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Resumen

En afios recientes se ha reportado que la proteina hMena es sobre-expresada en diversos tipos
de tumores y se ha encontrado que tiene un papel importante en la regulacion de la dindmica
de actina del citoesqueleto. Ademas, se ha encontrado que mediante “splicing” alternativo se
generan isoformas de hMena asociadas con la progresiéon (hMena''?) o la invasion y
metastasis tumoral (hMenaAV6). La expresion alternativa de isoformas de hMena,
hMena/hMena'!'? y hMena/hMenaAV6 se ha reportado asociada con invasividad y con
tumores con alto potencial metastasico. Por ello, el identificar epitopes comunes entre las
isoformas de esta proteina puede permitir evaluar su potencial anti-tumor contribuyendo a la

eliminacion de células con potencial metastasico.

En este trabajo se evaltio la capacidad del péptido GLMEEMSAL, un epitope comun entre
las isoformas de hMena, para generar respuesta antitumoral mediante un sistema de
vacunacion in vitro empleando células dendriticas maduras (CDMs) cargadas con este
péptido, o bien, in vivo mediante un modelo tumoral empleando la linea celular JC de
adenocarcinoma mamario (haplotipo H2-Kd) para inducir tumores en ratones hembra de la

cepa BALB/c (haplotipo H2-Kd).

La activacion in vitro de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fue inducida
con CDMs cargadas con GLMEEMSAL, esto indujo la activacion de células T CD8+ que
fueron capaces de proliferar y lisar especificamente células de cancer de mama (CaMa) y
cancer cérvico-uterino (CaCu) que expresaran alguna de las isoformas de hMena (hMena 11*
0 hMenaAVe6). Aunado a esto, in vivo, la inmunizacion con GLMEEMSAL tuvo un efecto
protector y terapéutico al disminuir la tasa de crecimiento tumoral en un 50 a 70% comparado
con el grupo que no recibié inmunizacioén, lo cual incrementd la sobrevida de los ratones

mmunizados.

Por lo anterior, los hallazgos de este trabajo son de gran relevancia para sugerir el uso de
epitopes comunes dentro de las isoformas de hMena como, GLMEEMSAL, para desarrollar
protocolos de inmunoterapia que generen una adecuada respuesta antitumor que frene el

crecimiento y potencial metastasico en tumores con sobre-expresion de hMena.



Abstract

In recent years the hMena protein has been reported to be overexpressed in different tumors
and playing an important role in regulating the dynamics of cytoskeleton actin. Additionally,
it was reported that alternative splicing generate hMena isoforms related with tumoral
progression (hMena !'?) or invasion and metastasis (hMena AV6). The alternative expression
of hMena isoforms, was reported associated with high metastatic potential. For this reason,
identify common epitopes among hMena isoforms allow to evaluate the anti-tumor potential

to contribute to eliminate cells with metastatic potential.

In this study we evaluated the GLMEEMSAL capacity to generate anti-tumor immune
response through, either by an in vitro vaccination system using mature dendritic cells
(MDCs) loaded with GLMEEMSAL peptide, or well through an in vivo tumoral model
employing the tumor cell line JC of mammary adenocarcinoma (haplotype H2-Kd) for tumor

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

Peripheral mononuclear blood cells (PMBC) in vitro activation were induced with MDCs
loaded with GLMEEMSAL peptide to induce the activation of CD8+ T cells. These effector
cells were capable to specifically lyse breast cancer and cervical cancer cell lines that express
any hMena isoforms (hMena 11* or hMenaAV6). Added to this, in vivo the immunization
with the GLMEEMSAL peptide, showed protective and therapeutic effect against tumors
induced by the inoculation of JC cells (Mena+) in BALB/c mice to diminish 50-70% the

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

For all that, the findings of this study are relevant to suggest the use of common epitopes
included in the hMena isoforms, such as the GLMEEMSAL peptide, to develop
immunotherapy protocols that generate an adequate antitumor immune response that revert

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



1. Introduccion

El CaCu y CaMa contintian siendo un importante problema de salud publica a pesar de las
estrategias de prevencion como las vacunas contra el VPH (Virus de Papiloma Humano), los
programas de cribaje y promocion del autocuidado. Con el surgimiento de las vacunas, se
tenia la expectativa de que éstas ayudarian a reducir la incidencia de CaCu hasta en un 70%
de los casos, sin embargo, hasta la fecha las vacunas no protegen contra todos los tipos de
VPH de alto riesgo por lo que un 30% de casos atn continuaran presentandose (Jemal ef al.,

2011).

Por otra parte, para el caso de CaMa los programas de prevencion la mayoria de las veces
permiten la identificacion de la enfermedad en etapas tardias y para su resolucion los
tratamientos deben ser personalizados dada la heterogeneidad de los tumores, por lo que un
solo tratamiento resulta ser efectivo para un bajo porcentaje de las pacientes. Posterior al
tratamiento, sobre todo en pacientes con grados avanzados de CaMa, resulta comin que sea
poco el tiempo libre de enfermedad, debido a que cuando se realiza el tratamiento, los
tumores ya han hecho metéstasis a otros sitios del cuerpo, de tal manera que, la metastasis
resulta ser frecuentemente la principal causa de muerte en las pacientes (Phillipar et al., 2008;

Roussos et al., 2011).

Por lo anterior, la identificacion de antigenos asociados a tumor (AAT) que permitan
beneficiar a un mayor numero de pacientes, y que ademas tengan potencial para evitar la
metastasis seria de gran utilidad. Es por ello que, en afios recientes se ha puesto especial
interés en proteinas que participan en la progresion y metastasis tumoral. En este contexto se
ha identificado a hMena, una proteina asociada con un alto riesgo de progresion y metéstasis
en diferentes tipos tumorales, principalmente en CaMa y CaCu (D1 Modugno et al., 2004;
Gurzu et al., 2008; Pino et al., 2008; Toyoda et al., 2009; Gurzu et al., 2009; Gurzu et al.,
2012). Esta proteina pertenece a la familia de Ena/VASP, se encarga de regular la dindmica
de los filamentos de actina y por tanto de la motilidad celular, por lo que su sobre-expresion

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

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



Esta proteina se ha propuesto como un AAT al cumplir con las caracteristicas para tal efecto,
ya que en pacientes con CaMa se ha detectado respuesta inmune humoral y celular hacia
epitopes de hMena y se ha encontrado asociada con diversos tipos de tumores en las
diferentes etapas de desarrollo de éstos (Di Modugno et al., 2004). Por lo que resulta

importante la evaluacion de ésta para conocer su posible valor terapéutico.



2. Marco Teo6rico
2.1. Cancer

El cancer es la proliferacion sin control de células anormales en el cuerpo humano, lo cual
sucede como consecuencia de la falta de control de los mecanismos que regulan el
crecimiento y diferenciacion celular. Esta pérdida de control fisiologico de la proliferacion
celular deriva de la expresion anomala del material genético (oncogenes y genes supresores)
que es la que le confiere a las células tumorales su autonomia de crecimiento, capacidad de

invadir y generar metastasis (Sanchez, 2014).

El cancer es una enfermedad crénica evitable, curable en un elevado nimero de casos, con
una historia natural que se aparta de los modelos habituales de las enfermedades agudas
(Senra, 2002). Actualmente, el cancer es la principal causa de muerte en paises
economicamente desarrollados y la segunda causa de muerte en paises en vias de desarrollo.
La mayor mortalidad en paises econdémicamente desarrollados se ha visto relacionada con
poblaciones de mayor edad y adopcion de héabitos de riesgo como el tabaquismo, inactividad
fisica e inadecuada alimentaciéon (Jemal et al., 2011). Globocan en el 2012 report6 14.1
millones de nuevos casos, 8.2 millones de muertes por cancer y 32.6 millones de personas
viviendo con cancer alrededor del mundo. Ademas se indica que en paises subdesarrollados
existen 8 millones de nuevos casos (57%), y 5.3 millones de muertes por cancer (65%)

(Globocan 2012).
2.2.Cancer de mama y cérvico-uterino

Dentro de las principales causas de muerte por cancer en mujeres encontramos al CaMa y al
CaCu, ubicandose en el segundo y cuarto lugar de incidencia en la poblacion,
respectivamente. Para el afio 2012, se estimaron 1.67 millones de nuevos casos CaMa, lo que
corresponde al 25% de todos los casos de cancer. La incidencia varia de manera importante
a nivel mundial, con rangos de 27 casos por cada 100,000 mujeres en algunas zonas de Africa
y el este de Asia, hasta 96 casos por cada 100,000 mujeres en Europa occidental. Ese mismo
aflo, se reportaron mas muertes por CaMa que por CaCu, de tal manera, que a nivel mundial
se ha posicionado como la segunda causa de muerte por cancer en mujeres de entre 30-50

afios afectando todos los niveles socioecondomicos.



A partir de 1990, se detectd una baja en la tasa de mortalidad por CaCu y un alza en la tasa
de mortalidad por CaMa, encontrandose que para el 2006 la tasa de muertes por CaMa era
muy superior a la de muertes por CaCu. Sin embargo, ambos tipos de cancer contintian siendo
las dos principales causas de muerte por cancer en mujeres de entre 30 a 54 anos (Knaul et

al., 2008).

En México, el CaMa ocupa el primer lugar en incidencia de neoplasias malignas en mujeres
y representa 11.34% de todos los casos de cancer, siendo su incidencia de 17,741 nuevos
casos por afio. A pesar de esto, atin no se le ha dado la prioridad que requiere y se siguen
detectando s6lo un 10% de casos en estados tempranos de la enfermedad comparado con el

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

Segun cifras del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), para el afio 2012, se
reportd una incidencia de 26.64 casos por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afos, y
corresponde a la segunda causa de muerte por cancer en ese mismo grupo de edad,
representando el 15.4% (Maffuz et al., 2016). Es el tercer tipo de cancer mas diagnosticado
y la cuarta causa de muerte por cancer en mujeres alrededor del mundo representando un 9%
de los casos de cancer y un 7% de las muertes por cancer en mujeres en 2008. Mas del 85%

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

A nivel mundial el CaCu es responsable de una alta mortalidad y morbilidad en mujeres
jovenes y a pesar de la mejora en los sistemas de cribaje para la identificacion de lesiones
pre-cancerosas, para el afio 2016 la Sociedad Americana del Cancer reportd la deteccion de

12,990 nuevos casos y 4,120 muertes s6lo para ese afio.

Con el surgimiento de las vacunas Gardasil® (brinda proteccion contra los tipos de VPH-16,
18, 6 y 11) y Cervarix® (brinda proteccion contra los tipos de VPH-16 y 18), se tenia la
expectativa de que al estar dirigidas para brindar proteccion contra los principales tipos de
VPH de alto riesgo, es decir el VPH tipo 16 y 18 los cuales son detectados hasta en un 70%
de los casos de CaCu, éstas ayudarian a reducir la incidencia de este tipo de cancer. Sin
embargo, las vacunas no disminuirian la incidencia del 30% restante de los casos de CaCu
con un tipo de VPH distinto al VPH-16 y 18, por lo que continia siendo un problema de
salud publica importante (Jemal et al., 2011).



De tal manera que, la identificacion de AATs para su uso en inmunoterapia ha ganado
importancia retomandose la idea hasta hace algunos afios en desuso de que el sistema inmune

tiene un papel importante en la respuesta antitumoral.
2.3.Antigenos Asociados a Tumor (AATs)

Durante afios se ha observado que la respuesta inmune es capaz de evitar la progresion
tumoral hacia estados mas avanzados, por lo cual, la medicina actual ha puesto especial
interés en la identificacion de AATs que sean reconocidos tanto por anticuerpos como por
células T, lo cual los ubicaria como blanco adecuado para inmunoterapia (Lollini et al.,

2003).

Dentro de los antigenos tumorales que pueden identificarse en un tumor, encontramos:
antigenos especificos de la diferenciacion de tejidos, antigenos presentados especificamente
por tumores, y antigenos presentados inicamente por tumores. Sin embargo, la gran mayoria
de antigenos tumorales identificados corresponde a antigenos propios no mutados expresados

por el tumor (Wang y Rosenberg, 1999).

Los primeros AATs que fueron identificados, se obtuvieron generando tumores con
carcindgenos o con virus. Sin embargo, la baja antigenicidad de tumores surgidos
espontaneamente estuvo a punto de dejar de lado el uso de AATSs, abandonando la creencia
de que la inmunidad adaptativa hacia estos antigenos podria evitar el crecimiento tumoral.
Poco después, la identificacion de AATSs volvid a tomar auge y se comenzaron a identificar
AATSs acoplados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad en células
tumorales, corroborando el reconocimiento de sus péptidos con el uso de células T citotoxicas
especificas hacia los péptidos, capaces de eliminar células tumorales. Esto continué siendo
asi, hasta el advenimiento de la técnica de expresion clonal serologica (SEREX), la cual se
basa en el uso de suero de pacientes para la busqueda de antigenos en bases de datos de DNA

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

Con la técnica SEREX se identifican los AATs reconocidos por altos titulos de anticuerpos,
implicando de esta manera la activacion de las células T y el cambio de isotipo en las células
B para la produccion de anticuerpos, de tal manera que los AATs identificados por SEREX

usualmente incluyen epitopes para células las T y B (Lollini ef al., 2003).



Para poder demostrar que un AATs identificado por SEREX es realmente un antigeno para
las células T, es necesario generar Linfocitos T citotoxicos (LTCs) in vitro usando péptidos
derivados de tumor y demostrar que estos LTCs pueden reconocer células tumorales. Para
ello, pueden utilizarse varias estrategias, usando células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) o células dendriticas (CDs) pulsadas con péptidos o con proteinas purificadas como
estimuladores. En muchos de los casos se ha encontrado que estos LTCs reconocen el péptido
utilizado durante la estimulaciéon pero no reconoce células tumorales. Existen muchas
explicaciones para el no reconocimiento de células tumorales, incluyendo la baja afinidad de
los LTCs y la posibilidad de que el péptido utilizado en el sistema in vitro no sea naturalmente
procesado y presentado en la superficie de células tumorales o puede ser presentado en la
superficie pero no a un nivel suficiente como para ser reconocido por las células T (Wang y
Rosenberg, 1999). Sin embargo, el uso de células presentadoras de antigeno (CPAs) como

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

La identificacion de antigenos que favorezcan el rechazo tumoral provee nuevas
oportunidades de desarrollar estrategias terapéuticas contra el cancer (Wang y Rosenberg,
1999). Sin embargo, resulta necesario para la adecuada eleccion de AATSs saber primero si
es posible generar una respuesta inmune significativa y segundo, y quiz4 mas importante,
saber sino existe el riesgo de provocar una respuesta autoinmune. Con respecto a lo anterior,
hallazgos recientes sugieren que receptores bioldgicamente importantes pueden ser usados
como blanco inmunoterapéutico con minimos efectos colaterales como es el caso del uso
prolongado de anticuerpos dirigidos contra HER-2, en donde los mayores efectos toxicos han
sido observados al utilizar terapias pasivas de HER-2 en pacientes que utilizan a su vez

tratamientos cardiotoxicos como las antraciclinas (Lollini ez al., 2003).

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

caracteristicas, como:

1. Ser expresado ampliamente por la gran mayoria de los tipos de cdncer humano
Su expresion debe ser inducida desde los inicios de la tumorigénesis

Jugar un papel esencial en la carcinogénesis o la tumorigénesis

Ll A

Tener numerosos epitopes inmunogénicos potenciales con alta afinidad hacia los

HLA maés comunes en la poblacion



5. Epitopes de alta afinidad hacia los HLA deben ser generados por el proteosoma de la
célula tumoral.
6. Deben ser reconocidos dichos epitopes por células T citotoxicas y que esto se refleje

en una eficiente respuesta anti-tumor.

