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2 RESUMEN

Evaluacion de la inmunogenicidad de células dendriticas pulsadas con
diferentes formulaciones del antigeno con fines de inmunoterapia

Las vacunas basadas en células dendriticas (DCs) se han proyectado como una importante
alternativa para la inmunoterapia del cédncer. Su disefio tipicamente se fundamenta en la
estimulacién ex vivo de DCs derivadas de monocitos (MoDCs) utilizando diferentes formulaciones
de antigenos y condiciones de maduracién. Sin embargo, no hay consenso frente a la formulacion
Optima del antigeno a la hora de disefiar vacunas basadas en DCs. Por otro lado, se ha descrito que
el estimulo de maduracion en las MoDCs podria influir en su capacidad para presentar determinados

formatos del antigeno (1).

Por lo anterior, el presente trabajo se propuso explorar las implicaciones de diversas formulaciones
del antigeno en el desarrollo de respuestas inmunes antitumorales por LT CD8+ cultivados con
MoDCs tratadas bajo distintas condiciones. Para ello, se identificaron donantes sanos con LT CD8+
especificos contra epitopes modelo, utilizando el método de citometria basado en tetramero. De
forma paralela, se derivaron MoDCs que fueron estimuladas con dichos antigenos, bajo las
formulaciones de péptido corto, péptido largo, proteina recombinante y célula tumoral, todas
portadoras de la epitope inmunogénica de cada antigeno. Las MoDCs fueron maduradas empleando
diferentes cocteles de citoquinas y se analizé la expresidn diferencial de marcadores de maduracién
(2). Las lineas tumorales fueron tratadas con agentes quimioterapéuticos, a fin de determinar la
expresion de calreticulina (CLR) como indicador de muerte celular inmunogénica (ICD) y su
capacidad de favorecer su fagocitosis por MoDCs. Finalmente, se establecidé un cocultivo de MoDCs
y LT CD8+ autdlogos antigeno-especificos o clones de LT CD8+ alogénicos especificos para las
epitopes de interés; cuya respuesta efectora fue evaluada por medio de la produccién de citoquinas
y la expresion de marcadores de activacion, agotamiento y memoria, utilizando citometria de flujo

multiparamétrica.

Se logrd la expansion de LT CD8+ HLA-A*02:01 tetramero-positivos para una epitope viral y una
tumoral, con los cuales se realizaron los ensayos de comparacién entre formatos del antigeno y
cocteles de maduracion. Como se ha reportado clasicamente en la literatura, las formulaciones

sencillas y directas basadas en péptidos promovieron respuestas robustas de activacion vy
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produccién de citoquinas. Por el contrario, las formulaciones complejas como la proteina
recombinante y las células tumorales tratadas mostraron respuestas efectoras menos evidentes.
Los fenotipos de activacidn y agotamiento exhibieron una expresidon dependiente principalmente
del formato del antigeno utilizado, aunque se observd heterogeneidad entre los individuos.
Adicionalmente, el marcador LAG-3 se vio influenciado por el coctel de maduracién utilizado en las
MoDCs. Por ultimo, se logré inducir la expresidon de CRL en las lineas tumorales tratadas y su
fagocitosis por iDCs, aunque no se evidencid presentacion cruzada del antigeno. Los resultados de
este proyecto proporcionan informacion valiosa para el disefio de vacunas basadas en DCs y su

potencial en inmunoterapia del cancer.

Palabras clave: Células dendriticas derivadas de monocitos (MoDCs), formulaciones del antigeno,
antigenos modelo, Linfocitos T CD8+, lineas tumorales, muerte celular inmunogénica (ICD),

citometria de flujo.
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3 ABSTRACT

Assessment of the immunogenicity of dendritic cells pulsed with different
antigen formulations for immunotherapy purposes

Dendritic cell (DC)-based vaccines have been projected as a significant alternative for cancer
immunotherapy. Typically, these vaccines are designed by stimulating monocyte-derived dendritic
cells (MoDCs) ex vivo, employing diverse antigen formulations and maturation conditions. However,
there is no consensus regarding the optimal antigen formulation when designing DC-based vaccines.
On the other hand, it has been noted that the maturation stimulus in MoDCs could influence their

ability to present specific antigen formats (1).

This project aimed to investigate the effects of various antigen formulations on the development of
anti-tumor immune responses by CD8+ T cells cultured with monocyte-derived dendritic cells
(MoDCs) treated under different conditions. To achieve this, healthy donors with antigen-specific
CD8+ T cell precursors for model epitopes were identified using tetramer-based flow cytometry.
Simultaneously, MoDCs were derived and stimulated employing short peptide, long peptide,
recombinant protein, or tumor cell formulations, all carrying the immunogenic epitope of each
antigen. The MoDCs were matured using different cytokine cocktails, and the differential expression
of maturation markers was analyzed (2). Tumor cell lines were treated with chemotherapeutic
agents to determine calreticulin (CLR) expression as an indicator of immunogenic cell death (ICD).
The ability of treated tumor cells to enhance phagocytosis by MoDCs was also assessed. Finally, a
co-culture of autologous MoDCs and antigen-specific CD8+ T cells or allogeneic CD8+ T cell clones
specific for the target epitopes was established. Their effector response was evaluated through
cytokine production and the expression of activation, exhaustion, and memory markers, utilizing

multiparametric flow cytometry.

The expansion of HLA-A*02:01 tetramer-positive CD8+ T cells was achieved for a viral and a tumor
epitope. Using these, comparative assays were carried out between antigen formats and maturation
cocktails. As classically reported in the literature, peptide-based formulations promoted robust
activation and cytokine production responses. In contrast, more complex formulations such as
recombinant protein and treated tumor cells exhibited less evident effector responses. The
activation and exhaustion phenotypes showed expression primarily dependent on the antigen

format used, although heterogeneity was observed among individuals. Additionally, LAG-3 was
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influenced by the maturation cocktail used in MoDCs. Finally, the induction of calreticulin (CRL)
expression in treated tumor cell lines and their phagocytosis by iDCs was achieved, although no
evidence of antigen cross-presentation was observed. The findings of this project provide valuable

insights for the design of DC-based vaccines and their potential in cancer immunotherapy.

Keywords : Monocyte-derived dendritic cells (MoDCs), antigen formulations, model antigens,

CD8+ T cells, tumor cell lines, immunogenic cell death (ICD), flow cytometry.
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8 INTRODUCCION

Las células dendriticas (DCs) son un grupo heterogéneo de células presentadoras de antigeno (APC)
capaces de inducir potentemente la activacion y diferenciacion efectora de linfocitos T (LT) (3). Fueron
descritas por Ralph Steinman en 1973, mas tarde ganador del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia
en 2011 por este hallazgo, y desde entonces han sido postuladas como importante alternativa en
inmunoterapia del cancer. En su mayoria, las DCs son células de presencia tisular, y en sangre periférica
comprenden una poblacion relativamente escasa (< 0.1%) (4). Esto ha dificultado su obtencién en
numeros suficientes para la elaboracidn de estrategias de inmunoterapia basadas en DCs naturales.
Por esta razén, con el tiempo comenzaron a desarrollarse protocolos para la derivacién de DCs a partir
de otras poblaciones celulares como monocitos o precursores hematopoyéticos (HSC) CD34+ (5). El
desarrollo de estos protocolos favorecié la implementacién de la inmunoterapia basada en DCs como

una alternativa importante en la inmunoterapia del cancer.

Los abordajes que emplean DCs han sido particularmente atractivos, esencialmente debido a su baja
toxicidad, a que no requieren procedimientos demasiado invasivos y a su potencial de inducir memoria
inmunoldgica (6). La mayoria de las estrategias de disefio de estas vacunas se fundamenta en la
administracion de DCs autdlogas derivadas de monocitos (MoDCs) pulsadas ex vivo con diferentes
formulaciones de los antigenos de interés, como lo son péptidos y polipéptidos sintéticos, proteinas
recombinantes y lisados tumorales (6) para su captura y procesamiento in vitro. También han sido
descritos otros métodos de entrega antigénica como la transduccidn con vectores lentivirales, o

transfeccion de mRNA por electroporacién (7).

Dentro de la extensa gama de antigenos descritos, se pueden establecer tres grupos. En primer lugar,
estan los antigenos asociados a tumor (TAAs), que corresponden a proteinas presentes en tejido sano,
pero sobreexpresadas en las células tumorales. En este grupo, HER2 o MART-1 (Melan-A) (Melanoma
antigen recognized by T cells) cuentan con una larga trayectoria en la conduccidn de en ensayos
clinicos, ademas de inmunogenicidad comprobada a distintos niveles (8). No obstante, se ha detectado
frecuentemente baja afinidad por estas epitopes, posiblemente debido a la seleccién negativa en el
timo de LT de alta afinidad por estos antigenos. A raiz de esto, se estudiaron los antigenos Cancer-
Testis (CT), que en condiciones normales se restringen a linea germinal, pero que se han visto
expresados en gran variedad de tumores. Particularmente NY-ESO-1 (New York Esophageal Squamous

Cell Carcinoma 1) ha exhibido resultados prometedores en estudios de cancer de eséfago y ovario (9).
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Por otro lado, los antigenos especificos de tumor (TSAs) son antigenos expresados Unicamente por
células tumorales y en esta categoria se clasifican los neoantigenos, derivados de mutaciones
somaticas como producto de la inestabilidad genética de algunos tumores (7). Una de las desventajas
del uso de antigenos Unicos es que se pueden desarrollar rapidamente variantes del tumor que

pierden la expresidn de estas epitopes (10).

La busqueda de alternativas a este inconveniente ha conducido a proponer los lisados tumorales como
una opcion para el reconocimiento de multiples epitopes (11). Esta opcién ha sido probada en
pacientes con diagndstico de glioma (12) y cancer de ovario (11) con resultados esperanzadores. El
amplio rango de antigenos blanco en este abordaje podria reducir la probabilidad que tiene el tumor
de mutar el antigeno blanco y escapar a la accidon inmunitaria. Adicionalmente, podria favorecer tanto
respuestas T CD8+ citotdxicas como respuestas T CD4+ ‘helper’ (11), permitiendo superar la barrera
de haplotipo HLA especifico del paciente (8). Sin embargo, uno de los obstaculos de esta formulacion

es la dilucién de los antigenos mas inmunogénicos entre los demds que componen el lisado.

Actualmente existe una gran heterogeneidad de criterios al momento de elegir la formulacion éptima
del antigeno, y a esto se suma la falta de consenso en otros aspectos relevantes para el disefio de
vacunas, como las condiciones de maduracidn de las DCs. Tanto los modelos preclinicos como los
ensayos clinicos han hecho uso de multiples estrategias de formulacién, asi como de condiciones de

maduracién, siendo escasos los estudios comparativos entre las distintas metodologias (6-8).

Este proyecto surge a partir de la necesidad de ampliar el conocimiento sobre los diversos factores
implicados en el disefio de vacunas basadas en DCs, continuando con las lineas de investigacion
desarrolladas por la Fundacion Salud de los Andes (FSA) y el Grupo de Inmunologia y Medicina
Traslacional (GI&MT). Para ello se propuso explorar y comparar las diversas formulaciones del
antigeno y su efecto sobre la respuesta efectora de LT CD8+, en relacidn con el coctel de maduracidn
utilizado para la maduracién de MoDCs. La influencia de estos elementos se midid en términos de la
produccidn de citoquinas, y la expresion de un fenotipo de activacidén y agotamiento, tanto en células
autdlogas de individuos sanos, como en clones de LT CD8+ antigeno-especificos. Si bien este proyecto
no busca evaluar aspectos relacionados con mecanismos moleculares de la respuesta inmune, si busca
expandir la informacidn disponible sobre las caracteristicas de la respuesta generada por células
efectoras luego del estimulo con distintas MoDCs y formatos. Lo anterior tiene el potencial de impactar

en los enfoques y planes utilizados para el disefio de vacunas basadas en MoDCs.
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9 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Pese a la extensa investigacidon en inmunoterapia, no se cuenta con un acuerdo general sobre los
factores que guian la creacidn de vacunas basadas en DC. Un punto importante en esta discusién ha
sido el formato del antigeno utilizado para la entrega a las DCs. Tanto modelos preclinicos como
ensayos clinicos han hecho uso de péptidos cortos (8 a 15 aa), péptidos largos (25 a 35 aa) o proteinas
recombinantes completas, con resultados heterogéneos (7). Incluso con los recientes abordajes de
medicina personalizada, sigue siendo motivo de debate la formulacién de los antigenos, por lo que se
han probado distintos métodos (10). Por otro lado, los ensayos clinicos en distintos tipos de tumores

también han recurrido a variadas condiciones de manipulacion ex vivo de estas APC.

Aun con los esfuerzos por identificar el rol de los distintos estimulos en la habilidad de las MoDCs para
secretar perfiles de citoquinas o promover respuestas antitumorales efectivas, no hay claridad sobre
los criterios de seleccidn del estimulo de maduracién adecuado. Tampoco se dispone de los estudios
suficientes que investiguen de forma detallada la relacién entre las distintas variables del disefio de
vacunas (3, 13). Por esta razdn es frecuente encontrar que la literatura insiste en la necesidad de
estudios que comparen las distintas metodologias del disefio de vacunas para el cancer, como lo es la
correlacidon que pueda existir entre las condiciones de maduracidn y la formulaciéon del antigeno

utilizada.

Por lo anterior, el presente trabajo explord las implicaciones de la formulaciéon del antigeno en
combinacion con distintos estimulos de maduracién y sus repercusiones en el desarrollo de respuestas
inmunes efectoras por parte de LT CD8+. El proyecto se desarrollé en funcidn de la siguiente pregunta

de investigacion:

= iComo afecta el tipo de formulacién del antigeno al desarrollo de respuestas inmunes
efectoras por LT CD8+ estimulados con MoDCs pulsadas y tratadas bajo distintas condiciones

de maduracién?
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10 MARCO TEORICO

10.1 Biologia de las células dendriticas

Las DCs tienen presencia practicamente en todos los tejidos humanos, a excepcién de la sangre
periférica, donde constituyen una poblacidn escasa tipicamente categorizada en dos grandes grupos:
las DCs plasmacitoides (pDCs) y las DCs convencionales (cDCs). Estos grupos se distinguen por la
expresion de marcadores de superficie, patrones de migracion y funciones especificas (4, 14). Carecen
de marcadores de linaje monocito-macréfago (CD3, CD19, CD14, CD20, CD56 vy glicoforina A), y

expresan de manera constitutiva el MHC Il (15).

Las pDCs (BDCA-2+/CD303+; BDCA-4+/CD304+) se caracterizan por la produccién de interferones
(IFN) de tipo | en respuesta a infecciones virales, encontrandose mayoritariamente en el area T de
nodulos linfoides (16), amigdalas, bazo, timo, médula dsea, placas de Peyer, sangre y tejidos
periféricos como higado o mucosa nasal (7). En el contexto del cancer, la mayoria de los estudios
coinciden en su actividad predominantemente tolerogénica, que favorece la anergia de LT (17). La

presencia de pDCs infiltrantes de tumor se asocia con un pobre prondstico de supervivencia.

Las cDCs se caracterizan por ser MHC II+ CD11c+ y tipicamente se dividen en dos subgrupos: las DCs
convencionales tipo 1 (cDC1) (BDCA3+/CD141+; Clec9A+) y las DCs convencionales tipo 2 (cDC2)
(BDCA1/CD1c+) (3). Las cDC1 son una poblacién rara (0.1% de las células de sangre periférica)
reconocida por su capacidad de hacer presentacidon cruzada del antigeno. Expresan receptores
endociticos que mejoran su capacidad de capturar antigenos derivados de células necréticas como
Clec9a y XCR1 (18, 19). Por su parte, las cDC2 componen una subpoblacién presente tanto en tejidos
linfoides como no linfoides. Expresan TLRs (1 — 8), producen IL-12, TNFa, IL-8 e IL-10, y polarizan

respuestas Thl, Th2 o Th17 (7). Su rol en la inmunidad del cancer aun es controvertido.

Las DCs se encuentran en dos estadios funcionales principales: DCs inmaduras (iDCs) y DCs maduras
(mDCs). Las iDCs residen en los sitios de entrada de los antigenos como la piel o las superficies
mucosas del tracto respiratorio y gastrointestinal (20), actuando como centinelas encargadas de la
captura de patdgenos invasores o células muertas. Esta eficiencia en la captura estd dada por

mecanismos como la fagocitosis, macropinocitosis y endocitosis mediada por receptores como
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lectinas tipo C o Fc (20). En contraste, son pobres inductoras de respuestas de LT efectores, debido a

la baja expresién de moléculas coestimuladoras y de receptores de quemoquinas.

Tras la exposicién a estimulos como ligandos de receptores de reconocimiento en patrén (PRRs)
(especialmente TLRs), citoquinas como el Factor de necrosis tumoral (TNF) a e Interleuquina (IL) 1, u
otras perturbaciones de la homeostasis tisular, las DCs experimentan la activacion de programas
transcripcionales, genéticos, metabdlicos y de ciclo celular, que en conjunto constituyen lo que se
denomina la maduracién de las DCs (3). Este proceso se encuentra fuertemente asociado con la
adquisicion de antigenos, y se caracteriza por la regulacion al alta de receptores de quemoquinas
como CCR7, moléculas de adhesién como CD54, moléculas coestimuladoras como CD80, CD83 y CD86,

y alta expresion del MHC Il. Estos marcadores son objeto de analisis por citometria de flujo.

Aestionte "W mDCs

mfiamatono
PO 1 MHC I
e Mol
PAMPs Czoewmu»gms
1 Citoquinas
1 CD54, CCR7
| Capacidad fagocitica

MADURACION

Figura 1. Maduracién de células dendriticas. Imagen elaborada por Maria Alejandra Alfaro y Pablo José Caballero

Blanco.

Aunque las mDCs reducen su capacidad fagocitica, mejoran el procesamiento y la presentacion de
antigenos. Asimismo, reorganizan su citoesqueleto incrementando la motilidad y capacidad de migrar

a los tejidos linfoides secundarios, donde entran en contacto con LT y LB, un proceso que es
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dependiente de CCR7. La interaccidn entre las mDCs y los LT es el factor impulsor de las respuestas

inmunes adaptativas antigeno especificas. En particular, estas APC pueden inducir la diferenciacion
de los LT CD4+ en los distintos subtipos de LT colaboradores (LTh) (Th1, Th2 o Th17) dependiendo del

patrén de citoquinas liberado (3, 21). La IL-12 secretada por las DCs también puede activar y mejorar

la capacidad citolitica de las células NK (22).

10.2 Derivacion y maduracion de MoDCs ex vivo

Gran parte del conocimiento de la biologia de las DCs fue posible gracias al desarrollo de un método
de derivacion in vitro de estas poblaciones (5). Los primeros reportes de una diferenciacidn exitosa de
DCs humanas surgieron a principios de la década de 1990, con la demostracién de que citoquinas
como GM-CSF, TNFa e IL-4 pueden dirigir este proceso a partir de células madre hematopoyéticas
(HSC) €D34+ (23) y monocitos circulantes clasicos. El uso de estos protocolos ha favorecido el estudio
de las funciones basicas de las DCs, asi como la constitucidon de una fuente importante de estas APC

para su uso en terapia adoptiva de células y disefio de vacunas.

El estudio pionero de Frederica Sallusto y Antonio Lanzavecchia de 1994 describe como la fraccidon
adherente de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) puede diferenciarse en células
con caracteristicas fenotipicas y funcionales de las DCs en un periodo de 7 dias. Estas MoDCs son
capaces de activar respuestas alogénicas de LT y presentar de forma eficiente antigenos solubles a LT
CD4+ (23). Se ha documentado la presencia de células con un perfil transcripcional muy similar al de
las MoDCs en el liquido ascitico de pacientes con cancer de ovario y en liquido sinovial de pacientes
con artritis reumatoide (3). A pesar de estar mas préximas a la linea monocito-macréfago que a las
auténticas DCs, las MoDCs han demostrado estimular el desarrollo de respuestas antigeno-especificas

tanto en estudios preclinicos como clinicos (7).

Una vez hecha la derivacidn, las DCs resultantes son sometidas a un proceso de maduracion que les
permite la correcta estimulacién y activacion de LT. Comunmente, los estimulos de maduracion
comprenden agonistas de TLRs (como LPS, poly I:C, resiquimod, entre otros) y citoquinas
proinflamatorias. Durante mucho tiempo se ha empleado en ensayos clinicos el denominado coctel
‘gold standard’ (Std) que utiliza TNFaq, IL-1B e IL-6, y PGE2. Este coctel favorece la regulacion al alta de

moléculas HLA-I y HLA-Il, CD40, CD83 y CCR7, pero no induce efectivamente la produccién de IL-
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12p70. A raiz de esto, surgieron diversas combinaciones de estimulos, cada uno propiciando ciertos
fenotipos de maduracién. Los cocteles a base de LPS, se caracterizan por generar potentes respuestas
Th1 con amplia proliferaciéon de LT (24). Por su parte, el coctel al polarizadas, que incluye Poly I:C,
TNFa, IL-1B, IFNa e IFN-y, promueve la produccién de IL-12p70y la induccidn de respuestas citotdxicas
(25, 26). Moléculas como CD40-L también se han integrado a los estimulos de maduracion, ampliando
el repertorio de cocteles disponible para la maduracién de DCs tanto in vitro como in vivo. La literatura
ha reportado una extensa heterogeneidad en los procesos de manipulacién de DCs ex vivo, y a la fecha
no se cuenta con criterios claros respecto a la eleccion de los estimulos de maduracién, siendo escasos

los estudios comparativos (1, 8).

Estimulo
antigénico

)

Estimulos de
maduracion

autologas

Estimulacion ex vivo de MoDCs

Figura 2. Derivacion de MoDCs y manipulacion ex vivo con fines de inmunoterapia. Imagen elaborada por

Maria Alejandra Alfaro y Pablo José Caballero Blanco.
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10.3 El rol de las DCs en el cancer

El uso de las DCs en la inmunoterapia del cdncer siempre estuvo en el radar de la investigacion, y ya
desde los estudios clinicos tempranos se utilizaron MoDCs que demostraron generar respuestas
inmunes antitumorales in vivo. No obstante, los procesos inmunes en el contexto del cancer se
encuentran sometidos a presiones supresoras del microambiente tumoral. Las fallas frecuentes en las

sefiales 1, 2 o 3 impiden el desarrollo de una respuesta efectiva por parte de LT CD8+.

Se han descrito alteraciones funcionales y fenotipicas de las MoDCs en pacientes con distintos tipos
de cancer, hecho que refleja los efectos sistémicos de la enfermedad en el sistema inmune. Esto
reviste gran importancia por cuanto gran parte de los estudios utilizan DCs autdlogas, que podrian no
cumplir con las expectativas durante su entrenamiento y activacién ex vivo (6). Por fortuna, la reciente
aparicién de los inhibidores de puntos de control, como PD1 o CTLA-4, han vindicado el rol de las DCs
infiltrantes del tumor (27). Ya se habia observado que la elevada infiltracién de estas células,
especialmente de las cDC1 en modelos de cancer de mama y pulmdn se considera un predictor de
buen prondstico y se correlaciona con una mejora en la supervivencia (28). Actualmente, la
vacunacion con DCs en combinacion con los inhibidores de puntos de control ha mostrado resultados
satisfactorios en tumores como melanoma, posiblemente debido a la capacidad de estos anticuerpos

de revertir parte de los efectos inmunosupresores del microambiente tumoral (3, 7).

10.4 CMV humano como antigeno modelo

El modelo antigénico del citomegalovirus humano (CMV) es frecuentemente utilizado para el estudio
de respuestas inmunes celulares, principalmente debido a las altas tasas de infeccién por este virus
en la poblacién general, con seroprevalencias entre el 50 — 90% (29). La inmunidad candnica de CMV,
extensamente estudiada en la década de 1990 estaba orientada a la respuesta de LT CD8+ citotdxicos
ante proteinas inmunodominantes de la fase litica como pp65 (fosfopéptido de matriz;
phosphoprotein 65) e IE-1 (Immediate-early 1) (30). Actualmente se conoce un rango mas amplio de
antigenos y se ha vindicado el papel de la respuesta T CD4+, gracias a su actividad ‘helper’ y al
reconocimiento de proteinas expresadas en la fase de latencia de la infeccidn viral. Se ha descrito que
los LT CD4+ tienden a reconocer proteinas estructurales, mientras que los LT CD8+ reconocen

proteinas no estructurales, aunque parece haber una gran superposicidn entre ambas respuestas (30).
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Esto se ve condicionado por el haplotipo HLA individual, por cuanto determina la inmunogenicidad de

epitopes relevantes de este virus segun la afinidad de unién al MHC (31) .

Durante la infeccion aguda de CMV, las poblaciones de LT especificas para antigenos
inmunodominantes experimentan expansion, contraccion y formacién de una memoria estable (32).
De esta manera, durante la reactivacion de la infeccion, se observa una expansién considerable de
este repertorio de memoria, especialmente de LT de alta avidez (31). Siendo pp65 una proteina
derivada de la replicacién viral (31), se cree que durante el periodo de latencia de la infeccion esta
proteina se estaria expresando en episodios liticos poco frecuentes (33). Esto podria explicar la
persistencia de poblaciones de LT especificas para epitopes derivadas de esta proteina. Por otra parte,
se han caracterizado extensamente las respuestas a epitopes presentadas en el contexto de haplotipos
frecuentes en la poblacién general, como el HLA-A*02:01. La epitope inmunodominante NLVPMVATV,
inmersa en la secuencia de la proteina pp65, se encuentra restringida a este haplotipo (34). Por lo
anterior, CMV tiene un papel importante como antigeno modelo que permite el estudio de respuestas

inmunes amplias y relativamente bien caracterizadas.

