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RESUMEN

El linfoma folicular (LF) esta considerado como el
segundo tipo de linfoma no-Hodgkin mas comn, repre-
sentando mas del 20% del total de los linfomas. Es una
enfermedad de progresion lenta y curso indolente en
la que, a pesar de la buena respuesta al tratamiento,
las recaidas son muy frecuentes y cada vez es mas difi-
cil conseguir respuestas completas. Por ello, se puede
considerar que hasta el momento, el LF es incurable.
La basqueda continua de nuevas estrategias terapéu-
ticas en enfermedades neoplasicas, junto con un mejor
conocimiento del sistema inmunitario, ha llevado a
la aparicién de una nueva disciplina, conocida con el
nombre de inmunoterapia, que aprovecha la capacidad
del sistema inmunitario de atacar lo extrafno sin danar
lo propio. El LF es un tumor muy apropiado para este
tipo de tratamiento por presentar un antigeno especifi-
co de tumor: el idiotipo de la inmunoglobulina mono-
clonal expresada en la membrana de todas las células
tumorales. Se han realizado diversos estudios en los
que se ha probado la inmunoterapia como tratamiento
complementario al tratamiento convencional. Reciente-
mente, nuestro grupo ha publicado un estudio en el que
se observa claramente que los resultados que se obtie-
nen tras la vacunacioén idiotipica, cuando se consigue la
inmunizacion adecuada del paciente, son mejores que
los obtenidos con quimioterapia sola. En este sentido,
es necesario seguir investigando para aclarar si la vacu-
nacion idiotipica pudiera no s6lo mantener remisiones
completas duraderas en los pacientes vacunados, sino
incluso conseguir la curacién de los mismos. Por ello,
resulta interesante abordar un mejor planteamiento de
los ensayos clinicos, la mejora de la produccion de la
vacuna y el estudio de mecanismos de la célula tumoral
capaces de modificar la inmunoglobulina especifica del
tumor.

Palabras clave. Linfoma folicular. Inmunoterapia. Vacu-
na idiotipica. Glicosilacién. Splicing alternativo.
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ABSTRACT

Follicular lymphoma is the second most prevalent
non-Hodgkin lymphoma, representing 20% of all lym-
phomas. Follicular lymphoma is an indolent disease
with a slow progression in which, although exhibiting
a good response to treatment, relapse is very frequent
and complete remission is not easy to maintain. There-
fore, the disease is regarded as incurable. The search
for new therapeutic strategies, together with a better
understanding of the immune system, has led to the
emergence of a new treatment named immunotherapy.
Follicular lymphoma is a malignancy suitable for this
kind of treatment given the fact that it is characterized
by presenting a unique tumour-specific antigen: the
idiotype of the monoclonal immunoglobulin displayed
on the membrane of tumour cells. Several studies have
been conducted to test immunotherapy as complemen-
tary to conventional treatment. In a previous study by
our group, a clear benefit was evident is obtained after
idiotypic vaccination, when an adequate immunization
of the patient is obtained, in comparison to chemother-
apy alone. In this sense, analysis is needed of whether
idiotypic vaccination can produce not only long-lasting
and complete remission, but even cure. It would be of
great interest to consider an optimisation of the ex-
perimental design of clinical trials, an improvement
of vaccine production, and the study of the molecular
mechanisms of the tumour cell which modify the target
immunoglobulin.

Key words. Follicular lymphoma. Immunotherapy. Idio-
type vaccine. Glycosylation. Alternative splicing.
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INTRODUCCION

Los linfomas son un grupo muy hete-
rogéneo de neoplasias hematolégicas con
afectacién de tejido linfatico. En funcién
del tipo de célula afectada, se pueden clasi-
ficar en linfomas tipo T (linfocito T) y tipo
B (linfocito B). El tipo B es el méas frecuente
en los paises occidentales, distinguiéndo-
se dos grandes grupos: la enfermedad de
Hodgkin (LH) y los linfomas no-Hodgkin
(LNH).

