgcacctgggaa aaactgctgectggcggegegegeg-3°
5’-gctaatcacgctcacatccgecgggttttcaatcgccacaatcgegegegecgecag-3°
NFO-43 , .
5’-gtgagcgtgattagcagccgcaacaccggccagegegeggtgctgaaatttgegtgg-3
5’-ggttccctggecccacgeaaatttcag-3°
5’-gtatattactgtgcgattaacctgaaacgcnnktggnnkaaactgnnkctggcggegegegeg-3°
BFO-43 5’-gctaatcacgctcacatccgecgggttttcaatcgccacaatcgegegegecgecag-3°
5’-gtgagcgtgattagcagccgcaacnnkggcnnkcgennkgtgctgaaatttgegtgg-3°
5°-ggttccctggecccacgeaaatttcag-3°
NFO-9 5’-gtatattactgtgcgaaaagaacttgggaaaaattattattatggggccagggaacc-3°
BFO-9 5 -gtatattactgtgcgaaaagannktggnnkaaattannkttatggggccagggaacc-3°
G5D 5’-gtatattactgtgcggcaggtccannknnknnknnknnkwtgtggggccagggaacc-3’
Ir;g:::(::geRs Oligonucleétidos
5’DAmp 5’-tgatattcgtactcgagccatgatgtatattactgtgeg-3°
3'DAmp 5 -atgattgacaaagcttggatccctaggttccctggeccca-3°
nnk: n=g, a, t o cy k= g o t. Pares de oligonucleétidos (oligos) que llevan los sitios de
restriccion Nco | y Bam HI (subrayados en oligos).

Brevemente, para la construccion de los inmundgenos se realizd un
ensamblaje con los oligonucledtidos que codifican para las BEV a una concentracion
de 25 pmol/reaccidén, también para sus correspondientes WT, se prepard una
mezcla que contenia dNTPs (0.4 mM) con los oligos correspondientes de cada BEV
y WT en una solucién tamponada DreamTaq 1x (MgCl2 2mM) y agua a un volumen
final de 25 uL. Posteriormente se realiz6 la siguiente incubacion: 95 °C 30 s, 84 °C
1 min, 74 °C 1 min, 64 °C 1min, 54 °C1 min, 37 °C 1 min en un termociclador (Corbett
research) y 5 min en hielo de agua. Se adiciono 1.5 U de la enzima DreamTaq DNA
polimerasa (Thermo Scientific) y se realizaron las siguientes incubaciones: 94 °C 7
min, 7 ciclos de 95°C 1.3 min, 54 °C 2 min, 72°C 2 min y finalmente 72 °C 2 min, 4
°C 1 min en el termociclador (Corbett research). EI ADN producto del ensamblaje
fue amplificado por PCR con iniciadores complementarios a las regiones extremo
de las BEV y WT que flanquean el epitopo/péptido y que introducen sitios de
restriccion Nco I/Bam HI, necesarios para la clonacion en el vector fagémido
pG8SAET (Tabla 3y Figura 11). Se tomd6 1 uL (1 ng de dsADN) y se adiciond a una
mezcla que contenia dNTPs (0.4 mM), los iniciadores 5DAMP y 3’'DAMP, solucién
tamponada DreamTaq 1x (MgCl> 2mM) y 3 U de la enzima DreamTaq DNA
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polimerasa (Thermo scientific) en un volumen final de 25 L y se realizoé la siguiente
incubacioén: 95 °C 3 min y 20 ciclos de 95°C 30s,58°C 30s,72°C30sy72°C 3
min, 4 °C 1 min. Posteriormente, los productos de la amplificacién fueron verificados
en un gel de agarosa al 2 % y purificados por el kit (Wizard SV Gel and PCR Clean
Up System, Promega). Se digirieron las muestras de ADN con las enzimas de
restriccion Nco | y Bam HI, se utilizaron 30 U de la enzima Bam HI (Fermentas)
durante 1 h a 37 °C en solucién tamponada Tango 1x. Posteriormente se inactivo la
enzima a 80 °C durante 20 min. Se incubd con 30 U de la enzima Nco | (New england
Biolabs) durante 1 h a 37 °C en solucién tamponada NEB 3.3. Luego se inactivé la
enzima durante 20 min a 65 °C. El ADN doble digerido se purificé con el kit (Wizard
PlusSV Minipreps DNA Purification System de Promega) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los productos de las digestiones fueron verificados en
geles de agarosa. En las reacciones de ligacion del vector con el inserto se empled
una relacion 1:1. Se incubé toda la noche a 4 °C con 9 U de la enzima T4 DNA
ligasa (Promega) en solucion tamponada Ligasa 1x (Promega). Los productos de la
ligacion se purificaron con el kit DNA Clean & Concentrator ™-5, ZYMO
RESEARCH. Luego se realiz6 la electroporacion de todas las muestras de ADN de
las ligaciones en la cepa TG1 de E. coli con un Electroporador Gene Pulser Il de
Biorad (Figura 11). Después de la electroporacién, esta cepa se sembrd en placas
de LB agar/Amp para determinar el numero de transformantes, posteriormente se
realizaron PCR de colonia para verificar la correcta clonacién. Las demas alicuotas
de células transformantes se congelaron a -70 °C y una se utilizé para la purificacion
y rescate con bacteriéfago helper M13K07. Para determinar el titulo de la biblioteca
de bacteriofagos, células E. coli TG1 fueron infectadas con los bacteriéfagos
(Manoutcharia, 2005; Pedroza et al., 2009).
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Secuencia de aminoacidos codificada por oligonucleétidos
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Figura 11. Generacion de inmunogenos bibliotecas de epitopos variables. Se usaron 4
oligonucledtidos que se traslapan, ensamblan y codifican para la BEV de 43 aminoacidos y 1
oligonucledtido para la BEV de 9 aminoacidos, de la misma forma los oligonucleotidos de sus
contrapartes silvestres. Se realizé un ensamblaje con los oligonucleétidos. Luego se realizd la
amplificacion de PCR con iniciadores 5’DAmp y 3’'DAmp que introducen los sitios de restriccion para
Bam HI y Nco | para después realizar la digestion con las enzimas de restriccién correspondiente.
Posteriormente se realizo la ligacion Inserto-vector, todas las muestras de ADN de las ligaciones se
clonaron en el vector fagémido pG8SAET. Luego se realizé la electroporacion de las muestras de
ADN de las ligaciones en la cepa TG1 de E. coli. Una alicuota de E. coli transformante se utilizé para
la purificacion y rescate con bacteriéfago ayudador M13K07 para generar las bibliotecas en
bacteri6fago recombinante que se utilizaron como inmundgenos (Manoutcharia, 2005;
NoeDominguez-Romero et al., 2014).

7.2 Titulacién de bacteriéfago filamentoso

Se realizaron 4 diluciones seriadas, en las primeras tres la dilucién fue de
1/1000 y en la ultima fue de 1/10. De la tercera y cuarta diluciéon se tomaron 3 uL y
se infectaron 200 pyL de cultivo de bacterias E. coli TG1 en fase exponencial de
crecimiento (DO600 = 0,7). Se incubd a 37 °C durante 40 min en reposo. Se sembrd
en medio solido LB agar. Se incubaron las placas a 37 °C durante toda la noche. Se
determiné las unidades formadoras de colonias/uL (ufc/puL) con el numero de las
colonias individuales crecidas en el medio de cultivo LB agar.
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7.3 Rescate y purificacion de bacteriéfago filamentoso

Las alicuotas de E. coli transformadas de las BEV y WT se incubaron en
medio 2xYT con carbenicilina (CB) (50 pg/ml) toda la noche; se realizé un subcultivo
1/100 del anterior y se colocaron en tubos con medio 2xYT y CB (50 pg/ml) se
incubaron hasta una D.O. de 0.7 nm. Se colocaron en tubos de 50 ml para la
infeccion con bacteriéfago ayudador (Helper Phage M13K07) y se incubaron 30 min
a 37 °C sin agitar y otros 30 min con agitacién. Pasado este tiempo se transfirieron
a matraces con 500 ml de medio 2xYT con Carbenicilina (CB) (50 pg/ml) y
Kanamicina (Km) (50 pg/ml); estos matraces se dejaron toda la noche 18 — 20 horas
en agitacion a 37 °C. Al dia siguiente se centrifugd el cultivo 8000 rpm 20 min 4 °C
y el sobrenadante se coloco en tubos de polipropileno de 250 ml, se agregd 1/6
parte de polietilenglicol y cloruro de sodio (PEG/NaCl) y se incubd toda la noche a
4 °C. Posteriormente, se centrifugé 10 000 rpom 10 min 4 °C y el precipitado se
resuspendio en 5 ml de amortiguador salino de tris (TBS); esta suspension fue
colocada en tubos de polipropileno de 50 ml y se agregd 1/5 parte de PEG/NaCl y
se incubo toda la noche a 4 °C. Pasado el tiempo se centrifugé 10 000 rpm 15 min
4 °C y se resuspendié el precipitado en 4 ml de TBS, se volvié a centrifugar 3 000
rom 5 min esta vez para eliminar bacterias residuales, el sobrenadante se colocé en
un tubo nuevo estéril y se guardo a 4 °C para realizar su titulacion.

7.4 Material biolégico

Los ratones hembra BALB/c de 4 a 6 semanas de edad fueron obtenidos del
Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM. Todos los experimentos
con animales se realizaron bajo el protocolo (ID:97) aprobado por el Comité Interno
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los
ratones se sacrificaron mediante una camara de CO2. Se hicieron todos los
esfuerzos para minimizar el sufrimiento durante los experimentos.

7.5 Linea celular 4T1

Las células 4T1 (American Type Culture Collection) se mantuvieron en medio
RPMI-1640, suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %, penicilina (100
Ul/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y fungizona (0,75 mg/ml), y se cultivaron en una
incubadora humidificada a 37 °C 5 % CO.. Los tumores se implantaron inyectando
subcutaneamente (s.c.) 10* células 4T1 viables en 60 uL de solucion tamponada
con fosfato (PBS) en la almohadilla de grasa mamaria derecha. Los tumores
primarios fueron detectables alrededor del dia 9 postimplante. Se tomaron medidas
del crecimiento tumoral cada 3 dias y se calcul6 el area del tumor como largo (mm)
x ancho (mm) usando un Vernier digital. El criterio de punto final del experimento se
establecio como el dia 30 después del implante tumoral.
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7.6 Tratamiento terapéutico con los inmunégenos BEV y WT

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 5 a 6 semanas de edad en grupos
de 5-8 individuos. Todos los experimentos se repitieron al menos cuatro veces con
resultados comparables. Las inmunizaciones se realizaron al dia 5 postimplante por
la via de administracion s.c. de 180 ug de péptido sintético mas 180 ug de adyuvante
de acido polinosinico: policitidilico (Poly (I: C), Sigma-Aldrich) en 100 uL de PBS.
Los inmunogenos de bacteriéfagos se administraron por via intravenosa (i.v.) 1 x
10"2 particulas de bacteriéfagos suspendidas en 200 uL de PBS. Los grupos control
(antigeno no relacionado) recibieron la misma dosis de péptido sintético o
bacteriéfago recombinante. Todos los animales recibieron una dosis unica de un
inmunogeno. Las metastasis pulmonares se analizaron por conteo de las lesiones
macrometastasicas al dia 30 después del reto tumoral, se utilizé el fijador Bouin
como disolucion de contraste entre el tejido normal (amarillo) y la metastasis
(blanco) al perfundir los pulmones.

7.7 Ensayo de proliferaciéon celular y citometria de flujo

Se realizaron diferentes condiciones experimentales para evaluar la
inmunogenicidad y especificidad de las respuestas inmunes inducidas por las BEV.
En el tratamiento de solo inmunizacién, se recolectaron los esplenocitos de ratones
gue no portaban tumores al dia 75 después de la inmunizaciéon. En el tratamiento
profilactico, a los ratones se les implantaron células 4T1 60 dias después de la
inmunizacion y los esplenocitos se obtuvieron el dia 15 después del implante
tumoral. En el tratamiento terapéutico, los ratones se inmunizaron el dia 5 después
del implante tumoral y los esplenocitos se obtuvieron el dia 15 postimplante. Se
utilizaron esplenocitos de los grupos control para explorar las respuestas
inmunitarias naturales utilizando ratones intactos y ratones expuestos a células 4T1;
estos ultimos se obtuvieron el dia 15 después del implante tumoral (Figura 12).

Inmunizacién Implante Inmunizacién Proliferacion celular
celular 4T1 CFSE, CD3+CD8+
Terapéutico 1 1 l
Profilactico l l l
Inmunizacion
Dia -60 0 5 15

Figura 12. Esquema experimental de los tratamientos en los ensayos de proliferacion
celular.
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Los esplenocitos provienen de 3 ratones por grupo y se analizaron mediante
citometria de flujo utilizando protocolos estandar como se describe en nuestros
estudios anteriores (Servin-Blanco et al., 2018; Dominguez-Romero et al., 2020).
Brevemente, las células se resuspendieron en medio RPMI-1640 suplementado con
piruvato de sodio al 1 %, aminoacidos no esenciales al 1 % y 2-beta-mercaptoetanol
al 1 %, luego se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron nuevamente en
RPMI-1640 a una concentracion de 5 x 107 células/mL. Las células se tifieron con
CFSE 1,2 uyM (Sigma-Aldrich) durante 10 min a temperatura ambiente, luego se
lavaron dos veces con 10 mL de PBS/FBS al 5 % 4 °C. Posteriormente los
esplenocitos se cultivaron en una placa de fondo plano de 96 pozos (2,5 x 10°
células/pozo). Las células se estimularon con 3 x 10° particulas de bacteriéfagos
recombinantes/pozo, correspondientes a las variantes de BFO-9 durante 72 hr 37
°C y 5 % CO2 en una incubadora humidificada. El marcaje de los antigenos de
superficie se llevdo a cabo usando anti-CD3 APC-eFluor780 (clon 145-2C11,
ThermoFisher Scientific) y anti-CD8 PE (clon 53-6.7) (BioLegend, San Diego, CA,
EE. UU.) en 1 % FBS/PBS por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad, luego
las células se fijaron con paraformaldehido al 1 %. Las células muertas fueron
excluidas por 7-aminoactinomicina D (Tonbo Biosciences). Las muestras se
adquirieron en un citometro de flujo Attune (ThermoFisher, Waltham, MA, EE. UU.)
y los resultados se analizaron utilizando la prueba gratuita FlowJo (BD, San José,
CA, EE. UU.); se adquirieron al menos 100 000 eventos en total. La estrategia
representativa del analisis para la proliferacién de células T CD8+ con CFSE en
figura suplementaria E.