10.5 Antigenos tumorales modelo

Como en el caso de CMV, algunos antigenos tumorales han sido extensamente caracterizados debido
a su relevancia clinica en la generacion de respuestas inmunes contra ciertos canceres prevalentes.

MART-1 es un TAA ampliamente expresado en melanoma y cominmente asociado a respuestas de LT
CD8+ (figura 3), especialmente dirigidas a la epitope EAAGIGILTV (MART-126-35). Esta es derivada del

dominio transmembrana de la proteina y es reconocida en el contexto del HLA-A*02:01 (35, 36).

A diferencia de otros antigenos tumorales, se ha observado una alta frecuencia de LT CD8+ MART-1-
especificos, no solo en el tumor y nédulos linfoides de pacientes con diagndstico de melanoma, sino
también en sangre periférica de individuos sanos (35). A su vez, la presencia de estos LT CD8+ puede
ser cerca de 10 veces mayor que LT CD8+ especificos para otros antigenos tumorales (37, 38). Se ha
sugerido que hasta 1 de cada 1000 LT CD8+ es especifico para MART-1 en sangre periférica de
individuos sanos portadores del haplotipo HLA-A*02:01. Esta alta frecuencia se ha explicado en un

priming y expansion in vivo, siendo la fuente del antigeno los melanocitos de la piel y el ojo (35). Dado
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gue estos LT MART-1-especificos exhibieron un fenotipo de LTy, Pittet et al. (2002) demostraron que

en el timo se producia un gran pool de LT MART-1-especificos en individuos HLA-A*0201 (35).

Por otra parte, Valmori et al. (1998) también estudiaron secuencias analogas a la epitope
inmunodominante de MART-1, por cuanto esta carecia de uno de los residuos de aminodcidos ancla
dominantes del MHC I: leucina o metionina en la posicién 2. Por este motivo, realizaron sustituciones
de aminodcidos individuales para esta posicidn, encontrando que el andlogo ELAGIGILTV se unid de
forma mas estable al MHC. Asimismo, este péptido fue reconocido mas eficientemente que el péptido
natural por clones de LT CD8+ derivados de nddulo linfoide infiltrado por el tumor (39). Lo anterior
hizo de MART-1 un blanco prometedor para el disefio de vacunas para el cdncer por mucho tiempo,

convirtiéndolo en un antigeno modelo para diversos estudios que incluyeron DCs (40, 41).

ANTIGENOS ASOCIADOS A TUMOR (TAAs)

Antigenos sobre expresados y
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Figura 3. Antigenos asociados a tumor. Antigenos sobreexpresados en tejidos (izquierda) y antigenos cancer-

testis (derecha). Imagen elaborada por Maria Alejandra Alfaro y Pablo José Caballero Blanco.

NY-ESO-1 también hace parte del conjunto de los antigenos tumorales mas estudiados. Descubierto
en el Ludwig Institut for Cancer Research, ha sido considerado un modelo para el estudio de distintas

formulaciones, con evidencia predominantemente inmunoldgica (42, 43), y resultados heterogéneos
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a nivel clinico (42, 44). Las preparaciones de estas vacunas han incluido tanto péptidos largos como la
proteina recombinante completa, obteniéndose para ambos casos resultados positivos (9, 42, 45).
Esta trayectoria estructurada permite seleccionar a NY-ESO-1 como un buen candidato para la

comparacion de las formulaciones en el disefio de vacunas para el cancer.

10.6 Presentacion de antigenos y formulacidn de vacunas para el cancer

Las DCs capturan antigenos a través de distintos mecanismos dependiendo de su tamafio vy
caracteristicas. Los péptidos cortos (entre 8 y 12 aa) son presentados en moléculas MHC | a LT CD8+;
mientras que los péptidos largos (12 a 30 aa), las proteinas y otros antigenos complejos son
procesados a través de la via exdgena para la presentacién en moléculas MHC Il a LT CD4+ (7) (figura
4). Adicionalmente, las DCs pueden presentar fosfopéptidos, antigenos citrulinados y moléculas

lipidicas en CD1, que actualmente se exploran como nuevos blancos de inmunoterapia (7).

Formato del antigeno en vacunacion con MoDCs
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Figura 4. Procesamiento de antigenos por MoDCs. Imagen elaborada por Maria Alejandra Alfaro y Pablo José

Caballero Blanco.
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Una vez en el nddulo linfoide, las DCs estimulan el receptor de LT (TCR o T cell Receptor) a través del
complejo MHC — péptido (Sefal 1) y la unién de moléculas de co-estimulacion (CD80, CD83 y CD40L)
a los receptores en los LT (CD28 y CD40) (Sefal 2). La activacion de los LT es dependiente de la
intensidad y de la duracién de la sinapsis inmunoldgica, proceso que se configura como el resultado
de la reorganizacion de su citoesqueleto, conduciendo un agrupamiento dindmico de receptores y
moléculas de sefializacidn en la superficie (7). La seial 3 corresponde a la polarizacidn y diferenciacion

de LT hacia un fenotipo efector y a la liberacién de citoquinas como IFN-y, IL-2, IL-4, entre otras (5).

Los péptidos cortos sintéticos constituyen uno de los primeros abordajes empleados para el diseiio
de vacunas contra el cancer. Estos corresponden a epitopes clase | que por su tamafio se unen
directamente al MHC | en las APC (46). En las décadas de 1990 y 2000 se evidencid que estos péptidos
desencadenaban potentes respuestas de LT CD8+ in vitro, especialmente en melanoma (46-48). No
obstante, algunos trabajos también sefialaron que la unién directa de estos péptidos cortos a células
presentadoras no profesionales, podria generar tolerancia debido a la ausencia de una co-
estimulacién 6ptima (49, 50). Adicionalmente, estos péptidos cortos no suelen poseer una estructura

terciaria, por lo que estarian sujetos a la rapida degradacidn en suero o tejidos por peptidasas (46).

Por otro lado, los estudios de la época también subrayaron la necesidad de activar respuestas LTh,

fundamentales en el mantenimiento de una memoria de largo plazo (51). Es asi como comenzaron a
usarse péptidos largos sintéticos (12 a 35 aa) que contienen las epitopes clase | conocidas. Esto abria
la posibilidad del procesamiento y generacion de nuevas epitopes en el bolsillo del MHC Il (52). Su uso
también se soporta en la teoria de la presentacidén cruzada de antigenos. Los estudios demostraron
gue los péptidos largos fomentan respuestas de memoria de LT CD8+, mejorando el control tumoral
en comparacién con los péptidos cortos (53). Se han probado péptidos largos en estudios de cancer

cervical, cancer de ovario y cancer colorrectal con evidencia de respuestas T CD4+y CD8+ (7).

10.7 Muerte Celular Inmunogénica

Una de las limitantes mas importantes de los péptidos es la necesidad de conocer los haplotipos HLA
del paciente, lo que restringe su aplicacién y resulta en grados de éxito variable a nivel clinico. Trabajos
desarrollados en las Ultimas décadas demostraron que algunos agentes de quimioterapia modifican

la inmunogenicidad del tumor, provocando muerte celular inmunogénica (ICD) (5). Moléculas como
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HMGB1, ATP o CLR (figura 5b), normalmente restringidas al interior de las células vivas, son liberadas
o0 expuestas en la superficie en condiciones de estrés celular, dafio o muerte. Los agentes de
guimioterapia promueven estrés del reticulo endoplasmatico (RE), conduciendo a la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (17). Estos patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs)
interactian con PRRs presentes en las membranas de las DCs (figura 5b) (5) potenciando su
maduracién y el desarrollo de respuestas inmunes antitumorales (54, 55). Se ha sugerido que este

efecto propicia la sinergia entre quimioterapia y los nuevos abordajes de inmunoterapia.

De este modo, el enfoque actual en la construccion de vacunas involucra el uso de terapias
combinadas. Esto contribuye, por un lado, a la activacién de DCs que mejoren las funciones de los LT;
y por otro, a evitar la evasidon inmune del tumor. Las DCs cargadas con proteinas o lisados tumorales
se han utilizado en el disefio de vacunas para el cancer, y se cuenta con evidencia clinica en glioma

(12) y tumor de ovario (11).

Calula tumaral Maduracion DCs Pf@ggn[_)c;.:m del antigeno

Figura 5. Muerte celular inmunogénica (ICD). Imagen elaborada por Maria Alejandra Alfaro y Pablo José

Caballero Blanco.

10.8 Respuesta efectora de LT CD8+ de memoria

En términos generales, el nUmero de células respondedoras a un estimulo antigénico es un indicador
de la magnitud de la respuesta. No obstante, la calidad de la respuesta también puede ser evaluada
mediante la diversidad de las respuestas funcionales generadas (56). Las funciones efectoras de LT se
ponen de manifiesto en la liberacion de una o mds citoquinas que impulsan la proliferacidn,
inflamacidn vy citdlisis de otras células, entre otras funciones. El IFN-y es una citoquina esencial para

combatir infecciones virales y tumores (57) y aumenta notablemente la capacidad citotdxica de los LT
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CD8+ (58). Se sabe que es producido rapidamente por LT CD8+ de CM, EM y EMRA, en contraste con
lo observado en LTy (57, 59-61).

Por su parte, el TNFa corresponde a una citoquina pleiotropica involucrada en actividades
antitumorales y homeostaticas (62), y la presencia de LT CD8+ productores de TNFa se asocia a una
mejor inmunidad antiviral (57). Al igual que el IFN-y, el TNFa es producido de forma simultanea por LT
CD8+ luego del encuentro con el antigeno. Sin embargo, a diferencia del IFN-y, los LTy tienen una

rdpida produccidn de TNFa luego de la unién al TCR (63).

Los LT CD8+ han sido clasificados como monofuncionales o polifuncionales, seglin su capacidad de
producir una o mas citoquinas (64). Los LT CD8+ monofuncionales suelen expresar IFN-y, mientras que
los polifuncionales suelen expresar IFN-y e IL-2 de forma simultdnea (64). La presencia de LT
polifuncionales se asocia con una actividad citolitica mejorada y mejor accién contra patdégenos (65),

y se sabe que las subpoblaciones de LT CD8+ de memoria son potencialmente polifuncionales (66).

A diferencia de los LTemra efectores de corta vida, las células de memoria tienen una larga duraciény
constituyen la reserva de LT que permiten una rapida respuesta y diferenciacion a estados efectores
terminales (57). Los LTcm exhiben receptores de ‘homing’ (direccionamiento) a drganos linfoides
secundarios como CD62L y CCR7, y proliferan a consecuencia del encuentro antigénico. Los LTem y

LTemra tienen funciones citotoxicas y suelen encontrarse en el sitio de la inflamacién (57).

10.9 Fenotipo de activacion y agotamiento de LT CD8+

Los LT pueden ser fenotipados usando marcadores de activacién y agotamiento (67). CD69, un
receptor de lectina C de tipo Il expresado en la superficie de algunos leucocitos, ha sido considerado
un marcador clasico de activacién linfocitaria (67, 68), predominante en LT CD4+ pero también en LT
CD8+ (69). Se trata de una proteina preformada en el citoplasma (70) que suele aparecer en la
superficie entre 2-3h después de la interaccion TCR/CD3 (71). Por lo tanto, corresponde a un marcador
temprano de activacion linfocitaria (72). CD69 también se relaciona con la adquisicidn del fenotipo
efector, regulando la produccion de IFN-y, IL-17 e IL-22 (71, 73). Se ha identificado a Galectin-1 como

su ligando especifico, siendo esta una proteina de union a carbohidratos expresada en DCs (71, 74).

CD25 corresponde a la cadena a del receptor de IL-2 (75), fundamental para la proliferacién de LT y

muerte celular inducida por activacién en célula efectoras (76, 77). También se ha considerado un
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marcador clasico de activacion (67, 68), y puede ser inducido por las citoquinas liberadas por
monocitos y macrdfagos (78). Es un marcador mas tardio que CD69, con una aparicién progresiva

luego de 24 horas de estimulo (67).

CD137 (4-1BB) pertenece a la familia de receptores TNF (TNFR) (79) y posee una funcién co-
estimuladora que desencadena sefiales de supervivencia en LT activados (80-82). Su expresion se
restringe a la sefial que emite el TCR, lo que permite la identificacion y seleccién de LT CD8+ antigeno-
especificos (80). CD137 es un indicador en LT activados que ya han experimentado la unién TCR-CD3
(sefial 1) y pueden beneficiarse de la unién de CD28 (sefial 2) (83). Su ligando CD137L/4-1BBL, presente
en las DCs, fomenta la emisidn de sefiales coestimuladoras para la proliferacién, supervivencia y
secrecion de citoquinas (84). CD137 esta especialmente asociado a LT CD8+ citotdxicos (CTL) con
funciones antivirales (85), expansidon de LTem (86) y regresion tumoral en modelos murinos (87).
Dependiendo del estimulo, la regulacién al alta de CD137 se da entre 12 horas hasta 5 dias (79), mas

temprana e intensamente en LT CD8+ (81).

CD154 (CD40L) es un marcador candnico de LT CD4+ relacionado con la modulacién de respuestas
inmunes celulares y humorales (88), siendo una de sus funciones principales la activacion de DCs y
monocitos mediada por LT (89). Su interaccidn con CD40, presente en DCs, es clave en la respuesta
efectora de LT CD8+ (90, 91), la activacién de DCs (92) y la produccién de IL-12 de forma antigeno-
especifica por estas APCs (93, 94). Pese a la asociacion cldsica de CD40L con los LT CD4+, se ha descrito
su relevancia para el desarrollo de memoria en respuestas de LT CD8+ (92, 95-97). Esto se da gracias
a la ‘licencia’ dependiente de LT CD4+CD154+ que se le da a las DCs (98), que en algunos modelos de
infeccion viral aumenta la expresién de CD154 y el priming eficiente de CTL. La expresion de CD154 en
LT CD8+ es transitoria, y requiere de la activacidn del TCR para la formacion del complejo de activacion
supramolecular de la sinapsis inmunoldgica (99). También se ha planteado que la sefializacion de
CD40L es necesaria para la presentacion cruzada de algunas subpoblaciones de DCs (100) y la

expresion de moléculas coestimuladoras como CD80/CD86 (92).

El agotamiento de LT se da como consecuencia de la exposicién persistente al antigeno vy la
estimulacién crénica del TCR. Se caracteriza por una proliferacién reducida, y una expresion
persistente y elevada de receptores inhibitorios (101). Uno de los marcadores mas importantes de
este fenotipo es PD-1 (Programmed Cell Death-1), un punto de control inmunolégico que regula el
agotamiento de LT CD8+ durante las infecciones virales persistentes y el cancer (102-104). PD-1 se

asocia a la inhibicion de la sefializacién del TCR y de la molécula coestimuladora CD28 (105, 106),
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siendo PD-L1 (107) y PD-L2 (108) sus ligandos naturales. La interaccion PD-1/PDL-1 contribuye a

mantener la tolerancia periférica (109), y su bloqueo restaura la funcidn de los LT CD8+ (102).

Junto con CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte associated protein 4) y LAG-3 (Lymphocyte-activation gene
3), PD-1 hace parte de blancos de los inhibidores de puntos de control, que han demostrado eficacia
clinica en diversos tipos de cancer (110). Ademdas de su rol como marcador de agotamiento, se ha
reportado que PD-1 se expresa de forma transitoria en la fase temprana de activacion LT CD8+, durante
el proceso de diferenciacién hacia el fenotipo efector (102). Sin embargo, disminuye a niveles basales
en unos pocos dias debido a la disminucidn transcripcional y degradacién mediada por ubiquitinacion

y proteasoma (111).

CTLA-4 (CD152) también se ha descrito como una molécula de coestimulacion que regula
negativamente la activacion de LT (112). Hace parte de la superfamilia de inmunoglobulinas (113) y
tiene una homologia significativa con CD28, por lo cual también se une a CD80 y CD86 (114, 115).
CTLA-4 se expresa principalmente en LT activados y reguladores (Tregs)(116). Contrario al efecto de
CD80/CD86 (sefial 2), la union de CTLA-4 a CD28 frena la activacidn y proliferacién tanto en CD4+ como
en CD8+ (117). CTLA-4 se expresa 2 a 3 dias posterior a la activacidon de LT e inhibe la progresién del

ciclo celular y la produccién de IL-2 (116, 118).

Por ultimo, LAG-3 corresponde a una molécula de superficie con diversos efectos en la funcién
linfocitaria. Se considera un homodlogo de la molécula CD4+ (119) que regula negativamente la
sefializacién de LT mediante la interaccion con el complejo CD3 del TCR (120-122). Se ha sugerido que
controla el tamafio del pool de LT de memoria (120) y comienza a detectarse 24 h posterior al estimulo,
alcanzando su punto maximo al dia 2 (123, 124). Se ha observado una elevada expresién de LAG-3 en
LT CD8+ activados, ademas de una co-localizacion con la molécula CD8 en estas células (124). Algunos
estudios han confirmado el papel de LAG-3 en la regulacién de la proliferacién de LT CD8+ (120), y se

ha descrito en modelos de infeccidn viral crénica, regularmente co-expresado con PD-1 (125).

10.10 Presentacién Cruzada

Histéricamente se ha planteado que uno de los pilares fundamentales de la inmunidad antitumoral
estd relacionado con la captura y procesamiento de polipéptidos, proteinas y otros antigenos
complejos en la via endocitica, que luego son presentados en moléculas clase | para estimular

respuestas de CTL (126, 127). Este fendmeno, denominado presentacion cruzada, se considera una
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capacidad especial de las DCs que promueve la inmunidad antitumoral (20), y se ha descrito

especialmente para la poblacion de cDCls.

Los mecanismos que respaldan este fendmeno no se conocen en detalle, aunque se han propuesto
modelos como el de la via citosélica y el de la via vacuolar para explicarlo (128). En el modelo
citosdlico, los antigenos son traslocados del lumen de los compartimentos fagociticos al citoplasma,
donde son procesados en péptidos cortos por el proteasoma. Esta via se asocia con los
transportadores TAP1/TAP2, que facilitan la carga de los péptidos a las MHC 1. Por el contrario, en la
via vacuolar los antigenos extracelulares son internalizados y degradados en los compartimentos
endosémicos por las enzimas lisosomales. Los péptidos resultantes son cargados en moléculas MHC |
en los endosomas, de forma similar a la presentacion en MHC Il (127). Pese a que existe alguna
evidencia de este fendmeno en modelo murino, es escasa la informacion que se tiene sobre su
ocurrencia en humanos, y lo poco que se sabe se restringe a modelos in vitro (129-131). A la fecha, la

evidencia sigue siendo heterogénea.
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Figura 6. Presentacion cruzada del antigeno. Imagen elaborada por Maria Alejandra Alfaro y Pablo José

Caballero Blanco.
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11 OBJETIVOS

11.1 Objetivo General

Comparar la eficacia de la presentacidn antigénica por MoDCs estimuladas con diferentes

formulaciones del antigeno

11.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la activacién de Linfocitos T por diferentes tipos de MoDCs estimuladas con péptidos y

polipéptidos sintéticos representativos de antigenos tumorales.

2. Determinar la capacidad de MoDCs para presentar antigenos de células tumorales completas a

linfocitos T CD8+
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12 MATERIALES Y METODOS

A continuaciodn, se presenta un diagrama con la metodologia general del proyecto (figura 7).

Expansion de lineas

N WL Metodologia General

!

PCR para mRNA de
MART1 y NY-ESO-1 en
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!

Citotoxicidad de agentes monocitos
quimioterapéuticos por
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antigeno-especificos

Estimulacion con Identificacion de LT
antigeno-especificos por

maduracion tetramero

|

}

Cocultivos MoDCs estimuladas +

PBMCs/Clones CD8+
Protocolo de tincion de Evaluacion de marcadores
citoquinas intracelulares de activacion, agotamiento
(ICS) y memoria

Figura 7. Metodologia general del proyecto.

12.1 Equipos, insumos y reactivos

12.1.1 Cultivos celulares

Clones de LT CD8+
antigeno-especificos

Los cultivos de las lineas tumorales MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37 se hicieron utilizando los medios

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) y Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),

suplementados con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%. Los cultivos de monocitos, MoDCs, PBMCs y
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clones de LT CD8+ se llevaron a cabo en medio AIM-V libre de suero. Todos los lavados se llevaron a
cabo utilizando RPMI 1640 con 10% de SFB, a menos que se indique lo contrario en la seccidn
correspondiente. PBMCs, monocitos, MoDCs y LT CD8+ fueron centrifugados a 700g durante 10 min,
mientras que las células tumorales fueron centrifugadas a 300g durante 5 min. Todos los cultivos

fueron incubados a 37°C CO, 5%, a menos que se indique lo contrario en la seccidén correspondiente.

12.1.2 Lineas celulares

Para la estimulacién de MoDCs se utilizaron células MALME-3M (MART-1+ NYESO1(-)) (132-134) y
SKMEL-37 (MART-1(-) NYESO1+) (135-138), dos lineas de melanoma que expresan los antigenos de
interés de este proyecto. La linea de cancer de mama CRL2338 (MART-1(-) NYESO1(-)) se usé como
control negativo para los ensayos de presentacion del antigeno a LT CD8+ antigeno-especificos. Por
otro lado, se utilizaron clones de LT CD8+ especificos para las epitopes inmunogénicas de la proteina

pp65 de CMV, MART-1 y NY-ESO-1, donados al laboratorio de I&MT por el Dr. Pedro Romero.

12.1.3 Citoquinas y estimulos

Los cultivos de monocitos — MoDCs fueron suplementados con rhiL-4 (1000 U/mL) y GM-CSF
(1000U/mL) (CellGenix®) (139). La maduracién de MoDCs se realizé empleando las citoquinas rhiL-6,
rhiL-1B, TNFa, IFN-y, IFNa y Poly I:C para el coctel al polarizadas (25); rhiIL-6, rhIL-1B, TNFa y PGE2
para el coctel Std (140); IFN-y y LPS para el coctel LPS (141); como se ha estandarizado en el laboratorio
I&MT. Los cultivos de PBMCs/LT CD8+ fueron suplementados con IL-21 (30ng/mL), IL-7 (5ng/mL) e IL-
15 (5ng/mL) (CellGenix®). La estimulacién policlonal de las PBMCs se realizé utilizando PMA (25ng/mL)

e ionomicina (1pg/mL).

12.1.4 Formatos del antigeno

En la tabla 1 se relacionan los péptidos empleados para la estimulacidon de las MoDCs. Los péptidos
cortos corresponden a la epitope inmunogénica conocida para cada antigeno, restringidas al haplotipo
HLA-A*02:01. Los péptidos largos albergan la epitope inmunogénica flanqueada por aminoacidos

propios de la secuencia original de la proteina. La epitope de MART-1 (*) corresponde a la secuencia
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modificada, con el cambio de una alanina (A) por una leucina (L) (en negrilla) en la posicion 27,

reportada como mas inmunogénica que la secuencia original (40, 41).

Tabla 1. Secuencias de péptidos cortos y largos utilizados en los ensayos inmunolégicos

Antigeno | Secuencia péptido corto! Secuencia péptido largo? aad Ref.

CMV pp65  ***NLVPMVATV>® 492 ARNLVPMVATVQGQ>% 15 (142)
MART-1 BELAGIGILTV* 8 GHGHSYTTAEELAGIGILTVILGVL* 25 (129)
NY-ESO-1  ®’SLLMWITQC®® 133 .QQLSLLMWITQCFLPVF" 18 (143)

Fabricados por la compafifa 21st century Biochemicals (USA)
2Fabricados por la Fundacién Salud de los Andes

3Numero de aminoéacidos (aa) que constituyen la secuencia del péptido largo

Las proteinas utilizadas para estimular las MoDCs fueron:

=  Recombinant Cytomegalovirus pp65 full lenght protein (Abcam Cat # ab43041) — 63kDa
= Recombinant Human MelanA protein (Abcam Cat # ab114312) — 39kD
=  Recombinant Human CTAG1A protein (NY-ESO-1) (Abcam Cat # ab267995) — 48kD

Los péptidos cortos se administraron a una concentracion de 10 pg/mL, los péptidos largos a 20

pug/mLy las proteinas a 30 pg/mL.

12.1.5 Citometria de flujo multiparamétrica

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales fluoromarcados (Biolegend) dirigidos contra
CD11lc - APC, CD11c - PE, CD80 — PE, CD80 — PerCP-Cy5.5, CD83-APC-Cy7, CD54-PB, HLA-DR —
PE/TexasRed, CD3-Pacific Blue (PB), CD8-PE/Texas Red, IFN-y — PE, TNFa — FITC, CD25 — APC-Cy7, CD69
- BV 650, CD137 — PE-Cy5, CD154 — PE, PD-1-PerCP-Cy5.5, CTLA-4-PE-Cy7, LAG-3 — BV786, CD45RA —
APC, CD62L - AF700, CCR7 — FITC, CD45RO-FITC, CCR7 — AF700, Anexina V— APCy CRL-AF488 (Abcam).
Los anticuerpos se utilizaron a las concentraciones estandarizadas en el laboratorio de I&MT y en
todos los casos la incubacion fue a 4°C por 30 min, luego de lo cual se realizé un lavado con 1mL de

PBS con 2% SFB para reducir la unién inespecifica del anticuerpo.
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La fijacion y permeabilizacién de las células para el protocolo de tincién de citoquinas intracelulares
(ICS) se realizd utilizando el kit Intrastain (DAKO). De forma sistematica se marcdé viabilidad celular
utilizando los kits Zombie AQUA™ (1:1000) o Zombie Violet™ Fixable Viability Kit (1:500) (Biolegend)
por 30 min a temperatura ambiente. Para el rastreo de células se utiliz6 Carboxifluoresceina
succinimidil-éster (CFSE) (Biolegend) (1:5000) o CellTrace™ Far Red (ThermoFisher) (dilucién 1:1000
para PBMCsy 1:400 para células tumorales) por 20 min. Los lavados se hicieron utilizando PBS con SFB

(2-5%). Todas las lecturas de citometria se hicieron utilizando el equipo FACS Aria lllu.