El linfoma folicular (LF) es un tipo de
linfoma no-Hodgkin derivado de linfocitos
B (LB) maduros presentes en la zona cen-
trofolicular del ganglio linfatico. Las células
que constituyen este centro folicular y que,
por lo tanto, pueden estar afectadas, son
centrocitos y centroblastos. El grado de in-
filtracion de cada una de estas células se
utiliza para definir el grado histolégico de
la enfermedad.

Caracteristicas clinicas

El LF esta considerado como el segun-
do tipo de linfoma no-Hodgkin mas comun,
representando mas del 20% del total de
los linfomas. Tiene una mayor incidencia
en pacientes de edad media avanzada (60
anos). Es una enfermedad de progresion
lenta y curso indolente, por lo que se sue-
le diagnosticar ya en estadios avanzados,
siendo comin la afectacién de areas extra-
linfaticas!. Esta enfermedad suele respon-
der bien a los tratamientos convencionales
de quimioterapia, consiguiéndose en la
mayoria de los casos respuestas clinicas
completas (RC). Sin embargo, es un tumor
en el que, a pesar de la buena respuesta
al tratamiento, las recaidas son muy fre-
cuentes y cada vez es mas dificil conseguir
respuestas completas por lo que se puede
considerar que hasta el momento, el LF es
incurable?.

Caracteristicas morfologicas/
fenotipicas

El LF se caracteriza por un patrén de in-
filtracién nodular del centro germinal (CQG).
El CG es la estructura que se forma en los
o6rganos linfoides secundarios como conse-
cuencia de una expansién clonal de un LB
activado por un antigeno (Ag). Las células
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B del CG (centroblastos y centrocitos),
ademas de estar sometidas a una alta tasa
de replicacion, estan sujetas a cambios de
clase (isotipo) y a hipermutacién soméatica
en cuanto a su inmunoglobulina (Ig). Las
células de LF tienen el fenotipo caracteris-
tico de una célula del CG, con una prevalen-
cia variable de centrocitos o centroblastos
dependiendo de tumor.

Una caracteristica fenotipica del tumor
es la sobre-expresion del oncogén Bcl-2,
proteina que bloquea la entrada en apop-
tosis de la célula. La sobre-expresion de
este gen viene dada por la translocacién t
(14:18) (q32;q21), que implica un reordena-
miento entre los genes de los segmentos J,
de la cadena pesada de la Ig (cromosoma
14) y el gen Bcl-2 (cromosoma 18)**. Como
consecuencia de este reordenamiento, el
oncogén queda sometido al control del po-
tente promotor del locus de la Ig, causando
la sobre-expresién constitutiva del Bcl-2.
Por un lado, se cree que esta translocacion
tiene lugar durante el proceso del reorde-
namiento de los segmentos VDJ en las pri-
meras fases de la ontogenia de la célula B>,
por otro lado, trabajos recientes parecen
apoyar la teoria de que esta translocacién
ocurre durante el proceso de hipermuta-
cion somatica. En este proceso, se produ-
cen rupturas de la doble hélice de ADN a
nivel de las regiones variables (V) de la Ig
y, como consecuencia de estos cortes, la
maquinaria de reparacion de la célula pue-
de unir por error dos segmentos de ADN
equivocados®’. Ademaés, se ha descrito la
posibilidad de que se produzca hipermu-
tacion somatica en protoncogenes, con las
consecuentes rupturas en el ADN, hacien-
do posible el reordenamiento Ig-oncogen!’.
Teniendo en cuenta que los linfocitos T no
sufren hipermutacién somatica, esta teoria
explicaria la razén por la que son menos
frecuentes los linfomas T que los B, al me-
nos en los paises desarrollados. Hay evi-
dencias que indican que es necesaria, pero
no suficiente, la sobre-expresién de Bcl-2
para que se inicie el desarrollo del linfoma.
El modelo animal transgénico con sobre-
expresiéon de Bcl-2 presenta una hiperpla-
sia monoclonal no maligna de células B de
larga vida'l.

