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INTRODUCCIO

El concepte de que el sistema immunitari pot recon¢ixer i rebutjar tumors no és
nou. Historicament, les arrels de la immunologia tumoral es troben en la terapia del
cancer. Diverses estratégies certament arriscades, com les injeccions de materials
purulents, documentades en antics textos medics occidentals i orientals, es remunten a
varis mil-lenis. A partir de que la immunologia es va comengar a definir com a
disciplina, cap a finals del segle XIX, van emergir els tractaments de tumors amb
toxines bacterianes.

William Halsted, un ciruja del segle XIX, va reportar en 1898 que els tumors
amb infiltracié limfocitaria tenien un millor prondstic que aquells que no ho estaven.
Altres investigadors als principis del 1900, van trobar que es produia el rebuig de
tumors trasplantats en animals de laboratori. Aquest rebuig era degut a diferéncies entre
les molécules d’histocompatibilitat, ja que teixits normals no tumorals també eren
rebutjats quan es trasplantaven. Amb la utilitzaci6é de soques de ratolins singénics es va
veure que la majoria de tumors no eren rebutjats, excepte en algunes excepcions on el
rebuig es produia sense la resposta d’histocompatibilitat. George Klein, va descriure en
1960 el rebuig d’un tumor en creixement en un mateix animal que li havia sigut
préviament extirpat.

Aquests estudis experimentals de tumors trasplantats van establir el concepte
d’immunitat especifica del trasplantament de tumors. Malgrat les evideéncies
acumulades en els models experimentals de la preséncia d’antigens especifics d’aquests
tumors trasplantats, la immunitat especifica contra tumors en humans, és un tema en
controversia. Un comentari en una revisié sobre la immunoterapia del cancer conclou
que “ Podria ser tant dificultds rebutjar 1’orella dreta 1 deixar 1’esquerra intacte com ho

seria immunitzar contra el cancer”.
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Evidéncies d'immunitat tumoral en humans

Existeixen algunes evidéncies que donarien suport a una reactivitat immunitaria
pel control 1 limitacido del creixement de tumors en humans. Malgrat tot, aquestes
evidéncies son circumstancials, 1 son poc clares les proves d’una immunitat antitumoral
efectiva; en la taula 1 es mostra una llista d’algunes d’aquestes evidéncies i possibles

explicacions no relacionades amb el sistema immunitari.

Taula 1
Situacié Comentaris.
Regressié espontania. Molt poc freqlient
Regressié de metastasis després de Rar, i no necessariament mediat pel sistema immunitari

I'extirpacié del tumor primari.

Reaparicié de metastasis després de llargs No necessariament mediat pel sistema immunitari, pot ser

periodes de laténcia. determinat per la naturalesa del tumor.

La no formacié de metastasis per part de Molt probablement no mediat pel sistema immunitari; les

cél-lules circulants. cél-lules circulants poden no trobar 'ambient adequat de
creixement.

Infiltracio dels tumors per cél-lules Pot ser un efecte secundari; no sempre associat a la

mononuclears. regressio del tumor.

Alta incidencia de cancer en Evidéncia circumstancial, normalment sén limfomes; pot

immunosuprimits, gent gran o pacients ser degut a la pérdua del control de les céllules T o

immunodeficients. infeccions per virus.

Reactivitat immunitaria en pacients amb Pot estar associat amb un estat general debil, un efecte

cancer. secundari de la malaltia.

Antigens tumorals identificats en assatjos in Les proves in vitro no sén una indicacié fiable del rebuig

vitro. del tumor in vivo.

Reaccié a tests cutanis d’hipersensibilitat amb | No esta clar el significat del test cutani.

extractes de cancer.

Preséncia en alguns tumors No esta documentada la relacié dels immunocomplexes
d’'immunocomplexes i glomerulonefritis. amb la resisténcia al tumor; els antigens poden no ser del
tumor; els anticossos contra antigens tumorals poden

ajudar al creixement tumoral.

T.C. Emerson va acceptar en 1960, 130 casos com a valids d’una llarga llista de
remissions espontanies. D’aquests casos, un 10% corresponien a coriocarcinomes, en
els quals hi ha expressio d’antigens foranis paterns en el tumor en la mare; també s’han
reportat remissions espontanies en un 15% dels limfomes nodulars, una forma de cancer

de ce¢l-lules B subjecte al control del sistema immunitari, 1 en alguns casos primaris de

10
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melanoma maligne, perd aquestes remissions espontanies sén fenomens molt rars i poc

freqiients.

Immunoterapia del Cancer

La immunoterapia del cancer es pot definir com qualsevol procediment que
modifiqui el sistema immunitari i que afecti de manera negativa el creixement d’un
tumor establert. Aquests procediments poden ser o no especifics pel tumor i actius o

passius en funci6 de la diana que s’utilitzi (taula 2).

Taula 2: Tipus d’immunoterapia del Cancer.

e ACTIVA: * PASSIVA:
— Vacunes terapéutiques. *  |nfusio de:
* Péptids. —  Céllules:
* Lisats cellulars. e TIL
* Cél‘lules atenuades. e LAK
* Cél‘lules dendritiques. * |VD
— Citocines:
e |L-2

— Cél‘lules + Citocines

La immunoterapia especifica implica la utilitzacié d’antigens concrets del tumor
com a dianes contra els quals dirigir la resposta immunitaria; mentre que la terapia
inespecifica, el rebuig del tumor es produeix estimulant de manera global el sistema
immunitari inespecificament i general, sense una diana concreta; com per exemple amb

la injecci6 de dosi molt elevades de citocines.

La toxina de Coley

En 1891, Willian Coley, va comengar a investigar els casos de regressions
clinicament aparents de cancer incurables, després de tractar una dona jove d’un
Sarcoma d’Ewing, que va tenir un desenllag¢ fatal molt rapid en dos mesos, i tractar de
trobar en aquests casos, com el propi cos es podia defensar contra els tumors. Va
identificar en els arxius de 1’hospital de Nova York a Fred K. Stein, un pacient sa, que

11 anys abans havia patit un tumor d’uns 6 cm en el pit, que a ’any d’haver sigut
11
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extirpat, s’havia tornat a reproduir, 1 que després de 4 operacions s’havia fet inoperable
donat que havia afectat estructures vitals i creixia envoltant la carotida. Va ser
diagnosticat com un Sarcoma de c¢l-lula rodona; una setmana després de la 4* operacio,
Stein va desenvolupar una infeccid severa per Streptococcus pyogenes. Durant els dos
episodis de la infeccid, es va apreciar una marcada cicatritzaci6 de la ferida cancerosa
de la cara i la disminucié de masses tumorals. Amb la curacio de la infeccid, les masses
tumorals van desapareixer, 1 després d’onze anys no presentava evidéncies de tumor
residual. Coley va provocar deliberadament la infeccid6 amb S. pyogenes a altres
pacients, 12 entre 1891 i 1893. Només en quatre va aconseguir induir una infeccid
severa; dos d’aquests pacients van morir per la infeccio, pero els altres dos van
experimentar regressions completes de les seves malalties, 1 els altres 8 van presentar
algunes respostes, perd no van ser curats (Coley, 1893). En base a aquests resultats
mixtes i infeccions fatals, Coley va abandonar la infecci6 activa en favor de tractaments
amb extractes bacterians (Toxina de Coley).

La toxina de Coley consistia en extractes de cultius de S. pyogenes, aixi com,
Bacillus prodigiosus, una bactéria gram negativa, que de manera fortuita, produeix
endotoxina. Desconegut per Coley en el seu temps, aquesta endotoxina podria actuar
com un superantigen provocant la secrecid de citocines, entre altres TNF-o i
Interferons, amb la conseqiient estimulaci6 del sistema immunitari.

En 1913, Coley havia tractat més de 500 pacients, amb una millora significativa
en 150, pero el tractament havia generat gran controversia, i en aquell temps s’introduia
la irradiacid6 com a tractament d’eleccid. La manca de respostes més consistents, el
fracas d’altres investigadors per reproduir els mateixos resultats, la predominancia de la
radioterapia, el fet de que la toxina de Coley no fos mai acceptada com un tractament
del cancer i els efectes secundaris tan toxics, va portar a la finalitzaci6 d’aquesta
aproximaci6 terapcutica. L’experiencia de Coley, amb uns resultats increibles molt
rapids amb pocs pacients, seguit per una inexplicable incapacitat de duplicar els
resultats, va establir els models que obsessionen a aquells que treballen en la
immunoterapia tumoral fins als nostres dies. La immunitat tumoral generada per la
toxina de Coley, possiblement es devia a la induccio de senyals de perill, que conferien
les endotoxines bacterianes administrades i la secreci6 d’alts nivells de TNF-a, degut

als components LPS.

12
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Immunovigilancia

Teoria postulada en el mateix temps de manera independent per Burnet (Burnet,
1967) 1 Thomas (1970), que es basa en el concepte de que I’accid del sistema
immunitari pot prevenir el desenvolupament de cancer. Si els tumors expressen antigens
associats especifics que son o poden ser reconeguts pel propi sistema immunitari,
aquests antigens podrien estimular una reacci6 inicial de perill que eliminaria tumors
petits o cel-lules canceroses en desenvolupament. La hipotesi de la immunovigilancia es
basa en el potencial de les cel-lules malignes en desenvolupar nous determinants
antigénics que reconeguts com a estranys, i presentats d’una manera i en un context
adequats, serien eliminades (Smyth, et al. 2001). Burnet va anar més enlla, en suggerir
que la reaccido allogénica era un mecanisme que evitava que els tumors fossin
contagiosos; si el teixit al-logénic no fos rebutjat, els tumors d’una persona podrien
facilment créixer en una altre, de la mateixa manera que succeeix en els ratolins “nude”.
Aquests ratolins, deficients en cel-lules T funcionals, son altament susceptibles de
desenvolupar tumors provocats per virus, aixi com totalment incapagos de rebutjar
qualsevol tipus de tumor trasplantat (Fenyo, et al. 1968). En una primera ullada, aquest
model dona suport a la idea de I’existeéncia de la immunovigilancia. No obstant, aquests
animals no tenen una incidéncia més elevada de tumors espontanis, ni una major
susceptibilitat a carcindgens quimics. Per tant, en aquest punt, no sembla que la manca
de cel'lules T, estigui relacionat amb un increment en el desenvolupament de tumors.
Per una altra banda, els ratolins “nude”, tenen les cél-lules NK (natural killers) actives.
Es possible que la immunovigilancia, al menys en aquests ratolins, pugui dependre del
sistema de cel-lules NK. La situacio és més complicada, ja que ratolins sense activitat
NK, amb la mutacid beige, no tenen una susceptibilitat més elevada a patir tumors
quimicament induits. Aquestes evidéncies, 1 la manca de correlacid in vivo entre el
desenvolupament tumoral i ’activitat NK deixa en dubte el paper de les cel-lules NK
com a mecanisme general de vigilancia immunitaria.

Diversos mecanismes, mostrats en la taula 3, poden debilitar 1’eficacia de la
vigilancia immunitaria i actuar com a elements de la seleccid natural que pot patir el

tumor (Chen, et al. 1992).
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Taula 3:

Factors implicats en el fracas de la vigilancia immunitaria

Manca d’antigen/s tumorals.

L’antigen tumoral no és immunogénic.

Tolerancia immunitaria contra I'antigen tumoral.
Immunosupressio.

Modulacié antigénica dels antigens tumorals.

Immunoseleccié de clons no antigénics.

Desequilibri entre el creixement tumoral i la resposta immunitaria.
Preséncia de cél-lules supressores per a la immunitat del tumor.
Creixement del tumor en un lloc immunologicament privilegiat.
Manca de molécules HLA.

Alteracio del receptor de la cél-lula T.

Produccié de molécules immunosupressores per part del tumor.
Manca de senyals coestimuladors per part del tumor.

Hi ha una clara diferéncia entre la resposta vigorosa contra tumors induits per
virus, altament antigénics, en comparacié amb la poca o nul‘la resposta dels tumors que
creixen d’una manera espontania en humans. Els tumors induits per virus sén
relativament rars en humans, en relacio als tumors espontanis, cosa que pot recolzar la
hipotesi de la immunovigilancia. Inicialment, aquestes hipotesis no van tenir gaire
suport, perd el concepte d’immunovigilancia ha estat reconsiderat en cadascun dels
avencos associats al sistema immunitari. Durant els ultims 15 anys, s’ha incrementat el
coneixement sobre les bases moleculars de les interaccions entre el tumor i el seu
“hoste”. La convergeéncia d’informacio que resulta dels estudis basics en immunologia
cel-lular, I’increment en la sofisticaci6 de la biotecnologia, la qual ha fet que molts
productes biologics estiguin disponibles en quantitats i qualitats farmacologiques, ha
obert unes possibilitats extraordinaries pel desenvolupament d’immunoterapies
efectives pels pacients amb cancer. A més, la possibilitat de modificar cel-lules
genéticament, implicades en les reaccions immunitaries, i la generacié de vectors
recombinants que contenen gens, tant per antigens tumorals, com per citocines
implicades en la resposta immunitaria, esdevenen els resultats inicials de la terapia
genica del cancer.

Durant les passades dues décades, algunes preguntes seqiiencials han

caracteritzat el progrés en el desenvolupament de la immunoterapia en humans.

14
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1. Pot la manipulaci6 del sistema immunitari, causar la regressido de tumors establerts
en humans?.

2. Quins son els antigens involucrats en el reconeixement immunitari en cancer?.

3. Es poden generar limfocits T anti-tumorals en pacients, amb una immunoterapia
amb antigens del tumor?.

4. Quin o quins mecanismes limiten la regressid del cancer, malgrat hi hagi la

generacio in vivo de cel-lules T antitumorals?.

Pot la manipulacio del sistema immunitari, causar la regressié de tumors
establerts en humans?

La primera indicacié clara i directe de que la manipulacié del sistema
immunitari podia causar la regressio de tumors establerts i invasius en humans,
provenen dels estudis de 1’administracié de interleucina-2 (IL-2), en carcinomes
metastasic renals 1 melanomes (Bindon, et al. 1983, Rosenberg, et al. 1985). La IL-2 va
ser identificada en 1976 com un factor de creixement dels limfocits T 1 amb un ampli
ventall d’efectes immunoreguladors (Morgan, et al. 1976). Produida pels mateixos
limfocits T activats, no té un efecte directe sobre la ceél-lula tumoral; la resposta in vivo
en tumors humans deriva de la seva habilitat d’expandir limfocits especifics pel tumor
amb activitat antitumoral. A partir de la seva clonacié (Taniguchi, et al. 1983 ), es va
poder disposar de la citocina en quantitat i qualitat adequades per la seva aplicacié en
terapies en humans, entre elles contra el cancer.

L’administracié d’altes dosi de IL-2 recombinant en humans, via endovenosa, va
reportar la regressio de tumors grans i invasius en pacients de melanoma metastasic
(Rosenberg, et al. 1985), cancer renal (Atkins, et al. 1993) i en limfomes no-Hodgkins.
Els estudis inicials van mostrar que en un 15-20% dels pacients amb cancer metastasic
s’observaven respostes objectives de regressio del tumor (50% de reduccio), 1 respostes
completes en la meitat d’aquests pacients. En altres scries estudiades amb un elevat
nombre de pacients inclosos, els resultats obtinguts van ser similars (Atkins, et al.
1999). L’efecte clinic més important observat amb aquesta citocina és que les respostes
completes obtingudes es mantenen en el temps, son de llarga durada (Rosenberg, et al.
1998). Els aspectes negatius son que el benefici terapeutic només s’obté en un nombre

baix de pacients i que degut a que és necessari aplicar dosi sistémiques molt elevades
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per assolir dosi terapeutiques a nivell local del tumor, la toxicitat associada €és molt

elevada amb efectes secundaris importants.

Quins son els antigens involucrats en el reconeixement immunitari en cancer?

Molts estudis en animals van mostrar que el rebuig en models de tumors
trasplantats, era més una conseqiiéncia de la resposta cel-lular que de la humoral. Amb
I’excepcid d’anticossos contra factors de creixement importants per la cél-lula tumoral,
I’administracié d’anticossos com a terapia antitumoral ha tingut molt poc efecte en el
creixement de tumors solids. Per tant els esforcos més importants s’han dirigit cap a la
identificaci6 d’antigens reconeguts pels limfocits T humans (Boon, et al. 1994,
Rosenberg 1999).

Dins el camp de la immunologia del cancer, ha tingut un gran impacte la
caracteritzacid6 molecular dels antigens reconeguts per anticossos o celllules T
autologues en el melanoma. Aquests poden ser classificats d’una manera general com:

* Antigens de diferenciaci6 (de melanoma-melanocit).

* Antigens compartits especifics de tumor.

* Antigens mutats.

= Antigens no mutats, sobreexpressats i compartits amb altres tumors.

Antigens de diferenciacio de melanoma-melandocit.

Aquests antigens s’expressen tant en les cel-lules tumorals com en les seves
equivalents sanes. En melanoma, han estat definits en diferents estadis de diferenciacio
melanocit/melanoma, 1 distingeix els melanocits d’altres Ilinatges cel-lulars. Hi ha dos
prototips dins aquesta familia:

e Antigens carbohidrats, particularment gangliosids. La proporcié dels
diferents gangliosids expressats en la membrana cel-lular es modifica amb la
transformaci® maligna. Aquests determinants so6n reconeguts per
autoanticossos en pacients de melanoma metastasic i la preséncia d’aquests
anticossos es correlaciona amb un millor pronostic.

e Antigens especifics dels melandcits, particularment proteines de la
membrana del melanosoma. Aquestes proteines son reconegudes tant per
anticossos, com per cél-lules T CD4" i CDS8". Els melanosomes sén organuls

especialitzats de la via endocitica, i son els llocs de la sintesi de melanina. El
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primer autoantigen identificat va ser la proteina relacionada amb la tirosinasa
1 (TPR-1), també coneguda com gp75 (Wang, et al. 1995). Altres
glicoproteines identificades inclouen la tirosinasa (Brichard, et al. 1993),
TPR-2 i gp100 (Kawakami, et al. 1994). Un dels antigens més utilitzats en
immunoterapia, la proteina especifica del melanocit MART-1/Melan-A
(Kawakami, et al. 1994), no ha estat encara caracteritzada a nivell cel-lular.
Es posible que la immunitat contra antigens que també s’expressen en
cel-lules normals estigui inhibida, per evitar reaccions autoimmunitaries
(Frazer, et al. 2001). La preséncia de citocines inhibidores en el primer
contacte amb aquests antigens en la cel-lula normal, pot determinar la
tolerancia contra aquests antigens quan s’expressen en un tumor.
Antigens compartits especifics de tumor.

Aquestes proteines s’expressen en els espermatozous i placenta, pero
normalment estan silenciades en les cel-lules somatiques. Degut a la manca de
molécules classiques de MHC en les cel-lules germinals, aquests antigens van ser
descrits funcionalment com a especifics de tumor. El prototip d’aquesta familia és la
proteina MAGE-1 (Van-der-Bruggen, et al. 1991), i que va ser el primer gen huma
identificat en cancer per ser reconegut per cel-lules CDS8. La llista d’antigens, que
inclouen la familia MAGE, GAGE i BAGE, ha augmentat rapidament, aixi com el
nombre de epitops potencials restringits per classe I en aquestes families.

Un membre interessant d’aquesta familia d’antigens és NY-ESO-1 (Jager, et al.
1998). Els pacients amb expressié d’aquesta proteina en el seu tumor, de manera
freqlient, generen anticossos contra I’antigen. De fet a diferéncia de la resta de proteines
de la familia, NY-ESO-1 es va definir per anticossos utilitzant el métode de SEREX. La
reseccio o desaparicio de tumors amb expressié de NY-ESO-1, es correlaciona amb una
davallada dels anticossos serics, per tant la preséncia d’aquest antigen en el tumor
dirigeix la generacié d’autoanticossos. També s’ha descrit la preséncia d’epitops per
cél-lules CD8" i CD4".

A més, la descripcid d’epitops per classe II per MAGE-3, fa d’aquesta familia
part de la petita llista d’antigens tumorals reconeguts per CD4" (Chaux, et al. 1999, Li,
et al. 1998, Topalian, et al. 1994), amb tot I’interés que desperta en 1’actualitat els

antigens tumorals reconeguts pels limfocits T CD4".
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Antigens mutats.

Les bases potencials del reconeixement d’antigens unics per CD8" van ser
elucidats pel grup de Thierry Boon fa una deécada (Lurquin, et al. 1989). La mutacio
puntual d’un nucleotid podia crear un canvi en un aminoacid i generar antigens unics.
La preseéncia d’aquesta mutacié en la cél-lula tumoral i no en la resta de teixits fa, al
menys en alguns casos, que sigui reconeguda pels limfocits T. A més, estudis recents
han mostrat que el sistema immunitari pot reconcixer productes que provenen de
transcripts alternatius, incloent aquells amb lloc d’inici criptics, pautes de lectura
alternatives, i també part del genoma invisible, com sén els pseudogens (Moreau-
Aubry, et al. 2000) i les cadenes antisentit de DNA (Van-Den-Eynde, et al. 1999).

L’estudi de limfocits T CD4" reactius contra el melanoma, ha revelat que les
alteracions genetiques en gens ampliament expressats, poden generar epitops unics amb
restriccid per classe II (Wang, et al 1999). Mutacions descrites en melanoma, que
generen epitops per CD4", afecten per exemple a la isomerasa trifosfat, que per efecte
de la mutaci6 es genera un péptid heteroclitic 5log;o més eficient en generar resposta de
cel-lules T que el péptid original. Els peptids heteroclictics en tumors augmenten la unio6
al MHC i poden ser agonistes eficients en 1’activacié del TCR. Altres mutacions
puntuals descrites afecten a proteines que controlen el cicle cel-lular, com CDC27
(Wang, et al. 1999). La preséncia de cél-lules CD8" especifiques per aquesta proteina, fa
que el sistema ataqui al cor de la lesid genctica que potencialment provoca la
transformacido de la cél-lula. Molts casos de melanoma familiar presenten aquesta
mutacio puntual de pl6(INK4a) (Wolfel, et al. 1995).

Antigens no mutats, sobreexpresats i compartits amb altres tumors.

Existeixen evideéncies que determinades proteines sobreexpresades en cancer,
com [’antigen carcinoembrionari, p53, Her-2/neu, telomerasa, etc..., son antigens
tumorals. Hi ha una certa controversia sobre el paper antigenic real, pero s’obren moltes
possibilitats de poder generar una vacuna “universal” per diferents tipus de cancers. En
un estudi inicial, la generacié de clons citotoxics CD8" especifics per la subunitat
catalitica de la telomerasa, t¢ com a resultat la lisi de linies tumorals de diferents
histologies (Vonderheide, et al. 1999). Més del 85% dels cancers en humans presenten
activitat telomerasa, mentre que aquesta €s practicament indetectable en teixits sans

(Kim, et al. 1994).
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Els hipotetics antigens tumorals que farien la resposta immunitaria més efectiva
haurien de: (1) ser expressats per la majoria de cancers, (2) incloure seqiiéncies
peptidiques que s’unissin als MHC, (3) ser processats per les cel-lules tumorals com a
peptids antigenics, (4) ser reconeguts pel repertori de cel-lules T de manera restringida
pel MHC, i (5) permetre 1’expansié dels precursors de cél-lules CTL i T CD4"
especifiques.

De manera molt interessant la majoria dels antigens restringits per classe II,
reconeguts per cél-lules reactives CD4" sén antigens mutats o proteines de fusi. Encara
que no s’ha determinat la seva relevancia biologica, una possibilitat és que aquestes
cél-lules T CD4" iniciarien la resposta especifica, ja que no s’ha generat una tolerancia
contra aquests antigens en els pacients amb cancer (Wang, 2001). No cal que
reconeguin aquests antigens en la membrana de les cél-lules tumorals, ja que la majoria
no expressen classe I, si no que ho fan a través de les cél-lules presentadores (en

especial les cel-lules dendritiques) (Larsson, et al. 2001).

Vacunes en cancer. Principis basics

Quins son els principis basics en el disseny de vacunes en cancer?. La resposta a
aquesta pregunta actualment esta molt lluny de poder ser contestada, i d’establir uns
principis generals, degut a la manca d’eficacia de la majoria de vacunes tumorals
existents. Els conceptes generals provenen de models experimentals, que és on més s ’ha
avangat, i dels quals comencen a emergir els patrons d’eficacia. Les vacunes han sigut
utilitzades tradicionalment per prevenir malalties infeccioses (vacunes profilactiques),
perd poden tenir noves aplicacions en el tractament de malalties (vacunes
terapeutiques).

Malgrat que ’aplicacié de vacunes profilactiques en cancer pot ser un concepte
estimulant, es generen una gran varietat de problemes practics, tedrics i fins i tot étics
per a la seva aplicaci6 (Finn, et al. 2002). Malgrat que, cada vegada hi ha més
coneixements sobre els factors genétics i1 ambientals que contribueixen a la
carcinogenesi, un problema en ’actualitat és predir quins pacients desenvoluparan un
cancer. Altres aspectes teorics que fan practicament impossible 1’éxit de la vacunacio

profilactica és coneixer quin o quins antigens del total de gens de la c¢l-lula mutaran i
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actuaran com a dianes; la vacunacié contra antigens també presents en teixits normals
podria provocar un estat de tolerancia periférica degut a la continua persisténcia del
mateix, o bé podria tenir conseqiiéncies autoimmunitaries imprevisibles. Les uniques
vacunes preventives que estan sota seriosa consideracié son per aquells cancers molt
clarament associats a virus; la prevencié de la infeccid pel virus del papiloma o les
hepatitis, hauria de prevenir el cancer de cervix o fetge, respectivament (Zur-Hausen,-
2001). La majoria dels esfor¢os, van per tant, encaminats en les vacunes dissenyades per
activar el sistema immunitari per destruir tumors ja establerts, que s’anomenen vacunes

terapcutiques.

Alguns principis generals a tenir en consideracio serien:
» Els tumors humans s6n molt poc immunogenics.

Quan un cancer es fa clinicament evident, és per que el sistema immunitari no
I’ha pogut destruir i ha crescut d’una manera incontrolada. La ra¢ per aquesta manca
d’immunogenicitat podria ser que els antigens tumorals no son presentats en un
microambient que afavoreixi ’activaci6 de les cel-lules immunitaries. Les bases
moleculars d’aquesta baixa immunogenicitat es poden separar conceptualment en dos
grups diferenciats. El primer fa referéncia als mecanismes d’inhibicié del sistema
immunitari, per part del tumor, compartit amb la resta de cé¢l-lules normals de
I’organisme, mentre que el segon fa referéncia a la inestabilitat genética del tumor,
inherent a la c¢llula transformada (Kageshita, et al. 1997), que proporciona una alta
heterogeneitat al tumor, 1 que fa que la destruccid de totes les cél-lules tumorals per part
del sistema immunitari sigui una tasca extremadament dificil.

La manca de molécules coestimuladores en la membrana de la cél-lula tumoral,
com per exemple B7-1(CD80), B7-2 (CD86) i CD40L, indueix un estat d’anérgia en les
cel-lules T que recone¢ixen antigens en la membrana de la cél-lula tumoral (Chen, et al.
1994). Aquesta manca de coestimulaci6 és un sistema de proteccio, on la presentacio
d’antigens propis fa que no hi hagi una resposta autoreactiva contra teixits normals.
Aquestes molécules coestimuladores s’indueixen en les cél-lules presentadores
d’antigen (APC) quan s’activen per diferents estimuls, entre ells una resposta
inflamatoria. La destruccio del teixit normal per part de microbis, aixi com la preséncia

de components bacterians especifics (LPS, seqiiéncies CpG no metilades, dSRNA, etc...)

20



INTRODUCCIO

proporciona senyals de perill (Matzinger, 1994) que estimulen la resposta immunitaria,
per contra, els tumors no indueixen senyals inflamatories, ni senyals de perill, per tant
passen desapercebuts al sistema immunitari (Matzinger, 1994). En abséncia d’aquests
senyals de perill, el sistema no s’activa completament (Fuchs, et al. 1996).

Un altre sistema que utilitza el tumor per inhibir la resposta immunitaria €s 1’us
ectopic de mecanismes normals immunosupressors, com ¢és la produccid6 de TGF-3
(Halliday, et al. 2001), amb un efecte antiproliferatiu per CTL, NK i cél-lules LAK. Un
altre exemple és la produccio de IL-10 per alguns tipus de tumors, que interfereixen
directament en la presentaci6 d’antigen mediada pels macrofags i per les cel-lules
dendritiques (s’inhibeix I’expressié de molécules de coestimulaci6 i també la produccio
de citocines importants, com la IL-12 en la generacié d’una resposta de tipus Thl). Un
altre mecanisme immunosupressor que va ser descrit és 1I’expressio de FasL per part del
tumor. Degut a que FasL (CD95L) es troba expressat en llocs “immuno privilegiats” es
va hipotetitzar el seu paper en I’escapament del tumor provocant apoptosi a les cél-lules
T especifiques. Les dades més recents no suporten el paper d’aquest mecanisme ja que
no s’ha trobat FasL quan s’ha mirat en detall en linies cel-lulars de melanoma.

* Lavacuna ha d’expressar 1’antigen o antigens tumorals dianes.

En el camp de la quimioterapia s’han produit un nombre d’exemples ben
coneguts de l’escapament del tumor al tractament, per mitja de la inducci6 en
I’expressio de gens de resisténcia a drogues. Com que 1’is de vacunes recombinants i
sintétiques poden ser més efectives, la pressid selectiva per a la perdua d’una
determinada diana antigénica es pot incrementar. Algunes evideéncies demostren que les
cel-lules tumorals perden I’antigen gp100, com a resultat del tractament amb el peptid
209-217 (2M) derivat de la gp100 més IL-2 (Marincola, et al. 2000, Riker, et al. 1999).
Aquests resultats fan, que en ’actualitat, el disseny de vacunes composades d’un sol
peptid, amb o sense adjuvants, siguin molt discutides.

Els tumors tenen uns genomes inestables, cosa que pot proporcionar I’expressid
d’antigens associats a tumor en proporcions variables (Cormier, et al. 1998). A més,
aquests genomes inestables poden capacitar al tumor a escapar del reconeixement,
perque poden perdre o mutar elements clau en la maquinaria de processament antigeénic
com; els transportadors TAP, la [B,-microglobulina, o la pérdua de molécules del

complex major d’histocompatibilitat (Rafig, et al. 2002). Altres mecanismes que
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confereixen una baixa immunogenicitat impliquen la inactivacié de dos components del

proteosoma induibles pel IFN-y, anomenats LMP2 i LMP7 (Ayyoub, et al. 2001). La

degradacio de péptids i la seva entrada en la via del MHC I es veuria afectada, 1 per tant

la seva presentacio i reconeixement pel sistema immunitari.

* Les immunitzacions més efectives en la generaci6 de cel-lules T reactives, son
també més efectives terapéuticament.

El principi de que els limfocits T eren critics en la resposta immunitaria contra
tumors, deriva de la inducci6é de tumors en models murins amb methyl-cholanthrene.
Evidéncies en la deplecio de limfocits T, revela que tant els CD8" com els CD4 " poden
jugar un paper en la resposta immunitaria antitumoral. Les primeres aproximacions
atribuien tot el protagonisme a els limfocits T CD8", degut a la seva funcié citotoxica,
perd cada vegada es posa més de manifest la intervencid necessaria d’una resposta
combinada amb les cél-lules T CD4", pel desenvolupament d’una activitat antitumoral

efectiva i sostinguda.

Paper dels limfocits CD8"

La transferéncia adoptiva de poblacions pures de limfocits T CDS8" ha mostrat
que pot mediar la regressio de tumors induits en ratolins, mentre que almenys en aquest
model, els limfocits T CD4" no jugaven un paper essencial. La majoria dels epitops
immunogenics descrits d’antigens tumorals corresponen a seqiiéncies reconegudes en el
contexte del MHC 1 i per tant reconeguts per les cél-lules CDS8". Degut a que aquestes
cel-lules son les encarregades de la citotoxicitat cel-lular directe, i que la majoria dels
tumors expressen MHC 1 pero no expressen MHC II, van ser les primeres cel-lules
identificades en el seu paper antitumoral. Per tant, molts esforcos s’han destinat a
desenvolupar una immunoterapia passiva focalitzada en les cél-lules CD8", i a
identificar les dianes moleculars reconegudes per aquestes cel-lules en models murins i
en humans. La majoria dels assatjos clinics en humans que utilitzen péptids amb o sense
adjuvants, corresponen a seqiieéncies restringides per classe I.

Els mecanismes de citotoxicitat descrits son, a través de Fas-FasL, per mitja de
la secreci6 de TNF-a, IFN-y, o bé per la secrecié de granuls de perforina/granzima

(Winter, et al. 1999).
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De manera tradicional molts estudis només s’han centrat en el paper efector de
les cél-lules CDS", pero cada vegada hi ha més evidéncies de que per a una correcta
activacid 1 persiténcia de la resposta immunitaria induida, cal I’activacié també de les
cél-lules CD4", ja que séon aquestes les que proporcionen els senyals importants i

determinants per ’eficient activacié (Hu, et al. 2000).

Paper dels limfocits CD4"

El coneixement de com els limfocits CD4" poden influenciar la resposta
antitumoral és molt reduit en comparacié amb el dels CD8". Les proves més evidents
del poder de les cél-lules CD4" en la resposta contra proteines propies, provenen de
models murins de malalties autoimmunes, com la encefalomielitits al-lérgica
experimental (EAE), el lupus eritomatoés sistémic i la diabetis. En aquests casos la
malaltia es pot transmetre a ratolins “naive” amb la transferéncia de limfocits T CD4"
purificats o clons T. Aquests estudis suggereixen que I’activacido completa de cel-lules T
autoreactives pot ser un element clau, que no es té en compte en molts protocols clinics
de vacunes contra cancer (Zeng, 2001).

Els limfocits T CD4" poden afectar i modular la funcié de les cél-lules
dendritiques (Chakraborty, et al. 1999). Aquesta activacié es porta a terme a través de la
interaccid entre el CD40 de la cél-lula presentadora i el CD40L del limfocit activat
(Felzmann, et al. 2001). Aquesta uni6 fa augmentar la secrecié de citocines
proimflamatories que afecten principalment a les cél-lules T CD8" que puguin estar
reconeixent 1’antigen en la mateixa ce¢l-lula dendritica (Baxevanis, et al. 2000), i també
provoca I’atracci6 d’altres cel-lules al lloc de la reactivitat immunitaria (Mailliard, et al.
2002). En experiments de transferéncia de clons CDS8' especifics contra el
citomegalovirus, la seva activitat citotdéxica es veu dramaticament reduida en animals
deficients en cél-lules T CD4" especifiques. En ratolins deficients en CD4" s’ha pogut
observar una progressiva pérdua de les cél-lules T CD8", que té com a resultat una
resisténcia disminuida a les infeccions virals. Aquests resultats podrien tenir
implicacions importants en la terapia antitumoral, ja que per produir-se una regressio
tumoral completa, es requereix un immunitat antitumoral prolongada. La inducci6
simultania d’una resposta Thl 1 Th2 és requereix per assolir una resposta maxima

antitumoral sistémica en un model muri de tumor induit per B16 (Hung, et al. 1998).
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Les citocines produides per aquestes cel-lules activen els eosinofils, aixi com els
macrofags, que produeixen superoxid i oxid nitric. Aquests tipus cel-lulars també
col-laboren en el lloc tumoral a la seva destruccié (Nishimura, et al. 1999).
Com ja s’ha comentat préviament, sovint els protocols de vacunacié amb peptids

(amb o sense cél-lules dendritiques) s’han centrat en epitops reconeguts pels limfocits T
CDS8"; s’ha demostrat el seu potencial i la seva aplicabilitat en la immunoterapia del
cancer, pero les respostes generals son débils 1 transitories. Una possible rad és la manca
de resposta T CD4" en aquests protocols. Cada vegada hi ha més evidéncies de que
aquestes cel-lules juguen un paper central en la iniciacié i manteniment de la resposta
immunitaria contra el tumor.
Tres possibles vies que medien 1’ajut per les cél-lules CD4" han estat descrites (Ribas, et
al. 2001) :

— Activacio de la cel-lula dendritica dependent de CD40.

— Activacio de la cel-lula dendritica independent de CDA40, a través

d’altres receptors de la superfamilia del TNF (TRANK, RAF).
— Comunicacié directe dependent de limfocines entre les cel-lules

CD4'-CDS§".

= La funcio6 de la vacuna seria mediada principalment per les cel-lules dendritiques.

L’inici de la immunitat de les cél-lules T és, en gran part, el resultat d’una
poblacid especialitzada de APC, anomenades cel-lules dendritiques. Aquestes activen la
resposta T perqué capturen, processen i presenten antigens en el context de les
molecules de MHC en un microambient adequat. També tenen la capacitat de donar els
senyals coestimuladors necessaris per aconseguir 1’activacid completa del limfocit T.
Aquest senyal secundari és la conseqiiencia d’interaccions diverses entre glicoproteines
de membrana en la superficie de les cel-lules T i APC. La interaccio6 entre les molécules
B7 1 els seus lligands (CD28, CTLA-4) en la superficie de la cel-lula T és critica en la
generaci6 del senyal secundari. La interacci6 amb CD28 esta associada amb la
proliferacié i diferenciacid, mentre que amb CTLA-4 pot ser responsable d’un estat
funcional d’inhibici6 (Sutmuller, et al. 2001).

Les cél-lules dendritiques poden patir la seva maduracid o “super-activacio” a

través de 1’activitat de citocines derivades de macrofags, principalment TNF-a, aixi
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com a través de la interaccid6 amb CD40L-CD40 (Felzmann, et al. 2001). Altres
components principalment derivats de patogens bacterians proporcionen una maduracid
forta 1 eficient de les cel-lules dendritiques. Amb aquesta maduracid, les c¢l-lules
dendritiques poden iniciar d’'una manera efectiva la resposta en limfocits T “naive”, i
modular el patr6 de resposta T.

