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RESUMEN

La induccién in vivo o ex vivo de linfocitos T citotéxicos CD8+ (CTL)
especificos contra péptidos derivados de antigenos asociados a tumor es una de las
estrategias corminmente empleadas en inmunoterapia contra el céncer. El receptor de
melanocortina 1 (MCI1R), presente en melanocitos y sobreexpresado en células de
melanoma, ha sido descrito por nosotros como un antigeno tumoral. MCIR es el
ligando natural de la hormona estimuladora de melanocitos alpha («-MSH), que estd
relacionada a la pigmentacién cutdnea. En trabajos anteriores hemos demostrado que
tres péptidos sintéticos nonaméricos MCIR 244 (TILLGIFFL), MCIR 283
(FLALIICNA), y MCIR 291 (AIIDPLIYA) pueden generar CTL péptido-especificos

capaces de reconocer células de melanoma que expresan MCIR.

Utilizando algoritmos computacionales, se sintetizaron péptidos derivados de la
secuencia de MCIR que va desde el aminodcido 291 hasta el 300 (MCIR 291),
modificados en ciertas posiciones aminoacidicas para favorecer el grado de unién a la
molécula MHC clase I del isotipo HLA-A2.1. Luego se evalu$ la afinidad de los
péptidos, seleccionidndose los que presentaban una mayor afinidad en comparacién con
el péptido original (MC1R 291) y se estudié su capacidad para inducir lineas de CTL
péptido-especificas. Con este fin se generaron in vifro, CTL especificos contra estos
péptidos a partir de linfocitos obtenidos de células mononucleares de sangre periférica
{(PBMC) de donantes normales HLA-A2.1 positivos. Células dendriticas (DCs) fueron
cargadas exégenamente con los distintos péptidos y se co-cultivaron con los linfocitos

autélogos. Las lineas celulares generadas fueron analizadas en cuanto a su capacidad de

viii




reconocer el péptido original MCIR 291 presentado por células T2 HLA-A2.1" y células
tumorales HLA-A2.1" que expresan MCIR. Nuestros resultados indican que es posible
generar lineas de linfocitos T citotéxicos con el péptido MCIR 291-b, los que reconocen
también el péptido original cnando es presentado en el contexto de MHC clase 1. Este
estudio demuestra la factibilidad de generar respuestas inmunes contra antigenos
derivados de MCI1R mejorados artificialmente, lo que podria aplicarse también a otros
antigenos y asf contribuir al disefio de nuevas estrategias de inmunoterapia conira el

cancer.
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ABSTRACT

The in vivo or ex vivo induction of cytotoxic T CD8+ lymphocytes (CTL) specific
against peptides derived from tumor associated antigens is ome of the strategies
commonly used in cancer immunotherapy. The melanocortin 1 receptor (MCIR),
present in melanocytes and overexpressed in melanoma cells, has been described by us
as a tumor associated antigen. MCIR’s natural ligand is the alpha-melanocyte
stimulating hormone (a-MSH), which is related to cutaneous pigmentation. In previous
works we have demonstrated that three synthetic nonameric peptides MCIR 244
(TILLGIFFL), MCIR 283 (FLALIICNA), and MCI1R 291 (ATIDPLIYA) can generate
peptide-specific CTL able to recognize melanoma cells that express MC1R.

Using computer algorithms, peptides derived from the MCIR original sequence that
goes from amino acid 291 to the 300 (MCI1R 291), were synthesized. These peptides
were modified at certain aminoacidic positions to favor the degree of binding to the
isotype HLA-A2.1 of MHC class I molecule. Later we evaluated the affinity of these
peptides, selecting those that displayed higher affinity than the original peptide (MCIR
291). Then we evaluated the capacity of the peptides to generate peptide-specific CTL
lines. With this aim, we generated in vifro specific CTL. against these peptides from
lymphocytes of peripheral blood mononuclear cells of (PBMC) from normal HLA-A2.1
donors. Dendritic cells (DCs) were loaded exogenously with different peptides and co-
cultivated with autologous lymphocytes. Cell lines generated were analyzed for their
capacity to recognize the original peptide MCIR 291 associated to HILA-A2.17

molecules on T2 cells and also HLA-A2.1" melanoma cell lines that naturally express




MCIR. Our resulfs indicate that it is possible to generate CTL using the modified
peptide (291-b), and that these CTL recognize the original peptide when it is presented
in the MHC class 1 context. This study demonstrates the feasibility of generating
immune responses against antigens derived from artificially improved MCIR peptides,

which could be applied also to other antigens and thus contribute to the design of new

inmunotherapies against cancer.




INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la division y crecimiento
descontrolado de algunas células, las que pueden adquirir la capacidad de invadir el
tejido donde se originaron, viajar por la linfa y la sangre produciendo metastasis en
Organos distantes. Los avances cientificos y tecnoldgicos de los tltimos afios han
proporcionado nuevos conocimientos sobre la aparicién, desarrollo y crecimiento de
células malignas, lo que se traduce en mejores tratamientos de la enfermedad. Sin
embargo, el céncer sigue siendo hoy en dia la principal causa de muerte en los paises
desarrollados. En Chile, los tumores malignos constituyen la segunda causa de muerte
de la poblacién mayor de 15 afios (Medina y col., 2001) precedida sélo por las
enfermedades cardiovasculares. La tasa de incidencia promedio se estima en 220 a 250
por 100.000 habitantes, lo que se traduce en 36.100 a 36.500 casos nuevos por aiio.
Segin estadisticas del Ministerio de Salud, la tasa de mortalidad por cincer en el afio
2004 fue de 1071,4 por 100.000 adultos, con un total de 19.900 muertes en ambos sexos.
Entre los canceres cutineos, el melanoma es la principal causa de muerte. En Europa,
Estados Unidos y especialmente en Australia, su incidencia ha aumentado
progresivamente en las dltimas décadas. En Chile, en el afio 2004 se constataron 152
muertes por melanoma maligno, y su incidencia aumenté de 1,1 en 1992 a 1,9 casos por

100.000 habitantes en el 2004 (Programa Nacional de Céancer, 2006).

El melanoma es un tumor derivado de la transformacién maligna de los
melanocitos y otras células pigmentadas. La mayoria de los melanomas se localizan en

Ia piel y menos frecuentemente en mucosas, pero dado que los melanocitos derivan de la




cresta neural, pueden observarse en otras localizaciones como retina y meninges
(Lawson y col., 2004). El melanoma suele afectar a adultos, pero ocasionalmente
también afecta a niftos y adolescentes. En raras ocasiones también puede aparecer en
partes del cuerpo que no estdn recubiertas de piel, como los ojos, la boca, la vagina, el
intestino grueso y otros érganos internos. Entre los factores de riesgo para desarrollar un
melanoma  estdn piel clara, historia familiar de melanoma, desérdenes
inmunoinhibitorios e historias de exposici6n solar prolongada sin la adecuada proteccién

(Gallagher y col., 1986; Redondo, 2000; Green y Battistutta 1990).
Sistema inmune y cancer

La utilizacién del sistema inmune como tratamiento para el céncer se denomina
inmunoterapia. Esta aproximacién terapéutica se basa en el control del crecimiento
tumoral mediante la activacién del sistema inmunolégico. La estrecha relacién entre
inmunidad y cdncer se conoce desde hace mds de un siglo, cuando el cientifico William
Coley obtuvo respuestas anti-tumorales esporddicas, inyectando en pacientes extractos
de bacterias (Coley y col., 1991). Este hecho demostré que la activacion inespecifica del
sistema inmune promovia una resistencia contra ciertos tumores. A estas primeras
experiencias le siguieron, durante las décadas del cuarenta y cincuenta, una gran
cantidad de estudios en ratones que demostraban que es posible inducir inmunidad anti-

tumoral en estos modelos animales, abriendo asi perspectivas interesantes para el disefio

de vacunas contra diversos cdnceres humanos (Jaffee y col., 1996; Klein y col., 1960).