En los pacientes con LF el tumor puede
remitir completamente tras los tratamien-
tos estandar, sin embargo la recaida es

An. Sist. Sanit. Navar. 2009, Vol. 32, N° 1, enero-abril



VACUNA IDIOTIPICA EN EL TRATAMIENTO DEL LINFOMA FOLICULAR

frecuente. Esta recaida es debida a células
cancerosas residuales que persisten en
los pacientes y que no pueden ser detecta-
das por los métodos convencionales. Por
ello, se esta realizando un gran esfuerzo
con el fin de desarrollar técnicas lo sufi-
cientemente sensibles como para detectar
la presencia de estas células que dan lugar
a la denominada enfermedad minima resi-
dual (EMR)!2 La presencia de la transloca-
cion t (14;18) no posee valor pronodstico
por si misma pero hay estudios que han
demostrado que la localizacién del reor-
denamiento bcl-2-JH puede correlacionar-
se con el desarrollo de la enfermedad!3!*.
Estos reordenamientos pueden ser anali-
zados mediante técnicas de biologia mo-
lecular, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), para el diagnéstico de
la EMR. Esta técnica es sumamente sensi-
ble y tiene la capacidad de detectar una
célula tumoral entre un millén de células
normales. Por lo tanto, la detecciéon de
EMR mediante métodos de PCR parece no
sblo ser eficaz para proporcionar infor-
macién sobre la evolucién clinica del pa-
ciente sino también una herramienta util
para monitorizar la respuesta del paciente
a la terapia aplicada. Si estas técnicas son
capaces de identificar aquellos pacientes
con riesgo de recaida, el objetivo de la
terapia aplicada podria ser una “remisiéon
molecular completa” de la enfermedad y
el fin del tratamiento podria ser determi-
nado por PCR. Ademas, si la deteccién de
EMR se establece como marcador de re-
caida estos ensayos podrian ser utilizados
para evaluar rapidamente el tratamiento
mas adecuado para el control del cancer.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que
existen pacientes que pueden presentar
EMR detectable por PCR y no sufrir epi-
sodios de recaida. Por lo tanto, es impor-
tante desarrollar métodos que puedan de-
terminar cuantitativamente los niveles de
EMR maéas que, simplemente, su presencia
o ausencia, para establecer rangos asocia-
dos a enfermedad. Para ello se esta utili-
zando la técnica de PCR a tiempo real que
es capaz de cuantificar con exactitud el
namero de copias de un marcador tumo-
ral determinado a partir de una muestra
sanguinea del paciente'.

Entre otros marcadores que definen el
fenotipo del LF, hay que tener en cuenta la
metaloendopeptidasa de membrana, ca-
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racteristica de las células de CG y conoci-
da también como CD10 6 antigeno CALLA.
Ademas, se expresan otras moléculas ca-
racteristicas de LB maduros, como CD20,
CD22, e Ig de membrana (especifica del
clon) con alta intensidad.

Tratamiento convencional

El tratamiento estandar para pacientes
en estadio relativamente localizado (esta-
dio I/I) puede ser la radioterapia; en estos
casos se consigue una ratio de superviven-
cia global a los 10 afos de 64-80%'¢. En es-
tadios avanzados, es preferible utilizar dis-
tintas pautas de quimioterapia. Los trata-
mientos quimioterapicos mas estandariza-
dos son: la combinacién de ciclofosfamida,
vincristina y prednisona (CVP), y la misma
combinacién con doxorubicina (CHOP) o
con mitoxantrone en lugar de doxorubi-
cina (CNOP). Otra alternativa valida son
los regimenes que contienen fludarabina.
Generalmente, los linfomas indolentes son
bastante sensibles a la quimioterapia, con-
siguiéndose RC en un 37-81%'"'°. Sin embar-
go, larecaida es practicamente inevitable y
el periodo de tiempo esperado libre de en-
fermedad hasta la recaida va de 15 meses
a 3,6 anos®, con progresiva disminucion
en el tiempo de respuesta seglin aumenta
el namero de recidivas. En pacientes con
recaidas prematuras, el transplante aut6-
logo de progenitores hematopoyéticos es,
en muchos casos, el tratamiento de elec-
cién?,

El uso de anticuerpos (Acs) monoclo-
nales dirigidos contra moléculas de mem-
brana de las células tumorales (Rituximab,
anti-CD20; Epratuzumab, anti-CD22; Alem-
tuzumab, anti-CD52; Galiximab, anti-CD80),
y el uso combinado de la radioinmunote-
rapia con Acs, se han incorporado en la
mayoria de los tratamientos del LF*?>24, En
efecto, hoy en dia la combinaci6n de Rituxi-
mab y poliquimioterapia es el tratamiento
estandar para los nuevos casos de LF que
necesiten terapia’.