. L’eficacia de les vacunes pot ser augmentada amb citocines, quimiocines i/0
molecules coestimuladores.

Les citocines, i en particular els interferons, poden tenir efectes poderosos en
I’activacio i proliferacio de les cél-lules T. Es poden utilitzar com adjuvants i millorar la
resposta immunitaria induida per la vacuna. Poden ser administrades sistémicament en
forma de proteina, o bé els seus gens insertats en vacunes recombinants. IL-2, IL-7 o
especialment IL-12 han tingut una activitat protectiva i teraputica en models animals
de transferéncia de gens (Zitvogel, et al. 1996). Malgrat tot, no tots aquests resultats en
models murins, han sigut confirmats en assatjos clinics en humans; en pacients amb
melanoma metastatic vacunats amb un peptid immunodominant derivat de la gp100, no
va augmentar D’eficacia de vacunacié (mesurat per respostes cliniques objectives)
utilitzant GM-CSF o IL-12. Només altes dosi de IL-2 ha demostrat tenir un efecte
beneficiés com a adjuvant per immunitzacions amb péptids (Lee, et al. 1999).

* L’immunogen escollit ha de ser efectiu en el tractament de la malaltia establerta.

Els primers intents en desenvolupar vacunes tumorals es van basar en
I’utilitzacié de cel-lules irradiades, administrades amb adjuvants, per exemple BCG
(Lieberman, et al. 1979), o infectades amb virus per tal de generar oncolisats. Degut a
que les cél-lules tumorals sébn immunogens pobres, s’han destinat molts esfor¢os en
I’aillament d’antigens tumorals a partir del microambient tumoral, per exemple
purificant proteines d’estrés térmic, o bé purificant els peptids directament del MHC de
les cél-lules tumorals, amb una elucid acida, i utilitzar-los posteriorment per carregar
c¢l-lules dendritiques, o bé transfectant les cel-lules dendritiques amb RNA tumoral.

Les vacunes recombinants utilitzen vectors virics atenuats, transfectats amb
algun antigen tumoral. A nivell tedric, actuarien com a adjuvants potenciant la resposta
immunitaria. A part de totes les consideracions de seguretat en 1’ts de virus
recombinants en terapies antitumorals, és molt possible que existeixi una immunitat

previa del pacient contra el virus utilitzat com a vector i que faci, per mitja d’anticossos
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per exemple, que els vectors siguin rapidament eliminats sense donar lloc a una resposta
contra I’antigen tumoral transfectat. La potenciacié d’una resposta immunitaria per part
de components del propi virus, no contribueix a I’especificitat de la immunoreactivitat
contra el tumor. Potser 1’Uinica excepcid a aquesta generalitzacio ¢és 1"is d’immunogens
virics per vacunar en el cas de cancer induits per virus (p.e. vacunacions amb la forma
recombinant humana del papillomavirus per tractat el cancer de cérvix).

= Els principis basics immunologics determinarien la dosi Optima, les reinoculacions,

la via d’inoculacio.

En adici6 a tots els components préviament comentats (tipus d’antigen,
immunogen, adjuvant...) un nombre addicional d’incerteses es presenten
immediatament. Quina és la dosi apropiada de I’immunogen? Quina via d’inoculaci6 és
la més apropiada? Es requereixen posteriors reestimulacions del sistema immunitari?
Quantes vegades? Amb quina freqiiencia?, Com ha de ser subministrada la vacuna;
semanal, mensual, diaria, etc.?

La resposta a aquestes preguntes requereix un coneixement profund de la
immunofisiologia de la vacunaci6 in vivo, ja que els coneixements in vitro d’aquests
parametres, aporten un benefici limitat. Les evidéncies en models animals suggereixen
que amb una dosi incrementada d’immunogen, més enlla de certs limits pot impedir o
inclos eliminar la reactivitat contra aquell antigen. Es dificil extrapolar en humans,
quines concentracions serien necessaries d’un peptid, per exemple, per observar el
mateix efecte que en ratolins.

Sembla bastant clar que reestimulacions diverses poden incrementar la intensitat
de la resposta immunitaria. En alguns models, ’eficacia de les vacunes antitumorals pot
ser augmentada, i fer més potent la resposta antigen especifica CTL, amb la utilitzacid
de dos vectors diferents (reestimulacié heterodloga) en front de 1’Gs d’un unic vector

(reestimulaci6 homologa).

Senyals de perill

Els tumors sén generalment cél-lules sanes, propies, que no generen cap tipus de
senyal de 1’alarma per I’organisme 1 per tant no activen les APCs (Fuchs, et al. 1996).
Mentre les cél-lules tumorals creixen, no indueixen cap tipus de resposta immunitaria, i

de fet, lentament poden anar induint tolerancia pels limfocits T especifics pel tumor. A
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pesar de que les zones centrals de tumors solids grans, pobrement vascularitzats, el
tumor pugui necessitar nutrients, la mort cel-lular per deprivacio de nutrients d’aquestes
cel-lules és per apoptosi, 1 aquest tipus de mort, no indueix cap tipus de resposta
immunitaria. Tot i que sembla que hi ha sintesi de proteines d’estrés térmic (Feng, et al.
2001), aquestes no s’alliberen fora de les cél-lules; fins que la quantitat de mort
sobrepassa a la capacitat local de retirada de cossos apoptotics. En aquest punt, les
cel-lules mortes, poden esdevenir necrotiques 1 alertar a les APC locals per diverses
senyals d’alarma (possiblement a través de les proteines d’estrés térmic) i es pot
desenvolupar la resposta immunitaria. Els pocs limfocits T especifics pel tumor que
quedin poden intentar eliminar el tumor, perd en aquest punt pot ser un cas de massa
pocs 1 massa tard (Valmori, et al. 2002) encara que tinguin les capacitats efectores

intactes.

Infusio de cél-lules

El brag cel-lular del sistema immunitari juga, com ja hem vist, un paper central
en la destruccio de les cel-lules tumorals, regressido de diposits tumorals establerts, 1
manteniment d’una resposta immunitaria antitumoral. L’objectiu de la terapia de
transférencia adoptiva és promoure aquestes funcions cel-lulars en pacients de cancer
per I’administracié de cél-lules que han sigut cultivades ex vivo. Aquestes cel-lules
efectores son recollides 1 cultivades, tractant de minimitzar els efectes reguladors
normals del sistema immunitari 1 la supressio potencial del tumor. Les caracteristiques
cel-lulars desitjables d’aquestes cel-lules poden ser augmentades en cultiu, afegint
diversos agents. Finalment, les cé¢l-lules efectores activades i expandides poden ser
utilitzades de manera autologa per tractar pacients. Les técniques de transferéncia de
cel-lules s’han vist molt afavorides per la disponibilitat de citocines recombinants,
especialment la IL-2, necessaria per I’expansio i supervivencia dels cultius de limfocits.

Podem considerar tres tipus de ceél-lules que es poden escollir per a ser
infundides: TILs (de I’anglés “tumor infiltrating lymphocytes™; cél-lules infiltrants de
tumors), cel-lules LAK (de I’anglés “lymphocyte activated killers”; cel-lules “killer”
activades), 1 les IVS (de I’anglés “in vitro sensitized cells”; cel-lules sensibilitzades in

Vitro).
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TILs

Son limfocits que infiltren els tumors solids 1 poden créixer en suspensio, a partir
de la disgregacio dels tumors, amb un medi de cultiu que contingui IL-2 (Holmes,
1985). Tenen la capacitat de reconeixer antigens especifics del tumor i poden mantenir
la capacitat de lisi especifica després de ser expandits in vitro. Aproximadament el 50%
dels limfocits obtinguts a partir de pacients de melanoma, exhibeixen lisi especifica de
tumor o secreci6 de citocines en 1’exposicid al tumor autoleg. Reconeixen una amplia
varietat d’antigens associats a melanoma i també diversos epitops dins d’una mateixa
proteina. La série més llarga de pacients tractats amb TILs inclouen 86 pacients, als
quals a més de les cel-lules TILs anaven acompanyats amb diferents dosi de IL-2
endovenosa. En aquest estudi, la tasa de respostes cliniques objectives era del 34%, i les
respostes eren similars entre rebre o no IL-2. Aquesta resposta clinica del 34% ¢és
aproximadament el doble de la tasa de resposta clinica observada en un grup de 134
pacients tractats amb el mateix régim de IL-2 sola, encara que la duraci6 de les
respostes van ser curtes. Si bé s’ha demostrat la seva eficacia 1 la seva capacitat
antitumoral, 1 estudis esperancadors en models murins, la seva aplicacié en humans no
ha donat el resultats esperats. Hi ha alguns factors que poden explicar aquesta manca
objectiva de resposta. Quan les cel-lules s’inoculen en el torrent circulatori, poden
desplagar-se amb la sang i col-lisionar amb les parets dels vasos, adherir-se a elles de
forma transitoria o estable i finalment extravasar-se. L’eficacia terapéutica d’aquestes
cel-lules, depén de que aquestes cél-lules arribin al lloc del tumor; estudis amb isotops
radioactius mostren que en aproximadament un 30 % dels pacients que rebien aquesta
terapia les cel-lules no accedien al tumor. També s ha pogut observar en models murins,
que les cel-lules TILs poden quedar rentigudes en la microcirculacié pulmonar degut a
la rigidesa que adquireixen les cél-lules T al ser tractades amb IL-2.

Una nova estratégia per la inoculacié de cel-lules TILs es centra en seleccionar
in vitro aquells clons que reconeixen el tumor 1 mostren una activitat citotdxica contra
antigens de melanoma, després de I’expansi6 de les TILs. Es pot millorar en
I’especificitat del reconeixement, perd pel moment, no hi ha res que ens asseguri que les

cel-lules TILs inoculades de manera endovenosa arriben al teixit tumoral.
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LAK

Aquests limfocits desenvolupen la capacitat de lisar tumor fresc quan sén
cultivats amb concentracions molt elevades de citocines. Son cel-lules que s’obtenen de
sang periférica, normalment posterior a un tractament del pacient amb IL-2
recombinant, factor que provoca una limfocitosi. La seva capacitat citolitica és
inespecifica, degut a la manera que son obtingudes. Fins que la IL-2 no va estar
disponible en forma recombinant, aquests estudis es van portar a terme amb limfocits
estimulats amb fitohemaglutinina (PHA), i I’activitat antitumoral era similar. Els estudis
randomitzats van mostrar que malgrat es podien observar respostes cliniques evidents,
no havia un augment de la resposta 1 de la supervivéncia respecte al grup de pacients
tractats amb cél-lules LAK+IL-2 respecte al grup tractat només amb IL-2, cosa que

desaconsella seguir per aquesta via de terapia.

IVS

Corresponen a cel-lules de obtingudes a partir de sang periférica que son
estimulades en cultiu amb antigens tumorals, per exemple amb tumor autoleg, i
s’expandeixen amb dosi de IL-2 molt baixes (10-20 U/ml) per tal de que proliferin
només aquelles cel-lules que siguin especifiques i estiguin activades (Chang, et al.
1993). A nivell tedric son la poblacié de limfocits antitumorals més especifics perque
les condicions de cultiu només permeten I’expansi6é d’aquells limfocits especifics i que
probablement no hagin rebut senyals inhibidores per part del tumor com ho poden haver
patit els limfocits aillats de tumor (TILs). El sistema d’obtencid es pot millorar si en la
seleccio dels clons de limfocits T s’utilitzen cel-lules dendritiques autologues carregades
amb els antigens tumorals de manera prévia a I’expansid. Estudis en la generacio i
expansi6 de CTL in vitro (Yang, et al. 2002) en controls sans utilitzant c¢l-lules
dendritiques autologues carregades amb un peptid de la proteina gp100 (peptid G209-
2M) han classificat les cél-lules generades en tres categories: CTL especifics pel peptid
amb activitat citotoxica per cel-lules dianes carregades amb el peptid; CTL especifics
que reconeixen els peptids G209-2M o la forma natural G209, perd no melanomes; i
CTL reactius contra cel-lules de melanoma, que reconeixen cél-lules dianes carregades
amb el peptid, aixi com melanomes. Aquestes diferents capacitats es troben fortament

correlacionades amb I’afinitat del TCR del limfocit T pel MHC-péptid, amb més alta

29



Vacunes terapeutiques 1 c€l-lules dendritiques en el melanoma

afinitat majors capacitats litiques presenten les cel-lules, mentre que les CTL que tenen
menor afinitat requereixen altes concentracions de peptids per ser reconeguts en les
cel-lules dianes. Per tant per a una immunoterapia efectiva requeriria 1’expansio
selectiva de CTL amb alta afinitat.

No hi ha dades cliniques respecte aquesta terapia, malgrat les dades obtingudes
in vitro apunten a que les cél-lules generades tenen una alta capacitat citolitica contra el

tumor pel qual han sigut seleccionades.

Vacunes en cancer. Aplicacions cliniques. Vacunes amb lisats i
cél-lules completes

L’heterogeneitat en 1I’expressio d’antigens associats a tumor ha sigut documentat
en diferents tipus de cancer, 1 clarament juga un paper clau en I’escapament de les
cel-lules tumorals de la immunovigilancia (Kageshita, et al. 1997). Per tant el
desenvolupament de vacunes composades per lisats de ceél-lules tumorals o amb cél-lules
completes engloben una aproximaci6 d’us d’antigens polivalents (Mitchell, et al. 1990).
Aquest metode incorpora dos o més linies cel-lulars del mateix tipus de tumor i per tant
tracta de cobrir les perdues potencials d’antigens i neutralitzar aquest mecanisme

d’escapament tumoral.

Preparacio de la vacuna

La selecci¢ del teixit o cel-lules tumorals és un pas critic en la preparacié d’una
vacuna tumoral. L’aillament de tumor de diferents localitzacions en un mateix pacient
podria ser el metode més apropiat per preparar una vacuna autologa, ja sigui utilitzant
lisats o cél-lules senceres, s’hauria de disposar dels diferents tipus cel-lulars del mateix
tumor. La vacunacié autdloga evita respostes no desitjades contra teixits normals
al-logénics. Malgrat la dificultat que implica la vacunacié amb cé¢l-lules tumorals
autologues amb un nombre gran de pacients, s’han portat a terme algunes aplicacions
terapeutiques (Berd, et al. 1990), on es poden observar respostes cliniques avaluables.
La modificacio del tumor autoleg pot fer que aquest sigui immunogenic 1 es provoqui
una resposta imflamatoria contra ell, que de manera natural no es dona, possiblement
pels mecanismes immunoreguladors del tumor (Berd, et al. 1991, Sensi, et al. 1997).

Existeixen moltes raons de per que és dificil preparar una vacuna autologa. No sempre
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hi ha disponibilitat del tumor del propi pacient en estadis inicials de la malaltia, no

s’assegura 1’estandaritzacié dels diferents lots d’una vacuna pels diferents pacients, pot

portar molt de temps ’establiment i expansié d’una linia tumoral en cultiu per cada
pacient.

Per tal d’evitar aquests problemes, alguns investigadors van decidir utilitzar
cel-lules al-logeniques, i utilitzar-les com a vacunes. En la seleccio d’aquestes cel-lules
s’haurien de tenir presents una serie de requeriments generals:

1. Buscar linies amb la major expressio d’antigens associats a tumor que puguin induir
tant una resposta cel-lular com una humoral.

2. Expressio de HLA classe 1 i classe II. Millor que els haplotips seleccionats
coincideixin amb la major part dels pacients. Seleccid dels més freqiients.

3. Rigorés control de qualitat. A part dels requeriments Optims de creixement, la no
preséncia de cap tipus de contaminacié virica, bacteriana o per fongs ha de ser
descartada 1 rutinariament analitzada.

Fins al moment hi ha reportats diversos assatjos clinics on s’ha tractat primer
provar la viabilitat de les vacunes en un petit grup de pacients, generalment amb un estat
avancat de la malaltia. De manera col-lectiva, els resultats publicats han mostrat
minimes respostes cliniques, aquestes respostes s’han pogut observar de tota manera, en
cancers d’origens molt diferents, carcinoma de colon, cancer colorectal, cancers
ginecologics, leucemies, cancer de pulmd, melanoma, carcinoma renal i sarcomes. Les
possibles raons inclouen la manca d’una estandaritzacié en la produccié de la vacuna i
el fet de que han sigut estudiats maultiples tipus de cancer amb propietats
immunogeniques variables.

Un dels treballs pioners de la utilitzacié d’una vacuna al-logénica polivalent en
melanoma és el portat a terme pel grup de Morton (Morton, et al. 1996). En I’estudi
s’utilitzaven tres linies al-logéniques de melanoma, les quals expressaven alts nivells de
sis antigens representatius de melanoma. La inoculaci6 de la vacuna irradiada
s’acompanyava les dues primeres vegades amb BCG, com adjuvant. Es va portar a
terme un estudi en pacients en estadis III i IV, i com a control utilitzava un grup de
pacients historics del seu hospital, els quals havien rebut els régims de quimioterapia
millor acceptats en cada época. Els resultats d’aquest estudi mostraven una significativa

supervivéncia major del grup de pacients que rebien la vacuna respecte els tractats amb
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quimioterapia (taula 4). De manera interessant, aquells pacients amb una supervivencia
més llarga, dins el grup de vacunats, presentaven una resposta incrementada per
anticossos IgM contra determinats antigens de melanoma, aixi com una hipersensibilitat
cutania retardada (DTH). Posteriorment altres grups han demostrat [’activitat
antitumoral de vacunes al-logéniques, encara que queda per demostrar 1’eficacia fins

que no es portin a terme els estudis randomitzats adequats.

Taula 4: Augment significatiu de la supervivéncia en pacients de melanoma malignes (estadis III i IV)

amb el tractament d’una vacuna polivalent amb cél-lules senceres.

AJCC Vacunacions terapeutiques Controls historics Significacio
pac /s. med /s. Sanys pac /s. med /s. Sanys
(mesos) (mesos)

v 157 23 25% 1.521 75 6%  p=0.0001

111 283 90  52%* 1.474 24.3 33%* p=0.002 (p*=0.0002)

La resposta al-logenica i la immunitat tumoral

La forta resposta al-logenica contra les molécules de MHC d’un donant en els
trasplantaments, i la resposta debil contra antigens tumorals, representa dues cares
importants de la resposta immunitaria, divergents perd potencialment interactives. La
resposta al-logénica generada podria ser aprofitada d’una manera satisfactoria per
promoure I’erradicacio d’un cancer metastasic pel sistema immunitari.

Els limfocits T immadurs, responen amb una reactivitat inusual contra antigens
del MHC no propis, d’altres membres de la mateixa especie, fenomen anomenat
al-loagressio. Mentre que la freqiiéncia d’un precursor T per antigens ambientals esta en
I’ordre de 1 de cada 10 a 1 de cada 10°, aproximadament d’un 1-10% del total de
limfocits d’un individu poden respondre contra antigens de MHC d’un altre. Es
produeix un reconeixement directe per les cel-lules T de les molécules de MHC com a

estructures intactes en la superficie cel-lular.
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Implicacions per la immunoterapia tumoral

L’objectiu de la terapia antitumoral és 1’estimulacié d’una resposta T sistémica

contra péptids tumorals presentats per antigens leucocitaris propis (HLA). Es només a

través d’aquests reconeixement restringit per moleécules propies que els dipdsits

metastasics disseminats poden ser potencialment destruits.

La gran freqiiéncia de precursors que medien 1’al-loreconeixement pot tenir

amplies implicacions en la generaci6 d’aquestes respostes T restringides pel propi MHC

(Fabre, 2001).

L’elevada proporcio de cel-lules T que responen per reconeixement directe contra
les molécules intactes al-logéniques de MHC, pot també representar un nombre de
cel-lules amb una especificitat per peptids ambientals normals presentats per
molecules de HLA propies. Aquesta crossreactivitat que ha sigut demostrada per
péptids virals, implica tant a CD4" com a CD8". No hi ha una raé a priori de que les
cel-lules T que responen d’una manera al-logénica no tinguin una especificitat per
peptid tumorals presentats per les molécules de HLA propies. Malgrat s’ha apuntat
aquesta possibilitat en el tractament o prevencio de les infeccions per HIV, no ha
sigut considerada per atacar les dianes tumorals aprofitant aquesta crossreactivitat.
La segona implicaci6 fa referéncia a I’expansié de céllules T CD4" per
reconeixement directe de MHC 1II 1 la provisid6 de resposta T helper pel
reconeixement ja de péptids propis. Aquesta és una consideracio critica ja que la
generacié de cél-lules T CD4 " antitumorals és débil o absent, com ja s’ha comentat
préviament, en la majoria de protocols de vacunacio.

Per ultim, la importancia de la resposta innata com a sistema per generar un
microambient immunoestimulador es comenca a congixer actualment. La captacid
de péptids tumorals i la seva presentacio per cel-lules dendritiques intersticials, en
un microambient quiescent, genera un estat d’anérgia. La resposta al-logénica té el
potencial de produir un medi ric en citocines i lligands coestimuladors per a que la

resposta generada no sigui anérgica si no amb potencial antitumoral.

Mecanisme d’induccié d’immunitat per una vacuna (lisat o cél-lula completa)

El mecanisme d’induccié d’una resposta T helper i la produccio d’anticossos no

es diferencia als antigens virics o bacterians. El mecanisme d’inducci6 de CTL a partir
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d’antigens solubles no esta clar. Malgrat els antigens solubles son processats 1 presentats
per la via de classe II, existeixen algunes evidéncies molt discutides, d’una nova via pel
processament d’antigens solubles a través de classe I 1 la generacid tant in vivo com in
vitro d’una resposta CTL, procés anomenat de crossreactivitat (Berard, et al. 2000).
Diferents estudis presenten que ceél-lules dendritiques carregades amb lisat de cél-lules
tumorals processen i1 presenten antigen de manera eficient, induint resposta CTL. La
c¢l-lula tumoral pot presentar peptids propis en les seves molecules de HLA, i es podria
produir un reconeixement directe de la CTL, perd aquest contexte és poc immunogenic
degut a la manca de molécules coestimuladores en la membrana de la cél-lula tumoral
(B7.1 1 B7.2), I’abséncia de citocines estimuladores, aixi com altres factors
immunosupressors implicats (Foss, 2002). Huang et al, van mostrar clarament que en un
model de tumor muri era necessaria la presencia de cel-lules derivades del moll d’ds,
possiblement del llinatge de cél-lules dendritiques. Aquestes cel-lules eren riques en
molecules de coestimulacio, molécules MHC involucrades en el processament de
material soluble a partir de cel-lules necrotiques 1 estimuladores d’una resposta CTL
(Larsson, et al. 2001). En la figura 1 es representa el mecanisme suggerit per la
induccié d’una resposta immunitaria antitumoral per vacunes de cel-lules completes o

lisats.

34



INTRODUCCIO

Figura 1: Inducci6 de la resposta immunitaria antitumoral.
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Monitoritzaci6 de la resposta a les vacunes

Principis generals

1. Monitoritzacié del métode de vacunacid, incloent els parametres de 1’administracid
de la vacuna, propietats biologiques i efectes locals o sistémics que porta a una
resposta immunitaria efectiva i com podem predir dades cliniques.

2. Mesura de la resposta immunitaria a la vacuna, basat en el millor coneixement
disponible que ens mostri, tipus, qualitat i magnitud de la resposta necessaria per
tenir un efecte antitumoral.

3. Valoraci6 de factors relacionats amb el tumor, coneguts o sospitosos d’influenciar el

desenvolupament i evolucio d’una resposta antitumoral efectiva in vivo.

Es essencial demostrar que la vacuna indueix una resposta immunitaria que
reconeix els antigens, bé processats de manera natural per la cél-lula tumoral i
presentada per aquesta (débil immunogenicitat), o bé per APC, ja que I’eficacia
antitumoral no es pot donar d’altre manera.

També és important determinar la magnitud i la qualitat de la resposta:

a) Nombre de cél-lules especifiques per I’antigen tumoral.

b) La seva avidesa (afinitat) per ’antigen.

¢) Produccio de citocines.

d) Capacitat de desplacament al tumor, aquest punt, pot ser critic en mediar els efectes.
Es creu que un dels factors més importants és que els limfocits especifics pel tumor,
no poden accedir al tumor i lisar les c¢l-lules.

Malgrat que la millor valoracié que es pot fer, és en el mateix lloc on hi ha el
tumor 1 valorar la infiltracié cel-lular; normalment només €s possible monitoritzar a
través de noduls limfatics i sang periferica. Una consideraci6 important és que no
existeixen resultats per optimitzar el temps (timing) de recollida de mostres, i en
particular per les respostes mediades per limfocits T contra vacunes antitumorals.

Un aspecte determinant en la monitoritzacié de la resposta a la vacuna té a veure
amb el tipus d’antigen utilitzat. La utilitzaci6 d’un o diversos peptids facilita la seva

monitoritzacid ja que es disposa I’antigen purificat pel qual s’esta intentant generar una
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resposta, per contra amb la utilitzacio de lisats o cél-lules completes, la seva
monitoritzacid és més complicada ja que no sabem o ¢és dificil saber contra quin o quins

antigens s’esta generant la resposta, en el cas de que aquesta s hagi induit.

Determinacié de I’assaig

La determinacid de la resposta immunitaria prevacunacid versus postvacunacio
s’ha de demostrar ser especifica pel preparat que forma part de la vacuna, i on és
aplicable, que sigui especific per I’antigen tumoral i no per a components adjacents de
la vacuna. L’objectiu de monitoritzar els estudis inicials clinics és poder correlacionar la
resposta immunitaria amb les evideéncies cliniques. Sovint s’arriba a la conclusié que el
tractament que indueix una resposta immunitaria produeix uns beneficis clinics.
Normalment una bona resposta només representa un millor grup pronodstic de pacients
que son capagos de generar una resposta immunitaria contra la vacuna (Lee, et al.
1999).

La inducci6é d’una resposta immunitaria en un pacient, depen de diversos factors
associats al propi pacient, que inclouen tractaments amb agents citotoxics abans de la
vacunacio, tipus de malaltia, estat de la malaltia, estat general del pacient, etc...

Les vacunes derivades de fonts de tumors al-logénics, presumiblement indueixen
resposta contra antigens compartits, els quals poden o no ser coneguts. Si és conegut, es
pot monitoritzar la resposta i la immunogenicitat de la vacuna, en el cas de que no
siguin coneguts calen altres aproximacions i el major objectiu és determinar si la
resposta immunitaria és induida per antigens expressats en la vacuna. Respostes
serologiques 1 per limfocits T poden ser mesurades perd a l’igual que amb antigens
coneguts, calen linies autdlogues o amb linies al-logéniques amb HLA compartit,

preparades per ser utilitzades com a dianes (Herr, et al. 1996).

Mesura de la resposta per limfocits T contra les vacunes

Malgrat la descripci6 de diversos assatjos per analitzar la resposta T,
paral-lelament a 1’avaluacid clinica, cap d’ells pot avaluar I’espectre complet de les
possibles respostes del limfocit. A més, no existeixen correlacions clares entre la

resposta immunitaria i ’activitat antitumoral.
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Les respostes cel-lulars a 1’activacio i reconeixement antigenic porta a I’activacio
cel-lular, canvi en I’expressié de marcadors de superficie, proliferacio, produccioé de
citocines i lisi especifica de cél-lules diana. Per una resposta mediada per CD4" i CD8"
la magnitud de la resposta (freqiiencia de la cel-lula T especifica per I’antigen), aixi com
I’afinitat pel respectiu complexe peptid/MHC, poden ser factors importants en
determinar si la immunitzacio6 pot tenir com a resultat la regressio del tumor.

Per ultim, no hem d’oblidar que molts protocols de vacunacié inclouen
molécules immunogeniques per si mateixes, i el que es mesura €s la reactivitat contra
aquestes molecules. Les mesures que es realitzen en aquestes situacions, a part
d’avaluar les respostes mediades pels limfocits T, son les reaccions d’hipersensibilitat,
mesurada per la reactivitat cutania, 1 sobre tot la resposta humoral, que en determinades
situacions sembla correlacionar amb la resposta clinica que la determinada vacuna

produeix (Hsueh, et al. 1998).

Vacunes tumorals genéticament modificades

La clonaci6 dels gens de molecules reguladores del sistema immunitari, ha obert
una nova generaci6 de vacunes cel-lulars, amb la transducci6 a les cel-lules tumorals de
gens de molécules immunologicament actives. L’evaluacié de 1’activitat antitumoral
d’aquest procediment terapéutic s’ha portat a terme en models murins.

En general els tipus de gens utilitzats es poden dividir en tres categories:

1. Gens del complexe major d’histocompatibilitat.

2. Gens codificants per molécules coestimuladores, del tipus B7 (Chen, et al. 1992).
3. Gens codificants de citocines.

La utilitzacio d’aquest tipus de vacunes podria ser important en aquells tipus de
tumors en els quals no es coneix quins son els antigens associats al tumor, ni els epitops
immunodominants. Es tracta que en determinats tumors poc immunogenics, introduir
modificacions que generin respostes inflamatories en el mateix lloc de la injeccio.

Els primers estudis, portats a terme per Lindernmann i1 Klein, van mostrar que
lisats tumorals eren immunogenics si préviament havien estat infectats amb el virus de
la influenza, mentre que el lisat sol, o bé barrejat amb el virus, no conferia aquesta
immunogenicitat i no s’induia una resposta sistémica. Degut a la necessitat de la

infeccid per a que la vacuna fos immunogenica, Klein 1 Lindernmann, van hipotetitzar
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que els antigens tumorals debils es podrien associar o incorporar al virus, i1 esdevenir
immunogens més potents. A partir d’aquests estudis inicials, es van desenvolupar noves
tecniques de transferéncia de gens, utilitzant vectors retrovirals, adenovirals, etc...

En I’actualitat, el major interés d’aquesta tecnologia es centra en la introduccio
de gens de citocines en la cel-lula tumoral. Diversos estudis han fet servir practicament
la totalitat de citocines reguladores conegudes, perd principalment en models
experimentals, les citocines amb major poténcia antitumoral son la IL-2, IL-12 1 GM-
CSF (Nanni, et al. 1998), ja que generen una potent resposta inflamatoria in situ, i a més
condicionen la resposta provocada per cél-lules CD8" i NK (Tanaka, et al. 2000). Un
dels poblemes actuals i que encara esta en vies de solucid és que la transduccié de gens
in vivo, son processos poc eficients quan s’utilitzen virus deficients per la replicacio.

Els estudis portats a terme en humans soén pocs, i es redueixen a un nombre petit
de pacients, en estadis molt avancgats de la malaltia tumoral. Fins al moment, es tracta de
demostrar la seva seguretat d’utilitzacio 1 la seva capacitat d’induir alguna resposta
antitumoral. Els treballs publicats fan referéncia a la forta estimulacié de 1’estatus
immunologic del pacient, perd no es parla de respostes cliniques. Estem encara lluny
dins el camp de la utilitzaci6 de vacunes modificades genéticament, i queden molts
aspectes per a ser estudiats, entre ells el més important, de la seva seguretat. La
vacunacié en models animals de cel-lules al-logéniques tumorals transfectades amb el
gen de GM-CSF (Kayaga, et al. 1999) i una proteina del virus de papiloma, t¢ com a
resultat I’expansio de limfocits especifics per I’antigen tumoral, no només expressat en
la cel-lula de la vacuna, si no en les cel-lules tumorals injectades, 1 prevenen

’establiment de les linies tumorals injectades (Chang, et al. 2000).

Futur de les vacunes

Varies arees d’interés busquen la millora de les vacunes. La primera ¢s la
combinaci6 de citocines immunomoduladores amb les vacunes per augmentar la seva
eficacia. La combinacido amb drogues quimioterapéutiques, factors antiangiogeénics o
combinades amb radioterapia han millorat la seva eficacia. Adjuvants virics o bacterians
amb gens de citocines també podrien augmentar ’eficacia, malgrat que la previa
immunitat antivirica dels pacients suposa un problema. Finalment s’esta explorant 1’s
de cel-lules dendritiques per augmentar la resposta contra les vacunes, com adjuvants
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naturals. Les cel-lules dendritiques son les cel-lules presentadores d’antigen més potents
que es coneixen, disposen de tots els mecanismes de captura, processament i presentacid
d’antigen, i en presencia de molécules coestimuladores i de citocines proimflamatories
creen un microambient idoni per a la generacié d’una resposta adequada mediada per

limfocits T.

Cel-lules Dendritiques. Vacunes

Les cél-lules dendritiques (DC) van ser identificades per primera vegada en
I’epidermis en 1868, i van ser anomendades cel-lules de Langerhans (Langerhans,
1868). La seva presencia en altres teixits van ser descrites al principis dels 70 per Cohn i
Steinman (Steinman, et al. 1973), les cel-lules dendritiques van ser aixi anomenades per
la seva morfologia caracteristica amb llargues dendrites. Formen part integral del
sistema limfohematopoiétic i actuen com a sentinelles del cos, provocant la iniciaci6 de
la resposta del sistema immunitari (Banchereau, et al. 1998). Es troben localitzades en
I’interstici dels organs, inclos el cervell. El seu estudi i la seva definicié va ser dificil
fins que al principi dels 90 amb el desenvolupament de les técniques de cultiu amb I’us
de citocines recombinants, es van poden obtenir c¢l-lules dendritiques en quantitats
suficients (Romani, et al. 1994). En I’actualitat es comenga a conéixer el paper de les
DC, no només com a c¢l-lules presentadores d’antigen, si no com a reguladores en la
reparaci6 de teixits, en el rebuig a trasplantaments 1 en la iniciaci6é 1 manteniment de la
resposta inflamatoria. Resultats antitumorals prometedors en ratolins utilitzant cél-lules
dendritiques com adjuvants naturals van estimular el seu us en humans (Dallal, et al.
2000). Alguns assatjos clinics han estat publicats, en els quals s’ha destacat la seva

seguretat d’us 1 respostes cliniques evidents i esperangadores (Banchereau, et al. 2001).

Cél‘lules dendritiques

Les DCs son les cellules presentadores d’antigen més potents en humans
descrites fins al moment; expressen alts nivells de classe I 1 classe II del MHC,
molécules coestimuladores i produeixen una varietat de citocines que inclouen IL-1, IL-
12, IL-18, IFN-a 1 TNF-a, que estimulen una resposta de tipus Thl 1 per tant de tipus
cel-lular (Banchereau, et al. 2000). Provoquen una potent resposta al-logenica (Sallusto,

et al. 1994), (100 vegades superior a altres APC) i expressen de 10 a 100 vegades
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nivells més alts de MHC respecte monocits o limfocits B. Tenen la propietat de que
amb un nombre baix de c¢l-lules dendritiques 1 baixes concentracions d’antigen generen
una forta resposta T, tant de cel-lules quiescents, memoria i “naive” (Salio, et al. 2001).
L’altra part de la historia és que poden induir tolerancia (Hackstein, et al. 2001),
deleccid de cél-lules T autoreactives, timocits i anérgia en cel-lules T madures (Jonuleit,
et al. 2001). Sembla clar que les DC capturen antigens per als quals la immunitat esta
normalment abolida.
Origen de les cel-lules dendritiques

Les DCs constitueixen una rara i heterogenia poblacié fenotipicament diferent
dels macrofags (CD14") i representen menys del 1% de la totalitat de les cél-lules

circulants.
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Figura 2. Ontogenia de les cél-lules dendritiques .
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En humans, els estudis recents indiquen que les DCs provenen de dos llinatges
separats (figura 2). La relacio entre ells és controvertida, principalment per la manca de
marcadors especifics pels determinats precursors. Les DCs mieloids deriven d’un
precursor determinat CD34" a DCs o d’un precursor de granulocits/mondcits. Aquestes
DC mieloids també poden ser derivades in vitro a partir de diferents tipus cel-lulars
préviament considerats com a terminals; aixi monocits 1 precursors de granulocits, es
poden diferenciar a cel-lules dendritiques quan s’exposen in vitro, a combinacions
apropiades de citocines que inclouen GM-CSF, TNF-a, amb o sense IL-4 (Ardavin, et
al. 2001).

En el ratoli es va descriure una poblacié de cél-lules dendritiques intratimiques
derivades a partir de progenitors limfoids CD4"°". Provenen d’un precursor CD4'CD8" i
poden ser diferenciats in vitro en abséncia de GM-CSF. Aquestes c¢l-lules d’origen
limfoide es caracteritzen per I’expressio de I’homodimer CD8a.. Per contra, no es pot
descartar el fet de que existeixi un tnic precursor CD4"°" que doni lloc a les diferents
subpoblacions de cél-lules dendritiques CD8a i les CD8a” i que existeixi una
flexibilitat en la generaci6 de les diferents cél-lules, al menys en el ratoli (del-Hoyo, et
al. 2002). L’origen de les cel-lules dendritiques en models murins és en I’actualitat un
tema en forta controversia, 1 queden per establir quins mecanismes fisiologics porten a
la generacio de cel-lules dendritiques in vivo. Menys encara es conegut en humans, on
no ha sigut encara descrita una poblacié CD8c.". Encara que si han estat descrites DCs
derivades a partir de precursors limfoids CD10", dels quals no s’ha caracteritzat el seu
paper en el sistema immunitari. S6n cel-lules que es caracteritzen per una expressio
intensa del CD123 (receptor de la IL-3) aixi com la manca del CDla i CD11c (com a
marcadors mieloids). Aquestes cel-lules son productores d’interferons de tipus I (o i )
quan interaccionen amb particules viriques i requereixen IL-3 com a factor per
sobreviure (Banchereau, et al. 2000). No esta gaire clar, que les diferents subpoblacions
de cel-lules dendritiques que es poden obtenir in vitro amb combinacions diverses de
citocines, estiguin representades in vivo. Degut a I’interés en la utilitzacié de cel-lules
dendritiques en protocols terapéutics, s’estan fent esforcos en determinar el paper de
cadascuna de les subpoblacions.