Como se menciond anteriormente, el método de identificacion de AATs mediante SEREX
resulta efectivo y mediante este, se ha identificado un amplio nimero de proteinas capaces
de desencadenar respuesta inmune en pacientes con cancer y la mayoria de los antigenos
definidos por SEREX son proteinas sin ninguna modificacion estructural o mutaciones, sdlo
algunos de los antigenos tumorales muestran expresion restringida en tejidos normales y se
ha visto que la sobre-expresion de proteinas normales en los tumores podria tener gran
importancia en iniciar una respuesta inmune tumoral especifica y el hecho de que estos
antigenos sean identificados por la presencia de altos titulos de anticuerpos IgG en el suero
de los pacientes implica que existe reconocimiento por parte de las células T CD4+ y CD8+

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

De esta manera, en estudios hechos por Di Modugno en 2004 mediante SEREX se ha logrado
identificar a la proteina hMena perteneciente a la familia Ena/VASP, proteinas encargadas
de regular la dindmica de actina del citoesqueleto (Di Modugno ef al., 2004) y se ha propuesto

como buena candidata para su uso como AAT.
2.4.Proteinas de la familia Ena/VASP

Esta familia consiste de las proteinas de vertebrados Mena, EVL, VASP y Ena de Drosophila.
Estructuralmente, muestran dominios altamente conservados, un extremo N-terminal
denominado EVH1 (Ena/V ASP homology), que funciona como modulo de localizacion para
las proteinas en las adhesiones focales al unirse a aquellas que contengan la secuencia
consenso D/EFPPPPXD/E (abreviado como FPPPP), la cual se encuentra en muchas
proteinas de adhesiones focales como zyxina y vinculina o ActA en Listeria monocytogenes

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

La porcion central de las proteinas Ena/VASP contiene un dominio de 60 a 90 residuos rico
en prolinas que se puede enlazar a tres tipos de proteinas: Profilina, proteinas con dominios

SH3 de tirosinas cinasas (Abl, Argy Src) o WW (Gertler ef al., 1996; Lanier et al., 1999;



Bear et al., 2000; Bear et al., 2002; Gertler y Condeelis, 2011). La Profilina se une a la vez
con los monoémeros de actina y con las proteinas Ena/VASP a través de un sitio de alta
afinidad para Profilina llamado “sitio de carga” (Ferron et al., 2007). El complejo Profilina:
actina muestra una mas alta afinidad por el sitio de carga que la Profilina sola de tal manera
que una vez que se transfirido el mondmero de actina a la punta de elongacion del filamento
de actina, la unién de un nuevo complejo Profilina: actina se ve favorecida (Zimmermann et

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

El tercio C-terminal corresponde al dominio EVH2, tiene regiones que in vitro se unen
directamente a F y G actina, de tal manera que es gracias a éste que se lleva a cabo la
oligomerizacion, siendo los Gltimos 45 aminoécidos del extremo C-terminal los que se han
implicado en la tetramerizacion. Ademas, se ha visto que bajo ciertas condiciones in vitro,
las proteinas Ena/VASP pueden nuclear la polimerizacion de actina, pero en general sélo
regulan la motilidad sin crear nuevos extremos para la nucleacion de filamentos de actina,
mas bien s6lo mantienen la polimerizacion de éstos bajo condiciones fisiologicas. Otra de las
propuestas es que las proteinas Ena/VASP mantienen la polimerizacién compitiendo por los
extremos de filamentos de actina con las proteinas de “capping”, previniendo asi la union de
¢éstas, y evitando la despolimerizacion que es llevada a cabo por las proteinas de “capping”,
y si a esto agregamos el hecho de que se ha reportado que VASP es capaz de incrementar
ligeramente y por un breve periodo (30 segundos) la tasa de polimerizacion de actina (Bear
et al., 2000; Bear et al., 2002; Barzik et al., 2005; Gertler y Condeelis, 2011), podemos
comprender un poco por qué tienen estas proteinas una estrecha relacion con la motilidad

celular.

El dominio EVH1 y EVH2 muestran regiones homologas entre las proteinas pertenecientes
a la familia Ena/VASP, difiriendo en su region central tanto en longitud como contenido de
prolinas y en el nimero de nucleotidos en los sitios de fosforilacion dependientes de cinasa.
Para esto, encontramos que VASP y hMena tienen tres y dos sitios de fosforilacion,
respectivamente, mientras que EVL solo tiene un sitio. Son estas caracteristicas estructurales
las que sugieren que estas tres proteinas tienen funciones traslapadas, y que pueden tener

también propiedades y mecanismos de regulacion tnicos (Lambrechts ef al., 2000).

10



Debido a las caracteristicas sefialadas y a su localizacion, se ha sugerido que estas proteinas
tienen un papel importante en regular la dindmica de actina y/o la adhesion (Bear et al., 2000)
controlando el movimiento y la morfologia de células como fibroblastos, células epiteliales,
c¢lulas endoteliales y neuronas. Ademds de ser requeridas para una variedad de respuestas
quimiotacticas, como es el caso de la estimulacion con EGF que hace mas frecuente la
aparicion de lamelipodios permitiendo la locomocion (Gertler y Condeelis, 2011). La
aseveracion anterior surge del hecho que es posible detectar a las proteinas de la familia
Ena/VASP en las orillas de los lamelipodios, las puntas de los filopodios, adhesiones focales,
uniones c¢lula-célula y para el caso de algunos tipos celulares se localizan en un patrén
sarcomérico a lo largo de las fibras de estrés (Krause et al., 2003), estabilizando de esta
manera ¢l contacto con las células vecinas durante la adhesion intercelular (Lambrechts et
al., 2000; Bear et al., 2002; Gertler y Condeelis, 2011). Ademas, se ha encontrado que al
depletar fibroblastos de las proteinas Ena /VASP se observa acumulacion de actina formando
fibras de actina gruesas y cortas mientras que al enriquecer fibroblastos con este tipo de
proteinas, se detectan fibras de actina largas y delgadas formando filopodios en la membrana

plasmatica (Barzik ef al., 2005).

Asimismo, se ha correlacionado directamente la tasa de protrusion de lamelipodios con la
acumulacion de las proteinas Ena/V ASP en el frente de migracion de las células, sugiriendo
que estas proteinas promueven la protrusion del frente de migracion (Bear et al., 2002). Su
identificacion no sélo ha sido posible en el frente de migracion de células tumorales, si no
también, se ha identificado un ligando para EVHI1, FYB/SLAP, que permite el reclutamiento
de Ena/VASP en las sinapsis inmunologicas de las células T y en procesos de fagocitosis en
los macréfagos, encontrandose que una acumulacion local de proteinas pertenecientes a la
familia ayuda para llevar a cabo la polimerizacién local de fibras de actina permitiendo la

protrusion de pseudopodios para la fagocitosis de particulas (Coppolino et al., 2001).
2.5.hMena

Mena (mammalian enabled) fue identificado como un homdlogo en mamiferos, de Ena en
Drosphila, y es referida también como ENAH por la base de datos del comité de

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

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

hMena (homodlogo humano de la proteina Mena murina) es requerida para un desarrollo
neural normal y es miembro de la familia Ena/VASP, por lo que al igual que los demas
miembros de la familia Ena/VASP se ha relacionado con la dindmica de los filamentos de
actina y por tanto con la motilidad celular. Esto gracias a que se acumula en las adhesiones
focales, las cuales funcionan como sitios de sefialamiento bidireccional entre el citoesqueleto
y la matriz extracelular (Gertler et al., 1996; Bear et al., 2002). Se ha logrado detectar que
hMena en la mayoria de los contactos focales se encuentra en la region proximal a regiones
de fosfotirosina en los extremos de fibras de estrés de F-actina. Ademas, a pesar de que las
proteinas de la familia Ena/VASP muestran un alto grado de homologia, hMena tiene
caracteristicas que VASP y EVL no poseen; como una region repetitiva de 70 residuos con
la secuencia consenso [LM]-E-[QR]-[EQ]-[QR] (abreviada como LERER), se ha predicho
que dicha secuencia forma una estructura de hélice extendida y esto puede favorecer la
interaccion de hMena con otras proteinas y la formacion de sitios de oligomerizacion
adicionales. Se ha visto que el extremo C-terminal de hMena es capaz de interactuar con la
integrina a5B1, ésta interaccion se ha observado en fibroblastos y células tumorales de CaMa,
en donde hMena regula la sefalizacion hacia el interior y exterior de las células en las
adhesiones focales, lo anterior entre otras cosas ha hecho suponer que hMena puede tener
una funcién importante en la invasion y migracion celular en los tumores (Gertler et al., 1996;

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

El gen MENA codifica los 570 aa que constituyen hMena y se ha reportado que hMena sufre
“splicing” alternativo dando lugar a diferentes isoformas alternativas de la proteina, cuya
expresion se ha visto que es tejido especifica en humano y raton. (Di Modugno ef al., 2012).
De esta manera, hMena cuenta con 14 exones constitutivos y 5 exones alternativos, de entre
los exones alternativos que posee hMena, encontramos el exon 112 el cual es expresado en
células tumorales que constituyen una mayoria en los tumores primarios como es el caso de
tumores pancreaticos y de mama pero es indetectable en células de tumores invasivos,
ademas de ser expresado en células epiteliales pero no encontrarse en células mesenquimales

(Gertler y Condeelis, 2011). El ex6n alternativo 11* codifica 21 aminoacidos que son
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insertados en el dominio EVH2 entre la secuencia FAB y el dominio de tetramerizacion. El
sitio de insercion de 11? es adyacente a los sitios de union a F y G-actina, y es susceptible de
ser fosforilado, por lo que se cree que la inclusion del exon 117, afecta la forma en la cual
hMena interactiia con los extremos de polimerizacion de actina, al adicionar sitios de fosfo-
regulacion en hMena (Gertler y Condeelis, 2011). Ademas, se ha encontrado que hMena 11?*
es fosforilada rio abajo de HER-2 y EGFR después del estimulo con EGF y NRG1 en células
luminales de CaMa (Di Modugno et al., 2012) (Figura 1).

Otros estudios definen a las isoformas de Mena con 3 exones alternativos, el exon mas largo
denominado“+” da lugar a una proteina de 798 residuos, mientras que la isoforma de hMena
mas comiinmente expresada (Mena Classic) consta de 541 aminoacidos, esta isoforma inserta
junto a la regién rica en prolinas una secuencia que hace de ésta una isoforma bastante rica
en prolinas, esta gran cantidad de prolinas en tejidos murinos hace que la isoforma + y Mena
clasica en geles de SDS-PAGE corran a una altura de 140 kDa y 80 kDa respectivamente,
mientras que en tejidos humanos adultos, s6lo se encuentra Mena de 140 kDa en cerebro.
Los otros dos exones son mas cortos y son identificados como “++” y “+++”, codificando
para 4 y 19 residuos respectivamente, ambos exones se insertan de igual modo entre el
extremo C-terminal del dominio EVH1 y la secuencia consenso LERER, no se ha reportado
que estos exones sean tejido-especificos, pero se han detectado en células tumorales
circulantes en sangre, por lo que se sugiere que pueden tener una implicacidon importante en
la progresion metastasica, esto aunado a que se ha encontrado que las isoformas ++ y +++
solo se expresan cuando disminuye la expresion de Mena 11* y a que Mena +++ (Mena ™V)
promueve la invasion de células de carcinoma en geles de coldgeno tridimensionales,
incrementando su motilidad in vivo, sensibilizandolas a estimulos quimiotacticos (sefales de
EGF) e incrementando su actividad proteasa. El efecto estimulador de Mena ™V requiere de
la escision de cofilina la cual precede a la acumulacion de Arp 2/3 en los lamelipodios
concluyendo en la elongacion de las fibras de actina lo cual es de suma importancia para
iniciar la protrusion invasiva durante la quimiotaxis y para mantener la motilidad de las
células (Gertler et al., 1996; Goswami et al., 2009; Rousos et al 2011; Gertler y Condeelis,
2011) (Figura 1). Podemos encontrar también gracias al “splicing” alternativo, una variante

neuronal caracterizada por un exon 6 extendido Mena-140 y una variante especifica de bazo
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de raton que ha perdido la region central rica en prolinas Mena —S (Urbanelli ez al., 2006;

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

Figura. 1. Esquema de los dominios estructurales y motivos de hMena. Se muestran los dominios estructurales
EVHI, EVH2, la region central rica en prolinas junto con la secuencia consenso LERER, los dominios de union
a actina fibrilar FAB o globular GAB y por ultimo el dominio de Tetramerizacion; también se indican los sitios
de insercion de las secuencias codificadas por los exones alternativos INV y 11% o el sitio donde el ex6n 6 es

deletado (AV6), los * indica los sitios de fosforilacion (Tomada y modificada de Di Modugno et al., 2012).

Recientemente, se ha implicado a la actividad de factores de “splicing” como ESRPI y
ESRP2 presente en células epiteliales o Fox2 en células de ovario como coordinadores
centrales de la red de “splicing” alternativo base de la transicion epitelio mesénquima (TEM)
en CaMa a través de la desregulacion de muchos genes, entre ellos MENA involucrandose de
esta manera el “splicing” de MENA en la progresion del CaMa. Asi mismo, se ha reportado
que TGF-B puede ser uno de los factores clave para la regulacion diferencial de los genes de
“splicing” y a su vez de hMena, ya que se ha visto que la presencia de hMena AV 6 sdlo puede
ocurrir después de la perdida de hMena 11? lo cual es un proceso crucial en la TEM mediada

por TGF-B1 (Gertler y Condeelis 2011; Di Modugno ef al., 2012; Melchionna et al., 2016).

Las isoformas de hMena son indetectables en tejido normal de mama, y son progresivamente
expresadas en lesiones de mama premalignas, sugiriendo que su presencia puede ser usada
como un marcador temprano de neoplasias de mama en mujeres con un alto riesgo de

desarrollar CaMa (Di Modugno et al., 2012).
2.6.hMena y su sobre-expresion en diversos tumores

La proteina hMena se ha aceptado como un AAT, al encontrarse sobre-expresada en diversos
tumores de mama, cérvix, pancreas, colon y glandulas salivales (Di Modugno et al., 2004;

Gurzu et al., 2008; Pino et al., 2008; Toyoda et al., 2009; Gurzu et al., 2009; Gurzu et al.,
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2012). La aceptacion de hMena como un AAT ha derivado de los hallazgos de diversos
trabajos, entre ellos los hechos por Di Modugno y colaboradores en 2006, quienes
encontraron que el tejido mamario normal no expresa hMena y so6lo un 9% de lesiones de
mama benignas de bajo riesgo la expresan, mientras que en un 67% de aquellas lesiones
benignas con un alto riesgo de transformacion se encuentra un progresivo incremento de
expresion de la proteina y el porcentaje de pacientes con lesiones positivas para hMena
incrementa conforme incrementa el grado de lesion, de tal manera, que encontramos un 72%
de los tumores in situ, 93% de los tumores invasivos y 91% de los tumores metastasicos de

mama positivos para la sobre-expresion de hMena.

En cuanto a los tumores de cérvix, Gurzu en 2009 analizo, 30 tejidos de pacientes con
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grados 1, 2, 3; y 10 tejidos de carcinoma escamoso,
encontrando que hMena no se encuentra expresada en el epitelio escamoso normal del cérvix
pero si se detecta en las lesiones cervicales y la expresion de ésta va incrementando conforme
incrementa el grado de lesion intraepitelial, encontrandose la mayor expresion en la
transicion de NIC 2 a NIC 3 y en carcinoma (Gurzu et al., 2009). En 2008, Gurzu y
colaboradores analizaron la expresion de hMena en lesiones colorectales y gastricas para lo
cual reportaron que ni en la mucosa colorectal normal ni en los polipos adenomatosos se
encontrd expresion inmunohistoquimica; sin embargo, en pélipos con displasia de alto grado
se encontr6 hMena sobre-expresada. En carcinomas colorectales, se encontrd sobre-
expresion de hMena en 80% de los casos analizados. Ademas, se correlaciond la presencia
de marcadores de angiogénesis, HER-2 o p53, encontrandose la misma correlacion que en
CaMa, hecha por Di Modugno y colaboradores en donde también se reporta que hMena es
fosforilada rio abajo de HER-2 y EGFR después del estimulo con EGF y NRGI1 en células
luminales de CaMa (Gurzu et al., 2008; Di Modugno et al., 2010).