Inmunoterapia

La busqueda continua de nuevas es-
trategias terapéuticas en enfermedades
neoplésicas, junto con un mejor conoci-
miento del sistema inmunitario y de su im-
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plicaciéon en el control de ciertos tumores
ha llevado a la apariciéon de una nueva dis-
ciplina, conocida con el nombre de inmu-
noterapia. Se puede distinguir entre inmu-
noterapia pasiva, adoptiva y activa®.

La inmunoterapia pasiva consiste en
la transferencia de efectores del sistema
inmunolégico. Hay dos tipos de inmunote-
rapia pasiva, segln se transfieran Acs o cé-
lulas del sistema inmunolégico activadas.
La inmunoterapia pasiva con Acs mono-
clonales dirigidos contra Ags presentes en
la célula tumoral es la variante mas acep-
tada y empleada en muchos tratamientos
oncologicos. De hecho, el Ac monoclonal
rituximab (utilizando como diana la molé-
cula de membrana CD20 de LB) es hoy en
dia un tratamiento de eleccion en pacien-
tes con LF. Con el fin de potenciar este tipo
de tratamiento, se han propuesto muchas
variantes con Acs modificados (conjugan-
dolos con moléculas téxicas, radiois6topos
y farmacos). El otro tipo de inmunoterapia
pasiva es aquella en la que se transfieren
células activadas (células TIL, células LAK,
etc.) y también recibe el nombre de inmu-
noterapia adoptiva.

La inmunoterapia activa, sin embargo,
pretende que sea el sistema inmune del pa-
ciente el que cree la respuesta inmune in
vivo. A su vez la inmunoterapia activa pue-
de ser especifica (si va dirigida contra un
antigeno concreto) o inespecifica si activa
el sistema inmune de forma general (por
ejemplo el uso de citoquinas).

En el tratamiento de las enfermedades
neopléasicas, la inmunoterapia activa espe-
cifica busca la activacioén del sistema inmu-
nolégico del paciente contra un Ag especi-
fico del tumor. En principio, el fundamento
no difiere mucho de una vacuna convencio-
nal. En ambos casos, se busca activar el sis-
tema inmunolégico frente a un Ag presente
en la célula diana que se quiere eliminar. El
principal problema de la inmunoterapia ac-
tiva contra el cancer es la ausencia de Ags
con gran potencial inmunogénico. La célula
tumoral tiene un origen propio y el sistema
inmunolégico lo identificara como tal. Esto,
unido al hecho de que el tumor desarrolla
mecanismos para escapar de la accion del
sistema inmune, hace que sea muy dificil
que se consiga una respuesta inmunologi-
ca eficaz contra el tumor de forma natural.
Los avances en la identificacién de los Ags
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expresados en las células tumorales, pro-
yecto denominado cancer immunome, han
hecho posible el desarrollo de inmunote-
rapias dirigidas especificamente contra di-
chos Ags®. En este sentido, es importante
distinguir entre Ags asociados a tumores
(AATs), que se localizan en células tumo-
rales y también en algunas células norma-
les, y Ags especificos de tumor (AETs), que
estan solo en las células tumorales. Estos
AETs son obviamente la diana de eleccién
para las estrategias de inmunoterapia dise-
nadas para destruir las células tumorales
sin dafar células normales.

Actualmente, podemos decir que la Ig
sintetizada y expresada en células B tumo-
rales es uno de los mejores AETs descritos.
En el caso del LF, la célula maligna, como
cualquier otra célula B del sistema inmuno-
l6gico, ha sufrido reordenamientos a nivel
de las regiones variables de las cadenas pe-
sadas y ligeras generandose un nuevo idio-
tipo (Id). Los determinantes antigénicos
generados como consecuencia de estos re-
ordenamientos hacen que cada Ig sea tinica
y especifica de cada clon B. Por lo tanto, el
Id se puede considerar un Ag especifico de
tumor idéneo como diana para la inmuno-
terapia activa?®.