Les cellules plasmacitoids (DC2), son cél-lules d’origen limfoid; que secreten

nivells alts d’interfer6 de tipus I quan soén estimulades amb virus i van ser inicialment
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implicades en la generacio de limfocits T reguladors i limfocits T de tipus Th2 (Krug, et
al. 2001), donat que la secreci6 dels interferons de tipus I tenia un efecte
immunoregulador en altres cél-lules dendritiques, evitant la maduraci6, provocant la
secrecio de IL-10 de DCs mieloids, aixi com afectant la secrecid de IFN-y per part de
limfocits T estimulats. Molt recentment, amb la descripcié d’un patré diferencial
d’expressi6 dels receptors TLR (Toll like receptors) (Kadowaki, et al. 2001), entre
poblacions limfoids i mieloids de cel-lules dendritiques, no sembla tant clara aquesta
separacio entre DC2 (limfoids) generadores de Th2 i DCI1 (mieloids) generadores de
Thl; ja que les primeres tenen la capacitat d’induir una resposta de tipus Th1 mediada
per una alta producci6 de IL-12(p70), quan les cél-lules limfoids s’estimulen amb CpG
via TLR-9, o bé amb Ila interacci6 amb CD40L i estimuls virics les cél-lules
plasmacitoids generen una reposta de tipus Th1 molt potent (Cella, et al. 2000).

Un aspecte de la interaccidé amb aquests receptors, provenen de 1’estudi de
I’efecte sobre TLR-7, que s’expressa tant en la subpoblacid de cél-lules dendritiques
plasmacitoids com en la de mieloids. A més d’augmentar la supervivencia i provocar la
maduracid de les cel-lules, la senyalitzacio a través del TLR-7 selectivament facilita la
produccio de IFN-a de les PDC, 1 IL-12 a partir de les MDCs (Ito, et al. 2002).
Confereixen a la secrecid de citocines per les cél-lules dendritiques (i per tant el tipus de
resposta T que es genera) a més de la limitaci6 de la subpoblacié que s’estimula
(“lineage model”), una plasticitat de produccio en funcid dels receptors expressats i de
I’estimul rebut per la ce¢l-lula dendritica (“instruction model”).

Els TLRs, son proteines de transmembrana de tipus I, i funcionen com a
receptors que reconeixen estructures conservades en microbis (PRRs pattern-recognition
receptors). Els dominis citoplasmatics dels TLRs son similars als del receptor de la IL-1
cosa que li permet utilitzar les mateixes vies de senyalitzacio (Akira, et al. 2001).

Dins la poblaci6 de cel-lules dendritiques mieloids, derivades de monocits,
també¢ s’ha identificat una subpoblaci6 que estaria implicada en la generacié d’una
resposta de tipus Th2. Correspon a les cél-lules CD1a’, produeixen nivells alts de IL-10,
i no produeixen IL-12 quan es maduren amb LPS + IFN-y i CD40L (que és la
maduracié adequada per la produccié de IL-12 p70). Per contra aquestes cél-lules
dendritiques no tenen compromesa la seva capacitat al-loestimuladora (Chang, et al.

2000).
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Es intrigant conéixer si les diferents subpoblacions de cél-lules dendritiques
ténen predeterminada la capacitat de dirigir la resposta immunitaria cap a Thl o Th2,
cosa que podria implicar una manca de flexibilitat que es requereix per reaccionar
adequadament pels diferents patogens en els diferents teixits. Al menys en el ratoli aixo
no sembla ser aixi, ja que la injeccio de cél-lules dendritiques CDSo.” (implicades en la
generaci6 de Th1) que provenen de ratolins IL-12"" 0 IFN-y”", estimulen la produccio de
IL-4, IL-5 1 IL-10 1 no de IFN-y per part de les cel-lules T. Mentre que la injecci6 de
cél'lules dendritiques CD8a (Th2) que provenen de ratolins IL-10", rapidament
incrementen la produccié de IFN-y dels limfocits T. Per tant la funcio de les diferents
subpoblacions de cel-lules dendritiques sembla ser flexible i modulat per factors
ambientals, com en aquest cas IFN-y i IL-10. Per tant la capacitat de generacio de la
resposta Th, de les cel-lules dendritiques que migren al gangli limfatic és clarament
transmetre la informacid adequada del teixit infectat cap als limfocits T 1 induir la
resposta immunitaria més adequada (Huang, et al. 2001).

S’han descrit 3 models per explicar com les DCs podrien controlar la polaritzacio
dels limfocits T:
1. Existéncia de diferents subpoblacions de DCs.
2. Lanaturalesa de I’estimul que activa a la cél-lula dendritica.

3. La cinetica d’activacio de la cél-lula dendritica

Maduracié de les cél-lules dendritiques
La maduracio de les DCs és un procés continu que s’inicia en els teixits

perifeérics quan la cél-lula dendritica entra en contacte amb 1’antigen i/0 amb citocines
inflamatories, 1 que es completa durant la interaccio6 DC-T. Constitueix una série de
canvis coordinats, que inclouen la disminucié de la macropinocitosi i els receptors Fc, la
transicio dels compartiments rics en MHC II a la superficie cel-lular en forma de
complexes peptidics, I’augment de molécules accessories coestimuladores, secrecio de
citocines, canvis en el patrd de receptors per quimiocines, etc. La maduraci6 representa
un punt de control per I’inici de la immunitat (Banchereau, et al. 2000).
Molts factors estan implicats en la induccié de la maduracio:
e Productes derivats de patogens virals o microbians, del tipus LPS, CpG DNA, o

dsRNA. Per molts d’aquests els receptors TLR juguen de manera directe o indirecte
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un paper critic. La preseéncia de receptors TLRs en la maduracié proporciona un
mecanisme atractiu pel qual les cél-lules dendritiques actuarien de nexe entre la
immunitat natural i I’adquirida.

Citocines proimflamatories tals com TNF-a, IL-1p, IL-6, i prostaglandines com per
exemple PGE, (Steinbrink, et al. 2000). La interacci6 a través dels receptors de la
familia TNF per aquestes citocines, provoca ’activacié de NF-kB (O-Sullivan, et al.
2002).

La interaccid6 amb els limfocits T, també provoca la maduraci6 de la cél-lula
dendritica, via CD40L, i per la secrecié de IFN-y que sinergitza amb altres senyals
maduratives i estimula la secreci6 de IL-12 (Morel, et al. 2001).

Altres situacions poden provocar la maduracié de les cel-lules dendritiques, com és
la preséncia de proteines d’estrés térmic (p.e. HSP-70) (Todryk, et al. 1999), com a
resultat d’una destrucci6 tissular, en els cultius ex-vivo, s’ha descrit que la propia
disgregacié dels contactes cél-lula-cél-lula provoca la maduraci6é. En resum, faria
referéncia a totes els senyals anomenats de “perill” per on el sistema immunitari
reconeixeria una situacié patologica (Singh-Jasuja, et al. 2000).

De manera continuada es descriuen factors nous que provoquen o modulen la
maduracio.

Per contra alguns factors s’han descrit com a inhibidors de la maduracié de les
cel-lules dendritiques, i per tant de la seva funcionalitat. La preséncia de IL-10 en el
moment d’induir la maduracié inhibeix I’expressio de CD80, CD86, 1 de les
molécules de MHC II, també té un efecte inhibitori en I’expressié de CD83 i de la
secrecio de citocines, en concret IL-12 (quan han sigut activades amb LPS), i TNF-
a. La IL-10 no té¢ el mateix efecte en cel-lules plenament madures, i no sembla
afectar a la seva funcionalitat.

Major controveérsia susciten les prostaglandines (en concret PGE,). Alguns estudis la
presenten com una molecula inhibidora de la maduraci6, mentre que en altres
situacions esdevé un factor clau en la maduracié “total” de les DCs. No sembla
afavorir la secreci6 de IL-12 (Kalinski, et al. 2001), pero incrementa tant I’expressio
de les molecules coestimuladores, aixi com [’expressid6 de novo de CCR7
(Scandella, et al. 2002), receptor de quimiocines que dirigeix a la cél-lula dendritica
cap als ganglis limfatics. Es molt possible que el benefici que aporta en I’augment
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de la capacitat estimuladora de les c¢l-lules dendritiques madures en preséncia de
PGE; (Jonuleit, et al. 1997), pugui contrarestar ’efecte antagonistic que té sobre la
IL-12 (Wan, et al. 2001). La vacunacié de pacients de melanoma amb cel-lules
dendritiques madures amb la barreja de citocines més la PGE,, carregades amb
peptids derivats de MAGE-3, mostra que els precursors cel-lulars especifics generats
presenten un perfil de secrecié de citocines de tipus Thl, no sembla afectar la PGE,
1 la seva interaccid amb la IL-12, en la generacié d’aquesta resposta (Schuler-
Thurner, et al. 2002).

Es requereixen diversos agents estimuladors, principalment d’estimuls
bacterians (LPS, CpG) amb ajuda de la senyalitzacio T a través de CD40-CD40L
(Lapointe, et al. 2000), per assolir la maduracié completa de la cél-lula dendritica i molt
possiblement la secrecio de la forma activa de la IL-12 només tingui lloc dins una curta
finestra d’activaci6 (8-16 hores).

La familia de les molécules coestimuladores B7, també es veu fortament
regulada durant la maduracid6 i influencia la polaritzacié cap a Th1 o Th2. Per exemple,
CD86 augmenta marcadament durant la maduracid, i s’expressa de novo en els clusters
de MHC-pé¢tids. Altres molécules que augmenten son B7-DC/PD-L2, que estimulen la
producci6 de citocines de tipus Thl per limfocits T immadurs (Wilcox, et al. 2002). B7-
H3, una molecula homologa a B7, clonada en cé¢l-lules dendritiques, la qual estimula la
producci6 de IFN-y. Per contra, durant la maduraci6 disminueix la expressio del lligand
de ICOS, el qual potencia la polaritzacié cap a Th2.

Un concepte molt recent que s’esta introduint és 1’estadi semi-madur de les
cel-lules dendritiques (Lutz, et al. 2002). Les DCs en aquest estadi podrien induir
tolerancia. Entre els factors que induirien aquest estadi de semi-maduraci6 hi hauria: el
TNF-a, la flora intestinal, les cel-lules apoptotiques, etc... Les DCs semi-madures
expressarien nivells elevats de molecules presentadores d’antigen, alts nivells de
molécules coestimuladores, perd no produirien les citocines responsables de la
generacid d’una resposta per part dels limfocits T. Les cél-lules dendritiques en aquest
estat serien el major component de I’homeostasi immunitaria, 1’establiment d’una
tolerancia activa i permanent i la inducci6 de limfocits T CD4" reguladors. En aquest
estat, les cél-lules son susceptibles de respondre a estimuls de tipus LPS, a través de

TLRs, acabar la seva maduracio i generar en aquest cas una resposta immunitaria.
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Migracio

Les cél-lules dendritiques immadures migren des dels vasos sanguinis cap als
teixits periférics on actuen com a sentinelles fins que capturen un antigen i reben
senyals de “perill o alerta”. Un dels aspectes que provoca la maduracié de les cel-lules
dendritiques ¢s la remodelacié del perfil de receptors de quimiocines que expressen i
que faciliten la migracid cap als organs limfoids on presentaran aquest antigen capturat
en periféria a les cel-lules T 1 B del gangli, i on poden desencadenar la resposta
antitumoral (Kirk, et al. 2001).

En les cel-lules dendritiques immadures derivades in vitro a partir de monocits
s’han descrit diversos receptors de quimiocines: C5aR, CCR1, CCR2, CCRS5, CCR6,
CXCR1, CXCR2 i CXCR4, i migren en resposta a quimiocines de tipus CC com MCP-
3, MCP-4, RANTES, MIP-1a, MIP-1B i MIP-5, i a la quimiocina SDF-1 de tipus CXC.
CCR2 1 CCRS en cel-lules dendritiques derivades de mondcits ( a través de MIP-1au1 B 1
RANTES) i CCR6 principalment en cel-lules de Langerhans i dendritiques derivades a
partir de CD34", representen un mecanisme fonamental per la quimioatraccié de
precursors cel-lulars als llocs inflamatoris epitelials. En contrast, les cel-lules
dendritiques madures, desensibilitzen o bé inhibeixen aquests receptors que les
mantenen en la periféria, perd adquireixen resposta a 6Ckine i MIP-33 per mitja de
I’expressio de CCR7 que atrau d’una manera selectiva i potent al gangli limfatic via els
limfatics aferents a les dendritiques madures. Possiblement les cel-lules dendritiques
que acaben d’arribar, poden ser fonts en si mateixes de 6Ckine i MIP-33 permetent
I’amplificacié i/o persisténcia del senyal quimiotactic per cel-lules dendritiques 1 per
cel-lules T memoria que també expressen CCR7 (Vanbervliet, et al. 2002).

La migracio6 de les cel-lules madures al gangli, no només serveix per activar als
limfocits T, pot contribuir també a la disseminacid d’una infeccié en 1’hoste, aixi la
captura del virus HIV-1 pel receptors de tipus lectina (DC-SIGN), no permet la seva
internalitzaci6 en la dendritica, perd reté el virio en forma infectiva en la membrana
permetent el transport del virus cap als teixits limfoids on es promou la infeccio in trans
de les cél-lules T CD4" (Engering, et al. 2002) i transmetre una vigorosa infecci6 a les

CD4" en abséncia de replicacio en les cél-lules dendritiques.
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Captura de ’antigen
Una de les caracteristiques més importants de les cel-lules dendritiques
immadures ¢és la seva capacitat eficient de captura d’antigens per vies molt diverses:

e Per macropinocitosis. Es un procés constitutiu, depenent del citoesquelet i que
permet a una cel-lula captar I’equivalent a la meitat del seu volum en una hora.

e Endocitosi mediada per receptors, lectines de tipus C (DEC-205) o DC-SIGN
(Engering, et al. 2002), receptors Fcy de tipus I (CD64) o tipus II (CD32) (captura
d’immunocomplexes o particules opsonitzades) i receptors de tipus Fce. També
presenten receptors de tipus manosa que contenen gran quantitat de carbohidrats
involucrats en la internalitzaci6 d’una gran varietat de glicoproteines. A diferéncia
dels receptors Fc, que son degradats amb la seva carrega, els receptors de manosa es
separen dels seus lligands al pH endosomal i1 permet el seu reciclatge. Aixo permet
la captura i acumulacié de molts lligands amb un nombre baix de receptors. S’ha
implicat la fagocitosi a través dels receptors Fcy en el procés de crosspresentacid
d’antigens per part de les cel-lules dendritiques, segons la manera d’entrada dels
antigens seguirien la via classica o la via alternativa (Amigorena, 2002).

e Fagocitosi de particules tal com boles de latex, fragments apoptotics i necrotics
(involucrant CD36 1 les integrines avp3 i avp5), particules virals, bactéries i
parasits intracel-lulars (Leishmania major). Des d’una perspectiva evolutiva, la
captura de bacteris o particules bacterianes és fisiologicament la forma més rellevant
de captura d’antigens (Urban, et al. 2001). Es particularment aquesta via, també
implicada en I’eliminacié de cossos apoptotics 1 necrotics, la que estaria implicada
en el fenomen de crosspresentacié d’antigens captats del medi extracel-lular i
presentats per classe I, generant una resposta CTL.

e També internalitzen proteines d’estrés térmic associades a peptids (gp96 i Hsp70), a
través de mecanismes no del tot coneguts, perd mediat per receptors com es dedueix
de la capacitat de CD91 d’interaccionar i endocitar aquestes proteines d’estres
(Basu, et al. 2001).

e Per ultim, la formacié de vesicules recobertes de clatrina, és un procés continuat
durant tot el procés de maduracid, per tant, les c¢l-lules dendritiques madures no

deuen ser considerades completament incapaces d’endocitar particules.
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Es de sospitar que els diferents estimuls rebuts per la cél-lula dendritica puguin
donar lloc a estats maduratius qualitativament diferents, suggerint que a través dels
diferents receptors implicats en la captura d’antigen (també amb els TLR), la DC pugui
descodificar senyals ambientals (Pulendran, et al. 2001), permetent el desenvolupament
d’una c¢l-lula madura capag de polaritzar la resposta T o d’induir tolerancia.

La resposta immunitaria s’inicia en els ganglis secundaris, en les arees T, on
limfocits T immadurs, interaccionen amb les cél-lules dendritiques que presenten els
antigens capturats en els teixits periférics o localment. Per tant, antigens que no tinguin
accés a les cel'lules dendritiques seran ignorats per les cel-lules T, mentre que aquells
que si que tinguin accés a les DCs, poden estimular la proliferacio 1 diferenciacio de les
T immadures, o en circumstancies especials la seva deleccid o anergia.

Per recon¢ixer I’antigen, les cel-lules T necessiten establir un contacte amb la
cel-lula presentadora d’antigen, i formar I’anomenada sinapsi immunitaria. Per mitja
d’aquesta sinapsis el receptor de la cél-lula T (TCR) i les molécules coestimuladores
queden congregades en l’area central d’un anell envoltat per molecules d’adhesio
(Agadjanyan, et al. 1999). Les interaccions seriades amb el TCR per part del complex
MHC-péptid, inicia la cascada de senyalitzaci6 en la qual la magnitud i duracio
d’aquesta interaccié determina que la cél-lula T immadura entri en cicle cel-lular. La
quantitat de senyal que rep una cel-lula T és depenent de tres factors:

1. Elnivell de complexes MHC-peptids que inicien la transduccid de senyals.

2. El nivell de molécules coestimuladores que amplifiquen el procés de senyalitzacio.

3. L’estabilitat de la sinapsi que determina per quant temps es sosté el procés de
senyalitzacio.

En cél'lules T activades, efectores i memoria, la interaccid6 amb el TCR esta
eficientment associat amb la via de transduccid de senyals i aquestes cél-lules
rapidament responen a baixes dosi d’antigen inclos en abséncia de molécules
coestimuladores. En canvi, les cél-lules T naive, en abséncia de coestimulacio, només
poden ser estimulades per dosi extremadament altes (no-fisiologiques) d’antigen i
durant un temps llarg, per contra, en preséncia de coestimulacié responen a dosi 100
vegades més baixes d’antigen 1 d’una manera més rapida.

Hi ha evidencies de que la duracié de I’estimulaci6 amb el TCR, junt amb

citocines polaritzadores, determina la progressiva diferenciacié de les cél-lules CD4"
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(Moser, et al. 2000), portant a la generacio de cel-lules efectores parcial o terminalment
diferenciades. Una cél-lula T CD4" que rep un estimul curt pel TCR en abséncia de IL-
12, prolifera perd no es diferencia en cel-lula efectora. Un estimul prolongat en
presencia de IL-12 o IL-4 diferencia cap a Thl, productores de IFN-y, o cap a Th2,
productores de IL-4, IL-5 i IL-13 (Lanzavecchia, et al. 2000). Com a part del seu
programa de diferenciacio, perden els receptors de migracié a gangli i adquireixen la
capacitat de migrar cap a teixits no limfoids inflamats i executar les seves funcions
efectores. El model de diferenciaci6 progressiva es suporta per 1’existeéncia de diferents
poblacions de cel-lules T memoria que perden la seva funcid efectora i porten el

receptor CCR7 per migrar al gangli.
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El nombre i propietats de les cel-lules dendritiques presents a la zona T en el
gangli reflexen d’una manera sensible i dinamica les condicions del teixit d’on prové el
drenatge. Es poden discutir dos possibles escenaris:

e Sota situacions “calmades” steady-state, una petita fraccid6 de DCs residents,
maduren de manera espontania i migren cap als ganglis limfatics que drenen la zona,
portant antigens i cossos apoptotics capturats en els teixits periferics. La presentacio
antigeénica en aquestes condicions porta a la deleccio de cel-lules T i a una tolerancia
periférica (Steinman, et al. 2000). La ingesta de cel-lules apoptotiques no és una
situacié nul-la, perd modula la maduracié de les cel-lules dendritiques, aquestes
secreten TNF-a quan després de fagocitar cossos apoptotics reben un estimul extern
amb LPS, pero no secreten IL-12 (Stuart, et al. 2002). De fet en aquestes condicions
les cél-lules T CD8" especifiques per antigens periférics, s’activen, perd pateixen
poques divisions 1 moren sense adquirir les funcions efectores. Aquestes

dendritiques madures d’una manera espontania poden donar senyals qualitativament
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toleritzants (Gunzer, et al. 2000). Alternativament, la baixa freqiiéncia i la curta vida
mitja de les DCs (McLellan, et al. 2000), junt amb els baixos nivells de les
moléecules B7, poden donar senyals debils i estimulacions transients, les quals no
son suficients per iniciar la proliferacio i diferenciacio.

e Quan hi ha preséncia de patogens (o adjuvants) en els teixits periférics, les DC
residents s’activen en massa i migren. Al mateix temps, els monocits son reclutats al
teixit inflamat, on possiblement es diferencien rapidament cap a cél-lules
dendritiques amb capacitat de capturar antigen, mantenint aixi el cicle. El paper
relatiu de les cél-lules dendritiques residents en teixit, tal com c¢l-lules de
Langerhans o dendritiques dérmiques (Randolph, 2002), versus les DCs reclutades,
tal com les derivades de monocits i molt possiblement les cel-lules plasmacitoids, no
esta establert. La producci6 d’interferons de tipus I per les cel-lules plasmacitoids,
pot promoure la maduraci6é de les DCs mieloids i protegir-les de 1’efecte citopatic de
molts virus (Cella, et al. 2000). L alta densitat de DCs, els nivells alts d’antigen i de
molécules de tipus B7 proporcionen una activacié forta i sostinguda per les cél-lules
T especifiques, 1 una rapida proliferacio i diferenciacio.

Estudis recents indiquen que les DC immadures podrien controlar la tolerancia
induint la diferenciaci6 de cél-lules T reguladores (Jonuleit, et al. 2000). De les c¢l-lules
T reguladores, una de les millor caracteritzades de la subpoblacié CD4", és definida per
I’expressio constitutiva de la cadena a del receptor de IL-2 (CD25) (Woo, et al. 2002).
Moltes evidencies apunten a que aquestes cel-lules podrien provenir del timus, per una
via alterada en la seleccio negativa a antigens propis. L’efecte supressiu vist tant in vitro
com in vivo es relacionat amb 1’expressié també constitutiva de CTLA-4 (Egen, et al.
2002); s’ha vist que una alta proporcio de les cél-lules TILs que infiltren tumors de
pulmoé de cél-lules grans corresponen a aquests fenotip CD4'CD25", exhibint propietats
immunoreguladores (Sutmuller, et al. 2001). En humans, cal realitzar una preactivacio
d’aquestes cel-lules per posar de manifest les seves capacitats supressives, en c¢l-lules
aillades de sang periférica, mentre que altres autors troben que es requereix 1’activacio
d’aquestes cel-lules, perd no cal que sigui d’una manera especifica amb 1’antigen. La
secrecid de nivells alts de IL-10 per part d’aquestes cel-lules reguladores, contribuiria a
mantenir a les c¢l-lules dendritiques en un estat immadur que en abseéncia d’inflamacid

crearia una tolerancia a antigens inhalats, proteines de la ingesta, o bé cossos apoptotics

51



Vacunes terapeutiques 1 c€l-lules dendritiques en el melanoma

provinents del propi recanvi dels teixits cel-lulars, 1 que malgrat no induir la maduraci6
de la cel'lula dendritica, si que facilita 1’expressi6 de CCR7. En situacions
inflamatories, el paper d’aquestes cél-lules reguladores podria ser bloquejar les funcions

efectores de cél-lules T madures autoreactives.

Cél'lules dendritiques i tumors.

Analisis immunohistoquimics al principi dels 90 van demostrar que 1’increment
de cél'lules dendritiques infiltrant diversos tipus de tumors, es correlacionava amb un
millor prondstic.

Estudis més funcionals mostraven que cellules dendritiques aillades de
carcinomes de cel-lula basal tenien una baixa capacitat al-loestimuladora, un indicador
d’una immunogenicitat alterada. En un analisi més acurat de les cel-lules dendritiques
infiltrants de metastasis de melanoma, d’un mateix pacient, les DCs de les lesions en
regressid presentaven un fenotip i1 caracteristiques de cel-lules madures (capacitat
al-loestimuladora potent i alta expressio de les molecules CD80, CD83, CD86); en
contra, les cél-lules aillades de lesions en progressid, tenien una expressio reduida de
CD83, CD86, i una reduccio de la capacitat de resposta al-logénica de 1’ordre de cinc
vegades. De manera interessant, aquestes DCs, generaven una anergia de cel-lules T.
L’alteracio de la funcionalitat de les cel-lules dendritiques sembla anar més enlla del
tumor, ja que DCs de sang periférica de pacients en estadis III i IV de tumor de mama,
tenen una capacitat al-loestimuladora reduida, i una disminuci6 en 1’expressio de CD80-
CDS86.

Si les cel-lules dendritiques infiltren tumors o bé es troben localitzades en la
proximitat de la lesio, per queé no indueixen (aparentment) una immunitat antitumoral
efectiva?

No ¢és facil la resposta a aquesta pregunta, i1 sovint es basa en evidéncies
experimentals o bé en hipotesis més o menys contrastades, perd actualment es pot
acceptar que:

A. La cel'lula dendritica no accedeix al tumor.
B. El tumor es pot protegir de les reaccions immunologiques especifiques via la

produccio de diversos factors.
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C. La cel'lula dendritica pot no recong¢ixer al tumor com a “perillés” i1 per tant no hi ha
necessitat de generar una resposta immunitaria.
D. El tumors poden haver trobat vies de comprometre la funcionalitat de la cel-lula

dendritica per tal de prevenir la induccié d’una immunitat tumoral efectiva.

Aplicacions cliniques.

Un dels inconvenients més grans de les terapies convencionals del cancer és:

* Larecaiguda a partir d’'una malaltia minima residual no detectable.

» La manca de control efectiu de les cél-lules individuals disseminades. Aixo depén en
I’habilitat d’explorar totes les parts del cos, en combinaci6 amb I’habilitat de
recongixer especificament i destruir cel-lules individuals sense danyar els teixits
normals.

En el moment del diagnostic, el tumor s’ha adaptat i ha alterat de manera
satisfactoria el sistema immunitari via:

1. Per esgotament.

Per ignorancia.

Pet tolerancia.

Per inhibici6 de les cél-lules presentadores d’antigen.

A T

Per pérdua d’antigens...

Quan un tumor evoluciona, representa, generalment, al menys una variant
antigénica pel sistema immunitari de I’hoste del qual esta adaptat. Les variacions
genetiques fa a la cél-lula tumoral invisible pel sistema immunitari.

Una vacunacio efectiva no hauria de ser limitada a antigens immunodominats
unics que provoquen un fort rebuig inicial del tumor. El repte actual és desenvolupar
sistemes de vacunacié que siguin capagos d’induir una resposta immunitaria potent

inclos contra antigens molt debils (baixa immunogenicitat) (Gunzer, et al. 2001).

Us clinic de DC generades ex vivo.

Experiments en la década dels 90 van demostrar que era factible 1’erradicacid de
tumors en ratolins (Mayordomo, et al. 1995), utilitzant cel-lules dendritiques carregades
amb antigens associats a tumor. Les c¢l-lules dendritiques van ser carregades

antigénicament amb péptids de seqiiéncia coneguda o de péptids no definits aillats per
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elucio acida de linies tumorals (Zitvogel, et al. 1996); a part de demostrar la seva
funcionalitat a nivell profilactic, evitaven I’implantament de tumors per una immunitat
induida, també podien ser utilitzades terapeuticament per induir regressié de tumors ja

preexistents.

Assatjos en humans.

Dues estrategies alternatives s’estan explorant per 1’expansié de cel-lules
dendritiques per a la seva utilitzaci6 en protocols d’immunoterapia: ex vivo e in vivo
(Steinman, et al. 2001).

Ex vivo, mitjancant diversos cocktails definits de citocines, es poden generar
c¢l-lules dendritiques immadures o madures derivades de monocits o a partir de
precursors CD34". Algunes d’aquestes preparacions soén compatibles per la seva
utilitzacio en grau clinic.

Per a la generacio de cel-lules dendritiques derivades de monocits, els protocols
més habituals utilitzen un cocktail de citocines amb IL-4 i1 GM-CSF. Mentre que els
protocols que parteixen de CD34 " (Banchereau, et al. 2001), s’afegeix al medi TNF-a, i
GM-CSF durant temps més curt de cultiu.

In vivo, la injeccié de FLt3L en controls sans té com a conseqiiéncia un
increment en el nimero de cél-lules dendritiques, immadures 1 precursors circulants
(Fong, et al. 2001), malgrat tot, no esta establert que aquest augment en el nimero de
cel-lules tingui com a conseqiiencia un augment de la resposta contra antigens utilitzats

€n vacunes.

Font d’antigens.

L’objectiu final és la utilitzacié d’una formulacié antigénica que permeti un
ampli repertori de presentacié per CD4" i CD8" (Bonini, et al. 2001). La presentaci6
eficient i estable per MHC I i MHC 1I s’obté quan els antigens son sintetitzats de
manera endogena en la cel-lula dendritica. Aquesta expressio endogena d’antigen es pot
aconseguir afegint RNA obtingut del tumor, o bé manipulacions genetiques de les
cel-lules dendritiques (Heiser, et al. 2001). La vacunacié “universal” (a nivell tedric)
utilitzant mRNA codificant per un polipéptid de la telomerasa ha tingut exit en la

generacid d’una resposta CTL especifica de tumor 1 transferint una amplia
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crossproteccid en ratolins amb tumors establerts (Nair, et al. 2000). La utilitzacio de
vectors virals per transferir gens a les DCs, pot interferir amb la maquinaria de
presentacio antigenica de la ceél-lula dendritica infectada, afectar a la seva maduraci6 o
induir apoptosi. Una altra estratégia per oferir antigens de manera endogena ¢és la fusio
de cél-lules tumorals autdlogues amb cél-lules dendritiques. De manera pionera es van
fusionar cél-lules de carcinoma de colon de ratoli amb cél-lules dendritiques; es podia
observar una potent resposta CTL in vitro e in vivo (Wang, et al. 1998), altres models
experimentals també han pogut reproduir aquest procediment. En humans s’ha aplicat
en pacients afectats de carcinoma renal amb evidéncies de respostes cliniques' (Kugler,
et al. 2000).

Una manera alternativa és afegir I’antigen de manera exogena. Es poden utilitzar
peptids coneguts derivats del tumor o bé péptids desconeguts aillats del propi tumor.
Degut al mecanisme en que van ser caracteritzats, els péptids derivats de tumor (en
melanoma), corresponen a peptids immunodominats, que indueixen una resposta
mediada per CTL molt forta in vitro (Bettinotti, et al. 1998). Actualment es posa en
dubte la necessitat exclussiva d’aquests péptids immunodominats en la generacié d’una
resposta antitumoral efectiva, degut a que els péptids de menys immunogenicitat poden
generar precursors de nou, sense que aquests hagin rebut estimuls tolerogenics. Aquests
peptids afegits a les cel-lules dendritiques només resideixen en la membrana cel-lular
per un periode curt de temps (hores) i limiten la seva utilitzaci6 per pacients que
expressen un haplotip determinat. A més, com ja s’ha comentat préviament, la
generacid d’una resposta CTL efectiva, no garantitza un resposta immunitaria efectiva
in vivo (Lee, et al. 1999). Per tant s’han desenvolupat estratégies que no requereixen el
coneixement previ de I’haplotip del pacient o del peptid antigenic; utilitzant el propi
tumor com a font d’antigens. La fagocitosi de fragments de tumors o de cél-lules
tumorals pot proporcionar una diversitat de presentacié de peptids associats a tumor.
Aquests péptids poden ser presentats per classe I o classe II degut al fenomen de la
crosspresentaci6. Aquest fenomen va ser descrit inicialment per peéptids virals de
cellules infectades. Després es va veure que les cel-lules dendritiques podien presentar
péptids processats després de capturar cél-lules apoptotiques o necrotiques per classe 1.

D’aquesta manera es possible generar una resposta en les cel-lules T naive contra un

' Aquest treball, malgrat la seva aplicabilitat potencial, ha aixecat una forta polémica.
55



Vacunes terapeutiques 1 c€l-lules dendritiques en el melanoma

ampli espectre d’antigens compartits 1 reconeixen peptids processats de manera natural
en el tumor.

Una altre possible font d’antigens €s la utilitzacié d’exosomes derivats del tumor
(Wolfers, et al. 2001). Aquests contenen antigens tumorals natius citosolics i/o
endosomics 1 proteines d’estrés térmic constitutives. Aixi transfereixen els antigens
tumorals a les cel-lules dendritiques 1 indueixen una resposta CTL efectiva restringida
per MHC I en limfocits de pacients de melanoma. A més, en model murins, poden
protegir en situacions de vacunacid al-logénica, suggerint que poden transferir antigens
tumorals compartits (Thery, et al. 2001).

En el cas d’utilitzaci6 de cél-lules tumorals per carregar les cel-lules
dendritiques, és d’un interes especial saber en quina forma s’han d’ofertar a les cél-lules
dendritiques. S’ha vist que el lisat d’unes determinades linies tumorals murines, que
provenien de cel-lules necrotiques, indueixen la maduracié de les cel-lules dendritiques.
Aquest efecte es pot atribuir als nivells de proteines d’estrés térmic que es poden
detectar en aquests lisats, i que no es detecten en teixits primaris no tumorals
(Somersan, et al. 2001). Les c¢l-lules dendritiques carregades amb un lisat tumoral
al-logeénic eren capaces d’estimular in vitro 1’expansi6 de limfocits T citotoxics contra
diferents antigens especifics de melanoma (Berard, et al. 2000). Aquests fenomen
indicava que les cél-lules dendritiques podrien crosspresentar antigens tumorals derivats
de lisats de linies tumorals. Les primeres dades experimentals sobre aquest aspecte
indicaven que per produir-se la crosspresentacio d’antigens associats al tumor als
limfocits T CDS" calia que les cél-lules dendritiques fagocitessin cél-lules en apoptosi
(Shaif Muthana, et al. 2000) o bé, en situacions de necrosi cel-lular (Chen, et al. 2001).
A mida que s’han introduit linies tumorals humanes i controlant els sistemes
experimentals, la visi6 actual és que les cel-lules apoptotiques no generen cap tipus
d’activacid, no seria un procés nul, ja que es pot desenvolupar una tolerancia activa,
perd no es provocaria una activacidé limfocitaria. Per contra la fagocitosi de cél-lules
necrotiques o en fases tardanes d’apoptosi implica un senyal maduratiu parcial de la
cel-lula dendritica, documentat pel fenotip de la cél-lula dendritica i la seva capacitat
immunoestimuladora (Pietra, et al. 2001). Aquest senyal maduratiu no ¢és suficient per
aconseguir una crosspresentacio antigenica eficient a CTL, a no ser que la cel-lula

dendritica rebi uns senyals maduratius més forts (TNF-a). Una altra possibilitat és que
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la immunogenicitat de les cél-lules tumorals no depengui si son apototiques o
necrotiques, sino dels senyals maduratius que estimulin a la cél-lula dendritica (Kotera,
et al. 2001). Per ultim, el fenomen de la crosspresentacidé no esta acceptat per tothom
com una situacié que es doni fisiologicament, i que les dades publicades corresponen a
resultats de situacions experimentals molt definides i forcades, amb antigens altament
immunogenics, 1 amb sistemes on s’utilitzen transfectants (Zinkernagel, 2002). Caldra
veure en un futur les possibilitats reals de la crosspresentaci6 antigénica in vivo i el seu
paper en la inducci6 d’una resposta antitumoral.

Un area en interés creixent és la utilitzacid de proteines d’estrés térmic per
carregar les cel-lules dendritiques. Aquestes proteines actuen com a xaperones cel-lulars,
1 constitueixen, quan son alliberades al medi extracel-lular, els senyals de perill que
activen al sistema immunitari. A més d’actuar com activadores de les cél-lules
dendritiques, també porten associades una representacié dels peéptids intracel-lulars
sintetitzats per la cel-lula, aquests peptids poden ser presentats per la cel-lula dendritica 1
activar la resposta cel-lular T. En un futur esdevindran una font molt important de
proteines autologues per vacunacio, sense o amb cel-lules dendritiques (Castelli, et al.

2001).

Aplicacions cliniques.

La vacunacié amb cel-lules dendritiques ha portat a la regressié tumoral en
pacients avancats de cancer seleccionats (Fong, et al. 2000). Els assatjos estan encara en
fase I (per demostrar la seguretat de la terapia i les vies d’aplicaci6), amb diversos
dissenys de I’estudi, monitoritzaci6 i execucio (taula 5).

Hi ha encara molt debat sobre el tipus de preparacié de les cél-lules dendritiques,
els antigens, el carregat, la dosi, les vies d’injeccio, el protocol de vacunacid, aixi com

la monitoritzacio de la resposta clinica e immunitaria.

Taula 5: Tipus d’immunoterapia amb cél-lules dendritiques.
1. Estimulaci6 de les DC in vivo
e  Administracio d’adjuvants intra-/peritumoral (BCG) o sensibilitzadors per contacte (DNCB)
e  Administraci6 sistémica o intratumoral de citocines i/o factors estimuladors de les DCs (tals
com Flt3-L, GM-CSF, CD40L)

e  Transfeccio de cél-lules tumorals amb gens de citocines estimuladores de les DCs.
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. Administraci6 oral, de bacteries activadores de les DC, amb antigens tumorals
2. Administracié de DC generades ex vivo

2..1. Origen cel-lular de les DC.

Aillament ex vivo dels progenitors CD34" seguit del subseqiient cultiu in vitro

Aillament ex vivo dels monocits CD14", i la diferenciacié in vitro cap a DC

Aillament directe ex vivo de les DC de sang periférica

2.2. Origen genetic de les DC.

DC autologues

DC al-logeniques amb MHC-compartits

DC completament al-logéniques (fusionades a cél-lules tumorals autologues).