Para evaluar las respuestas de células T CD4+IFN-y+ y CD8+IFN-y+ in vitro,
se inmunizaron ratones con péptido sintético correspondiente a las BEV y sus
contrapartes WT el dia 5 después del implante tumoral, y se obtuvieron los
esplenocitos el dia 15 postimplante. Se estimularon los esplenocitos con 3 x 10°
particulas de bacteriéfagos recombinantes por pozo correspondientes a las BEV, y
sus contrapartes WT y controles durante 72 h 37 °C y 5 % CO2 en una incubadora
humidificada. Durante las ultimas 5 h de incubacion, las células se trataron con
monensina 1 pL/pozo (2 yuM) (Sigma-Aldrich). La tincion de los antigenos de
superficie se llevdo a cabo utilizando anticuerpos monoclonales anti-CD3 APC-
eFluor780 (clon 145-2C11, ThermoFisher Scientific), anti-CD4 APC (clon RM4-5,
ThermoFisher Scientific) y anti-CD8 PE (clon 53-6.7, BioLegend) durante 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. A continuacion, las células se fijaron con
paraformaldehido al 1 % durante 15 min a temperatura ambiente y luego se lavaron.
Después de la permeabilizacion con la solucion tampon de permeabilizacion
(Tonbo), se afiadié anti-IFN-y PE-Cy7 (clon XMG1.2, BioLegend) y se incubo
durante 30 min en la oscuridad. Las muestras se adquirieron en un citometro de
flujo Attune (ThermoFisher) y los resultados se analizaron utilizando la prueba
gratuita FlowJo (BD); se adquirieron al menos 100 000 eventos en total. La
estrategia representativa del analisis para la identificacion de células T CD8+ y
CD4+ productoras de IFN-y en figura suplementaria D.
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7.8 Inmunofenotipificaciéon por citometria de flujo en tratamientos
terapéuticos

Se utilizaron marcadores de inmunofenotipo celular para analizar las
poblaciones de células T CD3+CD8+IFN-y+, CD3+CD8+Ly6C+, CD8+GranzimaB+,
CD8+Perforina+ y CD4+CD25+FoxP3+. Ademas, de la poblacion de células
supresoras derivadas mieloides granulociticas (G-MDSC) CD11b+Ly6ClowLy6G+.
Se mezclaron 3 6rganos por cada tipo: bazos, pulmones y tumores de 3 ratones
inmunizados el dia 30 postimplante para preparar suspensiones celulares. Se
tifieron 2,5 x 10° células/pozo de acuerdo con las instrucciones del fabricante con
un panel de anticuerpos monoclonales marcados con fluorescencia: anti-CD3 APC-
eFluor780 (clon 145-2C11, ThermoFisher Scientific), anti-CD8 PE (clon 53-6.7,
BioLegend), anti-Ly6C PE-Cy7 (clon HK1.4, ThermoFisher Scientific), anti-IFN-y
PE-Cy7 (clon XMG1.2, BioLegend), anti-IFN-y PerCP-Cy5.5 (clon XMG1.2,
BioLegend), anti-Granzima B FITC (clon NGZB, ThermoFisher Scientific), anti-
Perforina APC (clon S16009A, BioLegend), anti-CD11b AlexaFluor488 (clon M1/70,
BioLegend), anti-Ly6G PE ( clon RB6-8C5, ThermoFisher Scientific), anti-CD3 PE-
Cy7 (clon 145-2C11, Tonbo Biosciences), anti-CD4 APC (clon RM4-5, BioLegend),
anti-CD25 APC-eFluor780 (clon PC61.5, ThermoFisher Scientific), anti-FoxP3 PE
(clon 3G3, ThermoFisher Scientific). Se utiliz6 Ghost Dye Violet 450 o 7AAD como
colorantes de viabilidad. Para la tincion intracelular, las células se trataron con
monensina 1 pL/pozo (2 uM) (Sigma-Aldrich) durante al menos 4 h. Las células se
tineron primero para los antigenos de superficie con los anticuerpos monoclonales
correspondientes, posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 1% durante 15
min a temperatura ambiente y luego se permeabilizaron con la solucién tampon de
permeabilizacién (Tonbo) antes de la tincion intracelular. La tincion de Foxp3 se
realiz6 con Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Kit (Tonbo Biosciences) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras se adquirieron en un
citometro de flujo Attune (ThermoFisher) y los resultados se analizaron mediante la
prueba gratuita FlowJo (BD). La estrategia representativa del analisis para la
identificacion de células T efectoras CD8+Ly6C+, células G-MDSC
CD11b+Ly6ClowLy6G+ y células Treg en las figuras suplementarias F, G, H.

7.9 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.). Las curvas de crecimiento tumoral se
analizaron con un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para mediciones
repetidas y la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples (n = 10; * P
<0.05, ™ P <0.01, ** P <0.001). Todos los resultados se expresan como media +
SEM. Los experimentos se repitieron al menos tres veces con resultados
comparables. Antes de los analisis estadisticos, los datos de las lesiones
metastasicas pulmonares se convirtieron en forma logaritmica para obtener una
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distribucion normal; Los datos se analizaron utilizando un ANOVA de una via con la
prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. Los datos del ensayo de
linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de IFN-y (%) se analizaron con un ANOVA
de dos vias para mediciones repetidas y la prueba post-hoc de Tukey para
comparaciones multiples. Los datos del analisis de citometria de flujo se
normalizaron con el numero de células/gramo de tejido. El numero de células/gramo
de tejido de los ratones implantados con células 4T1 sin tratamiento (control 4T1)
se consideraron de referencia y se calcularon los cambios de X o fold change a
partir de estds. Los datos se expresan como veces de cambio con respecto al
control 4T1 como la media £ DE, n = 4. Las diferencias se consideraron significativas
*P <0,05, " P<0,01, *** P <0,001.
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8. RESULTADOS

8.1 Construccién de los inmunoégenos

Para la construccion de los inmunégenos BEV en formato de bacteri6fago
recombinante M13, se disefiaron oligonucleotidos los cuales codifican para la BEV
de 43 aminoacidos multiepitépica con 6 mutaciones (BFO-43) y otra de 9
aminoacidos con 3 mutaciones (BFO-9), ademas de sus respectivas contrapartes
silvestres (WT), NFO-43 y NFO-9 (Tabla 4). Las complejidades calculadas de las
bibliotecas de bacteriéfagos fueron 55 500 clones individuales para BFO-43 y 8 505
clones individuales para BFO-9. La biblioteca de 9 aminoacidos BFO-9 y su
contraparte WT, NFO-9, ya se encontraba construida previamente.

Los ensambles de ADN correspondientes a las BEV y los WT (mostrados en
materiales y métodos, Tabla 3) se amplificaron por PCR y se digirieron con las
enzimas de restriccion correspondientes para ser clonados en el vector fagémido
pG8SAET con union al gen que codifica para la proteina cpVIIl del bacteriéfago. Los
aminoacidos del sitio de anclaje (2 y 9) que sirven de union a las moléculas de clase
| del MHC (haplotipo H- 2Kd) se mantuvieron intactos dentro de los epitopos para la
biblioteca de 43 y 9 aminoacidos, mientras que los aminoacidos responsables en la
interaccion con el TCR tienen aminoacidos al azar en tres posiciones dentro del
epitopo senalado con X. En la figura 11, se ilustra la construccion de los ensambles
hasta la clonacion en el vector fagémido.

Tabla 4. Secuencias de Inmunogenos

Formato

Bacteriéfago | Péptido . S
. " Secuencias de aminoacidos
recombinante | sintético
Secuencia NFO-43 NPO-43 INLKRTWEKLLLAARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFA
silvestre
(WT) NFO-9 NPO-9 KRTWEKLLL
BFO-43 BPO-43 INLKRXWXKLXLAARAIVAIENPADVSVISSRNXGXRXVLKFA @
Biblioteca
de Epitopos BFO-9 BPO-9 KRXWXKLXL?
Variables
[(=1537) T I —— PGRS | LFXNGGAGGQGGXGGXGGXGGXGGXGMAXGPAGGTGGIGXIGGIG & P
G5D |- A(G/F)PXXXXX(L/M) & 9
Epitopo B22 | -mmmmmm- ALQRLFETC °©

8 X — cualquiera de los 20 aminoacidos naturales.
b BEV derivado de Mtb, utilizado como inmundgeno no relacionado.

¢ Epitopo derivado del VIH-1, utilizado como inmundgeno no relacionado.

d BEV utilizado como antigeno no relacionado.
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Las BEV derivadas de OFA/ILRP mencionadas arriba y sus contrapartes WT,
también se utilizaron en otro formato alternativo de inmundgeno, que fue el uso de
péptido sintético (BPO-43 y BPO-9), ademas de sus contrapartes silvestres (NPO-
43 y NPO-9). Para el formato de péptido sintético las complejidades del repertorio
tedrico para las BEV fueron de 64 x 10° variantes individuales para BPO-43 y 8 x
102 variantes individuales para BPO-9, respectivamente. También, se utilizé un
antigeno como control de BEV no relacionado en formato de péptido sintético PGRS
derivado Mycobacterium tuberculosis.

El analisis del panel BFO-9 Ag (Tabla 2) muestra que estan presentes 13 -16
aminoacidos diferentes en las posiciones mutadas de las 32 variantes de epitopos,
lo que indica la distribucion aceptable de las mutaciones introducidas y, por lo tanto,
de la diversidad de los epitopos de la biblioteca como sea observado en nuestros
estudios anteriores (NoeDominguez-Romero et al., 2014; Dominguez-Romero et al.,
2020).

Tabla 2

Secuencias de variantes del epitopo silvestre derivadas del Ag OFA /iLRP

Epitopo silvestre K R T w E K L L L

Biblioteca de epitopos K R X w X K L X L

Variantes del epitopo
1 - - C - F - - F -
2 - - P - L - - P -
3 - - P - P - - L -
4 - - K - E - - K -
5 - - Q - R R | -
6 - - A - N - - A -
7 - - W - 1 - - s -
8 - - K - K - - K -
9 - - T - P - - P -
10 - - R - Q - - H -
11 - - Q - K - - K -
12 - - s - E - - Y -
13 - - L - E - - R -
14 - - Q - E - - N -
15 - - R - P - - G -
16 - - Q - Q - - L -
17 - - E - G - - N -
18 - - R - E - - E -
19 - - R - P - - Q -
20 - - s - A - - A -
21 - - C - G S | -
22 - - P - T - - Q -
23 - - Vv - F - -V -
24 - - Vv - F - - F -
25 - - E - Q - - G -
26 - - G - K - - T -
27 - - K - H - - K -
28 - - Vv - F - - F -
29 - - W - K - - Y -
30 - - P - P - - P -
31 - - K - G - - Q -
32 - - L - G - - Q -

Frecuencia de aminoacidos 13/32 13/32 16/32

X - cualquiera de los 20 aminoacidos naturales
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8.2 Efecto antitumoral en los ratones vacunados con las BEV

Una vez obtenidos los inmunogenos BEV y sus contrapartes silvestres, se
realizaron estudios de vacunacién terapéutica para evaluar su efecto antitumoral en
el modelo murino de adenocarcinoma de mama 4T1. Se formaron grupos de ratones
hembra BALB/c que se implantaron con la linea celular 4T1 de cancer de mama,
una linea celular poco inmunogénica y metastasica. Al dia 5 postimplante los
ratones se inmunizaron con los inmunoégenos BPO-43, BPO-9, NPO-43, NPO-9,
Poly I:C (solo adyuvante) y un Ag no relacionado (PGRS) en formato de péptido
sintético (Véase la Tabla 4) y administrados por la via s.c. En los experimentos
subsiguientes, los grupos de ratones se inmunizaron con los inmunogenos BFO-43,
BFO-9, NFO-43, NFO-9 y un Ag no relacionado (B22) en formato de bacteri6fago
recombinante M13 (Véase la Tabla 4) y administrados por via i.v. El area tumoral
se midio hasta 30 dias posteriores a la implantacién. En la figura 13, se muestra el
esquema de vacunacion correspondiente para cada grupo de ratones; también se
utilizé un grupo de ratones control 4T1 que solo tiene implante de células 4T1.

Dia 0 Dia 5 Dia 9 a 30 Dia 30 »
Desafio Inmunizacién con péptido sintético Medicion del Determinaciéon de macrometastasis pulmonares.
Tumoral 4T1 o bacteriéfago recombinante area tumoral Analisis de células T y G-MDSC en tumor,
pulmoén y bazo

Figura 13. Esquema de inmunizacion terapéutica.

El tratamiento con los inmunogenos BEV en formato de péptido sintético
resultd en una reduccion del crecimiento tumoral estadisticamente significativa en
comparacion con los grupos control, es decir, la inmunizacion con la BEV BPO-43
inhibid el crecimiento del tumor cuando fue comparado con los grupos control Ag no
relacionado, Poly I:C y el control 4T1 (Figura 14A). Similar efecto de inhibicion de
crecimiento tumoral fue observado en el tratamiento con la BEV BPO-9 en
comparacion con los grupos control y su contraparte WT NPO-9 (Figura 14B).
Debido a que el modelo murino de adenocarcinoma de mama 4T1 hace metastasis
espontanea en los pulmones, los ratones se sacrificaron al dia 30 postimplante y se
extrajeron los pulmones y se contaron las macrometastasis que se encontraban en
la superficie de los o6rganos (Figura 14C). Se observd una disminucion
estadisticamente significativa en el numero de las lesiones metastasicas en los
pulmones de ratones vacunados con la biblioteca BPO-43 cuando fue comparado
con los grupos control 4T1, Poly I:C y la contraparte WT NPO-9 (Figura 14C y figura
suplementaria B). La BEV BPO-9 solo presenté disminucion estadisticamente
significativa de las macrometastasis pulmonares cuando fue comparado con el
grupo control 4T1, como se muestra en la figura 14C.
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Figura 14. Evaluacion del efecto antitumoral en tratamiento terapéutico. Crecimiento
tumoral de ratones tratados con las bibliotecas A) BPO-43 y B) BPO-9 en formato de péptido
sintético. Ratones hembra de 5 a 6 semanas de edad se implantaron con 10000 células de la linea
celular 4T1 en la glandula mamaria derecha, al dia 5 postimplante se inmunizaron via subcutanea
con 180 pg de péptido sintético mas 180 pg del adyuvante Poly I:C. El area tumoral y la
macrometastasis se midio hasta el dia 30 postimplante y se muestra la media + SEM; n = 10; * P <
0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. El area del tumor se analiz6 al usar una ANOVA de dos vias para
mediciones repetidas y la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. C) Efecto del
tratamiento con las BEV BPO-43 y BPO-9 en el numero de las macrometastasis en los pulmones,
las macrometastasis se evaluaron al dia 30 postimplante. Los ratones se sacrificaron y se extrajeron
los pulmones y se contaron las lesiones metastasicas en la superficie de los pulmones. Las
macrometastasis se analizaron al realizar una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey
para comparaciones multiples. Grupo no relacionado (PGRS).
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El tratamiento con los inmundégenos BEV en formato de bacteriéfago
recombinante M13 resultdé en una reduccion del crecimiento tumoral
estadisticamente significativa en comparacion con los grupos control, es decir, la
inmunizacion con la BEV BFO-43 inhibié el crecimiento del tumor cuando se
comparé con el grupo control Ag no relacionado y su contraparte WT NFO-43
(Figura 15A). El mismo efecto de inhibicion del crecimiento tumoral se observo en
el tratamiento con la BEV BFO-9 en comparacion con el grupo control Ag no
relacionado y su contraparte WT NFO-9 (Figura 15B). Como seguimiento,
analizamos la carga metastasica en los pulmones, encontramos una reduccion
estadisticamente significativa en los ratones tratados con la BEV BFO-9 cuando se
comparo con los grupos control Ag no relacionado, control 4T1 y su contraparte WT
NFO-9 (Figura 15C y figura suplementaria B). Ademas, cuando comparamos los
grupos de tratamientos BFO-43 y BFO-9, observamos una reduccion significativa
de las macrometastasis en los ratones tratados con BFO-9 (media 14 vs 32 lesiones
metastasicas); sorprendentemente, esto no se observo cuando se utilizo el formato
de péptido sintético BPO-43 frente a BPO-9 (media 12 vs 13 lesiones metastasicas),
pero ambos BEV alcanzaron niveles similares de reduccién de las metastasis
(Figura 14C). En conjunto, estos resultados demuestran la relevancia de las
vacunas BEV en términos de la inhibicién de los tumores y las metastasis en los
pulmones.