Linfocitos T citotéxicos

En la década de los 90, experimentos pioneros demostraron que los linfocitos T,
son capaces de reconocer especificamente y destruir no solamente a células infectadas
por virus u otros microorganismos, sino también eliminar células cancerosas (Boon y
col., 1994; Van den Eynde y col., 1995; Coulie y col., 1994). Los linfocitos T poseen
receptores altamente especificos que les permiten detectar células que expongan en sus
membranas moléculas extraiias o patolégicas, conocidas como antigenos, como sucede
con las células infectadas o las cancerosas (Kawakami, y col. (a), (b), (c), 1994;
Kawakami, y col., 1995). Cuando un linfocito con un receptor especifico encuentra a su
antigeno en la superficie de la célula tumoral, prolifera en respuesta a este
reconocimiento y secreta citoquinas como interlenquina-2 (IL-2), interferén-gamma
(IFN-y), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y factor
de necrosis tumoral-alfa (TNF-o) (Barth y col., 1991). Estas células T anti-tumorales
han sido expandidas in vifro y utilizadas in vivo con el fin de tratar grandes masas
tumorales, tanto en ratones como en humanos (Rosenberg y col, 1986). Estas
observaciones han permitido la identificacién de antfgenos tumorales reconocidos por
células T autélogas humanas, usando técnicas de clonacién molecular (Boon y col.,

1995)

Los linfocitos T citotéxicos CD8" (CTL) reconocen tumores a través de
fragmentos peptidicos de 8-10 aminodcidos derivados de proteinas citoplasmaticas o
nucleares asociados a MHC clase I, expresados en la supetficie de las células tumorales

(Vanky, 1986; Burmet, 1970). Los CTL melanoma-especificos, (transferidos



adoptivamente o activados in vivo por epitopos de antigenos asociados a melanoma,
poseen capacidad terapéutica, pudiendo inducir la regresién de tumores y sus micro

metastasis (Meidenbauer y col., 2003).

Durante los tiltimos doce afios, varios antigenos asociados a melanoma (AAM),
reconocidos por CTL, han sido identificados y sus epitopos peptidicos caracterizados,
utilizando métodos genéticos y bioquimicos (Boon y col., 1994, 1995; Slingluff y col.,
1993). La clonacién de genes que codifican AAM humanos ha permitido su
caracterizacién y su clasificacién en diferentes categorfas: a) Antigenos derivados de
protefnas cuyos genes estdn relacionados con las etapas primarias del desarrollo
embrionario (MAGE, BAGE, RAGE y NY-ESO) (Gaugler y col.,, 1994; Tanzarella y
col., 1999); b) Epitopos derivados de genes mutados en células tumorales o genes
transcritos en diferentes niveles en tumores comparados con células normales (ras
mutado, rearreglo ber/abl, Her2/neu, p53, citocromo P450 1B1, entre otros); ¢) Epitopos
derivados de oncovirus (proteinas E6 y E7 de virus de papiloma humano); d) Antigenos
de diferenciacién, que se expresan en células normales o neopldsicas derivadas del
mismo tejido (MART-/Melan-A, gp100, gp75, mda-7, tirosinasa y proteina relacionada
a tirosinasa, entre otros) (Coulie y col, 1994; Kawakami y col., (a), (b), 1994;
Kawakami y col., 1995; Brichard y col., 1993). Hace algunos afios en nuestro grupo se
identificaron y caracterizaron nuevos antigenos derivados del receptor de Melanocortina
1 (MC1R) (Salazar-Onfray y col., 1997) y se ha estudiado su presencia y distribucién en
los tejidos normales y tumorales (Salazar-Onfray y col., 2002). Los genes que codifican
estos antigenos no solamente se expresan en los melanomas, sino también en

melanocitos normales y en el epitelio pigmentario de la retina, por lo que pueden ser



considerados como auto-antigenos (Novellino y col., 2005). Los CTL especificos contra
este tipo de antigenos pueden ser aislados de los ganglios linfiticos, de los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) o de PBL de pacientes con melanoma (Salazar-Onfray y col.,

1997).

Identificacion de antigenos tumorales

La importancia clinica de Ia identificacién de AAT radica en la posibilidad de
confeccionar terapias dirigidas especificamente contra células tumorales que Ios

expresen.

Entre las estrategias utilizadas para la identificacién de AAT, se encuentran los
estudios de reconocimiento de antigenos peptidicos por linfocitos T. Estos péptidos son
obtenidos de librerfas de expresién de DNA derivadas de tumor (Andersen y col., 2003;
Mathiassen y col.,, 2001), o por elucién de complejos MHC-péptidos en células
tumorales (Hunt y col., 1992). Debido a que estos protocolos de caracterizacion de
antigenos resultan muy laboriosos, se han disefiado nuevas metodologias que buscan
facilitar la biisqueda de estas secuencias. Una de ellas se conoce, como inmunologia
reversa {Maecker y col., 2001, 2005). Esta consiste bisicamente en identificar en forma
tedrica un antigeno dado, basdndose en predicciones de unién a una molécula de MHC
en particular, con una afinidad alta o intermedia, a través de motivos establecidos dentro
de la estructura, utilizando herramientas de proteémica y genémica (Tong y col., 2006).
Posteriormente células presentadoras son cargadas con estos antigenos tedricos (ya
sintetizados), y cocultivadas in vitro con LT autélogos para su expansién. Si la

poblacién de LT resultantes reconoce c€lulas tumorales que expresan epitopos




relevanies, o si reconoce la proteina completa pulsada en un pool de células

presentadoras, el candidato es considerado un AAT.

MCIR

MCIR es uno de los cinco receptores de melanocortina que han sido
identificados y clonados. Estos receptores pertenecen a la familia de receptores clase A
acoplados a proteina G y todos ellos estin funcionalmente acoplados a la adenilato
ciclasa y median sus efectos activando la via de seiiales dependiente de AMP ciclico
(AMPc) (Chhajlani y col., 1992). Estos receptores son los ligandos naturales de la
hormona adrenocorticotropica y las hormonas melanocitos estimulantes (a, B y y-MSH)
producidas principalmente en la glédndula pituitaria, y que tiene un rol importante en la

pigmentacién cutdnea y la funcién renal.

MCIR es una proteina de 35 kDa (Tatro y col., 1990) que estd constituida por
317 aminoicidos con siete segmentos transmembrana. La unién de la o-MSH con
MC1R en los melanocitos inicia una cascada de seftales que activa la adenilato ciclasa,
aumentando los niveles intracelulares de AMPc e induciendo la actividad de la
tirosinasa, enzima limitante en la via sintética de la eumelanina (Hunt y col., 1994;
Abdel-Malek y col., 2000) permitiendo que los melanocitos, presentes en abundancia
enire la dermis y epidermis, formen el pigmento melanina y lo dispersen por la piel

(Suzuki y col., 1996).

Inicialmente, se describi6 la presencia de MCI1R en melanocitos y melanomas

(Tatro y col., 1990; Suzuki y col., 1996; Xia y col,, 1996), aunque este receptor €s




expresado también, pero en baja proporcién em monocitos, macréfagos, neutréfilos,
fibroblastos (Star y col., 1995; Bhardwaj y col., 1997; Taherzadeh y col., 1999; Catania
y col., 1996; Bohm y col.,1999). Ademds, Salazar y col. demostraron que este receptor
se expresa también en lineas celulares y tejidos frescos de melanoma cutaneo, con una
menor expresién en varios tejidos normales como queratinocitos, células dendriticas
cultivadas in vitro, monocitos activados y en células de la gldndula adrenal, cerebelo e
higado (Salazar-Onfray y col., 2002). La funcién de MCIR en estos tipos celulares,
aparte de la melanogénesis no estd clara, aunque algunos investigadores postulan que
MCIR mediaria algunos de los efectos de la o-MSH en reacciones inmunes e

inflamatorias (Scholzen y col., 1998; Bhardwaj y col., 1994).