Com ja s’ha vist en capitols anteriors, I’ontogenia de les cél-lules dendritiques és
complexe 1 es poden originar a partir de diferents vies hematopoictiques, per tant s’han
utilitzat les diferents subpoblacions de cel-lules dendritiques que es poden obtenir,
aillades directament a partir de cel-lules circulants, derivades de monocits (Nestle, et al.
1998) o a partir de cél-lules progenitores CD34" (Banchereau, et al. 2001). Les cél-lules
CD123" limfoids, malgrat tenir la capacitat de processar i presentar antigen, no han
estat utilitzades fins al moment en cap protocol de vacunacid, degut al desconeixement
que es té de la seva relacid amb la biologia del tumor. Una qiiestié6 important en la
immunoterapia amb cel-lules dendritiques, fa referéncia a la utilitzaci6 de cel-lules
immadures o madures. La injeccié dins el gangli limfatic de cel-lules semi-madures
derivades de monocits indueixen respostes cliniques objectives en pacients seleccionats
(Nestle, et al. 1998). També en pacients de melanoma o en voluntaris sans la immunitat
s’indueix amb cél-lules madures (Dhodapkar, et al. 2001). En cancer de prostata,
cel-lules dendritiques immadures derivades de monocit, carregades amb peptids derivats
del PSMA (Fong, et al. 2001), combinada amb radioterapia i terapia hormonal,
produeixen repostes cliniques objectives e immunologiques (Tjoa, et al. 2000). També
cel-lules dendritiques aillades directament i amb un curt periode de cultiu indueixen
respostes cliniques objectives e immunitaries en pacients amb limfomes B
(Timmerman, et al. 2002). Per altra banda s’ha descrit la inhibici6 de la funcié de
cel-lules T en voluntaris sans i en pacients de melanoma, vacunats amb c¢l-lules
dendritiques immadures contra peptid de la matriu del virus de la influenza (Dhodapkar,
et al. 2001). De manera molt interessant, també la inoculacié de cél-lules dendritiques

immadures t¢ com a resultat ’expansi¢ d’una subpoblaci6 de cél-lules CD8"
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reguladores (Dhodapkar, et al. 2002), amb les seves capacitats litiques inhibides; aquest
efecte només pot ser atribuit parcialment a la IL-10, ja que amb la seva neutralitzacio,
millora en un 50% les seves capacitats, hi ha per tant altres factors implicats. En
pacients afectats de melanoma, la inoculacié intranodal de c¢l-lules dendritiques
immadures té com a resultat una menor expansié de precursors especifics pels peptids
tumorals, que si la inoculacio es fa amb cel-lules dendritiques madures (Jonuleit, et al.
2001).

La situaci6 més senzilla per la vacunacio amb cel-lules dendritiques és la
utilitzacio del lisat tumoral autdleg com a font d’antigens. S’obtenen un gran nombre
d’antigens, que encara que no s’ha generat una resposta adequada (el tumor s’ha
desenvolupat), és possible que amb la combinacié amb cel-lules dendritiques madures
(en un context estimulador) la resposta sigui I’apropiada. No hi ha toxicitats associades
en aquesta manera de vacunar, ni manifestacions autoimmunitaries, i es poden observar
respostes cliniques, encara que febles (Chang, et al. 2002, Nestle, et al. 1998).

Un dels majors avantatges de la utilitzacié de cel-lules dendritiques és la seva
potent capacitat immunoestimuladora amb independéncia de I’antigen. Hi ha en marxa
diferents estratégies utilitzant péptids sols o bé un pannell amb diferents peptids
antigenics, per tal d’evitar mecanismes d’escapament, combinaci6 de peptids citotoxics
amb peptids “helpers”; o utilitzacid de peptids amb diferents afinitats. En un estudi en
que s’utilitzava la vacunacié amb cél-lules dendritiques derivades de precursors CD34"
amb una combinacidé de 4 péptids de 4 antigens de melanoma (Melan A/MART-1,
tirosinasa, MAGE-3 1 gp100) la progressié del tumor només es veia en 1 dels 10
pacients que responien contra 3 ¢ 4 peptids (Banchereau, et al. 2001). Les proteines
recombinants eliminen la restricci6 HLA, i podrien oferir la possibilitat de generar
epitops no immunodominants perd importants per a la inducci6é d’una resposta efectiva.
També¢ s’ha reconsiderat la vacunacié amb cél-lules completes i afegir-les a les cel-lules
dendritiques: pel carregat de les DCs es requeriria material apoptotic o necrotic per
I’0ptima presentacid. Finalment s’estan utilitzant antigens tumorals “universals” o
compartits entre tumors com la telomerasa o HER-2/neu (Ikuta, et al. 2002), per

millorar el carregat optim de les cél-lules dendritiques.
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Via d’inoculacio.

El lloc de la injeccio de les cel-lules s’ha demostrat important en la generacio de
la resposta en ratolins; aixi injeccions subcutanies i intradérmiques sén més efectives en
la generacié d’una resposta antitumoral que les injeccions intravenoses i l'activitat
antitumoral es correlaciona amb l'acumulacié de cel-lules dendritiques en els ganglis
limfatics. En un estudi publicat per Fong et al. van analitzat la resposta de tres grups de
pacients amb cancer de prostata metastasic, on les inoculacions es feien intradérmiques,
intravenoses 1 intralimfatiques (Fong, et al. 2001). Malgrat es produeix una estimulacio
similar dels limfocits T, independentment de la ruta d’injecci6 escollida, varia la qualitat
de la resposta, mentre que les inoculacions i.d., i.1. provoquen I’expansi6 de limfocits T
productors de IFN-y, la inoculaci6 i.v. provoca la generacid d’anticossos especifics per
I’antigen. Moltes de les cél-lules inoculades per via i.v. es recuperen en els pulmons i
fetge; pero tampoc es coneix l’eficiencia de migracido de les cel-lules dendritiques
inoculades i.d. o i.1. El consensus actual és que 1’administracié parenteral convencional,
via la pell (intradérmica millor que subcutania) és preferible a 1’administracio
endovenosa. L’administracié intralimfatica és una opcio tant adecuada com les altres,
perdo més dificultosa. Una nova aproximacid ¢és la injeccid directa de les cel-lules
dendritiques en els diposits tumorals. Cal tenir present que la migracidé de les cél-lules
pot dependre del tipus de cel-lula dendritica escollida, aixi com el seu estat maduratiu
(la preséncia de diferents receptors de quimiocines). La millora de les condicions de
migraci6 de les cel-lules dendritiques inoculades, pot augmentar 1’eficacia de la seva
aplicaci6 terapeutica. En diversos estudis reportats no més d’un 10% de les cél-lules
injectades podien ser identificades en els ganglis limfatics drenants.

Poc encara esta descrit sobre les pautes de vacunaci6, i moltes deriven de les
vacunacions amb malalties infeccioses. De manera normal s’utilitzen pautes setmanals
amb recordatoris mensuals, o bé pautes mensuals. L’optimitzaci6 d’aquesta variable
també és una factor important, particularment quan s’ha vist que en models animals, una
sobrevacunacié pot ser perjudicial. En situacions de laboratori, el que vindria a ser una
vacunacié molt seguida i repetitiva, té com a resultat la inducci6 de cél-lules CD4" amb
capacitat reguladora (Chakraborty, et al. 1999). Es molt dificil d’extrapolar aquestes
dades, a I’efecte de la vacunacio in vivo, ja que no sabem realment, si amb les diferents

vacunacions, hi ha una estimulacié de les mateixes poblacions de limfocits.
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Evidentment es poden tenir en compte moltes altres consideracions que puguin
ajudar 1 millorar I’eficacia de la vacunaci6 amb cel-lules dendritiques, combinacions
amb altres terapies (quimio o radioterapia), combinacions amb citocines diverses, o
combinacié amb alguna terapia antiangiogenica.

Existeix en la utilitzaci6 de cél-lules dendritiques, un important forat
metodologic, que fa referéncia a la quantificacio de la intensitat 1 durada dels complexes

MHC-péptids, que exposen les DCs sota les diferents condicions de carrega d’antigen.

Problemes de la utilitzacio de cél-lules dendritiques.

Les cel-lules dendritiques activades (madures) poden trencar la tolerancia
induida pel tumor. Els antigens tumorals inclouen també antigens especifics de teixit,
tals com melanoma/melandcit, aixi com antigens expressats en teixits normals. Per tant
en la utilitzacié d’aquests antigens tumorals per immunoterapia, s’hauria de considerar
el risc de problemes autoimmunitaris (Yee, et al. 2000). Per exemple, una de les
reaccions més comuns dels pacients que reben immunoterapia amb antigens naturals
derivats del melanocit/melanoma, o també amb la infusié de clons CD8" especifics per
MART-1, i que sovint es troba relacionada amb una resposta antitumoral favorable, és
el vitiligo. Un altre aspecte fa referéncia a 1’antigen utilitzat per carregar les cel-lules
dendritiques. L’is d’antigens compartits per teixits sans, pot portar a problemes
autoimmunitaris de gravetat relativa al teixit afectat (pancrees, teixit cardiac, neuronal,
etc...) (Ludewig, et al. 2000). Una puntualitzacié és que aquestes evidéncies provenen
de situacions experimentals molt forcades en models murins, amb transfectants, i que no
corresponen a les situacions reals de vacunaci6. Fins al moment, cap dels treballs
publicats utilitzant les cél-lules dendritiques amb diferents antigens o vacunes amb lisats
o cel-lules senceres han descrit reaccions autoimmunitaries greus. Malgrat tot és una
situacid a tenir present, que obliga a fer un seguiment dels pacients per descartar
processos autoimmunitaris. Una consideracio teorica seria que en aquells casos on hi ha
una remissio del tumor com a conseqiiencia de I’activacié del sistema immunitari, s’esta

generant una resposta autoimmunitaria contra un tumor, que és un element propi.

61



Vacunes terapeutiques 1 c€l-lules dendritiques en el melanoma

El melanoma.

El melanoma és un tipus de cancer que s’origina en els melandcits o cel-lules
pigmentaries de la pell. Representa un 3% de les neoplasies cutanies, pero en canvi,
suposa el 65% de les morts per cancer de pell. El risc de patir aquesta malaltia durant el
curs de la vida, ha passat des d’una de cada 1500 persones al 1935 fins a una de cada 70
persones al 2000. La incidéncia de la malaltia creix a un ritme del 5% anual a tot el
mon.

En el melanoma es poden diferenciar dos tipus de creixement, el radial 1 el
vertical. Durant la fase radial el tumor creix en sentit superficial, perod no en profunditat,
degut possiblement al control del sistema immunitari. Aquest tipus de creixement pot
durar mesos o anys. El creixement vertical, es dona posteriorment al radial (encara que
es pot donar al mateix temps) i precisament quan el sistema immunitari ja no pot
controlar el creixement tumoral. En aquest creixement vertical hi son implicats diversos
factors, tant del hoste com de les cél-lules tumorals: la angiogénesi, 1’adhesivitat
cel-lular, els factors de creixement, les citocines, els limfocits reguladors 1 efectors, etc...
Precisament aquest creixement en profunditat s utilitza per al estadiatge de la malaltia
(Buzaid, et al. 1997) (taula 6) i també, com a factor prondstic. A més de les
caracteristiques del tumor primari, també es tenen en compte el grau d’afectacio
ganglionar de la malaltia (N), i I’existéncia de metastasi a distancia. Aquest estadiatge
de la malaltia condiciona el posterior tractament que s’aplicara al pacient.

Esta ben establert que el cancer és una malaltia progressiva, que té lloc en una
sériec d’etapes ben definides, tipicament iniciat com a conseqiiencia de mutacions
activadores (oncogens) o mutacions inhibidores (gens supressors de tumor) en c¢l-lules
proliferants. Un Unic succés mutagenic no t¢ com a resultat la formaci6 d’un tumor
maligne. Son necessaris aconteixements genctics i1 epigenctics addicionals per a la
progressio a tumor. Les cél-lules inicials requereixen alteracions que les facin
autosuficients per a créixer, insensitives als senyals inhibitoris de creixement, resistents
als programes de diferenciacio terminal, senesceéncia, o apoptosi, aixi com una capacitat
il'limitada de renovacid, I’habilitat d’iniciar i dirigir el procés d’angiogenesi, la
capacitat d’envair i colonitzar teixits ectopics. Agafant en conjunt les observacions en

models animals aixi com en cancer en humans, el desenvolupament d’un tumor segueix
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una via analoga, en forma, a una evoluci6é Darwinista, en la qual una successio de canvis
genetics, cadascun d’ells conferint algun tipus d’avantatge en el creixement, porta a la
conversid progressiva d’una cél-lula normal cap a una c¢l-lula tumoral (Hanahan, et al.
2000). Una vegada transformada, aquesta ce¢l-lula crea una xarxa de diferents tipus
cel-lulars que col-laboren entre elles per afavorir el creixement maligne (Berger, et al.

2002).

Taula 6. Estadiatge de la AJCC del melanoma maligne, en colors ordre creixent de gravetat. A sota es

representa els tractaments estandards que s’apliquen als malalts en cada estadiatge.

° Ib, B < 1mm amb ulceracié o B=1.01-2 mm

° lla, B =1.01 -2 mm amb ulceracié o B =2.01 -4 mm

® lIb, B=2.01-4 mm amb ulceracio o B >4 mm

° lic, B >4 mm amb ulceracio

¢ [lla, micrometastasis en un NL

¢ llIb, macrometastasis en un NL o micrometastasis en 2-3 NL

° lllc, macrometastasis en > 2 NL, o metastasis en transit/satelitosi

d IV, metastasis a distancia

RISC ALT: IFN-a2 a dosi elevada

METASTATIC:
— ALTES DOSI DE IL-2r (endovenosa)

- BIOQUIMIOTERAPIA: IL-2r + IFN-a2 + POLIQUIMIOTERAPIA
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Caracteristiques patologiques i tractament.

Com la resta de tumors solids, el melanoma maligne (MM) es cura quan es
realitza un diagnostic precog¢ (estadis 0 i1 Ia) seguit d’una reseccid quirurgica total.
Normalment, s’extreu el tumor primari, i després de la confirmacié histopatologica de
melanoma maligne, es realitza una segona intervencid quirtrgica, anomenada ampliacio
de marges. En aquesta segona intervencid el que es pretén és eliminar alguna possible
c¢l-lula maligna que ja hagués abandonat el tumor primari.

El MM ocupa un nivell molt alt dins del “ranking” de mortalitat dels diferents
cancers. Aix0, es degut a que metastatitza molt aviat. De fet, es podria dir que, en funcio
del grossor del tumor primari, és un dels cancers que ho fa més aviat. Aixi quan el
grossor (Breslow) supera 1 mm, el tumor primari ja pot comencar a enviar c¢l-lules
malignes, a la resta de 1’organisme. Aquesta migraci6 s’efectua per 3 vies:

1. Pels espais intracel-lulars (metastasi en transit).
2. Pels conductes limfatics (metastasi ganglionars).
3. Pels vasos sanguinis (metastasi a distancia).

S’ha comprovat empiricament que el pronostic del MM esta directament
relacionat amb el grossor de Breslow del tumor primari. Aixi, els MM primaris amb un
Breslow < 1mm, tenen un bon pronostic, amb una tasa de curacié propera al 100 %. En
canvi, els MM primaris amb un Breslow > 4 mm, tenen un prondstic molt dolent.

Quan el MM s’extén als ganglis limfatics regionals (estadi III), el pronostic de la
malaltia és dolent, 1 en general, menys del 50 % dels pacients sobreviuen, malgrat que
se’ls hi faci una reseccié quirargica dels paquets ganglionars (axilars o angonals) més
propers. En aquest grup de malalts (estadi III), es poden aplicar els anomenats
tractament adjuvants. S’anomenen aixi, perque s’apliquen després de la reseccio
quirtrgica dels paquets ganglionars afectats, quedant el pacient aparentment lliure de
malaltia. El que es pretén amb aquests tractaments adjuvants, és eliminar alguna cel-lula
maligne aillada residual a la cirugia ganglionar. El tractament adjuvant per excel-léncia
ha sigut el IFNa2a o el IFNa2b. Aixi, la FDA Norteamericana va aprovar la seva
utilitzaci6 com a conseqiiéncia dels resultats presentats per Kirkwood (Kirkwood, et al.
1996), que demostraven un augment de la supervivéncia dels malalts de MM que eren
tractats en adjuvancia amb IFNa2, en front d’un grup de malalts només tractats

quirargicament. Cal dir que els estudis multicéntrics Europeus, no van aconsseguir
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reproduir els resultats d’en Kirkwood, i que molt recentment, s’ha qiiestionat el
tractament estadistic del treball d’en Kirkwood (Lens, et al. 2002).

Quan el MM presenta metastasi a distancia (estadi IV), el pronostic és fatal. De
fet, menys del 10 % dels pacients de MM en estadi IV sobreviuen als 5 anys, i aixo,
independentment de que se’ls apliqui tractament amb quimioterapia, poliquimioterapia,
immunoterapia (IFN-o, IL-2) o bé miultiples combinacions d’aquests agents;
I’anomenada bioquimioterapia (Legha, et al. 1998). Cap d’aquests tractaments ha
demostrat augmentar significativament 1’esperanca de vida d’aquest grup de malalts,
exceptuant potser la bioquimioterapia. De fet, la vida mitja dels malalts en estadi IV
oscil-la entre els 6 i els 9 mesos, de manera independent al tractament aplicat (Ahmann,
et al. 1989), amb la bioquimioterapia s’aconsegueix una supervivencia mitja d’uns 11
mesos. En realitat, la distribucid de la supervivéncia no és uniforme, sino que es
concentra en un petit grup de malalts, al voltant d’un 5-10 %. El que succeeix €s que
aquest petit percentatge de pacients presenten remissions completes i de llarga durada
de la malaltia metastasica (alguns autors parlen de curacions), en canvi, la majoria els
malalts (aprox. 90 %) no responen en absolut al tractament. El gran inconvenient de la
bioquimioterapia és 1’elevada toxicitat, de fet, hi ha una mortalitat associada a aquest
tractament, que oscil-la entre el 2 i el 4 %. Aquest fet, juntament amb la impossibilitat
de determinar a priori els malalts que respondran, i la marcada disminuci6 de la qualitat
de vida dels pacients tractats, fa que molts metges es plantegin utilitzar la
bioquimioterapia. Un abordatge terapéutic completament diferent, son les anomenades
vacunes terapeutiques, com hem mencionat anteriorment, la seva eficacia real és
discutida, perd no s’associen a efectes secundaris toxics, ni afecten a la qualitat de vida
dels pacients.

En resum, quan abans de la reseccid quirtrgica del MM primari, aquest ja ha
enviat micrometastasi, el pronostic de la malaltia és molt dolent, i a més, no hi ha un

tractament d’elecci6 eficag.
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OBJECTIUS.

Com a objectiu general d’aquesta tesi es va plantejar el desenvolupament i
aplicacié de vacunes terapeutiques en pacients afectats de melanoma metastasic. La
posada en marxa d’aquesta terapeutica ha implicat (i encara implica) la creacié d’una
infraestructura per la manipulacio, amb les maximes condicions de seguretat possibles,
de cel-lules ex vivo que posteriorment han de ser inoculades a pacients. Un dels aspectes
que més ens ha preocupat ha estat la seguretat en el desenvolupament 1 aplicacid
d’aquestes vacunes, i la manca d’efectes secundaris importants deguts a una

manipulacié incorrecte.

Un altre punt important d’aquesta tesi ha estat poder determinar si la vacunacio
terapeutica en qualsevol de les seves formes (amb cel-lules tumorals completes
al-logéniques o amb cel-lules dendritiques) genera una activitat antitumoral evidenciable
en pacients afectats de melanoma metastasic. La reaccid antitumoral en aquests
pacients, pot obrir la possibilitat d’augmentar el nombre de pacients vacunats, incloure
pacients amb un estadiatge més inicial, i extendre les vacunes terapeutiques a altres

tipus de cancer.

Aquests dos objectius principals es basen en una seérie de punts importants a tenir
present, i que calien anar optimitzant:

1. Obtencié d’un nombre suficient de linies tumorals de melanoma, i de diferents
localitzacions, per a seleccionar aquelles que formessin part de la vacuna.

2. Un cop caracteritzades i seleccionades les linies tumorals, era necessari expandir-les
en quantitat 1 qualitat idonies per a ser inoculades en humans. Cal trobar les
condicions adequades de creixement.

3. A part de descartar efectes secundaris toxics derivats de la vacuna, calia demostrar
la seva eficacia per a la induccié d’una resposta antitumoral. Aquesta resposta,
mesurada clinicament, s’ha d’intentat correlacionar amb la mesura d’algun
parametre immunitari. La preséncia d’alguna correlacio, podria permetre avaluar
quin subgrup de pacients s’esta beneficiant de les vacunes, i a la llarga predir quins

pacients puguin respondre a les vacunes.
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Respecte a la introduccio de les cel-lules dendritiques, com adjuvants naturals de
les vacunes, es van posar a punt les condicions d’obtencio i creixement de les cel-lules.
4. Substitucio dels medis de cultiu convencionals (amb suplements proteics d’origen

animal), per un medi de cultiu totalment Iliure de proteines d’origen animal. Aquest
canvi en la manera de cultivar les cel-lules dendritiques, no havia d’afectar a la seva
funcionalitat i les seves propietats.

5. L’optimitzaci6 de les situacions de maduracio de les cél-lules, per tal d’investigar
altres vies d’inoculacié de les cél-lules, diferents de la via intraganglionar.

6. A T’igual que amb la vacunacié amb cel-lules completes, era important descartar
efectes secundaris associats a la inoculacié de cél-lules, i a I’observacio de respostes
antitumorals cliniques.

7. Valorar si amb una vacunaci6 amb un lisat de cel-lules al-logeniques, es podia
generar una resposta contra les ceél-lules del tumor autoleg. Al menys amb la
inoculacié amb cel-lules dendritiques, ja que a nivell teoric, és un sistema més

potent.
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MATERIALS | METODES.

1. Obtencio i cultiu de les cél-lules tumorals.

Les linies tumorals de melanoma van ser derivades per disgregacio fisica de
biopsies de lesions de melanoma de diferents localitzacions en tamp¢ sali fosfat (PBS).
Després de I’eliminacio dels teixits residuals sans, s’obtenen cel-lules tumorals per mitja
d’un raspat suau o bé a partir de trossos de tumor tallats que es resuspenen en un medi
de cultiu de tipus DMEM, ric en glucosa 4500 mg/I (Sigma), suplementat amb: un 10 %
de sérum bovi fetal d’origen australia®, amb 200 mM L-glutamina (Gibco BRL, Life
Technologies) 1 100 U/ml de penicil-lina sodica 1 100 pg/ml d’estreptomicina (Gibco
BRL, Life Technologies).

Malgrat s’ha intentat fer créixer les diferents linies tumorals en medis que no
requereixen suplements de sérums externs fetals (medis sintétics), les cél-lules tumorals
no creixen de manera eficient. Perden 1’adheréncia, que permet la proliferacié de les
cel-lules tumorals. Degut a que cada una de les linies cel-lulars tenen una taxa de
proliferacid diferent no hi ha un temps de duplicaci6 i passi establert general, depen del
seguiment visual dels cultius.

Per desenganxar les cel-lules tumorals, que creixen adherides, aquestes s’han de
rentar afegint PBS al flasco de cultiu, eliminar el PBS sense afectar a les cél-lules 1
posteriorment afegir 1 % de Tripsina i 0,5 mM d’EDTA, a 37°C aproximadament durant
5’ amb agitacions suaus. Rapidament s’inactiva la tripsina amb medi de cultiu amb 10%
de sérum fetal i es realitzen tres rentats per eliminar la tripsina. Ja disposem de les
cel-lules en suspensio.

En el cas de que les cel-lules s’hagin de fenotipar, no s’ha d’utilitzar tripsina, ja
que produeix la proteodlisi de moltes molécules expressades en la membrana i podriem
perdre molécules del nostre interes; les cel-lules es poden desenganxar afegint PBS fred

amb un 0,5 mM d’EDTA.

* S’ha utilitzat suplement fetal d’aquest origen degut a que a Australia no s’ha detectat malalties
provocades per prions i permet el seu Us per la manipulacié de cél-lules que posterioment s’inocularan en
pacients.
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2. Caracteritzacio de les molécules de la membrana cel-lular.

La presencia de determinades molécules de superficie en les linies de melanoma
establertes 1 generades en cultiu van ser caracteritzades utilitzant anticossos
monoclonals produits en el nostre laboratori (Dr. Ramon Vilella. Servei d’Immunologia.
Hospital Clinic. Barcelona). Es van utilitzar els segiients:193-49 (HLA-A2), 31-2B1
(monomorfic HLA-DR), 100-1AS5 (CD-1b), 134-2C2 (CD-26), 72-5D3 (CD-45), 122-2
(CD-46), 143-30 (CD-55) i 120-2A3 (CD-71). ASH 1646 (B2-microglobulina), BRA
4F1 (CD15), i NK-1 (CD-57), obtinguts de Bioprobe, Holanda. 16B7 (CD-41), 17E6
(CD-51), LM609 (CD51/CD61), AP3 (CD61), 14E2 (200 KD), 11D1 (B5-integrina),
P1F6 (av-B5 integrina), 2A10 (GD3), proporcionats per MERCK, Barcelona ; i MUC
18 (CD-146), CD-10 i CD-13, proporcionats pel Dr. Sanchez Madrid (Hospital de la
Princesa, Madrid).

L’analisi dels antigens de la membrana cel-lular rep el nom de fenotipar; aquest
analisi es fonamenta en la disponibilitat d’anticossos monoclonals i en la seva
especificitat. Els anticossos poden unir-se a fluorocroms, que quan sén excitats per una
longitud d’ona (generalment UV) emeten un senyal luminic d’una longitud d’ona
diferent (en I’espectre visible). El citofluorimetre analitza les caracteristiques de
tamany/volum, rugositat i emissio de llum (Ac-Mo-fluorocrom) cel-lula a cél-lula. La
rapidesa en I’analisi i major objectivitat (sobre tot pel que fa referéncia a la mesura de la
intensitat de la fluorescéncia), ha fet del citofluorimetre una eina clau en 1’estudi de les
diferents subpoblacions cel-lulars del sistema immunitari, aixi com la resta de cel-lules
d’altres origens (per exemple, tumorals), 1 també diferenciar els estats maduratius de les
cel-lules, permet detectar la preséncia d’un determinat antigen en la membrana cel-lular
o caracteritzar el grau de puresa d’una determinada poblaci6 de cél-lules en cultiu.

La immunofluorescéncia ¢s directa quan és el primer anticos el que porta el
fluorocrom, per contra si aquest anticoOs no esta marcat, ens caldra un anti-anticos
marcat d’una altre especie. Degut a que en el mercat existeixen diferents fluorocroms,
¢s possible fer combinacions de diferents AcMo per fer marcatges dobles o triples, que

permetra una millor definici6 de la poblacio a estudiar.
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Protocol.

1. Rentar les cél-lules en suspensié a fenotipar en PBS a 4°C, dues vegades.

2. Resuspendre les cél-lules a una concentracié aproximada 10° cel/ml en tampd
d’incubaci6 a 4°C (PBS, amb 2% FCS, 0.1% azida sodica, pH 7,2).

3. Afegir 50ul de les cel-lules als tubs de citometria, i afegir 50ul del sobrenedant de
I’hibrid productor de I’AcMo, o bé el volum d’anticos purificat descrit per la casa
comercial. Agitar d’una manera suau els tubs per assegurar la barreja de 1’anticos
amb les cél-lules.

4. Incubar durant 30’ a 4°C. Protegit de la llum en el cas de que I’AcMo porti
fluorocrom.

5. Rentar les cel-lules amb el tamp6 de rentat dues vegades per tal d’eliminar I’excés
d’anticos.

6. En el cas de ser necessari afegir un segon anticos marcat amb un fluorocrom, aquest
s’afegira diluit en el tampo6 d’incubacié (1/50-1/200).

7. Repetir el protocol a partir del punt 4.

8. En aquest moment les cel-lules ja estan preparades per ser adquirides i analitzades

pel citofluorimetre.

Es important portar tot el procés a 4°C, ja que a aquesta temperatura s’eviten els
processos de capping o els processos d’internalitzacié de receptors que podrien afectar
els resultats de la tecnica.

Una variant consisteix en la deteccido d’antigens que no s’expressen en la
membrana (per exemple S-100). Préviament al protocol esmentat, cal permeabilitzar les
cel-lules amb algun tampd comercial amb detergent, 15° a t.a., o bé afegint al tampo
d’incubaci6 0.05% de saponina. (cal establir les condicions més idonies pels diferents
tipus de cel-lules). Aquesta permeabilitzacid afecta a I’estabilitat de la membrana i
permet 1’entrada de [’anticos al citosol. El marcatge intracel-lular requereix el

tractament de les cél-lules amb suavitat ja que es poden lisar amb molta facilitat.

3. MLTR.

Una de les técniques classiques en immunologia €s la reaccid de cultiu mixte

limfocitari. Utilitzada per al reconeixement de cel-lules T de molecules de MHC
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al-logeniques, 1 com a model in vitro de rebuig al-logeénic, és poden utilitzar els cultius
mixtes per tenir una idea aproximada de la presencia de precursors especifics per alguna
proteina determinada, o bé la reactivitat de limfocits de sang periférica dels pacients en
diferents moments de la vacunacié en contra de les cél-lules tumorals irradiades que
componen la vacuna. Les cél-lules especifiques proliferen, i aquesta divisio cel-lular es
pot detectar afegint timidina-H® durant les Gltimes 16-18 hores de cultiu. De manera
rutinaria les cel-lules es deixen durant 6 dies en cultiu per a respostes primaries i 48
hores per a respostes que es sospiten secundaries. Una alternativa consisteix en utilitzar
aquest mateix sistema, perd no per detectar la proliferacio cel-lular si no el tipus de
citocines que secreten els limfocits al ser enfrontats a cel-lules tumorals al-logéniques o
bé autologues. Aquests sobrenedants es guardaran a — 80°C fins a la seva determinacio
per ELISA de la concentraci6 de citocines.

Els resultats que es poden obtenir amb aquest tipus de cultiu mixte, no
corresponen als cultius mixtes classics on es detecta la resposta de PBLs contra altres
PBLs irradiades. En el nostre cas, la manca de molécules coestimuladors en les cé€l-lules
tumorals, i la manca també de secrecid de citocines immunoestimuladores (IL-2) per
part de les cel-lules tumorals, fa que les respostes siguin baixes si les comparem amb les

reaccions mixtes limfocitaries.

Protocol MLTR.

1. Afegir 10° PBMC® plaques de 96 pous en triplicats en fons en U conjuntament amb
5*10° cél-lules tumorals irradiades (50Gy), en medi de cultiu complet en un volum
de 200 pl.

2. S’incuben durant 6 dies a 37°C amb un 5 % de CO; a ’estufa de cultiu.

3. L’incorporacid de timidina-H® es detecta afegint als cultius 1uCi/pou durant les
ultimes 16-18 h de cultiu.

4. La lectura es realitza de manera automatica en el comptador 3, quan totes les
cel-lules de la placa s’han passat a filtres de nitrocel-lulosa.

5. S’obtenen els valors en cpm (comptes per minut), que s’hauran de referir sempre a

un estat basal de proliferacid de les cél-lules sense estimuls.
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Cultius similars es van portar a terme en plaques de 24 pous on s’incorporaven
10° PBL i 5.10* (50Gy) cél'lules de melanoma irradiades, en un volum de Iml per
mesurar la secreci6 de citocines. En aquest cas el cocultius es van deixar 48 hores. Els
sobrenedants dels cultius es poden congelar a —80°C 1 conservar fins a les
determinacions. No es convenient descongelar els sobrenedants a analitzar varies

vegades ja que la deteccid de citocines es pot veure afectada.

4. ELISA.

Una altre técnica classica en immunologia és la deteccié d’alguna molécula per
mitja d’un ELISA. Consisteix en la utilitzaci6 d’una parella d’anticossos monoclonals
que reconeixen la mateixa molécula en epitops diferents. Un dels monoclonals
s’enganxa en una placa de plastic. Sera el que retingui la molécula (en aquest cas
citocina) diana a detectar, mentre que 1’altre anticos s’utilitzara per revelar aquesta
presencia. En aquest treball aquesta técnica ha estat utilitzada per la deteccid de les
citocines produides en el context d’un cultiu mixte limfocitari contra les cel-lules
tumorals de la vacuna, també s’ha utilitzat per la caracteritzacid de la secrecido de
citocines per part de les cél-lules dendritiques en les diferents situacions maduratives, i
per ultim també s’ha fet servir ’ELISA per la deteccié de les citocines secretades pels
limfocits T generats per estimulacié amb cel-lules dendritiques madures amb diferents

estimuls.

Protocol ELISA.

Els ELISA utilitzats son comercials (OptEIA™ Pharmingen, San Diego, CA ) i
per tant cal seguir les intruccions que la casa comercial proporciona. Els reactius es
compren de manera independent, i els ELISES es montaven en el laboratori. En general
el procediment seguit es pot resumir com segueix:

1. Sensibilitzaci6 per adheréncia a la placa d’ELISA (Plaques Nunc-Immuno Plate
MaxiSorp™) de 1’anticos de captura (a una concentracié de 5-10 pg/ml), en un

tampo6 carbonat pH 9.6, durant tota un nit a 4°C.

* Recollit i aillats per gradient de Ficoll a diferents punts de la vacunaci6 i emmagatzemats en N, fins a la
seva utilitzacio en el mateix moment de les determinacions.

72



MATERIALS I METODES

2. Es realitzen tres rentats amb el tampd de rentat PBS+ Tween (0.05%), i
posteriorment la placa es bloqueja amb 200 ul de PBS+1% de albimina sérica
bovina (10% de sérum fetal) durant 1 hora a t*.

3. S’elimina el tamp6 de bloqueig i1 s’afegeixen als pouets les mostres a analitzar,
incloent els control positius. Conjuntament s’afegeix 1’anticos secundari biotinat.

4. S’incuben les mostres el temps necessari (aproximadament 2 hores a t.a.) i es renta
la placa 3 vegades amb tampo de rentat, i 1 rentat final amb PBS sol.

5. S’afegeix 100 ul de estreptoavidina, a una dilucié aproximada de 1/10.000 en tampo6
de bloqueig, durant 30-40 minuts a t* ambient.

6. Adici6 de 200 pl del substracte, que prové de barrejar a parts iguals DMAB i
MBTH, més 10 upl d’aigua oxigenada, just immediatament abans de la seva
utilitzacio. Les plaques es protegeixen de la llum.

7. Lareacci6 s’atura als 20-30 minuts amb 50 pl d’acid sulfaric 2M.

8. Lectura de la placa amb un lector d’ELISA a la longitud d’ona adequada. (en aquest
cas a 600 nm).

Reactius.

Tampo de copulat: 0,1M Na,CO; pH 9,6.

Tampo de rentat: PBS + 0,05 % tween.

Tamp6 de bloqueig: PBS + 0,05 % tween + 1 % albumina (Albuminin fraction V,
Merck, nc: 12018).

Biotina (Sigma: N-hydroxysuccinimidobiotin, NHS-d-biotin, aprox. 98 %. Cn: H-
1759) pel marcatge de 1’anticos de deteccio.

Estreptoavidina (Boehringer Mannheim, Streptavidin-POD, cn: 1089153).

DMAB (3-DiMethylAminoBenzoic acid, Sigma, cn: D0787) i MBTH (3-Methyl-
2BenzoThiazolinone Hydrazone, hidrochloride, Sigma, cn: M-8006) pel revelat.
SO4H,

H,0,
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5. ELISPOT.

Es un sistema de deteccio6 de cél'lules T especifiques per antigen.
Metodologicament es basa en el mateix principi que I’ELISA, perd amb algunes
variacions que la fan una técnica molt valuosa per a la deteccio de cel-lules precursores
especifiques productores d’una citocina determinada, a diferéncia de I’ELISA que ens
proporciona la seva concentracio. Per exemple, ’ELISPOT posa de manifest un nimero
determinat 1 concret de cel-lules secretores de la citocina. L’anticos de captura
s’enganxa sobre un filtre de nitrocel-lulosa que recobreix una placa de 96 pouets de
PVDF (MAIP S45, Millipore) o de nitrocel-lulosa, i a sobre s’afegeixen les cél-lules bé
siguin circulants o purificades amb 1’antigen a analitzar i amb medi de cultiu la placa
s’incuba a I’estufa de cultius el temps requerit per a la detecci6 de la citocina. Les
citocines secretades quedaran retingudes pels anticossos al voltant de la cél-lula
activada. Després dels rentats i revelats de la placa, ens quedaran punts que representen
(segons el tamany) una Unica c¢l-lula secretora de la citocina determinada, i podem tenir
idea del percentatge de cel-lules especifiques d’un nuimero total de cél-lules, per
exemple, circulants.

En el nostre treball, ’ELISPOT, s’ha utilitzat per posar de manifest el nimero de
cel-lules circulants especifics pel lisat de les cél-lules de la vacuna, en els pacients
vacunats amb ce¢l-lules dendritiques abans d’iniciar la vacunacié i a diferents temps
durant la vacunacié. En alguns pacients que ja es comentaran el 1’apartat de resultats,
tamb¢ es va analitzar la resposta contra tumor autdleg, per intentar veure si la vacunacio
amb cel-lules al-logéniques també induia una resposta contra el tumor autoleg (al menys

in vitro).

Protocol.

1. Incubaci6 de I’anticos de captura en les plaques de 96 pous, en tamp6 de copulacid
NayCOs 0,1 M pH 9,6, a 4°C, durant tota la nit. (anticossos comercials de Mabtech.
Suécia).