Ademas, MENA se ha identificado como uno de los genes desregulados en lo que se llama
“firma de invasion” (Goswami et al., 2009; Roussos et al., 2010), en la cual se puede
identificar un determinado perfil de expresion de genes, caracterizado por la disminucion de
genes asociados con proliferacion y apoptosis, y el incremento de genes relacionados con la
motilidad celular (Wang et al., 2004). Lo anterior es de gran relevancia, ya que la metéstasis

es la principal causa de muerte en pacientes con cancer (Phillipar ez al., 2008; Roussos et al.,
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2011), debido a que las células que se establecen en sitios distantes al tumor principal son
resistentes a la quimioterapia permitiendo la recurrencia de la enfermedad (Mohme et al.,
2016). Sin embargo, existen pocos marcadores moleculares para predecir el riesgo
metastasico en los pacientes, haciendo dificil predecir el riesgo de recaidas después de la
remocion del tumor primario, es entonces hMena una proteina importante que podria ayudar

a evitar la metastasis y por lo tanto la recurrencia de la enfermedad.
2.7.Respuesta inmune hacia hMena

Por otro lado, el papel de hMena como un antigeno capaz de inducir respuesta inmune
humoral y celular fue inicialmente reportado por el equipo de investigacion de Di Modugno,
quien al utilizar suero autdlogo de pacientes con CaMa identifico 6 cDNA correspondientes
a 3 diferentes genes incluyendo el gen localizado en el cromosoma 1 que codifica para
hMena, una proteina de la familia Ena/V ASP involucrada en la regulacion de la motilidad y
la adhesion celular. Se analizd también mediante inmunohistoquimica y Western Blot la
expresion de la proteina hMena en lineas celulares de CaMa, encontrandose sobre-expresada
hasta en 75% de los tumores primarios evaluados. Y posteriormente, se logré6 demostrar que
existia una respuesta inmune humoral restringida a pacientes con CaMa, encontrandose que
18 de 93 pacientes tenian anticuerpos IgG en suero mientras que ninguno de los donadores

normales mostrd presencia de anticuerpos.

Al ver lo anterior, se analiz6 si existian en estos pacientes células T CD8" especificas hacia
3 epitopes de hMena (GLMEEMSAL, TMNGSKSPV e ILDEMRKEL) restringidos al alelo
HLA-A2 y comunes entre las isoformas de hMena, encontrandose que 9 de 12 pacientes con
CaMa dieron respuesta positiva al producir IFN-y y dicha respuesta correspondidé con una
respuesta inmune mediada por anticuerpos en 4 pacientes. Asi mismo, ellos lograron
establecer una linea de LTCs especificos al epitope TMNGSKSPV (502-510) de la proteina
completa de hMena, con capacidad efectora para reconocer y lisar células tumorales de CaMa
y melanoma HLA-A2*/hMena* concluyendo que dicho epitope es naturalmente procesado y

presentado por moléculas HLA-A2+ en células tumorales hMena+ (Di Modugno et al.,
2004).
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No obstante, se desconoce si estos epitopes comunes entre las isoformas de hMena/hMena''?

o hMena/MenaAV6 podrian inducir LTCs en donadores normales y si estos tendran la
capacidad de reconocer y lisar a células tumorales que expresen dichas isoformas. En este
estudio damos evidencia de que LTCs inducidos a partir de un sistema de vacunacion in vitro,
empleando células dendriticas maduras (MDCs) cargadas con el péptido GLMEEMSAL
(443-451), comun entre las isoformas hMena/hMena''? y hMena/MenaAV6, muestran
actividad litica contra lineas celulares de CaMa y CaCu con positividad a alguna de las

isoformas de hMena antes mencionadas.
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3. Justificacién

El CaMa y el CaCu contintian siendo las principales causas de muerte por cancer en mujeres
de nuestro pais colocandose en el segundo y tercer lugar de incidencia respectivamente. A
pesar de que existen terapias antitumorales efectivas para el tratamiento de dichas
enfermedades éstas son efectivas en un bajo porcentaje de pacientes, cuyos tumores deben
cumplir con ciertas caracteristicas para ser responsivos a los tratamientos. Aunado a lo
anterior, la metastasis continua siendo la principal causa de muerte en pacientes con cancer,

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

Es por esto que, la identificacion de antigenos asociados a tumor que se encuentren ademas
asociados a un alto riesgo de sufrir metastasis como es el caso de la proteina hMena abre la
posibilidad de generar terapias coadyuvantes a las ya existentes, que podrian ayudar a reducir
el riesgo de metastasis y por lo tanto de recurrencia de la enfermedad. Por tanto, en este
estudio se propuso el uso del epitope GLMEEMSAL, comun entre las isoformas de hMena
reportadas hMena!!'® (NP_001008493.1, aa 443-451) y hMenaAV6 (ABY78022.1, aa 406-
414) en humanos; e isoforma 1 (NP_034265.2, aa 667-685), isoforma 2 (NP _032706.2, aa
662-670), isoforma 3 (NP_001076589., aa 658-666) e isoforma 4 (NP_001076590.1,aa 414-
422) de raton (recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), Di Modugno et al.,
2004), para conocer si linfocitos especificos hacia este epitope eran capaces de ejercer
funcion efectora contra lineas tumorales de CaMa y CaCu. Ademas, se evalud si la
inmunizacioén de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL tenia un efecto protector o
terapéutico ante el reto tumoral con células JC de carcinoma mamario, los hallazgos son de
gran relevancia ya que podria no sélo ser aplicable a tumores de mama o cérvix, si no a
muchos otros que sobre-expresan cualquiera de las isoformas de hMena y ademas podria

tener impacto tanto en etapas tempranas como tardias del desarrollo tumoral.
3.1.Importancia y Trascendencia del Estudio.

Actualmente los tratamientos dirigidos al control de uno de los tipos de CaMa se enfocan en
el desarrollo de anticuerpos que bloquean la actividad funcional de HER-2, y aunque muchas
veces se obtienen resultados alentadores, se limitan a tan so6lo un 20-30% de las pacientes.

Para el caso del CaCu, las terapias antitumorales actuales se basan muchas veces en la
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respuesta inmune hacia las proteinas oncogénicas E6 y E7, sin embargo, este tipo de terapia
no es eficaz en tumores que carecen de la expresion de éstas. De tal manera que, la busqueda
de nuevos marcadores tumorales ha llevado a proponer a la proteina hMena como un AAT,
debido a que su expresion se encuentra exacerbada en tumores de mama, colon, cérvix,
glandulas salivales, pancreas entre otros. Por ello, el desarrollo de tratamientos basados en el
uso de esta proteina, podria tener una amplia utilidad para prevenir la progresion, metastasis
y recurrencia de diferentes tipos tumorales. En consecuencia, resulta relevante el desarrollo

de estrategias terapéuticas como la que se propone en este proyecto de investigacion.
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4. Hipotesis

La secuencia GLMEEMSAL es un epitope comun entre las isoformas de Mena humana y
murina. Por lo tanto, si utilizamos un sistema de vacunacion in vitro empleando CMSP de
donadores normales para activar linfocitos T CD8+ especificos, estos tendran la capacidad
de lisar células tumorales de CaCu y de CaMa que sobre-expresen cualquiera de las isoformas
de la proteina hMena. Ademas, al inmunizar ratones de la cepa BALB/c con el péptido, se
favorecera in vivo la activacion de linfocitos T citotoxicos capaces de reconocer y lisar
células tumorales de adenocarcinoma mamario de raton lo cual tendré efecto protector y

terapéutico ante el reto tumoral en los ratones inmunizados.

5. Objetivos

Objetivo General

Evaluar in vitro e in vivo la capacidad inmunogénica del epitope GLMEEMSAL, comiin

11a

entre las isoformas hMena''? y hMenaAV6 de la proteina Mena humana, para inducir la

activacion de linfocitos T citotoxicos.
Objetivos Particulares

1.- Analizar la afinidad del epitope GLMEEMSAL de hMena por las moléculas HLA-A2
humanas y H2-Kd de raton.

2.- Analizar la expresion de Mena en las lineas celulares humanas y murinas de CaCu y

CaMa.

3.- Evaluar la activacion de linfocitos T CD8+ especificos inducidos mediante vacunacion in
vitro empleando CMSP de donadores normales e in vivo mediante inmunizacion de ratones

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

4.- Evaluar la actividad funcional de los linfocitos T activados in vitro e in vivo con el epitope
GLMEEMSAL de hMena contra lineas tumorales humanas de cdncer de mama y cérvico-

uterino; y contra una linea tumoral murina de adenocarcinoma mamario.
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5.- Evaluar el efecto protector y terapéutico de la inmunizacion con GLMEEMSAL ante el
reto tumoral con una linea tumoral murina de adenocarcinoma mamario en ratones de la cepa

BALB/c.

21



6. Materiales y métodos

6.1. Muestras biologicas.

Se colectd sangre periférica de donadores normales (5 mujeres, 3 hombres, n=8; edad 21-30
afios) bajo consentimiento informado de todos los individuos, utilizando un formato
autorizado por el Comité de Etica de la UMAE del Hospital de Oncologia, CMN SXXI del
IMSS, para el protocolo 3026-24 de investigacion en salud. Las muestras de sangre fueron
colectadas en tubos vacutainer que contenian ACD como anticoagulante (Becton Dickinson
Broken Bow, NE, USA). Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) fueron
obtenidas mediante centrifugacion utilizando un gradiente de densidad con Ficoll-

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

Las muestras positivas para HLA-A2 fueron identificadas mediante citometria de flujo, para
ello se utilizo el anticuerpo monoclonal derivado del hibridoma PA2.1 (ATCC, USA) el cual
reconoce a la molécula HLA-A2. El anticuerpo anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) se utiliz6 como anticuerpo secundario y el andlisis se llevo a

cabo en el equipo FACS ARIA II (BD Biosciences, San Jos¢, CA, USA).
6.2. Lineas celulares

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares: CaSki (VPH-
16+, HLA-A2+, hMena/hMena!'a+) y C33A (VPH-, HLA-A2+, hMena/hMena AV6+) de
CaCu; y MCF-7 (HLA-A2*, hMena/hMena''*+) y MDA-MB-231 (HLA-A2",
hMena/hMenaAV6+) de CaMa, asi como la linea celular murina de adenocarcinoma
mamario JC (haplotipo H2-Kd) derivada de un tumor espontaneo de ratones BALB/c (Chao
et al., 1989). Todas las lineas celulares fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI
(SIGMA- Aldrich, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO) a una
temperatura de 37°C con un 5% de CO; y humedad saturante.

6.3. Analisis de expresion de Mena

La expresion de Mena en las lineas celulares empleadas en este trabajo excepto la linea
murina JC, ha sido previamente reportada (Di Modugno et al., 2007; Di Modugno et al.,

2012). Sin embargo, en este trabajo se corrobord la expresion de Mena mediante citometria
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de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal Anti-Mena clon A351F7D9 (Millipore,
Temecula, CA, USA) y el anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El anélisis se llevé a cabo en el equipo FACS ARIA
IT (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) para el analisis de los resultados se adquirieron

10,000 eventos en cada determinacion por triplicado.
6.4.Ensayo de estabilizacion de moléculas MHC I murinas y humanas

Se analiz6 la estabilizacion de moléculas HLA-A2, utilizando la linea celular linfoblastica
T2, la cual expresa moléculas HLA-A2 vacias en su superficie (Hosken et al., 1990), con
¢ésta se evalud la afinidad de diferentes concentraciones (25 to 200 pg/ml) de péptido
sintético. Para llevar a cabo lo anterior, se incubaron las células con diferentes
concentraciones de péptido, a 37°C en presencia de 5 pg/ml B2-microglobulina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)). Los péptidos utilizados para este ensayo (sintetizados por
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) fueron: GLMEEMSAL (secuencia 443-451) derivado de la
proteina hMena, KIFGSLAFL (secuencia 369-377) derivado de la proteina HER-2 y
KLPQLCTEL (secuencia 18-26), los cuales fueron empleados como control positivo debido
a que ya se ha reportado anteriormente su afinidad para las moléculas HLA-A2 (Di Modugno
et al., 2004; Fisk et al., 1995; Kast et al., 1994). El péptido TPTLHEYML (secuencia 5-13)
derivado de proteina E7 (VPH-16) fue empleado como control negativo debido a su baja
afinidad para las moléculas HLA-A2 (Kast et al., 1994). Por otra parte, para evaluar la
afinidad de estos péptidos por las moléculas H2-Kd, se empled la linea celular de
mastocitoma P815 previamente tratada por elucion acida y posteriormente incubada con
diferentes concentraciones de péptido (0 a 200 pg/ml). La union de cada uno de los péptidos
a las moléculas HLA-A2 y H2-Kd se analiz6 mediante citometria de flujo, posterior al
marcaje con el anticuerpo anti HLA-A2 derivado del hibridoma PA 2.1 o el anti-H2Kd
derivado del hibridoma SF-1.1.10 (ATCC, USA) respectivamente, en conjunto con el
anticuerpo secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), para el analisis de los resultados se adquirieron 10,000 eventos en cada determinacion

por triplicado.
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6.5.Generacion de Células Dendriticas Maduras (CDMs)

Las CDMs fueron generadas de acuerdo al protocolo previamente descrito (Mora-Garcia et
al., 2006) con algunas modificaciones. Después de la obtencion de las CMSP, se sembraron
2,500,000 en placas de 6 pozos en un volumen final de 2 ml de medio de cultivo.
Transcurridas 2 horas de iniciado el cultivo, se procedio6 a colectar la fraccion no adherente
y ésta fue criopreservada (-70° C) para su posterior uso. La fraccion adherente fue cultivada
durante 5 dias en medio completo (MC) compuesto por IMDM (Gibco, USA) suplementado
con 10% de suero autdlogo humano, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina (Gibco, USA), 4 mM L-glutamina (Gibco, USA), ImM de piruvato de sodio
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1X de solucion de aminoacidos no esenciales (Sigma-
Aldrich, USA) y 20 uM de 2-mercaptoetanol (Gibco, USA). Para la generacion de células
dendriticas se suplement6 el MC con 40 ng/ml de IL-4 (PeproTech Rocky Hill, NJ, USA) y
60 ng/ml de GM-CSF (Peprotech Rocky Hill, NJ, USA). Al dia 5, se procedi6 a anadir
citocinas y péptidos antigénicos al cultivo a una concentracion de 20 pg/ml de Poly I: C
(SIGMA- Aldrich, USA), 10,000 U/ml de IFN-a (Roferon-a, F. Hoffmann-la Roche, SA
Basilea, Switzerland) y 10 pg/ml de péptido GLMEEMSAL, KIFGSLAFL, y el péptido
KLPQLCTEL (secuencia 18-26) derivado de la proteina E7 (VPH-16) el cual fue utilizado
como control positivo. El fenotipo de las CDMs fue analizado al dia 7 mediante citometria
de flujo utilizando los anticuerpos monoclonales anti-hHLA- A, B, C (derivado del
hibridoma W6/32, ATCC) y anti-hCD83 (R&D Systems, USA) en conjunto con el anticuerpo
secundario anti-mouse IgG (Fab specific)- FITC (SIGMA- Aldrich, USA), ademas de los
anticuerpos conjugados anti-hHLA-DR, DP, DQ-FITC (BD Pharmingen, USA), anti-hB7-
1/CD80-PE (R&D Systems, USA), anti-hB7-2/CD86-APC(R&D Systems, USA). La
expresion de cada marcador fue comparada con la expresion de Células Dendriticas
Inmaduras (CDIs) obtenidas del cultivo de la fraccion adherente de las CMSP en presencia
de s6lo GM-CSF e IL-4. Un total de 10,000 eventos fueron adquiridos en cada caso para su

analisis, mediante citometria de flujo.
6.6. Identificacion de células T activadas productoras de IFN-y.

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

cargadas con 10 pg/ml de péptido GLMEEMSAL en proporcion 5:1 (CMSP:CDMs);
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mientras que para el modelo in vivo se extrajeron células de bazo de ratones inmunizados con
tres dosis intraperitoneales de 100 pg del péptido GLMEEMSAL. Ambos cultivos fueron
mantenidos durante 72 horas en una placa de 24 pozos (Corning, Pittston, PA, USA) con 1
ml de MC. Durante las ultimas 12 horas de cultivo, se adicionaron 10 pg/ml de Brefeldina A
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 50 pg/ml Monensina A (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), para poder determinar el porcentaje de células T productoras de IFN-y.
Finalizado el tiempo de co-cultivo, se colectaron las células y se incubaron por 30 minutos a
4°C con el anticuerpo monoclonal anti-CD8-APC o anti-CD4-PE (R & D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA) para humano o raton segun fuera el caso y posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS/2% SFB. Después las células fueron fijadas y permeadas
usando el kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e incubadas con el
anticuerpo monoclonal anti-IFN-y-FITC (R & D Systems, Inc, Minneapolis, MN, USA) para
humano o ratén segun fuera el caso durante 30 minutos a 4°C y se realizaron 3 lavados con
PBS/2% SFB. Un total de 50,000 eventos fueron adquiridos y analizados con el software
Flowing 2.5 para determinar el porcentaje de células T CD8/IFN- y*y CD4*/IFN-y ™.