12.1.6 Tetramero

La identificaciéon de LT CD8+ antigeno-especificos se hizo por medio de tincién con tetrdmeros HLA-
A*02:01 (Tetramershop), ensamblados in vitro con los antigenos de interés (péptidos cortos de pp65
CMV, MART-1 y NY-ESO-1). Los tetrameros vacios fueron cargados con los péptidos correspondientes
individuales a una concentracién de 200 uM por 30 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se

anadieron a las PBMCs a evaluar y se continud con el protocolo de tinciéon de anticuerpos.

12.1.7 Equiposy paquetes ofimaticos

Para el desarrollo de este proyecto se utilizd: equipo de agua Millipore, balanza analitica, cabina de
flujo laminar (Labconco), cabina de extraccién de gases, incubadora de CO,, bafo serolégico,
centrifuga, microscopio de luz, cdmara de Neubauer, lector de ELISA, cdmara de electroforesis,
espetrofotometro NanoDrop™ 2000, termociclador (Bio-rad), citometro de flujo FACSAria Illu (BD).
Para el analisis de datos se utilizaron los programas FlowJo V10.8 y Graph Pad Prism V8 para la

graficacion de resultados y analisis estadistico.

12.1.8 Coleccién y analisis de datos

Los resultados fueron organizados de acuerdo con el porcentaje de las poblaciones de interés y la
intensidad de fluorescencia media (MFI) con la media geométrica de cada marcador. Los datos se
analizaron con base en los cultivos de control en cada caso. Los analisis estadisticos incluyeron ANOVA
de dos vias, y las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y test de Friedman para datos pareados,

segln se indique en cada experimento.
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12.2 Metodologia detallada

12.2.1 Aislamiento de PBMCs a partir de concentrados leucocitarios de donantes sanos

Los concentrados leucoplaquetarios (en inglés buffy coat) fueron suministrados por el hemocentro en
el marco del Convenio de cooperacion interinstitucional entre la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia y el Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion en
Salud (IDCBIS) (2019), como excedentes del proceso normal de donacidn de sangre. El concentrado
leucoplaquetario se lavé 4 veces con solucidn salina estéril al 0.9% (700 g por 10 min, sin freno), a fin
de eliminar el anticoagulante. Las PBMCs fueron aisladas por el método de separacion por gradiente
de densidad, con el reactivo Lymphoprep™ Density Gradient Medium (STEMCELL™ Technologies). Una
vez separadas, se realizé recuento y viabilidad celular en cdmara de Neubauer por tincidn con azul de
tripan. Las células fueron criopreservadas en medio de congelacion (RPMI-1640 50%, SFB 40% vy
dimetilsulfoxido (DMSQ) 10%) y almacenadas a - 80°C durante 48 h. Transcurrido este tiempo, fueron
transferidas a nitrégeno liquido hasta su uso en ensayos inmunolégicos. Las fracciones celulares

remanentes se descartaron siguiendo la normativa técnica de disposicién de residuos biolégicos.

12.2.2 Tipificacién de HLA y seleccién de donantes para ensayos inmunolégicos

Las muestras procesadas fueron sometidas a una tamizacién rdpida para el haplotipo HLA-A2 por
citometria de flujo. De cada muestra positiva en este cribado preliminar se tomaron 25uL, que fueron
afiadidos en tarjetas Protein Saver 903 Whatman®. Estas fueron enviadas para tipificaciéon HLA-A de
alta resolucién (2x Exones 2 y 3) a la compaiiia Histogenetics LLC. Los donantes portadores del

haplotipo HLA-A*02:01 fueron seleccionados para los ensayos inmunoldgicos.

12.2.3 Enriquecimiento de monocitos por el método de rosetas

La obtencién de monocitos se realizd por seleccion negativa basada en rosetas, utilizando el kit
RosetteSep™ (STEMCELL™ Technologies). Este protocolo utiliza anticuerpos tetraméricos (TAC) contra
células no monociticas y eritrocitos, posteriormente eliminados mediante el paso de centrifugado en
el protocolo de aislamiento de PBMCs. La pureza de los monocitos aislados se evalud por citometria
de flujo usando el marcador CD14. Las células obtenidas fueron criopreservadas como se describid

previamente, distribuidos en viales de entre 3 y 6x10° células.
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12.2.4 Derivacién y maduraciéon de MoDCs

Para los cocultivos, se sembraron monocitos en placa de 96 pozos que fueron derivados a iDCs en AIM-
V suplementado con rhlL-4 y GM-CSF por 5 dias (139). El cambio de medio se hizo cada 2 o 3 dias
utilizando AIM-V fresco suplementado. El dia 5 las células se maduraron con cocteles de citoquinas:
LPS, al-polarizadas (25) o Std (140), segun se indique en cada ensayo, y se incubaron por 48 h. Para
cada experimento se sembré de forma paralela una placa de 48 pozos fondo plano, destinada al
control de maduracién. La recoleccion de las células se hizo utilizando un raspador (Corning® cell
scraper), y la evaluacién fenotipica se hizo por medio de la expresién diferencial de CD11c-APC, CD80-
PE, CD83-APC-Cy7 y CD54-PB, como se implementd en el laboratorio de I&MT (2). Cada lectura de
muestra conté con un minimo de 30.000 eventos por condicidon experimental. La estrategia de gating

(de ahora en adelante ‘seleccidn de poblaciones’) utilizada se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Estrategia de seleccion de poblaciones CD11c+ para la evaluacion del fenotipo de iDCs y mDCs.
Diagramas de puntos representativos de la estrategia de seleccidon de las poblaciones de iDCs (histograma
naranja) y mDCs (histograma verde) CD11lc+. En los dos primeros diagramas (de izquierda a derecha), se
seleccionan las poblaciones seguin tamaio y complejidad, con el fin de eliminar eventos de dupletas o agregados.
Posteriormente se selecciona la poblacion de mDCs por morfologia, utilizando los pardmetros SSC-A vs FSC-A
(sefialado MoDCs en el diagrama). Finalmente, se escoge la poblacién de células vivas (AQUA -), CD11c+, sobre

la cual se evalud la expresion de los marcadores de maduracidn.

12.2.5 Estimulacidon de MoDCs con distintos formatos del antigeno

Los formatos del antigeno fueron afiadidos al medio de cultivo correspondiente de la siguiente forma:
el péptido corto (10 pug/mL) se afadié 2 h después del estimulo de maduracién; el péptido largo (20
pg/mL) y la proteina recombinante (30 pg/mlL) fueron afiadidos 24 h antes del estimulo de
maduracién. Las células tumorales vivas o tratadas fueron administradas 36 — 48 h antes del estimulo
de maduracién. Los controles de mDCs no estimuladas no recibieron ninguno de los formatos del
antigeno. Para los ensayos se utilizd péptido corto, péptido largo y proteina recombinante de los

antigenos pp65 de CMV, MART-1 y NY-ESO-1, segun se indica en cada ensayo.

12.2.6 Lineas de 9 dias de PBMCs para la expansién de LT antigeno-especificos

Se establecieron lineas de PBMCs de donantes sanos del banco HLA-A2, empleando un sistema de
cultivo estandarizado en el GI&MT (2, 144). Este permite la identificacion de donantes portadores de
LT CD8+ antigeno-especificos que puedan utilizarse para los ensayos de presentacion antigénica. La
fase inicial utilizd el péptido corto de la proteina pp65 de CMV, dada la mayor probabilidad de
identificar donantes que contaran con LT CD8+ especificos contra este antigeno (145, 146). Este
sistema inicia con el cultivo de PBMCs totales en platos de 96 pozos fondo en U, a una densidad de
1x10° células/pozo. Las células fueron cultivadas en medio AIM-V suplementado con IL-21 al dia O y
pulsadas (estimuladas) o no (no estimuladas) con el péptido. La placa se incubd por 72 h, y el medio
de cultivo se cambié cada 2 o 3 dias con AIM-V fresco suplementado con IL-7 e IL-15. Al dia 9 las células
se evaluaron por citometria de flujo para detectar LT CD8+ tetramero positivas para CMV+ (T-CMV+).

Se us6 la misma metodologia para la identificacidon de LT CD8+ contra MART-1 y NY-ESO-1.
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12.2.7 Identificacion de LT antigeno-especificos por citometria de flujo mediante tetramero

Las células de la linea fueron recolectadas de la placa de cultivo y marcadas durante 15 min a 37°C con
el tetramero cargado. Luego, se marcaron para CD3-PB y CD8- PE-Texas Red, y fueron analizadas por
citometria de flujo. Cada lectura de muestra contd con un minimo de 30.000 eventos por condicion

experimental. La estrategia de seleccién de las poblaciones tetrdmero+ se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Estrategia de seleccion de las poblaciones CD3+CD8+Tetramero+. Diagramas de puntos
representativos de la estrategia de seleccién de LT CD8+ antigeno-especificos. Primero se seleccionan las
poblaciones segin tamafno y complejidad (FSC-H VS FSC-A y SSC-H VS SSC-W), para eliminar eventos de dupletas
o agregados. Posteriormente se selecciona la poblacidn de linfocitos por morfologia, utilizando los pardmetros

SSC-A vs FSC-A. Finalmente, se escoge la poblacién de células vivas (AQUA -), CD3+ CD8+ T-MART-1+.

12.2.8 Protocolo de tincién de citoquinas intracelulares (ICS)

PBMCs de la linea se recolectaron el dia 9 y se cocultivaron con MoDCs autélogas derivadas ex vivo y
tratadas bajo distintas condiciones de maduracion, como se indica en cada experimento. Se usaron
los siguientes controles: i) control positivo: PBMCs de la linea que recibieron estimulo policlonal con

PMA/lonomicina; ii) control de funcionalidad: PBMCs autélogas no derivadas de la linea, pulsadas con
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el péptido (seglin método del GI&MT (144)). Este control valida que la linea responda efectivamente;
iii) control negativo: PBMCs autdlogas sin estimulo antigénico, ante las cuales las células de la linea no

deberian responder; iv) control negativo de mDCs: MoDCs maduras sin estimulo antigénico.

Las PBMCs presentadoras fueron descongeladas, pulsadas por 16h con los péptidos de interés a una
concentracion de 10ug/mL y marcadas con CFSE o CellTrace™ Far Red, para diferenciarlas de las
PBMCs derivadas de la linea durante la lectura por citometria. El cocultivo se hizo en placas de 96
pozos fondo en U a una proporcion de 1:1 PBMCs linea: PBMCs presentadoras y a una proporcién de
entre 1:4 y 1:10 MoDCs:PBMCs, a una densidad de entre 125.000 y 500.000 células. Se adicionaron
5uL/mL de Brefeldina A 100X (Biolegend) a cada pozo 1.5 h después de iniciado el cultivo y se incubé
por 4.5 h. Transcurrido este tiempo, las células fueron recolectadas, se marcé viabilidad y se tifno para
CD3-PB y CD8-PE-Texas Red. Se realizo fijacidn, permeabilizacidn, y se marcaron las células para TNF-
a e IFN-y. En la citometria de flujo se conté con un minimo de 30.000 eventos por condicion
experimental. La estrategia de seleccidn de las poblaciones CD3+CD8+ corresponde a la descrita en la

figura 9, y la produccién de citoquinas se evalué dentro de la poblacién CD3+CD8+ — CFSE — o CTFR-.

12.2.9 Evaluacién de marcadores de activacidon, agotamiento y memoria

PBMCs de la linea recolectadas el dia 9 fueron cocultivadas con: i) PBMCs autélogas marcadas con un
rastraeador y pulsadas o no con el péptido; ii) MoDCs autélogas maduras. Luego de 24 h de cultivo,
las células fueron recolectadas, y marcadas para viabilidad, CD3-PB, CD8-PE/Texas-Red, CD25-APC-
Cy7, CD69 — BV650, CD137-PE-Cy5, OX40-BV711, CTLA-4-PE-Cy7, PD-1-PerCP-Cy5.5, LAG-3-BV786,
CD62L-AF700 y CD4A5RO-FITC. El marcador CD154-PE se anadio al medio al inicio del cultivo. Cada
lectura de muestra conté con un minimo de 30.000 eventos. La estrategia de seleccion de las
poblaciones CD3+CD8+ corresponde a la descrita en la figura 9, y los marcadores evaluados se

analizaron dentro de la poblacién CD3+CD8+ — CFSE — o CTFR-.

12.2.10 Identificacién y caracterizacién de clusteres por el algoritmo CITRUS

Para las réplicas del donante LANDA42 se llevd a cabo un analisis de identificacion y caracterizacion de
clusteres utilizando el algoritmo CITRUS (Cluster identification, characterization, and regression) (147).
Este andlisis busca el descubrimiento automatizado de firmas bioldgicas estadisticamente

significativas, a partir de conjuntos de datos de células individuales, para este caso: células
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productoras de citoquinas y células que expresan marcadores de activacidon y agotamiento. El
algoritmo CITRUS utiliza un método de multiples pasos que comienza por el agrupamiento jerarquico
no supervisado para la identificacion de clusteres de poblaciones celulares. Desde Flowlo se
exportaron a un archivo FCS las células viables que expresaran el marcador CD3, como insumo para el

analisis mediante el algoritmo.

Una vez identificadas las poblaciones agrupadas, se calcularon sus caracteristicas bioldgicamente
relevantes por muestra, segun la abundancia relativa de las células que expresan una determinada
combinacion de marcadores respecto a todo el conjunto CD3+ (Ej. IFN-y, CD137etc.). Posteriormente,
CITRUS utiliza un algoritmo supervisado para determinar las poblaciones y las caracteristicas que
mejor se ajusten al grupo final al que pertenece una muestra dada. Como resultado de este analisis
se obtienen clusteres que se diferencian en su abundancia relativa de la muestra entre los grupos
definidos (Ej. Std vs LPS), y establece las caracteristicas fenotipicas de dichas agrupaciones celulares
(figura 10). El andlisis por CITRUS se utilizo con el fin de comparar si las condiciones de cultivo afectan

las poblaciones celulares en cuanto a los pardmetros evaluados.
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Figura 10. Clusteres de poblaciones celulares identificadas en un analisis CITRUS. La figura muestra un
resultado representativo del andlisis del algoritmo CITRUS. Los circulos en rojo sefialan las poblaciones celulares
que difieren en abundancia relativa respecto a la produccidon de citoquinas del conjunto general de células CD3+.

Los numeros corresponden a la identificacion de cada agregado celular.

12.2.11 Expansién de lineas tumorales MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37

Se descongelaron viales de 1x10° células pases 2 o 3 de las lineas tumorales MALME-3M, CRL2338 y
SKMEL-37, que fueron sembradas en frascos de 25cm? en medio DMEM (Gibco™) con 10% SFB. Luego
de la fase de expansion celular, se retiré el medio del frasco, se afiadié 1mL de TrypLE™ (Thermofisher),
enzima recombinante sustituta de la tripsina. El frasco se incubé por 3 minutos a 37°C, y transcurrido
este tiempo se verificé el desprendimiento de las células adheridas por microscopia dptica. Se afiadio
1mL de medio frio para inactivar la enzima, y se recolectaron y lavaron las células. Se hizo recuento

celular en cdmara de Neubauer y se continud con los experimentos planeados.

12.2.12 Expresion de mRNA de los antigenos MART-1 y NY-ESO-1 en lineas tumorales

Se evalud la expresion del mRNA de los antigenos tumorales MART-1 y NY-ESO-1 en las lineas
tumorales humanas MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37, mediante el método de amplificacion de
acidos nucleicos por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para esto se hizo extraccién de RNA
con tiocianato de guanidina/fenol-cloroformo (TRIzol ™/Cloroformo), empleando entre 1x10°y 2x10°
células para este procedimiento. EIl mRNA fue evaluado en un gel de integridad a fin de verificar la
calidad del material genético extraido (figura suplementaria 10). La concentracién y pureza del mRNA

obtenido fueron analizadas utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™).

La RT-PCR se realizé utilizando el kit SuperScript™ Il Platinum™ One-Step gRT-PCR de Invitrogen™, y
los resultados de amplificacién fueron revelados en un gel de agarosa al 2%. En la seccién 18.5 de
datos suplementarios se describe el proceso de disefio de los cebadores y la tabla suplementaria 2

muestra las secuencias utilizadas y el tamafio de los productos de amplificacion.

12.2.13 Evaluacién de la citotoxicidad in vitro mediante el ensayo MTT
Se realizo la evaluacion in vitro del efecto citotdxico de los agentes doxorrubicina, carboplatino y

paclitaxel sobre células MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37. Para esto se utilizé el ensayo MTT (3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), técnica colorimétrica basada en la adicidon de una sal soluble
al medio de cultivo. Esta sal es reducida por células metabdlicamente activas, formando cristales de
formazan. Esto permite determinar la viabilidad celular de las células tratadas con las distintas
diluciones del farmaco. Los cristales fueron disueltos con DMSO (148), y se midid la absorbancia de

cada pozo. Cuanto mayor sea la absorbancia, mayor sera la actividad metabdlica y la viabilidad celular.

Con este ensayo se determind la ICso para cada fdrmaco en cada linea tumoral. Se realizaron diluciones
seriadas de los farmacos en placa de 96 pozos fondo plano, con un minimo de 4 réplicas por condicidn.
Una vez establecidas las diluciones, se sembraron 6000 células por pozo y se incubaron por 48 h. Como
control positivo de viabilidad se sembraron pozos con células vivas no tratadas, y como control
negativo se reservaron pozos con medio sin células. Pasada la incubacion, se retird el medio y se
anadieron 100 pL de medio fresco mas 10 plL de reactivo MTT por pozo. El plato se incubé por 4 h,
luego de lo cual se retiraron 75 puL de medio y se afiadieron 50 uL de DMSO por pozo. La placa se

incubd por 10 miny se analizd en un lector de microplacas (Bio-Rad) a una longitud de onda de 550nm.

Una vez obtenidos los datos crudos en el lector de microplacas, el analisis se llevd a cabo con el

software GraphPad Prism v8.0. La viabilidad se calculd para cada pozo utilizando la siguiente féormula:

oViabilidad = Absorbancia de la muestra 100
oviabticad = Promedio de la absorbancia de células no tratadas

La mortalidad se calculé con la siguiente férmula:

%Mortalidad = 100 — %Viabilidad

Los resultados de viabilidad y mortalidad fueron representados graficamente utilizando el Logio de la
concentracion del agente quimioterapéutico en funcidn del porcentaje de la viabilidad. Para el célculo
de la ICso, se hizo un andlisis de regresién no lineal con el modelo de dosis-respuesta: inhibicidn,
utilizando las curvas log(inhibidor) vs respuesta y log(inhibidor) vs respuesta (pendiente variable). En

la figura 11 se muestra un ejemplo de este analisis.
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Figura 11. Analisis de regresion no lineal con el modelo de dosis-respuesta: inhibicién para la linea SKMEL-37
tratada con doxorrubicina por 48 horas. Andlisis representativo para el calculo de la ICso de una linea tumoral
tratada con el agente quimioterapéutico. A. Curva de viabilidad vs Logio de las concentraciones. B. Porcentajes
de mortalidad media, viabilidad media y desviacién estandar para cada concentracién del farmaco. C. Aplicacidon
del modelo dosis-respuesta: inhibicion. El R?y la congruencia visual de los datos reflejan un ajuste adecuado de
este modelo. La ICso se representa en la interseccion entre el Logio y el 50% de la viabilidad. D. Representacion

grafica del porcentaje de mortalidad de las réplicas individuales para cada concentracion utilizada.

El cdlculo de la ICso se basa en el porcentaje de mortalidad, la desviacién estdndar y el n de cada
condicion/tratamiento. Una vez aplicado el modelo, se verifica el ajuste visual de la curva con los datos
experimentales graficados y el valor de R Se realizaron al menos 3 experimentos independientes para
cada linea con cada farmaco con un n minimo de 4 en cada experimento. Las concentraciones

empleadas se establecieron conforme a resultados previos del GI&MT (149).
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12.2.14 Ensayos de sinergia con agentes quimioterapéuticos

Se exploro el efecto sinérgico de los agentes quimioterapéuticos sobre las lineas tumorales utilizando
la técnica MTT. El ensayo consiste en la elaboracién de una matriz de diluciones entre dos farmacos,
con el fin de determinar el efecto de su combinacidn sobre las células tratadas. Para ello, se prepararon
7 diluciones seriadas, con 8 réplicas cada una, utilizando concentraciones equivalentes a cuatro veces

la ICso previamente establecida para cada farmaco.

Concentraciones Paclitaxel (diluciones en pM)
mas altas @@

Cee

CO0C090®
OO0

OCO00009e
OO00008e
OO00008e
0000 | |

| 0000000 ||

Concentraciones
mas bajas

Doxorrubicina (diluciones en pM)
( '
eecsenee

Figura 12. Diluciones de dos farmacos en plato de 96 pozos para ensayo de sinergia. Las diluciones de cada
farmaco se orientan de forma perpendicular. En la parte superior izquierda de la placa se ubicaron las
concentraciones mas altas de ambos farmacos y en la parte inferior derecha las concentraciones mas bajas.

Figura elaborada por Maria Alejandra Alfaro.

El esquema de diluciones se prepard en una placa independiente para cada farmaco. La orientacién
de las diluciones en el farmaco 1 fue perpendicular a la orientacion de las diluciones en el fadrmaco 2,
como se muestra en la figura 12. Se pasaron 50ul de cada pozo de una placa a la otra, conservando la
orientacidn. Esto resultd en la construccidén de una matriz de diluciones de 7x7 que albergé todas las
combinaciones de dosis posibles entre los dos farmacos. Se reservé una columna adicional para cada
farmaco individual. Una vez construida esta matriz, se afiadieron 100ul de la suspensién celular a una
concentracion de 6000 células/pozo, y el plato se incubé a 37°C 5% de CO, durante 48 h.

Posteriormente se realizd el revelado de la placa como se explicé en la seccion previa.
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Posteriormente se realizé el revelado, la obtencidn de datos crudos en el lector de microplacas y el
analisis de viabilidad como se explicd en la seccidn anterior. Con esta informacién se determind la
presencia de sinergia entre los farmacos evaluados, utilizando la aplicacién web gratuita

https://synergyfinder.fimm.fi. Los datos se organizaron en el formato matriz dosis-respuesta, seguin los

requisitos de la plataforma. La tabla 2 muestra un ejemplo de esta organizacion de los datos.

Tabla 2. Matriz dosis-respuesta de la linea MALME-3M tratada con la combinacién de los agentes

carboplatino y paclitaxel para el analisis de sinergias

Drugl: Carboplatin
Drug2: Paclitaxel
ConcUnit: uM
25 125 6,25 3,12 1,56 0
15,50| 11,92| 14,16| 11,03 | 14,16| 13,71 12,07 6,11
15,20 12,22 12,37 11,62| 15,05 13,11 12,97 12,82
625 13,71| 13,41 15,20| 13,56 12,82 | 18,33 21,16 19,08
312,5 11,33 | 12,22 12,52 11,77 | 18,78 | 25,78 40,39 54,84
156,25 12,22 12,52 15,05| 12,67 | 22,06| 43,82| 109,09 61,55
78,13 12,22 11,33 12,07| 18,93 | 33,98| 45,45 88,08 79,88
39,06 11,92 11,48 11,77| 19,08 | 69,60| 36,07 64,68 80,92
0 12,82 12,52 12,97| 53,65| 84,05| 43,37 73,77 | 113,41

La matriz se carga en la plataforma y se ejecuta el analisis dosis-respuesta y el calculo de la sinergia,
gue utiliza el modelo Zero interaction potency (ZIP)(150). Este determina la respuesta individual de
cada farmaco y posteriormente calcula la respuesta esperada de su efecto combinado. Como resultado
del analisis se obtiene el ZIP synergy score, cuyos valores indican efecto antagoénico (< -10); efecto
aditivo (entre -10 y 10) y efecto sinérgico (>10). Este ensayo se realizd para las combinaciones: i)
doxorrubicina — carboplatino; ii) carboplatino — paclitaxel; iii) doxorrubicina — paclitaxel, con 3 ensayos

independientes para cada combinacidn, esto es, un ensayo independiente para cada linea.

12.2.15 Evaluacidn de traslocacion de CLR a la membrana celular en lineas tumorales
Se evalud la traslocacion de CLR a la membrana celular de las lineas tumorales tratadas con
guimioterapéuticos. Se utilizaron como dosis de partida las ICso establecidas para los tratamientos

individuales en cada linea. La exposiciéon de esta proteina en las células tratadas se considerd un


https://synergyfinder.fimm.fi/
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indicador de ICD, segun lo descrito en la literatura (5). Las células fueron tratadas por 36 h,
posteriormente recuperadas, lavadas y fijadas. Se marcaron con el anticuerpo anti-calreticulina Alexa
Fluor®488 (Abcam) (1:100) en buffer de bloqueo (PBS 1X con 2% SFB) y se incubaron por 1 hora a 4°C

en oscuridad. Luego se lavaron con 1mL de PBS 1X con 2% de SFB a 700g durante 5 min.

Las muestras fueron resuspendidas en 100uL de buffer de unién Anexina V (Annexin V binding buffer
1X (BD Biosciences)) y marcadas con 5ulL de Anexina V-APC. Se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y se lavaron. La estrategia de seleccion se muestra en la figura
13, donde fueron seleccionadas células vivas en las que se establecié el incremento en el porcentaje

CLR+, o la MFI respecto células vivas no tratadas y células tratadas no marcadas.