Ademas, se analizaron los pesos de los tumores, aunque no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, observamos una tendencia hacia la
reduccion del peso del tumor entre los ratones tratados con las BEV (Formato
péptido sintético BPO-43 media 0.74 g y BPO-9 0.62 g; formato bacteriéfago
recombinante BFO-43 media 0.97 g y BFO-9 0.87 g) y sus contrapartes silvestres
(Formato peéptido sintético NPO-43 media 1.01 g y NPO-9 0.87 g; formato
bacteriogafo recombinante NFO-43 media 1.08 g y NFO-9 1.04 g) (Figura
suplementaria A), lo que refleja los datos obtenidos de la reduccion del crecimiento
tumoral.
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Figura 15. Evaluacion del efecto antitumoral en tratamiento terapéutico. Crecimiento
tumoral de ratones tratados con la biblioteca A) BFO-43 B) BFO-9 en formato de bacteriéfago
recombinante. Ratones hembra de 5 a 6 semanas de edad se implantaron con 10000 células de la
linea celular 4T1 en la glandula mamaria derecha, al dia 5 postimplante se inmunizaron via
intravenosa con 1 x 10" bacteriofagos recombinante. El area tumoral y la macrometastasis se midio
hasta el dia 30 postimplante y se muestra la media + SEM; n = 10; * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <
0.001. El area del tumor se analiz6 al usar una ANOVA de dos vias para mediciones repetidas y la
prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. C) Efecto del tratamiento con las BEV
BFO-43 y BFO-9 en el numero de las macrometastasis en los pulmones, la macrometastasis se
evaluaron al dia 30 postimplante, los ratones se sacrificaron y se extrajeron los pulmones y se
contaron las lesiones metastasicas en la superficie de los pulmones. Las macrometastasis se
analizaron al realizar una ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey para comparaciones
multiples. Grupo no relacionado (B22).
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8.3 Respuesta inmunitaria celular inducida por las BEV

Para investigar si los efectos terapéuticos observados inducidos por
inmundégenos BEV estaban mediados por respuestas inmunitarias celulares, se
determind la presencia de las células T CD8+ y CD4+ productores de IFN-y Ag
especifico en los bazos de los ratones inmunizados. Para examinar esto, se
estimularon los esplenocitos de los ratones tratados con las BEV y sus contrapartes
WT in vitro con los inmunogenos en formato de bacteriéfago recombinante. Como
se muestra en la figura 16A y B, se detectaron porcentajes mas altos de células T
productoras de IFN-y al estimular los esplenocitos de los ratones inmunizados con
BPO-9 con los antigenos BEV BFO-43 y BFO-9, mientras que las células de los
ratones vacunados con NPO-9 mostraron una respuesta minima a la estimulacion
del antigeno. Por el contrario, no se observaron diferencias en el porcentaje de las
células CD8+IFN-y+ obtenidas de los grupos inmunizados con BPO-43 y NPO-43
(Figura 16).
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Figura 16. Respuestas inmunitarias celulares inducidas por las BEV. Ensayo de células
T CD8+ y CD4+ productoras de IFN-y en ratones portadores de tumor inmunizados con las BEV
derivados de OFAV/IiLRP y estimulados in vitro con los Ags en formato de bacteriéfagos: BFO-43,
BFO-9 y G5D (Inmundgeno no relacionado). Los ratones se inmunizaron al dia 5 postimplante y los
esplenocitos se obtuvieron al dia 15 postimplante. Los resultados (%) de las células CD8+ y CD4+
productoras de IFN-y provienen de las células CD3+ totales. Cada punto representa a las células de
tres ratones diferentes. Se llevaron a cabo al menos 3 experimentos independientes. El % de células
IFN-y+ se presentan como la media + SEM y se analizaron al realizar una ANOVA de dos vias para
mediciones repetidas y la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples; * P < 0.05, ** P
<0.01, ** P < 0.001.
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En consecuencia, decidimos ampliar las respuestas inmunitarias inducidas
durante la terapia con BPO-9. Por lo tanto, se tomaron 24 clones de bacteridfagos
variantes de la biblioteca de epitopos de BFO-9 de la seleccién anterior (Tabla 2) y
se cultivaron con las células T CD8+ obtenidas de los bazos de los ratones
portadores y no portadores de tumor inmunizados con BPO-9 o su contraparte WT,
NPO-9. Realizamos un experimento de profilaxis a largo plazo (Figura 17B; desafio
tumoral 60 dias después de la inmunizacion) para determinar los perfiles
inmunogénicos en los ratones desafiados con los tumores versus no desafiados
(Figura 17A), ambos inmunizados con BPO-9 o NPO-9.

Encontramos una mayor inmunogenicidad con la BEV en comparacion con
la inmunizacion con el epitopo silvestre, es decir, el 80 % de las variantes del epitopo
fueron reconocidas por las células T CD8+ del grupo inmunizado con BPO-9,
mientras que solo el 20 % de las variantes fueron reconocidas por las células de los
ratones inmunizados con NPO-9 (Figura 17A). A pesar de la disminucion de la
proliferacion de las células T CD8+ provenientes de ratones retados con el tumor
en el tratamiento profilactico, debido a la fuerte inhibicion inducida por el tumor, se
observd una tendencia similar, es decir, un reconocimiento preferencial de las
variantes por las células T CD8+ derivadas de los ratones inmunizados con BPO-9
en comparacion con ratones inmunizados con NPO-9 (Figura 17B). En el
tratamiento terapéutico, se observo que el 65 % de las variantes probadas indujeron
la proliferacion de las células T CD8+ en los esplenocitos provenientes de los
ratones tratados con BPO-9, en comparacion con el 35 % en las muestras de los
ratones tratados con NPO-9 y, curiosamente, varias de las variantes proliferaron
mejor al estimular a las células T CD8+ de los ratones tratados con NPO-9 que las
de los ratones tratados con BPO-9 (Figura 17C). Estos resultados indican en general
la mayor inmunogenicidad de las BEV sobre sus contrapartes WT, en general sobre
epitopos de 9 aminoacidos, lo que coincide con nuestros reportes previos
(NoeDominguez-Romero et al., 2014; Dominguez-Romero et al., 2020). Finalmente,
exploramos las respuestas inmunitarias naturales en los ratones intactos y después
del inicio de la enfermedad, para evaluar los cambios en el perfil del reconocimiento
de los epitopos al utilizar el mismo panel de las variantes del epitopo. Descubrimos
que 15 variantes estimulaban preferentemente a las células T CD8+ provenientes
de los ratones expuestos a los tumores (control 4T1), 8 inducian una proliferacion
mayor de las células T CD8+ obtenidas de los ratones intactos en comparacion con
el grupo de los ratones inoculados con las células 4T1 (Figura 17D). El antigeno
NFO-9 igualmente estimul6 a las células T CD8+ de ambos grupos.
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Figura 17. Proliferacion de las células T CD8+ especificas por las variantes del epitopo.
Se utilizé un panel de 24 variantes del epitopo presentados en bacteriéfagos seleccionadas al azar
de BFO-9 que se emplearon para estimular a las células T CD8+ provenientes de los bazos para los
ensayos de la proliferacion celular. A) estimulacion in vitro de las células T CD8+ de los ratones
inmunizados con BPO-9 o NPO-9 que no portan tumores. 75 dias después de la inmunizacién se
extrajeron los esplenocitos (Inmunizacion). B) estimulacién in vitro de las células T CD8+ de los
ratones inmunizados con BPO-9 o NPO-9, 60 dias después de la inmunizacion se realizo el implante
tumoral y 15 dias después del implante se extrajeron los esplenocitos (Profilactico). C) Células T
CD8+ de los ratones inmunizados con BPO-9 o NPO-9 portadores de tumor extraidos 15 dias
después del implante tumoral, los ratones se inmunizaron al dia 5 postimplante (Terapéutico). D)
Estimulacién de las células T CD8+ de los ratones intactos o de ratones portadores de tumor no
tratados extraidos 15 dias después del implante tumoral (reconocimiento natural). En los paneles de
la derecha, cada punto representa una variante del epitopo utilizada como Ag en los ensayos de la
proliferacion de las células T CD8+. Los datos de la proliferacion de las células T CD8+ (%) se
presentan como la media + SEM. Los datos se analizaron al utilizar la prueba t de dos colas de Mann-
Whitney. P < 0,05 se consideré estadisticamente significativo. El punto naranja representa la
proliferacion inducida por el epitopo silvestre, NFO-9 y el punto verde representa un epitopo no
relacionado, B22 (A — D). Los datos se obtuvieron después de restar los valores del control negativo,
sin estimulacion, para cada tratamiento experimental. La linea punteada indica el promedio de
proliferacion celular obtenido al estimular ambos grupos experimentales con B22. Los datos
corresponden a un experimento. Los ratones intactos se definen como no inmunizados y no
portadores de tumores.

8.4 Las BEV inducen una alta frecuencia de células T efectoras y una baja
frecuencia de células inmunosupresoras

Nuestros hallazgos hasta ahora nos llevaron a considerar la presencia de
células T infiltrantes de tumor en los ratones tratados con las BEV, ya que estos se
asocian con mayores respuestas inmunes antitumorales. Por lo tanto, se obtuvieron
secciones del tejido tumoral de los ratones tratados con las BEV para determinar
fisicamente la presencia de las células T en el microambiente del tumor. Los TIL se
obtuvieron al dia 30 después del implante tumoral y se analizaron mediante
citometria de flujo multiparamétrica. Interesantemente, los TIL CD8+ aumentaron
6,8 y 4,8 veces en los grupos de tratamiento con las BEV BPO-43 y BPO-9,
respectivamente, en comparacion con el grupo de control 4T1, mientras que los
grupos tratados con las contrapartes WT, NPO-43 y NPO-9, tuvieron valores mas
bajos (Figura 18A). Esta observacion fue comprobada por inmunohistofluorescencia
en los tejidos tumorales, donde los ratones tratados con las BEV mostraron una
mayor presencia de los TIL CD8+ (Figura suplementaria C). Los resultados para los
TIL CD4+ fueron similares, es decir, se observé un aumento de 5,3 veces en los
ratones inmunizados con BPO-43 y BPO-9, mientras que los grupos tratados con
las contrapartes WT, tuvieron valores mas bajos (Figura 18B). La presencia de TIL
CD8+ y CD4+ fue mayor en los ratones tratados con las BEV en comparacion con
los grupos tratados con WT y Poly I:C.
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Figura 18. Células infiltrantes del tumor CD8+ y CD4+ identificados en los ratones
inmunizados con los inmunégenos BEV, WT, Poly I:C y ratones de control tumoral 4T1. A) TIL
totales CD8+ y B) CD4+ de los grupos experimentales. Los ratones se inmunizaron al dia 5 después
del implante tumoral y se sacrificaron al dia 30 postimplante. Los resultados de la citometria de flujo
muestran las veces de cambio en el numero de las células T CD8+ y CD4+ dentro de los tumores
en comparacion con el control 4T1. Las veces de cambios se presentan como la media + SEM. Cada
punto representa un grupo de tres tumores diferentes de cuatro experimentos independientes; n = 4;
*P <0.05, ** P <0.01, ™ P < 0.001. Se realiz6 una ANOVA de una via para mediciones repetidas
y la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples.

Ademas, evaluamos la presencia de las células T efectoras CD8+Ly6C+ las
cuales tienen propiedades antitumorales (Piranlioglu et al., 2019). Encontramos un
aumento significativo en el numero de las células T efectoras en los tumores de los
ratones tratados con las BEV (Figura 19A), consistente con nuestras observaciones
previas de las células T CD8+ (Figura 18A). Interesantemente, en las muestras de
los pulmones de los ratones tratados con BPO-9 se observd un aumento
estadisticamente significativo de las células T efectoras CD8+Ly6C+ cuando fue
comparado con los grupos control 4T1, adyuvante Poly I:.C y su contraparte WT,
NFO-9. Ademas, cuando comparamos entre BFO-43 y BFO-9, observamos un
aumento significativo de las células T efectores CD8+Ly6C+ en los ratones tratados
con BPO-9. Curiosamente, en las muestras de pulmén de los ratones tratados con
NPO-43 se observé un aumento de las células T efectoras en comparacion con su
contraparte BEV, BPO-43 (Figura 19B); sin embargo, el numero menor de células T
efectoras no afecto la inhibicién de la metastasis en los ratones tratados con BPO-
43.
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Figura 19. Células T efectoras CD8+Ly6C+ inducidas por las BEV durante el tratamiento
terapéutico. Analisis ex vivo de la respuesta al tratamiento en (A) tumores y (B) pulmones. Los
ratones se inmunizaron al dia 5 después del implante tumoral y se sacrificaron al dia 30 postimplante.
Los resultados de la citometria de flujo muestran las veces de cambio del nimero de las células T
efectoras dentro de los tumores y los pulmones, en comparacion con los tejidos del grupo control
4T1. Las veces de cambios se presentan como la media + DE. Cada punto representa un conjunto
de tres tumores y pulmones diferentes de cuatro experimentos independientes; n = 4; * P < 0.05, **
P < 0.01, *** P < 0.001. Se realizé una ANOVA de una via para mediciones repetidas y la prueba
post-hoc de Tukey para comparaciones multiples.