Péptidos derivados de MCIR son antigenos asociados a melanoma

Utilizando la metodologia de inmunologia reversa, se logré la identificacion de
tres péptidos restringidos a HLA-A2.1, derivados de MCIR, con capacidad para generar
una respuesta anti-peptidica mediada por CTL derivados de PBL de donantes normales
(Salazar—Onfray y col., 1997). Estos péptidos, al ser presentados por células dendriticas
fueron capaces de estimular linfocitos CD8" in vitro. Los linfocitos T CD8" ademds de
reconocer células blanco (HLA-A2.1") cargadas exdégenamente con el respectivo
péptido, también fueron capaces de reconocer células transfectadas con el gen de MCIR
y lo que es mds importante, reconocer melanomas HLA-A2.1 que expresan MCIR.
Estos resultados indican que péptidos derivados del MCIR son procesados y presentados
naturalmente por células de melanoma, por lo que los epitopos derivados de este

receptor constituyen verdaderos antigenos melanoma-especificos (Salazar—Onfray y col.,



1997). Debido a la relativamente baja afinidad de estos péptidos por la molécula HLA-
A2.1 nos planteamos realizar modificaciones en los péptidos antigénicos con el {in de
aumentar su afinidad por el MHC sin variar su antigenicidad. Estos péptidos deben ser
probados in vitro para determinar su capacidad de inducir lineas primarias de CTL
especificos contra melanoma, lo que tiene relevancia con el disefio de nuevas y mejores

estrategias inmunoterapéuticas.



HIPOTESIS

Previamente ha sido demostrado que es posible generar lineas de linfocitos T citot6xicos
que reconozcan células tumorales que expresan MCIR, mediante la utilizacién de
péptidos sintéticos correspondientes a secuencias aminoacidicas derivadas de MCIR.
Nosotros postulamos que seria posible obtener lineas CTL utilizando péptidos
modificados, andlogos a los derivados de MCIR, con una mayor avidez para la

molécula HLA-A2.1, sin variar su especificidad.




OBJETIVO GENERAL

Producir Iineas CTL contra péptidos modificados derivados de MCIR con mayor
avidez para HLA-A2.1 pero con similar especificidad, con el fin de mejorar potenciales

vacunas contra melanoma.

Objetivos Especificos
1.- Andlisis de las secuencias peptidicas originales y sintéticas derivadas de MCIR
mediante programas computacionales predictivos disponibles en la red que den cuenta

de Ia afinidad de estos péptidos por la molécula HLA-A2.1.

2- Seleccién de péptidos sintéticos andlogos a la secuencia de MCIR 291 con mayor
afinidad empirica para HLA-A2.1, mediante la medicién por citometria de flujo de los

niveles de expresion de HLA-A2.1 presente en la membrana de c¢élulas T2.

3.- Utilizacién de células dendriticas derivadas de monocitos de sangre periférica de
donantes normales, para la generacién de lineas de linfocitos T CD8' péptido-

especificos.

4.- BEvaluaci6én del enriquecimiento de la poblacién de linfocitos T CD8" producidos

mediante citometria de flujo.

5.- Evaluaci6n de la especificidad a través de ensayos de ELISpot de lineas de linfocitos
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g —

T CD8" péptido-especificos obtenidas mediante estimulaciones con DCs. Esto con el

objetivo de obtener lineas especificas para:
a) Péptidos modificados seleccionados de MCIR
b) Péptidos nativos de MCIR

¢) Lincas de melanoma HLA-A2.1*/MCIR”
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MATERIALES Y METODOS

Tipificacion de HLA

A 500 pl de sangre periférica se le agregaron 900 pl de agua destilada y se agit6
vigorosamente en un vortex. Pasados 10 segundos, se agregé 100 pl de PBS 10X y se
centrifugé 5 minutos a 1200 rpm. Se repiti6 el procedimiento 3 veces hasta obtener un
pellet blanco, el cual se lavé finalmente con Buffer de tincién (0,1% Acida de Sodio y
10% Suero Fetal Bovino (SBF) en PBS 1X) (Beckton-Dickinson, USA). Se incubé con
el anticuerpo monoclonal HB82 (donado gentilmente por el DR. Rolf Kiessling, Instituto
Karolinska) especifico para el isotipo HLA-A21 del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I, por 1 hora a 4°C. Se lav6 3 veces con buffer de tincion y se
incubé por 30 minutos a 4°C con un anticuerpo secundario anti-IgG de rat6n conjugado
con FITC (Immunotools, Germany). Finalmente se lavé 2 veces con buffer de tincién y
se fijé el pellet agregando 200 pl de Paraformaldehido 2X (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Germany). La expresién de HLA-A2.1 de las distintas muestras se analizé

mediante Citometria de Flujo (FACS Sorter, Beckton-Dickinson, USA).

Obtencién de células mononucleares a partir de sangre periférica (PBMC)

Concentrados leucocitarios de donantes normales (Buffy Coats) positivos para
HLA-A2.1 obtenidos del Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Universidad de

Chile, fueron diluidos a una razén de 1:2 en PBS estéril.

Cada muestra fue separada por gradiente de densidad en tubos cénicos Falcon de
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50 m! (Beckton—Dickinson, USA) que contenian 10 ml de Ficoll-Paque Plus (Amersham
Biosciences, Sweden) y fue centrifugada durante 20 minutos a 1400 rpm, sin freno a una
temperatura de 18°C, utilizando una centrifuga refrigerada (Eppendorf modelo 5810R,
Hamburg, Germany). Se transfiri6 la banda de células mononucleares a tubos conicos
Falcon de 50 ml, se llevé a un volumen de 50 ml con PBS estéril y se centrifugd durante
5 minutos a 1800 rpm, resuspendiéndose el pellet en 40 ml de PBS 1X, ¢l cual se lavé 2
veces centrifugando a 1200 rpm por 5 min. El pellet se resuspendié en medio AIM-V
(Gibco, Invitrogen Corp., NY) y se cuantificé y determind la viabilidad de las células

(PBMC) por exclusién con Azul Tripano.
Produccién de Células Dendriticas

Se incubaron 5x107 células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por 2
horas a 37°C en una botella Nunc EasyFlask de 75 cm® de poliestireno (Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) en un volumen total de 10 ml de medio AIM-V. La fraccién no
adherente fue congelada y las células que permanecieron adheridas fueron cultivadas en
10 ml de medio CellGro (CellGro DC Medium, Cellgenix Technologie Transfer GmbH,
Freiburg, Germany) suplementado con 800 U/ml de GM-CSF y 1000 U/ml de IL-4 (US
Biological, USA). A las 48 horas de cultivo, se adicionaron 5 mi de medio CellGro
suplementado con 2400 U/mi de GM-CSF y 3000 U/ml de IL-4. A las 96 horas de
cultivo, se extrajeron 5 ml de sobrenadante y se adicionaron 5 ml de medio CellGro
suplementado con 2400 U/ml de GM-CSF y 3000 U/ml de IL-4. Pasados 2 dias se
agregd el estimulo de maduracién, que consistié en 2 ml de medio CellGro

suplementado con 4,25 ng/ml de TNF-a (US Biological, USA), 4,25 ng/ml de IL-6, 17
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ng/ml de IL-1f (US Biological, USA) y 8,5 pg/ml de PGE,. Pasadas 48 horas de cultivo
con el estfmulo de maduracién, las células no adherentes fueron lavadas una vez en PBS

1X y resuspendidas en medio CellGro a una concentracién de 3x10° células/ml.