MALME-3M

e

s B Single Cells

=

FSC-H

\

Alexa Fluor 488-A - CRL APCIA L ANNEXINAY

Vivas Tratadas

Figura 13. Estrategia de seleccion de células vivas CLR+ y Anexina V+. Diagramas de puntos representativos de
la estrategia seleccion de células MALME-3M tratadas con carboplatino (histograma naranja) y células vivas no
tratadas (control) (histograma gris), AQUA - que expresan CLR y Anexina V en la superficie. Se seleccionaron las
poblaciones segiin tamafio y complejidad (FSC-H VS FSC-A y SSC-H VS SSC-W), con el fin de eliminar eventos de

dupletas o agregados. Posteriormente se escoge la poblacion de células vivas (AQUA -), Anexina V+ y CRL+
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12.2.16 Ensayo de fagocitosis

Células MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37 fueron marcadas con CellTrace™ Far Red (1:400) y tratadas
con las dosis establecidas de carboplatino y paclitaxel por un periodo de 36 h, como se describio
previamente. Transcurrido este tiempo las células fueron recolectadas, lavadas y cocultivadas con iDCs
por 36 — 48 horas. Posteriormente, las iDCs fueron recolectadas utilizando un raspador. Se marcé
viabilidad, CD11c-PE, HLA-DR-PE, CD80-PerCP-Cy5.5 y CD83-APC-Cy7. El marcador CD54-PB no se
marcd para este ensayo, dado que, como molécula de adhesién celular, se expresa en células
tumorales (151). La fagocitosis fue evaluada en la poblacién CD11c+ como los eventos HLA-DR+ CTFR+.
La estrategia de seleccién de células vivas (AQUA -) utilizada para el analisis se muestra en la figura 14.

La evaluacién fenotipica de las MoDCs se hizo por medio de la expresion de CD80, CD83 y HLA-DR en

cada condicion de cultivo. Cada lectura de muestra contd con un minimo de 30.000 eventos.

FSC-H

\/
Control tumores MoDCs
AT, A e A
3 v o] g wed C.g;-;:' o cugln
Q1 . S | - ol ‘
7,1 # # 17, i i ) Y w
CD1lc+-PE CD1lc-PE HLA-DR-PE/TR CellTrace™ Far Red

Figura 14. Estrategia para la seleccion de eventos de fagocitosis. Diagramas de puntos representativos de la
estrategia de seleccion de poblaciones empleada para la identificacion de MoDCs CD11c+HLA-DR+. La seleccidon
de eventos CTFR+ dentro de esta poblacién es representativo de fagocitosis de células tumorales marcadas con
este rastreador fluorescente. En la esquina inferior derecha se presenta el control de células MALME-3M no

cultivadas con MoDCs, las cuales son negativas para el marcador CD11c.
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13 RESULTADOS

13.1 Expansién de LT CD8+ antigeno-especificos de donantes HLA-A*02:01

13.1.1 Expansion de LT CD8+ T-CMV+ en seis donantes

En el laboratorio del G&MT, se hizo una tamizacién de cerca de 45 unidades de concentrado
leucoplaquetario de individuos sanos de entre 18 y 39 afios, utilizando el anticuerpo anti-HLA-A2. Las
unidades positivas en este cribado preliminar, detectadas por citometria de flujo, fueron sometidas a
tipificacion HLA-A de alta resolucion. De las unidades tipificadas, 33 portaban el haplotipo HLA-
A*02:01 (ver tabla suplementaria 1). De estas, 17 presentaron expansion de LT CD8+ T-CMV+ luego
de 9 dias de cultivo estimuladas con el péptido corto de CMV. En la tabla 3 se ven los porcentajes LT

CD8+TCMV+ de los donantes positivos, empleados en los ensayos inmunolégicos del presente trabajo.

Tabla 3. Donantes utilizados para la obtencion de LT CD8+ CMV+

Donante @ Edad @ Sexo HLA-A Poblaciéon T-CMV+! = Poblacién T-CMV+!
NE? (%) E3 (%)
LAND13 24 M 01:01:01G = 02:01:01G 0,45 5,47
LAND33 27 F 02:01:01G = 02:01:01G 1,47 12,1
LAND38 24 M 02:01:01G = 24:02:01G 0,15 2,47
LAND42 31 M 02:01:01G | 02:01:01G 0,51 6,09
LANDA43 39 M 02:01:01G = 24:02:01G 0,45 11,6

1Células tetramero positivas detectadas por citometria de flujo
2 PBMCs evaluadas luego de 9 dias de cultivo que no recibieron estimulacién con péptido

3 PBMCs estimuladas con el péptido NLVPMVATV el dia 0y evaluadas el dia 9 por citometria de flujo

En la figura 15 se muestran diagramas de puntos representativos de tres donantes, cuya expansion

fue de al menos 3 veces la poblacidn de LT CD8+ T-CMV+ luego de 9 dias de cultivo (figura 15B).
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Figura 15. Expansion de LT CD8+ T-CMV+ en donantes HLA-A*02:01. A. Diagramas de puntos del analisis de LT
CD8+ T-CMV+ de los donantes LAND33, LAND38 y LAND42, en células de la linea de cultivo de 9 dias no
estimuladas (arriba, franja gris) o estimuladas (abajo, franja amarilla). B. Analisis pareado de los porcentajes de
LT CD8+ T-CMV+ de 6 donantes del banco (incluyendo los evaluados en la tabla 3), en lineas de 9 dias no
estimuladas (NE) vs estimuladas (E). El andlisis por grupos se llevé a cabo utilizando la prueba de Mann-Whitney.

n=6; p <0.05.

13.1.2 Expansidn de precursores MART-1+ en el donante LAND33

Tomando en consideracion la prevalencia de donantes con LT CD8+ MART-1 especificos (37), se
tamizaron al menos tres donantes (JCM, LAND12 y LAND33) para la epitope ELAGIGILTV por el método
de tetramero (datos no mostrados). Se detectaron precursores para MART-1+ en el donante LAND33,
gue pasaron del 0.96% en linea no estimulada al 7.61% en linea estimulada por 9 dias con el péptido

corto de MART-1 (figura 16A).

Por otro lado, el donante MER, evaluado en un trabajo previo del GI&MT y GIIOC, era conocido por
ser portador del haplotipo HLA-A*02:01 y tener LT CD8+ T-NY-ESO-1+ (152). Con base en esta
informacion, se establecid una linea de 9 dias con células de este donante, estimuladas con la epitope
SLLMWITQC de NY-ESO-1. Se observé una expansion de 3,5 veces el porcentaje de LT CD8+ T-NYESO1+

en comparacioén con la linea no estimulada (figura 16B).
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Figura 16. Expansion de LT CD8+ T-MART-1+ y T-NYESO1+ en donantes HLA-A*02:01. A. Diagramas de puntos
del analisis de la expansion de LT CD8+ T-MART-1+ del donante LAND33 en linea de 9 dias no estimulada
(izquierda, en gris) y estimulada con el péptido ELAGIGILTV (derecha, en ocre). B. Diagramas de puntos del
andlisis de la expansién de LT CD8+ T-NYESO1+ del donante MER en linea de 9 dias no estimulada (izquierda, en

gris) y estimulada con el péptido SLLMWITQC (derecha, en verde).

En consecuencia, el sistema de cultivo implementado puede ser utilizado para la identificacidn de
donantes portadores de LT CD8+ especificos de antigenos tanto virales como tumorales, y permite la

obtencidn de nimeros de células suficientes para los experimentos posteriores.

13.2 Maduracion de MoDCs de donantes sanos estimuladas con coctel LPS

Se analizd la expresion de los marcadores de maduracion CD80, CD83 y CD54 en MoDCs de seis
donantes sanos HLA-A*02:01 del banco del GI&MT, como se establecié en trabajos previos (2). La
derivacion a MoDCs se hizo empleando el método descrito en la seccion 12.2.4, y se maduraron
utilizando el coctel LPS. Posteriormente, se determind la expresidon diferencial de estos marcadores

entre iDCs y mDCs (figura 17).

Para todos los donantes se elevaron al menos dos marcadores en las LPS-mDCs, comparadas con las
iDCs sin estimulacion (figura 17). Aunque la magnitud del aumento es heterogénea entre los
individuos, en conjunto este incremento es significativo para todos los marcadores (figuras 17 D-F).

Los resultados obtenidos respaldan la efectividad del coctel LPS en la maduraciéon de MoDCs.
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Figura 17. Expresion de marcadores de maduracién en LPS-MoDCs de donantes HLA-A*02:01. A, B y C.
Histogramas representativos del analisis de CD80, CD83 y CD54 por citometria de flujo en iDCs (histograma gris)
y mDCs (histogramas en color para cada marcador). D, E y F. Andlisis pareado de las MFI de los marcadores de
maduracion en iDCs vs mDCs para los donantes LAND28, LAND33, LAND38, LAND42, LAND43 y JCM. El analisis

por grupos se llevo a cabo utilizando la prueba de rangos de Wilcoxon para datos pareados. n = 6; p <0.05.

13.3 Péptidos de CMV cargados en MoDCs conduce a la activacién y respuesta

efectora de LT CD8+ antigeno-especificos en tres donantes

13.3.1 Péptidos de CMV en LPS-mDCs inducen la produccion de citoquinas por LT CD8+
Con base en los porcentajes de LT CD8+T-CMV+, se escogieron cuatro donantes para evaluar la

produccién de IFN-y y TNFa mediante el protocolo de ICS (figura 18). Se cultivaron células de la linea
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de 9 dias con MoDCs autélogas estimuladas con los distintos formatos del antigeno de CMV por un
periodo de 6 h (como se describid en la seccién 12.2.8). Para tres donantes se observd una respuesta
efectora con predominio en la produccidn de IFN-y (cuadrantes Q1 y Q2) (figura 18). Las poblaciones
IFN-y-TNFa+ representaron el menor porcentaje de LT CD8+ para todos los donantes (cuadrantes Q3)

y en general, la produccién de TNFa dependio casi en su totalidad de las células IFN-y+ TNFa+.
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Figura 18. Evaluacion de LT CD8+ productores de citoquinas (protocolo ICS) en donantes individuales. Analisis
de las poblaciones de LT CD8+ productores de citoquinas, derivados de la linea de 9 dias de los donantes LAND33
(A), LAND38 (B) y LAND42 (C) y cultivados con MoDCs estimuladas con diferentes formulaciones del antigeno de
CMV. Los cuadrantes estan distribuidos asi: Q1 IFN-y+TNFa-; Q2 IFN-y+TNFa+; Q3 IFN-y-TNFo+; Q4 no

productoras de citoquinas.

LAND33 tuvo la mayor poblacion de LT CD8+ IFN-y+TNFa+ con el péptido corto, seguida del péptido
largo (figura 18A), mientras que para LAND42 esta poblacién tuvo porcentajes similares con ambos
péptidos (figura 18C). Sin embargo, su poblacién predominante fueron las células IFN-y+TNFa-, con
un ligero incremento en el caso del péptido largo (Q1 4,76% péptido largo vs Q1 3,8% péptido corto).
LAND38 tuvo un predominio de la poblacién doble positiva con la proteina, aunque en general la

magnitud de la respuesta efectora en este donante fue escasa (porcentajes <1%) (figura 18B).

El donante LAND13 no se incluyd en este andlisis debido a un defecto en el anticuerpo dirigido a TNFa
(figura suplementaria 1). No obstante, exhibié un aumento del IFN-y con péptido corto (3,15%) vs el
control de mDCs (0,15%). El péptido largo y la proteina mostraron una menor expansion (1,62 y 1,57%,

respectivamente).
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Figura 19. ICS en poblaciones de LT CD8+ de 3 donantes. Los diagramas de dispersién con barras representan
los porcentajes de LT CD8+ IFN-y+TNFa+ (A), IFN-y+TNFa- (B) y IFN-y-TNFa+ (C) segun el formato de antigeno
utilizado. mDCs corresponde al control de células no estimuladas con ninguno de los formatos. El analisis
estadistico por grupos se llevo a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=4,

(p<0.05). Las barras representan réplicas bioldgicas independientes + SEM.
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Se realizd un analisis conjunto de los donantes LAND33, 38 y 42, mostrado en la figura 19. El péptido
corto favorecié una expansién significativa de la poblacidon de LT CD8+ IFN-y+TNFa+ comparado con
los otros formatos (figura 19A). El péptido largo mostré una tendencia a promover el aumento en las
poblaciones de LT CD8+ IFN-y+TNFa- (figura 19B), cuya estadistica posiblemente se vio afectada por
el ruido de fondo considerable en el cultivo de mDCs no estimuladas (media de 0,55%). Debido a los
bajos porcentajes de poblaciones IFN-y-TNFa+, no se observaron diferencias significativas entre los

formatos (figura 19C).

Se selecciond uno de los donantes evaluados para realizar réplicas experimentales y evaluar la
consistencia y reproducibilidad de los datos. Con base en los resultados obtenidos y la disponibilidad
de viales de PBMCs y monocitos enriquecidos, se escogid al donante LAND42 (figura 20). En total se
realizaron 4 réplicas experimentales, que, similar a lo observado en el anterior conjunto de ensayos,
revelaron un incremento significativo en las poblaciones de los LT CD8+ IFN-y+TNFa+ e IFN-y+TNFa-
en todos los formatos (figura 20 A y B). Dados sus bajos porcentajes, las poblaciones IFN-y-TNFa+ no
mostraron diferencias significativas entre los formatos evaluados. Asi mismo, la produccién de TNFa+

estuvo supeditada a las poblaciones doble positivas, como se observé anteriormente (figuras 18 y 19).
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Figura 20. Poblaciones de LT CD8+ productores de citoquinas en células del donante LAND42. Diagramas de
dispersidn con barras representativos de los porcentajes de LT CD8+ IFN-y+TNFa+ (A), IFN-y-TNFa+ (B) e IFN-y-
TNFa+ (C) del donante LAND42, segun el formato del antigeno empleado en cada cultivo. El andlisis estadistico
de los grupos se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Adicionalmente, se utilizé la
prueba de prueba de Mann-Whitney para comparar mDCs vs proteina. n=4, (p<0.05). Las barras representan

réplicas experimentales independientes + SEM.
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En conjunto, los resultados obtenidos con el donante LAND42 se correlacionan con lo observado en el
analisis de las réplicas bioldgicas, donde los péptidos son el formato que mejor fomenta una respuesta
de LT CD8+ evidente, mientras que la respuesta de la proteina recombinante es discreta pero

significativa respecto al control.

13.3.2 CD137 se correlaciona positivamente con la produccidon de citoquinas en LT CD8+

Se tomaron células derivadas de las lineas de 9 dias de cuatro donantes: LAND13, LAND38, LAND33 y
LANDA42, y se evalud la expresion de marcadores de activacion celular luego de 24 horas de cultivo con
MoDCs estimuladas con los distintos formatos del antigeno (figura 21). Para el marcador CD69, se tuvo
en cuenta la MFI de las poblaciones CD3+CD8+ (figura 21A); mientras que la expresion de los
marcadores CD137 y CD154 se determind por medio de los porcentajes CD137+ y CD154+ en las
poblaciones CD3+CD8+ (figura 21B).

El analisis mostré una MFI incrementada para el marcador CD69 en todos los cultivos que emplearon
MoDCs como presentadoras (incluyendo las mDCs sin estimulo antigénico), con respecto a los cultivos
gue utilizaron PBMCs pulsadas (figuras 21 A y C). Este resultado se acentud en el andlisis sobre la
proteina recombinante, que mostré una tendencia estadistica. Sin embargo, el ruido de fondo
incrementado en las mDCs sin estimulo antigénico dificultd la observacidn de alguna influencia del

formato del antigeno sobre la expresion de este marcador (figura 21C).
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Figura 21. Evaluacion de marcadores de activacion en LT CD8+ en los donantes LAND13, LAND33, LAND38 y
LANDA42. A. Histograma representativo de la expresion del marcador CD69 en LT CD8+ del donante LAND33. B.
Diagramas de puntos representativos del analisis de LT CD8+ CD137+ y CD154+ del donante LAND33. C, Dy E.
Diagramas de dispersidn con barras representativos de la MFI de CD69 (C), porcentaje de LT CD8+ CD137+ (D) y
CD154+ (E). El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos
pareados. Adicionalmente, se utilizé la prueba de prueba de Mann-Whitney para comparar mDCs vs péptido

corto, n=4, (p<0.05). Las barras representan réplicas bioldgicas independientes + SEM.

CD137 se aumentod de forma significativa en los cultivos estimulados con péptidos (figura 21D), hecho
gue puede correlacionarse con la respuesta efectora observada en la ICS. No obstante, los cultivos que
utilizaron PBMCs pulsadas mostraron una amplia heterogeneidad en la expresién de CD137 entre los
donantes. En el mismo sentido, el marcador CD154 también presentd un comportamiento
heterogéneo entre los donantes evaluados, y no se observaron diferencias entre los cultivos

estimulados con los distintos formatos del antigeno empleados (figura 21E).

Como se describié previamente, también se realizd una evaluacién de los marcadores de activacion
en cuatro réplicas independientes del donante LAND42 (figura 22). Se observé que CD69 presentd un
comportamiento similar a lo observado en el andlisis de las réplicas bioldgicas, con aumento
significativo de la MFI en los cultivos que emplearon MoDCs como presentadoras, respecto a los que
usaron PBMCs pulsadas (figura 22C - F). Nuevamente, el formato del antigeno no ejercié ninguna

influencia en la expresidn de este marcador.
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En contraste con los resultados obtenidos en el andlisis previo, el marcador CD137 no exhibié
diferencias significativas entre los formatos ni respecto a los controles, por lo que no se correlaciona
con lo observado en la ICS (figura 22G). Por el contrario, CD154 si tuvo una expresion
significativamente aumentada en los cultivos estimulados con péptido corto (tanto PBMCs como
mDCs), respecto al estimulo del péptido largo (figura 22H). Estos resultados refuerzan la nocion de

que la expresidn de estos marcadores es ‘donante-dependiente’.
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Figura 22. Evaluacion de marcadores de activacion en LT CD8+ en el donante LAND42. Diagramas de puntos
representativos del andlisis de LT CD8+ CD137+ (A) y CD154+ (B) del donante LAND33. C, D Y E. Histogramas
comparativos de PBMCs pulsadas (histograma gris) y LPS-mDCs (histograma verde) contra péptido corto
(histograma azul claro) (C), péptido largo (histograma violeta) (D) y proteina (histograma azul oscuro) (E). F, Gy
H. Diagramas de dispersion con barras representativos de la MFI de CD69 (F), porcentaje de LT CD8+ CD137+ (G)
y CD154+ (H). El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos

pareados, n=4, (p<0.05). Las barras representan réplicas experimentales independientes + SEM.

La evaluacion de marcadores de agotamiento se llevé a cabo de forma preliminar en el donante
LAND33, en quien se midio la expresidon de PD-1 y CTLA-4. Estos datos se encuentran representados
en la figura suplementaria 2. Se evidenci6 un ligero aumento del marcador CTLA-4 en los cultivos
estimulados con péptido corto (PBMCs (1,94%) y LPS-mDCs (2,29%)) y péptido largo (1,72%) (figura
suplementaria 2A). Por su parte, PD-1 se incrementd en todos los cultivos estimulados LPS-mDCs,
independientemente de la estimulacion antigénica (figura suplementaria 2B). En términos generales,

los niveles de expresidn de estos marcadores fueron bajos.

13.3.3 Estimulacidn con distintos formatos del antigeno no evidencia la diferenciacién de

subpoblaciones de memoria de LT CD8+

La evaluacién de las subpoblaciones de memoria se realizd en los donantes LAND13, LAND33 vy

LAND42, empleando los marcadores CD62L-AF700 y CD45RA-APC en el caso de LAND13 y LAND 42y
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CCR7-APC-Cy7 y CD45RO-FITC en el caso de LAND33. Las subpoblaciones de memoria se clasifican,

segun la expresién de estos marcadores, de la siguiente manera:

2)
3)
4)

LT virgenes (Naive) (Ty): CD62L+/CCR7+, CD45RA+/CD45R0-
LT de memoria central (Central Memory) (Tem): CD62L+/CCR7+, CD45RA-/CD45RO+
LT de memoria efectora (Effector Memory) (Tem): CD62L-/CCR7-, CD45RA-/CD45R0O+

LT efectores terminales (Terminal Effector CD45RA+) (Temra): CD62L-/CCR7-,

CD45RA+/CD45RO0-

La distribucion de las subpoblaciones de memoria tuvo un comportamiento similar para los tres

donantes evaluados y en términos generales no hubo un cambio en los porcentajes de las

subpoblaciones para los distintos cultivos (figura 23). Solo el estimulo policlonal intenso de la

PMA/ionomicina logré la diferenciacién de las poblaciones en todos los donantes (figura 23A). El

analisis

estadistico no mostrd diferencias entre los distintos formatos del antigeno empleados y su

influencia sobre la distribucion de las subpoblaciones de LT CD8+ (figuras 23B-E). Solo las PBMCs

pulsadas mostraron una tendencia a diferenciar LT CD8+ Ty (figura 23B) y aumentar Teum (figura 23D).

Con base en estos resultados,

ninguno de los formatos del antigeno utilizados favorecié la

diferenciacion de subpoblaciones de memoria de LT CD8+ de forma evidente.
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Figura 23. Subpoblaciones de memoria de LT CD8+ de los donantes LAND13, LAND33 y LAND42. A.
Representacion grafica de la distribucidon de las poblaciones de memoria de LT CD8+ en los cultivos estimulados
con los distintos formatos del antigeno. Las subpoblaciones de LT Tn, Tem, Tem Y Temra en cada grafico
corresponden al promedio de los porcentajes de estas poblaciones obtenidas de los 3 donantes evaluados. B, C,
Dy E. Diagramas de dispersion con barras representativos de la media de los porcentajes de LT CD8+ naive, CM,
EM y EMRA, respectivamente para cada tipo de estimulo. El andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando la

prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Las barras representan réplicas bioldgicas

independientes + SEM.

13.3.4 Poblaciones CD3+CD8- incrementan marcadores de activacién sin produccion de

citoquinas

Se examinaron las poblaciones CD3+CD8- dentro de las cuales consideramos los LT CD4+
colaboradores (helper), con el fin determinar el efecto de la estimulacidon con el péptido largo o

proteina recombinante (figura 24).
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Figura 24. Evaluacion de produccion de citoquinas y expresion de marcadores de activacion en poblaciones
CD3+CD8- de los donantes LAND13, LAND33, LAND38 y LAND42. A, By C. Diagramas de puntos representativos
del anélisis de LT CD8- productores de IFN-y y TNFa del donante LAND33 (A), expresidon de CD137 de donante
LAND13 (B) y expresion de CD154 del donante LAND33 (C). D y E corresponden a diagramas de dispersidén con
barras representativos de la media de los porcentajes de LT CD8- CD154+ y CD137+ respectivamente. El analisis
estadistico se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05).

Las barras representan réplicas bioldgicas independientes + SEM.

En el analisis del protocolo ICS no se observo produccidn de citoquinas para ninguna de las condiciones
de cultivo en los cuatro donantes evaluados (LAND13, LAND33, LAND38 y LAND42). En la figura 24A
se observan diagramas de puntos representativos del donante LAND33, los porcentajes de LT CD8+
productores de citoquinas no superan el 0.15% de las células. Respecto a los marcadores de activacion,

tampoco se observaron diferencias para el marcador CD69 (datos no mostrados). Sin embargo, CD154
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si presenté un incremento significativo en estas poblaciones CD3+CD8- con la proteina recombinante
(figura 24D), respecto a los otros formatos del antigeno. De forma llamativa, el marcador CD137
también presentd una elevacién significativa con el péptido corto y una tendencia al aumento con la

proteina recombinante (figura 24E).

13.4 Pobre respuesta efectora de LT CD8+ especificos para antigenos tumorales
del donante LAND33

Las células LAND33, en las que previamente se evidencid la expansion de LT CD8+ T-MART-1+ (figura
16), fueron evaluadas para la produccién de citoquinas y marcadores de activacion, agotamiento y
memoria luego del cultivo con MoDCs estimuladas con diferentes formatos del antigeno de MART-1

(figura 25).
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Figura 25. Produccion de citoquinas y expresion de marcadores de activacion, agotamiento y memoria en LT
CD8+ del donante LAND33 estimulados con la epitope inmunogénica de MART-1. A. Diagramas de puntos
correspondientes al andlisis de LT CD8+ productores de IFN-y y TNFa del donante LAND33, estimulados con la
epitope inmunogénica de MART-1. Los diagramas de barras son representativos de la MFI de CD69 en LT CD8+
(A), porcentaje de LT CD8+ CD137+ (B) y LT CD8+ CD154+ (C), respectivamente. E. Diagrama de puntos

representativo de las subpoblaciones de memoria distribuidas asi: Q1 Tem, Q2 Tem, Q3 Tn y Q4 Temra

Luego de 6 horas de cocultivo, no se evidencié una produccién significativa de IFN-y y TNFa para
ninguno de los cultivos establecidos (figura 25A). Los marcadores de activacion CD69 y CD137 solo
mostraron incremento en el cultivo estimulado con PBMCs como presentadoras, no siendo asi para el
resto de los cultivos que utilizaron mDCs (figura 25B y C). CD154 presentd un comportamiento
contrario, con disminucidon en su expresion en el cultivo de PBMCs pulsadas. Sin embargo, no se
observaron diferencias entre los formatos del antigeno para ninguno de los marcadores (figuras 25B

— C). Por ultimo, la distribucion de la memoria fue similar a la descrita en la figura 23 (figura 25E).