2. Rentat dels pous 4 vegades amb PBS.

3. Bloqueig dels pous amb 200 ul RPMI+10% serum fetal durant al menys 2 hores
37°C (estufa de cultiu).

74



MATERIALS I METODES

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.

Preparaci6 de les mostres provinents de cultius cel-lulars, o bé congelades. En el cas
d’utilitzar cel-lules congelades, es recomanable descongelar-les el dia anterior 1
mantenir-les a I’estufa de cultiu. Resuspensio de les cel-lules en CM 1 ajustar a la
concentracio de treball. Normalment 1-3*10° cel/ml, per tant 1-3%¥10° cel/100l.
Eliminaci6 de la solucio bloquejant de la placa, i sense necessitat de més rentats
s’afegeixen 100 pl/pou de les cel-lules de la mostra (en duplicats) i 100 ul/pou de
I’antigen (proteina, lisat o péptid) a la concentracio optima d’estimulaci6. Dos pous
han de ser control negatiu i altres dos els control positius d’estimulacio (1% PHA).
Incubaci6 durant 16-20 hores, en el cas de que s’utilitzin péptids per estimular, i 48
hores si I’antigen és una proteina completa, a I’estufa de cultiu a 37 °C i a 5% COa.

6 rentats de la placa amb PBS+0,05% Tween.

S’afegeixen 50 ul/pouet del segon anticos biotinat a una concentracié de 1pg/ml
diluit en PBS i s’incuba a t.a. durant 3 hores.

6 rentats amb PBS+0,05% Tween

S’afegeixen 50ul/pouet del conjugat fosfatasa estreptoavidina-alcalina diluida en
PBS. Incubaci6 durant 1 hora a t.a.

6 rentats amb el tamp6 de rentat.

Adicié del substrate cromogenic de la fosfatasa alcalina, diluida 1:25 en aigua
desionitzada.

Revelat durant uns 30 minuts en la foscor, fins que els punts siguin visibles.
Eliminacio del color i rentat de la placa en aigua de ’aixeta.

Deixar assecar les plaques.

Comptatge dels punts a la lupa o analitzador d’imatge 1 calcul de les freqiiencies de

cel-lules especifiques.

Es pot utilitzar com a revelador el complex Avidina-peroxidasa (Vectasstain

Kit), 1 per tant el punt 12 el revelador es substitueix per di-amino-benzidina més niquel.

(DAB)

En aquesta figura 3 s’intenta esquematitzar el procés detallat préviament per intentar

clarificar el protocol.
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Figura 3

IFNy ELISPOT

Incubacié amb [‘anticos anti-
citocina (anti-IFNy)

P OO OO Adicio de les cél-lules (PBL o

linies)
+/- antigen i controls

Q&)@@@ L‘activacio de la céllula especifica

A A pel seu antigen, provoca la secrecio
de la citocina (IFN-y), la qual és
capturada per l‘anticos.

Biotina Biotina
%r ‘ Incubacié amb [‘anticos

secundari biotinat.

Streptavidina-AP  Streptavidina-AP Punts positius

Biotina Biotina Indica la presencia d’una
z T ‘ Incubacido amb cel-lula secretora.

Streptavidina peroxidasa

6. Preparaci6 de la vacuna.

En el moment de 1’administracié de la vacuna, les cél-lules tumorals s’han de
descongelar. La descongelacio cel-lular €s un procés que s’ha de fer de manera rapida,
ja que en la congelacido de les cel-lules, s’utilitza DMSO (dimetil sulfoxid), un
crioprotector, que a t.a. és molt toxic per a les cél-lules, i en pocs minuts provoca la
mort cel-lular. Per tant el vial de les cél-lules es dilueix en 25 ml de medi complet amb
un 10% SVF, 1 es realitzen dos o tres rentats per tal d’eliminar tot el DMSO residual.
Després de 1’ultim rentat, les cel-lules tumorals s’inactiven per 100 Gy. d’irradiacié en
gel, per tal d’evitar la secreci6 de radicals lliures. Un cop irradiades, les cél-lules es
renten un altre cop, 1 s’afegeix a un 50% de les cel-lules DNFB, per tal d’introduir
canvis estructurals en les proteines de la membrana, 1 fer-les més immunogeniques, es
deixen 30’ a t.a., i posteriorment després de 3 rentats més en tamp6 fisiologic, les
cel-lules ja estan preparades per a la inoculacié intradérmica, en el cas de que per

protocol aixi ho digui, s’afegira BCG (només els primers 6 mesos) que actuara com a
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adjuvant de la vacuna. El volum final aproximat de 400 pl (barreja de cél-lules+tBCG)

s’inocula intradérmicament a prop de les arees ganglionars

7. Administracié de la vacuna.

L’administracié de la vacuna es realitza a prop de les
arees ganglionars, principalment en el brag, per via
intradérmica. La periodicitat és mensual durant el primer
any de vacunacid, trimestral durant el segon, cada sis mesos

en el tercer any, i una darrera dosi de record al 4* any.

Figura 4

8. Obtencid de cel-lules dendritiques.

Per a I’obtencid de les cél-lules dendritiques s’han derivat a partir de monocits
seguit el protocol descrit en 1994 (Romani, et al. 1994), amb algunes modificacions.
Degut al baix nombre de cel-lules dendritiques circulants i a la seva distribucid tissular,
el seu estudi va ser dificil, fins a la descripcié del metode de generacid de cel-lules
dendritiques a partir de monocits amb IL-4 i GM-CSF. La possibilitat de cultivar
aquestes cel-lules que juguen un paper clau en la immunitat, ha obert noves perspectives
en el tractament de malaties que actualment no tenen tractaments efectius, i també obre
les possibilitats experimentals per entendre com el sistema immunitari captura, processa
1 presenta els antigens, 1 com es genera la resposta. Per les aplicacions de cel-lules en
terapies en humans, cal que aquestes compleixin tot una série de normes que les fan
GMP (good manufacturing practice) o bé que més s’ajustin, respecte a la qualitat

farmacologica dels reactius utilitzats (De-Vries, et al. ).
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Protocol.

1. Obtencié de céllules de sang periférica” (veure Ficoll), i separacio dels mondcits.
Els monocits es poden aillar amb separacié magnética de la resta de cel-lules CD14,
o bé per adheréncia al plastic.

2. S’afegeixen les cel-lules de sang periférica a plaques de 6 pous o bé a un flasco de
cultiu de 75 cmz, 1 s’incuben a 37°C durant dues hores, en el nostre cas vam utilitzar
tant en I’adheréncia com en el cultiu posterior medi sintétic per tal de minimitzar els
efectes del serum xenogenic. S’eliminen les cél-lules sobrenedants no adherents per
decantacio i es fan tres rentats amb medi precalentat a 37 °C. Ens quedem amb la
fraccid monocitica. Per a un total aproximat de 2-4*10° cél-lules adherents s’afegeix
medi de cultiu suplementat amb 500 U/ml IL-4 1 1000 U/ml de GM-CSF.

3. Renovacio de les citocines a les mateixes concentracions cada tres dies.

4. Al dia 6-7 de cultiu, s’obtenen cél-lules dendritiques immadures, cél-lules grans,
amb poques prolongacions.

5. En aquest punt, les cel-lules poden ser incubades amb I’antigen, per a la seva
fagocitosi, o bé afegir al cultiu les condicions de maduracié adequades. En el nostre
cas, hem utilitzat un cocktail maduratiu definit, descrit que indueix la maduracid
final de les cél-lules dendritiques, composat per 1000 U/ml IL-6, 1 pg/ml IL-1, 1
ug/ml PGE,, 10 pg/ml de TNF-a (totes les citocines adquirides a Sigma. USA).

Per a la caracteritzaci6 de les cél-lules dendritiques generades, hem uilitzat una bateria

d’anticossos monoclonals, per tal de definir el seu grau de puresa, i la seva capacitat de

madurar. La llista d’anticossos monoclonals utilitzats ¢és: CDla-PE (Immunotech),

CD40-PE (BD, pharmingen. USA), CD80-PE, CDS83-PE, CD86-PE (Immunotech,

Marsella. Franca), CD11c-PE, CD123-PE, CDI14-FITC, DR-FITC, Classe II-FITC,

CCRS-FITC (BD, Pharmingen), aixi com tots els marcadors de llinatge, i que s’han

utilitzat per descartar la preséncia de limfocits contaminants (CD3, CD8, CD19).

9. Preparaci6 del lisat.

El carregat antigénic de les cél-lules dendritiques, es va realitzar amb un lisat de
les linies de cél-lules tumorals al-logéniques que formen la vacuna. Les cel-lules

tumorals de melanoma es van lisar per shock térmic, fent 5 incubacions de 5°-10’ entre

* . \ . . \
En el cas dels pacients se’ls va sotmetre a una leucoaféresi per obtenir un volum de cél-lules adequades
per a portar a terme les diferents vacunacions.
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nitrogen liquid 1 a un bany a 37°C, les c¢l-lules préviament irradiades a 100 Gy.
Posteriorment a la lisi cel-lular, es va descartar les restes cel-lulars de membranes i
nuclis per mitja d’una centrifugacioé a 2000 rpm, durant 10°, la fraccio citosolica soluble
s’aliquota a —80°C, fins a la seva utilitzacid per carregar les dendritiques.

Aquest lisat s’afegeix durant les Gltimes 48 hores de cultiu, juntament amb el
cocktail maduratiu, abans de la inoculacid de les cél-lules dendritiques. Quan encara les

cel-lules dendritiques son immadures i tenen una alta capacitat de captacié de particules.

10. Administracié de les cel-lules dendritiques.

Un cop les cel-lules dendritiques han madurat i canviat les seves capacitats degut
a la incubaci6 durant 48 hores amb el lisat de les linies tumorals i el cocktail maduratiu,
les cel-lules es recullen en un tub de 25 ml amb PBS esteril.

Cal rentar bé les cel-lules per eliminar residus cel-lulars i la resta de citocines
utilitzades per a la maduracid. Per tant les cél-lules es centrifuguen 4 vegades a 1500
rpm durant 10’ amb PBS sol esteril, descartant cada vegada amb molta cura el
sobrenedant.

Abans de I’ultim rentat, cal comptar les cel-lules i mirar la seva viabilitat. La
viabilitat de les c¢l-lules es mira resuspenent-les amb a una dilucié 1:9 amb blau de
tripan. El colorant penetra dins les cel-lules mortes, que obviament no s’han de contar,
ens serveixen per mirar el percentatge de mortalitat.

Posteriorment després de 1’ultim rentat la vacuna de cel-lules dendritiques es
resuspen en un volum aproximat de 200 pl de PBS (el n° total de cél-lules dendritiques
varia entre 2-10 * 10°, amb una viabilitat alta > 95%).

Les cél-lules recollides en una xeringa d’insulina, s’inoculen per via ecografica
(Servei de Radiodiagnostic, Hospital Clinic) en un gangli limfatic normal de la zona

inguinal, amb una periodicitat mensual.

11. Seguiment dels pacients.

Apart del seguiment clinic dels pacients, en el servei de Dermatologia de
I’Hospital Clinic; amb totes les proves que tenen estipulades per pacients en aquests
estadiatges, es van recollir mostres de sérum i de limfocits circulants previ a la

vacunaci6 1 posteriorment cada tres mesos. Aquestes mostres ens podrien permetre
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investigar si havien canvis en algun parametre del sistema immunitari dels pacients
durant el temps de vacunacio. Com ja es comenta en altres parts d’aquest treball, no hi
ha cap parametre descrit en aquest moment que ens pugui fer correlacionar qualsevol
tipus de resposta mesurada en el laboratori amb les respostes cliniques, perod si ens
permetra establir, si al menys, la vacuna aconsegueix estimular el sistema immunitari
dels pacients amb més o menys eficacia.

Les PBLs van ser obtingudes després de la separacié amb Ficoll, i posteriorment
s’havien de congelar en nitrogen liquid i mantenir-les fins al seu analisi. També¢ el
sérum recollit es mantenia a —80°C per a la seva conservacio fins al moment de la

mesura de les diferents citocines.

12. Generacio6 de linies T especifiques.

Les linies T constitueixen una poblacié de limfocits T que han estat estimulats
amb algun antigen, i que com a conseqiliencia de la seva expansié el cultiu cel-lular
presenta una freqliencia més alta de cel-lules especifiques. Aquest sistema d’expansi6 de
limfocits T in vitro, permet un millor estudi de la resposta cel-lular, per aquelles
poblacions de cé¢l-lules especifiques en que la seva freqiliéncia és molt baixa. Tot i no ser
una poblacio6 totalment homogenia (tal com sén els clons de cel-lules T), representa una
situacié que s’acosta més a la fisiologica.

Per a obtenir linies T especifiques, s’afegeix al cultiu cel-lular I’antigen pel qual
volem obtenir c¢l-lules, i després d’un periode de cultiu variable entre una setmana i 10
dies, s’afegeix rIL-2 a dosi no molt elevades de 10-20 U/ml. (ja en aquestes
concentracions de IL-2 s’expandeixen cél-lules no especifiques per al nostre antigen,
perod si les dosi son més altes, practicament creixen la totalitat de les cel-lules).
Posteriorment després de la IL-2, el cultiu es deixa uns 10 dies, vigilant sempre que no
hi hagi sobrecreixement, pero cal que les cél-lules entrin en un estat refractari a la 1L-2.
En aquest punt, és quan es pot analitzar ’especificitat de les linies en cultiu, afegint de
nou I’antigen, i mesurant la resposta de cada un dels cultius (bé per incorporacié de
timidina, bé per la secrecid de citocines, o bé per altres tipus de determinacions).

Una variacié important que es pot introduir, és la utilitzacié de cel-lules
dendritiques (de la mateixa manera que es faria per obtenir cel-lules del tipus IVS), com

a c¢l-lules presentadores d’antigen, i que degut a la seva capacitat presentadora, facilita
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I’expansi6 i obtencio de limfocits T especifics, més quan no s’utilitza un antigen definit

1 concret, si no que s’utilitza un lisat cel-lular.

Carregat antigénic.

Com ¢és evident, un aspecte determinant en 1’eficacia antitumoral de les cél-lules
dendritiques és que siguin capaces d’incorporar I’antigen tumoral que se 1’hi ofereix (i
obviament processar-lo 1 presentar-lo). Malgrat s’han seguit moltes estratégies in vitro o
en models experimentals de carregat dels antigens associats a tumor, amb més o menys
exit, el procediment Optim pel carregat en terapia en humans no esta encara ben aclarit.
Afegir peptids pel seu carregat, implica una restriccio per classe I, també implica que es
carreguin en MHC buits. Algunes evideéncies mostren que les cél-lules dendritiques
capturen cel-lules necrotiques, apoptotiques, o inclos fragments de cel-lules vives.
Determinar les condicions Optimes del carregat, i I’efecte que aquest té sobre la cel-lula
dendritica és un dels objectius en el procés d’optimitzacido de la preparacido de les
c¢l-lules dendritiques. Per tal de comencar a avaluar aquest aspecte, s’ha posat en marxa
un sistema, en el qual és possible transfectar un plasmid que codifica per una proteina
(canal de potassi), associada a un proteina fluorescent verda que es detecta en el
citometre. Fins al moment no s’ha tingut exit en la transfeccié del plasmid a les linies
tumorals de melanoma, ja que quan s’apliquen els sistemes de seleccio per resisténcia a
antibiotics, aquestes cé¢l-lules tumorals aturen el seu creixement, perd no moren,
impossibilitant la seleccid dels transfectants estables, s’esta treballant en sistemes de
transfeccio diferents, més eficients, amb la utilitzacido de retrovirus o adenovirus. Per
tant aquests experiments encara no s’han pogut portar a terme de manera autologa, si no
que s’ha utilitzat una linea tumoral HELA-GFP molt amablement cedida per Dr. Jordi
Petriz, del Servei de Criopreservacid6 de 1’Hospital Clinic, anomenada KB3.1, que
disposem en el laboratori, 1 que emet una fluorescéncia verda de manera continua.

Breuement comentar que les cel-lules KB3.1 son cel-lules derivades d’un
adenocarcinoma huma, transfectades de manera estable amb un plasmid que codifica
per una proteina “green fluorescent protein” (GFP) fusionada a una proteina de
membrana anomenada gliproteina-P. Aquesta proteina de membrana es localitza en la
membrana apical de cel-lules endotelials, i tot i que no es coneix la seva funcio, té¢ dos
llocs d’unié a ATP, i podria estar implicada en una bomba de membrana en el transport
de metabolits. Les cel-lules transfectades es seleccionen en un medi amb 5 ng/ml de

colchicina, per evitar el creixement de cel-lules que hagin perdut el plasmid.
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S’incuben cel-lules dendritiques immadures en una relacio 1:1 amb les KB 3.1 durant el
temps a analitzar, en medi de cultiu complet i a 37°C en ’estufa de cultiu.

Pels estudis de captacié s’ha utilitzat un anticos CD45-PC5 (Immunotech) que
actua com a tercer color, per tal de poder seleccionar les cél-lules dendritiques, i un cop
seleccionades, s’analitza CD80 6 CD86 —PE, la seleccid de les cel-lules dendritiques
que tenen fluorescéncia verda ens dona el grau de captaci6. Després de la coincubacio
de les cel-lules dendritiques amb les KB.3.1, es realitzen dos rentats amb tampod
fisiologic, i es segueix el protocol ja descrit pel fenotipatge, tenint sempre present que
no podem afegir un monoclonal amb FITC, ja que no podriem diferenciar la seva

fluorescencia de la que emeten les cel-lules transfectades.

Optimitzacio de la maduracio.

Un dels aspectes que pot ser determinant en I’eficacia d’una vacuna de cél-lules
dendritiques ¢és el seu estat de maduraci6. Aquest aspecte pot condicionar la via
d’inoculacid, i la generacié d’una resposta immunitaria o bé la induccid de tolerancia.
No esta clar en I’actualitat com funciona aquests procés, i en tots els protocols de
vacunacié en humans, s’utilitzen cél-lules dendritiques completament madures (bé amb
cocktails definits de citocines, amb medis condicionats de monocits, o amb la
maduracié que indueix la incubaci6 amb el lisat tumoral). Per a fer els estudis
experimentals que es comenten en 1’apartat de resultats (cal aclarir que aquest apartat fa
referéncia a estudis experimentals i no a la preparacié de cel-lules pels tractaments) es
van generar c¢l-lules dendritiques derivades de mondcits, 1 es van cultivar en un medi
amb un suplement d’un 5 % de SVF. Per a la induccio de la maduracio, les cél-lules es
van incubar amb una dosi de LPS de 1pg/ml a 37°C, durant 1 o 6 hores i posteriorment
van ser rentades amb tampd fisiologic d’'una manera extensiva (4 cops), en volums
grans, per tal d’eliminar el LPS, després del darrer rentat, les cel-lules es van tornar a
deixar en plaques de cultiu en 2 pous amb medi complet, durant 24 o 48 hores més, fins
al moment de realitzar 1’analisi dels marcadors de membrana, o bé la recollida dels

sobrenedants per 1’analisi de la secrecio6 de citocines.

Determinacié dels antigens tumorals MAGE-3, MART-1 i tirosinasa.
La determinacié d’aquests antigens associats al melanoma es va realitzar en el
Servei de Genética de I’Hospital Clinic, a partir de les linies tumorals en cultiu. Es

realitza una RT-PCR a partir del mRNA extret de les c¢l-lules.
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13. Criteris d’avaluacio clinica.

Com a resposta completa es defineix com la desaparicio total de totes les
metastasi, durant al menys 3 mesos sense creixement o aparicid de noves lesions; la
resposta parcial es defineix com la reducci6 igual o superior al 50 % del promig del
diametre de la malatia mesurable, mantingut durant al menys tres mesos sense el
creixement o aparicid de noves lesions; resposta mixta, reduccid igual o superior a un
50% de la lesio, amb creixement d’altres metastasis; estabilitzacid, increment de tamany

de la lesid inferior a un 25 %.
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RESULTATS.

1. Obtencié de les linies tumorals.

Un cop establertes les condicions adequades pel cultiu de les cél-lules tumorals
de melanoma, es van comengar a derivar linies a partir de biopsies de pacients. En
general, a partir de la disgregacid mecanica de la pega tumoral comencen a créixer
cel-lules, la majoria de les vegades adherides al plastic, es possible que les linies
derivades a partir de metastasi creixin en suspensio, i en un temps variable que va de les
3-4 setmanes fins als 2-3 mesos. Aquesta variabilitat en 1’establiment de les diferents
linies pot estar relacionat (és un aspecte que no s’ha mirat) amb I’agressivitat del tumor
in vivo i de les diferents mutacions que presenten, pero el que si que hi ha constancia és
que les linies derivades a partir de metastasis creixen amb més facilitat, en general, i es
dupliquen d’una manera més rapida que les linies derivades a partir de tumors primaris
(cel-lules amb menor agressivitat). El seu creixement com es pot observar ¢s del tot

desordenat en totes les direccions de la placa (figura 5), han perdut la inhibicié per

contacte del creixement i en general son cél-lules molt resistents.

Figura 5. Detall de linies tumorals en cultiu, on es pot veure el créixement de les cél-lules en totes les
direccions del pla adherides al fons de la placa, i on no existeix inhibicid per contacte, fet caracteristic de

les cél-lules tumorals.

Alguna precauci6é a tenir present durant la manipulacidé de teixits biologics
humans i1 en concret tumorals o cél-lules tumorals, és la correcta desinfeccid de tot el
material utilitzat, ja sigui en el procés de derivacid de les linies com en el procés de

cultiu cel-lular. Malgrat no es treballa amb mostres infectades amb virus, no s’ha de
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descartar la preséncia de virus encara no coneguts 1 per tant cal prendre les mesures

adequades.

2. Caracteritzacio de les linies tumorals de melanoma.

Un dels aspectes més importants en la generaci6 de la vacuna, i que segur pot
tenir repercussio final en la seva eficacia, és la seleccio de les linies tumorals que
finalment la composaran. No hi ha en 1’actualitat cap parametre que ens pugui indicar
que una c¢l-lula tumoral hagi de ser més o menys immunogenica, independentment dels
antigens tumorals o no tumorals, coneguts, que pugui expressar; molts altres antigens
encara no descrits podrien conferir aspectes més immunogenics. No tots els péptids
immunodominats descrits, poden dirigir a la resposta antitumoral. Com ja s’ha comentat
en la introduccié molt possiblement les linies metastasiques derivades en cultiu han
desenvolupat mecanismes tolerogenics in vivo, i a més a més la inevitable seleccié que
s’introdueix quan ens quedem les cel-lules que millor creixen en cultiu. El melanoma
pot metastatitzar practicament a totes les localitzacions del cos, i és molt possible de que
tingui preferéncies per determinades regions, per exemple el melanoma uveal té una
preferéncia de metastatitzacio practicament exclusiva al fetge. Per tant de quantes més
localitzacions possibles estigui representada la vacuna, contra més “tipus cel-lulars” es
podria induir immunitat. Nosaltres i seguint alguns criteris préviament publicats vam
seleccionar inicialment 10 linies de melanoma en funci6 d’algunes caracteristiques que

a continuacio s’expliquen.

2.1 Fenotip.

Degut a la disponibilitat d’una gran bateria d’anticossos monoclonals generats
en el nostre laboratori contra antigens de diferenciaci6 leucocitaria, es van caracteritzar
les linies de melanoma que s’anaven establint. També es van afegir alguns anticossos
monoclonals que s’han descrit tenir una expressio més restringida en les cél-lules de
melanoma. En la taula 7 es mostra aquells marcadors fenotipics que presentaven
diferéncies entre linies, i només es presenten els resultats de les 10 seleccionades per
composar la vacuna, es van fenotipar de I’ordre de 40 linies de melanoma derivades
amb tots els marcadors.

Es interessant ressaltar, que en un primer moment es van seleccionar linies de

localitzacions anatomiques diferents, intentant la maxima representativitat possible (en

85



Vacunes terapeutiques 1 c€l-lules dendritiques en el melanoma

I’actualitat disposem d’algunes linies derivades de metastasi viscerals que s’estan
avaluant).

Totes les linies son positives per ’expressio de MHC 1, i dues d’elles (M-13 i
M-17) ho soén per MHC II, aixi com I’expressié homogenia del gangliosid GD3 en la
totalitat d’elles, com ja s’ha comentat I’expressié d’aquest gangliosid es correlaciona
amb la malignitat del melanocit. No hi ha expressi6 de molécules de coestimulacio
CD40, CD80, CD86 ni de CD1a, com ja era d’esperar, i tampoc hi ha expressié de FasL
(CD95L), un mecanisme implicat inicialment en I’escapament tumoral, del qual s’havia
de descartar la seva preséncia ja que podria eliminar les subpoblacions de limfocits
especifics, perd que en ’actualitat no esta clar que aquesta molécula pugui jugar un

paper in vivo com a mecanisme d’escapament tumoral.

2.2 Analisi microbiologic.

Un requisit indispensable és 1’abséncia total de virus i1 bacteris, coneguts fins al
moment. Per tant, d’entrada es van derivar linies cel-lulars a partir de pacients amb una
serologia negativa per a qualsevol agent infeccios, amb excepcié del CMV. A més, en
I’elaboracié de cada lot de vacuna, es descarta la preséncia de virus i bacteris en les
cel-lules tumorals. Aquests analisi es va portar a terme al departament de Microbiologia
de ’Hospital Clinic. Cada lot de vacunes que es prepara, i es manté en nitrogen liquid,

també es sotmet a aquests control microbiologic exhaustiu.

2.3 Propietats de creixement.

Un dels avantatges que confereix la vacunacié amb cél-lules al-logeniques és que
les vacunes es poden tenir en stock, i aixd permet la seva aplicacid6 d’una manera
practicament immediata. Per tant, cap de les linies seleccionades havia de presentar
dificultat en el creixement. Es dificil establir els parametres de duplicacié ja que sén
diferents per a cada linia cel-lular, i per tant requereix del seguiment visual dels cultius.
En la taula 7 es mostren les propietats de creixement de les linies seleccionades
inicialment per composar la vacuna, on de manera arbitraria es considera el valor de 1
per un creixement lent, i el valor de 4 representa una alta capacitat proliferativa. Es pot
observar com les linies M13' i M13? derivades de 2 metastasi diferents del mateix

malalt, son fenotipicament molt diferents.
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Melanoma M3 | M9 | M13' | M13% | M16 | M17 | M23 | M28 | M36 | M35
linia derivada de*: mp| p mc | mc | mc | mc | mc | mc mler | mc
creixement® 3| 3 1 3 3 1 3 2
‘[ipusb a es men
promig | DS
W6/32 99 | 100 | 94 99 100 | 91 97 98 95 98 97 3
b2-microglob 98 | 98 55 92 100 | 72 57 34 92 35 73 26
A2 0 0 3 4 30 71 2 96 20 0 23 34
DR 26 | 16 2 88 0 90 0 5 2 0 23 36
CD1 (100-1A5) 12 | 91 90 6 36 44 77 6 0 2 36 37
CD1 (100-3C6) 16 | 51 67 13 34 13 2 10 3 2 21 22
CD10 0 0 30 24 30 0 1 0 59 16 21
CD13 70 0 95 2 75 0 97 0 0 100 44 47
CD15s FH6 0 0 16 1 16 0 15 2 0 1 5 7
CD26(134-2C2) 1 3 59 12 48 5 89 7 2 100 33 38
CD26(202-36) 0] 0 28 | 0 0 0 5 |11
CD41 16B7 1" 44 0 3 2 11 0 1 6 3 8 13
CD45 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
CD46 49 | 98 10 10 93 30 6 19 2 8 33 36
CD51 17E6 100 99 58 60 95 78 92 43 4 93 72 31
CD51/CD61 100| 97 1 42 55 50 11 5 2 6 37 38
CD54 17 | 100 | 45 96 92 81 82 89 70 45 72 27
CD55 99 | 93 44 58 94 75 57 82 7 10 62 33
CD57 89 | 57 1 95 3 12 0 99 26 0 38 42
CD58 94 | 99 11 99 87 81 14 89 11 24 61 40
CD61 AP3 98 | 97 1 34 25 42 4 3 3 14 32 37
CD71 0 14 4 5 26 20 3 32 1 0 11 12
200KD 14E2 14 | 10 0 2 5 21 0 45 2 1 10 14
Beta-5 Integ. 10 | 48 49 1 94 2 62 10 0 86 36 36
AlfaV-beta-5 9 15 5 1 36 1 6 2 0 1 8 11
GD3 2A10 22 | 100 | 47 77 1 74 14 99 94 96 62 38
CD146 MUC18TEA1/8 | 79| 0 1 84 0 0 0 99 33 45
CD146 MUC18TEA 1/34 | 1 96 87 5 74 89 67 0 52 43

Taula 7: Fenotip de les linies seleccionades per la vacuna.

a mp=metastasi pleural; p=primari; mc=metastasi cutania; mlcr= metastasi liquid cefalorraquidi.

b n=nodular; a=acral; es=extensi6 superficial; men= liquid cefalorraquidi.

¢ veure text. (2.3).

2.4 Seleccio de les linies de la vacuna.

En funcié de la seva negativitat en els parametres microbiologics analitzats, de

I’expressio heterogenia de marcadors de membrana, de la preséncia de MHC I, 1 d’una

taxa de creixement adequat, es van seleccionar 10 linies per a composar la vacuna. Un

cop seleccionades, aquestes linies es van expandir, per tal de disposar d’un gran volum
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de cel-lules, necessaries per a la preparacio de la vacuna, i per la generacio de lisats,
amb els quals serien carregades les c¢l-lules dendritiques.

A part de les caracteristiques fenotipiques ja esmentades, es va descartar la
secrecid (almenys en condicions basals de cultiu) de citocines immunoreguladores, com
IL-10 i TGF-B, implicades en una inhibici6 de la resposta immunitaria i que favoreixen

per tant I’escapament tumoral.

2.5 Antigens tumorals.

Posteriorment un cop seleccionades les 10 linies de melanoma per la vacuna, es
va determinar 1’expressié d’alguns marcadors especifics de tumor. Es va mirar la
preséncia de la proteina S-100 (cadena o intracel-lular) com un possible indicador de
malignitat, aixi com la preséncia d’antigens especifics de melanoma (MAGE-3,
tirosinasa, MART-1). Aquests antigens tumorals presenten nombrosos epitops que
poden ser reconeguts per limfocits T, determinades seqiiencies son immunodominants,
utilitzades ampliament en protocols de vacunacions. Es va determinar la presencia del
mRNA d’aquestes proteines per mitja d’una RT-PCR, que de manera rutinaria es

realitza en el departament de genctica.

S-100.

La deteccié de la cadena o de la proteina S-100 es va fer per marcatge
intracel'lular. Es un marcador que pot indicar la malignitat cel-lular, i la seva
determinacid en sérum pot servir com un indicador de la preséncia de tumor, encara que
la seva abséncia no vol dir que les cél-lules no siguin tumorals. En la figura 6 es pot
veure la preseéncia de S-100 representats en els histogrames d’expressio de la S-100a
intracel-lular en 6 linies de melanoma de la vacuna. El fet de que la seva expressié no
sigui homogénea pot ser com a conseqiiencia a I’hetogeneitat cel-lular dels cultius, i fins
i tot algunes linies tumorals no 1’expressen, com per exemple M-35. Aproximadament
un 60 % dels melanomes son positius per aquesta proteina, 1 s’utilitza la seva mesura en

serum 1 els seus canvis de nivells, com un marcador tumoral de malaltia.
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Figura 6. Deteccio de la cadena o de la proteina S-100 per marcatge intracel-lular.

h-2.001

Counts
0 50 100130 200230

1

LT LT ATt
FL1-Height

0

% Gated Geo Mean CV
100.00 3.58 1686.85
5.86 16.69 665.22

k.00

Counts
0 50 100150 200250

%

% Gated Geo Mean CV

100.00 3.57 2243.40
3.14 13.59 1040.08

M-17 001

Counts
0 20 40 60 20 100
%

1w 1t oe? 1t g
FL1

% Gated Geo Mean cv

100.00 2.94 1892.36

061 6579 186.68

- b3 002
>
Lot B
=
=
L
e
= 3
=
CEE M1
=
L 3
= 3
w® w0t of 1wt o
WE3E
% Gated Geo Mean cv
100.00 538 1641.10
11.44 17.67 858.39
- b3 002
™
L3
=
=
ol o
B 3
= 3
=
CEE M1
= 3
e 3
=3
w0 0t oe? 1wt o
WEI3E
% Gated Geo Mean cv
100.00 14.82 805.72
72.31 2017 38178
- 1T 002
=
= 3
- 3
=
EF] M1
=
- 3
=3
1w 1t oaef 1?1
W32
% Gated Geo Mean cv
100.00 732 133813
21.83 1539  806.90

= b2 003
L
Lo I
=
= g
o o
v ip 3
=7 3
25
=k M1
= 3
ll'.\:
= 3
T LT T s
S-100
% Gated Geo Mean cv
100.00 8.58 96465
43.68 2129 623.26
= M 003
L=
(]
=
=
(]
viin
==
R
3= M1
[
L
=
T LA A T T
5-100
% Gated Geo Mean cVv
100.00 8.38 705.12
40.19 26.63 388.70
= P17 003
=
o 3
\:\D:
=K
£ 3
377 M1
(=1
N:
o
w? 0l e 1wt 1w
5-100
% Gated Geo Mean cVv
100.00 14.95 909.16
70.27 2189 743.18

&9



Figura 6 continuacid.
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Melan A/MART-1, MAGE-3 i tirosinasa.

En la taula 8 que a continuacio es presenta es resumeix 1’expressio dels diferents
antigens en 7 linies tumorals de la vacuna. Aquests antigens, representatius de la
malignitat dels melandcits sovint representen dianes per a la generacidé de la resposta
immunitaria. S’han descrit molts epitops immunodominants que provenen de
seqiiencies d’aquestes proteines. Les diferents combinacions d’epitops que es poden
generar en el conjunt de les linies tumorals que composen la vacuna, degut a les
diferents molecules d’histocompatibilitat, juntament amb la molt possible expressio
d’altres antigens tumorals (coneguts o no), fa que hi hagi una amplia representativitat
antigeénica en la vacuna utilitzada.

Totes les cel-lules analitzades expressen MAGE-3, antigen que s’ha implicat en
I’expansi6 de limfocits T citotoxics; mentre que la preséncia dels altres marcadors

tumorals fa, que a nivell tedric també es puguin generar epitops per classe II.

Taula 8: Expressio de diferents antigens en linies de melanoma.

Linea tumoral MART-1 MAGE-3 Tirosinasa
M-3 - + -
M-9 + + +
M-13 GE + + +
M-16 - + _
M-17 + T T
M-28 + + +
M-36 + + +

La determinaci6 de I’expressié d’aquests antigens en les cel-lules de la vacuna,
aixi com la confirmacié de I’expressié d’algun d’ells en el tumor, ens permetra en un
futur la millor monitoritzacié de la resposta immunitaria dels pacients vacunats per

mitja de la utilitzacié de peptids.
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3 Vacuna.

3.1 Elaboracio de la vacuna.

Cada dosi de la vacuna esta composada per aliquotes de 4*10° cél-lules tumorals
congelades de cada una de les déu linies de melanoma barrejades, cosa que fa un total
de 4*10° cél'lules tumorals per vacuna. Es poden mantenir en nitrogen liquid el temps
que sigui necessari fins al dia de la vacunaci6, en un contenidor de nitrogen exclussiu
per aquesta finalitat. Per a la vacunacié d’un numero important de pacients, cal tenir un
bon stock de cél-lules, cosa que implica el manteniment de manera independent de cada
un dels cultius cel-lulars, en uns volums adequats per a I’obtencié del numero de
cel-lules necessaries. Cada lot de vacunes que es prepara s’analitza microbiologicament,
per descartar la preséncia de contaminants que s hagin pogut introduir durant la fase de

cultiu, ja que les cél-lules d’origen son negatives pels diferents controls.

4 Grup de pacients vacunats.

Es va aprovar pel Comité Etic de I’Hospital Clinic 1’aplicacié de la vacuna
polivalent a un grup de pacients de melanoma, que complien una série de requisits.
Aquests grup inicial contemplava pacients metastasics (estadi IV), aixi com pacients
d’alt risc (estadi III, 1 IIb, de Dl’antiga classificaci6 de ’AJCC) amb les segiients

situacions:

® Estadis IV amb la/les metastasis extirpades i sense evidéncia de malaltia.

S’inclouen també I’estadi IV amb metastasis cutanies multiples amb un estudi
d’extensi6 negatiu (no extirpables i que no hagin respos al tractament estandard) o que
per la seva edat, patologia de base, situacid geografica, o no acceptacid, puguin ser

inclosos en el tractament estandard.

® Estadis III amb buidament i sense evidéncia de malaltia.

S’inclouen també 1’estadi III (adenopaties +, afectacidé visceral -), que no puguin o
vulguin, rebre el tractament estandard pels motius comentats abans. Com a complement,
al finalitzar el tractament estandard (en aquells casos de risc elevat i que no hagin entrat

en un estudi protocolitzat).

® Estadis IIb i [Ta (Breslow >1,5) sense afectacio ganglionar o visceral, que no

puguin, o no vulguin rebre el tractament estandard pels motius mencionats abans.