6.7. Ensayos de citotoxicidad

La actividad citotoxica de células T CD8+ estimuladas con los péptidos antigénicos fue
determinada por la expresion de la molécula CD107 en las células efectoras después de su
degranulacion (Betts et al., 2003) o por el porcentaje de células blanco lisadas, positivas a la

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

En el primer caso las células blanco (T2, CaSki, C33A, MCF-7 y MDA-MB-231) fueron co-
cultivadas con CMSP (previamente estimuladas con 3 rondas de CDMs cargadas con
péptido) en proporcion 1:5 durante 4 horas en 50 L de MC adicionando al inicio del ensayo
2ul del anticuerpo monoclonal anti-hLAMP-1/CD107a-FITC (R & D Systems, Inc,
Minneapolis, MN, USA). Una hora después de iniciado el ensayo se agregaron 5 uL al cultivo
de una mezcla de 10 pg/ml de Brefeldina A (Sigma-Aldrich, USA) y 50 pg/ml de Monensina
A (Sigma-Aldrich, USA). Terminado el tiempo de co-cultivo, se procediod a realizar una
tincion con el anticuerpo monoclonal anti-hCD8-APC (R & D Systems, Inc, Minneapolis,
MN, USA) y posteriormente se analizaron las células CD8"CD107a" en un FACS ARIA 11
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(BD Biosciences). Después de descartar fragmentos celulares, se analizé un total de 25,000

eventos para cada determinacion.

Por otra parte, para evaluar la especificidad de la respuesta, se determind la actividad
citotoxica de las células efectoras sobre las células blanco utilizando las proporciones 1:20,
1:10 y 1:5 (Blanco: Efectora) y la solucion de viabilidad celular 7AAD (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA). Para determinar la lisis total de las células blanco, se utilizd perdxido de
hidrogeno para permearlas (control positivo de técnica). El porcentaje de lisis especifica se
calcul6 de acuerdo a la formula: % citotoxicidad = 100 x [(lisis experimental (7TAAD+) —
lisis basal (7AAD+) / (lisis total (7AAD+) — lisis basal (7AAD+)]. Para inhibir el
reconocimiento especifico de células T CD8" a través de moléculas HLA-A2 se agregaron
10 pg/ml del anticuerpo monoclonal anti-HLA-A2 (derivado del hibridoma PA2.1, ATCC)
a las células CaSki y MDA-MB-231.

Modelo tumoral e inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL
6.8. Ratones

Se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c (haplotipo H2-Kd) de 6 a 8 semanas de
edad, estos fueron mantenidos bajo condiciones estandar de bioterio en la FES- Zaragoza
UNAM con agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos empleados en el modelo
in vivo fueron llevados a cabo conforme a las reglas institucionales, cumpliendo con las

normas nacionales e internacionales.
6.9. Modelo de proteccion anti-tumoral

Grupos de 5 ratones hembra BALB/c, fueron inmunizados con 3 inyecciones
intraperitoneales con un periodo de separacion entre una y otra de 10 dias (dia 0, 10 y 20).
Cada inmunizacion consistio6 de 100 pg de péptido GLMEEMSAL emulsionado en
proporcion 1:1 con 50 pl de adyuvante completo de freund (ACF) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) para la 1* inmunizacion (dia 0), o con adyuvante incompleto de freund (AIF)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para la 2* y 3* inmunizacion (dias 10 y 20). El grupo
control recibié inmunizaciones con el mismo volumen de PBS en proporcion 1:1 con el

adyuvante correspondiente. Para analizar la induccion de linfocitos T citotoxicos (LTCs), 10
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dias después de la ultima inmunizacion (dia 30) los ratones fueron sacrificados para obtener
las células de bazo, estas fueron cultivadas en RPMI en presencia o ausencia de 10 pg/ml del
péptido GLMEEMSAL. Dos dias después de la estimulacion ex vivo, las células de bazo
fueron co-cultivadas en placas de 96 pozos fondo U con 50 ul de MC en proporciones 20:1,
10:1 y 5:1 (Efectora: Blanco) con 60,000 células tumorales JC (Blanco). Después de 4 horas

de co-cultivo, la actividad citotoxica fue determinada como se indicd previamente.

Para analizar si la inmunizacion con GLMEEMSAL tenia efecto protector contra el reto
tumoral, al dia 30 de iniciada la inmunizacion, se procedi6 a inocular 1x10° células tumorales

JC por via subcutanea en el lomo de los ratones previamente inmunizados.
6.10. Modelo Terapéutico

Para el andlisis del efecto terapéutico de la inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL,
1,000,000 células tumorales JC fueron inoculadas por via subcutdnea en el lomo de los
ratones BALB/c al dia 0. Cuando el tamafo de los tumores fue de 0.5-0.7cm de largo y ancho,
los ratones se inmunizaron intraperitonealmente con 100 ug/ml del péptido GLMEEMSAL
emulsionado en proporcion 1:1 con 50 pl de AFC al dia 13 o con AIF al dia 19. El tamafio
tumoral fue monitoreado cada 3 dias con la ayuda de un vernier y se calculd el volumen
tumoral empleando la formula V = (0.4) (ab?), donde (a) y (b) son el largo y ancho del tumor,
respectivamente (Attia ef al., 1966). Ademas, se observo la sobrevida de los ratones durante

31 dias.
6.11. Andlisis estadistico

Los datos numéricos fueron expresados como el promedio + el error estandar (SEM) de los
experimentos llevados a cabo por triplicado a menos que se indique lo contrario. La media
de los grupos fue comparada utilizando la prueba de U de Mann Whitney para datos no
paramétricos. Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa con P <0.05 y

P<0.01.
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7. Resultados
7.1. El péptido GLMEEMSAL induce la activacion de linfocitos T CD8" especificos.

Al analizar la secuencia de ambas isoformas de hMena, mediante los sistemas de prediccion
por algoritmos SYFPEITHI (Rammensee et al., 1999) y BIMAS (Parker et al., 1994) el
péptido GLMEEMSAL fue el nanopeptido que mostré mas alta afinidad a las moléculas
HLA-A2. Para corroborar lo anterior, se analiz6 la afinidad del péptido hacia las moléculas
HLA-A2, empleando la linea celular T2 la cual presenta moléculas HLA-A2 vacias en su
superficie, por lo que es posible cargarlas con péptido para su analisis. A manera de control
positivo, se emplearon los péptidos inmunogénicos KIFGSLAFL (secuencia 369-377)
derivado de la proteina HER-2 y KLPQLCTEL (secuencia 18-26) derivado de la proteina E6
de VPH-16, los cuales han sido reportados altamente afines a la molécula HLA-A2 (Kast ef
al., 1994; Fisk et al., 1995; Ressing et al., 1995; Rongcun et al., 1999; Disis et al., 2002;
Baxevanis et al., 2006). El péptido TPTLHEYML (secuencia 5-13) de la proteina E7 de
VPH-16 fue usado como control negativo debido a su baja afinidad por las moléculas HLA-

A2 (Kast et al., 1994).

Como resultado de lo anterior, se encontr6 que el péptido GLMEEMSAL fue el que presentd
la mayor afinidad por las moléculas HLA-A2 a partir de una concentraciéon de 50 pg/ml
(Figura 2), esto con respecto a la expresion basal de estas moléculas en células T2 sin adicion
de péptido, la cual fue normalizada a un valor de 1. El péptido KIFGSLAFL presenté una
menor estabilizacién de las moléculas HLA-A2, ya que requiri6 de una concentracion 4 veces
mas alta (200 pg/ml) que la requerida con péptido GLMEEMSAL para obtener la maxima
estabilizacion de las moléculas HLA-A2. En contraste, s6lo se observd una ligera

estabilizacion de las moléculas HLA-A2 utilizando una concentracion mayor a 200 pg/ml

del péptido TPTLHEYML (Figura 2).
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Figura 2. El péptido GLMEEMSAL derivado de la proteina hMena estabiliza eficientemente moléculas HLA-
A2. La linea celular linfoblastica T2 que expresa moléculas HLA-A2 vacias en su superficie fue incubada con
diferentes concentraciones (25-200 pg/ml) de los péptidos: GLMEEMSAL de hMena, KIFGSLAFL de HER-
2 (control positivo), KLPQLCTEL de la proteina E6 de VPH-16 (control positivo) y TPTLHEYML de la
proteina E7 de VPH-16 (control negativo). Se muestran las veces de incremento en la expresion de HLA-A2 en
células T2 incubadas con cada péptido con respecto a la expresion basal de HLA-A2 en células T2 incubadas
sin adicion de péptido, lo cual fue normalizado con valor de 1. Los datos muestran un experimento

representativo de 3 o mas experimentos independientes con resultados similares.

Con la finalidad de analizar la activacion de células T CD4* y CD8" con el péptido
GLMEEMSAL, se llevd acabo un ensayo de vacunacion in vitro empleando CDMs cargadas
con 10 pg/ml de GLMEEMSAL. Las CDMs fueron generadas a partir de CMSP de
donadores normales HLA-A2* de acuerdo a un protocolo previamente descrito por nuestro
grupo de trabajo (Mora-Garcia et al., 2006) con algunas modificaciones como se describié
en Material y Método. Las CDMs cargadas con péptido GLMEEMSAL fueron utilizadas
como células presentadoras de antigeno (CPAs) en los co-cultivos con CMSP en una
proporcion de 1:5 (CDM: CMSP) durante 72 horas. Al terminar el tiempo de co-cultivo las
células fueron incubadas con anticuerpos para determinar el porcentaje de células T CD4"y
CD8" productoras de IFN-y. Con esta estrategia pudimos detectar 18% de células T
CD4"/TFN-y* y 25% de células T CD8*/ IFN-y*, cuando las CMSP fueron estimuladas con
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las CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL, mientras que en ausencia del péptido los

porcentajes de células activadas fueron practicamente nulos (Figura 3).
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Figura 3. El péptido GLMEEMSAL activa células T CD4" y CD8". Los datos indican el incremento en el
porcentaje de linfocitos T CD4"/IFN- y" y CD8"/IFN- y" obtenidos después de co-cultivar durante 72 horas
CMSP con CDMs cargadas (+) o no (-) con péptido GLMEEMSAL. * Indica diferencia significativa (P<0.05)
en comparacion con los co-cultivos con CMSP sin estimulo. Los valores representan el promedio + SEM de las
muestras por triplicado. Los datos son representativos de 3 0 mas experimentos independientes con resultados

similares.

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

células tumorales positivas para la expresion de hMena/hMena''® y hMena/hMenaA V6.

Linfocitos T CDS8" obtenidos mediante la estimulacion de CMSP por el método de
vacunacion in vitro con CDMs cargadas con los péptidos GLMEEMSAL, KLPQLCTEL o
KIFGSLAFL fueron co-cultivados con células T2 cargadas con cada uno de los péptidos
(Células Blanco) en una proporcion 5:1 y después de 4 horas se analizé el porcentaje de
linfocitos T CD8/CD107". El porcentaje de células T CD8*/CD107" obtenido del co-cultivo
de CMSP sin estimular (control negativo) con las células blanco fue de (0.1-0.2%); mientras
que el porcentaje de linfocitos T CD87/CD107" obtenido de CMSP estimuladas con el
péptido GLMEEMSAL fue de aproximadamente 8 veces mayor respecto al control negativo;
y el de CMSP estimuladas con los péptidos KLPQLCTEL y KIFGSLAFL (controles
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positivos) fueron de 5 y 6 veces mayor que el del control negativo, respectivamente (Figura

4).

Figura 4. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL muestran degranulacion especifica
restringida a HLA-A2. (A) Los datos representan el incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8+/CD107+
obtenido del reto de células T2 (HLA-A2+) cargadas con péptido contra CMSP de 4 donadores normales (d1,
d2, d3 y d4) estimuladas (E) previamente con CDMs cargadas con péptido GLMEEMSAL (hMena),
KIFGSLAFL (HER-2) o KLPQLCTEL (proteina E6 de VPH-16). El porcentaje basal fue obtenido del reto de
c€lulas T2 cargadas con péptido contra CMSP no estimuladas (SE). (B) Se muestran los dot plots
representativos de linfocitos T CD8+/CD107+ después de retar células T2 cargadas con cada péptido contra
CMSP SE o E de un donador normal. *Indica diferencias significativas (P<0.05) en comparacioén con los co-
cultivos empleando CMSP sin estimulo previo. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras

por triplicado de 3 0 mas experimentos independientes con resultados similares.

Por otra parte, al considerar que el péptido GLMEEMSAL forma parte de la secuencia de las
isoformas hMena/hMenal la y hMena/hMenaAV6 (Di Modugno et al., 2004; Di Modugno
et al., 2012) se procedi6 a analizar si los linfocitos T CD8+ estimulados con GLMEEMSAL

31



eran capaces de reconocer células tumorales que sobre-expresaran cualquiera de las 2
isoformas de hMena. Para ello, las lineas celulares de CaCu, CaSki (VPH-16+, HLA-A2+,
hMena/hMenal 1a-positiva), C33A (VPH-, HLA-A2+, hMena/hMenaAV 6-positiva) asi
como las lineas celulares de CaMa, MCF-7 (HLA-A2+, hMena/hMenal 1a-positiva) y MDA-
MB-231 (HLA-A2+, hMena/hMenaAV6-positiva) fueron empleadas como células blanco
para el co-cultivo con linfocitos T CD8". La expresion de hMena en estas lineas celulares fue

corroborada por citometria de flujo (Figura 5).

Figura 5. Expresion de hMena en lineas celulares de CaMa y CaCu. Se muestra la deteccion mediante
citometria de flujo de la proteina hMena (histogramas en negro) en las lineas celulares CaSkiy C33A de CaCu,
asi como en las lineas MCF-7, MDA-MB-231 y JC (murina) de CaMa. La tincion con el anticuerpo secundario
empleado (histograma blanco) fue incluida como control negativo para cada linea celular. Los datos muestran

un experimento representativo de 3 experimentos independientes con resultados similares.

El porcentaje de linfocitos T CD8/CD107" obtenido después del reto de cada linea celular
con CMSP no estimuladas fue considerado como basal. De forma interesante, después del
reto de células CaSki, C33A, MDA-MB-231 y MCF-7 con CMSP de donadores normales
HLA-A2" estimuladas con el péptido GLMEEMSAL se observo incremento en el porcentaje
de linfocitos T CD8*/CD107*de 4.1, 2.2, 3.7 y 2.1 veces con respecto al reto con CMSP sin
estimulo (Figura 6). CMSP estimuladas con el péptido KLPQLCTEL derivado de la proteina
E6 de VPH-16 mostré actividad citotoxica unicamente contra las células CaSki, resultando

en aproximadamente 5 veces de incremento con respecto al reto con CMSP sin estimulo.
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Figura 6. Linfocitos T CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL reconocen células tumorales positivas
para la sobre-expresion de hMena/hMena''® o hMena/hMenaAV6. CMSP derivadas de 4 donadores normales
(d1,d2, d5 y d6) fueron previamente estimuladas mediante vacunacion in vitro empleando CDMs cargadas con
GLMEEMSAL (CMSPs-G) o KLPQLCTEL de la proteina E6 de VPH-16 (CMSPs-K) para utilizarlas en el
reto contra CaSki (VPH-16%, HLA-A2", hMena/hMena!'*positiva) y C33A (VPH-, HLA-A2",
hMena/hMenaAV6-positiva) de CaCu asi como MCF-7 (HLA-A2*, hMena/hMena!!*-positiva) y MDA-MB-
231 (HLA-A2', hMena/hMenaAV6-positiva) de CaMa en proporcion 5:1 (E:B). Los datos muestran el
incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8/CD107" después del reto de CMSP estimuladas (E)
previamente con el péptido contra cada una de las células tumorales empleadas. El porcentaje basal de linfocitos
T CD8/CD107" fue determinado retando las diferentes células tumorales con CMSP no estimuladas (SE). Las
diferencias significativas *(P < 0.05) y ** (P < 0.01) fueron obtenidas al comparar los porcentajes del reto de
células tumorales contra CMSP estimuladas con respecto al empleo de CMSP no estimuladas contra las mismas
lineas celulares. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras por triplicado de 3 o mas

experimentos independientes con resultados similares.