De esta suspensién, se cultivaron alicuotas de 500 pi por pocillo en una placa
Falcon de 6 pocillos (BD, NJ, USA), durante 4 horas a 37°C con 10 pg/ml de los

distintos péptidos, dejando la placa levemente inclinada.
Produccion de Linfocitos T citotéxicos

Se descongel6 la fraccién de células no adherentes congeladas el primer dia y
luego de lavar 2 veces en PBS estéril, se resuspendieron a una concentracién de 1,5x10°
células/ml en medio IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Médium, HyClone, USA)
suplementado con 10% SFB, 5 ng/ml de IL-6 (US Biological, USA) y 0,4 ng/ml de IL-
12. A cada pocillo de la placa de dendriticas, se le agregaron 2 ml de la suspension y se

aliment6 con el mismo medio suplementado cada 48 horas.

Transcurridos 10 dias de la primera estimulacién con células dendriticas pulsadas
con péptidos, se estimulé nuevamente con células dendriticas a una razén de 30
linfocitos por cada DC, en medio IMDM suplementado con 10% SFB, 20 U/ml de IL-2
y 10 ng/ml de IL-7 (USBiological, USA). Se aliment6 con el mismo medio

suplementando cada 48 horas.

Las siguientes estimulaciones se realizaron con monocitos pulsados con péptidos
a partir del PBMC congelado cada 10 dfas. Para esto se cultivaron 3x107 células de

PBMC por pocillo en 2 ml de medio AIM-V durante 2 horas a 37°C en una placa Falcon
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de 6 pocillos. Luego las células no adherentes fueron removidas y las células que

permanecieron adheridas al fondo de la placa fueron lavadas 3 veces en PBS estéril.

Posteriormente se cultivaron las células adherentes en 1 ml de medio IMDM
10% SFB, con 20 ug/ml de los distintos péptidos durante 5 horas y se adicionaron 3 ml
de medio IMDM 10% SFB, conteniendo 5x10° linfocitos, suplementado con 27 U/ml

IL-2 y 13 ng/ml de IL-7.

Al dia 36 las células respondedoras fueron cosechadas para su posterior andlisis

de especificidad mediante ELISpot.
Sintesis de péptides

Los péptidos derivados de MC1R fueron sintetizados por un método de fase
s6lida, usando multiples sintetizadores de péptidos y purificados por HPLC, como se

describe en el trabajo de Celis y col., 1994.
Analisis de afinidad y Citometria de flujo

La linea celular T2, producto del hibrido de una leucemia de células T y B
(Salter y Cresswell, 1986) fue gentilmente donada por el Dr. Jan Miiller-Berghaus del
Clinical Cooperation Unit for Dermato-Oncology del DKFZ, Alemania. Células T2
(5x10°/pocillo) fueron cultivadas en una placa de 48 pocillos en 500 pl de medio RPMI

durante 4 horas, en presencia de 10 pg/ml de Ios distintos péptidos.

Al término del cultivo las células se lavaron con buffer de tincién (PBS 10%

SFB, 0,1% azida de sodio), y se incubaron 30 minutos en presencia de 2 pg/ml del
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anticuerpo monoclonal anti-HLA-A2.1 (HB82). Luego de lavar 3 veces con el mismo
buffer, se cultivaron por otros 30 minutos en presencia de un anticuerpo anti-IgG de
ratén conjugado con FITC (PHARMINGEN, San Diego, CA, USA.). Pasado este
tiempo, las células se lavaron 2 veces y finalmente se fijaron en paraformaldehido 2% y
se procedié a medir la expresion de HLA-A2.1 en un citémetro de flujo FACScan

(BECTON DICKINSON, San Diego, CA, USA.).
Fotografia de células

Se retird el sobrenadante de cultivo de placas de 6 pocillos y se dejé secar a
temperatura ambiente. Se adicionaron unas gotas de metanol 70% a -20°C por 10
minutos y posteriormente unas gotas de reactivo de Giemsa. Luego de 5 minutos se
retiré el exceso de reactivo de Giemsa y se lavé con agua destilada. La imagen fue
obtenida mediante la utilizacién de un microscopio Leica (Leica Microsystems Wetzlar
GMBH, Germany) de contraste de fase y cdmara Olympus (Camedia C-5050 5.0

megapixel, Japan).
Protocole ELISpot

Se sensibilizaron placas de ELISpot (Millipore, MAIP N45) con 75 pl/pocillo de
anticuerpo anti IFN-y (Mabtech, Sweden) a una concentracién de 2 pg/ml en buffer
Carbonato/Bicarbonato 0.1M pH 9.6 y se incubé toda la noche a 4°C. Posteriormente, la
placa fue lavada 3 veces con PBS, y luego bloqueada con PBS BSA 1% y se incub6 por
2 horas a 37°C. Luego de lavar una vez con 200 pl de medio RPMI, se colocaron 100 pl

por pocillo de una suspensién de linfocitos (10%ml), para luego adicionar 80 pl una
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suspension de células T2 (12,5%10°/ml) y 20 pl de péptido relevante, o péptido
irrelevante a 10 pg/ml. Fueron usados también como control T2 sin péptido (se
adicionaron 20 pl de RPMI solo). Se Incubaron las células por 12 horas a 37°C, y se
detuvo la reaccién lavando 6 veces con PBS Tween 0,05%. Posteriormente se agregaron
100 pl por pocillo del segundo anticuerpo (anti IFN-y) (Mabtech, Sweden) diluido a 0,75
pg/ml en buffer PBS BSA 1%, y se incub6 por 2 horas a 37°C. Luego de lavar 6 veces
con PBS Tween 0,05%, se adicionaron 100 pl por pocillo de Estreptoavidina / ALP
(Mabtech, Sweden) diluida 1:1000 en PBS BSA 1%. Se incub6 1 hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. Se lavé 6 veces con PBS Tween 0,05%, y finalmente una vez
con 100 pl por pocillo de buffer sustrato (0.1M NaCl, 0.1 M Tris-HCI, 50mM MgCI2,
pH 9.5). Finalmente, 100 pl de sustrato BCIP/NBT fueron adicionados por pocillo y se
incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. La reaccién fue detenida
removiendo la solucién sustrato con abundante agua. Los datos obtenidos fueron

presentados como Colonias Formadoras de Spots (SFC)/ 100.000 células.
Seleccién de linfocitos T CDS*

Se enriquecié la poblacién de linfocitos TCD8" por seleccién positiva, usando
MACS beads anti-CD8 (Miltenyi Biotec) en columnas miniMACS (Miltenyi Biotec). Se
centrifugaron 5x10° linfocitos estimulados a 1200 pm por 10 minutos y se
resuspendieron en 80 pl de buffer de separacién (0,5% BSA y 2 mM EDTA en PBS
estéril). Se adicionaron 20 pl de MicroBeads y se incubaron por 15 minutos a 4°C. Se
afiadieron 10 ml de buffer de separacién y se centrifugaron por 10 minutos a 1200 rpm.

Se resuspendieron las células en 500 pl de buffer de separacién y se procedié a hacer la
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separacién magnética. Se colocé la columna en el magneto unido al soporte metélico y
se eluyeron las células resuspendidas en el buffer de separacién a través de la columna.
Se lavé la columna con buffer de separacién, dejando fluir 3 veces 500 pl del buffer.
Luego se removi6 la columna del magneto y se colocé sobre un tubo Falcon de 15 ml
(Becton-Dikinson, USA). Se agregé 1 mi de buffer y se dejaron fluir todas las células
depositadas en la columna mediante Ia utilizacién del émbolo suminisirado con la

misma.

Se centrifugaron las células 2 1200 rpm por 10 minutos, y se resuspendieron en

medio IMDM suplementado con 20 U/ml de IL-2 y 10 ng/ml de IL-7.




RESULTADOS

1. Afinidad de los distintos péptidos segiin la prediccion de programas

computacionales basados en algoritmos matematicos.

Se disefiaron y luego se sintetizaron péptidos andlogos al péptido MCIR 291,
modificad?s en ciertas posiciones aminoacidicas que favorecerian el grado de uni6n a
HLA-A2.1 (Tabla 1), con el fin de lograr una mejor estimulacién de linfocitos T
citotéxicos. Esta mejor afinidad fue evaluada mediante el uso de algoritmos

computacionales disponibles en Internet y mediante ensayos in vifro.