92



RESULTATS

5 Resposta a les vacunes.

No hi ha descrit cap parametre que ens pugui permetre valorar ’efecte d’una
vacuna antitumoral sobre el sistema immunitari. Com ja s’ha comentat en la
introduccio, hi ha moltes proves de laboratori que es poden fer si en la vacunacio
s’utilitzen péptids. La utilitzacid de lisats o de cél-lules senceres com a vacuna dificulta
aquesta monitoritzacié. Una practica relativament habitual és afegir al lisat o
conjuntament a les cel-lules que s’utilitzen com a fonts d’antigen una molécula altament
immunogenica (KLH, péptids del virus de la influenza) i es mesuren els canvis de la
resposta immunitaria contra aquestes molécules. Molt recentment s’ha demostrat que
aquesta practica, a més de donar només informaci6 sobre I’estat immunitari general del
pacient, i no de la seva resposta antitumoral, també podria tenir uns efectes
contraproduents, ja que es genera una expansio dels precursors que reconeixen aquestes
molécules immunodominants en perjudici dels precursors que reconeixen antigens
tumorals molt menys immunogénics (Palmowski, et al. 2002). Es evident que es pot
crear una competéncia entre les poblacions de cel-lules madures pels factors que
permeten la superviveéncia de les mateixes, per exemple IL-15, i una sobreexpansio
d’una determinada poblacidé especifica de cel-lules memoria (contra la KLH, per
exemple), pot afectar a la supervivéncia de cel-lules especifiques contra els antigens
tumorals. Un altre aspecte que també sembla molt clar, és que no s’ha pogut establir fins
al moment correlacié entre les respostes immunitaries mesurades in vitro amb la
resposta clinica; sovint hi ha un augment de la immunitat i dels precursors especifics

sense cap efecte clinic.

5.1 Seguiment de la resposta immunitaria.

Un dels nostres objectius de I’analisi de la immunitat del pacient en front les
cel-lules de la vacuna polivalent, és poder determinar algun parametre que ens permeti
predir, quins pacients responen a la vacunacio, avaluar quin tipus de resposta ¢és la més
adequada per a I’eliminacio del tumor (tot i que sembla que una de tipus Thl, no s’han
d’excloure d’altres), 1 d’'una manera més hipotetica determinar quins pacients poden ser
més susceptibles de rebre vacunes. De tota manera aquestes prediccions tan es
refereixen a 1’estat immunitari del pacient com al tipus de tumor que ha desenvolupat.
Hi ha molts aspectes que es poden mesurar, perd ens vam centrar en la proliferacio de

les cel-lules de sang periferica contra les cel-lules tumorals que composen la vacuna. Les
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determinacions es van fer abans de comengar les vacunes (pre-vacunacid) i durant el
programa de vacunes (post-vacunacid). Aquesta reaccid s’anomena cultiu mixte
limfocitari antitumoral o MLTR; i també es va determinar la produccid de citocines de
les PBLs en contacte amb les c¢l-lules tumorals. Les citocines que es van mesurar son:
IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y, per tal d’establir respostes de tipus Th1/Th2. Tot i
que la sensibilitat d’aquestes proves €s molt baixa, i també ho son els nivells de
citocines detectats, son proves directes, on els parametres mesurats corresponen a
I’efecte directe que provoquen les cel-lules tumorals sobre els limfocits de sang
periférica, i no a efectes indirectes d’activadors policlonals que poden donar respostes
inespecifiques, que no corresponen a la realitat. En la taula 9 es mostren els valors de
les diferents citocines seriques i1 sobrenedants dels MLTR dels pacients en estadi IV que
han pogut ser avaluables. Els resultats es presenten com la diferéncia de producci6 de
citocines durant la vacunacid respecte als nivells que considerem basals, previs a la
vacunaci6. El grup de pacients s’ha separat en dos grups en funcid si havia progressio

de malaltia durant la vacunacio, o bé si havia una estabilitzacid i/o regressido de la

malaltia.
Citocines sériques.

IL-4s IFN-ys IL-12s TNF-as IL-10s
progressors 3,4 7,9 13,2 -1.4 -2,0| Mitja
12,0 28,2 114,3 6,6 6,0] DS.
no-progressors 0,5 3,0 3,7 0,0 0,3| Mitja
1,3 31,1 9,0 0,0 0,8 DS.

Citocines sobrenedants MLTR.

IL-4c IFN-yc IL-12¢ TNF-ac IL-10c
progressors -0,9 -103,7 0,3 -88,0 -233,4| Mitja
15,8 212,4 16,6 130,7 359,8| DS.
no-progressors -3,0 -8,6 0,4 138,4 260,8| Mitja
30,4 18,5 8,0 368,5 368,6|/ DS.

Taula 9. Els valors d’aquesta taula representen I’increment en els nivells de citocines secretades degut a

la vacunacio, respecte als valors inicials, previs a les vacunes. S’ expressen en pg/ml. * p=0.004

També es van analitzar la preseéncia de citocines en el serum dels pacients a
diferents temps durant la vacunacié. Els nivells sérics van ser indetectables practicament
i no son informatius i la deteccio d’alguna citocina és nomeés en casos molt puntuals, i és

dificil considerar-ho com a conseqiiéncia del tumor o de la resposta, per contra si que es
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detecten nivells més alts de citocines en el MLTR. Podem considerar que és una
resposta especifica contra les linies tumorals, encara que com s’ha anat repetint en
aquesta tesi, no es pot excloure que la resposta no sigui propiament antitumoral sino que
sigui una resposta al-logeénica. Al menys en els casos de remissié de la malaltia, s’esta
produint una resposta antitumoral, possiblement afavorida per la reaccio al-logénica.

Durant la vacunacid, i en aquells pacients on hi ha un control de la malaltia,
inclouen les tres regressions completes, hi ha un augment molt important dels nivells de
TNF-a, 1 sobre tot de IL-10 (p=0,004), degut a la vacunacid. El TNF-a és una citocina
implicada en la citotoxicitat que media de manera directe la lisi cel-lular, i es secretada
principalent per macrofags, cel-lules dendritiques (durant la seva maduracid), i limfocits
T citotoxics CD8". No tenim una explicacié encara per ’augment de IL-10 que
detectem en aquests pacients; possiblement aquesta citocina es secreti com a
conseqiiencia d’una activacio forta dels limfocits de tipus Thl (en humans) i aquesta
secrecid fisiologica durant I’activacid pugui tenir un paper en el control de la resposta i
que aquesta no es faci descontrolada, per evitar un dany de teixits sans normals, o bé de
manera directe s’ha implicat la IL-10 com un factor de supervivencia per limfocits T
CDS8" que han estat activats (Fujii, et al. 2001).

Respecte a la resposta proliferativa, simplement comentar que no hem trobat
canvis en la incorporacio de timidina en els diferents controls de la vacunaci6 respecte
al controls previs. Degut a aquesta manca de proliferacid, es pot interpretar que no s’ha
produit una expansio detectable dels precursors T CD4", que sén els que incorporen

timidina tritiada, en aquests tipus de cultiu.

5.2 Seguiment clinic.

El seguiment clinic es realitza en el servei de Dermatologia de I’Hospital Clinic,
1 constitueix el fet més important de la vacunacid, de poc serveixen les dades de la
resposta immunitaria, sigui positiva o no, si la vacunacié no té cap mena d’efecte en el
desenvolupament del melanoma. Implica controls de la progressi6 de la malaltia que es
realitza cada 4 mesos. L’extensio de la malaltia s’avalua per TACS corporals,
gammagrafia Ossia, resonancies cranials o bé TACS de la regio (o regions) afectada.
També es té en compte la supervivéncia global del grup de pacients (figura 7), encara
que no s’ha realitzat un estudi randomitzat adequat que ens permeti valorar la
supervivéncia global del grup respecte a altres tractaments, si que podem comparar la

supervivéncia del grup de pacients vacunats respecte a les descrites en la literatura amb
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altres tractaments 1 fer referéncia a les dades historiques ja publicades. Pel grup de
pacients amb estadi IV, que son els que actualment podem avaluar la supervivéncia, ja
que la progressioé de la malaltia és rapida, 1 es poden veure diferéncies amb temps de
seguiment no gaire llargs. Per aquells pacients sense evidéncia de malaltia (n=15) a
I’inici de la vacunaci6 la supervivéncia promig €s de 24,8 mesos, limitat a un periode de
seguiment de 39 mesos; mentre que es de 19,1 mesos en el grup de 23 pacients amb

presencia de malaltia a I’iniciar la vacunacid.

1,0

©
b I

FREENERNEYN
L]

Sense malaltia 24,8 mesos

XX ww P:0,39
41 = Amb malaltia 19,1 mesos
--------------- Xm M wXm X

0,0

0 10 20 30 40

Figura 7. Supervivéncia del grup de pacients vacunats. Estadis IV, separats en funci6 de la preséncia o no

de malaltia evident, en el moment d’iniciar les vacunes.
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PACIENTS

Amb malaltia avaluable: 23

RESPOSTES: 6 (26%)

3 COMPLETES (18, 10+, 24+) MESOS
2 PARCIALS (8, 16+) MESOS

1 MIXTA (30+)

Sense malaltia avaluable: 15

5 (33%) sense progressio

En la figura 8 es fa un resum de les respostes cliniques del grup de pacients amb estadi [V vacunats.

Per finalitzar aquesta part de resultats clinics, en la figura 9 es representa
I’evolucid de les tres pacients que van experimentar respostes completes, dues d’elles
mantingudes en D’actualitat. Observar que hi ha controls ecografics de 1’afectacio
ganglionar, 1 que en la malalta amb multiples afectacions cutanies, la regressid es va
confirmar per diagnostic histopatologic.

La pacient de la part superior de la imatge, correspon a una dona de 70 anys,
amb lesions en la cama esquerre, aparegudes 4 anys després de I’exéresi del tumor
primari. 4 mesos després d’iniciar les vacunes, va comencar a experimentar una
regressio de les lesions, fins la desaparicid total de la malaltia durant 18 mesos, fins a
I’aparicié d’un nodul subcutani, la pacient continua viva després de més de 34 mesos
d’iniciar les vacunes.

La pacient que es representa en el centre de la figura correspon a una dona de 69
anys, amb multiples afectacions cutanies amb afectacié ganglionar, que no havia respos
a altres tractaments previs, després de 4 vacunacions va comencar a experimentar una
resposta amb evolucié a completa a I’any de tractament. En 1’actualitat esta lliure de
malaltia (+10 mesos).

Per ultim, la pacient de la figura C, es representa 1’evolucié de les lesions d’una
dona de 37 anys, amb multiples lesion en la cama dreta, amb una resposta completa de

24 mesos de durada. Aquesta dona esta lliure de malaltia en I’actualitat.
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A. Remisio completa després d’un any de tractament.

C. Eliminaci6 de lesions cutanies multiples confirmat per estudi patologic després de
2 anys de tractament.

Niu de cél-lules
tumorals de melanoma

Restes de pigment, sense
cel-lules tumorals

Figura 9. Fotografies de I’evolucio de les tres respostes completes del grup de pacients vacunats.
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6 Obtencio de cel-lules dendritiques.

Degut a la necessitat d’obtenir les cél-lules dendritiques amb les condicions per
aplicacié en humans més adequades, aquestes es van generar i cultivar en un medi
sintétic sense cap suplement exogen de proteines. Es va caracteritzar aquest sistema de
generacid de cel-lules per tal de comprovar que no hi havia diferéncies importants amb
altres sistemes més estandards de cultiu descrits de les cel-lules dendritiques amb
suplements exogens de sérum”.

Degut a que les caracteristiques descrites per les cel-lules dendritiques poden
variar segons el métode de cultiu utilitzat, afectar la seva funcionalitat, i per tant
I’objectiu final de provocar una estimulacié del sistema immunitari del pacients, es va
determinar de les ce¢l-lules dendritiques, el seu fenotip, la capacitat de maduracié amb
diversos estimuls maduratius, les propietats de generar resposta al-logenica, el perfil de
secrecid de citocines, i també van ser utilitzades per mesurar la resposta en els pacients
(seguiment immunologic).

Hi ha un aspecte important en la generacid de cel-lules dendritiques, i és en
referéncia a la seva estabilitat. Els monocits cultivats en preseéncia de IL-4 1 GM-CSF
deriven cap a cellules dendritiques, amb propietats i caracteristiques similars a les
cel-lules dendritiques obtingudes directament ex vivo. Fins al moment no hi ha
evidéncies de que aquestes cél-lules dendritiques derivades de monocits existeixin in
vivo, no es coneix quina seria la font de les elevades concentracions de IL-4 que es
requereixen per a la seva derivacid, malgrat que algunes evidéncies mostren que els
monocits en el procés de transmigracid pateixen canvis i adopten un aspecte similar a
les dendritiques amb un fenotip similar. Aquests aspecte és important, perque les
MoDC, si es veuen deprivades de IL-4 1 GM-CSF, inclos quan les cel-lules ja estan
totalment diferenciades a dendritiques immadures (dia 7 de cultiu), aquestes reverteixen
a mondcits, expressant de nou CD14", i molt possiblement alguns aspectes relacionats
amb la funcionalitat de les cél-lules dendritiques importants en la resposta antitumoral
(capacitat de crosspresentar antigens solubles per la via de classe 1) es veurien
seriosament afectats (figura 10). De les imatges es dedueix que 1’inducciéo de la
maduracié amb un cocktail maduratiu, CM (una barreja de citocines IL-1, IL-6, TNF-a

1 prostaglandina E;) no evita aquesta reversio, i molt possiblement es veu afavorida per

* Degut a la possible preséncia de factors inhibidors solubles en el plasma o sérum autoleg, es va descartar generar els cultius de
dendritiques amb suplements autolegs.
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la presencia de IL-6 (Chomarat, et al. 2000), encara que no es poden descartar altres
citocines, o el paper de la PGE,. Per tant si el que es volen son cél-lules dendritiques,
amb tota la seva funcionalitat, ja sigui per utilitzar-les com a vacunes, o bé per ser
utilitzades en qualsevol experiment, cal tenir present aquesta reversio si es deixen temps
relativament curts (dos dies, aprox.) sense IL-4 1 GM-CSF, i que les caracteristiques
fenotipiques i1 sobre tot funcionals es vegin afectades. Molts protocols per induir la
maduracié de les ceél-lules dendritiques les renten i eliminen la preseéncia de les

citocines, i com hem vist la maduracio no evita la reversio.

CM TNF-a CD40L CM-PGE2
= JBCCMO04 w_ _ JBC-TNF.004 - JECCD4DL.004 o« JBC-PGE2.004
o 9 m;_ 34 n;
CM+ e, £, ] B
A (IL-4 GM-CSF) g -5
=2 =% =2
= 18] . - : - 1.8 o .
R R e = e oo e =4
w0 10 102 jo7 107 10% 10 107 10° 107 10% 107 197 107 194 109 107 102 10° 107
COI4FITS CD14FITC CD14FITC CDI14FITC
- _YM5CM.004 = _YMSCDAOL 004
L S | T -3 -3
109 107 102 10° 109 o 29 13
°3 ST X b . jF R |
CD 45 108 199 107 10! wf 10% 10 10
COI4FITE CD14 FITE CD14FITE
CD 14 >
»

Figura 10. Reversio del fenotip de cél-lula dendritica cap a monocit, en abséncia de IL-4 i GM-CSF. En
la figura es mostren cél-lules dendritiques de dos pacients. Si la maduracié es porta a terme en preséncia
de citocines el fenotip ¢s CD14", pero si s’elimina del medi la IL-4 hi ha una recuperacié de la molécula

CD14.

7 Caracteritzacio de les cel-lules dendritiques

7.1 Fenotip.

No hi ha un marcador caracteristic que defineixi a les cel-lules dendritiques 1 les
diferents subpoblacions. Son les combinacions de diferents marcadors, 1 I’abséncia
d’uns altres el que defineix els diferents subtipus de cel-lules dendritiques i el seu estat
maduratiu. Les cél-lules dendritiques que s’obtenen a partir de monocits es defineixen,
fenotipicament, per la manca de marcadors de linatge, en especial la manca de CD14,

que defineix als mondcits-macrofags, la presencia de molecules presentadores d’antigen
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MHC 1, MHC 1II, CDla, molécules coestimuladores CD40, CD80, CD83, CD8&6,
molecules d’adhesié CD11a,b,c, CD18, CD50, CD54, CDS58, receptors de quimiocines
CCRS, CCR7, receptors de fagocitosi CD32, CD36, CD64, DEC 205, i altres marcadors
del tipus CD2, CD25, CD95, etc...

En la taula 10 es mostra el resultat del fenotipat ampli amb diferents marcadors
de membrana que es van realitzar a c¢l-lules dendritiques provinents de diferents
pacients, per tal de caracteritzar millor 1’expressi6 de determinades molécules i els
canvis que patien en induir la maduraci6 amb la barreja de citocines i PGE, que
indueixen una forta maduracio taula 11.

Hi ha un augment molt important tant en el percentatge d’expressido com en la
seva intensitat en molécules d’adhesié CD54, CD50, CD44, aixi com per les molecules

implicades en la presentaci6 antigénica
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VBA ZBS AGC

% INTENSITAT % INTENSITAT % INTENSITAT
CD4 41 34 26 19 7 198

CD8 4 50 12 26 0
CD11a 95 69 91 41 45 98
CD14 24 37 45 23 4 263
CD20 2 48 17 21 5 352
CD25 2 42 16 21 8 597
CD26 2 37 24 22 4 610
cD27 16 45 14 37 7 253
CD43 96 413 95 391 89 596
CD45 99 382 96 164 92 291
CD45R0O 74 37 87 26 9 122
CD45RA 11 37 7 23 6 367
CD48 95 64 36 37 35 94
ICAM-1 99 90 84 42 74 104
CD18 99 999 97 454 91 823
CD50 98 80 78 46 70 115
CD53 99 229 89 149 89 206
CD71 28 37 38 23 12 250
CD76 42 162 47 64 12 398
CD81 97 160 91 57 69 165
CD84 46 31 44 20 5 170
CD100 2 42 22 21 3 459
CD148 76 31 92 26 7 271
CLASS I 99 592 96 144 93 433
W6/32 99 139 97 135 85 179
CD57 4 51 24 25 7 831
CD13 99 199 96 184 89 259
CD19 18 44 22 22 5 352
CD16 3 115 39 67 25 863
LFA-3 98 103 91 56 85 105
CD6 20 50 18 25 9 321
CD31 99 86 96 55 44 108
CD36 99 227 95 89 79 190
CD41 13 29 18 21 27 102
CD44 100 2638 94 364 84 1536
CD46 83 30 69 22 9 200
CD55 10 29 22 20 7 720
CD59 88 119 97 101 65 205
B2u 100 443 95 112 96 445

Taula 10 Alguns marcadors en cél-lules dendritiques immadures dels que no s6n normalment utilitzats
per definir els seus estats maduratius. Existeix en alguns marcadors variabilitat entre pacients, que poden
dependre de les condicions del cultiu, o venir determinat genéticament.

% indica el percentatge de cél-lules fluorescents.

Intensitat. Fa referéncia a la intensitat de fluorescéncia (relacionat amb el nombre de molécules per

cél-lula).
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CD4
CD8
CD11a
CD14
CD20
CD25
CD26
CD27
CD43
CD45
CD45R0O
CD45RA
CD48
ICAM-1
CD18
CD50
CD53
CD71
CD76
CD81
CD84
CD100
CD148
CLASS I
W6/32
CD57
CD13
CD19
CD16
CD80
CD86
LFA-3
CD6
CD31
CD36
CD41
CD44
CD46
CD55
CD59

B2p

VBA
%

36

86
37

67

20
98
100
65
17
89
98
99
96
96
62
41
92
60

93
97
99

97
23
15
92
23
96
21
96
96
14
99
94
63
99

INTENSITAT
38
34
49
94
32
70
30
40

270
350
37
30
50
204
484
71
111
38
102
108
32
29
43
1099
373
39
137
38
66
63
31
140
38
65
90
43
1814
55
31
397

ZBS
%

8
2
33
36
1
38
3
9
99
99
44
2
51
97
100
75
81
29
21
84
31
2
57
99
99
6
99
8
14
96
38
99
8
77
42
6
98
76
14
99
100

INTENSITAT
28
40
30
87

136
29
47
37

194

125
27
49
33
94

168
30
55
30
75
53
25
36
24

710

369
78

135
29
55
56
26
87
29
29
33
29

810
27
24

152

316

AGC
%

20

2
52
21

9
39

6
14
93
94

9
10
43
82
93
72
72
47
20
62
50

8
50
94
93

9
88
12
42
78
33
89
13
46
65
65
92
64
37
93
99

INTENSITAT
69
160
63
117
123
96
126
155
330
196
121
189
74
198
348
82
90
101
161
81
69
268
64
1519
508
198
178
104
691
130
84
202
195
69
74
60
1103
79
59
525
1706

Taula 11. Els mateixos marcadors van ser determinats, després d’induir la maduracié de les cél-lules

dendritiques durant dos dies amb el cocktail maduratiu. Alguns marcadors canvien la intensitat

d’expressio, i d’altres canvien el percentatge d’expressio

% indica el percentatge de cel-lules fluorescents.

Intensitat. Fa referéncia a la intensitat de fluorescéncia (relacionat amb el nombre de molécules per

cél-lula).
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7.2 Immadures/madures. Estudi amb diferents estimuls maduratius.

Un dels aspectes més importants de la generacid de cel-lules en un medi sintétic,
era de veure la seva capacitat de madurar en rebre els estimuls adequats. Com ja s’ha
comentat en la introduccio, per a que les cél-lules dendritiques generin una forta
resposta dels limfocits T, cal que les dendritiques estiguin madures. Una poblacio de
cel-lules immadures podria estimular la proliferacié de cé¢l-lules reguladores o la
inducci6 d’anérgia. A part dels diferents marcadors que hem vist que canvien amb la
maduracid, de manera classica es defineix la maduraci6 per un augment en la expressio
de CD40, CD80 i CD86, aixi com 1’expressié de CD83 (no s’expressa en madures),
com a molecules coestimuladores, i també un augment en les molécules de classe I i
classe II.

Els cultius també es fa un seguiment visual, ja que amb dos dies de maduracid
les cel-lules canvien de manera dramatica el seu aspecte, passant de ser rodones i amb

poques prolongacions, a ser cel-lules amb nombroses dendrites (figura 11).

e

2

Figura 11 1. Dendritiques immadures.
2/3 Dendritiques madures, es poden veure les prolongacions que apareixen i

caracteritzen a aquestes c¢l-lules.
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En la figura 12 es pot observar com les cé¢l-lules dendritiques obtingudes amb medi
sintetic de cultiu poden madurar al rebre estimuls maduratius durant 24 hores amb la
barreja de citocines que s’ha demostrat més eficag (IL-1, IL-6, TNF-a 1 PGE,). Aquesta
maduracié és molt similar a la que s’aconsegueix amb cultius suplementats amb serums
exogens, respecte a I’expressid en superficie de molécules coestimuladores, encara que
les cel-lules immadures generades amb el medi sintétic tenen una menor expressio de
CD40, CD80 i CD86. Es pot veure un augment molt significatiu de les molécules
coestimuladores CD40, CD80 1 CD86, I’expressi6 de nou de CD83, com a molecula que
clarament defineix 1’estat maduratiu de les cél-lules dendritiques, encara que no es
coneix la seva funcid, i si te algun paper durant la presentaci6 antigénica, com suggereix
la seva funcionalitat en la generacié de la resposta cel-lular (Scholler, et al. 2002).
També es pot veure un augment en I’expressié de les molecules de classe I i classe 11
(DR), aquest fenotip correspon a un estat on predomina la presentacié d’antigen i la
generacié d’una resposta immunitaria. L’elevada preséncia de CD80 i CD86 en la
superficie de la cel-lula presentadora d’antigen, fa que amb la interaccié amb la cel-lula

T especifica, la resposta generada sigui de tipus Thl.
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Figura 12. Canvis en I’expressi¢ d’algunes molécules de superficie que evidencien la maduracié de les

cel-lules dendritiques en afegir una barreja de citocines durant 24 hores, en un medi sintétic sense

suplement exogen de serum. Els valors indiquen el % de c¢l-lules doble positives.
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Es pot observar en detall en un histograma senzill (Figura 13), aquest augment
significatiu de molecules importants en la presentacio antigénica i en la generacié d’una
resposta immunitaria, a priori cap a Thl, en aquests histogrames sencills. Pel que
respecte a les molécules coestimuladores, i també una clara expressiéo de la molecula

CD83, marcadora de maduracio.

A CDla CD40 CD80 CD83 CD86
2, T 5 5 5
£ 3 M1 1 = M1 £ VL - M1
2 : - 2 2
L L -E 8 L 2
=] o 3 L= = =]
B
S S = 5 5
1 - |—| W - 1 ‘ I—l 1y ‘ 1
= 3 M £ 3 M1 = 4 M1 = 4 M1 =
= E = E = E = F =
=] E =] E ] E ] E (=]
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Figura 13. Augment de 1’expressié d’algunes molécules de superficie de les ceél-lules dendritiques, que
caracteritzen la maduracio d’aquestes cél-lules.
A: Cél'lules dendritiques immadures.

B: Cél-lules dendritiques madurades amb el CM.

7.3 Propietats al-loestimuladores.

Una de les propietats més analitzades en la literatura de les cel-lules dendritiques
¢s la seva capacitat de generar una forta resposta al-logenica de cultiu mixte, resposta
que possiblement depengui de I’elevat nivell d’expressié de molécules coestimuladores
quan maduren i en menor mesura de la produccié de determinades citocines per les
cel-lules dendritiques en maduracié; malgrat és una prova ampliament utilitzada per la
caracteritzacio d’aquestes c¢l-lules, només dona idea de la seva capacitat
immunogenica, perd no ens dona cap tipus d’informaci6 sobre si hi ha processament i
presentacié d’antigen.

La maduracio de les cel-lules dendritiques amb el CM, en aquest sistema de
cultiuv. en medi sintetic, genera cel-lules madures amb una elevada capacitat
al-loestimuladora (figura 14). Aquesta propietat, depenent en part de 1’expressid de
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molecules de coestimulacié, només s’inhibeix en preseéncia de IL-10, que també
inhibeix tant D’expressi6 de moleécules de coestimulacid, com de molécules
d’hiscompatibilitat, implicades en la presentacié antigénica (figura 15). La presencia

d’altres citocines durant el cultiu no sembla alterar aquesta resposta al-logénica.

cpm
35000 -

30000 -

25000 -
20000 +
15000 ~
10000 ~

5000 -

Cm DC m+IL-4 DC m+IFN-g DC m+IL- 12 DC m+IL-10 DC
immadures

Figura 14. La preséncia de diverses citocines immunoreguladores en el nostre sistema no afecta a la
capacitat immunogenica de les cél-lules dendritiques (IL-4, IFN-y, IL-12) madures, en canvi la preséncia

de IL-10 si que inhibeix la resposta proliferativa.
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CM, amb o sense preséncia de IL-10 durant la maduracié. S’observen canvis en el % i en la intensitat.
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Per altra banda, la maxima resposta s’observa quan s’utilitza cel-lules
dendritiques madurades amb el cocktail maduratiu (CM), mentre que amb altres
estimuls maduratius les respostes disminueixen (figura 16a), aquests altres estimuls

estarien implicats en la semi-maduracio6 de les dendritiques.

IE 70,00 -

OZBSPBL1

40,00 -
mWZBSPBL2
30,00 -

20,00 -
10,00 +
0,00 T

DCi DCcm DC-TNF-a DC-CD40L  DCcm-PGE2

Figura 16a. Respostes proliferatives, expressades com a index d’estimulacié (IE, cpm estimul/cpm
basal), induides per cél-lules dendritiques immadures amb diferents estimuls maduratius. DC¢y.(CM: IL-

1+ IL-6+TNF-o+ PGE,)

Per una altra banda, 1 com correspon al concepte de que la maduracié de les
cel-lules dendritiques és un procés seqiiencial, i que possiblement s’inicia amb estimuls
bacterians o citocines inflamatories i que finalitzaria amb la senyalitzaci6 que li
proporciona el limfocit T, en afegir a les condicions de maduracié CD40L, augmenta la

resposta al-logeénica que indueixen les cel-lules dendritiques (figura 16b).
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PGE,)+CD40L

Figura 16b. En aquest grafic es mostra la gran capacitat de provocar resposta al-logénica amb un niimero
molt baix de cél-lules dendritiques (2000 DC:1*10° limfocits). Es compara la maduracio6 entre el cocktail

de citocines (CM) i altres estimuls. Es mostra la resposta de dos PBL independents.

7.4 Secrecio de citocines.

La secreci6 de citocines pot ser un element clau en el tipus de resposta que es
genera. De la mateixa manera que 1’expressid6 de molécules coestimuladores en la
membrana de la cél-lula dendritica és determinant en 1’inici de la resposta, les citocines
secretades son importants en el tipus de resposta generada. La secrecio de IL-12 és un
element clau en la generacié d’una resposta de tipus Th1. Malgrat tot la seva regulacio
¢s complexa i la forma bioactiva (p70), només es secreta sota estimuls bacterians LPS,
CpG, acompanyats per senyals T (CD40L i IFN-y). Per tant, tot i que vam buscar IL-12
p70, amb diferents estimuls maduratius, i a diferents temps, només es va detectar quan
les cel-lules s’estimulaven amb LPS. No existeix un defecte en la via de secrecio de la
citocina perque si que hi ha secreci6 de IL-12 p40. El nivell de secrecid de la IL-12 p40,
varia amb els diferents estimuls maduratius sent maxima amb el CM. Tot i no ser la
molécula biologicament activa, o millor dit no participa de les respostes que

s’atribueixen a la IL-12, aquest augment en la seva expressio fa que si la cel-lula
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dendritica rep els senyals adequats per a la induccié de la forma p35 de la IL-12
(senyals per cel-lules T o bé pel propi dany tissular en el moment de la injeccid), es
puguin assolir elevades concentracions de la forma de la molécula activa (p70).

L’espectre de citocines que secreten les ceél-lules dendritiques durant la seva
activacio, condiciona el tipus de resposta per part dels limfocits T. Es molt possible que
aquesta resposta no depengui d’una unica citocina, sino de I’equilibri o proporcio
relativa entre les diferents citocines secretades en un moment determinat. En la figura
17a es mostra el perfil de secreci6 de citocines, a ’estimular les cél-lules dendritiques
amb LPS durant 48 hores (en c¢l-lules que havien estat generades en un medi sintétic).
La valoracid6 de les citocines secretades quan son estimulades amb el cocktail maduratiu
¢s dificil, ja que com hi ha TNF-a en aquesta barreja, no podem estar segurs si el TNF-
o detectat €s secretat de nou, o és el que hem afegit al cultiu; de totes maneres, sembla
clar que la preseéncia de TNF-a durant la maduracid, actua com un “feedback positiu”,
estimulant la seva produccié de manera autocrina. Com ja s’ha comentat, en aquestes
condicions no es detecta I’heterodimer de la IL-12 p70 (només detectat amb estimuls
bacterians), pero si que hi ha una modulaci6 en els nivells de IL-12 p40 a I’estimular les
cel-lules dendritiques amb el cocktail maduratiu o amb d’altres estimuls (figura 17b).
Cal ressaltar que la preséncia de lisat de linies tumorals autologues, provoca la secrecid
de IL-12 (p40), encara que en el nostre model, en afegir lisat de cel-lules tumorals als
cultius, no té cap efecte en la secrecié d’altres citocines com per exemple TNF-a 1 té un
efecte molt petit en el fenotip (figura 17b).

La secrecid de citocines per part de les cel-lules dendritiques determina el tipus
de resposta generada en els limfocits T amb els que interactuen. La utilitzacio de PGE,
durant la maduracié és un aspecte en controversia, ja que en alguns models sembla
inhibir la secrecié de IL-12. Per altra banda la seva preseéncia €s determinant en
I’efectiva maduracié de les cel-lules dendritiques generades en medi sintétic, i en 1’alt
nivell d’expressié de CD80 i CD86. Degut a que de manera classica la IL-12 era
I’element clau en la generacié de Thl, perd en el nostre model aquesta citocina no es
produia, vam voler comprovar quin tipus de resposta es generava, en estimular de
manera autologa, cél-lules de sang periférica, amb cel-lules dendritiques carregades amb
tumor autoleg i amb diferents estimuls de maduracié (figura 18). La grafica de la part
de sota de la figura, es pot veure de que amb la vacunacié amb c¢l-lules dendritiques

madurades amb una barreja de citocines amb preseéncia de PGE,, no estavem induint

112



RESULTATS

una resposta de tipus Th2, al menys in vitro, 1 podriem estar valorar com una resposta
de tipus ThO/Th1, ja que en cap cas es va detectar [L-4, i la presencia de IL-10, no és un
element restringit per la poblaci6 Th2 en limfocits humans. En aquest punt, cal
comentar que la IL-10 tot i ser una citocina immunoreguladora, i quan s’afegeix
externament inhibeix la funcionalitat de la cel-lula dendritica madura (Steinbrink, et al.
1999); no esta clar el seu paper quan es secretada per les cel-lules dendritiques
estimulades amb LPS 1 CM, ja que no afecta al fenotip, i tampoc quin és el seu paper
fisiologic ja que les cel-lules de tipus Th1 humanes secreten IL-10 de manera especifica.
Molt possiblement sigui 1’equilibri entre les diferents citocines el que condicioni la seva
funcionalitat 1 tinguin un paper immunoregulador quan 1’antigen desapareix 1 s’atura la

secrecio d’altres citocines com el IFN-y i TNF-a.
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Figura 17. Producci6 de citocines de cél-lules dendritiques cultivades amb un medi sintétic.
a. Producci6 de IL-12p70, TNF-a., i IL-10 per estimulacié amb LPS durant 48 h.
b. Produccio de IL-12 p40 per estimulacié amb lisat autoleg (LA), CM i altres estimuls.

114



RESULTATS

A
pg/ml
2500
2000 4 @IL-10
mIL-12 (p40)
1500 -
1000 4
500 ~
0 .
DCi CM TNFa CD40L IL-1+TNFa
B
pg/ml
3500 -
OlL-10 ]
3000 - O IFN
2500 - miL-4
B TNF
2000 -
1500 -
1000 4
500 -
0 1 J |_
DCi DCcm TNF-a CD40L IL-1/TNF-a

Figura 18. Estimulaci6 de limfocits T autolegs amb cél-lules dendritiques autologues “carregades” amb
antigens tumorals autolegs, preparades amb diferents estimuls maduratius.

A. Nivells de citocines dels sobrenedants a les 48 h de cultiu de les cél-lules dendritiques.

B. Nivells de citocines en els sobrenedants a les 48h de cultiu després d’activar els limfocits T amb CD3

1CD28.
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7.5 Resposta contra tumor in vitro.

La utilitzacié d’un lisat cel-lular per carregar les cel-lules dendritiques, dificulta
tant la monitoritzacié de la resposta immunitaria in vitro, aixi com els estudis
funcionals. Sembla clar, que un péptid o una proteina recombinant és un sistema molt
més net, que permet un millor estudi i seguiment. Un altre dels aspectes que vam
estudiar, és que la generacio de cél-lules dendritiques madures, i el sistema de carregat
antigenic funcionés. Per tal de portar a terme aquests estudis, les cel-lules dendritiques
es van cultivar directament en plaques de 96 pous, per tal de minimitzar els efectes de
les posteriors manipulacions de les cél-lules. A aquests cultius amb o sense madurar, es
van afegir lisats de la vacuna polivalent, o bé les ce¢l-lules de la mateixa vacuna sense
lisar, pero irradiades. Després de deixar els cultius dos dies, les cél-lules dendritiques es
van irradiar, a la mateixa placa, i es van afegir limfocits als diferents pous. La resposta
proliferativa es va mesurar després d’una setmana de cultiu. Veiem que durant dos dies
d’incubaci6é amb el lisat, les cel-lules dendritiques capturen i presenten antigens a les
PBL. En aquest sistema no poden excloure una reaccié de cultiu mixte, i no especifica
de tumor, perd en el moment en que es van realitzar els experiments no es disposava de
la linia tumoral autologa. Com posteriorment es comentara en relacid als resultats de la
monitoritzacidé de la resposta immunitaria generada per la vacunacio amb les cél-lules
dendritiques, si que hi ha una resposta contra el tumor autoleg, malgrat que la vacunacid
s’ha fet amb tumor al-logenic, aixd ens fa pensar, que o bé la resposta contra la vacuna
polivalent és antitumoral, o bé la resposta al-logénica que es genera en aquest context,
ajuda a generar una resposta antitumoral autologa. Quan el “carregat” de les cel-lules
dendritiques es fa amb les linies tumorals senceres irradiades, o bé la captura d’antigens
no ¢és tant eficient o bé existeixen elements en la membrana o molécules secretades
(diferents de IL-10 i TGF-B) de les cél-lules tumorals que inhibeixen aquesta resposta, o
bé hi ha impediments estérics, al quedar les cel-lules dendritiques “diluides” entre les
cel-lules tumorals (el nombre d’interaccions cel-lulars entre els limfocits 1 les cél-lules
dendritiques €s menor); un aspecte que també ens podria fer excloure la possibilitat de
la reaccid per cultiu mixte. La resposta detectada prové de la proliferaci6 de limfocits T
ja que en afegir IL-2 a dosi molt baixa (I U/ml) I’ultim dia de cultiu, la resposta
s’amplifica, no sabem quines poblacions limfocitaries estan implicades en aquesta

resposta.

116



RESULTATS

cpm

45000 -

ODC immad.
40000 - ODC madures
HIL-2

35000 -

30000 ~
25000 ~
20000 ~
15000 -

10000 -

5000 -
o L —

Solas lisat dia 7 CéelMM dia 7 lisat dia 7, 9

Figura 19. Mesura de la resposta proliferativa en front lisats o cél-lules de la vacuna polivalent. La
resposta es veu amplificada en afegir rIL-2 1’altim dia del cultiu. No hi ha gaire diferéncia en afegir el

lisat el dia 7.