Para determinar, si el reconocimiento inmune de los linfocitos T CD8* era mediado
especificamente por las moléculas HLA-A2 presentes en la superficie de las células
tumorales CaSki (VPH-16", HLA-A2", hMena/hMena''*-positiva) y MDA-MB-231 (HLA-
A2*, hMena/hMenaAV6-positiva), estas lineas celulares fueron cultivadas con diferentes

proporciones de CMSP (1:5, 1:10, 1:20) las cuales fueron previamente estimuladas en 3
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ocasiones con CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL. Subsecuentemente, se analizd
el porcentaje de linfocitos T CD8/CD107"y la lisis especifica de ambas células blanco, para
lo cual se encontr6 incremento proporcional en el porcentaje de linfocitos T CD87/CD107*
(Figura 7A) y lisis de las células blanco empleadas (Figura 7B) que correlaciond con el
incremento de células efectoras en el co-cultivo. Ademas, al afiadir el anticuerpo monoclonal
anti-HLA A2 a los co-cultivos se pudo observar la inhibicién del incremento en el porcentaje
de linfocitos T CD8"/CD107" y de la lisis de las células blanco. Aunado a esto, CMSP de
donadores normales HLA-A2 negativos no mostraron incremento en la actividad citotdxica

contra estas células blanco (Figura 8).

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

especificas.

De acuerdo a los sistemas de prediccion por algoritmos SYFPEITHI (Rammensee et al.,
1999) y BIMAS (Parker et al., 1994) el péptido GLMEEMSAL tiene afinidad media por las
moléculas H2-Kd. De tal manera que para evaluar dicha afinidad in vitro, se empled la linea
celular de mastocitoma P815 la cual expresa moléculas H2-Kd y se trat6 con una elucion
acida para eliminar los péptidos propios acoplados a sus moléculas H2-Kd y después se
cultivo en presencia del péptido GLMEEMSAL encontrandose que a una concentracion de
200 pg/ml del péptido, este fue capaz de estabilizar moléculas H2-Kd de forma similar a la

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

Para analizar la inmunogenicidad in vivo del péptido GLMEEMSAL, ratones de la cepa
BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 3 dosis de 100 pug de péptido
GLMEEMSAL emulsionado con 50 pl de ACF (dia 0) o AIF (dias 10 y 20) en proporcion
1:1. Diez dias después de la ultima inmunizacion los ratones fueron sacrificados y las células
de bazo fueron extraidas y cultivadas durante 72 horas en presencia o ausencia de 10 ug/ml
de péptido. Transcurrido este tiempo se analizé la cantidad de células T CD4" y CD8*
productoras de IFN-y observandose incremento de 33% a 50% de células T CD4"/IFN-y"y
de 57% a 70% de células T CD8/IFN-y* cuando el péptido GLMEEMSAL estuvo presente
(Figura 10).
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Figura 7. Linfocitos T CD8" estimulados con el péptido GLMEEMSAL muestran actividad citotoxica especifica
restringida a HLA-A2 ante el reto contra células tumorales positivas para las isoformas hMena/hMena''® o
hMena/hMenadV6. CMSP derivadas de donadores normales HLA-A2+ estimuladas previamente (E) mediante
vacunacion in vitro usando CDMs cargadas con el péptido GLMEEMSAL fueron empleadas como células
efectoras en un co-cultivo con células blanco (B) CaSki (VPH-16", HLA-A2", hMena/hMena'!*-positiva) o
MDA-MB-231 (HLA-A2", hMena/hMenaAV6-positiva) a diferentes proporciones (B:E) 1:5, 1:10 y 1:20. Con
la finalidad de inhibir el reconocimiento de las células blanco por parte de los linfocitos T CD8" se agregaron
10 pg/ml de mADb anti HLA-A2. (A) El porcentaje de linfocitos T CD87/CD107"y (B) la actividad citotoxica
de estos sobre células tumorales fue determinada como se describi6 en la seccion de materiales y métodos. El
porcentaje basal de linfocitos T CD8"/CD107* asi como de la actividad citotoxica fue determinado retando las
diferentes lineas celulares con CMSP sin estimular (SE). * Indica diferencia significativa (P <0.05) con respecto
a los co-cultivos empleando CMSP sin estimular. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras

por triplicado. Los datos son representativos de 3 o mas experimentos independientes con resultados similares.
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Figura 8. Linfocitos T CD8" derivados de donadores normales HLA-A2 negativos estimulados con el péptido
GLMEEMSAL no son capaces de reconocer células tumorales CaSki y MDA-MB-231. CMSP derivadas de
donadores normales HLA-A2 negativos fueron estimuladas previamente mediante vacunacién in vitro
utilizando CDMs cargadas con 10pg/ml del péptido GLMEEMSAL y fueron empleadas como células efectoras
(E) en un co-cultivo contra células tumorales CaSki (VPH-16", HLA-A2", hMena/hMena!'?-positiva) o MDA-
MB-231 (HLA-A2", hMena/hMenaAV6-positiva) usadas como células blanco (B) a diferentes proporciones
(B:E) 1:5, 1:10, 1:20. Los datos representan el porcentaje de linfocitos T CD8"/CD107* después del reto de
CMSP estimuladas (E) con el péptido antigénico. El porcentaje basal de linfocitos T CD8/CD107" fue
determinado retando las lineas celulares con CMSP sin estimular (SE). Los valores representan el promedio +
SEM de las muestras por triplicado. Los datos son representativos de 3 o mas experimentos independientes con

resultados similares.
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Figura 9. El péptido GLMEEMSAL de la proteina hMena estabiliza moléculas H2-Kd. La linea celular de
mastocitoma P815 (H2-Kd") fue tratada mediante elucion acida para eliminar los péptidos propios acoplados a
las moléculas H2-Kd y después se incubd en presencia de 200 pg/ml de péptidos exdgenos: GLMEEMSAL de
la proteina hMena, KIFGSLAFL de HER-2, KLPQLCTEL de la proteina E6 de VPH-16 y TPTLHEYML de
la proteina E7 de VPH-16. Se muestra la normalizacion de la expresion de moléculas H2-Kd en células P815
después de la elucion acida incubadas sin péptido, la cual fue normalizado con valor de 1; y el de las células
P815 estabilizadas con cada uno de los péptidos como se menciond anteriormente. Los datos muestran un

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

Figura 10. La inmunizacion de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL activa células TCD4" y T CD8".
Los datos indican el incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4"/IFN-y"y CD8"/IFN-y" obtenido después
del cultivo in vitro de células de bazo, de ratones BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL, en
presencia (+) o ausencia (-) de péptido como se indic6 en la seccion de materiales y métodos. Los valores
representan el promedio + SEM de las muestras por triplicado. ** Indica diferencia significativa (P<0.01). Los

datos muestran un experimento representativo de 3 o mas experimentos independientes con resultados similares.

37



Para analizar la actividad citotoxica de linfocitos T CD8" generados después de la
inmunizacién de ratones con el péptido GLMEEMSAL, las células de bazo de ratones
inmunizados fueron cultivadas en presencia o ausencia de 10 upg/ml de péptido
GLMEEMSAL o TPTLHEYML vy posteriormente fueron retadas contra células tumorales
JC (H2-Kd*, Mena™") (Figura 4) en proporciones 20: 1, 10: 1 y 5: 1 (E: B). Los linfocitos T
CD8+ estimulados con el péptido GLMEEMSAL fueron capaces de lisar de 15 a 20% de las
células tumorales JC, mientras que las células de bazo de estos ratones re-estimuladas con el
péptido TPTLHEYML o sin péptido (PBS/ vehiculo control) mostraron una actividad litica
mas baja ( Figura 11).
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Figura 11. Linfocitos T CD8+ derivados de ratones BALB/c inmunizados con el péptido GLMEEMSAL
muestran actividad citotoxica contra las células tumorales murinas JC. Células de bazo derivadas de ratones
inmunizados (n=5) con el péptido GLMEEMSAL fueron re-estimulados ex vivo durante 2 dias con 10 pg/ml
del péptido GLMEEMSAL o TPTLHEYML para después utilizarlas como células efectoras (E) en el co-cultivo
con células blanco (B) JC (H2-Kd, Mena*, Figura 4) a diferentes proporciones (B:E) 1:5, 1:10 y 1:20. La lisis
de células blanco por células T CD8+ fue determinada como se indico en la seccion de materiales y métodos.
El porcentaje de lisis basal se determiné retando las células de bazo del grupo control (PBS/vehiculo control)
contra células tumorales JC. Los valores representan el promedio + SEM de las muestras por triplicado. *Indica
diferencia significativa (P < 0.05) en comparacion al grupo PBS/vehiculo control. Los datos son representativos

de 3 0 mas experimentos independientes con resultados similares.
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7.4 La inmunizacion de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL inhibe el crecimiento

tumoral.

Debido a que, la inmunizacion de ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL indujo la
activacion de LTCs capaces de lisar células tumorales JC, se procedio a analizar la capacidad
protectora y terapéutica de este péptido ante el reto tumoral. Para tal proposito, se
inmunizaron ratones BALB/c con 3 dosis, via intraperitoneal (dia 0, 10, y 20) de 100 pg de
péptido GLMEEMSAL emulsificado con 50 pl de ACF (dia 0) o AIF (Dias 10 y 20) en
proporcion 1:1. Para analizar el efecto protector, 10 dias después de la Gltima inmunizacion
se inocularon subcutdneamente en el dorso de los ratones 10° células tumorales JC, mientras
que para evaluar el efecto terapéutico, las células tumorales JC fueron previamente
inoculadas en el dorso de los ratones y 13 dias después, cuando los tumores fueron palpables
(0.5-0.7 cm de largo y ancho) se administrd la primera inmunizacion y la segunda dosis se
aplico al dia 19. El grupo control (PBS/vehiculo control) fue inoculado tnicamente con 10°
células tumorales JC. Con el esquema empleado, se pudo apreciar diferencia significativa en
el crecimiento tumoral (**P<0.01) con respecto al grupo control. En el grupo donde se evalu6
el efecto protector, los tumores fueron de tamafio muy reducido comparado con los tumores
encontrados en el grupo control (0.6 vs 2 ¢cm?), al finalizar el experimento se encontrd una
disminucion de hasta 30% en el crecimiento tumoral. Por otra parte, al analizar el efecto
terapéutico de la inmunizacion con GLMEEMSAL se encontr6 que 6 dias después de la
primera inmunizacion el crecimiento tumoral fue significativamente menor comparado con
el grupo control (*P<0.05) (0.5 vs 1.3 ¢cm?) y al finalizar el experimento se observé reduccion
del crecimiento tumoral de hasta 50% (Figura 12). La inmunizacién con el péptido
GLMEEMSAL, sin importar si era bajo un esquema protector o terapéutico mostré reduccion
de la tasa de crecimiento tumoral comparado con el grupo control. Los ratones que recibieron
un esquema de inmunizacion protectora, requirieron 15 dias mas para alcanzar volimenes
tumorales de 2 cm® y cuando se inmunizaron ratones con el esquema terapéutico, estos
tardaron 10 dias en desarrollar tumores de ese mismo volumen, lo cual se tradujo en un mayor

tiempo de sobrevida de los ratones en esos grupos experimentales.
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Figura 12. Efecto antitumoral de la inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL en un modelo tumoral con
ratones BALB/c. Ratones de la cepa BALB/c fueron inmunizados intraperitonealmente con 3 dosis (dia 0, 10y
20) de 100 pug de péptido GLMEEMSAL emulsificado con 50 pl de ACF (dia 0) o AIF (dias 10 y 20) en
proporcion 1:1. Para evaluar el efecto protector, 10 dias después de la Gltima inmunizaciéon se inocularon 10°
células tumorales JC subcutaneamente en el dorso de los ratones. Para evaluar el efecto terapéutico, las células
JC fueron inoculadas subcutaneamente en el dorso de los ratones y cuando los tumores fueron palpables (dia
13) se aplicd la primera inmunizacion y al dia 19 se administrd la segunda dosis. El grupo control (PBS/
vehiculo control) fue inoculado con 10° células tumorales JC. Se muestra el promedio de crecimiento tumoral
delos 5 ratones de cada grupo + SEM. El volumen tumoral en todos los casos fue determinado como se describio
en la seccion de materiales y métodos. * P<0.05, **P<0.001, después de realizar una prueba de U de Mann
Whitney comparado con el grupo control (PBS/vehiculo control). Los datos son representativos de 2

experimentos independientes con resultados similares.

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

ante el reto tumoral.

En conjunto con la inhibicién de crecimiento tumoral observada después de cualquiera de los
dos esquemas de inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL en ratones BAB/c, fue posible
observar un mayor porcentaje de sobrevida que los grupos inmunizados con el esquema
protector y terapéutico, encontrandose un 100% y 60% de sobrevida respectivamente,
mientras que los animales no inmunizados con el péptido murieron antes del dia 22 (Figura

13).
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Figura 13. La inmunizacion con el péptido GLMEEMSAL incrementa la sobrevida ante el reto tumoral en
ratones BALB/c. Para analizar el efecto protector de la inmunizacion con GLMEEMSAL, ratones BALB/c
fueron inmunizados intraperitonealmente con 100 pg de péptido GLMEEMSAL al dia 0, 10 y 20 para después
ser inoculados subcutdneamente en el dorso con 10° células tumorales JC al dia 30. Para el efecto terapéutico,
10° células JC fueron inoculadas en el dorso y cuando los tumores fueron palpables (dia 13) se comenzé con
las inmunizaciones con GLMEEMSAL a los dias 13 y 19. El grupo control (PBS/vehiculo control) fue
inoculado con 10° células tumorales JC en el dorso. La sobrevida fue monitoreada diariamente a lo largo del
experimento. Se muestran los porcentajes de sobrevida de los 5 ratones de cada grupo. Los datos son

representativos de 2 experimentos independientes con resultados similares.
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8. Discusion

Es bien conocida la participaciéon de hMena en la motilidad y adhesion celular mediante la
regulacion de la dindmica de actina del citoesqueleto (Krause et al., 2003). Ademas, se ha
reportado que el incremento en la expresion de hMena durante la progresion de lesiones
benignas a malignas (Gurzu et al 2013; Gurzu et al., 2009; Goswami et al., 2009; Di
Modugno et al., 2010; Robinson et al., 2009; Roussos et al., 2010) junto con la expresion
alternativa de las isoformas hMena/hMena'!? y hMena/hMenaAV6 regulan la invasividad y
potencial metastasico de las células tumorales (Di Modugno ef al., 2012). Por esta razon,
hMena podria ser usada como marcador para diferenciar lesiones benignas de lesiones
malignas con alto potencial metastasico (Bria et al., 2014) y tener una repercusion importante
en la prediccion de progresion tumoral y en la busqueda de terapias especificas que frenen el
crecimiento tumoral. En este contexto, se desconoce la capacidad inmunogénica de hMena
para inducir respuesta inmune antitumoral. Por ello, en el presente trabajo analizamos la
capacidad del péptido GLMEEMSAL de hMena (secuencia 443-451), conservado entre las

isoformas hMena/hMena!!2

y hMena/hMenaA6, para generar LTC con capacidad efectora.
Inicialmente se analiz6 la capacidad de GLMEEMSAL para ser procesado y presentado
naturalmente por moléculas HLA-A2, uno de los alelos ampliamente distribuidos en la
poblacion mundial y Mexicana, lo cual se pudo corroborar al emplear el sistema de
algoritmos PAProC (Gritzapis et al., 2008). De hecho, el péptido demostrd tener gran
afinidad por moléculas HLA-A*0201 de manera comparable a la afinidad mostrada por los
péptidos KIFGSLAFL secuencia 369-377 de la proteina HER-2 y KLPQLCTEL de la
proteina E6 de VPH-16 previamente reportados en la literatura (Kast et al., 1994; Fisk et al.,
1995; Ressing et al., 1995; Rongcun et al., 1999; Dissis et al., 2002; Baxevanis et al., 20006).
En nuestro estudio encontramos que CMSP estimuladas mediante un sistema de vacunacion
in vitro con CDMs fueron capaces de reconocer y lisar a células T2 cargadas con este péptido

y lineas celulares tumorales de CaCu y de HLA-A2+ que sobre-expresan las isoformas

hMena !'? 0 hMena AV6.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por el grupo de Nistico en 2004, quienes
encontraron que hasta un 20% de pacientes con CaMa tienen respuesta de IgG especifica a

epitopes de hMena y respuesta mediada por células T CD8+ hacia esos mismos epitopes de
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hMena en 75% (9/12) de las pacientes HLA-A2", lo cual sugirié que la respuesta inmune
contra esta proteina es posible. En nuestro estudio, demostramos que fue posible generar
células T CD8+ efectoras al activar CMSP de donadores sanos con el péptido
GLMEEMSAL. Ademas, evidenciamos que dicha funcion efectora fue especifica al alelo
HLA-A2, al ser bloqueada con anticuerpos anti HLA-A2, o practicamente anulada al utilizar
lineas celulares HLA-A2 negativas como células blanco. Estos resultados nos permiten
sugerir, que este epitope es un candidato adecuado para utilizarse como coadyuvante a las
terapias antitumorales actuales, ya que podria ser eficaz para generar respuesta de linfocitos
T citotoxicos en pacientes con CaMa (Di modugno et al., 2006) o CaCu (Gurzu et al., 2009),
y podria beneficiar también a pacientes con tumores colorectales (Gurzu et al., 2008), de
glandulas salivales (Gurzu et al., 2012) y pancreaticos (Pino et al., 2008), en donde se ha
reportado la sobre-expresion de hMena. Ademds, dado que el epitope inmunogénico
GLMEEMSAL de hMena (433-451) es conservado en las diferentes isoformas de hMena
reportadas, hMena 591aa posicion 443-451 (NP_001008493.1), hMena 570aa posicion 443-
451 (NP_060682.2) y hMena 533aa posicion 406-414 (ABY78022.1) segln la base de datos
Protein (recuperado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein), su potencial de aplicacion

podria ampliarse a las neoplasias que sobre-expresaran alguna de éstas.