Ademas, analizamos la poblacién de las células T efectoras CD8+ al medir
la produccién ex vivo del IFN-y, la granzima B y la perforina en los tumores y los
bazos de los ratones tratados (Figura 20). Observamos niveles significativamente
altos de las células T CD8+IFN-y+ en los tumores de los ratones tratados con las
BEV, BPO-43 y BPO-9. De manera similar, se observé un aumento de la poblacion
CD8+IFN-y+ en los bazos de los ratones tratados con BPO-9. También se observo
una tendencia a un aumento de la poblacion de las células T CD8+Perforina+ en los
tumores de los ratones tratados con las BEV y en bazo un aumento significativo solo
con ratones tratados con BPO-9. Asimismo, se observé un aumento significativo en
el numero de las células T CD8+granzima B+ en los tumores de los ratones
inmunizados con BPO-43 (Figura 20A). En el caso de las células de bazo se
observaron niveles significativamente altos de esta poblacion de células T solo en
las muestras de los ratones vacunados con BPO-9 (Figura 20B).
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Figura 20. Inmunofenotipos de las células T CD8+ derivadas de los ratones tratados
con las BEV. Analisis ex vivo de los linfocitos T CD8+ productores de IFN-y, granzima B y perforina
que se encuentran en (A) los tumores y (B) los bazos. Los ndmeros de células T del grupo control
4T1 se consideraron de referencia y se calcularon las veces de cambios con respecto al control 4T1.
Las veces de cambio se presentan como la media £ DE, cada punto representa un conjunto de tres
tumores y bazos diferentes de cuatro experimentos independientes; n = 4; * P <0.05, ** P <0.01, ***
P <0.001. Se realizé una ANOVA de una via para mediciones repetidas y la prueba post-hoc de
Tukey para comparaciones multiples.

Las G-MDSC vy las Treg son potentes inhibidores de las respuestas
inmunitarias antitumorales y promueven la progresién tumoral; por lo tanto, es
importante determinar su presencia durante la terapia del cancer. Analizamos
muestras de los pulmones y los tumores, que son los sitios importantes para las
respuestas inmunitarias activas dentro del modelo tumoral utilizado. El analisis de
muestras reveld numeros bajos de las G-MDSC en los ratones tratados con las BEV
(Figura 21A-B). Estos datos, junto con las observaciones de las células T efectoras
en los tumores y los pulmones, pueden explicar la reduccién significativa del numero
de las metastasis en los animales tratados con las BEV. El numero de las células
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Treg disminuy6 en los tumores y los pulmones de los ratones tratados con las BEV
(Figura 21A-B). Sin embargo, esta poblacion de células aumento en los pulmones
de los ratones tratados con la BEV BPO-43 (Figura 21A-B).
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Figura 21. Determinacion de las células supresoras G-MDSC y T reguladoras inducidas
por las BEV durante el tratamiento terapéutico. Analisis ex vivo de la respuesta al tratamiento en
(A) tumores y (B) pulmones. Los resultados de la citometria de flujo muestran las veces de cambio
del numero de las células T supresoras y reguladoras dentro de los tumores y los pulmones en
comparacion con los tejidos del grupo control 4T1. Las veces de cambios se presentan como la
media + DE. Cada punto representa un conjunto de tres tumores y pulmones diferentes de cuatro
experimentos independientes; n =4; * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. Se realizé una ANOVA de
una via para mediciones repetidas y la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples.
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9. DISCUSION

Actualmente, existe una tendencia hacia la inmunoterapia personalizada
centrada en los neoantigenos como blancos terapéuticos. Incluso se ha sugerido
aprovechar a las células T especificas de neoantigenos como una estrategia comun
en todas las posibles modalidades de inmunoterapia para lograr respuestas
antitumorales (De Mattos-Arruda et al., 2020). Sin embargo, los resultados al
momento indican que la inmunoterapia no siempre es exitosa y no aporta beneficios
sobre la terapia convencional. Por ejemplo, con frecuencia se observa una menor
eficacia de la inmunoterapia de ICl en los pacientes (Fares et al., 2019) con tumores
que presentan una carga mutacional baja (Kim et al., 2019), como el TNBC en
humanos y en el modelo murino de tumor analogo 4T1 (Schrors et al., 2020). El
resultado final de las interacciones de la respuesta inmunitaria contra el cancer esta
influenciado por complejos mecanismos de evasion del tumor, que gobiernan la
fuerza y el momento de las respuestas antitumorales (Schreiber et al., 2011; Chen
y Mellman, 2017; Van den Eynden et al., 2019). En la actualidad, ninguna vacuna
contra el cancer propuesta ha tomado en consideracion la evasién inmunitaria o la
variabilidad antigénica. Por lo tanto, es de suma importancia reestructurar a los
antigenos utilizados en las vacunas para generar respuestas inmunitarias similares
a las que se producen naturalmente, pero en un marco de tiempo mas eficiente: las
respuestas inmunitarias deben adelantarse a la aparicibn de mutaciones que
llevarian a la variabilidad antigénica. De esta manera, los inmundégenos BEV
abordan directamente la variabilidad antigénica, ademas de ofrecer un enfoque
alternativo y universal para generar vacunas contra los patdégenos antigénicamente
variables y el cancer (Servin-Blanco et al., 2016). Prevemos que la presentacion
simultanea de un gran numero de variantes de los epitopos con los inmunogenos
de las BEV generara el repertorio mas extenso de las células T efectoras. Esto nos
permitira apuntar directamente hacia la heterogeneidad intratumoral y abordar la
variabilidad antigénica.

En este trabajo, se generaron las BEV basadas en el epitopo silvestre o WT
de OFA/ILRP (NPO-9, KRTWEKLLL) y una region multiepitépica mas grande (NPO-
43, INLKRTWEKLLLAARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFA) donde se
encuentran varios epitopos reconocidos por las células T CD8+ que se identificaron
previamente mediante el mapeo de epitopos (Rohrer et al., 2006). Curiosamente,
estos epitopos se reportaron como péptidos con afinidad moderada a la molécula
de clase | del MHC (H-2K) para el haplotipo d por puntaje de parker y tubingen
(Rohrer et al., 2006). Los epitopos de NPO-43, KRTWEKLLL y RNTGQRAVL,
lograron estimular a las células T para producir citocinas y generar citotoxicidad.
Ademas, el epitopo RNTGQRAVL mostré6 una inhibicion de las metastasis
pulmonares en un modelo de fibrosarcoma (Rohrer et al., 2006). Asimismo, otros
epitopos que comparten la secuencia central idéntica de KLLLAARAI logro estimular
respuestas espontaneas de células T de los pacientes con neoplasias
hematopoyéticas (Siegel et al., 2006). Esto indica que la capacidad de union de los
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epitopos a la molécula de clase | del MHC no interfiere necesariamente con las
interacciones pMHC/TCR y en las funciones efectoras de las células T (Bentzen et
al., 2018). Merece la pena mencionar que existen trabajos que describen la
aplicacion terapéutica de otro miembro de los antigenos oncofetales, OFA 5T4, que
es una molécula de superficie compartida entre el trofoblasto humano y las células
tumorales y que ha sido utilizado como superantigeno blanco a un tumor, un
conjugado de un anticuerpo-farmaco dirigido contra OFA 5T4, candidato a una
vacuna o se ha empleado como blanco para las células T quiméricas del receptor
de Ag (Stern y Harrop, 2017). En el presente estudio, demostramos la efectividad
de nuestra plataforma de vacunas basados en BEV y sus efectos antitumorales en
un modelo murino de TNBC luego del tratamiento con ambas BEV. Aqui,
demostramos que las BEV BPO-43 y BPO-9, contienen bibliotecas combinatorias
de epitopos/péptidos mutantes de 43 y 9 aminoacidos, respectivamente que
inhibieron significativamente el crecimiento tumoral y las metastasis pulmonares
(Figura 14 y 15). Los efectos antitumorales inducidos por los tratamientos validan la
estrategia de las BEV como un candidato para la inmunoterapia contra el cancer. El
modelo de tumor 4T1 es poco inmunogénico que se caracteriza por un crecimiento
tumoral rapido y por la formacion de metastasis espontanea. Estas caracteristicas
también se observan en los canceres de mama humanos en estadio IV (Pulaski y
Ostrand-Rosenberg, 2001; Wang et al., 2020). Se ha reportado que la
inmunoterapia con ICI no pudo inhibir el crecimiento tumoral en ratones portadores
de tumores 4T1 (Kim et al., 2014). En el mismo estudio, se demostré una inhibicion
fuerte pero temporal del crecimiento tumoral y una reduccidén de la metastasis en
los ratones supervivientes; sin embargo, solo después de cuatro dosis de una
mezcla de 4 componentes (Kim et al., 2014). De acuerdo con esto, demostramos
efectos antitumorales inducidos por las BEV después de una sola dosis, en
contraste con los protocolos de tratamiento estandar, que utilizan varias
intervenciones para controlar la progresion de la enfermedad. El uso de una dosis
en el tratamiento es un indicativo de mayor eficacia ademas de proporcionar un
mayor acceso del tratamiento para los pacientes con cancer (costo/beneficio).
Previamente hemos informado el uso de diferentes epitopos de CTL
provenientes de varios TAA que se generaron como inmunogenos BEV y se
administraron como una monoterapia de dosis Unica en el modelo de tumor 4T1
donde obtuvimos resultados similares. Esto demuestra la relevancia del concepto
BEV y su adaptabilidad (NoeDominguez-Romero et al., 2014; Servin-Blanco et al.,
2018; Dominguez-Romero et al., 2020). Interesantemente, observamos una
reduccion significativa de las lesiones metastasicas cuando se utilizan los
inmundégenos BEV en formato de péptido sintético o bacteriofago recombinante
(Figura 14C y 15C), lo que resulta en un aumento en la amplitud de los repertorios
de las células T CD8+ y CD4+, que en ultima instancia fomentan las respuestas
antitumorales deseables (Figura 18, 19 y 20). El tratamiento con la BEV BFO-43 en
formato de bacteriofago recombinante fue menos eficiente en el control de los
tumores en comparacion con su contraparte en el formato de péptido sintético
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posiblemente debido a que el repertorio de la BEV en el bacteriéfago fue menor
(BFO-43 55 500 vs BPO-43 64 x 10° variantes). Interesantemente, el tratamiento
con BFO-9 funcioné mejor que BFO-43 y debido a que BFO-9 es una biblioteca de
menor complejidad (BFO-43 55 500 vs BFO-9 8 505 variantes) no se puede
asegurar que el tamano del repertorio de las BEV sea el unico factor por considerar
para justificar sus efectos antitumorales. Probablemente, estos resultados reflejan
que el epitopo de 9 aminoacidos del cual se partié para la construccion de BPO-9
es inmunodominante dentro de la secuencia de 43. Ademas, el formato de
bacteriéfago filamentoso son inmundgenos complejos con una amplia diversidad de
epitopos derivados de las proteinas virales y con una posibilidad de generar una
respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el bacteriéfago que constituye un
riesgo en el fracaso del tratamiento (Lusiak-Szelachowska et al., 2014). Esto pudiera
justificar la tendencia que observamos que el formato de péptidos sintéticos tuvo un
mayor efecto antitumoral cuando se comparé con el formato de bacteriéfago
filamentoso. Ademas, el uso del adyuvante poly (I:C) en el formato de péptido
sintéitco también podria justificar la eficacia terapéutica. Se ha informado que el
Poly (I:C) induce la estimulacion de la inmunidad innata ademas de la secrecion de
citocinas proinflamatorias y ha mostrado efecto antitumoral en combinacién con
terapias de CAR-T y en vacunas de neoepitopos que se encuentran en fase clinica
(Di et al., 2019; Niemi et al., 2022).

Cualquier vacuna terapéutica contra el cancer deberia inducir respuestas de
CTL contra los tumores; por lo tanto, la produccion del IFN-y por las células T es
fundamental para activar la inmunidad contra el cancer. En nuestro esfuerzo por
dilucidar el problema, demostramos que la produccion de IFN-y por las células T
CD4+ y CD8+, obtenidas de los ratones tratados con BPO-43, fue mayor en
respuesta a las variantes de BFO-9 que al inmunogeno BFO-43 utilizado
inicialmente. Como esperabamos, las células T CD4+IFN-y+ y CD8+IFN-y+
obtenidas de los bazos de los ratones tratados con BPO-9 mostraron un
reconocimiento mas fuerte hacia sus propios Ags individuales, en comparacion con
la secuencia mas grande de BPO-43, aunque el epitopo WT de 9 aminoacidos se
encuentra dentro del epitopo WT de 43. Esta es una indicacién clara de mayor
inmunogenicidad de la BEV BPO-9 sobre la BEV BPO-43 (Figura 16A-B). Decidimos
probar el inmunogeno BEV de 43 aminoacidos para favorecer las respuestas de las
células T CD4+, crucial para las respuestas eficientes de los CTL. De acuerdo con
lo anterior, un estudio informado por Kreiter y colaboradores (Kreiter et al., 2015)
demostraron que la vacunacion con neoepitopos de 27 aminoacidos en formato de
ARN aumenté las respuestas de las células T CD4+ en 3 modelos de tumor
diferentes, ademas modifico el microambiente del tumor e indujo respuestas de
CTL. Vale la pena mencionar que la vacunacién con la BEV BPO-9 de 9
aminoacidos indujo altos niveles de células T CD4+ intratumoral y CD4+IFN-y+ en
los bazos de los ratones portadores de tumor (Figura 16B y 18B), probablemente,
debido a la propia naturaleza de BPO-9 que porta la mezcla de miles de variantes
de epitopos de 9 aminoacidos. Interesantemente, Gross y colaboradores
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demostraron la capacidad de péptidos cortos (9 o 10 aminoacidos) para activar a
las células T CD4+ en un ensayo de vacunacion en los pacientes con cancer (Gross
et al., 2016). A pesar de la ausencia de los epitopos reconocidos por las células T
CD4+, hemos demostrado previamente que las BEV de 9 aminoacidos pueden
inducir respuestas de células T CD8+, CD4+ y células T moderadamente
autorreactivas que se superponen con respuestas inmunitarias especificas con
propiedades antitumorales (NoeDominguez-Romero et al., 2014).

En consecuencia, se demostré que el reconocimiento de 24 variantes del
epitopo derivadas del repertorio de BPO-9, por las células T CD8+ obtenidas de los
ratones inmunizados con la BPO-9 fue mayor en comparacion con los ratones
inmunizados con NPO-9, lo que refleja la inmunogenicidad superior de la BEV sobre
el WT (Figura 17A; 19 vs 5 variantes). Estos datos coinciden con nuestros previos
reportes que utilizan inmundgenos de BEV basados en los epitopos, reconocidos
por los CTL, de 9 aminoacidos derivados del VIH-1 y del TAA survivina que reflejan
una caracteristica general intrinseca de los inmundgenos basados en la estrategia
de las BEV (Pedroza-Roldan et al., 2009; NoeDominguez-Romero et al., 2014). La
amplia cobertura de posibles blancos de Ag por los repertorios de TCR inducidos
por las BEV puede tener una importancia critica para la eficacia de la vacuna, ya
que el panorama antigénico de los tumores es muy complejo y en gran medida
impredecible. Se ha informado que los neoepitopos tumorales no mutados, que
provienen de las secuencias lideres procesados por las peptidasas son
independiente del procesamiento proteasdmico y del transportador asociado con el
procesamiento de antigenos y pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario
(Leclerc et al., 2019). Por lo tanto, incluso los Ag WT relacionados con el cancer
podrian ser el objetivo o blanco de la vacunacion (Sahin et al., 2020).