7.6 Carregat antigenic.

No disposem d’un metode directe per avaluar si el lisat de la vacuna de linies
al-logéniques, i en concret els antigens associats a tumor que expressen, son carregats i
processats de manera eficient per les cel-lules dendritiques en el protocol que vam portar
a terme. Per a estudiar els processos de captaci6 antigenica es van utilitzar cél-lules Hela
tansfectades amb una proteina autofluorescent recombinant GFP, aquestes c¢l-lules que
anomenarem KB3.1 emeten una fluorescéncia verda que pot ser detectada amb el
citofluorimetre. L’expressié permanent d’aquesta proteina fluorescent en la membrana
permet el seu seguiment, i és possible la seva deteccido en I’interior de cél-lules
dendritiques. En la figura 20 es pot observar com ¢s possible seguir la captura de
cel-lules tumorals KB3.1 per part de cél-lules dendritiques immadures (regié R2), i que
almenys en periodes curts de cultiu, la preséncia d’un estimul maduratiu com ¢és el TNF-
o, ajuda a la captura de cel-lules o particules cel-lulars. La induccié de la maduracio
amb aquest estimul, no atura la captura d’antigens de manera immediata, i possiblement
es requereix temps més llargs, fins que les cél-lules dendritiques estiguin completament
madures, per aturar el procés de fagocitosi. Malgrat que en la incubacié s’ha afegit
cel-lules KB3.1 totalment viables, no es pot descartar que la fagocitosi es realitzi dels

fragments cel-lulars del cultiu, o potser representa la captura de fragments de membrana
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a partir de cel-lules vives, com ja s’ha demostrat en models no humans . Un altre aspecte
que es pot observar (figura 21) és que la captura de fragments de les KB.3.1 indueix un
lleuger augment en les molécules coestimuladores CD80 i CD86. Possiblement aquest
augment, no sigui suficient per generar una resposta per part dels limfocits T, ja que els
nivells d’expressié son baixos en comparacid amb els que s’assoleixen amb les
maduracié amb altres estimuls.

No sabem quin efecte pot tenir la maduraci6 o els diferents estimuls maduratius
sobre la capacitat de fagocitosi de les cel-lules dendritiques. En els sistemes estudiasts
s’accepta que les cél-lules amb un estat madur no fagociten amb facilitat, perd no se sap
que passa durant el procés de maduracio. En la figura 22 es pot veure que els estimuls
maduratius més forts (com és la barreja de citocines, CM) disminueix el percentatge de
cel-lules dendritiques amb particules incorporades, perd encara hi ha una incorporacio6
que possiblement es produeix quan les cél-lules encara no estan del tot madures.

En I’actualitat esta en marxa un sistema per transfectar la proteina recombinant
GFP a les linies de melanoma, i poder establir un model de captura totalment autoleg;
fins al moment no hem tingut éxit en la transfeccidé del plasmid a les céllules de
melanoma, ja que el sistema de selecci6 de les cél-lules que han incorporat el plasmid
no ens permet eliminar aquelles ce¢l-lules que no 1’han incorporat. En afegir el medi
selectiu, totes les cel-lules aturen el seu creixement, tant les que han incorporat el
plasmid com aquelles que no I’han incorporat, i no és possible establir la seleccid. Aixo
ens dona idea de la malignitat de les cel-lules tumorals de melanoma. S’esta treballant
en altres sistemes de transfeccio del plasmid més eficient de les cel-lules tumorals que
implica la utilitzacié de virus, que requereixen uns espais de treball degudament

acondicionats.
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color (PE-FL-2), CD45 com a tercer color (FL-3).
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CD 80 CD 86

FITC+ FITC++

Figura 21. Si seleccionem de la regié CD45", FITC intensa, representen les cél-lules dendritiques que han

fagocitat més particules de les KB3.1. En aquest histograma podem veure que aquestes c¢l-lules han patit

un augment en 1’expressiéo de CD80 i CD86 (linea en blau), i la seva intensitat no es veu afectada per la

preséncia de TNF-a (linea en groc).
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Figura 22. Percentatge d’incorporacio de KB3.1, per cél-lules dendritiques a les 24 hores d’incubacio,

amb diferents estimuls maduratius,

7.7 Optimitzacio de la maduracio.

Un dels aspectes poc clars quan vam iniciar les primeres aplicacions
terapeutiques amb les cél-lules dendritiques €s el de la relacio entre 1’estat maduratiu de
les cel-lules i la via més adequada per inocular-les. Si bé, la teoria deia que les DC
immadures es troben a la periferia on capturen activament antigens i que sota
determinats senyals inicien una maduracid, que comporta la seva migracié cap als
ganglis limfatics regionals i un canvi de la seva capacitat de captacid cap a una
presentacid antigeénica. Per tant, si les cél-lules a inocular eren madures i les inoculéssim
per via intradérmica o subcutania, podria pasar que quedessin retingudes a la periferia i
que no assolissin els ganglis limfatics regionals. D’altra banda, si les DC a inocular
fossin immadures, i les inoculéssim per alguna de les vies senyalades, podria passar que
no rebessin els senyals maduratius, 1 per tant també quedessin retingudes a la periferia.
Per obviar aquesta dificultat i seguint el protocol d’en Nestle (Nestle, et al. 1998), en el
nostre primer grup de malalts, vam preparar DC madurades in vitro, 1 les vam inocular

intraganglionarment, per via ecografica. D’aquesta manera estavem segurs de que les
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DC carregades amb els antigens tumorals, assolirien els ganglis. De tota manera, calia
buscar la manera d’aplicar les DC d’una manera més senzilla.

Estudis portats a terme en el ratoli, indiquen que només pel fet de la seva
inoculacié intradérmica, les DC immadures reben els senyals maduratius, que no
solament provoquen la seva maduracid sino també canvis en els receptors de
quimiocines que provocarien el desplagament de les DC cap als ganglis limfatics. De
fet, estudis molt recents en el ratoli, indiquen que les DC madures son les que millor es
desplacen cap als ganglis limfatics.

Com ja s’ha comentat en diverses parts d’aquesta tesi, hi ha nombroses
molecules que poden estimular la maduraci6 de les cel-lules dendritiques. E1 LPS i
d’altres components de la paret bacteriana, semblarien els més adients per a conferir una
resposta de tipus Thl (Koski, et al. 2001). De fet, en les nostres mans, el LPS és I’tinic
dels estimuls maduratius que vam probar, capa¢ de induir a més de la maduracio, la
produccio de IL-12 p70. EI LPS té pero, dos inconvenients; el primer és que la
incubaci6 de les DC durant 24-48 hores provoca un grau significatiu de mortalitat. El
segon, €s que el LPS pot produir I’anomentat “shock séptic”, de conseqiiéncies fatals, i
per tant la seva utilitzacié en humans amb la finalitat terapéutica és questionable.

Un aspecte interessant que vam observar, ¢s que les DC immadures incubades
amb LPS (Iug/ml, durant 1 hora), reben un senyal maduratiu, equivalent a una
incubacié de 24-48 hores, sense que es produeixi una mortalitat apreciable de les
cel-lules dendritiques. amb aquesta curta incubacié amb LPS, seguida d’uns rentats, i
cultivant amb medi de cultiu sol durant 24 hores, les DC maduren (figura 23 i 24) i
produeixen IL-12p70 i TNF-a (figura 25). Durant aquest procés de maduraci6 induit
per una incubacié curta amb LPS, les ce¢l-lules son sensibles a citocines inhibidores,
com per exemple IL-10 (Corinti, et al. 2001), a diferéncia de les cel-lules madures que
son insensibles a aquestes citocines immunoreguladores, i la preséncia de IL-10
condiciona I’expressié de les molecules coestimuladores i deixa a la cél-lula dendritica
amb un estat immadur (figura 26). Molt interessant és el manteniment de CD40 en
aquesta situacio en la qual la c¢l-lula dendritica sembla adoptar un fenotip immadur,
degut a que les cel-lules dendritiques immadures s’han implicat en la generacid de
poblacions de limfocits T reguladors, podria jugar un paper important en la generacio i
expansio d’aquestes cel-lules T reguladores, és una possibilitat que encara no ha estat

estudiada, ni documentada.
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Aquesta situacido de poder dirigir la maduracié de les cel-lules dendritiques a
partir d’un estat immadur, obriria la possibilitat de inocular cél-lules dendritiques
immadures intradérmiques, amb tots els senyals necessaris per a la seva eficient
maduracio (s’evitaria els efectes negatius de les cel-lules dendritiques immadures) 1 molt
possiblement amb la capacitat de migrar a gangli limfatic. Aquesta situacié representa
possiblement a la situacio fisiologica en la qual les cel-lules dendritiques reben els
estimuls dels patogens durant curts periodes de temps en els teixits periferics, captarien
els antigens, i després durant la seva migraci6 cap al gangli acabarien el seu programa

de maduracio.
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de cel-lules dendritiques immadures CCRS. Linea negre prima el control de cél-lules immadures.
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CM. Fenotipat a les 24 hores de cultiu un cop eliminats aquests estimuls. Linia puntejada representa els

nivells d’expressio de les cél-lules immadures, la linia continua indica I’expressio després de rebre

I’estimul maduratiu (1 6 6 hores), la linia gruixuda representa el fenotip a les 24 hores després de rebre els

estimuls maduratius, i la linia discontinua és el fenotip de les cél-lules en rebre I’estimul maduratiu

continuat durant les 24 hores.
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Figura 24. En aquestes grafiques es interessant destacar dues coses. La primera fa referéncia a la

dosificacio del LPS que indueix la maduracié a les 24 hores amb una incubacié durant 1 hora. Per altra

banda es poden veure les diferéncies respecte al medi de cultiu utilitzat. Cal un suplement de sérum per

poder observar aquest fenomen de la maduracio6 induida.
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Figura 25. Produccio de citocines amb estimuls curts de maduracid, recollides a les 24 hores de cultiu, o

bé just després de I’estimulacié (1 6 6 hores).

I on préviament s’havia comprovat que un dosi de 1 pg/ml era suficient per produir

aquest efecte en la secrecio de citocines i1 en la maduraci6 fenotipica de la cel-lula.
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Figura 26. Efecte de la IL-10 exogena, en el procés de maduracio induit per una curta estimulacié amb
LPS. En aquest cas, les cel-lules s’han deixat 48 hores de cultiu. Excepte CD40, la resta de molécules
coestimuladores es veuen afectades. Hi ha un manteniment del receptor de quimiocines CCRS5 present en

I’estat immadur.
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8 Grup de pacients.

Es van seleccionar un grup de 11 pacients de melanoma metastasics. Aquests
grup havia rebut altres tractaments, 1 tots eren refractaris a la bioquimioterapia, amb
presencia de malaltia en multiples localitzacions en el moment de I’inici de la
vacunacié. Es el grup de malalts amb pitjor prondstic, i la seva esperanca de vida en
aquesta situacio és entre 2-4 mesos. La veritat és que es fa dificil poder avaluar
I’eficacia de la vacunacié amb cél-lules dendritiques en melanoma, en aquest grup de
pacients, perd0 donat que calia fer un estudi de toxicitat, i demostrar alguna activitat
antitumoral, és un estudi en fase I. Per posteriorment passar a vacunar un grup de

pacients menys avangats.

Taula 12: Caracteristiques cliniques de la poblacié d’estudi.

Pacients 11
Sexe

Homes 5

dones 6
malaltia avaluable

Si 11

No -
Edat 45 (23-62)
Lloc de les metastasi

Viscerals 10

No-viscerals* 1

Viscerals + No-viscerals 4
LDH

Normal 10

Alta 1
Tractaments previs

bioquimioterapia 11

poliquimioterapia 1

Interferon a 5

Perfusié de les extremitats 2

Vacunes polivalents 3

Sense tractament -

Karnofsky >40%

No-viscerals = cutania + ganglis limfatics + teixits tous.
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9 Resposta a la vacuna amb cél-lules dendritiques.

No hi ha descrit cap parametre que ens permeti establir, que una vacunacié amb
cel-lules dendritiques sigui o no efectiva. Tampoc trobar una resposta immunitaria es
correlaciona amb una bona resposta clinica, hi ha molts factors implicats, ja descrits en
aquesta tesi, que poden explicar aquests aspecte. El seguiment clinic es va portar a
terme en el servei de Dermatologia de 1’Hospital Clinic.

Respecte a ’aspecte immunologic, a part de les dades cliniques, vam voler veure
si la inoculaci6 de cel-lules dendritiques provocava una estimulacio del sistema

immunitari, 1 si aquesta era especifica del tumor.

9.1 Seguiment de la resposta immunitaria.

A diferéncia de la vacunacié amb peéptids, que tenen una monitoritzacid6 més
senzilla, amb 1’0s de lisats no hi ha dades publicades sobre el seu seguiment. Sovint les
vacunacions s’acompanyen d’alguna molécula que serveixi de tragador, com KLH, o
péptids del virus de la influenza, etc...Aquestes molecules serveixen per informar d’un
estat immunitari, per0 no de que s’hagi generat una resposta antitumoral. Un altre
aspecte que descartaria afegir aquestes molécules “tracadores” és que sembla que afegir
molécules altament immunogeéniques, pot ser perjudicial per a I’expansi6 de limfocits T
especifics per antigens tumorals de més baixa immunogenicitat (Kedl, et al. 2000).

Per tal d’avaluar els efectes de la vacunacid amb cel-lules dendritiques, 1 establir
possibles correlacions amb les respostes cliniques, es van recollir mostres de sang
periférica abans de comencar la vacunacio, i posteriorment un control cada 4 mesos
durant la vacunacio. Els estudis s’han pogut portar a terme en 7 pacients que van viure
el temps suficient per recollir els controls. En la figura 27 és pot observar com hi ha un
augment en la resposta proliferativa en front les cel-lules que composen la vacuna
polivalent en 5 dels 7 pacients analitzats, mentre que en dos pacients no hi ha un
augment apreciable. Les respostes no corresponen al que classicament s’espera dels
cultius mixtes ja que les cel-lules tumorals no presenten molécules coestimuladores i els
nivells de classe II i I son baixos 1 per tant no indueixen una resposta de cultiu mixte.
Tampoc es pot excloure que la resposta que es detecta durant la vacunacié sigui una
reaccio al-logénica. De manera interessant disposem de tres linies de tumor autoleg per
les quals també es va analitzar la proliferacio contra elles, les dades indiquen que és

possible que la resposta generada sigui contra algun antigen tumoral, ja que la
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proliferacié contra les cel-lules del tumor autoleg també s’augmenta respecte a 1’inici de
la vacunacio. Un altre aspecte que es va mesurar és la secrecid de determinades
citocines recollides en la situacid de cultiu mixte limfocit-cel-lules tumorals. Es va
determinar el IFN-y i TNF-o com a citocines implicades en els processos de
citotoxicitat, IL-4 com a citocina caracteristica d’una resposta de tipus Th2, i la IL-10 i
TFG-B com a possibles citocines implicades en immunoregulacié (sovint associades a
inhibicid, encara que esta per definir el seu paper fisiologic en humans). En la figura 28
es pot observar els canvis en la secrecid de citocines. Hi ha un augment en la secrecio6 de
IFN-y, TNF-a, IL-10, mentre que no hi ha variaci6 en els nivells de TFG-B, i en cap
moment es detecta IL-4, cosa que ens fa descartar que per efecte de la vacunacié amb
cel-lules dendritiques estiguem generan una resposta de tipus Th2, que almenys a nivell

teoric no seria I’adequada.
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Figura 27. Respostes proliferatives de les PBLs, en front de les cél-lules al-logéniques (vp) i autologues

(Aut) en tres casos dels que es disponia linies tumorals autologues.
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Figura 28. Increment en la produccio de citocines durant la vacunacié. Es representa com la diferéncia
entre el nivell de citocina durant el primer control als 4 mesos de vacunes respecte al nivell de producciod

inicial, en els sobrenedants dels cultius entre PBL i les cél-lules tumorals (vacuna al-logénica).
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Figura 29. Elispot: PBLs pre i post- vacunacié estimulades amb lisat al-logénic durant 48 h.
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Figura 30 Elispot: PBLs pre i post- vacunacio estimulades durant 48 h amb lisat autoleg (en els tres casos

en que aquest estava disponible).

En la figura 29 i 30 es mostra el nimero de precursors especifics secretors de
IFN-y, mesurats per ELISPOT. Aquesta determinacidé ens dona idea de si hi ha un
augment en el nombre de cel-lules especifiques, i quin percentatge representa del
conjunt de cel-lules perifériques. Degut a D’estat fisic dels pacients, les mostres
recollides a cada control van ser minimes, i no ens ha permes fer estudis de quines
cél-lules (CD4" o CDS8', memories o “naive”, etc) estan implicades en la secrecio
d’aquesta citocina. En la primera figura es pot veure com hi ha un augment dels
precursors en 5 del 7 pacients analitzats. A 1’igual que el que s’ha comentat per la
resposta proliferativa, no es pot excloure que la deteccié de IFN-y sigui conseqiiéncia
d’una reaccid al-logeénica. La disponibilitat de tumor autoleg de tres pacients ens ha
permés veure ’augment en el nombre de cél-lules precursores que el reconé¢ixen i

aquesta pujada es fa més evident a mida que augmenten les vacunacions.

9.2 Seguiment clinic.

El seguiment clinic es va portar a terme en el servei de Dermatologia de
I’Hospital Clinic. D’aquest seguiment només es comentara alguns aspectes relevants.

Es important determinar si la vacunacié amb cél-lules dendritiques té algun

impacte en la supervivencia global del grup de pacients. En la figura 31 es mostra la
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grafica Kaplan-Meier del grup de 11 pacients vacunats. Aquesta grafica ens presenta la
supervivéncia mitja del grup sencer. La literatura té recollit que aquests pacients
metastasics que han rebut bioquimioterapia i no ha sigut eficag, tenen una esperanca de
vida entre 2-4 mesos. El nostre grup de pacients va viure un promig de 7,3 mesos, als
quals s’hauria d’afegir 1-2 mesos necessaris, per que els malalts puguessin recuperar-se
del tractament previ amb bioquimioterapia i poder aixi recuperar els nivells de leucocits
circulants, necessaris per poder obtenir ce¢l-lules dendritiques. Per poder demostrar que
hi ha un augment de supervivencia cal una compararacié en estudis randomitzats que no
s’han realitzat, perdo el que les dades impliquen que hi ha un enlentiment en la
progressid de la malaltia en aquests pacients, fins a un maxim de 14 mesos.
Possiblement 1’avancat estat de la malaltia en tots els pacients fa que no hi hagi temps
per veure 1’activitat antitumoral induida.

Tenim documentada alguna evidéncia de ’activitat antitumoral de la resposta, i
les evideéncies cliniques de reduccid. En la figura 32 es mostren les imatges d’una
reducci6 d’una gran massa tumoral ganglionar (marques negres en la figura),
acompanyada d’una reduccidé molt important (superior al 50 %) de la lesi6 cutania que
s’extenia des del colze del brag esquerre fins a tota la mama esquerra. Per histologia es
va confirmar la desaparicio de tota la lesidé pigmentada, es van normalitzar també els
nivells de la LDH sérica, com a marcador tumoral, i va poder desenvolupar la seva vida
normal durant 5 mesos (va poder eliminar el tractament diari amb opiacids).
Posteriorment als 5 mesos de I’inici de la regressid, va apar¢ixer novament malaltia,
despigmentada aquest cop, que va progressar d’una manera molt rapida. Altres
observacions cliniques no reportades fan referéncia a la reduccid en altres pacients
d’algunes lesions tumorals, acompanyades a vegades de 1’aparicié de noves.

En resum, es pot concloure que, al menys en aquests grup de pacients tant
avangats, no es pot establir una correlacid entre la resposta immunitaria analitzada, i
I’evolucio de la malaltia, mesurada com a respostes cliniques (que va ser fatal en aquest
grup de pacients). Tot i la poténcia de les cel-lules dendritiques en 1’activacio del
sistema immunitari 1 per induir una immunitzacié que és capa¢ de recongixer tumor
autoleg, 1 de generar algunes respostes clinicament evidents, 1’heterogeneitat del tumor,
I’avangat estat de la malaltia, i possiblement la debilitat organica d’aquests pacients que
han rebut tractaments molt toxics i agressius amb bioquimioterapia i quimioterapia, pot

comprometre 1’eficacia de les cel-lules dendritiques.
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L’optimitzacié de 1’obtenci6 de cel-lules dendritiques en estats més idonis per la
vacunacio 1 la seleccid d’aquells pacients en estadis més inicials de la malaltia, en els
quals la potenciacié del sistema immunitari tingui com a resultat una activitat
antitumoral, 1 aquesta tingui temps de desenvoluparse, ben segur tindra com a resultat

respostes antitumorals més eficaces.

Figura 31 Corva de supervivencia Kaplan-meier, del grup de pacients vacunats.
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Figura 32. Imatges de la reduccio de lesié tumoral en una pacient.
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DISCUSSIO.

El camp de la immunoterapia del cancer ha patit un important desenvolupament
en els darrers 15 anys. Aquest avang ha vingut afavorit per I’impuls de la biotecnologia,
que ha permes desenvolupar molécules recombinants per la seva aplicacio6 tant in vivo
com in vitro, 1 millorar la tecnologia aplicada. La terapia biologica del cancer es
desenvolupa com a conseqiiéncia a la ineficacia en el tractament de molts tumors
metastasics amb productes quimics (quimioterapia, o les diverses combinacions) i a
I’elevada toxicitat que comporten. Aquests fets, fan necessaria la recerca de tractaments
aplicables en adjuvancia, que estiguin exents d’efectes toxics.

El sistema immunitari tindria la capacitat per activar-se i eliminar aquests petits
diposits tumorals, situats en diferents localitzacions anatomiques de 1’organisme. Hi ha
molts factors que impedeixen que aquesta activacié es porti a terme, alguns d’ells
coneguts, 1 d’altres sota activa investigacio. Intentar trencar aquesta tolerancia vers les
cel-lules tumorals i els seus antigens més o menys especifics, és 1’objectiu principal de
la vacunacid terapeutica antitumoral. En I’actualitat hi ha centenars de protocols en
marxa, per tal d’estimular el sistema immunitari i generar una resposta antitumoral que
sigui efectiva. Degut a ’heterogeneitat en els procediments aplicats, els diferents tipus
de tumors tractats, aixi com els grups de pacients implicats, és dificil comparar quina
estratégia terapéutica pot ser la més adequada, i tot i que els resultats globals encara no
son gaire extensos, I’existéncia de resultats clinics evidenciables, 1 la manca d’efectes
secundaris toxics, fa de la immunoterapia un area d’interés creixent en el tractament del
cancer.

En comparaci6é amb les malalties infeccioses, on 1’exit de la vacunacié prové de
la seva aplicacio profilactica, el repte en cancer €s el domini en el tractament de malaltia
ja preexistent. Hi ha tan poca experiéncia amb la immunoterapia (vacunacid) de
infeccions ja establertes com amb la immunoterapia de cancer ja preexistent. No es
coneixen clarament quines son les raons que fan la terapia profundament diferent de la
profilaxis (Jager, et al. 2002). De manera especulativa es pot pensar que la preséncia
d’anticossos pot evitar el desenvolupament d’infeccions o I’implantament de tumors,
perd aquests no jugarien un paper important en I’eliminacio de la malaltia establerta.

La utilitzacié de vacunes contra el cancer, t¢ molts aspectes optimitzables,
préviament comentats, que poden influenciar en la seva eficacia i en la generaci6 d’una

resposta antitumoral, sobre els quals s’esta treballant de manera molt intensa.
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Un dels punts principals de la vacunaci6 en cancer és escollir quin o quins
antigens s’han d’utilitzar com a dianes. La llista d’antigens és molt amplia i inclou
antigens tumorals, antigens de diferenciacid cel-lular o bé antigens mutats especifics de
tumor. En els tractaments inicials amb vacunes composades per peptids es van utilitzar
els restringits per classe I (Boon, et al. 1997), degut a la seva facilitat de caracteritzacid
en les respostes citotoxiques contra les cél-lules tumorals. La llista d’epitops especifics
d’antigens de melanoma és molt amplia, i cada vegada s’en descriuen de nous. En
I’actualitat la tendéncia és utilitzar per les vacunes una barreja d’epitops, que incloguin
antigens restringits per classe I, amb els antigens restringits per classe II (Wang, 2001).
La utilitzacié d’antigens restringits per classe II, provoca I’expansio 1 activacio de les
poblacions de limfocits T col-laboradors (“helpers”), importants per determinar quin
tipus de resposta immunitaria es desenvolupa, modulant la maduracio de les cel-lules
dendritiques, i molt possiblement implicats en el manteniment de la resposta citotoxica.
L’eficacia de la vacunacid vindra determinada per la seleccido de diferents péptids
provinents de diferents proteines, i el desencadenament d’una resposta tant per part dels
limfocits T CD4" com dels T CDS8', contra epitops no necessariament
immunodominants. Fins al moment, la major part dels treballs publicats, fan referéncia
a I'as d’un péptid Unic immunodominat, aquest aspecte fa que variants cel-lulars
tumorals s’escapin de la pressi6 immunitaria que es crea quan es genera una resposta
antitumoral, perdent 1’antigen pel qual la resposta s’ha generat, i quedant les cel-lules
tumorals de I’organisme invisibles al sistema immunitari. Una alternativa a la utilitzacio
de péptids amb diferents restriccions és 1’as del propi teixit tumoral, sigui autoleg o
al-logénic, i en forma de lisat de la propia peca del tumor, o bé a partir de cultius
cel-lulars derivats in vitro. En el nostre cas vam escollir la utilitzaci6 de cél-lules
tumorals senceres provinents de cultius cel-lulars, on I’aport d’antigens és molt elevat, i
a més aquests son més immunogenics al trobar-se a la superficie de les cel-lules
tumorals (que actuen com a suports solids, augmentant la probabilitat del seu
reconeixement).

En el context adequat de resposta, és esperable que les cél-lules senceres
al-logéniques generin un reconeixement d’antigens similar al que s’ha de produir en la
superficie de la céllula tumoral autologa. També la reaccid al-logenica que es pot
generar amb la utilitzaci6 de cél-lules senceres heterologues €s més gran que amb altres
antigens; i no s’ha d’excloure la possibilitat de que una reaccid al-logénica contra una

determinada c¢l-lula tumoral en una vacuna pugui beneficiar la resposta contra el tumor
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autoleg. Aquest benefici es podria assolir per una expansié de limfocits T CD4", a
través de la presentacié d’antigens captats per cellules presentadores d’antigen
residents en els teixits periférics, que captarien fragments de les cél-lules tumorals
senceres introduides en la vacuna, un aspecte més improbable, perd que no es pot
descartar, €s una expansié per reconeixement directe d’antigens en la superficie de la
c¢l-lula tumoral al-logénica.

Del que es pot despendre dels models animals, I’eficacia de la vacunacid
terapeutica la trobariem en aquelles situacions on la preséncia de malaltia és minima,
perd on el risc de recurréncia és practicament del 100 %. En aquesta situacié de malaltia
residual, el sistema immunitari podria reconeixer i eliminar petites lesions tumorals, 1 si
la resposta es desenvolupa d’una manera efica¢ no donar temps a I’aparicio de cel-lules
resistents (a diferéncia del que es pot donar amb masses tumorals grans), de manera
teorica encara més ideal, la vacunacio antitumoral és en models animals, molt eficag
quan s’aplica de manera profilictica. Es evident que una cosa sén les situacions
teoriques 1ideals, 1 altre la seva aplicabilitat en clinica; existeixen nombroses
consideracions etiques respecte a la vacunaci6 profilactica en cancer, més ampliament
comentat en la introduccié d’aquesta tesi.

El melanoma ¢€s el tumor on més s’ha avangat en caracteritzacié d’antigens tan
associats a tumor, com de llinatge i1 antigens normals sobreexpressats durant la
malignitat. S’ha considerat tradicionalment com el tumor més immunogenic, degut
principalment, a que s’han observat algunes regressions espontanies de melanomes
primaris. Perd no hi han proves directes de que el melanoma sigui més immunogenic
que altres cancers. Possiblement aquesta idea provingui de que és un tumor accessible, a
que les cel-lules tumorals es poden derivar i establir en cultiu amb relativa facilitat, i de
manera important, en el cas d’afectacié només cutania, el seu seguiment és més facil.
De fet, hi ha moltes intervencions terapeutiques en altres tipus de tumors (prostata,
carcinoma renal, limfomes, colorectals, ...) amb preséncia d’antigens associats (PSA,
CEA) (Itoh, et al. 2002) que s’utilitzen com a antigens dianes i de manera molt
interessant també s’estan introduint la utilitzacié d’antigens amb una amplia distribucio
en cancer, els que podriem anomenar com antigens ‘“universals” (telomerasa, p53)
(Nikitina, et al. 2002). Aquests antigens “universals” obren la possibilitat de poder
induir una immunitat antitumoral contra tots aquells tipus de tumors que expressin
aquests antigens, per exemple amb la telomerasa s’ha descrit la seva expressio de

manera general en el 85% de tots els cancers en humans i on ja s’han vist la presencia
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de cel-lules citotoxiques especifiques per una de les subunitats catalitiques d’aquest
enzim (hTERT) (Vonderheide, et al. 1999). Aquest enzim també s’expressa en c¢l-lules
normals no transformades, i la seva activitat és detectable en cel-lules germinals i en
limfocits T i B que han estat activats antigénicament, per tant podrien haver efectes no
desitjats si s’escollis aquest antigen per la vacunacid, o al menys s’hauria de tenir
present aquesta possibilitat. La recerca de seqiiencies mutades d’aquests antigens
universals poden afegir una especificitat de reconeixement de tumor, evitant el
reconeixement d’aquestes proteines en teixits normals que les expressen, com molt
recentment ha estat descrit per 1’oncogen ras (Linard, et al. 2002) i fent la resposta
antitumoral més especifica contra aquelles cél-lules transformades. Per tant aquests
antigens “universals” compartits amb diversos tipus de cancer, obririen la possibilitat
d’una vacunacié més o menys general contra el cancer.

La vacunacid terapeutica es pot dividir en autologa o heterdloga (al-logénica).
En funci6 si la font de tumor prové del mateix pacient o no. La primera requereix un
temps llarg per poder establir les linies tumorals i disposar d’un nombre suficient per
iniciar la vacunacio, i clar, es necessita disposar del tumor, ja sigui per derivar les linies
o per obtenir un lisat tumoral; mentre que la vacunaci6 heterdloga no consumeix aquest
temps, ja que es disposa d’un lot de vacunes en stock, i permet la vacunacid sense
disposar de tumor (es pot aplicar en adjuvancia després de tractaments quirargics). Es
molt probable que a mida que es vagin descrivint nous antigens tumorals i quan les
tecniques d’aillament d’antigens tumorals autolegs es perfeccionin i es facin més
rapides, s’incrementara 1’aplicacié de les vacunes autologues. Molt recentment s’ha
publicat el resultat de ’aplicacié de proteines d’estrés térmic autologues (gp96) en
cancer amb uns resultats modestos, perd prometedors per a futures aplicacions, de la
mateixa proteina o d’altres de la mateixa familia. La vacunacio autologa, representa a
nivell teoric, la manera més especifica de vacunacid, ja que es poden utilitzar els
mateixos antigens que el tumor ha necessitat per desenvolupar-se i evitar la resposta del
sistema immunitari.

En el laboratori vam comencar la vacunaci6 terapeutica autdloga de 10 pacients
afectats de melanoma, seguint el protocol descrit pel grup d’en Morton. Aixo implicava
’establiment 1 cultiu de totes les linies cel-lulars de manera independent. Com ja s’ha
comentat préviament, la vacunacid autologa té una scrie d’inconvenients amb els quals
ens vam trobar. La derivaci6 de linies tumorals estables és un procediment que pot

trigar entre 2-3 mesos (i no sempre ¢és possible el seu establiment), durant aquest temps,
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la malaltia progressa, i en molts casos, en el moment d’iniciar les vacunes, aquesta

estava molt desenvolupada, cosa que dificultava encara més ’eficacia de la vacunacio.

Un altre aspecte negatiu és la limitacié del nombre de malalts que poden rebre vacunes.

Aquesta limitaci6 prové principalment de:

e La necessitat de la preséncia de malaltia, i accessibilitat, per poder disposar de
tumor per derivar les linies. Aix0 fa que no sigui possible I’aplicacié de vacunes
autologues en adjuvancia o en malalts que la seva malaltia estigui en una
localitzacid no accessible.

e La limitaci6 d’espai que impliquen els cultius cel-lulars individualitzats per cada
pacient. Degut al gran volum de cel-lules que es requereixen per a tot el programa de
vacunes personalitzades, no disposavem de ’espai, ni del temps necessaris per a
portar a terme un nombre gran de pacients.

Aquests inconvenients ens van fer desenvolupar les vacunes heterologues amb cél-lules

al-logéniques seguint en part el metode descrit per Morton. Per a portar a terme la

vacunaci6 al-logenica cal fer una seleccié d’un nlimero determinat de linies, 1 mantenir
de manera constant la seva composicid. Per tant, cal primer derivar un nimero elevat de
cel-lules tumorals, 1 després de descartar aquelles que pels controls microbiologics no
son totalment negatives, o pel seu creixement defectuds, o bé per altres aspectes que les
facin inadequades per ser utilitzades en la vacuna. No hi ha res descrit sobre que pot fer
immunogenica a una c¢l-lula tumoral, i per tant els criteris de seleccio s’han de basar en
aspectes purament técnics (propietats de creixement), en parametres descriptius (fenotip
general), encara que la preséncia de determinats antigens tumorals associats a melanoma

(MAGE-3, tirosinasa i MART-1/Melan-A) i els complexes d’histocompatibilitat (classe

I i II), poden beneficiar a la immunogenicitat. De fet encara que la tirosinasa €s un

enzim de la via de sintesi de melanina, i que per tant s’expressa en cel-lules normals,

nomes es detecten CTL especifics per aquesta proteina en pacients de melanoma i no en
individus normals.

Es d’esperar que la immunogenicitat del tumor depengui més del context en el
qual son presentats els seus antigens que propiament en la composicié del tumor. En la
preparacié de la vacuna heterologa vam introduir un punt del protocol de les vacunes
autologues, 1 aquest era el tractament de les cel-lules amb DNFB. Un hapté que
introdueix canvis en les proteines de la membrana cel-lular i pot alterar la seva

immunogenicitat (Berd, et al. 1991). La dosi de DNFB que nosaltres vam utilitzar per
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incubar les cél-lules de la vacuna sén molt més baixes, i a més només es tracten un 50 %

de les cel-lules.

Seguint el metode d’en Morton, vam trobar un aspecte que pot ser criticable del
seu procediment: resuspenien 25%*10° de cél-lules tumorals en 0,1 ml de volum; en canvi
en les nostres mans, aquest nombre de cél-lules ocupen un volum aproximat de 1,5 ml,
(les cel-lules tumorals viables son molt grans i ocupen molt d’espai). Una possible
explicacio es dedueix de la seva manipulacid. Les cel-lules tumorals es congelen després
de la seva irradiaci6, congelacid que es porta a terme en abséncia de proteina. Aquest
procediment de congelacid després de la irradicacid en abséncia de proteina ens pot
indicar que les vacunes no estan formades per cel-lules completes, sind6 molt
possiblement per detritus cel-lulars

En referéncia als aspectes dels cultiu cel-lulars cal comentar, que no ha estat
possible fer créixer o derivar linies de melanoma en medis sintétics en abséncia de
serum. La tnica manera de derivar les linies tumorals ha sigut utilitzant un medi
complementat amb sérum fetal. Aquestes condicions de cultiu poden representar un
problema per la seva aplicacio en humans. La utilitzacidé de productes d’origen bovi, en
el cultiu de cel-lules que després han de ser inoculades en humans, representa després
del poblema dels prions, un greu inconvenient. Tots els treballs publicats de vacunacid
amb cél-lules tumorals utilitzen sérum bovi fetal, i no hi han descrits problemes
associats, 1 a més nosaltres utilitzen un sérum certificat d’origen australia, degut a que
en Australia no s’han detectat malalties associades als prions. A part de la possibilitat de
risc de contaminacio per prions, hi ha el risc del shock anafilactic per introducci6 de
proteines d’una altra especie. En aquest sentit, recentment, s’ha publicat la generacio
d’anticossos IgE com a conseqiiéncia de la inoculacié de cél-lules cultivades en seérum
fetal, per via endovenosa. Estem treballant per establir les condicions adequades per
complir els requeriments necessaris de manipulacid6 en condicions de grau clinic
(GMP), de productes que després han de ser inoculats en humans.

En comparacié amb la vacunacid terapeutica portada a terme per Morton, hi ha
algunes diferéncies que es poden resumir en els segilients punts:

a) Nosaltres hem utilitzat 10 linies al-logeéniques (i es continuen utilitzant), enfront les
3 linies tumorals utilitzades pel Morton. Aquesta situacid fa, que el possible ventall
d’antigens de melanoma que s’inoculen en cada dosi sigui més gran, i que per tant
s’indueixi una immunitat contra les cel-lules tumorals i les possibles variants que

apareixin. Per contra en casos determinats, pot fer que els antigens tumorals més
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especifics d’una linia en concret, que puguin ser importants per 1’eliminacié d’un
tumor en un pacient determinat, quedin diluits en tota la “sopa antigénica”
inoculada.

Hi ha una millora de la viabilitat estructural de les ce¢l-lules utilitzades. Nosaltres
irradiem les cel-lules de la vacuna un cop descongelades. A més, congelem les
cel-lules en preséncia d’un 10% de proteina. Aquests dos aspectes, congelacid i
irradiacio, milloren la immunogenicitat de les nostres cel-lules en comparacié de les
utilitzades pel Morton.