Péptido Secuencia aminoacidica
291 original AIIDPLIYA
291-a FLIDPLIYV
291-b ALIDPLIYA
291-c ATIDPLIYV
291-d FIIDPLIYA

Tabla 1. Péptidos sintéticos meodificados, derivados del antigeno aseciado a
melanoma MCIR 291. Se cambiaron principalmente los aminoécidos 1, 2 y 9, los
cuales favorecerian la afinidad de dichos péptidos por la molécula HLA-A2.1.

Segun el analisis hecho por el programa computacional “SMM?” disponible en la
pégina de internet hitp://zlab.bu.edu/SMM, la afinidad de un péptido por la molécula
HLA-A2.1 esti expresada como la concentracién de péptido (nM) necesaria para

desplazar el 50% de un ligando arbitrario de la molécula HLA-A2.1 (IC50). EI péptido

de referencia utilizado en este algoritmo es el signiente: ALAKAAAAYV (Kd = 170 nM).
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Los resultados de afinidad para los distintos péptidos estudiados derivados del

péptido 291 de MC1R fueron los sefialados en la siguiente tabla:

Péptido Secuencia IC50 (nM)

291 original ~ AIIDPLIYA 5.59

291-a FLIDPLIYV 1.57
291-b ALIDPLIYA 4.13
291-c ANIDPLIYV 5.62
291-d FIIDPLIYA 5.00

Tabla 2. Afinidad relativa de péptidos modificados derivados de MCIR 291 segiin
el andlisis computacional predictivo disponible en htp://zlab.bu.edu/SMM

De estos datos se deduce que los péptidos 291-a, 291-b y 291-d tendrian una

mejor afinidad que el péptido 291 por la molécula HLA-A2.1.

Segiin el analisis que hace otro algoritmo computacional basado en el programa
Rankpep (Ptp://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html), los péptidos que se unen a
una molécula MHC determinada comparten similitud en su secuencia, por Io que
patrones de secuencia han sido tradicionalmente usados para predecir la unién de
péptidos al MHC. A los péptidos se les asigna un puntaje segin la comparacion que se

establece con una matriz.

Para la molécula HLA-A2.1 se ha establecido una secuencia consenso
(SLSSMVASV), a la cual se le ha asignado un porcentaje maximo de uni6n de 114

puntos. Todos los péptidos ingresados por el usuario son comparados con esta secuencia
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y se les asigna un puntaje. Estos puntajes son luego expresados como porcentajes del
méximo de afinidad. Los resultados arrojados por el programa se encuentran graficados

en la siguiente tabla:

Péptido Secuencia  puntaje  Porcentaje del méximo
291 original ~ AIIDPLIYA 47 41.23%
291-a FLIDPLIYV 70 61.4%
291-b ALIDPLIYA 57 50%
291-c ATIDPLIYV 67 58.77%
291-d FIIDPLIYA 40 35.09%

Tabla 3. Afinidad relativa de los péptidos modificados derivados de MCIR 291
segiin el andlisis computacional Rankpep, disponible en el sitio de Internet
http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html.

Segfin este anélisis informaético, los péptidos 291-a, 291-b y 291-c tendrian una
mejor afinidad por la molécula HLA-A2.1 que el péptido original de MCIR (291),

mientras que el péptido 291-d seria el menos afin.

2.  Seleccién de péptides sintéticos andlogos a la secuencia de MCIR 291,

mediante ensayos iu vitro

Para hacer una prueba de la afinidad real por la molécula HLLA-A2.1de péptidos

L ]
sintéticos modificados, y comparatlos con el péptido nativo, se utiliz6 la linea celular T2
que proviene de un linfoma de células T positivas para HLA-A2.1. Esta linea tiene una

mutaci6én que inactiva los genes TAP-1 y TAP-2. La funcién normal de estas proteinas
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es transportar péptidos desde el citoplasma hasta el lumen del reticulo endoplasmatico.
Por lo tanto, éstas células presentan una deficiencia de péptidos endégenos unidos a la
molécula MHC clase I en la membrana celular. La asociacién de péptidos con la cadena
pesada de la molécula MHC clase I es necesaria para la unién de la B, microglobulina y
su posterior translocacién a la superficie celular. Al carecer de los transportadores TAP
1y 2, las células T2 expresan bajos niveles de MHC clase I (Salter y Cresswell, 1986) y
se degradan rapidamente debido a la ausencia de péptido que los estabilice. Pero si se
cultivan estas células en presencia de un péptido afin por la molécula MHC clase I,
HLA-A2.1, ésta sc estabiliza y el complejo péptido-MHC (p-MHC) no se degrada tan

rapidamente (Zehn y col., 2004)

Los niveles de expresién del complejo p-MHC serdn un reflejo de la afinidad de
dicho péptido por la molécula MHC clase I (Zehn y col., 2004), por lo que mediante la
utilizacién de anticuerpos especificos para la molécula HLA-A2.1 se puede establecer

una comparacién entre las afinidades relativas de distintos péptidos.

La figura 1, muestra un ensayo de citometria de flujo que representa la expresion
de MHC 1 estabilizada por la unién del péptido. Los péptidos 291-a y 291-b fueron
seleccionados por presentar una mayor afinidad de unién relativa a la molécula HLA A-

2.1. Esta afinidad fue incluso mayor que la presentada por el péptido nativo.

22




220

200 4 — - -

180 {——— - —— =

1860 -

MFI HLA-A2.1.

140 -

120 1

100

s/pep 201 291-a

Figura 1. Estabilizacion de la molécula HLA-A2 en la superficie de células T2 por
péptidos nativo y andlogos derivados de MCIR. Los péptidos de MCIR 291 y los
péptidos modificados 291-a, 291-b, 291-c y 291-d, fueron analizados en cuanto a su
afinidad por la molécula MHC I (HLA-A2.1) mediante citometria de flujo.

3. Generacion de células dendriticas derivadas de monocitos de sangre

periférica.

Mediante el protocolo descrito en materiales y métodos, se generaron in vitro
células dendriticas a partir monocitos de sangre periférica. Utilizando citometria de flujo
con anticuerpos especificos para distintos marcadores de membrana, se pudo comprobar
que las células obtenidas presentaban un fenotipo caracteristico de células dendriticas
maduras (Figura 2), ya que expresan CD11c (marcador de células dendriticas), asi como

también moléculas MHC clase I y MHC clase II que permiten la presentacién de




péptidos antigénicos a los linfocitos T CD8" y T CD4" respectivamente. También se
observé la expresién de moléculas coestimuladoras como CD86 y CD40, y las
moléculas asociadas a maduracién de DCs CD36 y CD83; asi como del receptor de
quimioquinas CCR7, el cual permite migrar a la célula dendritica hacia los ganglios
linfaticos y asi presentar los antigenos a los linfocitos T virgenes. Finalmente, como se

esperaba, la expresién de los marcadores de monocitos (CD14) y células de Langerhans

(CD1a) se mantuvieron bajas.
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Figura 2. Propiedades fenotipicas de células dendriticas maduras en el dia 7 de
cultive. Los histogramas representan la expresién de marcadores de superficie marcadas
con anticuerpos conjugados y analizadas por citometria de flujo. Las células fueron
tratadas como se describe en materiales y métodos. El control de isotipo se presenta en
lineas punteadas mientras que las lineas continuas representan las condiciones con los

respectivos anticuerpos.

Una vez terminado el proceso de generacién de células dendriticas maduras, se
cultivaron estas células durante 5 horas a 37°C en presencia de los distintos péptidos a

una concentracién de 10 pg/ml cada uno para inducir lineas de linfocitos péptido-

especificas.