Nuestros datos de estudios de inmunizacion profilactico como terapéutico
indican que, en el estado de la enfermedad, el reconocimiento del epitopo esta
alterado, lo que conduce a la inhibicién de la proliferacion de las células T para una
fraccion de las variantes del epitopo de BPO-9 (Figura 17). Este fenomeno puede
deberse a las respuestas de los CTL protectores inducidas por la inmunizacion con
la BPO-9, lo que podria ser perjudicial para el tumor. Sin embargo, la
inmunosupresion tumoral no interfirid con la eficacia de las vacunas BEV (Figura
21A-B.). La supresion de las respuestas de las células T inducida por el tumor
durante la terapia también podria atribuirse a cambios dinamicos dentro del
inmunopeptidoma del tumor y a la presion selectiva por las respuestas de los CTL
especificos por los antigenos tumorales, lo que da como resultado la ganancia,
pérdida o regulacion a la baja de los Ags blanco (Matsushita et al., 2012; Dharmaraj
et al., 2019). Es importante destacar que existe evidencia en los canceres humanos
de que el reconocimiento de los neoantigenos por las células T o TIL se puede
perder o ganar debido a la presion selectiva durante el tratamiento con las
inmunoterapias ACT o ICI (Verdegaal et al., 2016; Anagnostou et al., 2017; Riaz et
al., 2017). Ademas, los cambios dinamicos y la pérdida selectiva de los clones de
neoantigeno de alta calidad en la progresion metastasica, sugiere la inmunoedicion
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del neoantigeno (Balachandran et al., 2017). Los analisis multidimensionales
recientes de las muestras de carcinoma de una cohorte de 100 pacientes mostraron
multiples mecanismos de evasién inmunitaria dentro de los tumores individuales, lo
que resalta en una fuerte presidn del sistema inmunitario dirigido hacia los
neoantigenos durante la evolucién del cancer (Rosenthal et al., 2019). La compleja
imagen de las interacciones tumor y respuesta inmunitaria puede ser
complementada con estudios que muestran que los epitopos mutados, que se unen
con una menor prediccion de unidn a las moléculas de clase | y de clase Il del MHC,
se seleccionan positivamente durante la tumorigénesis; esto indica que la
inmunoedicion restringida por la MHC da forma al panorama mutacional del cancer
(Marty et al., 2017, 2018). A pesar de la variabilidad en el panorama de
reconocimiento de epitopos, nuestros estudios de células T indican que los
inmundgenos BEV derivados de OFA/ILRP pueden inducir un repertorio diverso de
células T especificas de antigeno de tumor.

Interesantemente, la vacunacion con BPO-43 y BPO-9 indujo la reduccion de
las células G-MDSC en los tumores en comparacidon con las muestras del grupo
NPO-43, donde se observd un incremento de estas células. De manera similar,
encontramos una disminucion de las células G-MDSC en los pulmones de los
ratones vacunados con las BEV en comparacion con los ratones tratados con el
adyuvante (Figura 21A-B), lo que sugiere una eliminacion de las células 4T1, debido
a que las células 4T1 liberan quimioatrayentes que incrementan el numero de
células G-MDSC en pulmoén y bazo (Bosiljicic et al., 2019); por lo tanto, una
modulacién a la baja de la inmunosupresion de las células G-MDSC es
consecuencia de la activacion de las células T y eliminacion de las células 4T1
(Figura 18, 19y 20). Normalmente en el modelo de tumor 4T1 se caracteriza por un
incremento de las poblaciones de MDSC. De manera interesante, se ha demostrado
que la inhibicién de las células MDSC mejora el resultado de la enfermedad en los
modelos de tumores murinos (Markowitz et al., 2013). Asimismo, se ha informado
que la eliminacion de las células G-MDSC en el modelo tumoral 4T1 reduce la carga
metastasica (Ouzounova et al., 2017). Ademas, Piranlioglu y colaboradores
demostraron que la transferencia adoptiva de las células G-MDSC aisladas de los
ratones portadores de tumores 4T1 inducen metastasis al suprimir a las células T
CD8+ en los ratones sensibilizados con los tumores EMT6 (Piranlioglu et al., 2019).
Debido a la repercusion de las Treg en el éxito de las inmunoterapias se decidio
evaluar la presencia de esta poblacibn. No obstante, no observamos una
disminucién significativa, pero si una tendencia a la baja de las células Treg en los
tumores y pulmones de los ratones vacunados con las BEV (Figura 21A-B) Sin
embargo, esta poblacion aumento6 en los pulmones de los ratones tratados con la
BEV BPO-43, lo que puede contribuir a la inmunomodulacion de la respuesta de las
células T efectoras (Figura 21A-B). En general, estos hallazgos sugieren que la
disminucién de la infiltracion de las células G-MDSC en los tumores y los pulmones
puede explicar la reduccion en el crecimiento tumoral y la metastasis,
respectivamente luego del tratamiento con las BEV de OFA/ILRP. Lo que respalda
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la activacion de las células T y la modulacién de una respuesta inmunitaria positiva
con una inmunosupresion menor. Ademas, la presencia de CTL con fenotipos
variables puede estar relacionada con la reduccion general de las G-MDSC vy las
Treg, lo que permite respuestas celulares duraderas mediante inmunizacion con las
BEV (Figura 19, 20 y 21).

Interesantemente, la incorporacion de epitopos/péptidos derivados de
OFAJ/ILRP en nanoclusters de péptidos (PNC) para mejorar la inmunogenicidad,
resultd en una presentacion significativa de péptidos por las DC, una mayor
retencién en el sitio de inyeccion intradérmica y difusion pasiva a los ganglios
linfaticos (Tsoras y Champion, 2018). En general, nuestros hallazgos proporcionan
evidencia adicional de que los inmunogenos basados en BEV merecen estudios en
profundidad para mejorar los efectos antitumorales mediante el uso de BEV
basados en TAA o neoantigenos ademas de diferentes sistemas de entrega o
adyuvantes de vacunas (Lynn et al., 2020; Shemesh et al., 2020).

10. CONCLUSIONES

Los inmundgenos BEV de 9 y 43 aminoacidos mostraron tener efecto reduciendo el
crecimiento tumoral y el numero de las macrometastasis pulmonares al ser
utilizadas como vacunas terapéuticas mediante una sola aplicacién tanto en el
formato de péptido sintético como presentados en bacteridfago filamentoso.

La BEV disefiada a partir de una regién multiepitépica de 43 aminoacidos con
epitopos inmunodominantes de 9 aminoacidos induce respuesta de células T CD8+
y CD4+, que es fundamental para el desarrollo de vacunas basadas en respuestas
citotoxicos.

Las BEV tienen la capacidad de inducir una amplia gama de respuestas de células
T variante especificas en comparacién con el epitopo silvestre, lo que muestra una
inmunogenicidad superior debido al reconocimiento de las variantes de los epitopos
después de la inmunizacion.
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11. PERSPECTIVAS

Resultaria interesante evaluar el efecto antitumoral por medio del analisis de
citocinas con ensayos de ELISpot o por analisis multiplex, para observaciones mas
amplias de los perfiles de respuestas en el sistema inmune.

Seria oportuno seguir con la evaluacion del efecto de las BEV en formato de péptido
sintético para asi eliminar el efecto del bacteriéfago que sirve como acarreador.
Ademas, seguir con la prueba de otras estrategias de adyuvantes para mejorar la
respuesta inmunitaria.

También seria interesante generar inmundgenos en formato de células dendriticas
activadas con los péptidos provenientes de las BEV o de las variantes
inmunogénicas seleccionadas para ser mas eficiente la activacion de las células T
CD8+ y CD4+ contra los tumores.
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13. SUPLEMENTOS

Figura suplementaria A. Pesos tumorales de ratones obtenidos al dia 30
postimplante.
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Pesos tumorales de ratones individuales de tratamiento terapéutico. A) Ratones
hembra BALB/c se implantaron células 4T1 al dia 5 postimplante y se trataron con
180 ug de péptidos sintéticos mas una cantidad igual del adyuvante Poly |:C se
administraron como una sola dosis por via s.c. B) Ratones hembra BALB/c se
implantaron células 4T1 al dia 5 postimplante y se trataron con bacteri6fagos
recombinantes se administraron como una unica dosis por via i.v. (1x10* 12
bacteriofagos).

77



Figura suplementaria B. Imagenes representativas de pulmones de ratones con
lesiones metastasicas en tratamientos terapéutico al dia 30 postimplante.

No relacionado Control 4T1

Imagen representativa de las lesiones metastasicas de los grupos de ratones
inmunizados con las BEV y sus contrapartes WT en tratamiento terapéutico. Los
numeros de las lesiones metastasicas se analizaron mediante la prueba de Kruskal-
Wallis. Las diferencias se consideraron significativas a p <0.05. n = 10. Las
imagenes de los pulmones con las lesiones metastasicas se obtuvieron al dia 30
postimplante. Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces con
resultados comparables.
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Figura suplementaria C. Imagenes de Inmunohistofluorescencia de células T
CD8+ y CD4+ de tumores de ratones en tratamiento terapéutico.

BPO-43 |BPO-9

NPO-43 fNPO-9

Control
. 4T1

Imagenes de inmunohistofluorescencia representativas de células T CD8+ (Verde)
y CD4+ (Rojo) de tumores de tratamientos terapéuticos. Los tumores se obtuvieron
al dia 30 postimplante. Se utiliz6 DAPI para tefir los nucleos. (Barra de escala: 50
pum). Datos obtenidos de al menos 3 experimentos independientes.
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Figura suplementaria D. Analisis representativa de la estrategia de analisis para la
identificacion de células T C8+ y CD4+ productoras de IFN-y.
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La estrategia de seleccion para la identificacion de células T C8+ y CD4+
productoras de IFN-y implico la exclusion de dobletes vy tripletes con los singletes,
después se realizo un grafico de puntos de tamaro (FSC-A) vs granularidad (SSC-
A) para seleccionar la poblacién de células T, seguida de la exclusion de las células
muertas con 7AAD. Posteriormente, se realizé un grafico de puntos de granularidad
(SSC-A) vs CD3 para seleccionar la poblacién de células CD3+, luego este fue
dividido dentro de un grafico de puntos para CD4 APC vs CD8 PE para seleccionar
las poblaciones de células CD8+ y CD4+. Posteriormente, graficos de densidad
fueron generados para medir CD8+IFN-y+ y CD4+IFN-y+. Se muestran graficos de
densidad representativo de los tratamientos con BPO-43, BPO-9 y control 4T1 y
estimulados con BFO-43 y BFO-9 Ag. Control de fluorescencia menos uno (FMO)
control FMO IFN-y.
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Figura suplementaria E. Analisis representativa de la estrategia de analisis para
la proliferacion de células T CD8+ derivadas de bazo y tefidas con CFSE.
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La estrategia de seleccion para las células CD8+ en proliferaciéon implico la
exclusion de dobletes y tripletes con los singletes, después se realizé un grafico de
puntos de tamafio (FSC-A) vs granularidad (SSC-A) para seleccionar la poblacion
de células T totales, seguida de la exclusion de las células muertas con 7AAD.
Posteriormente, se realizé un grafico de puntos de granularidad (SSC-A) vs CD3-A
para seleccionar la poblacién de células CD3+, luego este fue dividido dentro de un
grafico de puntos para granularidad (SSC-A) vs CD8 PE para seleccionar la
poblacidn de células CD8+. Posteriormente, se generaron histogramas para medir
los porcentajes de proliferacion de células CD8+. Se muestran histogramas
representativos: proliferacion de CD8+ para una variante individual, secuencia de
tipo silvestre, inmunogeno no relacionado (B22) y controles positivo y negativo.
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Figura suplementaria F. Estrategia representativa para la identificacion de células
T efectoras CD8+Ly6C+ derivadas de pulmon obtenidas de ratones en tratamiento
terapéutico.

>

>

Live cells

0 300K

SSC-H

200K 0

300K

800K

FSC-A

Ty ey
900K \ﬂo 102 mq \ﬂe o
VL1: Ghost Violet450

300K 600K 200K

FSC-A

CD8+
333

T v
o 0* 0 0® o 10* ° °
YL1: CD8 PE RL3: CD3 APC-eFluor 780

900K 7]

300K

CD8+Ly6C+ Teells

CD8+LyBC+ T cells

CD8+Ly6C+ T cells CDB+Ly6C+ T cells CD8+LyBC+ T cells CD8+Ly6C+ T cells

Ty
4
o 10 10 10
YL4: Ly6C PE-Cy7

BPO-43

4 5 ]
10

YL4: Ly6C PE-Cy7

NPO-43

CDB8+LyBC+ T cells

CD8+Ly6C+ T cells

4
10 100 10
YL4: Ly6C PE-Cy7

Intacto

T

4 5 6

o 10 107 10
YL4: Ly6C PE-Cy7

Control FMO Ly6C

Py T T L Ty T ey

T T
4 ]

10 10 10 o w0t 10 10 o 10* 10° 10° o 10* 10
YL4: Ly6C PE-Cy7 YL4: Ly6C PE-Cy7 YL4: Ly6C PE-Cy7 YL4: Ly6C PE-Cy7

BPO-9 NPO-9 Poly I:C Control 4T1
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singletes, seguida de la exclusion de las células muertas con
7AAD, después se realizé un grafico de puntos de tamaro
(FSC-A) vs granularidad (SSC-A) para seleccionar la poblacién
de células totales. Posteriormente, se realiz6 un grafico de
puntos de granularidad (SSC-A) vs CD3-A para seleccionar la
poblacién de células CD3+, luego se realizé otro grafico de
puntos de granularidad (SSC-A) vs CD8-A para seleccionar la
poblacién de células CD8+. Finalmente, se realiz6 un grafico de
contorno para granularidad (SSC-A) vs Ly6C-A para medir la
poblacién de células T efectoras CD8+Ly6C+. Se muestran
graficos de contorno representativos para los tratamientos:
BPO-43, NPO-43, BPO-9, NPO-9, Poly I:C, control 4T1 y ratén
intacto. Control de fluorescencia menos uno (FMO) control FMO
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Figura suplementaria G. Estrategia representativa del analisis para la
identificacion de células G-MDSC CD11b+Ly6CLowLy6G+ derivadas de pulmoén
obtenidas de ratones en tratamiento terapéutico.
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Figura suplementaria H. Estrategia representativa del analisis para la identificacion
de células T reguladoras CD4+CD25+FoxP3+ derivadas de tumor obtenidas de
ratones en tratamiento terapéutico.
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La estrategia de seleccion para la identificacion de células T reguladoras
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después se realizo un grafico de puntos de tamaro (FSC-A) vs granularidad (SSC-
A) para seleccionar la poblacion de células T totales, seguida de la exclusion de las
células muertas con 7AAD. Posteriormente, se realizd un grafico de puntos de
granularidad (SSC-A) vs CD3-A para seleccionar la poblacion de células CD3+,
seguido de un grafico de densidad para CD3-A vs CD4-A para seleccionar la
poblacién de células CD3+CD4+. Finalmente, se realizé un grafico de contorno para
FoxP3-A vs CD25-A para medir la poblacion de células T reguladoras
CD4+CD25+FoxP3+. Se muestran graficos de contorno representativos para los
tratamientos BPO-43, NPO-43, BPO-9, NPO-9, Poly |:C y control 4T1. Control de
fluorescencia menos uno (FMO) control FMO FoxP3.
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After decades of cancer vaccine efforts, there is an imperious necessity for novel ideas tha . better
tumor control in patients. We have proposed the use of a novel Variable Epitope Library (\ rategy,
which incorporates an unprecedented number of mutated epitopes to target antigenic break

tolerance against tumor-associated antigens. Here, we used an oncofetal antigen/immature laminin receptor
protein-derived sequence to generate 9-mer and 43-mer VEL immunogens. 4T1 tumor-bearing mice developed
epitope-specific CD8+IFN-y+ and CD4+IFN-y+ T cell responses after treatment. Tumor and lung analysis

demonstrated that VELs could increase the number of tumor-infiltrating lymphocytes with diverse effector
functions while reducing the number of immunosuppressive myeloid-derived suppressor and regulatory T cells.
Most importantly, VEL immunogens inhibited tumor growth and metastasis after a single dose. The results
presented here are consistent with our previous studies and provide evidence for VEL immunogens’ feasibility as
promising cancer immunotherapy.