Com a adjuvant de la vacuna, Morton utilitza BCG durant les dues primeres
inoculacions, mentre que nosaltres ho fem durant les 6 primeres, encara que a una
concentracio de bacils molt inferior. T

També ¢és diferent el seguiment que es fa de la resposta immunitaria. Partint de la
premissa de que no hi ha cap métode d’eleccid que correlacioni d’una manera
directe la resposta immunitaria amb la clinica, i que ens pugui donar idea de
I’eficacia de la vacuna. Morton utilitza la medicié de la resposta cutania retardada
(DTH) i la generacié d’anticossos IgM contra les cel-lules que composen la vacuna,
per avaluar 1’eficacia de la seva vacuna. Es dificil pensar com un augment dels
anticossos IgM contra antigens tumorals poden dirigir la destrucci6 d’un tumor
solid. Es possible que evitin la disseminaci6 del tumor. Per contra, nosaltres hem
escollit la medicid de canvis en la resposta cel-lular, per tant d’avaluar també
I’eficacia de la vacuna i intentar correlacionar algun parametre amb la resposta
clinica. Tot 1 que dels resultats presentats no es pot correlacionar cap parametre amb
la clinica, es continua treballant en aquest aspecte.

Per ultim, i com als articles de vacunes ja publicats. no hem observat cap toxicitat
associada a les vacunes, que les fan en aquest moment, aptes per ser aplicades a
malalts de cancer, 1 que poden ser aplicades en adjuvancia en situacions d’abseéncia
de malaltia pero amb un risc practicament del 100 % de recurrencia.

En I’actualitat hi ha moltes estratégies per intentar provocar 1’estimulacié del

sistema immunitari, i en la pagina web del NIH hi han recollits 107 protocols en marxa

als Estats Units amb terapia cel-lular de diversos tipus de tumors. La vacunaci6 en

cancer, bé utilitzant cél-lules tumorals, o bé amb diferents combinacions amb DCs és

part una disciplina en la terapia tumoral, que esta en una forta expansio.

Malgrat aix0 molts aspectes han de ser millorats, i per aquestes millores, cal

coneixer quin ¢s el context, 1 com es produeix una resposta antitumoral in vivo. Tot 1 els
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intents de correlacionar la mesura de la resposta immunitaria in vitro contra els antigens
utilitzats en la vacunacid o bé contra antigens immunitariament rellevants (KLH, virus
de la influenza, etc...) amb la resposta clinica, fins al moment no es troba la relaci6 entre
quina ha de ser la resposta immunitaria que tingui com a conseqiiéncia una resposta
antitumoral. L’augment de precursors especifics per algun antigen determinat, no
implica que aquestes c¢l-lules T puguin arribar al lloc del tumor i realitzar la seva
funcid; o bé que els mecanismes inhibidors de les cel-lules tumorals limitin la resposta
limfocitaria.

Respecte a les situacions d’immunogenicitat dels tumors i el creixent interes que
desperta per exemple el fenomen de crossreactivitat i el seu paper fisiologic in vivo,
Zinkernagel 1 els seus col-laboradors (Ochsenbein, et al. 2001) ha descrit una serie de
factors que poden afectar a la induccid de la resposta citotoxica, que entren en
contradiccié amb les tendéncies de la bibliografia. Els seus resultats provenen de
I’estudi de I’evoluci6 de diferents tipus de tumors murins segons la seva localitzacid. En
resum conclou que:

e La induccié de cel'lules T citotoxiques antitumorals especifiques, depén de que
arribin als organs limfatics secundaris un nombre suficient de cel-lules tumorals en
una fase inicial de la malaltia i durant un temps adequat.

e Una invasi6 sistemica difusa de les cel-lules tumorals delecciona les CTLs de
I’organisme.

e Els tumors capagos de créixer fora dels organs limfatics secundaris, o que en aquests
organs ho fan separats de les cel-lules T per algun tipus de barrera fisica, son
ignorats pels limfocits T.

e Sembla que la preséncia de molecules coestimuladores en la superficie de la cel-lula
tumoral no influencia I’activacié de CTLs immadures, pero augmenta la resposta de
CTLs ja activades contra tumors periférics solids.

e Sembla que la crosspresentacido d’antigens tumorals per classe I 1 la crossactivacid
de les CTLs és ineficient i no protectiva in vivo.

Aquestes conclusions controvertides, minimitzen el fenomen de la crosspresentacioé que

es pugui donar in vivo amb els antigens tumorals, en condicions fisiologiques, 1 la

induccidé de la resposta immunitaria, i entren en contradiccidé amb la majoria dels
resultats publicats, on sembla atribuir-se un paper molt important a la crosspresentacid

de fragments fagocitats de cél-lules necrotiques. Es evident que cal treballar molt en
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aquest aspecte, 1 focalitzar els estudis que es portin in vitro i tractar de reproduir les
situacions més fisiologiques per tractar de veure el paper real d’aquest sistema de
crosspresentacio. Per Zinkernagel, la generacié o no d’una resposta antitumoral efectiva
depén casi exclusivament de la localitzaci6 del tumor primari, i de 1’habilitat d’accedir

als teixits limfatics secundaris.

Resposta immunitaria-resposta clinica.

No hi ha cap parametre immunitari que es pugui correlacionar amb 1’evolucid
clinica de la malaltia. Amb la vacunaci6 amb cél-lules senceres al-logéniques encara es
complica més el seguiment de laboratori dels pacients. De les mesures immunologiques
que s’han realitzat no hem pogut establir cap correlaciéo amb la clinica dels pacients. Les
medicions de citocines sériques no aporten cap mena d’informacio, ja que sovint els
valors sén molt baixos, i la preséncia d’una citocina determinada pot no estar sempre
correlacionada amb el tumor, hi ha altres aspectes que poden tenir la mateixa influéncia
en les citocines seriques (per exemple, pacients al-lergics). Respecte a les respostes
cel-lulars més especifiques contra les cél-lules tumorals, son respostes deébils (no hi ha
diferéncies en la resposta proliferativa i les citocines son baixes) i no ens permeten
establir cap mena de correlacio amb les respostes cliniques.

L’augment de les citocines en incubar les cel-lules de sang periferica amb les
cel-lules tumorals postvacunacio respecte abans de les vacunes podria ser conseqiiencia
d’una resposta al-logénica. Pero les diferéncies que es detecten en els sobrenedants a
nivell de responedors (amb respostes completes molt clares) 1 no responedors, anirien en
contra d’una simple resposta al-logénica.

La manca de significacio entre els valors dels responedors i no responedors
podria ser deguda a:

1. El baix nombre de malalts que han pogut ser analitzats.

2. El fet de que encara que es produeixi una resposta immunitdria aquesta no
representa que es desenvolupi una resposta clinica.

3. Més endevant en parlar de les vacunacions amb c¢l-lules dendritiques, es pot veure
un tipus de resposta similar, que també exclouria la possibilitat d’una resposta

al-logénica.

Respecte a les respostes cliniques s’han pogut observar regressions clares i

objectives (tres regressions completes) 1 tres respostes mixtes o estabilitzacions (un 26
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% de respostes globals) d’un grup de 23 pacients amb malaltia avaluable al
comencament de les vacunes.

No s’ha d’excloure que s’estigui donant una resposta mediada parcialment per
anticossos, implicada en evitar la disseminacio de les cél-lules pel cos, que evitaria la
seva implantacid en altres organs, 1 on també I’opsonitzaci6 facilitaria la destruccio de
la cel-lula tumoral pels mecanismes de citotoxicitat mediada per anticossos.

L’augment de la immunitat sense cap tipus d’evidéncia clinica és un situacid
referenciada en la literatura. No és un fet estrany, i sovint hi ha una manca de correlacid
entre aquests dos events. Les raons que poden explicar aquesta manca de correlacio és
que les respostes immunitaries que es mesuren sempre es refereixen a I’expansidé o
augment de precursors especifics CTL, es possible que en el control del creixement
tumoral puguin intervenir altres branques de la immunitat, com per exemple la humoral,
o que hi hagi una resposta de la immunitat innata, i de manera molt important la
resposta del limfocits T CD4 " especifics per antigens tumorals.

Un aspecte que ens intriga molt, 1 pel qual no hi ha encara una explicaci6 clara,
€s per qué un pacient que experimenta una regressio completa, i que per les proves
diagnostiques d’imatge esta lliure de malaltia durant un temps llarg, experimenta una
progressio a partir d’un nimero molt petit de cel-lules. Aquesta situacio €s habitual amb
la quimioterapia, quan després d’una regressid quasi completa, s’ha de retirar 1’agent
quimioterapeutic, degut a la seva toxicitat. Aleshores, les cel-lules tumorals no
eliminades tornen a proliferar, i en algunes situacions amb més agressivitat, degut a
I’aparicié de soques mutades resistents. La regressio deguda a la vacunacié (i potser
aqui també¢ hauriem d’incloure les estabilitzacions) implica 1’establiment d’una resposta
immunitaria especifica i eficag, que per definicidé conserva la memoria immunitaria i
reacciona davant 1’aparicié de noves cel-lules tumorals, si la resposta antitumoral s’ha
generat contra un unic epitop immunodominant, €s possible que aquesta pressio
immunitaria impliqui I’aparici6 de cel-lules tumorals que han perdut aquesta diana, pero
amb la utilitzaci6é de cel-lules senceres cal esperar que la resposta no es generi només
contra un antigen, si no que sigui més amplia. La mateixa reflexié serveix per a les
respostes mixtes, que mentre hi ha lesions que desapareixen, n’apareixen d’altres de
noves. L’establiment dels mecanismes de control d’aquesta malaltia minima residual,
que possiblement s’origina a partir de molt poques cel-lules tumorals, pot implicar
I’aplicacio de les vacunes com a tractament en adjuvancia, com per exemple després de

la cirugia, i controlar en el temps I’aparicio de noves metastasi.
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Cél‘lules dendritiques.

Diversos adjuvants del sistema immunitari s’utilitzen en combinacié amb les
vacunes, principalment BCG, o bé modificadors quimics de molécules de membrana,
que confereixen canvis conformacionals que poden ser immunologicament actius, i fan
augmentar la immunogenicitat dels antigens. Per realitzar aquesta funci6, molt
recentment s’han utilitzat les cel-lules dendritiques (DCs) com a adjuvants naturals.
Aquestes cel-lules reuneixen les caracteristiques adequades per a la induccié d’una
resposta antitumoral efectiva. Son les encarregades d’iniciar la resposta immunitaria, i
dirigeixen el tipus de resposta dels limfocits T, que determinara la seva eficacia.

La seva aplicacié com adjuvants de les vacunes es deriva de les seves capacitats
funcionals. Son les cél-lules encarregades, de manera natural, de generar la resposta
immunitaria contra patogens externs. Aprofitar aquesta funcionalitat implica que es
tracti de generar una resposta contra les cel-lules tumorals de manera fisiologica.

Degut a que les DCs circulants es troben en una proporcié molt baixa, fa que
aquestes c¢l-lules s’hagin d’obtenir a partir dels seus precursors amb cultius in vitro.
Aix0 comporta I’establiment de les condicions de cultiu idonies, tant per 1’obtenci6 dels
precursors, la derivacido cap a DCs, com per la seva aplicacié en humans. S’esta
treballant de manera molt intensa en totes les condicions d’optimitzaci6 del
procediment, obtencié de les cél-lules, cultiu, maduracid, font d’antigen, carrega, vies
d’inoculacio, dosi, temps de vacunacio, etc. Degut a I’heterogeneitat dels pocs treballs
publicats on s’apliquen DCs com a terapia antitumoral, es fa dificil establir alguns
conceptes generals d’Us.

La utilitzacié de DCs immadures, pot tenir com a conseqiiéncia la inactivacio del
sistema immunitari, i la generaci6 d’un estat de tolerancia. En aquest estat, les
dendritiques provoquen I’expansi6 d’una subpoblacid de cel-lules T reguladores
implicades en controlar la resposta. Per tant, és un aspecte que s’ha de tenir present si
les DCs de la vacuna son immadures. S’especula que la propia injeccid, el dany tissular
que es produeix, pot provocar la maduracié de les DCs, perd és aquests un aspecte que
encara no esta demostrat. Per tant, sembla acceptat que cal que les DCs rebin estimuls
de maduracio; el que manca aclarir és quin estimul maduratiu és el més adequat per la
generacié d’una resposta antitumoral. La preseéncia de receptors especifics (TLRs) per a
determinades estructures conservades, fa que la maduracié cel-lular no sigui un procés

que es doni sempre de la mateixa manera, sind que es produeix en funcidé de quin
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patogen ha entrat a I’organisme 1 quin tipus de resposta pot ser la més adequada per la
seva eliminaci6. Buscar quina és la millor resposta antitumoral, pot implicar buscar
quina ha de ser la millor manera de madurar les DCs, que posteriorment desencadenaran
la resposta mediada pels limfocits.

Nosaltres vam seguir un protocol de vacunacié on s’utilitzaven DCs totalment
madures, que s’aconsegueix amb una barreja de citocines imflamatories (IL-1, IL-6,
TNF-0) més PGE,. Es en aquest estat quan tindrien la seva maxima capacitat
estimuladora, i quan generarien la resposta immunitaria inclos en limfocits T “naive”
contra els antigens que presenta la cel-lula. Per contra, les DCs madures, perdrien la
capacitat de migraci6 cap als ganglis secundaris i1 tenen reduides les propietats de
fagocitosi. La inoculaci6 de les DCs a I’interior del gangli, evita que aquestes s’hagin de
desplagar des del lloc de la inoculacié (sovint via subcutania o intradeérmica), fins al
gangli limfatic que drena la zona. Treballs molt recents posarien en dubte la perdua de
la capacitat de migracio de les DCs madures, ja que la injeccié de DCs amb un tragador
radioactiu per poder-les seguir per I’organisme, s’ha pogut determinar que les DCs
madures son les que més s’acumulen al gangli. No se sap si aquest senyal radioactiu al
gangli prové de les propies cel-lules inoculades, o bé de les DCs residents que captarien
fragments o particules radioactives durant la inoculacio, i degut als senyals maduratius
que porten les DCs madures inoculades farien que les residents migressin al gangli.
Aquest fet ve regulat, sobre tot, per I’expressio del receptor CCR7 i la pérdua del
CCRS, encara que és segur que altres receptors estiguin implicats en la migracid
(Randolph, 2002).

Una consideraci6 a tenir present en la inoculacié directe al gangli de les DCs ¢és
que no hi ha res que ens asseguri la seva correcte localitzaciéo en la zona T, on ha
d’estimular els limfocits T. També¢ hi ha la possibilitat de que la injeccid intraganglionar
desestructuri el gangli i la seva funcionalitat.

La maduraci6 de les DCs és un procés continuat, que s’inicia amb la interaccid
amb els patogens, aquesta interaccid6 fa que la cel-lula dendritica incrementi la
incorporaci6 de particules al menys durant una franja de temps (al voltant de 4-6 hores),
posteriorment durant la migraci6 des dels teixits periferics cap als ganglis limfatics, la
cel-lula pateix tota una série de canvis, i finalment, durant la interaccidé amb el limfocit
T en el gangli, rep els senyals finals de la maduraci6 a través del receptor CD40-CD40L

1 de la secreci6 de IFN-y.
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Un cop madures, les DCs perden practicament la capacitat de fagocitar, és per
aixo que incubavem les DCs immadures durant tota una nit amb el lisat de les cél-lules
tumorals, abans d’induir la maduracié per dos dies. Ens assegura a priori la maxima
incorporacié del lisat tumoral. Aquesta maduracié tan potent, a diferéncia d’estimuls
maduratius més suaus com per exemple TNF-a, inhibeix la fagocitosi. Aquest sistema
de carregat antigénic i de maduracio, pot presentar alguns problemes que encara estan
per dilucidar, com per exemple el desconeixement que tenim sobre quina €s 1’estabilitat
dels antigens capturats per la cél-lula dendritica, i si als dos dies, la c¢l-lula dendritica
encara presenta peptids derivats dels possibles antigens tumorals en la seva superficie,
tampoc sabem si hi ha crosspresentacié d’antigens.

L’assaig clinic que es va portar a terme, pretenia sobre tot, avaluar la generacio
de DCs en nombre i amb una qualitat apte per la seva aplicacié en humans, establir els
procediments per la seva inoculacid (la seva aplicacidé via ecografica en un gangli
limfatic), determinar si havien respostes, cliniques i1 de laboratori, i sobre tot descartar
efectes toxics que es poguessin derivar de les vacunes. El grup de pacients seleccionat
per rebre cel-lules dendritiques correspon al de pitjor pronostic, degut a I’avancat estat
de la malaltia, i a la manca de resposta als tractaments previs estandards de quimio i
bioquimioterapia, tractaments molt agressius, i que deixen 1’activitat de 1’organisme
compromesa. En aquest quadre es sumaritza el procediment que es va portar a terme per

a cada un dels 11 malalts que es van vacunar amb cel-lules dendritiques.

* LEUCOAFERESI

= SEPARACIO DE LA FRACCIO MONONUCLEAR

= CONSERVACIO DE LES ALICUOTES EN N, LIQUID

= SEPARACIO DELS MONOCITS

= 7 DIES DE CULTIU EN MEDI X-VIVO 15 AMB IL-4 + GM-CSF

= 2 DIES DE CULTIU AMB LISAT DE MM + CM (IL-1, IL-6, TNF-a, PGE,)
=  ADMINISTRACIO INTRANODULAR VIA ECOGRAFICA

Com es pot veure en el procediment, la preparacio de la vacuna no és immediat,
per tal cal una coordinacio per a disposar les DCs, necessitem 9 dies per a obtenir
cel-lules dendritiques totalment madures, amb el dia de la vacunacio ja que es requereix
un ecografista expert per realitzar la inoculacid, 1 en alguns casos els pacients venien de
lluny. Es de destacar que en cap cas de les practicament 100 aplicacions terapéutiques

intraganglionars que es van realitzar no es va observar cap toxicitat greu, a part d’una
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lleugera pujada de la temperatura, i dolor local, en alguns casos acompanyat
d’imflamacio.

Com es pot veure en les grafiques del seguiment immunitari dels pacients, que
van poder ser avaluats, hi ha una estimulacié tumor especifica contra la vacuna, tant per
les cel-lules polivalents al-logéniques com pel tumor autoleg. Hi ha un augment
generalitzat de les citocines analitzades, produides com a conseqiliencia d’incubar
limfocits de sang periférica amb les cel-lules tumorals de la vacuna (que composen el
lisat amb el qual es carreguen les DCs) obtingudes durant la vacunacié respecte a la
produccid inicial, en els 7 malalts que es van poder analitzar; a més la resposta
proliferativa que les cel-lules tumorals provoquen en els limfocits postvacunacid es veu
augmentada respecte als valors d’abans d’iniciar les DCs. A I’igual que amb les vacunes
es pot pensar que estem davant d’una resposta al-logénica, en aquest cas més intensa i
pontenciada per les cél-lules dendritiques, pero els augments de resposta tant a nivell de
precursors productors de IFN-y, com a nivell de resposta proliferativa, parametres
mesurats amb tumor autoleg en tres pacients que en disposavem, ens fan pensar que no
s’esta donant un simple resposta al-logénica, sino que d’alguna manera hi ha antigens
tumorals compartits sobre els quals s’esta induint una immunitat.

Com ja s’ha descrit, i es comenta més extensament en la introduccié de la tesi,
aquest augment en la resposta immunitaria no es correspon amb la clinica, hi ha molts
factors que poden explicar aquesta manca de correlacid, perd molt possiblement tot es
pugui resumir, en el nostre cas, a que s’intenta generar una resposta immunitaria massa
tard, quan el tumor ja ha evolucionat i crescut, desbordant la capacitat del sistema.

Hi ha altres possibilitats de seguiment de la resposta immunitaria que es genera
amb les vacunes (revisat ampliament en la introducci6). La utilitzaci6 de tetramers, ens
permet tenir una estimacié del nombre de limfocits T circulants amb una especificitat
definida, i que s’uneixen de manera altament especifica a un tetramer de classe I unit a
un peptid (el mateix de la vacunacid) i tot el complexe copulat a un fluorocrom que ens
permet quantificar la unid. Per aplicar aquesta metodologia es precisen un gran nombre
de cel-lules, una restriccid per classe I amb un HLA determinat (també estan disponibles
tetramers de classe II perd el seu maneig és molt més complexe). Per aquests fets, no
hem pogut aplicar aquesta metologia. A més, els tetramers ens indiquen quin
percentatge de les cél-lules s’uneixen a un determinat peptid-HLA, perd no ens dona

idea de ’estat funcional de la cél-lula.
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La utilitzaci6 d’antigens no tumorals, perd altament immunogenics, en els
protocols de vacunacié és una practica molt freqiient. Facilita el seguiment de la
resposta immunitaria contra aquest antigen, ja que sovint és coneixen les seqiiencies
peptidiques implicades en la resposta, i permet avaluar 1I’evolucié de la resposta amb les
vacunacions. Sovint s’associa la resposta immunitaria contra aquests antigens no
tumorals, amb la resposta antitumoral. Aquests antigens (KLH, seqiiéncies del virus de
la influenza, OVA en models murins, etc...) son molt immunogenics, 1 sovint hi ha una
resposta contra ells abans de les vacunacions, per tant, a part de només indicar-nos
I’estat immunitari del pacient, pot tenir efectes contraproduents si s’utilitzen com a
tragadors en les vacunacions, ja que la resposta immunitaria es pot focalitzar contra
aquests antigens i no contra els tumorals.

La mesura de la citotoxicitat contra les cél-lules tumorals de la vacuna, o contra
el tumor autoleg podria ser una determinacié que ens donaria una informacié més
acurada del tipus de resposta que es busca amb la vacunacio. La dificultat d’aquesta
tecnica €s que les cel-lules tumorals de melanoma (que han de servir com a dianes de la
citotoxicitat) creixen adherides al plastic i en desenganxar-les es produeix una elevada
mortalitat inespecifica cosa que dificultat la monitoritzacid de la citotoxicitat especifica.
A més, les cellules desenganxades no queden independents, sino que formen uns
agregats, aix0 dificulta el seu contatge i la carrecte distribucid en les repliques
necessaries per mesurar acuradament la citotoxicitat. Per altra banda els clons de
limfocits CD8" especifics, estan en molt baixa proporcié i cal un gran nombre de
cel-lules, per a poder detectar-los. Malgrat tot €s una determinaci6 a tenir present, ja que
ens pot donar informacié sobre si hi ha canvis en el nombre de ce¢l-lules circulants
citolitiques especifiques per les cél-lules tumorals.

Un dels punts en el que estem treballant és en la maduracié de les DCs. El fet de
que aquesta es pugui induir d’una manera efectiva a partir de senyals molt curts de
temps, d’una hora ja és suficient, tant per la secrecio de citocines com sobre tot pel seu
fenotip, obre possibilitats terapéutiques molt interessants. Aquestes possibilitats
implicarien la disposicid6 de DCs immadures amb totes les seves propietats de
fagocitosi, pero predeterminades a madurar, com es pot detectar a les 24 hores després
de rebre aquests senyals curts d’una hora. Cal determinar si aquestes cel-lules que han
rebut I’estimul maduratiu ex vivo mantenen les capacitats migratories in vivo un cop
s’inoculessin per via intradérmica. Un aspecte complicat en tot aquests procés és la

utilitzacié de LPS. Es evident que pot comportar un risc, ja que és el factor implicat en
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el shock séptic, pero la incubacié de les DCs és fa a una dosi baixa (1 pg/ml), durant
només 1 hora, i després el LPS s’elimina mitjangant rentats en grans volums de PBS,
cosa que fa que la concentraci6 final sigui indetectable. La via intradérmica
d’inoculaci6 minimitza els efectes dels restes de LPS (indetectables), i per ultim
recordar que molts protocols de vacunaci6 utilitzen BCG (que son bacils inactivats) o bé
productes quimics de molt alta toxicitat DNFB, i que no es deriven situacions de
toxicitat associades a aquestes vacunacions. Malgrat tot s’hauria d’avaluar la toxicitat, i

descartar qualsevol efecte secundari que se’n pogués derivar de la utilitzacio de LPS.

Cél‘lules dendritiques en la clinica.

L’erradicacié de tumors en models murins utilitzant DCs carregades amb
antigens associats del tumor, va demostrar la seva capacitat en la inducci6 d’una
resposta antitumoral. Molts models experimentals s’han portat a terme, utilitzant DCs
obtingudes des de teixits periférics, fins cel-lules derivades del moll d’6s. En aquests
estudis es podia detectar una potent resposta de CD8" mediat per MHC-I. Les cél-lules
carregades amb antigens definits, péptids de seqiiéncia coneguda, o bé peptids indefinits
aillats a partir de I’eluci6 acida dels peptids de les cel-lules tumorals, generaven una
forta resposta antitumoral.

Respecte a la seva aplicacié en humans, s’han pogut observar diverses respostes
cliniques, utilitzant DCs d’origen diferent, carregades amb diferents antigens, i
aplicades a diversos tumors. Sovint aquesta extrapolacié del model muri a humans no
ha donat els resultats esperats. En la taula 13 es resumeixen els assatjos clinics on s’han

utilitzat DCs de diversos origens.

Taula 13. Resum dels diferents assatjos clinics on s’han utilitzat cél-lules dendritiques com a adjuvants de

la vacuna (Adaptada a partir de Fong and Engleman 2000).

Malaltia Antigen Construccio Tipus de DC Institucié Investigador
antigénica
Mama, colorectal, Derivat de tumor Lisat cel-lular del Monocits cultivats en Univ. De Mule et
pancrees, pulmo i tumor autoleg GM-CSF +1L-4 Michigan al.(1998)
melanoma
Mama, colorectal i | Derivat del mutant Peéptids de ras Monocits cultivats en Vanderbilt Carbone et al.
pulmd de ras GM-CSF +1L-4
Mama, colorectal i Mutants de p53 DNA de p53 Monocits cultivats en Vanderbilt Carbone et al.
pulmo GM-CSF + IL-4
Mama i colorectal CEA Peptid CAP-1 Monocits cultivats en USC Weber et al.
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restringit per

HLA*A2

CF-CSF +IL-4

Mama i colorectal CEA Péptid CAP-1 (610M) | Dendritiques aillades Standford Fong et al.
restringit per per densitat.
HLA*A2 Mobilitzades amb FL
Pulmé CEA Peptid CAP-1 Mondcits cultivats en Duke Gilboa et al.
restringit per GM-CSF +IL-4
HLA*A2
Pulmé CEA RNA CEA Monocits cultivats en Duke Gilboa et al.
GM-CSF +IL-4
Melanoma gpl100, Mart-1 & | Peéptids restringits per | Monocits cultivats en Uni. De Zurich Nestle et al.
tirosinasa HLA*A2 GM-CSF + IL-4 (1998)
Melanoma MAGE-3 Péptids restringits per | Monocits cultivats en Thurner et al.
HLA*A1 GM-CSF + IL-4
Melanoma ¢gpl100, Mart-1 & | Peptids restringits per | Monocits cultivats en Uni. Pittsburgh Lotze et al.
tirosinasa HLA*A2 GM-CSF +IL-4 6 (1997)
CD34+
Melanoma gpl00 (210M), Péptids restringits per | Monocits cultivats en NCI Marincola et al.
Mart-1 & tirosinasa HLA*A2 GM-CSF +IL-4
Melanoma gp100, Mart-1, Péptids restringits per | CD34+ cultivades amb Baylor Bancherau et al
MAGE-3 & HLA*A2 GM-CSF + TNF-a
tirosinasa
Melanoma gpl00 (210M), & | Peptids restringits per | Monocits cultivats en USC Weber et al.
tirosinasa HLA*A2 GM-CSF + IL-4
Mieloma multiple Idiotip Proteina purificada DC purificats per Stanford Levy et al.
d’immunoglobulina densitat (1996)
Mieloma multiple Idiotip Proteina purificada DC purificats per Dendreon Valone et al.
d’immunoglobulina densitat
Limfoma non- Idiotip Proteina recombinant DC purificats per Stanford Fong et al.
Hodgkin d’immunoglobulina densitat
Prostata PAP xenogénica Proteina recombinant DC purificats per Stanford Fong et al.
densitat
Prostata PSMA Peptids restringits per | Monocits cultivats en Northwest Murphy et al.
HLA*A2 GM-CSF +IL-4 Biotherapeutics (1998)
Prostata PAP Proteina recombinants | DC aillades per densitat Dendreon Valone et al.
de fusi6 (1998)
Renal Derivat de tumor Fusi6 de cel-lules Monocits cultivats en | Univ. Géttingen Kugler et al.
tumorals + c€l. GM-CSF +IL-4
Dendritiques
Renal Derivat de tumor Lisat autoleg Mondcits cultivats en UCLA Figlin et al.

GM-CSF +IL-4

Les conclusions que es poden treure d’aquests estudis és que les DCs es poden

aplicar amb seguretat, que fins al moment no hi ha descrits efectes secundaris

importants associats a la seva aplicacid, i que en determinades situacions poden induir

una resposta antitumoral, fins i tot respostes completes. La llista d’antigens €s gran, i

segur que augmentara en els propers anys, aixi com la font de les DCs. L’aplicaci6 de
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les DCs en humans, pot implicar un esfor¢ significat per assolir els resultats

esperangadors que s han vist en els models murins (Srivastava, 2000):

1. El cancer en humans no és comparable en cap mesura, als models animals on els
models estan molt ben definits. Tumors generats a partir de linies tumorals molt
caracteritzades 1 estudiades.

2. La complexitat de I'origen de les DCs, els estats de maduracid, els métodes de
generacid, son variables que han de ser testades de manera independent. A més de la

naturalesa de I’antigen tumoral, el métode Optim de carregat, i les vies d’inoculacio.

Nosaltres ens vam proposar fer un assaig clinic amb DCs autologues carregades
amb un lisat de c¢l-lules tumorals al-logéniques. Aquests disseny, a part de les
avantatges que representa en quant al temps que s’ha d’esperar per I’aplicacio de la
vacuna, ja comentat en la introduccio, no cal d’una restriccié per un determinat al-lel de
HLA, com es necessari quan s’utilitzen péptids. Es evident que no saben si un
determinat haplotip pot presentar els antigens tumorals d’una manera més o menys
efectiva, cosa que implicaria la preséncia d’uns haplotips protectors, perod a priori tots
els malalts han de processar i presentar els diferents antigens tumorals.

La grafica de supervivencia (Kaplan-Meier) del grup de pacients als quals se’ls
va aplicar les DCs, ens dona una supervivéncia promig de 7,2 mesos, amb un maxim de
14. Soén uns resultats evidentment molt dramatics on tots els pacients acaben morint,
com corresponen a la gravetat del grup escollit i el pitjor pronostic que tenen aquests
pacients metastasics. La supervivéncia descrita per aquest grup de malalts, als quals la
bioquimioterapia no ha funcionat i la malaltia continua progressant ¢s de 2-4 mesos. Tot
1 que l’estudi no s’ha fet randomitzat i per tant no podem parlar de valors
estadisticament significatius, podem considerar que la supervivéncia €s superior a
I’esperada, segons dades bibliografiques, 1 més encara si sumem un promig de dos
mesos que es van necessitar per recuperar el nombre de leucocits circulants adequats per
a I’obtencio dels precursors de les DCs. A més també s’han pogut documentar respostes
mixtes, amb una regressio molt important, superior al 50% de la massa tumoral, en una
pacien, en la qual el seu tumor havia mostrat un creixement constant i imparable
malgrat els tractaments previs aplicats (IFN, i bioquimioterapia. Malgrat la induccio
d’una resposta antitumoral, la malaltia en aquests pacients estava molt avancada i

possiblement ja havia desenvolupat diversos mecanismes d’escapament, és possible que
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la intervencid fos massa tard, i el sistema immunitari no tingués temps de muntar la
resposta antitumoral adequada.

De les dades de laboratori es pot interpretar que la vacunacié amb DCs té com a
resultat una estimulacio del sistema immunitari contra els components amb els quals es
carreguen les DCs. Hi ha un augment en la produccio de citocines quan es posen en
contacte les cel-lules de sang periférica contra les cel-lules tumorals de la vacuna, aixi
mateix també hi ha un augment en la resposta proliferativa d’aquestes c¢l-lules
circulants, i que en els casos de disposar de tumor autoleg confirma que es genera una
resposta antitumoral, o al menys dirigida contra les ce¢l-lules de melanoma. La
confirmaci6 d’aquestes dades venen en els resultats de precursors productors de IFN-y
(associats a una resposta citotoxica), on es pot detectar un augment d’aquestes cel-lules
en front les cel-lules de la vacuna, i novament contra les c¢l-lules de tumor autoleg. Com
ja s’ha comentat no sembla haver una correlacio entre la clinica d’aquests pacients i les
dades de laboratori, possiblement calgui més temps per generar una resposta antitumoral
especifica contra un tumor que s’ha establert i que porta anys d’adaptacid, també es
possible que no estem mesurant el parametre adequat per valorar la resposta
antitumoral, son aspectes sobre els quals s’esta treballant. Un aspecte molt important és
que carregant les DCs amb lisat de cél-lules tumorals al-logéniques, s’indueix una
resposta contra les cél-lules del tumor autologues. No sabem si podem parlar d’una
resposta antitumoral especifica, o bé la conseqiiencia d’una resposta al-logénica que te
com a resultat una activacié general del sistema immunitari. Amb la futura utilitzaci6 de
peptids derivats de proteines especifiques del melanoma en la monitoritzacié dels
resultats, podrem respondre a aquesta qiiestio.

Tant amb la vacunacid6 amb cellules al-logéniques com amb totes les
intervencions amb DCs calia demostrar 1’abséncia total de toxicitat, la facilitat
d’aplicacio, i la demostraci6 de la seva activitat antitumoral, abans de passar a vacunar
pacients en estadiatges més inicials de la malaltia, i amb més possibilitats de que
I’activaci6 del sistema immunitari pugui controlar de manera efectiva el
desenvolupament de la seva malaltia.

El melanoma és un tumor que s’origina en els melanocits. Aquestes cel-lules
tenen el paper principal de la sintesi de melanina, i protegir la pell de factors externs. Es
possiblement aquest paper fisiologic, el que fa aquest tumor especialment agressiu. Son
cel-lules programades a resistir agressions quimiques i fisiques importants, i que quan

muten i es transformen no responen bé a tractaments quimioterapéutics. Tot i que el
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melanoma es parla que €s un tumor immunogenic i on s’han descrit nombrosos antigens
associats, és possible que la dificultat per eliminar totes les cel-lules tumorals sigui

elevada.
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CONCLUSIONS.

1. S’ha generat una vacuna polivalent composada per una barreja de linies tumorals de
melanoma al-logéniques inactivades a partir de:

1.1 L’establiment de les condicions per a [’obtencié i generacido de linies
cel-lulars estables. Aspecte que ha permes la caracteritzacid i seleccio de les
més adequades per a composar la vacuna

2. La vacunacié implica un augment de la resposta immunitaria contra els seus
components en un subgrup de pacients.

2.1 Hi ha un augment de la produccié de citocines (IFN-y, TNF-a, i de manera
més significativa de IL-10), en el grup de pacients que hi ha un control de
malaltia (estabilitzacid), o que presenten regressions de les lesions (no-
progressors), respecte al grup que no hi ha cap efecte clinic evidenciable
(progressors).

3. Hem pogut mesurar la supervivencia del grup de 42 pacients metastasics vacunats.

3.1 La supervivéncia promig del grup de pacients amb malaltia avaluable a
I’inici de la vacuna (n=23) és de 19.1 mesos, mentre que pel grup de
pacients sense preséncia de malaltia evident a I’inici de les vacunes (n=19)
és de 24,8 mesos.

4. Un 26 % dels pacients, amb la malaltia a I’inici de la vacunacio, han experimentat
respostes cliniques, de les que destaquen 3 remissions completes de la malaltia.

5. S’han establert les condicions per a I’obtencid i generacio de cél-lules dendritiques,
en condicions adequades per a la seva utilitzacio en la vacunaci6 de pacients.

5.1 Aquestes cel-lules dendritiques mantenen el seu fenotip 1 les seves
caracteristiques funcionals que les fan apropiades per intentar la generacio
d’una resposta immunitaria antitumoral adequada.

5.2 La incubacié de les cellules dendritiques amb una barreja de citocines,
indueix la maduraci6 funcional de les cel-lules, que determina la seva
capacitat immunoestimuladora in vitro.

5.3 Altres sistemes de maduracio de les cél-lules dendritiques, com amb una
incubaci6 curta amb LPS, simulen les condicions fisiologiques més
adequades per a la generacid d’una resposta immunitaria mediada per les

cel-lules dendritiques.
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5.3.1 Aquest sistema de maduracio pot simplificar la via d’inoculacid
de cel-lules. Ja que es poden injectar cél-lules dendritiques
immadures,  predeterminades a  madurar in  vitro,
intradérmicament.

5.4 La inoculacié de cél-lules dendritiques per la via intraganglionar €s un
procés segur, sense efectes secundaris associats. I que genera una activitat
antitumoral.

5.4.1 Clinicament es va observar una resposta parcial, amb reduccio
molt important de la massa tumoral, i diverses respostes mixtes.

5.4.2 Es detecta una resposta immunitaria contra el lisat al-logénic de
cel-lules tumorals, i també contra tumor autoleg.

Com a conclusions generals les vacunes amb cel-lules tumorals al-logéniques
completes inactivades, i les vacunes composades per cel-lules dendritiques
carregades amb un lisat de les vacunes polivalents:

No tenen cap efecte secundari associat.

Sén aplicables a un nombre elevat de pacients.

Han demostrat la seva capacitat d’induir una resposta antitumoral, i provocar

I’estimulacio del sistema immunitari.
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ANNEX.

En aquest apartat s’adjunten les publicacions realitzades durant el

desenvolupament d’aquesta tesi i1 dels resultats obtinguts.
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translation of tumor necrosis factor-o in superantigen-activated T cells. Int Immunol.
199; 11: 1479-1489.

R. Vilella, D. Benitez y T. Castel. Inmunoterapia en el melanoma. Métodos
terapéutico-diagndsticos de actualidad. Medicina Interna. 2000; 18: 381-396.

D. Benitez, P. Garcia-Ortega, C. Picado, J. Mila, J. Vives, J. Martinez and R.
Vilella. Specific immune response to Phleum pratense plant profilin in atopic patients
and control subjects. Allergol et Immunopathol. 2001; 29:9-15.
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