24




4. Generacion de lineas CTL péptido-especificas

a) Generacién de lineas de linfocitos T CD8" especificos para los péptidos de MC1R

nativos mediante estimulaciones con DCs.

En trabajos anteriores, Salazar-Onfray y col. lograron generar lineas celulares
citotéxicas especificas contra secuencias peptidicas derivadas de MC1iR: MCIR 244
(TILLGIFFL), MCIR 283 (FLALIICNA) y MCIR 291 (AIIDPLIYA), capaces de
reconocer lineas de melanomas que sobre-expresan el receptor MC1R (Salazar-Onfray y

col., 1997).

Se utiliz6 el protocolo escrito en materiales y métodos para la generacién de
linfocitos T especificos contra antigenos tumorales modificados. En primera instancia se
generaron lineas para los péptidos nativos de MCIR a partir de donantes normales HLA-
A2.1 con el fin de reproducir el método. Para esto se estimulé el PBL de donantes
normales con DCs y monocitos autélogos pulsados con los distintos péptidos de MC1R
(MCIR 244, MCIR 283 y MC1R 291). Se realizaron dos estimulaciones sucesivas con
DCs seguida de tres estimulaciones sucesivas con monocitos separadas por un lapso de
10 dias entre cada estimulacién. La figura 3 muestra un cultivo en una etapa media del
protocolo en donde se pueden observar células presentadoras y linfocitos haciendo

contacto con ellas.
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Figura 3. Fotografia de un cultivo de linfocitos y células dendriticas. Para obtener
esta fotografia, se aplico el protocolo descrito en materiales y métodos. Sobre la base de
su morfologia, se pueden apreciar células dendriticas haciendo contacto con linfocitos.
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La especificidad de las lineas de linfocitos generadas fue evaluada mediante un
ensayo de ELISpot, 5 dias después de haber realizado la segunda estimulacion con DCs
autélogas pulsadas con los respectivos péptidos (Figura 4). En este caso el ensayo de
ELISpot mide el IFN-y producido por los linfocitos T cuando reconocen un antigeno. En
la placa de ELISpot se incuban las células efectoras, células blanco y péptido relevante o
irrelevante segiin corresponda. En el fondo de la placa se ven puntos producidos por una
reaccion colorimétrica mediado por una enzima acoplada a un anticuerpo secundario en
presencia de un sustrato. Cada punto refleja células que producen INF-y. Al contar los
puntos obtenidos para cada condicién se determina si existen diferencias significativas o
no entre ellas estableciéndose la especificidad relativa de las lineas

Para la linea generada a partir del péptido MCIR 244 se aprecia especificidad y
lo mismo ocusre con las lineas generadas a partir de los péptidos 283 y 291 de MCIR,
ya que son capaces de reconocer selectivamente a células T2 pulsadas con el péptido
relevante correspondiente, y no reconoce células T2 sin pulsar con péptido o pulsadas
con algin péptido irrelevante en dos donantes (Figura 4). Estas lineas fueron analizadas
luego de haber realizado 2 estimulaciones con DCs, o que corresponde a 15 dias de
cultivo. Se observa que los tres péptidos analizados fueron capaces de inducir lineas de
linfocitos T CDS8" especificas para los péptidos utilizados en la estimulacién pero no
para péptidos controles irrelevantes lo que valida el método de induccién de lineas
péptido-especificas en el donante 1 (Figura 4A). A partir del PBL del donante 2 solo se
logré inducir una linea péptido especifica para el péptido MC1R 291 mientras que el

péptido MC1R 244 gener6 una linea inespecifica (Figura 4B)
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Figura 4. Respuesta péptido-especifica de linfocitos T CD8” estimulados con DCs
cargadas con péptidos nativos derivados de MCIR. Ensayo de ELISpot para las
lineas de linfocitos T citotéxicos que mide la especificidad después de recibir dos
estimulaciones con DCs para el donante n°1 (A) y para el donante n°2 (B). Los datos se
cuantifican como niimero de puntos cada 100.000 células sembradas por pocillo, donde
cada punto refleja una colonia secretora de interferén gamma.

Seguidamente las lineas especificas se mantuvieron en cultivo y fueron
estimuladas adicionalmente. Luego de completado el protocolo que incluyé ademés de
las dos estimulaciones con DCs, tres estimulaciones sucesivas con monocitos aut6logos
pulsados con los respectivos péptidos, se procedié a enriquecer la poblacitn de linfocitos
T CD8" mediante seleccién positiva usando microbeads anti-CD8. Posteriormente se

evalué el proceso de enriquecimiento mediante citometria de flujo, identificando el

porcentaje de células CD3* CD8* comparado con otras etapas del proceso (Figura 5).
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Figura 5. Enriquecimiento de la poblacién de células CD3* CDS* en distintas etapas
del proceso de generacién de lineas CTL. Se tomaron muestras representativas de los
cultivos celulares en distintas etapas del proceso de induccién A) PBMC fresco (B)
linfocitos no seleccionados y (C) seleccionados positivamente mediante microbeads
anti-CD8 luego de completado el protocolo de estimulaciones. Las células se tifieron con
anticuerpos conjugados anti-CD3 y anti-CD8. Las muestras se analizaron por citometria
de flujo.

Se observa que a lo largo del proceso, la poblacién de células CD8" en cultivo va
creciendo con respecto a otras poblaciones y que luego de la selecci6n positiva mediante
microbeads anti-CD8, el porcentaje de células CD3* CD8" es cercano al 65%. El
fabricante del kit de purificacién recomienda pasar las células 2 veces por la columna de
separacién para lograr un porcentaje mayor de pureza, pero nosotros decidimos hacerlo
una sola vez ya que estd descrito que los linfocitos T CD8* necesitan, del contacto con
otro tipo de células, como las T CD4" para proliferar (Janssen y col., 2003). Esto’ nos
permite ademds mantener el cultivo por un tiempo prolongado, en comparacién con un

cultivo de linfocitos CD8" puros.

Posteriormente, se realiz6 un ensayo de ELISpot para evaluar la especificidad de
las lineas de linfocitos T CD8® producidas mediante estimulaciones con DC cargadas

con péptidos segtin la concentracion de péptido presente (Figura 6).
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Para cumplir con esie objetivo, se procedié a generar lineas especificas de
linfocitos T citotéxicos para los péptidos MC1R 291-a y MCIR 291-b, considerando que
éstos presentan una mayor afinidad para la molécula HLA-A2.1 que el péptido original
de MCIR, segiin los resultados obtenidos del ensayo in vitro utilizando células T2
(Figura 1). El resto de los péptidos modificados no fueron utilizados por presentar una

menor afinidad empirica.

Se utilizé el mismo protocolo descrito anteriormente para generar lineas
celulares contra péptidos nativos. Se procedié entonces a estimular PBL de donantes
normales con DCs aut6logas pulsadas con los péptidos MCIR 291-a y MCIR 291-b. La
segunda estimulacién se hizo 10 dias después de la primera estimulacién, y las
siguientes estimulaciones se realizaron con monocitos pulsados con los respectivos
péptidos también dejando pasar 10 dias entre cada estimulacién y alimentando con
medio suplementado con IL-2 e IL-7. Se complet asi el protocolo de estimulacién que

consiste en 2 estimulaciones con células dendriticas y 3 estimulaciones con monocitos.

Durante el proceso de generacién de linfocitos especificos, se realizaron

ensayos de ELISpot para medir la especificidad de las lineas en cultivo.

Es necesario recordar que la idea central de este trabajo es por una parte
comprobar que las lineas generadas son especificas para el péptido modificado de
MCI1R con cual se generaron (MCIR 291-a y MCI1R 291-b), y por otra parte también
analizar si éstas son capaces de reconocer el péptido nativo de MCIR (MCIR 291) ya
que este péptido es presentado en la superficie de células de melanoma que

sobreexpresan MCIR (aproximadamente el 60% de los melanomas sobreexpresan

Y




MCI1R) en pacientes de isotipo HLA-A2.1 de la molécula MHC clase I.