1. Introduction

Triple-negative breast cancer (TNBC) is the most heterogeneous and
aggressive breast cancer subtype, characterized by a high recurrence
rate and mortality. Few treatment options exist for TNBC due to the lack
of identified therapeutic targets. This has led to the development of
important immunotherapies such as immune checkpoint inhibitors
(ICD), primarily a-CTLA4 and a-PD-L1/PD-1 monoclonal antibodies, and
cancer vaccines (Durgeau et al., 2018). Thus far, ICI combination ther-
apy has been effective in several high mutational burden cancers, where
they have induced tumor regression; however, only a subset of patients
exhibits responsiveness (Durgeau et al., 2018; Fennemann et al., 2019).
ICI may also lead to immune-related adverse events, which are usually
not severe, but in rare cases, may lead to mortality (Ramos-Casals et al.,
2020). Currently, many cancer vaccine formulations exist; similarly, the

list of delivery systems, vaccination schedules, and adjuvants being
tested is extensive (Shemesh et al., 2021). Despite these advances, no
medical agency has yet approved a vaccine for TNBC, partially due to
their limited efficacy in controlling disease progression. Traditionally,
cancer vaccines have been based on tumor-associated antigens (TAAs):
non-mutated self-molecules which can be broadly subdivided into
overexpressed, differentiation and cancer germline antigens (Ags). In
most cases, TAA-based vaccines resulted in weaker antigen-specific
immune responses due to central and peripheral tolerance mecha-
nisms (Fennemann et al., 2019; Valilou and Rezaei, 2019).

At present, neo-antigens (Neo-Ags) are at the forefront of personal-
ized cancer vaccines (Schumacher et al., 2019; Shemesh et al., 2021).
Neo-Ags develop through nonsynonymous somatic mutations and are
exclusively expressed by tumor cells. Proponents of Neo-Ag vaccines
suggest that these characteristics confer increased immunogenicity, as

Abbreviations: VEL, variable epitope library; TNBC, triple-negative breast cancer; TAAs, tumor-associated antigens; Ag, antigen; ICS, intracellular staining; ICI,
immune checkpoint inhibitors; DRiPs, defective ribosomal products; ACT, adoptive T cell therapy; ITH, intratumoral heterogeneity; CTL, cytotoxic T lymphocyte;
OFA/iLRP, oncofetal Ag/immature laminin receptor; G-MDSC, granulocytic myeloid-derived suppressor cells; TIL, tumor-infiltrating lymphocyte.
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Neo-Ags are not subject to immune tolerance; furthermore, Neo-Ags
present a lower risk for developing autoimmunity during therapy
(Fennemann et al., 2019; Valilou and Rezaei, 2019). However, it should
be noted that genetic instability in cancer, which can lead to diverse
molecular events (frameshift mutations, alternative splicing, gene
fusion, generation of neoepitopes from defective ribosomal products
(DRiPs), etc.), generates an overwhelming pool of Neo-Ags, of which the
primary structures are mostly unpredictable (Yang et al., 2019; Pandey
etal., 2020). Despite the frequently mentioned success of specific Phase I
clinical trials utilizing Neo-Ag-based vaccines (Ott et al., 2017; Sahin
et al., 2017), in many cases, such as glioblastoma (Hilf et al., 2019;
Keskin et al., 2019) or other solid tumors (Cafri et al., 2020; Ott et al.,
2020), low immunogenicity, particularly the inability to induce robust
CD8+ T cell responses, has been reported. It is worth mentioning that
during the only Phase 3 clinical trial, using Neo-Ag-based vaccines in
glioblastoma patients, no increase in patient survival was reported
(Weller et al., 2017). These trials have demonstrated the feasibility,
safety, and immunogenicity of Neo-Ag-based vaccines; however, evi-
dence of their clinical relevance is still lacking.

One concerning issue which directly limits Neo-Ag-based immuno-
therapy is the dynamic Neo-Ag landscape (gain/loss of Ag expression),
evidenced under ICI treatment or adoptive T cell therapy (ACT) in
melanoma patients (Anagnostou et al., 2017; Riaz et al., 2017). In fact,
the gain/loss of Ags represents a significant and unappreciated obstacle
in the development of cancer vaccines: strong selective pressure by the
immune system makes cancer a moving target. Dynamic changes during
tumor evolution increase antigenic variability and intratumoral het-
erogeneity (ITH) (Schreiber et al., 2011; Servin-Blanco et al., 2016;
Fennemann et al., 2019), which correlate with a weaker immune
response, decreased immune cell infiltration, and worse survival in
breast cancer patients (McDonald et al., 2019). Also, escape from im-
mune surveillance by immune tolerance and immunosuppression are
further obstacles that need to be considered during vaccine design
(Schreiber et al., 2011; Servin-Blanco et al., 2016; Dersh et al., 2021).
The cancer immunoediting theory states that continuous tumor-immune
interaction leads to the development of cancer cell variants that can
escape from immune attack and to an immunosuppressive microenvi-
ronment, characterized by Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)
and regulatory T cells (Tregs) (Syed Khaja et al., 2017; Nagarajan and
McArdle, 2018).

In recent publications, we have showcased our VEL vaccine platform,
based on massively mutated epitopes to target antigenically variable
pathogens and cancer. VEL immunogens are combinatorial libraries
bearing heavily mutated immunodominant cytotoxic T lymphocyte
(CTL) epitope variants: 30-50 % of the residues are randomly replaced
by any of the 20 natural amino acids. Previously, we demonstrated that
VEL-induced T cells could recognize more than 50 % of the heavily
mutated variants from an HIV-1 CTL epitope; moreover, sera from VEL-
immunized mice were capable of neutralizing 5/10 primary viral iso-
lates from a Tier 2 reference panel (Charles-Nino et al., 2011). In a later
study, we generated a VEL immunogen derived from MHC class I mol-
ecules that inhibited lung metastasis in a mouse model of breast cancer
(Servin-Blanco et al., 2018). Furthermore, we reported that a
survivin-derived VEL immunogen inhibits tumor growth in prophylactic
and therapeutic settings (NoeDominguez-Romero et al., 2014). Most
recently, survivin-derived VELs were further developed and were able to
induce broad cellular immune responses, increase tumor infiltration by
T cells, decrease immunosuppression and inhibit lung metastasis
(Dominguez-Romero et al., 2020).

In the present study, we have chosen the oncofetal Ag/immature
laminin receptor (OFA/iLRP), which is highly conserved and expressed
in many cancer types: breast, head and neck, ovarian, brain, prostate,
and hematologic malignancies. Unlike most TAAs commonly used in
cancer vaccines, OFA/IiLRP is not detectably expressed in healthy cells
(Barsoum and Schwarzenberger, 2014). OFA/iLRP is expressed as an
immature monomer in the embryo during early gestation and induces
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maternal immune responses; by mid-to-late gestation, OFA/iLRP is
modified into its non-immunogenic, mature dimerized form. The
immunogenic form of OFA/iLRP is re-expressed in cancer cells and has
been determined to play an important role in metastasis (Castronovo,
1993). Recombinant OFA/iLRP and derived peptide epitopes have been
reported to activate CD4+ and CD8+ tumor-specific T cells, making
OFA/iLRP a promising cancer vaccine candidate (Rohrer et al., 2006;
Siegel et al., 2006). In this study, we generated recombinant M13 phage
and synthetic peptide VEL immunogens from a defined OFA/iLRP CTL
epitope and from a multi-epitope region. We tested VEL vaccine im-
munogens’ capacity to inhibit tumor growth and metastasis in the
aggressive 4T1 triple-negative breast cancer (TNBC) mouse model (Kim
et al., 2014; Dominguez-Romero et al., 2020; Wang et al., 2020) and
analyzed vaccine-induced immune responses.

2. Materials and methods
2.1. Generation of immunogens

H-2Kd-restricted T cell epitope sequences found within the OFA/
iLRP Ag have been previously reported (Rohrer et al., 2006); from these,
a 43-mer multi-epitope sequence and a 9-mer epitope sequence were
selected, see Table 1. It should be noted that the 9-mer sequence is found
within the 43-mer sequence. Random mutations were introduced into
the sequences: 6 mutations within the 43-mer sequence and 3 mutations
within the 9-mer sequence. Mutated residues were randomized, but
H-2Kd peptide-binding motifs were respected. In this manner, two VELs
were generated in synthetic peptide format: BPO-43 and BPO-9, with
theoretical repertoire complexities of 64 x 10° and 8 x 103, respec-
tively. Wild type (WT) counterparts used to generate VELs were also
generated as synthetic peptides, NPO-43 and NPO-9. PGRS, derived
from Mycobacterium tuberculosis (Mtb) PPE family protein PPE15 was
generated as an unrelated VEL control Ag containing eight randomly
mutated positions in synthetic peptide format (Table 1). Peptides were
synthesized by GenScript Corporation (Piscataway, NJ, USA) and
Ontores Biotechnologies (Shanghai, China).

The abovementioned OFA/iLRP-derived VELs and WT counterparts
were also generated as recombinant M13 phage expressing variant
epitopes on the phage major coat protein. Standard molecular biology
procedures were used to generate recombinant M13 phage immuno-
gens, as described in our previous work (NoeDominguez-Romero et al.,
2014). Corresponding oligonucleotides/DNA fragments (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO) were used to generate immunogens (mutated triplets are
NNK N =G, A, Tor C and K = G or T) (Supplementary Table A.1). We
generated two recombinant phage VELs, BFO-43 and BFO-9 with com-
plexities of 55,500 and 8505 individual clones, respectively, along with
their corresponding WTs, NFO-43 and NFO-9. Thirty-two variants from
BFO-9 were randomly selected, rescued, and sequenced for use in pro-
liferation experiments and checked for correct cloning: all clones
expressed different epitope variants (Table 2); the same was done for
BF0-43, data not shown. An HIV-1-derived 9-mer CTL epitope, B22, was
used as a control phage immunogen as well as G5D, a non-related
alanine sequence-based VEL; both have been previously described
(NoeDominguez-Romero et al., 2014).

2.2. Ethics statement

All animal experiments were carried out under approved protocols
from the Animal Care and Use Committee at Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México and following
recommendations from the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals of the NIH. Mice were euthanized by COz chamber. All efforts
were made to minimize suffering during experiments.
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Table 1
Immunogen Sequences.
Format
Recombinant Phage Synthetic Peptide Amino acid sequence
Wild-tvpe sequence NFO-43 NPO-43 INLKRTWEKLLLAARAIVAIENPADVSVISSRNTGQRAVLKFA
type seq NFO-9 NPO-9 KRTWEKLLL
BFO-43 BPO-43 INLKRXWXKLXLAARAIVAIENPADVSVISSRNXGXRXVLKFA®
. . . BFO-9 BPO-9 KRXWXKLXL"
Variable Epitope Library (VEL) PGRS LFXNGGAGGQGGXGGXGGXGGXGGXGMAXGPAGGTGGIGXIGGIG™"
GSD A(G/F)PXXXXX(L/M) “¢
Epitope B22 ALQRLFETC"

# X - any of 20 natural amino acids.

> Mtb-derived VEL used as a non-related immunogen.

¢ HIV-1-derived epitope used as a non-related immunogen.
9 VEL used as a non-related antigen.

Table 2

Sequences of OFA/iLRP-derived WT epitope and epitope variants.
Wild-type epitope K R T W E K L L L
Epitope Library K R X w X K L X L

Epitope Variants

1 - - C - F - - F -
2 - - P - L - - P -
3 - - P - P - - L -
4 - - K - E - - K -
5 - - Q - R - - 1 -
6 - - A - N - - A -
7 - - W - I - - S -
8 - - K - K - - K -
9 - - T - P - - P -
10 - - R - Q - - H -
11 - - Q - K - - K -
12 - - 8 - E - - Y -
13 - - L - E - - R -
14 - - Q - E - - N -
15 - - R - P - - G -
16 - - Q - Q - - L -
17 - - E - G - - N -
18 - - R - E - - E -
19 - - R - P - - Q -
20 - - 8 - A - - A -
21 - - C - G - - 1 -
22 - - P - T - - Q -
23 - - Vv - F - -V -
24 - - Vv - F - - F -
25 - - E - Q - - G -
26 - - G - K - - T -
27 - - K - H - - K -
28 - -V - F - - F -
29 - - W - K - - Y -
30 - - P - P - - P -
31 - - K - G - - Q -
32 - - L - G - - Q -
Amino acid frequencies 13/32 13/32 16/32

X- any of 20 natural amino acids.

2.3. 4T1 tumor model

4T1 cells (American Type Culture Collection) were maintained in
RPMI-1640 medium, supplemented with 10 % FBS, penicillin (100 IU/
mL), streptomycin (100 mg/mL), and fungizone (0.75 mg/mL), and
cultured in a humidified incubator at 37 °C/5 % CO,. Tumors were
established by subcutaneously (s.c.) injecting 10* viable 4T1 cells in 60
pL PBS into the right mammary fat pad. Primary tumors were detectable
around nine days after tumor challenge. Tumor growth measurements
were taken every 3 days, and tumor area was calculated as length (mm)
x width (mm) using digital Vernier calipers. The experimental endpoint
was established as day 30 post-tumor challenge.
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2.4. Therapeutic treatment with VELs or wild-type immunogens

5 to 6-week-old female BALB/c mice were used in groups of 5-8. All
experiments were repeated at least four times with comparable results.
Immunizations were performed on day 5 post-tumor challenge by s.c.
administration of 180 pg of synthetic peptide plus 180 pg of poly-
inosinic:polycytidylic acid adjuvant (Poly (I:C), Sigma-Aldrich) in 100
pL phosphate-buffered solution (PBS). Phage immunogens were
administered intravenously (1 x 10'2 phage particles suspended in 200
pL PBS). Control groups received the same dose of either synthetic
peptide or recombinant phage. All animals received a single dose of an
immunogen. Lung metastases were analyzed by counting macro-
metastatic lesions on day 30 post-tumor challenge.