13.5 Clones de LT CD8+ antigeno-especificos responden a MoDCs alogénicas
estimuladas con la epitope blanco

13.5.1 Clones de LT CD8+ especificos para CMV generan potente respuesta a la estimulacion

con péptidos presentados en MoDCs alogénicas

Ademas de LT CD8+ de donantes sanos derivados de linea de 9 dias, para este proyecto se utilizaron
clones de LT CD8+ antigeno-especificos restringidos al haplotipo HLA-A*02:01, donados por el Dr.
Pedro Romero y obtenidos mediante el protocolo de cultivo de dilucién limite (153). En la primera
version del experimento, se utilizaron clones especificos para la epitope inmunogénica de CMV+, y en
ellos se llevd a cabo una evaluacion de la especificidad mediante tetramero (figura 26) y de la
produccidn de citoquinas por ICS (figura 27) en dos experimentos independientes. Por otro lado, en

uno de ellos se evaluaron marcadores de activacién y agotamiento (figura 28 y 29).

Para el marcaje con tetramero CMV+, se utilizaron células no estimuladas (NE) del donante LAND33

como control negativo. Los resultados del analisis se muestran en la figura 26A, donde se observa un
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porcentaje cercano al 80% de clones LT CD8+ T-CMV+ (VS 0,89% del donante LAND33). Adicionalmente
estos clones fueron evaluados para marcadores de memoria, encontrando que mas de un 98%

corresponden a LT CD8+ Tem (CD45R0O+ CD62L-)(figura 26B).
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Figura 26. Evaluacion por tetramero de clones CD8+ CMV+ HLA-A*0201. A. Diagramas de puntos
representativos del analisis de células T-CMV+ del donante LAND 33 (izquierda) y clones especificos para la
epitope NLVPMVATV (derecha). Imagen representativa de dos experimentos independientes. B. Diagrama de
puntos representativos del analisis de marcadores de memoria en clones CD3+CD8+ especificos para la epitope

de CMV+y estimulados con péptido largo de CMV, distribuidas asi: Q1 Tem, Q2 Tem, Q3 Tn y Q4 Temra.

En relacién con la produccién de citoquinas, los clones respondieron intensamente a la estimulacién
con péptido corto, tanto en el cultivo que empled PBMCs como en el que empled LPS-mDCs como
presentadoras (figura 27A). En ambas condiciones se observé un predominio de la poblacién de clones
IFN-y+TNFa+, con porcentajes que oscilaron entre el 35 y el 60% (figura 27B). También se evidencio
una expansion considerable de clones IFN-y+TNFa- que tuvieron una media de 17,9% para las LPS-
mDCs y 29,85% para las PBMCs (figura 27C). Por otro lado, el péptido largo mostré una respuesta
similar a la observada con el péptido corto en uno de los dos ensayos realizados (figura 27A).
Desafortunadamente, en la réplica del experimento con el péptido largo no se recogié un nimero
suficiente de células que permitiera evaluar adecuadamente la produccién de citoquinas.
Por ultimo, aunque la proteina no favorecié el desarrollo de una respuesta efectora de la misma
magnitud, si se evidencid una poblacién de clones IFN-y+TNFa+, que en uno de los experimentos

alcanzo el 2,39% (vs el 0.048% que mostraron las LPS-mDCs sin estimulo antigénico) (figura 27A).
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Figura 27. ICS en clones CD8+ CMV-especificos. A. Diagramas de puntos representativos de uno de los analisis
realizados en clones CD8+, luego de su estimulacidn con distintos formatos del antigeno de CMV. B. Diagramas
de dispersidn con barras que representan los porcentajes de clones productores de citoquinas. Las barras

representan dos experimentos independientes, excepto para el péptido largo.
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Asi mismo, también se observd un incremento en la poblacién de clones IFN-y+TNFa- que pasé del
1,57% en las LPS-mDCs a un 4,13% luego de la estimulacidn con proteina (figura 27A). El aumento de
estos porcentajes en los cultivos estimulados con proteina recombinante sugiere, dada la naturaleza
de estos clones, que podria estarse presentando el fendmeno de presentacion cruzada del antigeno.
En ninguno de los experimentos se observaron poblaciones significativas de clones IFN-y-TNFa+, ya

que estas representaban < 1% de la respuesta efectora (figura 27D).
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Figura 27. Marcadores de activacion en clones CD8+ CMV-especificos. Diagramas de barras representan la
expresion de marcadores de activacion A. CD25, B. CD69, C. CD137, D. CD154 y E. OX40, en clones CD8+ CMV-

especificos luego de la estimulacién con los distintos formatos del antigeno.

El andlisis de marcadores de activacién mostré que CD25 y CD137 exhibieron el mayor incremento con
el estimulo del péptido corto, especialmente con las LPS-mDCs como presentadoras (figuras 28A y C).

0OX40 presentd su mayor incremento con PBMCs, seguido de las LPS-mDCs (figura 28E), mientras que
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CD154 solo se incrementd con las PBMCs (figura 28D). En general, no se observaron aumentos
significativos con los otros formatos del antigeno para ninguno de estos marcadores. Por su parte,
CD69 mostro la misma tendencia al incremento en los cultivos estimulados con mDCs como se observé

previamente (figura 28B).

Los marcadores de agotamiento CTLA-4 y LAG-3 tuvieron una respuesta predominante luego de la
estimulacién con péptido corto, que no se observd en los demds formatos del antigeno y tampoco en
el cultivo que utiliz6 PBMCs (figura 29A y C). Esto es llamativo por cuanto, el resultado no parece estar
asociado unicamente al formato del antigeno (péptido corto), sino que pareciera estar favorecido por
la presentacion del antigeno en el contexto de las LPS-mDCs. En el caso de LAG-3, también se observa

una ligera elevacidn con el péptido largo, por sobre el resto de los formatos (figura 29C).
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Figura 29. Evaluacion de marcadores de agotamiento en clones de LT CD8+ CMV+ estimulados con diferentes
formatos del antigeno. Diagramas de barras representan la expresion de marcadores de activacién A. CD25, B.
CD69, C. CD137, D. CD154, E. OX40, en clones de LT CD8+ CMV+ luego de la estimulacién con los distintos

formatos del antigeno.

Por otro lado, el cultivo con las LPS-mDCs sin estimulo antigénico eleva la expresion de LAG-3 en mayor
proporcidn que las PBMCs pulsadas, lo que indica que este marcador se ve favorecido por mDCs. Del
mismo modo, el marcador PD-1 presentd un incremento homogéneo en los cultivos estimulados con
LPS-mDCs, tal y como se observd para CD69 (figura 28B y analisis previos), elevacidon que no se vio
cuando se utilizaron PBMCs pulsadas como presentadoras (figura 29B). Estos resultados reflejan la

asociacion entre los marcadores de activacion y los llamados marcadores de agotamiento celular.
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13.5.2 Clones de LT CD8+ MART-1-especificos responden a la presentacion de péptidos y no

de proteina

Una vez realizados los ensayos con clones T-CMV+, se repitid este procedimiento sobre clones CD8+

especificos para las epitopes inmunogénicas de MART-1 (figura 30) y NY-ESO-1 (figura 31).
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Figura 30. Tetramero de clones CD8+ MART-1-especificos y evaluacion de la produccion de citoquinas luego
de la estimulacion con diferentes formatos del antigeno. A. Diagramas de puntos representativos del andlisis
de células T-MART-1+ del donante LAND33 (arriba) y clones especificos para la epitope ELAGIGILTV (abajo). B.
Diagramas de puntos representativos del andlisis de los clones CD8+ MART-1-especificos productores de IFN-y y

TNFa luego de la estimulacién con distintos formatos de su epitope blanco.

Para ambos clones se realizé una evaluacién por tetrdmero para confirmar la especificidad del clon
(figuras 30A y 31A). Para el clon MART-1-especifico se observd un porcentaje del 44% de células
tetramero-positivas (figura 30A), un porcentaje menor al observado en los clones CMV-especificos
(79.7%) (figura 26). Es importante resaltar que este resultado obedece a que estos clones podrian
tener algln tipo de contaminacidn con otras poblaciones celulares empleadas para su expansion (ej.

feeder cells (154), APCs).
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El andlisis por ICS mostré una respuesta intensa en la produccion de IFN-y y TNFa luego de la
estimulacién con péptido corto, principalmente con las LPS-mDCs (figura 30B). En este cultivo se
observo un porcentaje del 57,8% de células IFN-y+TNFa- (VS 13,5% en el caso de las PBMCs), y un
12,5% de células IFN-y+TNFa+ (figura 30B). Con el péptido corto también se observd un porcentaje
considerable de células productoras de IFN-y (31,4%) y células doble positivas (4,92%). Por lo
contrario, con la proteina recombinante de MART-1 no se vio ningun tipo de respuesta efectora por
parte de los clones. Estos resultados confirman la especificidad de la respuesta por los clones
evaluados, aunque también evidencia la dificultad del procesamiento de la proteina recombinante

para su presentacién en clase I.
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Figura 31. Tetramero de clones CD8+ NY-ESO-1-especificos y evaluacion de la produccion de citoquinas luego
de la estimulacion con diferentes formatos del antigeno. A. Diagramas de puntos representativos del andlisis
de células T-NY-ESO-1 del donante LAND33 (arriba) y clones especificos para la epitope SLLMWITQC (abajo). B.
Diagramas de puntos representativos del analisis de los clones CD8+ NY-ESO-1-especificos productores de IFN-y

y TNFa luego de la estimulacion con distintos formatos de su epitope blanco.

En contraste, en el analisis de los clones NY-ESO-1-especificos no se observaron células tetramero-
positivas (figura 31A), y la evaluacién de la produccién de citoquinas no evidencié una respuesta

efectora en los cultivos estimulados con péptido corto (figura 31B). La proteina recombinante
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tampoco favorecié una respuesta efectora de los clones. Sin embargo, cabe destacar que el cultivo
estimulado con péptido largo exhibié porcentajes considerables de células productoras de citoquinas,
con un 3,49% de células doble positivas y un 5,69% de células productoras de IFN-y (figura 31B). En
ese sentido, es posible que el clon tuviera una especificidad distinta a la epitope blanco cargada en el
tetrdmero (péptido corto). Por el contrario, la especificidad del clon podria ser contra una secuencia

distinta inmersa en la secuencia del péptido largo que se empled para cargar las iDCs.

13.6 Cocteles de maduracidn generan diferencias en las respuestas de LT CD8+

del donante LAND42

Con base en los resultados obtenidos previamente, se escogié al donante LAND42 para determinar el
efecto de 3 cocteles de maduracidon de MoDCs distintos: al-polarizadas, Std y LPS, en combinacién
con los tres formatos del antigeno de la proteina pp65 de CMV. Para ello se realizé el protocolo de ICS,

y se evalud la expresién de marcadores de activacion, agotamiento y memoria.

13.6.1 Coctel LPS favorece la mayor expresion de marcadores de maduraciéon en MoDCs

La evaluacidon de los marcadores de maduracion revelé que el coctel LPS favorecié una mayor
expresion de CD80, CD83 y CD54 (figura 32 A-C). CD83 presentd niveles elevados en iDCs, versus aly
Std-mDCs (figura 32B). Los marcadores CD80 y CD54 exhibieron un incremento significativo en las LPS-

mDCs y aumentos no significativos en los cocteles al y Std (figuras 32Ay C).
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Figura 32. Marcadores de maduracion en MoDCs del donante LAND42 estimuladas con diferentes cocteles de
maduracion. Histogramas representativos de la expresién de A. CD80, B. CD83 y C. CD54, en iDCs (histograma
gris), a1-DCs (histograma rojo), Std-DCs (histograma azul) y LPS-DCs (histograma verde). Diagramas de
dispersidén con barras representan la expresion de los marcadores D. CD80, E. CD83 y F. CD54 en MoDCs
estimuladas con diferentes cocteles de maduracidn. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando la prueba no
paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Las barras representan réplicas experimentales

independientes + SEM.

De acuerdo con los resultados obtenidos, CD80 parece ser el mejor indicador de la maduracidn de las
MoDCs, presentando notables incrementos en mDCs respecto a iDCs. CD54 también constituye un
indicador adecuado para evaluar la maduracién de MoDCs. Sin embargo, los resultados obtenidos con
CD83 son indicadores de excepciones a la regla que pueden tener algunos donantes. De los tres
cocteles utilizados, el coctel LPS demuestra ser el inductor mas eficaz de estos marcadores,
favoreciendo los mayores incrementos. En contraste, el coctel Std tuvo los menores incrementos para

los tres marcadores y las a1-mDCs tuvieron un comportamiento intermedio.

13.6.2 Std-mDCs estimuladas con péptidos favorecen la mayor produccién de citoquinas por

LT CD8+ del donante LAND42

PBMCs de la linea de 9 dias del donante LAND42 se cultivaron con al-mDCs, Std-mDCs y LPS-mDCs,
estimuladas con los distintos formatos del antigeno de CMV. En la figura 33 se observan diagramas
representativos del experimento. Como en analisis previos, los péptidos favorecen los mayores

porcentajes de LT CD8+ IFNy+TNFa+ y IFNy+TNFa-.
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Figura 33. Ensayo de ICS del donante LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes formatos del
antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de puntos representativos del analisis de la
produccion de IFN-y y TNFa por PBMCs de la linea de 9 dias del donante LAND42, cultivados con MoDCs

estimuladas con distintos formatos del antigeno de CMV bajo distintas condiciones de maduracidn.

El andlisis estadistico de 3 réplicas del experimento mostré diferencias significativas en la expansién
de poblaciones IFNy+TNFa+ e IFNy+TNFa- en los cultivos estimulados con péptido corto y largo en
Std-mDCs, respecto a las mDCs NE y la proteina recombinante (figuras 34A y B). Para el coctel LPS
también se observd un incremento significativo de estas poblaciones con el péptido corto, y una
tendencia al incremento en las poblaciones doble positivas luego del estimulo con el péptido largo. En
contraste, las al-mDCs exhibieron resultados heterogéneos entre los ensayos independientes, por lo
cual no hubo diferencias entre los formatos. Por ultimo, las poblaciones IFNy-TNFa+ tuvieron

porcentajes inferiores al 1%, sin diferencias entre los cocteles o los formatos (figura 34C).
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Figura 34. LT CD8+ productores de IFN-y y TNFa del donante LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con
diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersién con barras
representan los porcentajes de LT CD8+ IFN-y+TNFa+ (A), IFN-y-TNFa+ (B) e IFN-y+TNFa- (C). El analisis
estadistico por grupos se llevd a cabo utilizando una prueba ANOVA de dos vias con comparacion multiple no
pareada mediante la prueba de Turkey. (p<0.05) n=3. Las barras representan el promedio de las poblaciones de

células productoras de citoquinas de 3 réplicas independientes del experimento + SEM.

También se llevd a cabo una comparacion entre los cocteles respecto al formato del antigeno utilizado
(figura 35). Para el péptido corto se observé una tendencia al incremento de las Std-mDCs VS las LPS-
mDCs (figura 35A). Con el péptido largo no hubo diferencias (figuras 35 D — F), y la proteina mostré
un aumento significativo en la produccidn de IFN-y por LPS-mDCs (figuras 35 G — 1). En conjunto, los

cocteles de maduracidn no parecen influir en los LT para la produccién de citoquinas en este donante.
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Figura 35. Comparacion de cocteles de maduracion respecto al formato del antigeno utilizado para la
produccion de citoquinas. Diagramas de dispersidén con barras representan los porcentajes de LT CD8+ IFN-
y+TNFo+, IFN-y-TNFa+ e IFN-y+TNFa-: A, By C representan los cultivos estimulados con el péptido corto; D, Ey
F con el péptido largo; y G, Hy | con la proteina recombinante. El andlisis estadistico para cada grupo se llevé a
cabo utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, (p<0.05), n=3, las barras representan la media de 3

réplicas independientes del experimento + SEM.
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Finalmente, se utilizd el algoritmo CITRUS para identificar clisteres celulares que pudieran revelar
diferencias entre los cocteles o los formatos del antigeno utilizado. La comparacidn entre los cocteles
LPS y Std, considerando en conjunto todos los formatos del antigeno utilizados, identificé el cluster
479998, caracterizado por ser CD8+ y expresar IFN-y y TNFo+. Este clister se vio incrementado con las
Std-mDCs respecto a las LPS-mDCs (figura 36), resultados que coinciden con lo observado en el analisis
estadistico manual (figura 34). La tasa de error del modelo utilizado se muestra en la figura
suplementaria 13. Los analisis por CITRUS de las demds comparaciones entre cocteles y formatos del
antigeno no evidenciaron clusteres diferenciales (datos no mostrados). El resultado obtenido por el
analisis por CITRUS fortalece la idea de que el coctel Std podria representar una ventaja para este

donante en comparacién a los otros dos cocteles utilizados.
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Figura 36. Cluster de células CD8+ IFN-y+ TNFa+ en los cultivos Std VS LPS identificado mediante el analisis
CITRUS. A. Caracteristicas del cluster identificado (histograma rojo) en la expresidon de CD8 y citoquinas respecto
a la poblacion general de células CD3+. B. Comparacion de los cocteles Std y LPS respecto al cluster identificado.
Los resultados reflejan el andlisis sobre los conjuntos combinados de todos los formatos del antigeno utilizados.
Las graficas corresponden al clister identificado por el modelo min. La tasa de error de validacién cruzada de los

modelos utilizados se encuentra en figura suplementaria 13.
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13.6.3 Incremento de CD137 se asocia a la estimulaciéon con péptidos cargados en al-mDCs

y Std-mDCs

La evaluacién de los marcadores CD25, CD69, CD137 y CD154 se realizd tanto en la poblacién general
de células CD3+CD8+ como en las subpoblaciones de memoria. CD25 no presentd diferencias en
ninguno de los analisis realizados sobre la poblacion general, ni sobre las subpoblaciones evaluadas

(figura suplementaria 3), y se observé mucha heterogeneidad en los resultados obtenidos.

En el caso de CD137, se observa un incremento significativo con el péptido corto en las al-mDCs y
tendencias al aumento en los cultivos a1-mDCs + péptido largo, Std-mDCs + péptido corto y Std-mDCs
+ péptido largo (figura 37A). A nivel de subpoblaciones de memoria, hay diferencias significativas en
los LT CD8+ Tem cultivados con Std-mDCs + péptido corto y Std-mDCs + péptido largo (figura 37B); asi
como tendencias al incremento en los cultivos al-mDCs + péptido corto y LPS-mDCs + péptido largo
(figura 37B). Por otro lado, la expresion general de CD137 parece depender de la subpoblacion de LT
CD8+ Tem, en la cual se acentuan algunas de las diferencias observadas en el andlisis de la poblacién
general, que no se vieron en el andlisis de otras subpoblaciones: CM (figura suplementaria 4), N y

EMRA (datos no mostrados).
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Figura 37. Expresion de CD137 en LT CD8+ de LANDA42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes
formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras
representativos de: A. Porcentaje de LT CD8+ CD137+, y B. Porcentaje de LT CD8+ CD45R0O+ CD62L — (EM)
CD137+. El andlisis estadistico por grupos se llevé a cabo utilizando una prueba ANOVA de dos vias con
comparaciéon multiple no pareada mediante la prueba de Turkey. (p<0.05). n=3, las barras representan el

promedio de la expresion de los marcadores evaluados en 3 réplicas independientes del experimento + SEM.
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A nivel general, CD154 no muestra diferencias entre las condiciones de cultivo (figura 38A). Sin
embargo, en la subpoblacién de CM se observé una diferencia significativa entre las al-mDCs y las
LPS-mDCs estimuladas con péptido corto (figura 38B), y una tendencia entre las al-mDCs y las Std-
mDCs. Esto sugiere que la expresién de este marcador podria estar influenciado por el coctel de
maduracién. No obstante, la mayor expresidon de CD154 la presenté el cultivo estimulado con PBMCs
pulsadas (figuras 38C). Las subpoblaciones de LT CD8+ EM (figura suplementaria 5), N y EMRA (datos

no mostrados) no evidenciaron diferencias.
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Figura 38. Expresion de CD154 en LT CD8+ de LANDA42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes
formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras
representativos de: A. Porcentaje de LT CD8+ CD154+y B. Porcentaje de LT CD8+ CD45R0O+CD62L+ (CM) CD137+.
El analisis estadistico por grupos se llevd a cabo utilizando una prueba ANOVA de dos vias con comparacion
multiple no pareada mediante la prueba de Turkey (p<0.05) n=3. Las barras representan el promedio de la

expresion de los marcadores evaluados en 3 réplicas independientes del experimento + SEM. C, D y E. Diagramas
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de dispersidn con barras representativos del porcentaje de LT CD8+ CD45R0+ CD62L+ (CM) CD154+ estimuladas
con péptido corto, péptido largo y proteina recombinante, respectivamente. El andlisis estadistico para cada
grupo se llevé a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, (p<0.05), n=3, las barras representan

la media de 3 réplicas independientes del experimento + SEM.

En la poblaciéon general, CD69 evidencié algunas diferencias entre los cultivos, relacionadas con
observaciones previas de este proyecto. Por un lado, este marcador presentd un incremento en todos
los cultivos que empelaron mDCs como APCs, especialmente en aquellos estimulados con proteina
recombinante (cocteles al y Std) y mDCs sin estimulo antigénico (cocteles Std y LPS) (figura 39A-C).
Por otro lado, la comparacidon de los cocteles respecto al formato del antigeno utilizado mostré que el
coctel al incrementa significativamente la expresion de CD69, respecto al coctel LPS y las PBMCs

pulsadas (figura 39F).
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Figura 39. Expresion de CD69 en LT CD8+ del donante LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con
diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersién con barras
representativos de la MFI del marcador CD69 en cultivos estimulados con: A. coctel al, B. coctel Std, C. coctel
LPS, D. péptido corto, E. péptido largo y F. proteina recombinante. El analisis estadistico para cada grupo se llevo
a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de

dispersidn con barras representan réplicas experimentales independientes + SEM.

El analisis de la subpoblacion de CM parece reflejar el resultado obtenido en la poblacién general
(figuras 40 A y B), aunque en el coctel LPS se vio una tendencia al incremento con el péptido largo
(figura 40C). También se observo que el coctel LPS podria favorecer la expresion de CD69 en el cultivo
estimulado con péptido largo (figura 40E), mientras que en el caso de la proteina fue el coctel al el
gue mostré un aumento significativo (figura 40F). Resultados similares se observaron en la

subpoblacién de LT CD8+ CD45R0+ CD62L- (EM) (figura suplementaria 6).
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Figura 40. Expresion de CD69 en LT CD8+ CM de LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes
formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras
representativos de la MFI del marcador CD69 en cultivos estimulados con: A. coctel al, B. coctel Std, C. coctel
LPS, D. péptido corto, E. péptido largo y F. proteina recombinante. El analisis estadistico para cada grupo se llevo
a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de

dispersidn con barras representan réplicas experimentales independientes + SEM.

13.6.4 Expresion de PD-1 y CTLA-4 se relaciona con el formato del antigeno empleado

mientras que expresion de LAG-3 sea asocia al coctel de maduraciéon de MoDCs

En la poblacion de LT CD8+ se analizaron los marcadores de agotamiento PD-1, CTLA-4 y LAG-3 luego
de 24 horas de cocultivo con MoDCs estimuladas con los distintos formatos del antigeno. La
evaluacion se llevé a cabo tanto en la poblacidon general de células CD3+CD8+ como en las

subpoblaciones de memoria (En LT CD8+ N y EMRA datos no mostrados).

En el caso del marcador PD-1 se observaron tendencias y diferencias significativas entre los formatos
para los cocteles Std y LPS. La estimulacidn con péptidos (incluyendo las PBMCs pulsadas) favorecio
un incremento en la expresién de PD-1 respecto al control (figuras 41B y C). En contraste, el coctel al
no exhibid diferencias entre los formatos del antigeno (figura 41A). La comparacion de los cocteles

con relacion al formato no mostré diferencias (figura suplementaria 7).
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Figura 41. Expresion de PD-1 en LT CD8+ de LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes
formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras
representativos del porcentaje de LT CD8+ en cultivos estimulados con: A. coctel a1, B. coctel Std, C. coctel LPS.
El analisis estadistico para cada grupo se llevé a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos
pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersién con barras representan réplicas experimentales

independientes + SEM.

El andlisis de las subpoblaciones de memoria mostro que PD-1 presentd una tendencia al incremento
en la poblacién CM en las siguientes condiciones: Std-mDCs y LPS-mDCs + péptido largo (figuras
suplementarias 8B y E), y a1-mDCs + péptido corto (figura suplementaria 8D). Sin embargo, se vio
gue la poblacidn de EM reflejé el comportamiento de PD-1 en la poblacion general (figuras 42 A - C).
Esto indica que la expresidn de PD-1 estd influida por esta subpoblacidn de memoria. La comparacién

entre los cocteles seguin cada formato no muestra diferencias significativas (figuras 42 D - F).
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Figura 42. Expresion de PD-1 en LT CD8+CD45R0+CD62L- (EM) del donante LAND42 cultivadas con MoDCs
estimuladas con diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de
dispersidn con barras representativos del porcentaje de LT CD8+ CD45RO+ CD62L- (EM) PD-1+ en cultivos
estimulados con: A. coctel al, B. coctel Std, C. coctel LPS, D. péptido corto, E. péptido largo y F. proteina
recombinante. El analisis estadistico para cada grupo se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de
Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersiéon con barras representan réplicas

experimentales independientes + SEM.