5. Evaluacion de especificidad de la linea anti-MC1R 291-a y anti-MCIR 291-b

Para esto se realizé un ensayo de ELISpot en el cual se utilizaron como blanco
células T2 cargadas exégenamente con el péptidc MCI1R 291-a, MCIR 291-b y MCIR
291 nativo. Las células efectoras, fueron los linfocitos generados con el péptido MC1R

291-a y MC1R 291-b obtenidos de dos donantes, donante 3 y donante 4.

Lamentablemente las lineas estimuladas con el péptido MCIR 291-a no
mostraron especificidad alguna en los ensayos de ELISpot ya que no se observaron
diferencias significativas entre las distintas condiciones. Este fue motivo para no seguir
estimulando estas lfneas y descartarlas para futuros ensayos. Sin embargo se observa que
para ambos donantes las lineas generadas con el péptido MC1R 291-b son capaces de
reconocer tanto al péptido modificado como al péptido nativo, pero no a células T2 en
ausencia de péptidos (figura 7A y 7B). Lo que indica que para éste péptido las
modificaciones en los motivos de anclaje pueden mantener la especificidad aumentando

la afinidad a la molécula MHC clase L
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Figura 7. Linfocitos T especificos para péptidos modificados derivados de MCIR
291 pueden reconocer péptidos natives. CTL derivados del donante 3 (A) y del
donante 4 (B) obtenidos luego de 2 estimulaciones con DCs, fueron evaluados para su
especificidad para péptidos modificados y nativos a través de un ensayo ELISpol. Los
puntos fueron cuantificados y graficados como colonias formadoras de spots cada
100.000 células sembradas.

Luego de completar el protocolo de estimulaciones de estas lineas, el paso
siguiente fue comprobar la especificidad de una de las lineas CD8" anti-MCIR 291-b
enriquecida mediante microbeads anti-CD8, con el fin de demostrar que las células T
CD8* son las mediadoras del reconocimiento de los antigenos. El resultado obtenido de
un ensayo de ELISpot se muestra en la figura 8, en donde se ve que la linea CTL anti-
MCIR 291-b enriquecida mediante seleccién positiva de CD8 es capaz de reconocer
tanto el péptido modificado MCIR 291-b como el péptido original MCIR 291, cuando
es expresado en el contexto del isotipo HLA-A2.1 en la superficic de células
presentadoras (Figura 8). Cabe hacer notar que si se igualan las escalas de los graficos
de la figura 7 con la figura 8, la especificidad de las lineas obtenidas Iuego del

enriquecimiento es tres veces mayor que las no seleccionadas (equivalente a 300

spots/10° células) (figura 8) comparadas con las lineas sin enriquecer (aproximadamente
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100 spots/10° células) (figura 7B), lo que sugiere la implicancia de los linfocitos CD8+

en el reconocimiento de 1os antigenos peptidicos.
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Figura 8. Linea enriquecida de linfocitos T especificos para péptidos modificados
derivados de MC1R 291 pueden reconocer péptidos natives con mayor frecuencia.
Ios linfocitos T obtenidos luego completar el protocolo de estimulaciones fueron
enriquecidos para CD8 mediante Microbeads anti-CD8 y Iuego evaluados en su
capacidad para reconocer selectivamente células T2 cargadas con el péptido original de
MCI1R y también con el mismo péptido modificado, a través de un ensayo ELISpot. Los
puntos son cuantificados y graficados como colonias formadoras de spots cada 10.000
células sembradas.

Luego de demostrar que el péptido MCI1R 291-b es capaz de inducir linfocitos T
citotéxicos que reconocen el péptido MCIR 291 original unido a HLA-A2.1 en la
superficie de células T2, determinamos la avidez y vida media de la interaccién
péptido/MHC estudiando cuanto tiempo dura el complejo p-MHC clase I en la superficie

de éstas células, mediante un experimento de cinética. Las células T2 fueron mantenidas

en cultivo y estudiadas a distintos tiempos para proceder a medir los niveles de

estabilizacién de FILA-A2.1 en la superficie celular mediante citometria de flujo (Figura

9).
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Figura 9. Duracién del complejo péptido-HLLA-A2.1 para los péptidos 291 y 291-b
en la superficie de células T2, Se incubaron células T2 en presencia de distintos
péptidos a una concentracién de 10 ug/ml y se midi6 la expresién de MHC clase I a
distintos tiempos de cultivo mediante citometria de flujo.

Se puede observar que el complejo péptido MCIR 291-b/HLA-A2.1 se encuentra
por mis tiempo que el complejo péptido MCIR 291/HLA-A2.1 en la superficie de
células T2, ya que a las 8 horas de cultivo el complejo péptido MCIR 291 nativo es
incapaz de mantener la estabilizacién del HLA-A2.1 en la membrana celular lo que
indica que ya no se encuentra presente, mientras que el complejo péptido MCIR 291-
b/HLA-A2.1 se mantiene por més de 16 horas de incubacién, el doble que ¢l tiempo del
péptido nativo. Por otra parte los niveles expresion observados en este ensayo indican

que a la misma concentracién el péptido modificado logra estabilizar més moléculas
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HLA-A2.1 lo que comprueba su mayor avidez. Esto estaria demostrando que el péptido
MCIR 291-b podria constituirse en un mejor péptido antigénico ya que logra inducir el
reconocimiento del péptido nativo junto con aumentar la afinidad por el MHC lo que
aumentaria la oportunidad de encuentro entre la célula presentadora y el linfocito T

especifico.

Por dltimo se decidié estudiar si lineas de linfocitos T CD8" inducidas con el
péptido MCI1R 291-b eran capaces de reconocer melanomas HLA-A2.1 que expresan
MCIR nativo, lo que le otorgaria a este neo-antigeno un potencial inmunoterapéutico.
Para esto se co-cultivaron en una placa de ELISpot, una linea CTL anti MCI1R 291-b
generada a partir de un 5° donante con distintos blancos, incluidas tres lineas de

melanoma que co-expresan HLA-A2.2 y MCIR (Figura 10).
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Figura 10. Linfocitos CD8+ inducidos con el péptido modificado MCI1R 291b son
capaces de reconocer células de melanoma. Los linfocitos T obtenidos luego de
completado el protocolo de estimulaciones sucesivas con DCs y monocitos y
enriquecidos mediante Microbeads anti-CD8 fueron evaluados en su capacidad para
reconocer selectivamente células T2 cargadas con el péptido modificado de MCIR y
también con el péptido original, ademéds de lineas de melanoma HLA-A2.1" que
expresan MCIR (FMS, BL), melanomas que no expresan MCIR (0505mel), melanomas
HLA-A2.1" que expresan MCIR (OCM1), y la linea murina de fibroblastos NIH 3T3 y
el prototipo sensible a NK humano (K562).

La capacidad de la linea CD8" de reconocer melanomas que co-expresan tanto MC1R
como la molécula HLA-A2.1 indica que el péptido modificado MC1R 291-b es capaz de
inducir linfocitos péptido-especificos capaces de reconocer antigenos naturales lo que
otorga un potencial terapéutico a este péptido.

De esta forma en este trabajo se demuestra que las lineas de linfocitos T citotéxicos
generadas con el péptido MCIR 291-b, un péptido con afinidad aumentada para la

molécula HLA-A2.1, son capaces de reconocer células T2 pulsadas con el péptido

sintético nativo de MCIR, y ademdis reconocen péptido naturalmente procesados y

presentados en la superficie de lineas de melanoma HILA-A2.1 que expresan MCIR




,ﬂ
(FMS, BL) y no los controles de especificidad tales como: células T2 sin péptido, lineas

de melanoma que no expresan MCIR, lineas de melanoma que no son HLA-A2.1"

(OCM-1), ni tampoco K562 lo que descarta actividad NK, ni fibroblastos de ratén (NIH-

3T3).