2.5. Cell proliferation assay and flow cytometry

Different experimental conditions were implemented to evaluate the
immunogenicity and specificity of VEL-induced immune responses. In
the Immunization setting, splenocytes from non-tumor-bearing mice
were harvested on day 75 post-immunization. In the prophylactic
setting, mice were challenged with 4T1 cells 60 days post-immunization,
and splenocytes were collected on day 15 post-tumor challenge. In the
therapeutic setting, mice were immunized on day 5 post-tumor chal-
lenge, and splenocytes were collected on day 15 post-tumor challenge.
Splenocytes from control groups were used to explore natural immune
responses using naive and 4T1 challenged mice; the latter were collected
on day 15 post-tumor challenge. Splenocytes were obtained from 3 mice
per group and were analyzed by flow cytometry using standard pro-
tocols as described in our previous studies (Servin-Blanco et al., 2018;
Dominguez-Romero et al., 2020). Briefly, cells were resuspended in
RPMI-1640 medium supplemented with 1 % sodium pyruvate, 1 %
nonessential amino acids, and 1 % 2-beta-mercaptoethanol, then
washed twice with PBS and resuspended again in RPMI-1640 at a con-
centration of 5 x 107 cells/mL. Cells were stained with 1.2 uM CFSE
(Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature, washed twice with 10
mL PBS 5 % FBS at 4 °C, and cultured in a 96-well flat-bottom plate (2.5
x 10° cells/well). Cells were stimulated with 3 x 10° recombinant
phage particles/well, corresponding to BFO-9 variants for 72 h at 37 °C
in a humidified 5 % CO2 incubator. Surface staining was carried out
using anti-CD3 APC-eFluor780 (clone 145-2C11, ThermoFisher Scien-
tific) and anti-CD8 PE (clone 53-6.7) (BioLegend, San Diego, CA, USA) in
1 % FBS PBS for 30 min at room temperature in the dark, then cells were
fixed with 1 % paraformaldehyde. Dead cells were excluded by 7-amino-
actinomycin D (Tonbo Biosciences). Samples were acquired on an At-
tune Flow Cytometer (ThermoFisher, Waltham, MA, USA), and results
were analyzed using FlowJo free trial (BD, San Jose, CA, USA); at least
100,000 total events were collected. The Gating strategy for the setting
can be found in Supplementary Fig. C.1.

To evaluate responses of CD4+IFN-y+ and CD8+IFN-y+ T cells in
vitro, mice were immunized with a synthetic peptide corresponding to
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VELs and WT counterparts on day 5 post-tumor challenge, and spleno-
cytes were collected on day 15 post-tumor challenge. We stimulated
splenocytes with 3 x 10° recombinant phage particles/well corre-
sponding to VELs, WT counterparts and controls for 72 h. During the
final 5 h of incubation, cells were treated with monensin 1 pL/well (2
uM) (Sigma-Aldrich). Surface staining was carried out using anti-CD3
APC-eFluor780 (clone 145-2C11, ThermoFisher Scientific), anti-CD4
APC (clone RM4-5, ThermoFisher Scientific) and anti-CD8 PE (clone
53-6.7, BioLegend) monoclonal antibodies for 30 min at room temper-
ature in the dark; cells were then fixed with 1 % paraformaldehyde for
15 min at room temperature, and then washed. After permeabilization
with the permeabilization buffer solution (Tonbo), anti-IFN-y PE-Cy7
(clone XMG1.2, BioLegend) was added for 30 min in the dark. Sam-
ples were acquired on an Attune Flow Cytometer (ThermoFisher), and
results were analyzed using FlowJo free trial (BD); at least 100,000 total
events were collected.

2.6. Cell phenotyping by flow cytometry in therapeutic setting

Cell phenotype markers were used to analyze CD3+CD8+IFN-y+,
CD3+CD8+Ly6C+, CD8+GranzymeB+, CD8+Perforin + and
CD4+CD25+FoxP3+ T cell populations and the Granulocytic-MDSC
population (G-MDSC) CD11b + Ly6ClowLy6G+. Spleens, lungs and
tumors were pooled from 3 immunized mice on day 30 post-tumor
challenge to prepare single-cell suspensions. 2.5 x 10° cells/well were
stained according to manufacturer’s instructions with a panel of fluo-
rescent labeled monoclonal antibodies: anti-CD3 APC-eFluor780 (clone
145-2C11, ThermoFisher Scientific), anti-CD8 PE (clone 53-6.7, Bio-
Legend), anti-Ly6C PE-Cy7 (clone HK1.4, ThermoFisher Scientific), anti-
IFN-y PE-Cy7 (clone XMG1.2, BiolLegend), anti-IFN-y PerCP-Cy5.5
(clone XMG1.2, BioLegend), anti-Granzyme B FITC (clone NGZB,
ThermoFisher Scientific), anti-Perforin APC (clone S16009A, Bio-
Legend), anti-CD11b AlexaFluor488 (clone M1/70, BioLegend), anti-
Ly6G PE (clone RB6-8C5, ThermoFisher Scientific), anti-CD3 PE-Cy7
(clone 145-2C11, Tonbo Biosciences), anti-CD4 APC (clone RM4-5,
BioLegend), anti-CD25 APC-eFluor780 (clone PC61.5, ThermoFisher
Scientific), anti-FoxP3 PE (clone 3G3, ThermoFisher Scientific). Ghost
Dye Violet 450 or 7AAD were used as viability dyes.

For intracellular staining (ICS), cells were treated with monensin 1
pL/well (2 pM) (Sigma-Aldrich) for at least 4 h. Cells were first surface
stained with corresponding monoclonal antibodies, fixed with 1 %
paraformaldehyde for 15 min at room temperature, and then per-
meabilized with permeabilization buffer solution (Tonbo) before intra-
cellular staining. Foxp3 staining was performed with the Foxp3/
Transcription Factor Staining Buffer Kit (Tonbo Biosciences) according
to the manufacturer’s instructions. Samples were acquired on an Attune
Flow Cytometer (ThermoFisher), and results were analyzed using
FlowJo free trial (BD). The Gating strategy for the setting can be found in
Supplementary Figs. D.1, E.1, and F.1.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were carried out with GraphPad Prism 8.0 soft-
ware (GraphPad Software, CA, USA). Tumor growth curves were
analyzed with a two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
measurements and Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons (n =
10; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001). All results are expressed as
mean + SEM. Experiments were repeated at least three times with
comparable results. Before statistical analyses, lung metastatic lesion
data were converted into logarithmic form to obtain normal distribu-
tion; data were analyzed using a one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc
test for multiple comparisons. IFN-y-producing CD4+ and CD8+ T cell
assay data (%) were analyzed with a two-way ANOVA for repeated
measurements and Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons. All
flow cytometry analysis graphs were calculated as the number of cells/g
of tissue. Cell numbers from 4T1 control mice were considered baseline,

Molecular Immunology 139 (2021) 65-75

and X-fold changes were calculated from these. Data are expressed as X-
fold change as mean + SD, n = 4. Differences were considered signifi-
cant at *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. All experiments were
repeated at least once with comparable results.

3. Results
3.1. Immunogens

We generated two OFA/iLRP-derived VELs synthetic peptide (BPO-
43 and BPO-9) and recombinant M13 phage formats (BFO-43 and BFO-
9) (Table 1); calculated complexities of phage libraries were 55,500
clones for BFO-43 and 8505 clones for BFO-9. Analysis of the BFO-9 Ag
panel (Table 2) shows that 13-16 different amino acids are present at
mutated positions in 32 epitope variants, indicating the acceptable
distribution of introduced mutations and epitope diversity as we have
observed in our previous studies (NoeDominguez-Romero et al., 2014;
Dominguez-Romero et al., 2020).

3.2. Therapeutic effects in mice vaccinated with VELs

Tumor-bearing BALB/c mice were treated with VEL immunogens or
WT sequences, as shown in Fig. 1A. Treatment with VEL immunogens
resulted in statistically significant tumor growth reduction compared to
control groups, particularly when used in synthetic peptide format
(Fig. 1B-E). In addition, while no statistically significant differences
were found, we observed a tendency towards tumor weight reduction
between VEL- and wild-type-treated mice (Supplementary Fig. A.1),
reflecting data obtained from tumor growth inhibition.

As a follow-up, we analyzed metastatic burden and found a statisti-
cally significant reduction in VEL-treated mice (Fig. 1F, G), specifically
between BFO-9 and its WT counterpart, NFO-9, or controls (Fig. 1G).
Furthermore, when we compared BFO-43 and BFO-9, we observed more
significant metastasis reduction in BFO-9-treated mice; surprisingly, this
was not observed when used in synthetic peptide format (BPO-43 vs
BPO-9), but both VELs reached similar levels of metastases reduction.
Interestingly, the metastatic index showed the same results as the
macrometastases described above (data not shown). Collectively, these
results demonstrate the relevance of VEL vaccines in terms of tumor and
metastasis inhibition.

3.3. VEL-induced cellular immune responses

To investigate whether the observed therapeutic effects induced by
VEL immunogens were mediated by cellular immune responses, we
determined the presence of Ag-specific IFN-y-producing CD8+ and
CD4+ T lymphocytes in the spleens of immunized mice. To examine this,
we stimulated splenocytes from VEL- and WT-treated mice in vitro with
phage immunogens. As shown in Fig. 2C and D, higher percentages of
IFN-y-producing T cells were detected when stimulating splenocytes
from BPO-9-immunized mice with BFO-43 and BFO-9 Ags, while cells
from NPO-9-vaccinated mice showed minimal response to Ag stimula-
tion. By contrast, no differences were observed in cells obtained from
BPO-43- and NPO-43-immunized groups. Accordingly, we decided to
evaluate further immune responses induced during therapy with BPO-9.
Thus, 24 epitope variants randomly selected from the BFO-9 library
were tested with spleen-derived CD8+ T cells obtained from tumor-
bearing and non-tumor-bearing mice immunized with BPO-9 or WT
NPO-9. We conducted a long-term prophylaxis experiment (Fig. 3B;
tumor challenge 60 days post-immunization) to measure the immuno-
genic profiles in tumor-challenged versus unchallenged (Fig. 3A) mice
immunized with BPO-9 or WT NPO-9. We found greater immunoge-
nicity of the VEL: 80 % of epitope variants were recognized by CD8+ T
cells from the BPO-9-immunized group, while only 20 % of variants
were recognized by the cells from NPO-9-immunized mice (Fig. 3A).
Despite overall lower proliferation levels after tumor challenge in the
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Fig. 1. Therapeutic vaccination of mice with VELs. A) Experimental scheme for treatment. B-C) Tumor growth in mice treated with synthetic peptide VELs; PGRS was
used as a non-related control VEL. D-E) Tumor growth in mice treated with recombinant M13 phage VELs; B22 was used as a phage expressing a non-related epitope.
Lung macrometastases were analyzed at day 30 for (F) synthetic peptide VELs- and (G) phage VELs-treated mice. H) Representative images of lung macrometastases.
Tumor areas and lung macrometastases are presented as mean + SEM; n = 10; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Tumor areas were analyzed using a two-way
ANOVA for repeated measurements and Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons. Lung macrometastases were analyzed using a one-way ANOVA with Tukey's
post-hoc test for multiple comparisons. All experiments were repeated at least three times with comparable results.

prophylactic setting, due to strong tumor-induced inhibition, a similar
tendency was observed: preferential recognition of variants by CD8+ T
cells derived from BPO-9-immunized mice compared to NPO-9-
immunized mice (Fig. 3B). In the therapeutic setting, we observed that
65 % of the tested variants induced CD8+ T cell proliferation in sple-
nocytes derived from BPO-9-treated mice, compared to 35 % in samples
from NPO-9-treated mice, and interestingly, several variants were better
at stimulating CD8+ T cells from NPO-9-treated mice than those from
BPO-9-treated mice (Fig. 3C). These results indicate the overall higher
immunogenicity of VEL immunogens over their WT counterparts, which
coincides with our previously reported data (NoeDominguez-Romero
et al., 2014; Dominguez-Romero et al., 2020). Finally, we explored
natural immune responses in naive mice and after disease onset to
evaluate changes in the epitope recognition landscape using the same
panel of variant epitopes. We found that 15 variants preferentially
stimulated CD8+ T cells derived from tumor-challenged mice (4T1
control), 8 induced stronger proliferation of CD8+ T cells obtained from
naive mice compared with mice from the 4T1-challenged group, and
NFO-9 antigen equally stimulated CD8+ T cells from both groups
(Fig. 3D).
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3.4. VELs induce a high frequency of effector and a low frequency of
immunosuppressive populations

Our findings up to now led us to consider a strong presence of tumor-
infiltrating lymphocytes (TILs) in VEL-treated mice, as these are asso-
ciated with greater antitumor immune responses. Thus, tumor tissue
sections were obtained from VEL-treated mice for immunofluorescence
processing and analysis by multiparametric flow cytometry to identify
TILs at day 30 post-tumor challenge. Strikingly, CD8+ TILs increased
6.8-fold and 4.8-fold in the BPO-43 and BPO-9 treatment groups,
respectively, compared to control groups, whereas the WT-treated group
had lower values (Fig. 2A); this observation was evidenced by immu-
nofluorescence (data not shown), where VEL-treated mice showed
higher CD8+ TIL presence. Results for CD4+ TILs were similar; a 5.3-
fold increase was observed in BPO-43- and BPO-9-immunized mice. In
WT-treated groups, a 2-fold increase and slight decrease were observed
in NPO-43- and NPO-9-immunized mice, respectively, compared to
control groups (Fig. 2B). Additionally, we evaluated the presence of
CD8+Ly6C + effector T lymphocytes, reported to have antitumor
properties (Piranlioglu et al., 2019). We found a significant increase in
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Fig. 2. VEL-induced cellular immune
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the number of effector T cells in the tumors of VEL-treated mice
(Fig. 4A), consistent with our previous observations for CD8+ T lym-
phocytes (Fig. 2A). Interestingly, lung samples from NPO-43-treated
mice demonstrated an increase in effector T cells compared to its VEL
counterpart (Fig. 4B); however, lower lymphocyte numbers did not
affect metastasis inhibition in BPO-43-treated mice.

G-MDSCs and Tregs are potent inhibitors of antitumor immune re-
sponses and promote tumor progression; therefore, it is imperative to
determine their presence during therapy in cancer. We analyzed lung
and tumor samples, which are important sites for active immune re-
sponses within the tumor model used. Analysis of lung and tumor
samples revealed lower G-MDSCs numbers in VEL-treated mice
(Fig. 4A-B). These data, along with observations in effector T cells in
tumors and lungs, may explain more significant metastasis reduction in
VEL-treated animals. Treg numbers were decreased in the tumors of
VEL-treated mice; however, this cell population increased in the lungs of
BPO-43-treated mice, which may contribute to immunomodulation by
responding effector T cells (Fig. 4B).