Para CTLA-4 también se observd que la mayor expresion se dio luego del estimulo con péptidos,
respecto al control negativo para los tres cocteles de maduracion (figura 43 A-C). La comparacion entre

formatos del antigeno no mostré diferencias (figura 43 D-E).
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Figura 43. Expresion de CTLA-4 en LT CD8+ de LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes
formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras
representativos del porcentaje de LT CD8+ en cultivos estimulados con: A. coctel a1, B. coctel Std, C. coctel LPS.
El analisis estadistico para cada grupo se llevé a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos
pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersién con barras representan réplicas experimentales

independientes + SEM.

Por ultimo, el marcador LAG-3 exhibio diferencias significativas a nivel de la poblacidn general de LT
CD8+ tanto a nivel del formato del antigeno como de los cocteles de maduracidn. Para los tres cocteles,
se observo un incremento significativo de LAG-3 luego del estimulo con proteina respecto a las PBMCs;
asi como una tendencia respecto al péptido largo (figura 44 A-C). Por otra parte, al comparar los
cultivos de mDCs sin estimulo antigénico, se observd que las almDCs expresaron LAG-3 de forma
significativamente mayor que las PBMCs pulsadas y que las StdmDCs (figura 44D). Por su parte las Std-
mDCs también parecen expresar menos LAG-3 que las LPSmDCs (figura 44D). Resultados similares se

observaron en la comparacién de los cocteles respecto al péptido corto (figura 44E).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que los cocteles al y LPS podrian favorecer per se la expresiéon
de LAG-3 independientemente del antigeno. Esta diferencia también se observa en la comparacién de
cocteles respecto a la proteina (figura 44G). El analisis de las subpoblaciones de memoria CM y EM
mostré un comportamiento similar del marcador para ambas subpoblaciones (figura 45 y figura

suplementaria 9).
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Figura 44. Expresion de LAG-3 en LT CD8+ de LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con diferentes

formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersion con barras

representativos del porcentaje de LT CD8+ en cultivos estimulados con: A. coctel a1, B. coctel Std, C. coctel LPS,

D. mDCs no pulsadas, E. péptido corto, F. péptido largo y G. proteina recombinante. El analisis estadistico para

cada grupo se llevé a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05).

Los diagramas de dispersidn con barras representan réplicas experimentales independientes + SEM.
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Figura 45. Expresion de LAG-3 en LT CD8+ CM del donante LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con
diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersién con barras
representativos del porcentaje de LT CD8+ CD45R0O+CD62L+ (CM) LAG-3+ en cultivos estimulados con: A. coctel
al, B. coctel Std, C. coctel LPS, D. mDCs no estimuladas, E. péptido corto, F. péptido largo y G. proteina
recombinante. El analisis estadistico para cada grupo se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de
Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersién con barras representan réplicas

experimentales independientes + SEM.

Estos resultados sugieren que el incremento en la expresién de los marcadores PD-1y CTLA-4 parecen
estar asociados a los formatos mas eficientes en la generacién de una respuesta efectora. Por otro

lado, el marcador LAG-3 parece tener un comportamiento asociado al tipo de mDCs utilizadas.

13.6.5 CD154 se incrementa en poblaciones CD3+CD8- luego del estimulo con proteina

recombinante en células del donante LAND42

Con base en los resultados obtenidos en la seccion 13.3.4, se evalud la expresion del marcador CD154
en las poblaciones CD3+CD8- (LT CD4+ colaboradores). El analisis mostré que el coctel LPS parecer
favorecer la expresion de CD154, ya que se observa una tendencia en comparacién al coctel al,
cuando se evalua el péptido corto (figura 46). En contraste, el péptido largo presentd la menor
expresion de este marcador, disminucién significativa respecto a la proteina en el coctel LPS, a manera
de tendencia en el coctel al. No se observaron diferencias estadisticas significativas para el coctel Std.
Para el marcador CD137 no se observaron diferencias y se detectaron porcentajes muy bajos de células

CD137+ (datos no mostrados).
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Figura 46. Expresion de CD154 en LT CD8- del donante LAND42 cultivadas con MoDCs estimuladas con
diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de dispersién con barras
representativos del porcentaje de LT CD8- cultivos estimulados con los tres cocteles mencionados y los 3
formatos del antigeno. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de
datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersion con barras representan réplicas experimentales

independientes + SEM.

Comparando los formatos péptido largo y proteina, tomando en conjunto los tres cocteles de
maduracién por medio de CITRUS, se identificé el cluster 449983. Este correspondié a una poblacién
CD8 — CD154+, incrementada para la proteina recombinante (figura 47). Estos resultados sugieren que

hay algo de presentacion de la proteina recombinante a poblaciones CD8-.
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Figura 47. Clister de células CD3+CD8- en los cultivos de péptido largo VS proteina. A. Caracteristicas del clUster
identificado (histograma rojo) en la expresién de CD8 y marcadores de activacidon y agotamiento respecto a la
poblacién general de células CD3+. B. Comparacion de los formatos péptido largo y proteina respecto al cluster
identificado. Los resultados reflejan el analisis sobre los conjuntos combinados de todos los cocteles utilizados.
Las graficas corresponden al clister identificado por el modelo min. La tasa de error de validacién cruzada de los

modelos utilizados se encuentra en figura suplementaria 14.
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13.7 Respuesta efectora de clones de LT CD8+ especificos de MART-1 no se

influido por el coctel de maduracién utilizado

13.7.1 Coctel Std favorece la expresion de CD80, CD83 y CD54 en MoDCs del donante
LAND43

Los ensayos realizados con clones antigeno-especificos emplearon como presentadoras mDCs o
PBMCs del donante LAND43. La figura 48 representa la expresion de marcadores de los marcadores

de maduracion CD80, CD83 y CD54 en MoDCs de este donante.
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Figura 48. Evaluacion de marcadores de maduracion en MoDCs del donante LAND43 estimuladas con
diferentes cocteles. Diagramas de barras representan la expresion de los marcadores A. CD80, B. CD83 y C. CD54

en MoDCs estimuladas con diferentes cocteles de maduracion.

En términos generales, se observé que el coctel Std favorecié la mayor expresién de los marcadores
CD80y CD83 (figura 48A y B), en contraposicién a lo observado en el donante LAND42 (figura 32). Sin
embargo, el marcador CD83 continda teniendo un ruido de fondo incrementado respecto a las al-
mDCs, como se observé para el donante LAND42. El coctel LPS tuvo un comportamiento similar para
la expresion de CD80 (figura 48A) y el marcador CD54 no mostrd diferencias entre los cocteles
respecto a las iDCs (figura 48C). El coctel al solo evidencid incremento del marcador CD54 para este
donante (figura 48C). Teniendo en cuenta que estos resultados contrastan con lo observado en las
MoDCs del donante LAND42, se refuerzan la idea de la heterogeneidad interindividual respecto a la

eleccion de marcadores de maduracion.
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13.7.2 Cocteles de maduracién no influyen en la respuesta efectora de clones de LT CD8+

especificos de MART-1 a péptido largo

Clones LT CD8+ MART-1+ fueron cultivados con mDCs alogénicas no pulsadas, alfa-mDCs, Std-mDCs y
LPS-mDCs, cada tipo estimulada con los distintos formatos de la proteina MART-1. En la figura 49 se
observa el analisis por tetramero del clon y los diagramas de puntos correspondientes al experimento

completo.

En este ensayo, llamd la atencidn que la estimulacidn con el péptido corto en mDCs no generd una
respuesta de produccién de citoquinas por los clones MART-1-especificos. Aunque las PBMCs pulsadas
favorecieron un 23% de células productoras de TNFa+, no se observaron LT CD8+ productores de
IFNy+. Esto contrasta grandemente con los resultados del ensayo de tetramero, que exhiben un
porcentaje del 83,6% de células positivas, habiendo utilizado el mismo péptido para el ensamblaje
(figura 49A). Como se ha observado previamente, la proteina recombinante tampoco evidencio una

respuesta efectora de LT CD8+ (figura 49B).

Unicamente los cultivos estimulados con péptido largo, independientemente del coctel empleado
para la maduracidn de las mDCs, favorecieron una amplia respuesta de clones CD8+ doble-positivos.
Esta respuesta fue comparable a la observada en el cultivo que recibié estimulo con PMA/lonomicina
(figura 49B). Teniendo en cuenta que la epitope blanco estd inmersa en este péptido largo sintético

de 25 aminodcidos, este resultado podria sugerir un fendmeno de presentacion cruzada.
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Figura 49. Clones CD8+ MART-1-especificos productores de citoquinas cultivados con MoDCs estimuladas con
diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de puntos
correspondientes al analisis de A. Clonos CD8+ T-MART-1+; B. la produccién de IFN-y y TNFa por clones CD8+
MART-1- especificos cultivados con MoDCs estimuladas con distintos formatos del antigeno de MART-1 bajo

distintas condiciones de maduracién.

13.7.3 Expresion de PD-1 en clones de LT CD8+ no se asocia con estimulo antigénico reciente

Después de 24h de cultivo, se evaluaron los clones CD8+ MART-1+ para los marcadores de activacién
CD25, CD69, CD137 y CD154 (figura 50). Para CD25, CD69 y CD137 se observd un incremento marcado
luego del estimulo con péptido largo, independientemente del estimulo de maduracién (figuras 50A -
C). Este resultado es coherente con los hallazgos del protocolo de ICS, donde este estimulo generé una

respuesta efectora a su vez reflejada en el fenotipo del clon CD8+.

Por otro lado, el incremento de CD154 podria estar relacionado con el coctel utilizado, ya que se vio
un aumento en las al-mDCs sin estimulo antigénico y pulsadas con péptido largo (figura 50D). Este

incremento se dio en menor medida para los cultivos Std y LPS estimulados con péptido largo.
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Figura 50. Evaluacion de marcadores de activacion de clones CD8+ MART-1-especificos cultivados con MoDCs
estimuladas con diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas de
barras que representan los porcentajes de clones T CD8+ A. CD25+, C. CD137+ y D. CD154+. B. Representa la

MFI del marcador CD69 en los diferentes cultivos.

En el caso de los marcadores de agotamiento, se observd una expresidn generalizada de PD-1 en los
clones para casi todos los cultivos, incluyendo los controles de mDCs (figura 51A). CTLA-4 tuvo un
aumento marcado en los cultivos a1 y Std estimulados con péptido largo, sin incremento en las demas

condiciones (figura 51B).
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Finalmente, el marcador LAG-3 mostré una expresiéon predominante en los cultivos estimulados con
el coctel al y LPS, no siendo asi para el coctel Std (figura 51C). Sin embargo, se mostrd
consistentemente elevado en los cultivos estimulados con péptido largo, independientemente del
coctel de maduraciéon empleado, hecho posiblemente relacionado con el fenotipo de clon activado y

la produccion de citoquinas (figura 49C).
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Figura 51. Evaluacion de marcadores de agotamiento de clones CD8+ MART-1-especificos cultivados con
MoDCs estimuladas con diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones. Diagramas

de barras que representan los porcentajes de clones T CD8+ A. PD-1+, B. CTLA-4+ y C. LAG-3+.
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13.8 mRNA de las proteinas MART-1 y NY-ESO-1 es expresado en las lineas
tumorales MALME-3M y SKMEL-37 respectivamente

Se realizé una RT-PCR de punto final para evaluar la expresion del mMRNA de MART-1 y NY-ESO-1 en las
lineas tumorales MALME-3M, CRL2338 y SKMEL-37 (figura 52). Como control de amplificacion se
utilizé el gen de la proteina constitutiva B-actina (230bp), positivo para todas las lineas evaluadas. En
la linea MALME-3M se evidencido mRNA de MART-1, pero no de NY-ESO-1, resultados que concuerdan
con los reportes de la literatura (132-134). La tabla suplementaria 3 muestra la concentracién y pureza
de los mRNAs utilizados. CRL2338 se utiliz6 como control negativo, representado en la ausencia de
MRNA para los genes de interés (figura 52). Por ultimo, la linea SKMEL-37 expresé6 mRNA de ambas
proteinas. Si bien esta linea se ha descrito como MART-1(-)(136-138) y NY-ESO-1+ (135, 138), se ha
reportado expresién del mMRNA de MART-1 a bajos niveles (155). Esto posiblemente obedece a que
MART-1 es un marcador de diferenciacion melanocitica (156), presente en una gran variedad de

melanomas (35).

A
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Figura 52. RT-PCR de punto final revelada en gel de agarosa al 2%. Las imagenes muestran el resultado de la
RT-PCR de punto final para evaluar la expresion del mRNA de las proteinas MART-1 y NY-ESO-1 en las lineas
tumorales MALME-3M, SKMEL-37 y CRL2338. Como control positivo de amplificacion se utilizé el gen de B-actina
(230bp) (marcado con la flecha €); y adicionalmente se utilizéd un segundo control de amplificacién por medio
del gen constitutivo RPS18, cuya amplificacion no resulté tan evidente (carriles 2, 6 y 10 en A). En el marcador
de peso molecular (MP) se indican con asterisco (*) las bandas 300bp (arriba) y 200bp (Abajo). En A: (1) MALME-
3M Ractina (€); (2) MALME-3M RPS18(-); (3) MALME-3M MART-1 (178bp) (1); (4) MALME-3M MART-1 (253bp)
(L); (5) CRL2338 Ractina (€); (6) CRL2338 RPS18 (-); (7) CRL2338 MART-1 (178bp); (8) CRL2338 MART-1 (253bp);
(9) SKMEL-37 Ractina (€); (10) SKMEL-37 RPS18 (-). En B: (1) MALME-3M Ractina (€); (2) MALME-3M NY-ESO-
1 (217bp); (3) CRL2338 Ractina (€); (4) CRL2338 NY-ESO-1 (217bp); (5) SKMEL-37 Ractina (€) ; (6) SKMEL-37
MART-1 (178bp) (4); (7) SKMEL-37 MART-1 (253bp) (4); (8) SKMEL-37 NY-ESO-1 (217bp) (). Imagenes

representativas de tres ensayos independientes.
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13.9 Agentes quimioterapéuticos ejercen efecto citotdxico sobre lineas

tumorales tratadas

La determinacién de la ICso y el efecto citotdxico de cada farmaco sobre cada una de las lineas

tumorales trabajadas se realizd conforme a la metodologia descrita en la seccion 12.2.13. Se

establecié el porcentaje de viabilidad y mortalidad en funcién de la concentracién del farmaco

utilizado en cada experimento y con base en esto se calculd la ICso, que corresponde a la concentracion

del agente quimioterapéutico que reduce al 50% la viabilidad celular en un tiempo determinado. En

la figura 53 se muestran resultados representativos de los ensayos realizados, y se indica la 1Cso

obtenida una vez aplicado el modelo de analisis. Para cada linea con cada farmaco se realizaron al

menos 3 experimentos independientes. En la tabla 4 se muestran las ICso calculadas para cada linea

tratada con los agentes mencionados. En la figura suplementaria 11 se muestran curvas

representativas de los ensayos realizados.
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Figura 53. Efecto citotdxico de agentes quimioterapéuticos sobre lineas tumorales y determinacion de ICs,. A.

Analisis de regresidn no lineal empleando la curva log(inhibidor) vs respuesta (pendiente variable) y célculo de

ICso para carboplatino. El valor de R? refleja el ajuste de los datos experimentales en el modelo empleado. B.

Concentraciones utilizadas de carboplatino y porcentajes de mortalidad y viabilidad obtenidos. La desviacidn

estandar (SD) registrada se calculd respecto a la viabilidad. Este set de graficas es representativo de 3

experimentos independientes para cada farmaco en cada linea.
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Tabla 4. ICsp calculada para cada linea tumoral tratada con distintos agentes
quimioterapéuticos

Linea tumoral Farmaco ICs0 (UM)* Cl 95%?2
MALME-3M Doxorrubicina 4,022 2,974 -5,377
Carboplatino 97,88 62,16 - 146,4
Paclitaxel 7,189 6,144 - 8,528
CRL2338 Doxorrubicina 5,533 4,396 - 6,703
Carboplatino 477,5 422,5-542,3
Paclitaxel 7,037 4,431 -9,480
SKMEL-37 Doxorrubicina 6,745 3,469 - 12,65
Carboplatino 132,6 73,81-185,3
Paclitaxel 10,13 8,097 -12,71

113 ICso se calculd con base en 3 experimentos independientes

Zintervalos de confianza del 95%

Una vez establecidas las ICso para cada linea tratada con los tres farmacos distintos, se procedié con
los experimentos de sinergia empleando combinaciones de farmacos, induccidén de muerte celular y

evaluacion de traslocacion de CRL a la membrana celular.

13.10 Combinacién de farmacos no evidencia efecto sinérgico

Se evalud el efecto de la combinacidon de los farmacos doxorrubicina, carboplatino y paclitaxel
mediante ensayos de sinergia, como se describié en la seccion 12.2.14. El objetivo de este ensayo es
determinar si las combinaciones de estos farmacos (doxorrubicina + carboplatino; carboplatino +
paclitaxel; doxorrubicina + paclitaxel) podria tener un efecto sinérgico en la citotoxicidad sobre las
lineas tumorales tratadas. En la figura 54 se observa un ejemplo representativo del informe y las curvas
dosis-respuesta obtenidas de una de las combinaciones de farmacos usadas, tras analizarse en la

plataforma synergyfinder.fimm.fimm.fi.

Mediante las curvas obtenidas para cada farmaco independiente, el algoritmo calcula el ZIP score que
establece si la combinacién de medicamentos es antagdnica, aditiva o sinérgica. Este analisis se llevd
a cabo al menos una vez para cada combinacion en cada linea tumoral. En la tabla 5 se muestran los

ZIP score obtenidos para cada combinacidn de farmacos en cada linea tumoral tratada.
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Figura 54. Analisis dosis-respuesta de la combinacion carboplatino + paclitaxel como tratamiento sobre la linea
tumoral SKMEL-37. La figura muestra la curva dosis respuesta para el agente carboplatino (A) y paclitaxel (B). C.
Matriz dosis-respuesta para la combinacién de farmacos. D. mapa de sinergia obtenido en el analisis realizado.
El recuadro sobre el mapa sefiala el drea con mayor puntaje ZIP score para esa ventana de dosis en la

combinacién de farmacos.
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Tabla 5. Evaluacidn del efecto sinérgico de la combinaciéon de agentes quimioterapéuticos sobre
lineas tumorales

Linea tumoral Combinacién ZIP score’ = Efecto? Areamdas  Dosis drea mas Efecto?
de farmacos sinérgica® sinérgica*
MALME-3M Carboplatino + -5,85 Aditivo 5,82 312,5uM (C) + Aditivo
Paclitaxel 3,1uM (P)
CRL2338 Carboplatino + 2,33 Aditivo 13,31 1250 uM (C) + Sinérgico
Paclitaxel 3,1uM (P)
SKMEL-37 Carboplatino + -2.71 Aditivo 2,76 156,2 uM (C) + Aditivo
Paclitaxel 1,6 uM (P)
MALME-3M Doxorrubicina + 5,57 Aditivo 30,26 625 uM (C) +1,9 Sinérgico
Carboplatino uM (D)
CRL2338 Doxorrubicina + -4,1 Aditivo 10,93 78,1uM (C) +5,6 Aditivo
Carboplatino M (D)
SKMEL-37 Doxorrubicina + -6,27 Aditivo 6,03 78,1 uM (C)+3 Aditivo
Carboplatino M (D)
MALME-3M Doxorrubicina + -9,07 Aditivo 0,26 30 uM (P)+1,9 Aditivo
Paclitaxel M (D)
CRL2338 Doxorrubicina + -5,07 Aditivo 5,28 1,9 uM (P) +60 Aditivo
Paclitaxel uM (D)
SKMEL-37 Doxorrubicina + -7,31 Aditivo 0,46 15uM (P) + 3,8 Aditivo
Paclitaxel uM (D)

171P score general obtenido para la combinacién de farmacos mencionada

2 puntaje menor a-10 indica que la interaccidon es probablemente antagdnica, entre -10y 10 la interaccidn es probablemente
aditiva y >10 la interaccion es probablemente sinérgica.

3 el 4rea mas sinérgica representa la ventana de dosis en la matriz dosis-respuesta que cuenta con mayor puntaje ZIP score
calculado, como se sefialé en la figura 54

4 combinacién de dosis de los farmacos empleados en la que se observo el area mas sinérgica

13.11 Lineas tumorales tratadas expresan CRL y Anexina V en superficie

Con base en las ICso obtenidas para cada farmaco, se examind la expresion de CRL y Anexina V en
células tumorales tratadas. Aunque los tres farmacos favorecieron el aumento en la CRL de superficie,
la linea MALME-3M exhibid un incremento significativo tanto en la expresién de CRL como de Anexina
V con carboplatino, respecto al control de células vivas (figuras 55A - E). También se vio un aumento
de CRL en las células tratadas con doxorrubicina (figura 55D), sin embargo, solo el carboplatino indujo
una fuerte expresién de Anexina V (figuras 55 A, Cy E). Los porcentajes de células CLR+ y Anexina V+

muestran resultados similares (figuras suplementarias 12A y B).
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Figura 55. Expresion de CRL y Anexina V en lineas tumorales tratadas con agentes quimioterapéuticos. A.
Diagrama de puntos representativo de la distribucion de poblaciones luego del tratamiento con agentes
guimioterapéuticos, en este caso carboplatino, sobre la linea MALME-3M. Q1: necrosis; Q2 apoptosis tardia, Q3
apoptosis temprana; Q4 células viables. B. Histogramas representativos de la expresiéon de CRL en la linea
MALME-3M evaluado en células no tratadas, tratadas con carboplatino y paclitaxel. C. Histogramas
representativos de la expresién de Anexina V en células de la linea MALME-3M no tratadas y tratadas con los
tres agentes quimioterapéuticos. D — I. Diagramas de dispersion con barras representativos da la MFI obtenida
para CLRy AnexinaVen DyE. linea MALME-3M, Fy G. linea SKMEL-37; H e l. linea CRL2338. El andlisis estadistico
para cada grupo se llevo a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, (p<0.05), n=3, las barras

representan la media de 3 réplicas independientes del experimento + SEM.

En el caso de la linea SKMEL-37 se observd una expresidn significativamente alta de Anexina V en las
células tratadas con doxorrubicina y paclitaxel, y una tendencia al incremento luego del tratamiento
con carboplatino (figura 55G). No se observan diferencias significativas en la expresién de CRL con los
medicamentos empleados (figura 55F), aunque hay una tendencia de un ligero incremento en los tres
tratamientos empleados. Los porcentajes de células CLR+ mostraron una tendencia mayor con
carboplatino (figura suplementaria 12C), y el porcentaje de células Anexina V+ mostraron incrementos

similares a los observados con la MFI (figura suplementaria 12D).

Para la linea CRL2338, aunque se percibe una elevacion en la expresion de CRL con los tres
tratamientos, a nivel estadistico solo se observa una tendencia cuando son tratadas con paclitaxel
(figura 55H). Los porcentajes de células CLR+ exhiben una tendencia al aumento con paclitaxel, que es
estadisticamente significativo respecto a la doxorrubicina (figura suplementaria 12E). Anexina V
muestra una tendencia cuando la linea es tratada con carboplatino, aunque impresiona un incremento

similar en la linea tratada con paclitaxel (figura 55I).

13.12 Carboplatino y paclitaxel favorecen la fagocitosis de células MALME-3M por

iDCs y el incremento en la expresion de marcadores de maduracion

Con base en los resultados obtenidos respecto a la expresidn de CRL, se seleccionaron células de la
linea MALME-3M tratadas con carboplatino y paclitaxel, y se llevé a cabo un ensayo de fagocitosis.

Este perseguia determinar las diferencias en la captura de células tratadas y no tratadas por parte de
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iDCs (figura 56) y el efecto de este fendmeno en la expresion de marcadores de maduracion (figura
57). En el andlisis se pudo evidenciar que dentro de la poblacion CD11c+ se detectaron células HLA-
DR+ CFSE+ en los cultivos de iDCs + MALME-3M vivas (2,12%), porcentaje incrementado en los cultivos
gue emplearon células tumorales tratadas con agentes quimioterapéuticos: carboplatino (4,98%) y

paclitaxel (4,22%) (figura 56).

A

MALME-3M CTFR+ mDCs NE iDCs + MALME-3M CTFR-

CellTrace™ Far Red - APC

>

HLA-DR - PE/Texas Red

Figura 56. Ensayo de fagocitosis de células MALME-3M por iDCs. Diagrama de puntos representativo del ensayo
de fagocitosis realizado con MoDCs CD11c+HLA-DR+ y células MALME-3M CTFR+ vivas o tratadas con

carboplatino o paclitaxel.