Es importante sefialar que los linfocitos T citotoxicos especificos mostraron actividad
efectora contra la linea celular C33A, la cual es una linea celular negativa para VPH. Este
dato es relevante, si consideramos que las inmunoterapias antitumorales actuales para CaCu
estan basadas en la generacion de una respuesta inmune hacia las proteinas tardias, E6 y E7
del VPH, lo cual es 1til en pacientes positivas a infeccion con el VPH del mismo genotipo

(Lee et al., 2016).

De manera interesante en nuestro estudio se pudo detectar la activacion de linfocitos T CD8*
y CD4* al cultivar CMSP con CDMs de donadores normales, y también al inmunizar ratones
BALB/c con el péptido GLMEEMSAL. Sin embargo, la activacion de linfocitos T CD4*
puede ser debida al efecto de citocinas producto de la activacion de linfocitos T CD8", como

el IFN-y, lo cual tendré que ser analizado en futuros experimentos.

Trabajos realizados por Phillipar y colaboradores y por el grupo de Nistico y colaboradores

en 2004, reportaron una relacion entre la expresion de hMena y el potencial metastasico, al
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a asociada con un alto indice

identificar diferentes isoformas de hMena, como hMena
proliferativo en etapas tempranas del desarrollo del CaMa; y la proteina hMena INV
detectada en tumores invasivos (Phillipar et al., 2008; Di modugno et al., 2010). Pero no sélo
se ha relacionado a hMena con un alto indice metastasico sino que también se ha observado
una asociacion entre la elevada expresion de hMena y el tamafo de los tumores (Toyoda et
al.,2011). Por lo que, generar una respuesta inmune contra esta proteina podria tener impacto
en varios aspectos del desarrollo tumoral, principalmente al disminuir su potencial
metastdsico para prevenir la recurrencia en pacientes libres de la enfermedad o incrementar

la sobrevida de los pacientes al evitar la metastasis, considerada la principal causa de muerte

en los pacientes con cancer.

No obstante, el principal problema para generar estrategias de vacunacion efectivas dirigidas
contra autoantigenos como hMena es romper la tolerancia inmune. Para descartar dicho
fenomeno, se empled un modelo tumoral in vivo utilizando ratones de la cepa BALB/c
inmunizados con el péptido GLMEEMSAL. Resulta importante mencionar que de acuerdo
con la base de datos del National Center for Biotechnology Information, USA, el péptido
GLMEEMSAL se encuentra también conservado entre las isoformas murinas de Mena
isoforma 1 (NP_034265.2, secuencia 667—685), isoforma 2 (NP _032706.2, secuencia 662—
670), isoforma 3 (NP_001076589., secuencia 658—666) e isoforma 4 (NP_001076590.1,
secuencia 414-422) y de acuerdo a nuestros resultados el péptido fue capaz de unirse a
moléculas H2-Kd. Al inmunizar ratones BALB/c con el péptido GLMEEMSAL se encontrd,
que hay activacion de LTCs que reconocieron y lisaron células tumorales JC (H2-Kd,
Mena®). Ademas, en este trabajo se muestra por primera vez que el uso de un esquema
protector o terapéutico de inmunizacién con el péptido GLMEEMSAL, provee respuesta
inmune anti-tumoral capaz de inhibir el crecimiento tumoral y prolongar la sobrevida. A
pesar de ello, serd importante considerar un incremento en el nimero de inmunizaciones o la
dosis de cada una de ellas en el esquema terapéutico para ver si la tasa de crecimiento tumoral
disminuye, o también seria relevante la inclusion de otros epitopes conservados entre las

isoformas de hMena/hMena'!'® y hMena /hMena AV6.

Por tanto, el analisis de la inmunogenicidad del epitope de hMena (433-451) es de gran

importancia puesto que abre la posibilidad de que una estrategia terapéutica basada en éste,
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pueda reflejarse en una respuesta clinica en los pacientes, debido a la capacidad de este
péptido para generar células T CD8+ especificas capaces de eliminar células tumorales que
sobre-expresen hMena y sus isoformas; y ademas, podria incrementar la sobrevida de los

pacientes.
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9. Conclusiones

Considerando que se ha detectado respuesta inmune humoral y celular hacia epitopes de
hMena en pacientes con CaMa y una vez que se ha demostrado en este trabajo que se puede
inducir respuesta celular inmune tanto in vitro como in vivo hacia epitopes conservados de
las isoformas hMena/hMena'!? y hMena /hMena AV6 como el péptido GLMEEMSAL, el
uso de epitopes de hMena puede ser una importante alternativa para ser considerada en el

desarrollo de estrategias inmunoterapéuticas que ayuden a disminuir el crecimiento tumoral.
Perspectivas

* Ajustar el esquema de dosis o de intervalo de inmunizaciones para ver si mejora la

actividad terapéutica
* Cuantificar la metéstasis antes y después de la inmunizacion con el péptido.

* Integrar el péptido GLMEEMSAL en cVLPs para ver si se mejora la respuesta

inmune hacia el epitope.

* Analizar la actividad inmunogénica de otros epitopes conservados de hMena en

conjunto con el péptido GLMEEMSAL
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Alternative expression of human ortholog of murine Mena (hMena) hMena/hMena''® and hMena/
hMenaAvé isafe late the invasi and ic ial of tumor cells. It is then important to
identify epitopes of thm proteins that can elicit antitumor immune response to contribute fo the elimination of
cells with metastatic potential.

Methods: We assayed the capacity of the peptide GLMEEMSAL, common in hMena/hMena'™* and hMena/
hMenaAv6 isofarms, to generate an antitumor immune response through an in vitro vaceination system with
mature dendritic cells (MDC) loaded with this peptide and in vivo immunization using a tumor model with the
mammary adenocarcinoma JC cell line to induce tumors in BALBc mice.

Results: MDC loaded with the peptide GLMEEMSAL elicited strong proliferation and activation of €D8' T
lymphocytes. The CTls generaled with this system were capahle ta lyse specifically BrCa and CeCa cell lines
expressing either hMena/hMena®'* or hMena/hMenaAve. immunization with GLMEEMSAL provided protective
and therapeutic antitumor activity as well as increased survival in BALB/c mice.

Conelusion: These results are highly relevant for the use of common peptides among the different isoforms of
hMena to develop immunotherapy protocols to counteract the growth and metastatic potential of tumors with
over-expression of hMena.

Keywords:

Breast cancer
Cervical cancer
hMena isoforms
Metastasis

T cell epitopes
Antitumor immunicy

1. Introduction The main function of the hMena protein is the regulation of cyto-

plasmic actin assembly and dynamics and also plays an important role

Metastasis is the primary cause of death in patients with cancer due
to the ability of tumor cells to evade i gnition and mig
to sites distal to the primary tumor and propagate the disease [1,2]. It
has been proposed that the over-expression of proteins regulating cy-
toskeletal dynamics plays an important role in the invasive capacity of

tumor cells and escape immune recognition [3,4]. As a consequence it is

in the migration and invasive capacity of tumor celis [5]. hMena is
significantly over-expressed in a high percentage of benign breast le-
sions with a high risk of malignant transformation as well as in > 70%
of primary breast cancers (4,6). hMena has also been observed to be
over-expressed in colorectal cancer [7], metastatic pancreatie carci-
noma [£], malignant lesions of the salivary glands [9] and both pre-

important to identify whether epitopes derived from these pr are
capable of inducing a specific cellular immune response that con-
tributes to the elimination of cells with metastatic potential.

i and malig lesions of the cervix [10].
hMe.na belongs to the Ena/VASP (enabled/VASP) family which
consists of the vertebrate proteins hMena, EVL, and VASP as well as

Ahbrnudﬂli: hMau hum-n mholng of murine Mena; HPV, Human Papl
Palyinosi ic acid; L4, b GM-CSF, it

Macrophage-Colony

irus; MHC, Ml]ur

Complex; PBMC, Peripheral Blood Monenuclear Cells, Poly 1:C,

Factor; [FNy, gamma; DCs, Dendritic Cells; MDCs, Mature Dendritic

Cells; HLA, Thma uuknme Antigen; APC, Antigen Preseating Cell: MF1, Mean Fluorescent Intensity; (eCa, Cervical Gancer; BrCa, Breast Cancer
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C.A. Don-Ldpes et al

Drosophila Ena and is coded by the mena gene located on chromosome 1
[4]. Structurally is composed of highly conserved NH,- and COOH-
terminal domains called Ena-VASP homology 1 and 2 (EVH 1 and EVH
2) they Mank a central proline rich domain. The EVH 1 domain mediates
subcellular targeting by binding to the D/EFPPPP motif, which is found
in the focal adhesion proteins Zyxin and Vinculin. The EVH 2 domain
contains a predicted coiled coil-like sequence and is thought to mediate
oligomerization. The central proline-rich domain mediates direct in-
teractions with the actin-binding protein Profilin thereby regulating the
poly ization of cytoskeletal actin [11,13]. In this manner hMena
plays an important role in controlling the movement and morphology of
fibroblasts, epithelial cells, endothelial cells and neurons [11,12]. A
relationship between hMena and metastatic potential has been corro-
borated hased on its ac lation in focal adhesions and regions of
dynamic actin remodeling in the lamellipodium forming part of the
migration front of cells [1,12-14].

Recendy it has been reported that different isoforms of hMena
generdated by alternative splicing play an important role in the pro-
liferation and metastatic capacity of tumar cells [15]. The presence of
the hMena/hMena’ ' isoform has been associated with the proliferative
properties of cells transformed in the early stages of cancer develop-
ment [16], meanwhile the isoform hMena/MenaAv6 is strongly asso-
cialed with the invasive capacity of malignant cells [1,5,6].

On the other hand the role of hMena as an antigen capable of in-
ducing an immune cell response was initlally reported by the Nistico
group [4]. They analyzed T-lymphaocyte stimulation with three epitopes
derived from the hMena protein restricted lo allele HLA-A2
(TMNGSKSPV (502-510), GLMEEMSAL (443-451) and [LDEMRKEL
(562-570)) and found that 9 of 12 patients with breast cancer (BrCa)
showed a pasitive respanse by producing IFN-y. They also established a
line of CTlLs specific to the epitope TMNGSKSPV (502-510) of the
complete hMena protein; these cells were able to recognize and lyse
BrCa and melanoma HLA-A2*/hMena® tumor cells. These results
suggest that hMena derived peptides may be naturally processed and
presented by the HLA-A2+ allele in tumors other than breast cancer.
However, it is not known if hMena derived epitopes are capable to elicit
in vivo antitumor immune response. In this study we provide evidence
that in virro stimulation of CD8"* T cells with the antigenic peptide
GLMEEMSAL (443-451], common in the hMena/hMena*'* and hvena,
MenaAvé isoforms, is capable to generate CTLs with lytuc activity
against human BrCa and cervical cancer (CeCa) cell lines. We also show
for the first time that immunization with the GLMEEMSAL peptide
elicited a strong antitumor immune response in Balb/c mice bearing
tumors induced by the inoculation of the primary mammary adeno-
carcinoma JC cell line (hMena*). These results may contribute ta es
tablish a pew strategy for the use of hMena derived epitopes for pro-
tocols of immunotherapy against cancer.,

2. Materials and methods
2.1. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and HLA typing

Peripheral blood samples were collected from healthy donors
(n = 8). All donors signed an informed cansent farmat approved by the
local IMSS Committee on Health Research; protocol 3026-24. The
hlood ples were collected in iner tubes with gulant
ACD (Becton Dickinson, Broken Bow, NE, USA). PBMCs were obtained
through centrifugation using a density gradient with Ficoll (Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) followed by re-suspension in PBS sup-
plemented with 1090 fetal bovine serum (FBS; Gibco, Carlsbad, CA,
USA). Samples positive for HLA-A2 were identified with flow cytometry
using the monoclonal antibody PA2.1 obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC, USA) which recognizes the HLA-A2 mole-
cule, and an anti-mouse 1gG (Fab specific)-FITC secondary antibody
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) on a FACS ARIA 11 {(BD) Biosciences,
San Jose, CA, USA).
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2.2 Cell lines

CaSki (HPV-16", HLA-A2", hMena/hMena''*positive) and G33A
(HPV™, HLA-A2', hMena/hMenaAvé-positive) CeCa cells, MCF-7
(HLA-A2", hMena/hMena''*-positive) and MDA-MB-231 (HLA-AZ",
hMena/hMenaAv6-pasitive) BrCa cells were used. Pasitive expression
of hMena isoforms in these cell lines was previously reported [5.17]. On
the other hand, the primary mammary adenocarcinoma JC cell line
(H2-Kd), derived from along the milk line of BALB/c mice [18], was
used to establish the murine tumor model. Mena protein expression in
human derived cell lines (CaSki, C33A, MCF-7 and MDA-MB-231)
(Suppl. Fig. 1) and in JC cell line (Suppl Fig. 2) was determined by flow
cy y and/or ytochemical g to protocols
previously reported by our working group [w; using An:{-Mma mAb
clone A351F7D9 (Millipore, Temecula, CA, USA). All cell lines were

i d in culture med (CM) posed by RPMI-1640 media
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% FBS
(Gibeo, Carlsbad, CA, USA) and 100 units/ml of penicillin and 100 pg/
ml of streptomyein (Gibeo, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C and 5% CO,.

ik 4

2.3. Test to stabilize human and mouse MHC class | malecules

The lymphoblast cell line T2 which expresses empty HLA-A2 mo-
lecules on the cell surface [20] was used to test the affinity of different
concentration (25 to 200 pg/ml) of each synthetic peptide after an in-
cubation of two hours at 37°C in the presence of Spg/ml B2-micro-
glubulfn (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA), The following antigenic

(synthesized by Invitrogen Carlsbad, CA, USA) were used in
ﬂm amdr GLMEEMSAL {sequence 443—451) derived from the protein
hMena, KIFGSLAFL (sequence 369-377) derived from the protein HER2
and KLPOLCTEL (sequence 18-26) derived from the protein E6 (HPV-
16) which have been tested for specific binding with the HLA-A2 allele
[4,21,27]. The peptide TPTLHEYML (sequence 5-13) derived fram the
protein E7 (HPV-16) was used as a negative control due to its low af-
finity for the HLA-A2 allele [22]. On the other hand, to test the affinity
of the peptides to H2-Kd molecules, we used the mastocytoma derived
P815 cell line previously treated by acid clution and then incubated
with different concentrations (25 to 200 pg/ml) of the peptides. The
stabilization of HLA-AZ and HZ-Kd molecules with each pepude was
d d by flow cy y using either anti-HLA-A2 mAb derived
from the hybridoma PA 2.1 (ATCC, USA) or anti-H2-Kd mAb derived
from the hybridoma SF1~1.1.10 (ATCC, USA) respectively. Anti-mouse
1gG (Fab specific)-FITC was used as secondary antibody.