We further analyzed the effector CD8+ T cell population by
measuring ex-vivo IFN-y, granzyme B and perforin production within
tumors and spleens of treated mice (Fig. 5). We observed significantly
higher levels of CD8-+IFN-y+ cells in the tumors from both BPO-43- and
BPO-9-treated mice and a significant increase in the numbers of gran-
zyme B + cells in tumors from BPO-43-immunized mice (Fig. 5A). In the
case of spleen cells, significantly increased levels of these three pop-
ulations of T cells were observed only in samples from mice vaccinated
with BPO-9 (Fig. 5B). The presence of CTLs with varying phenotypes
may be related to the overall reduction in G-MDSCs and Tregs, thus
permitting durable cellular responses by immunization with VELs.
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at least 3 independent experiments were
carried out. % of IFN-y+ cells are pre-
sented as mean + SEM and were
analyzed using a two-way ANOVA for
repeated measurements and Tukey's
post-hoc test for multiple comparisons;
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

4. Discussion

Currently, there is a trend towards personalized immunotherapy
focused on targeting Neo-Ags. It has even been suggested that harness-
ing Neo-Ag specific T cells might represent the final common pathway
for all potential immunotherapy modalities to achieve antitumor re-
sponses (De Mattos-Arruda et al., 2020); however, the consensus, up to
now, is that immunotherapy does not provide benefits over conventional
therapy. For instance, lower efficacy of ICI immunotherapy is frequently
observed in patients (Fares et al., 2019) with low mutational burden
tumors (Kim et al., 2019), such as TNBC in humans and in the analogous
4T1 tumor model (Schrors et al., 2020). The final outcome of
tumor-immune interactions is influenced by complex evasion mecha-
nisms, which govern the strength and timing of anticancer responses
(Schreiber et al., 2011; Chen and Mellman, 2017; Van den Eynden et al.,
2019). To date, no proposed cancer vaccine has taken immune evasion
or antigenic variability into serious consideration. Therefore, it is of
paramount importance to restructure Ags in order to generate immune
responses similar to those which are naturally produced, but in a more
efficient time frame: immune responses must stay ahead of antigenic
variability. In this manner, VEL immunogens directly address antigenic
variability, plus they offer an alternative and universal approach to
generate vaccines against antigenically variable pathogens and cancer
(Servin-Blanco et al., 2016). We envision that the simultaneous pre-
sentation of a large number of epitope variants by VEL immunogens will
generate the most extensive repertoire of effector T cells; this will enable
us to directly target ITH and address antigenic variability.

In the present study, we evidenced the effectiveness of our innova-
tive VEL vaccine platform. On this occasion, we utilized two OFA/iLRP-
derived epitopes and demonstrated antitumor effects in a TNBC murine
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Fig. 3. Epitope-specific responses of CD8+ T
lymphocytes. A panel of 24 randomly selected
phage variants derived from BFO-9 were used
to stimulate spleen-derived CD8+ cells in pro-
liferation assays. A) in vitro stimulation of
CD8+ T cells from non-tumor-bearing BPO-9-
or NPO-9-immunized mice, 75 days after im-
munization (Immunization). B) in vitro stimu-
lation of CD8+ T cells from BPO-9- or NPO-9-
immunized mice 15 days post-tumor-challenge
(60 days after priming) (Prophylactic setting).
C) CD8+ T cells from tumor-bearing BPO-9- or
NPO-9-immunized mice obtained 15 days post-
tumor challenge, mice were immunized 5 days
post-tumor challenge (Therapeutic setting). D)
stimulation of CD8+ T cells from naive mice or
from untreated tumor-bearing mice obtained 15
days post-tumor-challenge (Natural Recogni-
tion). In the right panels each point represents
an individual epitope variant used as an Ag in
CD8+ T cell proliferation assays; CD8+ T cell
proliferation data (%) are presented as mean +
SEM; data were analyzed using Mann-Whitney
two-tailed t test. P < 0.05 was considered sta-
tistically significant. The orange point repre-
sents NFO-9 wild-type Ag, and the green point
. : represents non-related Ag B22 (A—D). Data
were obtained after subtraction of negative
control values for each experimental setting.
The dotted line indicates the average in cell
proliferation obtained when stimulating both
experimental groups with the non-related Ag.
One experiment was performed. Naive mice are
defined as the non-immunized and non-tumor
bearing.

pe 034010

4T1 Conwel
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model. We generated VELs based on OFA/iLRP-derived WT epitope
(NPO-9) and larger epitopic region (NPO-43) that were identified by
epitope mapping previously (Rohrer et al., 2006). Interestingly,
although these epitopes were reported as moderately Kd-binding pep-
tides, one epitope from NPO-43, RNTGQRAVL, showed inhibition of
tumor growth and lung metastases (Rohrer et al., 2006), and another
one (KLLLAARAI) was able to stimulate T cells from cancer patients
(Siegel et al., 2006), indicating that MHC-binding capacity does not
necessarily interfere with pMHC-TCR interactions and effector functions
of T cells (Bentzen et al., 2018). It is worth mentioning here that there
are previous reports describing the application of another member of
oncofetal antigens, namely OFA 5T4, a surface molecule shared between
human trophoblast and cancer cells, as a tumor-targeted superantigen,
antibody-drug conjugate, vaccine candidate, or as a target for chimeric
Ag receptor T cells (Stern and Harrop, 2017). Here, we proved that
BPO-43 and BPO-9 VELs, bearing combinatorial libraries of 43-mer and
9-mer mutant epitopes/peptides, respectively, can significantly inhibit
tumor growth and metastasis after a single immunization (Fig. 1B-E,
F-G). The antitumor effects induced by our treatments validate the VEL
strategy as a strong candidate for cancer immunotherapy. The poorly
immunogenic 4T1 tumor model is characterized by rapid growth,
spontaneous metastasis and ICI treatment resistance; these
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Groups

characteristics are also observed in advanced stage IV human breast
cancers (Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001; Wang et al., 2020). It
has been reported that ICI immunotherapy could not inhibit tumor
growth in 4T1 tumor-bearing mice (Kim et al., 2014). In the same study,
strong but temporary tumor growth inhibition and metastasis reduction
were documented in surviving mice; however, only after four doses of a
4-component mixture (Kim et al., 2014). In light of this, we demon-
strated VEL-induced antitumor effects after just a single dose, in contrast
with standard treatment protocols, which use several interventions to
control disease progression. We have previously reported the use of
different TAA-derived CTL epitopes to generate single dose VEL mono-
therapy immunogens in the 4T1 tumor model and obtained similar re-
sults, thus demonstrating the relevance of the VEL concept and its
adaptability (NoeDominguez-Romero et al., 2014; Servin-Blanco et al.,
2018; Dominguez-Romero et al., 2020).

We evaluated two VELs, (i) a minimal 9-mer CTL epitope and (ii) a
43-mer multiepitope sequence. We decided to test the 43-mer VEL
immunogen to favor CD4+ T cell responses, crucial for efficient CTL
responses. The diverse epitope repertoire found within BPO-43 possibly
increases the breadth and magnitude of T cell responses to promote a
more efficient elimination of tumor cells. In line with the previous, a
study reported by Kreiter et al. (2015) showed that vaccination with a
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Fig. 4. VEL-induced effector/suppressor/regulatory cell modulation during therapeutic treatment. Ex vivo analysis of treatment response within tumors (A) and
lungs (B) of mice. Flow cytometry results showing X-fold change in the numbers of effectors T cells, G-MDSCs and Tregs within tumors and lungs, compared with
tissues from 4T1 control. X-fold changes are presented as mean + SD. Each point represents a pool of three different tumors and lungs from four independent
experiments; n = 4; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. One-way ANOVA for repeated measurements and Tukey's post-hoc test for multiple comparisons

were performed.

larger neo-epitope peptide sequence increases CD4+ T cell responses,
reshapes the tumor microenvironment, and induces CTL responses. It is
worth mentioning that vaccination with 9-mer BPO-9 induced high
levels of CD4+ TILs and CD4+IFN-y+ cells in the spleen, probably due to
the very nature of BPO-9 bearing the mixture of thousands of epitope
variants. Interestingly, Gross and collaborators showed the capability of
short peptides (9- or 10-mer) to activate CD4+ T cells in vaccination trial
in cancer patients (Gross et al., 2016). Also, despite the absence of
T-helper epitopes, we have shown previously that 9-mer VELs can
induce CD8+ and CD4+ T cell responses and moderately self-reactive T
cells that overlap with specific immune responses with antitumor
properties (NoeDominguez-Romero et al., 2014).

Interestingly, we observed significant metastasis reduction when
using VEL immunogens in a synthetic peptide or recombinant phage
format (Fig. 1F-G), resulting in an increase in the breadth of CD8+ and
CD4+ T cell repertoires, which ultimately foster desirable antitumor
responses (Figs. 2 and 4). Also, vaccination with BPO-43 and BPO-9
induces the reduction of G-MDSCs in tumors compared with samples
from the NPO-43 group, where the increase of these cells was observed.
Similarly, we found a decrease of G-MDSCs in the lungs of mice vacci-
nated with VELs compared with mice treated with adjuvant (Fig. 4). On
the other hand, we have not detected a significant decrease of Treg cells
in tumors or lungs of vaccinated mice. Interestingly, MDSC inhibition
has been shown to improve disease outcome in murine tumor models
(Markowitz et al., 2013). Likewise, it has been reported that G-MDSC
depletion in the 4T1 tumor model reduces metastatic burden (Ouzou-
nova et al., 2017). Furthermore, Piranlioglu and collaborators showed
that adoptive transfer of G-MDSCs isolated from 4T1 tumor-bearing
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mice induces metastasis by suppressing CD8+ T cells in EMT6
tumor-primed mice (Piranlioglu et al., 2019). In general, these findings
suggest that decreasing G-MDSC infiltration in tumors and lungs may
account for a reduction in tumor growth and metastasis, respectively.

Ultimately, any therapeutic cancer vaccine should induce CTL re-
sponses against tumors; therefore, IFN-y production by T cells is pivotal
to activate anti-cancer immunity. In our effort to elucidate the matter,
we demonstrated that IFN-y production by CD4+ and CD8+ T cells,
obtained from BPO-43-treated mice, was more significant in response to
BFO-9 variants than to the initially used BFO-43 immunogen. As we
expected, spleen-derived CD4+IFN-y+ and CD8+IFN-y+ T cells ob-
tained from BPO-9-treated mice showed stronger recognition towards
their own individual Ags, compared to the larger BPO-43 sequence. This
is a clear indication of the greater immunogenicity of BPO-9 over BPO-
43, even though the 9-mer WT epitope is found within the 43-mer WT
epitope (Fig. 2C-D).

We have shown that recognition of 24 mutated epitope variants by
CD8+ T cells derived from BPO-9-immunized mice was greater when
compared to NPO-9-immunized mice, reflecting the superior immuno-
genicity of BPO-9 over the WT NPO-9 (Fig. 3A; 19 vs 5 variants). These
data coincide with our previous reports using VEL immunogens based on
HIV-1- and survivin-derived 9-mer CTL epitopes and reflect a general
feature intrinsic to VEL-based immunogens (Pedroza-Roldan et al.,
2009; NoeDominguez-Romero et al., 2014). Broad coverage of potential
Ag targets by VEL-induced TCR repertoires may have critical importance
for vaccine efficacy since the antigenic landscape of tumors is highly
complex and largely unpredictable. It has been reported that
non-mutated tumor neoepitopes, bearing leader peptide sequences
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Fig. 5. Phenotypic analysis of CD8+ T cells derived from VEL-treated mice. Ex vivo analysis of IFN-y-, granzyme B- and perforin-producing CD8+ T cells found
within tumors (A) and spleens (B). Lymphocyte numbers from the 4T1 control were considered baseline, and X-fold changes were calculated with respect to the
control. X-fold changes are presented as mean + SD, each point represents a pool of three different tumors or spleens from four independent experiments; n = 4; *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. One-way ANOVA for repeated measurements and Tukey’s post-hoc test for multiple comparisons were performed.

processed by peptidases (independent of classical proteasomal process-
ing) can be recognized by the immune system (Leclerc et al., 2019);
furthermore, even WT cancer-related Ags might be targeted by vacci-
nation (Sahin et al., 2020).

Our data from both prophylactic and therapeutic immunization
studies indicate that in the disease state, epitope recognition is altered,
leading to T cell proliferation inhibition for a fraction of BPO-9 variants
(Fig. 3). This phenomenon may be due to protective CTL responses
induced by immunization with BPO-9, which might be detrimental to
the tumor. However, tumor immunosuppression did not interfere with
the efficacy of VEL vaccines. Tumor-induced suppression of T cell re-
sponses during therapy could also be attributed to dynamic changes
within the tumor immunopeptidome and selective pressure by tumor-
specific CTL responses, resulting in gain, loss, or downregulation of
targeted Ags (Matsushita et al., 2012; Dharmaraj et al., 2019). Impor-
tantly, there is evidence in human cancers that Neo-Ag recognition by T
cells or TILs can be lost/gained due to selective pressure during ACT, or
ICI treatment (Verdegaal et al., 2016; Anagnostou et al., 2017; Riaz
et al., 2017). Furthermore, dynamic changes and selective loss of
high-quality Neo-Ag clones on metastatic progression have been re-
ported, suggesting Neo-Ag immunoediting (Balachandran et al., 2017).
Recent multidimensional analyses of carcinoma samples from a large
cohort of patients showed clear signs of immunoediting and tumor im-
mune escape during cancer evolution (Rosenthal et al., 2019). The
complex picture of tumor-immune interactions may be complemented
by studies showing that mutated epitopes, which are poorly bound to
MHC class I and class II molecules, are positively selected during
tumorigenesis; this indicates that MHC-restricted immunoediting shapes
the cancer mutational landscape (Marty et al., 2017, 2018). Despite
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variability in the epitope recognition landscape, our T cell studies
indicate that OFA/iLRP-derived VEL immunogens can induce a diverse
repertoire of tumor/Ag-specific T cells.

Interestingly, the incorporation of OFA/iLRP-derived epitopes/pep-
tides into peptide nanoclusters (PNC) to improve immunogenicity,
which resulted in significant peptide presentation by DCs, higher
retention at the intradermal injection site, and passive diffusion to
lymph nodes, has been described (Tsoras and Champion, 2018). In
general, our findings provide further evidence that VEL-based immu-
nogens merit in-depth studies to enhance antitumor effects by using
TAA- or Neo-Ag-based VELs and different delivery systems or vaccine
adjuvants (Lynn et al., 2020; Shemesh et al., 2021).

5. Conclusions

We reported the construction of several OFA/iLRP-derived VEL im-
munogens in synthetic peptide and recombinant M13 phage formats,
based on a 9-mer (3 mutated residues) and 43-mer (6 mutated residues)
epitope/peptide sequences, bearing a large number of epitope variants.
VEL immunogens induced broad T cell repertoires and antitumor re-
sponses (tumor and lung metastasis inhibition) after a single immuni-
zation. Indeed, the VEL concept has proven to be a viable
immunotherapy alternative. VEL immunogens, composed of large
combinatorial libraries of epitope variants, are qualitatively different
from any immunotherapy approach currently available, and most
importantly, they directly target antigenic variability and ITH.
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