Sobre las poblaciones CD11c+HLA-DR+CTFR+ se realizd el analisis de los marcadores de maduracion
CD80 y HLA-DR, que reflejan el grado de maduracidn de las MoDCs luego del proceso de fagocitosis.
Este analisis mostré un incremento de CD80 (figuras 57Ay B) y HLA-DR (figuras 57Cy D) en los cultivos
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gue emplearon tumores tratados con carboplatino y paclitaxel. Dicha expresidn alcanzd niveles iguales
o superiores a los observados en mDCs maduradas con el coctel LPS. Por el contrario, las iDCs
estimuladas con células tumorales vivas, expresaron estos marcadores en niveles similares a las iDCs

(figuras 57 A-D).
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Figura 57. Expresion de marcadores de maduracién en la poblacion CD11c+HLA-DR+CTFR+. A. Histogramas
correspondientes la expresion de CD80 en las distintas condiciones de cultivo. B. Diagramas de barras de la
expresion de CD80 en las diferentes condiciones de cultivo. C. Histogramas correspondientes a la expresion de
HLA-DR en las distintas condiciones de cultivo. D. Diagramas de barras de la expresion de HLA-DR en las

diferentes condiciones de cultivo. Esquemas correspondientes a un Unico ensayo.
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13.13 Clones de LT CD8+ MART-1-especificos estimulados con mDCs cargadas

con células tumorales no evidencian presentacién cruzada el antigeno

Finalmente, se llevd a cabo un ensayo de presentacidn cruzada del antigeno, que perseguia determinar
la capacidad de clonos CD8+ especificos para la epitope inmunogénica de MART-1, de generar una
respuesta efectora citotdxica al enfrentarse con MoDCs estimuladas con células tumorales MALME-
3M que expresan la proteina MART-1. Como control positivo de presentacién cruzada se utilizaron
LPS-mDCs pulsadas con el péptido largo de MART-1, y como control negativo se utilizaron MoDCs
estimuladas con células tumorales de la linea CRL2338, cancer de mama que no expresa MART-1. Este
ensayo se realizd en el mismo experimento de la seccién 13.7.2. No se observd una respuesta efectora
de los clones en ninguno de los cultivos estimulados con células tumorales, respecto los controles

establecidos (figura 58).
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Figura 58. Evaluacion de la produccién de citoquinas en el ensayo de presentacion cruzada del antigeno.
Diagrama de puntos de las poblaciones productoras de IFNy y TNFa en el ensayo de presentacién cruzada del
antigeno, que muestra clones CD8+ estimulados con (de izquierda a derecha): LPS-mDCs no pulsadas, iDCs
estimuladas con células de la linea MALME-3M, iDCs estimuladas con células de la linea CRL2338 (en ambos

casos posteriormente maduradas con el coctel LPS) y LPS-mDCs estimuladas con péptido largo.

También se evaluaron los marcadores de activacion, agotamiento y memoria. Las poblaciones CD137+
solo se incrementaron en el cultivo estimulado con péptido largo y en CD154 no se observaron
diferencias (figuras 59 Ay B). Como en observaciones previas, CD69 se incrementé ligeramente en los

cultivos que emplearon MoDCs como presentadoras (figura 59 Cy D).
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Figura 59. Evaluacion de marcadores de activacion en el ensayo de presentacion cruzada del antigeno. La figura
muestra los diagramas de puntos correspondientes a los marcadores CD137 (A) y CD154 (B). C. Histogramas

obtenidos para el marcador CD69. D. Representacion grafica de la MFI de CD69.
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En el analisis de los marcadores de agotamiento, se observé un incremento generalizado de PD-1y
LAG-3, sin diferencias notables entre las diferentes condiciones de cultivo (figura 60A y C). Para el
marcador CTLA-4 se observd un ligero incremento en el control tumoral negativo y el péptido largo

(figura 60B).
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Figura 60. Evaluacion de marcadores de agotamiento en el ensayo de presentacion cruzada del antigeno. La
figura muestra los diagramas de puntos correspondientes a los marcadores PD-1 (A), CTLA-4 (B) y LAG-3 (C)

expresados en los 4 cultivos evaluados.
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Finalmente, y como se observd en ensayos previos, la distribucidn de las poblaciones de memoria no

sufrié cambios (figura 61).
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Figura 61. Evaluacion de subpoblaciones de memoria en el ensayo de presentacion cruzada del antigeno.

Diagrama de puntos de las subpoblaciones de memoria, representadas asi: Q1. Tem, Q2 Tem, Q3 Tn y Q4 Temra.
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14 DISCUSION

La inmunoterapia ha surgido como una estrategia prometedora en la lucha contra el céncer, y las
células dendriticas (DCs) se han destacado como una de las estrategias de coadyuvancia mas
estudiadas, gracias a su papel en la activacion de respuestas efectoras antitumorales. No obstante, el
extenso analisis de las DCs como herramienta de inmunoterapia ha enfrentado desafios relacionados
con la complejidad inherente al disefio y la preparacion de vacunas basadas en estas APC. La
complejidad que reviste este proceso no solo se asocia a los métodos utilizados para la obtencidn de
DCs a partir de otras poblaciones celulares, sino que implica considerar las condiciones del cultivo en
las que estas células se derivan y maduran. Todas las variables involucradas en la manipulaciéon ex vivo
de estas APC, incluyendo el estimulo antigénico en términos de tipo y formulacién, pueden tener un

impacto especifico para cada donante.

Con motivo del uso de los neoantigenos como terapia personalizada contra el cancer, se ha reconocido
gue las tendencias en inmunoterapia versan sobre intervenciones especificas segun el perfil genético
y molecular del tumor de un paciente particular (157). A esto se suma la variabilidad en la respuesta
inmunitaria entre los individuos y la falta de predictibilidad de su eficacia con un tratamiento o
adyuvante determinado (158). Mientras algunos pacientes pueden responder de manera robusta,
otros, dependiendo de diversas circunstancias, pueden mostrar una respuesta limitada. En este
sentido, se requiere de amplios estudios de caracterizacidn individual para comprender qué tipo de
pacientes pueden beneficiarse de ciertas estrategias y en qué condiciones deben ser tratadas o
estimuladas sus células. Estas respuestas diversas explicarian el por qué este tipo de abordajes

terapéuticos carecen de criterios estandarizados y universalmente aceptados.

En este proyecto, comparamos los efectos de diferentes formatos de antigenos y combinaciones de
cocteles de maduracién con los cuales se estimularon MoDCs, con el fin de establecer su efecto sobre
la respuesta efectora de LT CD8+. Dada la naturaleza de la presentacién antigénica, este primer
abordaje implicé la eleccion del haplotipo HLA-A*02:01, uno de los mas comunes en la poblacién
general, con cerca de un 20% de frecuencia en centro y Suramérica (159). Esto mejora las posibilidades
de obtener muestras de individuos comparables, ademds de contar con la amplia disponibilidad de

herramientas estandarizadas para ensayos inmunoldgicos en este haplotipo, como el tetramero.

Por otro lado, fueron seleccionados antigenos modelo ampliamente caracterizados y con suficiente

evidencia de su inmunogenicidad, proporcionando una base sobre las respuestas inmunoldgicas
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esperables. La eleccidon de antigenos modelo como CMV, MART-1 y NY-ESO-1 simplifica la adquisicion
de los elementos necesarios para el enfoque experimental, como lo son los péptidos sintéticos o la

proteina recombinante completa asociada a estos antigenos.

El conocimiento sobre la inmunidad ‘cldsica’ de CMV permite apalancarse en el hecho de que los
huéspedes con infeccién aguda o persistente suelen inducir respuestas de LT a epitopes especificas
(31), que se mantienen a largo plazo en frecuencias elevadas, especialmente en poblaciones CD8+ (30,
160). En este proyecto se utilizd6 como primer antigeno modelo la epitope inmunodominante de la
proteina estructural pp65, con la cual fue posible evidenciar expansiones considerables de hasta 10
veces el porcentaje inicial de LT CD8+ especificos contra este antigeno. Esto permitid obtener un
numero suficiente de LT CD8+, que posibilitaron un analisis robusto por citometria de flujo y facilité la

interpretacion de los resultados.

Utilizando el mismo enfoque, se implementd la expansién de LT CD8+ especificos para MART-1 en el
donante LAND33, logrando un incremento de los precursores de aproximadamente siete veces en
comparacién con la linea no estimulada. Este aumento en el nimero de células demuestra la
inmunogenicidad del péptido utilizado y la multiplicacion selectiva de LT CD8+ especificos. Estos
resultados corroboran los datos documentamos en la literatura cientifica (38). Como era esperable, la
identificacién de donantes sanos portadores de LT CD8+ especificos para antigenos tumorales
constituye una tarea laboriosa que implica la evaluacidn de un amplio grupo de personas, dado el bajo

porcentaje de LT especificos contra dichos antigenos.

El donante MER, en quien se evalud la presencia de LT CD8+ NY-ESO-1-especificos por tetramero, se
trata de un paciente con diagnéstico de cancer de mama (152), por lo cual se presume que su
condicién de base afecté la funcionalidad y capacidad de expansién de los LT circulantes (161, 162). A
diferencia de MART-1, NY-ESO-1 es una proteina que en condiciones normales se expresa Unicamente
en sitios inmunolégicamente privilegiados como testiculo y placenta, y no se encuentra presente en

otros tejidos sanos (9). Esto dificulta obtener LT CD8+ NY-ESO-1-especificos en donantes sanos.

Una vez lograda la expansidon de LT CD8+ especificos, se caracterizd la maduracién de MoDCs en dos
escenarios: luego de la estimulacién con el coctel LPS en 4 donantes y utilizando tres cocteles distintos
en un solo donante (LAND42). Esta ultima evaluacion también se realizé para el donante LAND43 en
un solo experimento, considerando que estas MoDCs se utilizarian como presentadoras para el

experimento con clones de LT CD8+. El analisis conjunto de los seis donantes demostré que el coctel
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LPS induce un aumento notable de los tres marcadores de maduracién, aunque estos incrementos
difieren en magnitud segun el donante. La heterogeneidad individual se hizo especialmente evidente
cuando se compararon los tres cocteles en MoDCs del donante LAND42, ya que el marcador CD83 no

mostrd los niveles observados en otros donantes para los cocteles al y Std.

CD83 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas (163), y ha sido considerado como
uno de los marcadores de maduracidn mas importantes (164-166). En la literatura se ha descrito una
expresién incrementada de este marcador en las Std-mDCs respecto a las al-mDCs (167). Lo anterior
pudo evidenciarse en los resultados obtenidos para el donante LAND43 (seccién 13.7.1). Sin embargo,

es escasa la bibliografia que relaciona la expresién de CD83 con el coctel de maduracion utilizado.

Contrariamente, CD80 tuvo un comportamiento reproducible para todos los donantes y fue el
marcador que mostrd los mayores incrementos con los tres cocteles de maduracion empleados,
especialmente para el coctel LPS. Para LAND43, el coctel Std favorecié notablemente la expresion de
CD80, a niveles comparables a los inducidos por el coctel LPS. Junto con CD86, CD80 es una de las
principales moléculas coestimuladoras de las mDCs, quienes expresan niveles elevados de estos
marcadores encargados de proporcionar la sefial necesaria para la activacion, expansion (sefial 2) y

diferenciacién de LT, gracias a su union con CD28 (168).

Por ultimo, CD54 corresponde a un ligando para el complejo LFA-1, fundamental para el contacto
célula a célula y la sinapsis inmunoldgica (169, 170). Se ha definido como un marcador de activacion y
maduracién de APCs (171). De forma similar a CD80, este marcador reflejo incrementos notables luego
con los estimulos de maduracidn, por lo cual constituye un indicador fiable del efecto de los cocteles
sobre la maduracion de MoDCs. Sin embargo, CD54 no puede utilizarse para evaluar maduracién en
un ensayo de fagocitosis, ya que algunas lineas tumorales pueden expresar esta molécula de adhesion
(151, 169, 170), lo que interfiere con su analisis en MoDCs (datos no mostrados de ensayo de

fagocitosis).

Con base en los resultados obtenidos, los marcadores CD80, CD83 y CD54 reflejan adecuadamente el
estado de maduracién de las MoDCs para la mayoria de los donantes. Cabe resaltar que existe una
heterogeneidad individual y se dan algunas excepciones, como en el caso de CD83 para el donante
LANDA42. Desde este punto de vista, surge la pregunta sobre la importancia de una caracterizacién
‘personalizada’ de la maduracién, ya que esta puede verse afectada de manera donante-dependiente

segun el estimulo de maduracidn utilizado. Esto podria tener impactos positivos en el disefio de
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estrategias de maduracion, proporcionando informacion valiosa para el refinamiento de los enfoques

terapéuticos basados en MoDCs.

Una vez caracterizada la maduraciéon de MoDCs, se continud con la evaluacion de su efecto sobre
poblaciones de LT CD8+ antigeno-especificas estimuladas con distintos formatos del antigeno. La
evaluacion de tres donantes con LPS-MoDCs para el antigeno de CMV mostré que, para todos los casos
y como era esperable, el péptido corto de la epitope inmunogénica favorecié una respuesta efectora
notable. Se observaron resultados similares con el péptido largo, en ambos formatos con predominio
en la produccion de IFN-y. Dado que la produccidn de esta citoquina se dio en un periodo corto de
tiempo luego del estimulo antigénico (6 h), es probable que la respuesta sea de LT CD8+ de memoria
(57, 59-61). Es importante sefialar que la subpoblacion predominante fue la de LT CD8+ IFN-y+ TNFa+,
y aunque no se evalué la produccién de IL-2 en este proyecto, este hecho refuerza la idea de la
presencia de LT CD8+ polifuncionales (64-66). Por otra parte, de forma generalizada se observaron
porcentajes muy bajos de LT CD8+ IFN-y- TNFoa+, lo que indica que la respuesta efectora

probablemente no esta dada por poblaciones LTy (57, 59-61).

A diferencia de los péptidos, la proteina recombinante pp65 no favorecié respuestas potentes de
citoquinas a las concentraciones utilizadas. Esto guarda relacién con que los antigenos complejos
pueden sufrir procesos de degradacién dentro de la iDC durante el procesamiento, disminuyendo las
probabilidades de presentar la epitope inmunogénica blanco. En ese sentido, el incremento en Ila
concentracidn de la proteina utilizada podria mejorar las probabilidades de una respuesta en este
modelo in vitro. De otro lado, la duracién del estimulo de las iDCs con la proteina, antes de la
maduracién, podria jugar un papel clave en el proceso de degradacién, ya que una disminucién de
este tiempo (entre 8 y 16 horas, y no 24h como se hizo en este proyecto), podria promover la

presentacién cruzada, como reporté Alloatti et. al (2016) (128).

A pesar de estos resultados, la produccidn de citoquinas en el cultivo de la proteina recombinante fue
ligeramente mayor que en los controles negativos utilizados (PBMCs y mDCs sin estimulo antigénico).
Esto fue especialmente evidente para el donante LAND42, en cuyo caso se encontrd significancia
estadistica entre las mDCs sin estimulo antigénico y con la proteina recombinante. Este hecho sugiere
gue, aunque en porcentajes bajos, se estd produciendo una presentacion cruzada del antigeno. Sin
embargo, en dos de tres donantes esta respuesta estuvo dada predominantemente por LT CD8+
monofuncionales productores de IFN-y. La literatura ha sugerido que estos se asocian a una baja

capacidad de proliferacién y un pobre control viral (64), por lo cual se hace necesario explorar los
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mecanismos que explican las razones por las que este formato del antigeno orienta a una respuesta

menos efectiva.

A nivel de subpoblaciones de memoria, no se observd una franca diferenciacién hacia fenotipos
efectores en ninguno de los donantes luego de los estimulos empleados. Es posible que esto se
relacione con los porcentajes de células antigeno-especificas presentes en cada donante, que
comprenden menos del 10% del total de LT CD8+. Dado que el andlisis no se realizé sobre los LT CD8+
T-CMV+, que son la poblacién directamente afectada por el estimulo antigénico, la diferenciacion a
células efectoras no se da para el general de la poblacion de LT CD8+, lo que dificulta evidenciar dicha

diferenciacion en las poblaciones antigeno-especificas. Esto también se vio para el donante LAND42.

El andlisis manual de estos ensayos sugiere que los cocteles de maduracién tienen un efecto limitado
sobre la respuesta inducida por los formatos del antigeno. Sin embargo, el coctel Std se sitia como
una buena alternativa para el donante LAND42, por cuanto provocé la respuesta mas robusta y
reproducible con porcentajes adecuados de LT CD8+ IFN-y+ TNFa+ e IFN-y+ TNFa-. Esto cobra
particular importancia al correlacionarlo con los resultados de la caracterizacion de Std-mDCs, ya que
estas mostraron la menor expresion de marcadores de maduraciéon en comparacion con los otros dos
cocteles. Lo anterior implica que expresidon mas elevada de moléculas coestimuladoras, como ocurre
en las LPS-mDCs, podria no representar una ventaja para la induccién de respuestas efectoras de
citoquinas en LT CD8+. Esto también se refuerza con los hallazgos del algoritmo CITRUS, que, aunque
se hizo sobre el conjunto de todos los formatos del antigeno para cada coctel, insistié en que el coctel
Std podria conferir un beneficio en la expansién de poblaciones de LT CD8+ productores de citoquinas
para este donante. Las demds comparaciones se vieron afectadas por la amplia variabilidad en los

resultados del coctel al.

A nivel de antigenos tumorales como MART-1, desafortunadamente no se observd produccién de
citoquinas luego de la estimulacién con los formatos del antigeno en células del donante LAND33. Esto
se explicaria en que se trata de un donante sano, y la subpoblacion de LT CD8+ especifica para este
antigeno probablemente tenga un fenotipo LTn. Por lo tanto, la respuesta efectora podria requerir un

tiempo mas prolongado de cultivo para alcanzar una diferenciacion funcional.

Como era esperable, los clones de LT CD8+ especificos de CMV mostraron una respuesta marcada a la

estimulacién con péptidos. Estas células fueron obtenidas por la técnica de dilucién limite (153). Asi,



120

estas poblaciones suelen ser células terminalmente diferenciadas, con un fenotipo EM y EMRA.
Aunque la respuesta de estos clones fue altamente especifica para el péptido corto, el grado de
respuesta fue similar para el péptido largo. Siendo este un péptido de 15aa existen dos explicaciones
para esta respuesta: i) el péptido fue presentado directamente a LT CD8+ sin sufrir un procesamiento

dentro de las APC; ii) se hizo una presentacion cruzada del antigeno.

Para el primer caso, aunque se sabe que el bolsillo del MHC-I es cerrado y limita la longitud de los
péptidos de unién a no mas de 11aa, algunos estudios han sugerido que péptidos ligeramente mas
largos podrian adaptarse al MHC | cambiando su conformacién (172). Sin embargo, también existe la
posibilidad de que este péptido de 15 aa haya sido sometido a un procesamiento en la APC, por lo cual
estariamos ante un fendmeno de presentacién cruzada. Este hecho también se apoya en los resultados
de la proteina recombinante pp65, que indujo una respuesta de citoquinas en porcentajes bajos, pero

superiores a los observados con el control negativo.

Se observaron resultados similares para los clones de LT CD8+ MART-1-especificos, aunque en este
caso, la proteina recombinante no fue capaz de generar ningln tipo de respuesta efectora. Esto pudo
obedecer a la concentracién utilizada o el tiempo de estimulacion (128) como se menciond

anteriormente.

En el caso del clon de NY-ESO-1 se observé una respuesta interesante por cuanto los clones no
respondieron al péptido corto, pero si al péptido largo. Sumado a este resultado, el clon tampoco
mostré células tetramero-positivas, por lo cual podria deducirse que su especificidad correspondia a
una epitope distinta a la indicada. Es probable que la secuencia blanco del clon estuviese inmersa
dentro del péptido largo de 15aa. De este modo, una vez procesado el péptido, pudo generarse y

presentarse dicha epitope, desencadenando la respuesta efectora de los clones.

La comparacion entre cocteles no mostrd diferencias en la produccién de citoquinas de los clones.
Lamentablemente los resultados del péptido corto en el clon de MART-1 no permitieron realizar un
analisis adecuado de la respuesta. Lo anterior podria ser atribuido al vial de péptido utilizado, a algun
tipo de inhibicién en la respuesta o a un estimulo intenso que condujo a muerte celular (76, 77) (ver

expresion de PD-1 en clones mas adelante).

Pasando al analisis de los marcadores de activacion, es necesario mencionar que estos han constituido
cladsicamente un sustrato importante para la caracterizacion del fenotipo efector de LT CD8+. Uno de

los mds importantes ha sido el marcador CD69, como indicador temprano de activacién (70-72, 173).
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Sin embargo, para todos los ensayos realizados se observé un incremento generalizado de CD69 en
los cultivos que utilizaron mDCs como presentadoras. Esto se vio tanto en las réplicas bioldgicas como
en las réplicas experimentales de LAND42. En este ultimo caso, se evidenciaron algunas sutiles
diferencias relacionadas con el formato del antigeno y el coctel de maduracidn. Particularmente, los
cultivos estimulados con proteina, especialmente el cultivo al, evidenciaron la mayor expresion de
este marcador. Por el contrario, los cultivos estimulados con péptidos tuvieron una expresién
ligeramente menor que el control de mDCs sin estimulo antigénico, lo cual no guarda relacién con lo
observado en los ensayos de ICS. El marcador CD25, aunque solo se evalud en el donante LAND42,
mostrd una gran variabilidad entre las réplicas del mismo donante, por lo cual tampoco mostré

correlacidn con los resultados obtenidos en la produccién de citoquinas.

En la literatura se ha sugerido que, ademads de Galectin-1 — presente en las DCS —,existe una amplia
variedad de estimulos que desencadenan la expresion de CD69. Estos comprenden pequeiias
moléculas de activacidn, la interaccién anti-CD3, citoquinas, LPS y proteinas de choque térmico, entre
otros (173). Esto explicaria porqué de forma generalizada se observé un ruido de fondo elevado para
CD69 en los cultivos que utilizaron MoDCs como presentadoras y no PBMCs. Es posible que tanto la
interaccién mDCs-LT como los cocteles de maduracidn utilizados, pudieran inducir de forma temprana
la expresion de CD69 en superficie, sin que esto se relacione con un fenotipo efector productor de
citoquinas. Estos resultados no se ajustan a lo que ha sido descrito en la literatura para otros modelos
experimentales, principalmente de enfermedad autoinmune (71, 73). La comparacién solo mostrd
diferencias a nivel de la proteina, con una expresién ligeramente mayor en el caso de las a1-mDCs. Sin
embargo, no se encontrd literatura que relacionara la expresion de este marcador con los cocteles de

maduracion.

CD25 también podria verse influenciado por citoquinas u otras moléculas pequefias (78, 174),
generando heterogeneidad en los resultados. Dado que CD25 se expresa luego de 24 horas del
estimulo aplicado (67), que fue el punto de tiempo en el que se evaluaron los marcadores de activacion

en este proyecto, seria pertinente examinar su nivel de expresién en un punto de tiempo posterior.

En contraste, CD137 si tuvo un comportamiento relacionado con la produccidn de citoquinas en los
ensayos de los cuatro donantes. Esto confirma lo documentado en la literatura (80, 83, 84), siendo
este marcador un reflejo adecuado de la respuesta efectora de LT activados. Resultados similares se

obtuvieron para el donante LAND42 en los cocteles al y Std, pero no para el coctel LPS, en el que se
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vio una amplia variabilidad. Lo anterior sugiere que este coctel de maduracién podria tener algin

impacto en la expresion de este marcador para este donante.

CD154 se mostrd heterogéneo entre los donantes a nivel de la poblacién general de LT CD8+. Las
diferencias significativas observadas en la subpoblacién de LTcm para los distintos cocteles, sugiere
gue estos podrian incidir en el grado de expresion de CD154. Por otra parte, tanto en el andlisis manual
de marcadores como en CITRUS, la proteina recombinante favorecié una regulacion al alta de CD154
en poblaciones CD8-, hecho que no ocurrié con otros formatos. Esto se ajusta a lo reportado en la
literatura las poblaciones CD4+ (88, 92, 95-97), que ademas corresponde a lo esperable para un

formato del antigeno complejo.

Otro hallazgo relevante fue el incremento de CD137 en poblaciones de LT CD8- luego de la
estimulacién con péptido corto para los cuatro donantes. Si bien los péptidos cortos histéricamente
han sido asociados a la presentacién en clase |, favoreciendo la induccién de respuestas citotdxicas
(175), algunos estudios han reportado respuestas de LT CD4+ a péptidos cortos para modelos
infecciosos (176, 177). El primer informe para antigenos tumorales se dio para un péptido de 10aa de
MART-1, que se considerd una epitope minima de LT CD4+ (178), ademas de que se encontraron LT
CD4+ especificos para el péptido corto de MART-1 en pacientes vacunados con este péptido (179).
Aunque no se ha dilucidado por completo como ocurre la presentacion de estos péptidos en clase I,
es posible que se relacione con el reconocimiento de epitopes minimas poseedoras de los
aminodcidos correctos de anclaje en el MHC de clase Il (180). Otros estudios han evaluado péptidos
cortos derivados de segmentos de secuencias dptimas que han sido reconocidos por LT CD4+, hecho
gue acentua la idea de la flexibilidad del TCR en el reconocimiento de antigenos y el potencial de

reactividad cruzada en el sistema inmune (181, 182).

En cuanto a los marcadores de agotamiento evaluados, en el caso del donante LAND42 hubo un
incremento de PD-1 y CTLA-4 asociados al estimulo con péptidos, especialmente con el péptido corto.
Esto fue cierto para todos los cocteles, aunque las al-mDCs presentaron una amplia variabilidad en
los resultados. Para PD-1, estos resultados se remarcaron en la poblacidn de LTem. Considerando que
no se vio un incremento de PD-1 en los cultivos de mDCs sin estimulo antigénico, es probable que la
expresion de marcadores de agotamiento sean producto de un fenotipo efector activado (102). Esta
expresion podria ser transitoria y su evaluacidon en un punto de tiempo posterior podria mostrar una

disminucién, segun lo reportado en la literatura (116, 118).
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Es importante resaltar que también se evidencié una correlaciéon entre la expresion de PD-1 vy la
expresién de CD69, hecho que corrobora la idea de PD-1 como mecanismo regulador que aparece
como consecuencia de una intensa activacién. Estudios recientes han confirmado la induccién de PD-
1 mediada por CD69 a través de NFAT (183) y también se ha planteado que CD69 puede ser un
predictor de la respuesta PD-1/PD-L1 (184).