2.4. Determination of IFN-y levels in activated T cells

A total of 2.5 ¥ 10° PBMCs were co-cul with M. Dendriti
Cells (MDCs) loaded with 10 pg/ml of GLMEEMSAL peptide, which
were generated according Lo our previously described protocol [23] at
ratio of 1:5; as well as for the in vivo model, where splenic cells from
mice immunized with 3 doses of 100 pg/ml of GLMEEMSAL were cul-
tured with 10 pg/ml of GLMEEMSAL for 72h in a 24-well plate
(Coming, Pittston, PA, USA) containing 1 ml of Opti-MEM cuiture
medium with 10% dialyzed FBS. During the final 12h of culture Bre-
feldin-A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and Monensin A (Sig-
ma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) were added ar final concentration of
10 pg/ml and 50 pg/ml respectively to determine the intracellular level
of [FN-y. At the end of the 72 h the cells were collected and incubated
for 30min at 4°C with monoclonal anti-hCD8-APC or anti-hCD4-PE

ibodies (R&D Sy Mi iis, MN, USA) and then washed
three times with PBS. Subsequently the cells were fixed and permeated
using a Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, San Diego, CA, USA)
incubated for 30 min at 4 °C with monoclonal anti-h[FN-4-FITC anti-
body (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and finally washed three
times with PBS. A total of 2.5 x 10* events were acquired using
Flowing 2.5 software (o analyze the percentage of CD8 " /IFN-y* and
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CD4* /TFN-y* T cells.
2.5. Cytortoxic fests

Cytotoxic activity of CD8* T-lymphocytes stimulated with the an-
tigenic peptides was determined either by membrane expression of the
€D107 molecule on effector cells caused by degranulation [24] and/or
by using a cell viability solution (7AAD; BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) to determine target cell lysis percentage. In the first case target
cells (T2, CaSki, C33A, MDA-MB-231 and MCF 7) were co-cultured
during 4 h at a 1:5 ratio with PBMCs that had undergone three previous
rounds of stimulation with MDCs loaded with peptide in 50 ul of CM
containing 2 pl of monoclonal anti-hLAMP-1/CD107a-FITC antibody (R
&D Systems, Minneapolis, MN, USA). One hour later Brefeldin-A and
Monensin A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were added at final
concentration of 10 ug/ml and 50 pg/mil, respectively. At the end of 4 h
of co-culture CD8" T lymphocytes were marked with monocional anti-
hCD8-APC antibody (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and the
percentage of degranulated CD8 ' T lymphocytes (CD8 ' /CD107*) was
determined by flow cytometry. After discarding ceflular fragments a
total of 2.5 » 10" events were analyzed in each test. In the second one
target cells (CaSki, MDA-MB-231 and JC) were labeled with 5(6)-car-
boxyfluorescein diacetate N -succinimidyl ester (CFSE) (Sigma-Al-
drich), and CTLs were labeled with CD8-APC antibody (BD Bioscience).
The cytotoxic activity of effector cells on target cells was determined in
the proportions 1:20, 1:10 and 1:5 (Target:Effector) using the cell via-
bility solution 7AAD. Viable cells were analyzed in a FACS ARIA il (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) by collecting a minimum of 100,000
events by determining the percentage of positive target cells for CFSE/
7AAD. A total of 5% hydrogen peroxide was used to determine the total
lysis of target cells (positive control). The percentage of lysis was cal-
culated according to the following formula: % cytotoxicity = 100 x
[(experimental lysis (CFSE+, 7AAD+) — basal lysis (CFSE+, 7AAD
+3/(utal fysis (CFSE+, 7AAD + ) — basal lysis (CFSE+, TAAD + ).

To inhibit the specific recognition of CD8™ T lymphocytes through
HLA-A2 molecules on CaSki and MDA-MB-231 tumor cells 10 pg/ml of
anti-HLA-A2 mAb (derived from hybridoma PA2.1, ATCC) was added
and the percentage of lysis of target cells determined.

2.6. Mice

Female BALB/c mice (H-2° haplotype, 6-8 weeks old) were used
and kept under pathogen-free conditions at the FES-Zaragoza UNAM
Animal Care Department with ad libitum sterile standard powdered
rodent diet. All procedures involving animals and their care were
conducted in conformity with institutional guidelines, which are in

i, with national and i | laws and g

i R
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protects against tumor challenge, on day 30, 1 x 10° viable JC cells in
PBS were injected subcutaneously in to the backs of these pre-im-
munized mice

2.8, Therapeutic model

For tumor reduction analysis JC cells were injected subcutaneously
in to the backs of five mice at day 0 and 13. When the tumars size were
approximately 0.5cm in length and width they were injected in-
traperitoneally with 100 pg/ml of the GLMEEMSAL peptide emulsified
in proportion 1:1 with SUpl of CFA at day 13 or IFA at day 19. For these
cXperiments measurements were taken when the first palpable tumors
appeared. Tumor size was determined every 3 days using calipers and
the tumor volume was calculated using the formula V = (0.4) (ab®),
where (a) and (b) are the length and the width of the tumor, respec-
tively [25]. Mice were observed for survival during the 31 days time
course.

2.9. Statistical analysis

Results are expressed as the mean = standard error (SEM) of ex-
periments performed in triplicate unless indicated otherwise. The non-
parametrical Man-Whitney U test was used to compare the mean of
groups. The difference was considered statistically significant at
P < 0.05.

3. Results

3.1. The GLMEEMSAL peptide common in the hMena/hMena’'® and
hMena/hMenadvé isoforms induces strong stimulation of CD8" T
lymphocytes

To evaluate the response of CD8" T cells to the hMena antigens, the
GLMEEMSAL peplide derived from seyuenice 443—451 of the hMena'""
isoform or sequence 406—414 of the hMenaAvé isoform were synthe-
sized. Is important to mention that when analyzing the sequence of both
hMena isoforms this peptide showed the highest predicted affinity to
the HLA-A2 molecule based on the SYFPEITHI [26] and BIMAS algo-
rithms [27]. In additon we used the peptide KIFGSLAFL (sequence
369-377) from HER2 and KLPQLCTEL (sequence 18-26) derived from
the protein E6 (HPV-16) as a positive control which has been reported
to show a high affinity for the HLA-A2 molecule and be highly im-
munogenic [21,22,28-31]. The peptide TPTLHEYML (sequence 5-13)
of the E7 protein of HPV-16 was used as a negative control due to its
low affinity for the HLA-A2 molecule [22]. The T2 cell line, that ex-
presses empty HLA-A2 molecules on its cell surface [20], was used to

2.7. Anti-tumor protection model

Groups of five mice were immunized with three intraperitoneal
injections every 10-12 days (i.c., day 0, 10 and 20), each one consisting
of 100 ug/ml of peptides (GLMEEMSAL or TPTLHEYML) emulsified in
propartion 1:1 with 50 pl of Complete Preund's Adjuvant (CTA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) at day 0 or Incomplete Freund's Adjuvant
(IFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at days 10 and 20. The
contral group received injections with the same volume of PBS with
corresponding adjuvant. To analyze the induction of specific CTLs,
10days following the last immunization (Le day 30) the mice were
sacrificed and the splenic cells were cultivated in RPMI with or without
10 g of the peplides. Two days after ex vivo stimulation the splenic
cells (effector cells) in 25pl of CM were placed in 96-well-U-bottom
plates (Corning, Pittston, PA, USA) at the proportion 20:1, 10:1 and 5:1
(Effector-Target) and 6 x 10* JC tumar cells (target cell) were added to
co-culture in 25 pl of CM where the cytotoxic effect was determined as
indicated previously. To analyze whether peptide immunization

201

lyze the binding affinities of the peptides in the stabilization trials of
these molecules.

The peptide GLMEEMSAL showed the highest affinity to HLA-A2
molecules at a concentration of 50 pyg/ml (Fig. 1). This was relative to
the basal expression of these molecules in the membrane of T2 cells
without the addition of exogenous peptides that was normalized to a
value of 1. The KIFGSLAFL peptide showed a middle stabilization of
ITLA-A2 molecules and a concentration four times higher (200 pg/ml)
‘was required to obtain similar 1o that produced by GLMEEMSAL, while
the KLPQLCTEL peptide even at high concentrations, induced a small
increase in the expression of HLA-A2 molecules and TPTLHEYML
peptide showed the lowest affinity to the HLA-A2 allele (Fig 1).

In order to analyze the activation of CD4* T cells and CD8" T cells
with the GLMEEMSAL peptide, an in vitro vaccination assay was per-
formed using MDCs loaded with 10 pg/m! of GLMEEMSAL. The MDCs
were g d ding to our pr ly described protocal from
PBMCs of normal donors HLA-A2* [23]. The MDCs loaded with
GLMEEMSAL were used as antigen-presenting cells (APCs) in co-cul-
tures with PBMCs in a 1: 5 ratio for 72h. At the end of the co-culture
time the cells were incubated with antibodies to determine the
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Fig. 1. GLMEEMSAL peptide derived from the hMena protein efficiently mabilizes the
HLA-A2 sliele. The T2 lymphoblastic cell line, which expresses empty HLA-A2 molecules
on its cell surface, was incubated with different concentration (25-200 pg/ml) of the
pepldes. GLMEDMSAL frum hMena, KIFGSLAFL Gum [ITR2 (pusitive wonirol),
KLPQLLTEL (pasitive control) from HPV-16 protein E6 and TPTLHEYML from HPV-16
jprotein E7 (negative control). Shown here is the fold-increase in the expression of HLAWAZ
in T2 cells incubated with each peptide relative to the bassl expressian of HLA-AZ in T2
celis incubated without a peptide, which was lized to 1. Data are rep of
3 or more independent experiments with similar results.
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Fig. 2. Activation of CD4 * and CD8 * T lymphocytes with the GLMEEMSAL peptide. Dats
Indicate the increase in the percentage of CO4 * /IPNy* and CD8* /IFNy ' T lymphocytes
obtsined cither from co-culturing PBMCs with MDCs loaded with (+) or without (~)
GLMEEMSAL peptide far 72 h. *Indicates significant differences (P < 0.05) in compar-
ison to the co-cultures with unstimulated PBMCx. Values represent the means + SEM
from triplicate wells. Data are of 3 ar more ind with
similar results.

percentage of CD4 T cells and CD8 /IFN-y ' T cells. We observed that
activation of T lymphocytes via induction of IFN-y production in PBMCs
stimulated with GLMEEMSAL produced approximately 18% of CD4*
and 25% of CD8™ T cells (Fig. 2).

3.2. CDB" T lymphocytes stimulated with the GLMEEMSAL peptide lyse
tumor cells positive for hMena/hMena’'® and hMena/hMenadve

To determine the specific cytotoxic effect of CD8* T lymphocytes,
PBMC stimulated through in vilro vaccination with GLMECMSAL or
KLPQLCTEL and KIFGSLAFL peptides were used to challenge T2 cells
loaded with each peptide (target cells) in a 5:1 ratio and the percentage
of CD8"* /CD107° T lymphocytes was then quantified. In all cases a
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significant increase was observed in the percentage of CD8* /CD107* T
lymphocytes relative to the percentage of lymphocytes obtained when
using unstimulated PBMCs (0.1-0.2%). PBMCs derived from normal
donors stimulated with the peptide GLMEEMSAL increased the per-
centage of CD8%/CD107° T Ilymphocytes up to eight-fold.
Furth e, PEMCs sdmulated with the peptides KLPQLCTEL and
KIFGSLAFL increased the percentage by five-fold and six-fold respec-
tively (Vig. 3).

Because the sequence GLMEEMSAL forms part of the sequences of
the hMena/hMena''® and hMena/hMenaAvé isofarms [4,6] we ana-
lyzed whether CD8™ T lymphocytes stimulated with GLMEEMSAL were
able to recognize tumor cells containing one of these hMena isoforms.
For this purpose the CeCa cell lines CaSki (HPV-16", HLA-A2",
hMena/hMena'"*-positive), G33A (HPV-, HLA-A2°, hMena/hMe-
naAv6-pasitive) as well as the BrCa lines MCF-7 (HLA-A2", hMena/
hMena''*-positive) and MDA-MB-231 (HLA-A2", hMena/hMenaAv-
positive) were used as target cells for CD8" T lymphocytes. Mena
protein expression in these cell lines was corroborated by flow cyto-
metry (Suppl. Fig. 1). The percentage of CD8"* /CD107 * T lymphocytes
obtained after challenging each of the tumor cell lines with un-
stimulated PBMCs was used as basal. Interestingly upon challenging
CaSki, C33A, MDA-MB-231 and MCF-7 cells with PBMCs derived from
HLA-A2* normal donors stimulated with the GLMEEMSAL peptide we
observed increases in the percentage of CD8* /CD107* T lymphocytes
of 4.1, 2.2, 3.7, and 2.1-fold respectively relative to unstimulated
PBMCs (Fig. 4). PBMCs stimulated with the peptide KLPQLCTEL de-
rived from the E6 protein of HPV-16 showed uniquely cytotoxic activity
against CaSki cells resulting in an approximately five-fold increase in
the percentage of CD8* /CD107* T lymphocytes relative to the un-
stimulated PBMCs (Fig. 4).

To determine whether the immune recognition of CD8" T lym-
phocytes was specific by HLA-A2 molecules on tumor cells, the cell
lines CaSki (HPV-16", HLA-A2", hMena/hMena''"-positive) and MDA-
MB-231 (HLA-A2*, hMena/hMenaAvé-positive) were co-cultivated
with different ratios (1:5, 1:10, 1:20) of PMBCs that had undergone
three previ rounds of stimulation with MDCs loaded with the
GLMEEMSAL peptide. Subsequently the percentage of CD8 " /CD107 *
T lymphocytes and the specific lysis on both target cells was analyzed.
We found an increasing percentage of CD8*/CD107* T lymphocytes
(Fig. 5A) and in target cell lysis (Fiy. 5B) on CaSki and MDA-MB-231
cell lines in relation to the increase of the effector cells in the co-cul-
tures. Interestingly the addition of anti-HLA-A2 mAb in the cell co-
cultures inhibited the percentage of CD8* /CD107 * T lymphocytes and
tumor cell lysis. Is important to mention that PBMCs derived from HLA-
A2 negative donors did not show any increase in cytotoxic activity
against these rarget cells (Suppl. Fig. 3).

3.3. Immunization with the GLMEEMSAL peptide elicits specific T cell
activation in BALB/c mice

According to SYFPEITHI [26] and BIMAS algorithms [27] the
GLMEEMSAL peptide shows middle predicted affinity to the H2-Kd
malecule. Ta assay in vitro the affinity of this peptide for the H2-Kd
molecules, the PB15 mastocytoma cell line, which express this allele
was treated by acid elution to eliminate the own peptides coupled to the
Kd molecules and then cultured in the presence of this peptide. We
observed that 200pg/ml of the GLMEEMSAL peptide were able to
stabilize H2-Kd molecules in a similar manner than that obtained with
KLPQLCTEL, KIFGSLAFL and TPTLHEYML peptides (Fig. 6).

To analyze in vivo the immunogenic capacity of the GLMEEMSAL
peplide, mice of the BALB/c strain (Haplotype H-2%) were immunized
with three intraperitoneal injections consisting of 100 jg of emulsified
peptide GLMEEMSAL with 50l of CFA (day 0) or IPA (day 10 and 20)
in a 1:1 ratio. Ten days after the last immunization the mice were sa-
crificed and the spleen cells were cultured for 72h in the presence or
absence of 10 g of peptide. We observed an increase of 33% to 50% of
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Fig. 3. HLA-A2-restricted specific cytotoxic activity of CD8 " T lymphocytes stimulated with GLMEEMSAL peptide. A) Data represent the increase in the percentage of CD8* /CD107° T
lymphocytes obeained by challenging T2 cells (HLA-A2"} loaded with each of the corresponding peptides with FBMCs stimulated (5) three times with MDCs and loaded with either
GLMEEMSAL. (hMena), KIFGSLAFL (HER2) or KLPQLCTEL (HPV-16 protein E6) of 4 normal danors, The basal value was derived from the percentage of CD8* /CD107 * T lymphocytes
abtalued by challenging T2 cells loaded with each of the corresponding peptides with anstimulated (US) PBMCs D) Wumuﬂn dat plots of CDI° /CDIOT* T lymphocytes obtained
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CD4™ /TFN-y* and from 57% to 70% of CD8* /IFN-y* T cells when the
GLMEEMSAL peptide was present (Fig. 7).