DISCUSION

Las terapias contra el cancer que emplean péptidos tumorales, consisten
béasicamente en cargar células dendriticas maduras aut6logas con distintos péptidos
correspondientes a antigenos tumorales y reinyectarlas en pacientes (Lazoura E, and
Apostolopoulos V., 2005). El isotipo MHC clase I del paciente debe ser compatible con
los péptidos utilizados y esta técnica ha demostrado tener una amplia eficacia en paises
donde se ha implementado. Los péptidos que se utilizan normalmente para tratar
melanoma son los derivados de los antigenos asociados a melanoma Mage-3, gp100,
tirosinasa y Mart-1/Melan A (Schadendorf y col., 2001, Riley y col., 2003, Nestle y col.,

1998).

MCIR es un antigeno expresado en aproximadamente el 60% de todos los
melanomas cutdneos y en el 100% de los melanomas oculares (Salazar-Onfray y col.
2002, Lépez y col., 2006), por lo tanto serfa un blanco adecuado para inducir al sistema
inmune a generar respuestas en contra este antigeno mediado por CTL especificos contra

péptidos derivados de MCIR (Salazar-Onfray y col., 1997).

En estudios anteriores nuestro grupo demostré que tres péptidos derivados de
MCIR; MCIR 244, MC1R 283 y MCIR 291 eran capaces de generar lineas de
linfocitos T citotéxicos péptido especificos que reconocen células de melanoma que
expresan MCIR y el isotipo HLA-A2+ constituyéndose en buenos candidatos para
utilizarse en inmunoterapia basada en células dendriticas que emplean péptidos
tumorales como antigenos (Salazar-Onfray y col., 1997). Los péptidos derivados de

MCI1R poseen una afinidad intermedia para la molécula HLA-A2.1 lo que explicaria en
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cierto modo su debilidad antigénica. Si bien es cierto antigenos derivados de MCIR
pueden ser encontrados en TIL de pacientes con melanoma (Salazar-Onfray, tesis
doctoral, 1998) y en la depigmentacién producida en lesiones de pacientes con
melanoma (Wankowicz-Kalinskaa, y cols, 2006). Es claro que poseen una avidez baja
en comparacién a otros antigenos melanosomales (Wankowicz-Kalinskaa, y cols.,
2006). Es por esto que nos planteamos la posibilidad de mejorar la  afinidad de los
antigenos derivados de MCI1R con el fin de aumentar el tiempo de presentacién de este
péptido en la superficie de células dendriticas para inducir respuestas MCIR especificas
(Zehn y cols, 2004). Esto permitiria activar in vivo, una mayor cantidad de linfocitos T
citot6xicos y asi lograr una respuesta antitumoral més fuerte. Claro estd que para generar
una respuesta contra el melanoma es necesario que los linfocitos generados con el
péptido modificado reconozcan también al péptido nativo, el que es naturalmente

presentado por las células tumorales.

Mediante la utilizacién de distintos algoritmos computacionales analizamos el
potencial de afinidad de varios péptidos modificados andlogos a los antigenos derivados
de MCIR. Una vez comparados en su afinidad se procedié a comprobar en forma
empirica la capacidad de estos péptidos sintéticos para ligar la molécula HLA-AZ.1. El
isotipo HLA-A2.1 es el mds comiin en la poblacion caucésica, estando presente en un
50% de la poblacién (Middleton y cols., 2000). En los pacientes con melanoma ocurre
algo similar, por lo que disefiar vacunas que utilicen péptidos restringidos a HLA-A2.1
permite abarcar una importante poblacién de pacientes con melanoma (Player y col.,
1996). En este estudio, generamos linfocitos T a partir de sangre periférica (PBL) de

donantes normales HLA-A2.1%, los que fueron estimulados con células dendriticas
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pulsadas con distintos péptidos derivados del antigeno MCI1R. Posteriormente medimos
la capacidad de estas lineas de reconocer selectivamente a células blanco pulsadas con
péptidos relevantes, péptidos irrelevantes y células blanco sin péptido, demostrando la

especificidad de la respuesta anti-péptido.

Para inducir linfocitos T peptido-especificos utilizamos células dendriticas
autélogas obtenidas a partir de monocitos de sangre periférica, basindonos en un
protocolo establecido anteriormente (Sallusto y Lanzavecchia, 1994) y adaptado en
nuestro laboratorio, que permite obtener un buen rendimiento celular del fenotipo
funcional maduro, con capacidad de producir una eficiente estimulacién de linfocitos T.
Dicha estimulacién se realizé en presencia de las citoquinas 1L-12, IL-6, IL-2 e IL-7,

que favorecen la generacién de linfocitos T citot6xicos (Riley y col., 2003).

Los cultivos de DCs obtenidos presentaron un fenotipo caracteristico de células
dendriticas maduras (Figura 2). Estas DCs maduras fueron capaces de presentar péptidos
y generar linfocitos T con especificidad para varios péptidos derivados de MCIR,
detectandose sélo actividad residual frente a péptidos irrelevantes, comparado con la
potente respuesta contra células T2 cargadas con los péptidos relevantes para cada linea.
Lo que es mas importante adn, se lograron generar lineas CTL con un péptido
modificado de MCIR 291 (MCIR 291-b) cuya afinidad y permanencia en el tiempo
asociado a la molécula HLA-A2.1 estd aumentada en comparacién con el péptido MC1R
291 natural. Adicionalmente, estos linfocitos generados contra el péptide modificado

son capaces de reconocer especificamente a células que presentan el péptido MCIR

normal tanto sintético en las células T2 como naturalmente procesados en células de




melanoma.

Estos resultados demuestran que el protocolo implementado para generar lineas
especificas de CTL funcioné correctamente, siendo la respuesta dependiente
béasicamente de la afinidad de los péptidos utilizados y de la antigenicidad de dichos
péptidos. En este trabajo también comprobamos que uno de los péptidos modificados es
capaz de generar CTLs que reconocen al péptido original de MCIR in vitro, lo cual lo

convierte en un buen candidato para generar este tipo de respuestas in vivo.

Resultarfa interesante evaluar la respuesta inmune antitumoral que confiere este
péptido de MCI1R modificado en protocolos clinicos. Se ha experimentado con los
péptidos gpl00 y MART-1 modificados que han mostrado mejoradas respuestas
inmunoldgicas en pacientes con melanoma (Markovic y col., 2006, Linette y col., 2005).
De todas formas la eficacia clinica de la utilizacién de inmunizaciones con un solo
epitopo podria ser contraproducente induciendo probablemente seleccién de variantes
mutadas del tumor lo que permitiria la evasién tumoral a la respuesta inmune (Brinkman
y cols., 2004). Es por ello que en general se estdn utilizando inmunizaciones con DCs
cargadas con lisados tumorales que cubrirfan una gama de antigenos mds amplia
(Escobar y cols., 2005) o con un grupo de antigenos (Valmosi y cols., 2003). La
modificacién de péptidos antigénicos derivados de MCI1R para aumentar la avidez al
MHC clase I podria contribuir al disefio de protocolos de inmunoterapia contra el
melanoma maligno basado en muiltiples antigenos, que por ahora podrian incluir al
péptido MCIR 291-b no descartdndose modificaciones ain no estudiadas en otros

péptidos antigénicos derivados de MCIR .
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CONCLUSIONES

El péptido MC1R 291-b presenta una mayor afinidad por la molécula HLA-A2.1,

que el péptido MCIR 291 nativo

Lineas de Linfocitos T generados con el péptido MCI1R 291-b son capaces de

reconocer células T2 cargadas exégenamente con el péptido nativo MCIR 291

Lineas de Linfocitos T generados con el péptido MCIR 291-b son capaces de

reconocer células de melanoma HLA-A2 que expresan MCIR.

El péptido 291-b es un buen candidato para ser utilizado en inmunoterapia de

melanoma.
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