En el caso de los clones, CTLA-4 también se asocio a este fenotipo efector; Sin embargo, PD-1 mostrd
una expresién generalizada incluso para los controles negativos de estimulacién. En ese sentido, este
marcador podria ser un indicador de un fenotipo agotado de clones, que encontraria su explicacion
en el mecanismo de generacidn de esta poblacién y su diferenciacion efectora previa (153). Es posible
que el blogueo de este receptor pudiera mejorar los resultados de la respuesta efectora de estos

clones.

Por otro lado, el marcador LAG-3 mostré un comportamiento mas dependiente del tipo de coctel de
maduracién utilizado, ya que se mostré aumentado con los cocteles al y LPS, incluso en los cultivos
que emplearon mDCs sin estimulo antigénico. Por el contrario, el coctel Std mostré la menor expresion
de este marcador independientemente del formato del antigeno empleado. Estos resultados se
correlacionan con la produccidn ligeramente mejorada de citoquinas para este coctel observada en
los ensayos del donante LAND42. Su incremento favorecido por las otras condiciones de cultivo podria
explicar algunos de los resultados negativos obtenidos con las al-mDCs, y parte de la disminucidn

observada para el coctel LPS.

La literatura ha reportado que para el caso de los LT CD4+, la unién de LAG-3 al MHC Il depende de la
expresién de moléculas accesorias y de otras propiedades de las APC, asi como de los péptidos
presentados y los haplotipos de MHC (185, 186). Por otra parte, también se han reportado otros
ligandos de LAG-3 dentro de los que se encuentran lectinas como Gal-3 y LSECtin, expresadas en DCs
(187, 188). Los resultados obtenidos hacen necesario explorar posibles moléculas o ligandos
expresados en distintos tipos de mDCs sobre la expresion de LAG-3 en LT CD8+. El efecto de cocteles
de intensa estimulacion con citoquinas como el al y el LPS, y el marcado incremento de marcadores
de maduracién podria participar en la inducciéon de LAG-3 como mecanismo regulador que as u vez
afecta la respuesta efectora de LT. Esto podria dar luces sobre el rol de los cocteles de maduracién en
la induccién de LAG-3, y por ende en la interferencia sobre ciertas respuestas efectoras de LT CD8+,

evento del cual hay escasa literatura (189, 190).
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En conjunto, los resultados obtenidos en estos ensayos reflejan las particularidades inherentes a la
respuesta de cada donante. Esto sefiala que la inmunologia constituye una disciplina compleja que
reviste dificultades a la hora de estudiar los grupos de individuos. Por esta razdén cobra relevancia el

estudio individual de los donantes en virtud de los nuevos abordajes de medicina personalizada.

Pasando al analisis de células tumorales como formulacidon del antigeno, se pudo establecer la
expresioén de los antigenos de interés por las lineas tumorales utilizadas, lo que permitié su uso como
sustrato de los ensayos realizados. La linea SKMEL-37 expresé mRNA tanto de MART-1 como de NY-
ESO-1, y aunque se ha corroborado la expresion de la segunda en diversas publicaciones (135, 138),
la expresion de MART-1 no ha sido tan ampliamente documentada. Sin embargo, se ha reportado
expresion del mRNA de MART-1 a bajos niveles (155), lo cual se explica en que esta proteina
corresponde a un marcador de diferenciacion melanocitica (156) expresada en una gran variedad de

melanomas (35).

Las lineas tumorales fueron tratadas utilizando distintos agentes quimioterapéuticos, y por medio del
ensayo MTT fue posible determinar las ICso para cada farmaco y para cada linea con los medicamentos
disponibles en el laboratorio. Como era esperable, las dosis establecidas para los tres farmacos fueron
diferentes a las reportadas en la literatura para otros modelos (191-195) y distintas a las establecidas
para otras lineas tumorales en el GI&MT (149). Pese a que en los ensayos realizados no se observaron
efectos sinérgicos empleando las combinaciones de farmacos, fue posible detectar la expresion de
CRL como indicador de ICD (196-199). Estos resultados fueron significativos, especialmente para la
linea MALME-3M. Tanto doxorrubicina (196, 197, 199, 200) como carboplatino (201, 202) y paclitaxel
(203) han sido reportados como inductores de ICD. Los resultados obtenidos son una contribucion al
conocimiento sobre ICD favorecida por estos farmacos en estas lineas tumorales, informacién de la

cual hay escasos reportes en la literatura.

Adicionalmente, la expresién de CLR en la superficie de células MALME-3M promovié la fagocitosis de
estas células apoptodticas por iDCs en una tasa superior a lo observado con células tumorales vivas.
También se vio un notable aumento en la expresion de marcadores de maduracion por DCs que
fagocitaron estas células tratadas. Esto se ajusta a lo reportado en literatura, ya que CRL ha sido
descrita como una sefial candnica de captura por células fagociticas (204, 205), por lo cual su aumento
potenciado por estos farmacos se traduce en una fagocitosis incrementada. Asi mismo, la CLR también
se ha asociado a la mejora en la maduracion de MoDCs (206, 207), tal y como se observo en el ensayo

realizado en este trabajo.
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No obstante, el uso de células tumorales como formulacidn del antigeno, no mostré indicios de una
respuesta efectora asociada a la presentaciéon cruzada del antigeno. Este resultado podria ser
explicado por multiples variables ligadas a la calidad de la respuesta, dentro de las cuales se sefialan:
el ‘exceso’ de co-estimulacién proporcionado por iDCs estimuladas con células tumorales y con
expresidon incrementada de marcadores de maduracidn; la persistencia de moléculas inhibidoras
liberadas por la linea tumoral en el medio de las iDCs; la dificultad en la degradacidon de una
formulacién compleja del antigeno, que diluye la epitope blanco de los clones; o el aumento de
marcadores de agotamiento como PD-1y LAG-3 observado en los clones MART-1+. En conjunto, estos
resultados reiteran en la necesidad de explorar con mayor detalle las condiciones de cultivo utilizadas

para evaluar el fendmeno de presentacién cruzada.

En conclusidn, la inmunologia se configura como una disciplina compleja, amoldada a un extenso
entramado de variables de orden individual o externo. Los resultados de este proyecto sugieren que
el avance hacia una medicina personalizada es cada vez mas evidente, requiriendo un examen
meticuloso del impacto de cada intervencién, incluso desde modelos de estudio in vitro. Como se
observé, la expansion de LT CD8+ estimulados no necesariamente se traduce en respuestas efectoras
mejoradas de produccidn de citoquinas o fenotipo de activacidon ante un estimulo dado. Asi mismo,
una mayor expresion de marcadores de maduracién de MoDCs no necesariamente conducen a una
presentacién del antigeno efectiva. Por lo contrario, la eleccién de un coctel de maduracién o un
formato del antigeno para un individuo pone de manifiesto sutiles diferencias que podrian determinar
si una respuesta inmune es efectiva o no. Esto es aplicable tanto para modelos de antigeno
tradicionales como para la eleccién de antigenos personalizados. Por lo tanto, es crucial evaluar con
detenimiento las diversas interacciones y efectos que pueden variar segun cada individuo, haciendo
un analisis cuidadoso de cada marcador y del efecto de las intervenciones en cada fase del disefio de

vacunas personalizadas.
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15 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos con este trabajo plantearon un panorama general sobre la respuesta inmune
generada con los distintos estimulos y condiciones de cultivo. Sin embargo, para lograr resultados mds
robustos y aplicables, se recomienda considerar los siguientes aspectos para fases futuras del

proyecto:

1. Evaluacion de una muestra mas grande de individuos: una limitacién importante de este
proyecto fue el numero de individuos en el que se analizaron todas las variables,
principalmente para el caso de los antigenos tumorales. Aunque se hizo un analisis
relativamente completo de las respuestas generadas por el antigeno de CMV en combinacién
con diferentes cocteles de maduracién en un solo donante, este mismo abordaje no se
completd para los antigenos tumorales. Esto obedece a la dificultad en la obtencién de
muestras de individuos que pudieran aportar células especificas para estos antigenos.
Adicionalmente, en el modelo viral no se cuenta con el formato de lisado celular. Esto limita
la interpretacidn de los resultados, y es probable que un analisis mas robusto de antigenos
tumorales evidencie diferencias en la respuesta respecto al modelo viral empleado.

2. Evaluacién de antigenos tumorales en células de pacientes: con motivo de los resultados
obtenidos con el paciente MER, se plantea llevar a cabo este abordaje con células de
pacientes, ya que la respuesta observada alberga grandes diferencias con la de los individuos
sanos. En ese sentido, el estudio de estas variables en células de pacientes portadores de
tumores de interés podria contribuir de mejor forma a la aplicabilidad de esta caracterizacion
de la respuesta en el contexto de la inmunoterapia del cancer. No obstante, es importante
resaltar que la informacidn obtenida en donantes sanos es esencial en un intento por construir
una base de datos de la respuesta basal esperada in vitro.

3. Condiciones de cultivo y estimulos utilizados: se hace necesario estandarizar las dosis
utilizadas en algunos de los formatos del antigeno, como fue el caso de la proteina
recombinante y las células tumorales. Es factible que un ajuste de este estimulo pueda
mejorar la respuesta observada e incrementar las posibilidades de observar un fenémeno de
presentacién cruzada del antigeno.

4. Evaluacion de tetrdmero intracelular: una de las limitaciones mas importantes de este trabajo

fue la imposibilidad de medir la produccién de citoquinas y marcadores de activacién en
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células tetramero-positivas. Esto se debe a que el tetrdmero es internalizado por el LT luego
del estimulo con MoDCs durante el cocultivo, y en el laboratorio aun no se cuenta con un
método estandarizado para evaluar tetrdmero intracelular. Por lo tanto, se propone ahondar
en los métodos disponibles para la evaluacién del tetramero en estas condiciones, de forma
gue sea posible caracterizar de manera mas especifica la respuesta efectora de estos LT
antigeno-especificos.

Realizacion de ensayos de citotoxicidad: se propone sumar a marcadores de citotoxicidad al
panel de evaluaciéon del fenotipo efector de LT, ya que esto contribuye a perfilar de manera
mas completa la aplicabilidad de estos abordajes en este y otros modelos in vitro.

Uso de otros sistemas de entrega antigénica: aunque en este proyecto se evaluaron los
formatos del antigeno tradicionales, existen otros sistemas de entrega antigénica en APCs
como es el caso de los métodos de transfeccidon con minigenes o transduccién con lentivirus.
Para estas formulaciones también se hace necesaria una adecuada caracterizacién de las
respuestas generadas, ademdas de observar el efecto que podrian tener los estimulos de

maduracién sobre esta forma de presentacion por parte de MoDCs.
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16 CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con la Resolucion No. 008430 de 1993 (4 de octubre de 1993), ‘por la cual se establecen
las Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas para la Investigacién en Salud en Colombia’; TITULO
I, Capitulo I: de los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos, articulo 11 numeral b, este
proyecto entra en la categoria de Investigacion con riesgo minimo para los donantes. Las células de
los donantes sanos destinadas a los experimentos del proyecto se obtuvieron del Instituto Distrital de
Ciencia, Biotecnologia e innovacion en Salud (IDCBIS) de la ciudad de Bogota y esta institucion fue la
encargada de la toma de la muestra de sangre, como se estipula en el proyecto Optimizacion de las
células dendriticas autdlogas como estrategia de inmunoterapia en pacientes con cdncer aprobado en
la convocatoria 807 de 2018 de Minciencias a cargo de la Fundacién Salud de los Andes y la
Universidad Nacional de Colombia; y en el marco del Convenio de cooperacidén interinstitucional entre
la facultad de Medicina y el IDCBIS. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio del GI&MT en
las instalaciones de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, manteniendo la
confidencialidad de los datos, realizando una disposicion adecuada de los desechos quimicos y
bioldgicos resultantes; y utilizando los equipos e instalaciones adecuadas del laboratorio. Este
proyecto fue avalado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de

Colombia mediante el acta 006 del 13 de abril de 2023 (ver Anexo 1).
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17 POSTER'Y PONENCIAS

Durante el desarrollo de este trabajo se participd en dos eventos cientificos donde se socializaron los

resultados de este trabajo:

1. VI Encuentro de Investigaciones - Asociacion Colombiana de Inmunologia (ACOIl). Ponencia
de modalidad presencial realizada en Instalaciones de la Universidad El Bosque el 10 de

marzo de 2023 (Anexo 2).

2. 21° Dia de la Investigacidn: Sistemas de salud e investigaciéon — Fundacién Cardioinfantil y
Fundaciéon Neumolégica Colombiana. Poster impreso modalidad presencial, evento
realizado en las instalaciones de la Fundacidn Cardioinfantil el 17 de noviembre de 2023

(Anexos 3y 4).
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19 DATOS SUPLEMENTARIOS

19.1 Tipificaciéon de HLA-A de alta resolucién de muestras de donantes sanos

Tabla suplementaria 1. Donantes sanos tipificados para el haplotipo HLA-A

Donante
LAND-001
LAND-002
LAND-003
LAND-004
LAND-005
LAND-006
LAND-010
LAND-012
LAND-013
LAND-015
LAND-017
LAND-018
LAND-019

LAND-21

LAND-22
LAND-024
LAND-025
LAND-026
LAND-027
LAND-028
LAND-030
LAND-031
LAND-032
LAND-033
LAND-034
LAND-037
LAND-038
LAND-039
LAND-040
LAND-042
LAND-043
LAND-044

Edad
30 afios
25 afios
23 afios
21 afios
30 afios
21 afios
20 afios
30 afios
24 afios
22 afios
27 afios
22 afios
20 afios
28 afios
36 afios
33 aflos
25 afios
23 afios
29 afios
26 afios
23 afios
19 afios
25 afios
27 afios
26 afios
27 afios
24 afos
25 afios
23 afios
31 afios
39 afios

28 afos

Sexo
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino

Masculino

HLA-A
02:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 02:01:01G
22:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 23:01:01G
02:01:01G = 32:01:01G
02:01:01G = 24:02:01G
02:01:01G = 24:02:01G
02:01:01G = 23:01:01G
01:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 26:01:01G
02:01:01G = 33:01:01G
01:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 24:14:01G
02:01:01G = 32:01:01G
02:01:01G = 26:01:01G
02:01:01G = 31:01:02G
02:22:01G = 02:22:01G
02:01:01G = 23:01:01G
02:01:01G = 29:02:01G
02:01:01G 24:03:02
02:02:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 02:01:01G
02:22:01G = 03:01:01G
02:01:01G 24:03:02
02:01:01G = 24:02:01G
02:11:01G = 31:01:02G
02:22:01G = 03:02:01G
02:01:01G = 02:01:01G
02:01:01G = 24:02:01G
02:22:01G = 02:01:01G
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19.2 Analisis de LT CD8+ productores de IFN-y+ mediante el protocolo ICS en el

donante LAND13

*1 PMA/lonomicina 7 mDCs ~Péptido corto =1 Péptido largo “1Proteina
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Figura suplementaria 1. Evaluaciéon de poblaciones de LT CD8+ productores de IFN-y del donante LAND13.

Analisis de las poblaciones de LT CD8+ productores de IFN-y, cultivados con MoDCs estimuladas con diferentes

formulaciones del antigeno de CMV. No fue posible evaluar la produccion de TNFa por un defecto en el

anticuerpo utilizado.

19.3 Evaluacion de marcadores de agotamiento en LT CD8+ del donante LAND33
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Figura suplementaria 2. Evaluacion de marcadores de agotamiento en LT CD8+ del donante LAND33. A.

Diagrama de puntos representativo del marcador CTLA-4. B. Las barras representan la poblacion de LT CD8+

CTLA-4+ y la MFI para el marcador PD-1 en la poblacién de LT CD8+.
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19.4 Evaluacion de marcadores de activacion en las subpoblaciones de memoria en

LT CD8+ del donante LAND42

19.4.1 CD25
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Figura suplementaria 3. Evaluacion del marcador CD25 en la poblacidn general y sobre las subpoblaciones de

memoria CMy EM
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19.4.2 CD137
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Figura suplementaria 4. Evaluacion del marcador CD137 en la subpoblacion de LT CD8+ CM
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Figura suplementaria 5. Evaluacion del marcador CD154 en la subpoblacion de LT CD8+ EM



146

aDCs EM Std EM LPS EM
0.09
25000 20000+ |—| 20000
[ . [ ‘T [ °
S 20000 S 150004 ® S 15000 ° °
3 ° 3 3
& 150004 a fat
O O 10000 O 100004 ° .
& 10000 & . &
S ‘ S ‘ sl © .
° 5000 5000
H 5000 = -
0 T T T T 0 T T T T T 0 T T T T T
SIS NG SIS NG F O S @&
O @& & oY O @& & oY O O @& @ N
T TR T ¥ T R Fe¥ T " ®
EM EM EM
Péptido corto Péptido largo Proteina
25000 25000 25000 *
o i T i T i
Z 20000 Z 20000 . £ 20000
o) o o A
8 150004 8 15000 v ] 15000 v
o o o
& 10000 & 10000 & 10000 | o n
Qa fal fal -
o " ¥ o . o
= 5000 5000 F 5000
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
aDCs Std LPS PBMCs aDCs Std LPS PBMCs aDCs Std LPS PBMCs
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19.4.5 PD-1
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Figura suplementaria 7. Expresion de PD-1 en LT CD8+ del donante LAND42 y comparacion entre los cocteles

de maduracion respecto al formato del antigeno

A B C
aDCs Std LPS
81 4 0.08 8-
v
+ + +
a a a
o o 7 l—-| . o
— — " —
- 24 - 14 = 24 |
=R e W = T
0 . 0 0

T
‘\0 «QO (\fb O% O% \y\O QO (\'D O‘) O% &\0
* & O * & O o @
QU T & Q¥ T & T TS X
Péptido corto Péptido largo Proteina
84 6 8+
0.08 4
= = =
] 6 O O 64
+ T + 4 +
(e o0} L] [ee]
[a] . @] o 44
© O O . =
= = 24 [
_ol 2 v Q‘ Q‘ 2]
o\ [ | rl (=) (=)
0 T T T 0- 0-

aDCs Std LPS PBMCs aDCs Std LPS aDCs Std LPS



148

Figura suplementaria 8. Expresion de PD-1 en LT CD8+CD45R0+CD62L+ (CM) del donante LAND42 cultivadas
con MoDCs estimuladas con diferentes formatos del antigeno y maduradas bajo distintas condiciones.
Diagramas de dispersion con barras representativos del porcentaje de LT CD8+ CD45RO+CD62L+ (CM) PD-1+ en
cultivos estimulados con: A. coctel a1, B. coctel Std, C. coctel LPS, D. péptido corto, E. péptido largo y F. proteina
recombinante. El analisis estadistico para cada grupo se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de
Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas de dispersion con barras representan réplicas

experimentales independientes + SEM.
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Figura suplementaria 9. Expresion de LAG-3 en LT CD8+ EM de LAND42 y comparacion entre los cocteles de
maduracion respecto al formato del antigeno. Diagramas de dispersién con barras representativos del
porcentaje de LT CD8+ CD45R0+CD62L+ (EM) LAG-3+ en cultivos estimulados con: A. coctel al, B. coctel Std, C.
coctel LPS, D. péptido corto, E. péptido largo y F. proteina recombinante. El analisis estadistico para cada grupo
se llevd a cabo utilizando la prueba no paramétrica de Friedman de datos pareados, n=3, (p<0.05). Los diagramas

de dispersiéon con barras representan réplicas experimentales independientes + SEM.
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19.5 Disefio de cebadores para RT-PCR

El disefio de los cebadores se realizd con base en las secuencias de referencia de DNA, mRNA vy
codificantes (CCDS) en formato FASTA para cada gen de interés, almacenadas en la base de datos del

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), a saber: MLANA (Gene ID: 2315); CTAG1B cancer/testis antigen

1B (Gene ID: 1485) y del gen de la proteina constitutiva ACTB actin beta (Gene ID: 60). El alineamiento
de las secuencias para la identificacion de exones se llevd a cabo en la plataforma MUSCLE - Multiple
Sequence Alignment (European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Se empled el programa Gene Runner para evaluar la

compatibilidad con las secuencias de referencia (mRNA y/o CDS), la longitud del cebador, la
temperatura de fusién (Tm), el contenido de GC, secuencias repetidas o complementarias, producto

de amplificacidn, formacidn de horquillas o dimeros de cebadores, entre otros parametros.

Tabla suplementaria 2. Cebadores utilizados para RT-PCR

Gen Primer Forward (FWD) Primer Reverse (RV) Producto de
amplificacién

B- ACTINA* 5’-CGGGAAATCGTGCGTGACATT-3’ 5’-GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCG-3’ 230 bp

MART-1 5'-CACTCTTACACCACGGCTGA-3' 5'-CCTTCTTGTGGGCATCTTCT-3' 178 bp

(MELANA) (178)

MART-1 5'-CACGGCCACTCTTACACCAC-3' 5'-GGAGCATTGGGAACCACAGG-3' 253bp

(MELANA) (253)

NY-ESO-1 5'-CGCCTGCTTGAGTTCTACCTC-3' 5'-AGGGAAAGCTGCTGGAGACAG-3’ 217 bp

(CTAG1B)

* Proteina Constitutiva (Housekeeping)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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19.6 Gel de Integridad del mRNA de las lineas tumorales MALME-3M, CRL2338 y
SKMEL-37

Se realizd una electroforesis en gel de integridad del RNA con el objetivo de detectar las bandas
correspondientes al RNAr 28S (5 Kb), 18S (2 Kb) y 5S (~120Kb) que reflejan la calidad del material

genético extraido.

5000bp

2000bp

Figura suplementaria 10. Gel de integridad de RNA lineas tumorales humanas. En mamiferos una relacién de
2:1 entre el RNAr 28Sy 18S (<) suele indicar la presencia de RNA de alta calidad. La zona difusa entre las bandas
28Sy 18S (]) corresponde al mRNA, mientras que en la parte superior se puede observar escaso DNA genémico.
Marcador de peso Molecular (MP); PBMCs humanas (0); Lineas tumorales MALME-3M (1); CRL2338 (2); SKMEL-
37 (3); y SKMEL-23(4).
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19.7 Concentracion y pureza del mRNA de las lineas tumorales MALME-3M,

CRL2338 y SKMEL-37

Se llevd a cabo una cuantificacién de la concentracidon y pureza del RNA extraido de las lineas

tumorales humanas, cuyos resultados se muestran a continuacion:

Tabla suplementaria 3. Concentracién y pureza de RNA obtenido de lineas tumorales

Ensayo®! Linea celular Concentracion Relacién A260/280 Relacién A260/230

MALME-3M 560,9 ng/uL 1,81 1,66
1 CRL2338 2489,4 ng/uL 1,94 1,93
SKMEL-37 874,1 ng/uL 1,93 1,67
MALME-3M 1015,5 ng/ul 1,94 1,99
2 CRL2338 1580,0 ng/uL 1,96 1,87
SKMEL-37 1254,7 ng/uL 1,88 1,51
MALME-3M 1214,8 ng/ul 1,95 1,98
3 CRL2338 2404,9 ng/uL 1,90 1,71
SKMEL-37 1969,2 ng/uL 1,96 1,90

1Se realizaron 3 ensayos independientes
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19.8 Analisis de regresion no lineal para calculo de ICso en lineas tumorales
tratadas con agentes quimioterapéuticos

Doxorrubicina Carboplatino Paclitaxel
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Figura suplementaria 11. Curvas dosis-respuesta: inhibicion para calculo de ICso en lineas tumorales tratadas
con agentes quimioterapéuticos. En cada grafica se indica la ICso calculada con base en el Logl0 de la
concentracién que coincide con una reduccion del 50% en la viabilidad celular para cada linea tratada con los
farmacos doxorrubicina, carboplatino y paclitaxel. El valor de R?refleja el ajuste del modelo a los valores de los

datos experimentales. Cada curva es representativa de 3 experimentos independientes.
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Tabla Suplementaria 4. Resultados de ensayo MTT para determinacién de ICso

Concentracion (uM)

100
50
25

12,5

6,25

3,125

1,563

0,781

Logl0!

2
1,699
1,398
1,097
0,796
0,495
0,194

-0,107

MALME-3M - Paclitaxel
%Mortalidad?

68,622
71,697
71,973
57,190
35,430
16,430
7,994
16,706

1Logaritmo en base 10 de las concentraciones del farmaco evaluado

%Viabilidad?

31,378
28,303
28,027
42,810
64,570
83,570
92,006
83,294

sp?
0,035
0,036
0,022
0,039
0,144
0,027
0,079
0,056

2
Sy

B e R N N R SR

2Mortalidad y viabilidad promedio de las réplicas para cada dilucién del farmaco calculadas con base en las absorbancias

obtenidas.

3Desviacion estandar con respecto al porcentaje de la viabilidad en este experimento

4Numero de réplicas dentro del mismo experimento
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19.9 Expresion de CRLy Anexina V en lineas tumorales tratadas
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Figura suplementaria 12. Porcentajes de células CRL+ y Anexina V+ en lineas tumorales tratadas
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19.10 Tasa de Error de Validacion Cruzada de los modelos en CITRUS

19.10.1 Coctel LPS VS STD en andlisis de produccion de citoquinas
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Figura suplementaria 13. Tasa de error de validacidon cruzada de los modelos utilizados para el analisis de

comparacion entre los cocteles LPS y Std en la produccion de citoquinas intracelulares. La menor tasa de error

la tuvieron los modelos 1se y min.
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19.10.2 Péptido largo VS proteina para marcadores de activacién y agotamiento

Number of model features
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Figura suplementaria 14. Tasa de error de validacidon cruzada de los modelos utilizados para el analisis de
comparacion entre péptido largo VS proteina en la expresién de marcadores de activacion y agotamiento. Los

modelos con la menor tasa de error corresponden a 1se y min.