Ta eval the specific cy ic activity of CD8" T lymphocytes
generated after immunization of BALB/c mice with the GLMEEMSAL
peptide, spleen cells from immunized mice were cultured in the pre-
sence or absence of 10 ug of eithar GLMEEMSAL or TPTLHEYML pep-
tides and subsequenty challenged against the JC tumor cells (H2-Kd*,
Mena*, (Suppl. Fig. 2)) in a ratio of 20: 1, 10: 1 and 5: 1. CDB* T
lymphocytes stimulated with the GLMEEMSAL peptide were able to
lyse (15-20%) the JC cells, while spleen cells stimulated with
TPTLHEYML peptide or without peptide (control group) showed a
significant lower lytic activity (Fig. 8).

3.4, Immunization with the peptide GLMEEMSAL inhibits tumor growth in
BALB/¢ mice

Since the immunization of BALB/c mice with the peptide
GLMEEMSAL elicited the activation of CTLs capable to lyse JC tumor
cells, we proceeded to anaiyxe thc capability of this peptide to provide a
p ive and th effect. For this purpose, BALB/c
mice were i d with 3 intraperi | injections (day 0, 10 and

20) consisting of 100 ug of GLMEEMSAL pq)ﬂde emulsified with 50 ul

P < 0.05)in o the |

the means = SEM from triplicate wells from 3 or more independent experiments with similar results

of CFA (day 0) or IFA (day 10 and 20) in a ratio of 1: 1. To evaluate the
protective effect, 10 days after the last immunization, 10° JC umor
cells were inoculated subcutaneously on the back of the mice. Tn
evaluate the therapeutic effect, JC tumor cells were previously in-
oculated and when tumors were palpated (day 13) the immunization
was applicd at day 13 and 19. The control group (PBS/control group)
was inoculated with only 10% JC tumor cells, Interestingly we observed
that both immunization schemes were capable to provide a significant
(** P < 0.01) inhibition of the tumor growth in comparison with that
observed in the control group. In the group where the protective effect
was evaluated, the tumors were scarcely palpable during the mon-
itoring of tumor growth, with < 30% of the tumor volume of the con-
trol group (0.6 em® vs 2 em?) at the end of the experiment (Vig. 9). On
the other hand when evaluating the therapeutic effect of the im-
munization with the GLMEEMSAL peptide six days after the first im-
munization we detected a significant (* P < 0.05) tumor growth di-
minution compared to the control group (0.5cm® vs 1.3cm”). At the
end of the experiment we could observe the reduction of tumor growth
up to 50% in comparison with that detected in the control group
(Frg. 9). It is important to mention that using either protective or
therapeutic schemes of immunization with the GLMEEMSAL peptide,
we observed reduced tumor growth rates in comparison with that of the
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Fig. 4. CD8" T lymphocytes stimulated with GLMEEMSAL peptide recognize tumor cells pasitive for either hMena/hMena®'* ar hMeni/hMenaAvé. PEMCs derived from 4 normal danars
(d1, 42, d5 and d6) were previously stimulated through in vitro vaccination using MDCs loaded with either hMens GLMEEMSAL (PBMCs-G) or HPV-16 E6 KLPQLCTEL (PBMCs-K) and
then used to challenge Caski (HPV-16~, HLA-A2”, hMena/hMena''*-pasitive) and C33A (HPV-, HLA-AZ", hMena/hMenaAve-positive) CeG cells as well s MCE-7 (HLA-A2*, hMena/
hMena'"-posillve) and MDA-ME-231 (HLA-AZ*, hiMena/hMendAvG-positive) BrCa cells at a 5:1 ratio (ET). Data repieseni (he inaease the percentage of CD6° /CO107 " T lymphocyles
after challenge by PBMCs stimulated (S) with each of the antigenic peptides relative 1o the different tumor cells. The basal percentage of CD&” /CD107 * T lymphocytes was determined

by challenging the ditferent cells with I (US) PBMCs, ifi

differences *(P < 0.05) and **(P < 0.01) were obtained compared o unstimulated PBMCs, Values

represent the means + SEM from triplicate wells from 3 or more independent experiments with similar results,

control group. Mice that received protective immunization took 15 days
more to develop tumors of 2cm®, whereas in the mice where the ther-
apeutic effect was evaluated there were about 10 days of delay to de-
velop tumors of the same size (data not shown).

3.5. Immunization with the peptide GLMEEMSAL increase the survival of
mice inoculated with JC tumor cells

In agreement with the inhibition of the tumor growth observed after
the application of the immunization schemes with the GLMEEMSAL
peptide in BALB/c mice, we ohserved that after 31 days of treatment the
survival in the mice groups that received protective and therapeutic
schemes was 100% and 60% respectively, while all animals not treated
with the peptide GLMEEMSAL died before day 22 (Fig. 10).

4. Discussion

The function of hMena in motility and cellular adhesion through the
regulation of assembly and dynamics of cytoplasmic actin netwarks is
well known [3]. However, the steady increase of hMena expression
during  progression from benign to malignant lesions
[5,10,15,16,32,33] and the alternative expression of the hMena/
hMena''* and hMena/hMenaAvé isoforms that regulate the invasive-
ness and metastatic potential of tumor cells [6] indicates thar this
protein can be used as a marker to differentiate premalignant epithelial
lesions from malignant lesions with high metastatic potential [34]. This
finding may have significant repercussions for predicting the progres-
sion of cumors or for directing specific therapies and arresting devel-
opment of the disease [5,24]. In this context, pioneering studies con-
ducted by the Nistico group have shown evidence of immunoreactivity
against epitopes of the hMena protein in patients with BrCa whose

tumars showed over-xpression of this protein, Approximately 20% of
the patients expressed IgG antibodies specific to epitopes of hMena.
Furthermare, 75% (9/12) of HLA-A2" patients showed a specific re-
sponse of CD8" T lymphocytes to stimulation with hMena peptides
attached to HLA-A2 molecules [4]. Taking into consideration that the
peptide GLMEEMSAL, conserved in the hMena/hMena''®
(NP_001008493.1, aa 443-451) and hMena/hMenaAvé (ABY78022.1,
aa 406—414) isoforms, has a high potential to be naturally processed
and presented via HLA-A*0201 molecules according to PAProC pro-
gram [35] we first analyzed the capacity of this peptide to generate
CTLs using a system of in vitro vaccination with MDCs (APCs) and
PBMCs from healthy HLA-A2" donors as cellular responders. Con-
sistent with previous results describing the high affinity of GLMEEMSAL
for the HLA-A2 molecule [4] our results show that more than just sta-
bilizing HLA-A2 molecules, this peptide coupled with MDCs is capable
of inducing activation of CD8" T lymphocytes likewise previously re-
ported peptides KLPQLCTEL and KIFGSLAFL [21,22,26-31]. In addi-
tion we alsa could detect activation of CD4+ T lymphocytes after
culturing in vitro PBMC with peptide-loaded MDCs from normal denors
as well as splenic cells derived from BALB/c mice immunized with the
GLMEEMSAL peptide, probably due to cytokines, in addition to TFN-y,
derived from activated CD8 + lymphocytes during cell culture, which it
will be of interest to evaluate in future experiments. Furthermore, the
CTLs generated with this system were capable of specifically re-
cognizing HLA-A2" tumor epithelial cells belonging to cell lines de-
rived from BrCa and CeCa which express either hMena/hMena''® or
hMena/hMenaAvé. In the particular case of CeCa cell lines we observed
that CD8* T lymphocytes stimulated with the GLMEEMSAL peptide, in
addition to having cytotoxic activity against C33A cells (HPV-, HLA-
A2, hMena/hMenaAv6-positive), were also capable of lyse CaSki cells
(HPV-16", HLA-A2', hMena/hMena''*positive) in a manner
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Fig. 5. HLA-A2-restricted specific cytotoxic activity of CD8” T lymphocytes stimulated with GLMEEMSAL peptide on tumor cells positive for either hMena/hMena''* or hMena/
hMenaAvh, PBMCs derived [rem HLA-A2 " a normal donor were previously stimulated (8) through in vitro vaccination using MDCs loaded with the GLMEEMSAL peptide and then used as
effector cells (E) to challenge target cells (T) consisting of CaSki (HPV-16", HLA-A2", hMena/hMena ' ".positive) as well as MDA-MB-231 (HLA-A2*, hMena/hMenaAve-pasitive) cells at
diffrnt ol catius (T.6) of 1.5, 1:10 wad 1:20. Tu iahibit T lymphucyte covughition 10 pg/m! of i mAb anti-1RA-AZ wes #8dud. The porcontags of CDE” /CDI0T* T Iymphinytca (A)
and the cytotoxic activity of CD8* T lymphocytes on tumor cells (B) was determined as indicated in Materials and methods section. The basal percentage of CD8* /CDIO7* T
lymphocytes as well as the basal cywtnxic activity of CDA ™ T lymphocytes was determined by challenging the different tumor cells with unstimulated PRMCs (US). “Indicates significant
differences (P < 0.05) in ison 1o the I with lated PBMCs. Values represent the means £ SEM from triplicate wells. Dats are representative of 3 or more
independent experiments with similar results.

comparable to that achieved by CD8* T lymphocytes stimulated with MenaAvé can play an important role in tumor growth and progression.
the KLPQLCTEL peptide derived from the E6 protein of HPV-16, which However, effective vaccine strategies against autoantigens such as
was previously reported such as immunogenic [22,31]. Previous reports hMena, which is over-expressed in several tumors, must circumvent
have d d that the o xp of hMena in CeCa increases immune tolerance. To discard this phenomenon, we employed an in vivo
with disease progression [5,10]. Therefore, the ability of GLMEEMSAL tumor model in BALB/c mice for i ization with the peptid

and peptides common to the different isoforms of hMena to induce lytic GLMEEMSAL. Is important to mention that in accord with the National
activity of CTLs against CeCa cells, regardless of the presence of HPV, Center for Biotechnology Information, USA, data base, this peptide is
could provide greater potential for clinical application than the re- also conserved in several murine isoforms of Mena namely: isoform 1
stricted use of epitopes derived from (he oncoproteins E6 and E7 of (NP_0D34265.2, aa 667-685), isoform 2 (NP_032706.2, aa 662-670),
high-risk HPV such as HPV-16 and HPV-18, which are present in over isoform 3 (NP_0D01076589., a2a 658-666) and isoform 4
70% of CeCa [36]. These latter epitopes have only been evaluated in [NP_001076590.1,aa 414—422), and accord with our results also binds
patients with CeCa that are pasitive for infection by the same HPV to H2-Kd molecules. In addition, we also observed that the immuniza-
genotypes [27]. Conversely, the over-expression of hMena in tumors of tion of BALB/c with the peptide GLMEEMSAL was capable to induce the
different histological types has been related not only to a higher me- activation of CTLs that recognized and lysed JC tumor cells (H2-Kd,
tastatic index [1,7-9,16] but also to the size of the tumors [14), in Mena * ). In addition, this study shows for first ime that using protec-
which the alternative expression of hMena/hMena''* and hMena/ tive and therapeutic schemes of immunization in vive with hMena

227
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Fig. 6. GLMEEMSAL peptide derived from the hMena protein stabilizes the H2-Kd allele.
PB15 mastocytoma cell line (H2-Kd * ) was treated by acid elution to eliminate the own
peptides coupled Io the H2-Kd molecules and then to treat them with 200 pg/ml of
exogenous peplides; GLMEEMSAL from hMena, KIFGSLAFL from HER2, KLEQLCTEL
from E6 protein of HPV-16 and TPTLHEYML from E7 protein of HPV-16. Shown here is
the fold-increase in the expression of H-IKd in PB1S cells incubated with each peptide
relative (o the basal exprassion of H2-Kd in P815 cells after acid elution incubated
without a peptide, which was normalized to |. Data are representative of 3 or more
independent experiments with similar results.
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Fig. 7. Immunization with the GLMEEMSAL peptide elicits specific CD4” and CD8™ T
cell activation in BALB/c mice. Data indicate the increase in the percentage of CD4 "/
IFNy™ and CD&*/IFNy* T lymphocytes obtained afier culturing splenic cells derived
from BALB/c mice immunized with the GLMEEMSAL peptide and restimulated in vitro in
the presence (+) or absence (=) of either GLMEEMSAL peptide as indi d in

and method section. Values represent the means + SEM from triplicate wells. “Indicates
significant differences (P < 0.05). Data arc representative of 3 or more independent
experiments with similar results.

derived epitopes, such as the peptide GLMEEMSAL, provide antitumor
immunity which inhibits tumor growth and prolengs mouse survival.
However, ta obtain a better tumor growth inhibition under therapeutic
scheme it will be important to consider if tumor growth rate diminish
by increasing the number of immunizations or by including conserved
epitapes in between hMena/hMenalla and hMena/MenaAvé isoforms,
other than GLMEEMSAL epitope.

Our results provide significant evidence on the antigenic capacity of
the peptide GLMEEMSAL to elicit in vitro CTLs that recognize and lyse
epithelial tumor cells carrying hMena isoforms associated with tumor
progression. In addition the protective and therapeutic efficacy shown
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Fig. B. Cytoioxic sctivity of CDB™ T lymphocytes derived from BALB/c mice immunized
with the peptide GLMEEMSAL Splenic cells derived from BALB/c mice (n = 5) im-
munized with the GLMEEMSAL were stimulated ex vivo during 2 days with 10pg/ml of
GLMEEMSAL (@) or TPLTLHEYML () peptides and then used as effector cells (E) to
challenge target cells (T) consisting of JC (H2-Kd, Mena™, Fig. 51) cells at different cell
ratios (T:E) of 135, 1:10 and 1:20. The lysis of CD8* T lymphocytes on tumor cells was
determined as indicated in Materials and methods section, The basal percentage of lysis
was determined by challenging the tumor cells with splenic cells from contol group
(PBS/vehicle control, A). "Indicates significant differences (P < 0,05) In comparison to
PBS/vehicle control. Values represent the means + SEM from triplicate wells. Data are
representative of 3 or more independent experiments with similar results,
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Fig. 9. Anti effect of the il with the GLMEEMSAL peptide in the BALB/

¢ mice tumor model. BALB/c mice were i dip. with 3 i
(day 0, 10 and 20) consisting of 100 yg of the GLMEEMSAL peptide emulsified with 50 pl
al CFA (day 0) or IFA (day 10 and 20) in a ratio ol 1: 1. To evaluate the protective effect
(Protective), 10 days afier the last immunization, 10° IC tumar cells were Inoculated
subcutaneously on the back of the mice. To evaluate the therapeutic effect (Therapeutic],
JC wmor cells were previously inoculated on the back of the mice and when tumors were
palpated (day 13) the immunization was applied at day 13 and 19. The control group
(PRS/vehicle control) was inoculated with 10% JC rumor cells. The averages of rumor
growth of the 5 mice of each group * SEM are shown. The tumor volume in all cases was
determined as described in the text. *p < 0,05, **p < 0.001, Man-Whitney U test
compared w0 PHS/venicle conuol mice. § aulve daw from 2 deni experi-
ments with similar results.

by the immunization with the peptide GLMEEMSAL to inhibit tumor
growth in a mice model, makes this finding of great relevance to con-
sider the potential of GLMEEMSAL for the development of im-
munotherapy protocols in tumors with increased expression of hMena,
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Fig. 10, Immunization wich the peptide GLMREMSAL increases survival in umor chal-
lenged BALB/¢ mice. BALB/c mice were immunized Lp, with 100 ug of the GLMEEMSAL
peptide at day 0, 10 and 20 and inoculated with 10° JC tumar cells in the back on day 30
tw eviluate the protective effect uf the immunization, while v evalusie the therapeutic
effect, 10* JC tumor cells were first inoculated and when the tumors were palpabie (day
13) the immenizations were started with GLMEEMSAL oo days 13, 16 and 19, The control
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% Survival

was. d daily through the exp Survival p tages of cach group (5
mice) ure shown. Rep data from 2 independ: o with similar re
sults.

5. Conclusion

‘Taking into consideration that humoral and cellular immune re-
sponses to hMena epitopes have been observed in BrCa patients [4] and
umhumwmmmmmmmm:mnm

to epitopes conserved of hMena/hMena''* and
mﬁMMUMMhmmwh
GLMEEMSAL peptide, the use of hMena epitopes may represent an
impor I e to be idered in the develop of im-
herapy pr ls for ing growth and metastatic potential of
tumors, to prevent recurrence in disease-free patients and increasing
their survival.

Supplementary data to this article can be found online at hrips:/

doi.org/10.1016/].intimp.2018.01.043,
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