VACUNACION IDIOTIPICA

El LF es un tumor muy apropiado para
este tipo de tratamiento por presentar un
AET (Ig monoclonal) en la membrana de to-
das las células tumorales®. Este AET repre-
senta, a la vez, un antigeno que ha fallado
en la estimulacion del sistema inmunitario
del paciente para activarlo contra el clon
tumoral que lo lleva. Si se consigue aislar
este Id y transformarlo en un inmunégeno
potente, puede ser empleado para inducir
una respuesta inmune especifica que sea
capaz de eliminar las células tumorales.
Por tanto, la estrategia de inmunoterapia
activa con vacunas idiotipicas tiene dos
pasos: purificar el idiotipo tumoral y des-
pués transformarlo en un inmunégeno po-
tente?®.

Desde que comenzd la investigacién
sobre vacunas idiotipicas, el LF se ha
mostrado como una patologia idonea
para estas estrategias de inmunoterapia
activa. En el LF la Ig que contiene el Id
debe ser aislada desde el clon tumoral.
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Los primeros esfuerzos para explotar
en una situacién preclinica el Id tumor-
especifico como antigeno diana fueron
llevados a cabo en 1975 en mieloma mil-
tiple?® y en 1982 en LF*. En 1992, Kwak y
col fueron los primeros en demostrar que
la vacuna idiotipica era capaz de inducir
una respuesta inmune especifica frente al
Id en siete de nueve pacientes con LF en
situacion de RC, o con evidencia de en-
fermedad persistente después de quimio-
terapia®. En este trabajo, la eficacia de la
vacuna idiotipica fue demostrada s6lo en
términos de respuesta humoral. En cual-
quier caso, proporcion6 la primera prue-
ba formal de que los pacientes podian ser
inmunizados contra un antigeno derivado
de su propio tumor. Unos afios més tarde,
el mismo grupo tras ampliar el nimero de
pacientes incluidos en el estudio piloto
mencionado, inform6 del seguimiento a
largo plazo de 41 pacientes tratados con
la misma formulacién de vacuna idiotipi-
ca®. Los resultados sugirieron que la va-
cuna idiotipica podria tener un impacto
real en la evolucién de la mayoria de los
pacientes que experimentan algin tipo de
respuesta inmune especifica frente al Id
tumoral. Con el fin de determinar cual era
la mejor formulacién del adyuvante a em-
plear, este grupo estableci6 tres grupos de
pacientes: los 9 primeros, procedentes del
estudio piloto previo, recibieron adyuvan-
te incompleto (SAF-1 compuesto por plu-
ronico L-121, squalano y tween 80 en PBS),
otros 9 recibieron un adyuvante completo
(SAF-1 y treonil-muramil-dipéptido), y por
dltimo, los 23 pacientes restantes reci-
bieron adyuvante completo a la maxima
dosis tolerada. Finalmente, dado que no
se demostraron diferencias en cuanto a
respuesta inmune entre el grupo de adyu-
vante incompleto y el de adyuvante com-
pleto, los resultados fueron analizados de
manera conjunta. Como se esperaba, en
los 41 pacientes vacunados se indujo una
respuesta inmune especifica frente a KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin). Cabe desta-
car que 20 de ellos también mostraron una
respuesta inmune humoral o celular en
términos de proliferacién especifica frente
al Id. Desde un punto de vista clinico, en la
mayoria de los pacientes que habian sido
inmunizados en RC y que desarrollaron
una respuesta inmune tumor-especifica,
se obtuvieron largas supervivencias libres
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de enfermedad. No fue asi en la mayoria
de los que fallaron en el desarrollo de una
respuesta especifica contra el idiotipo,
aunque también hubieran sido vacunados
en RC. Ademas, los pocos casos de regre-
siones tumorales registradas en pacientes
que tenian evidencia de enfermedad en el
momento de la inmunizacién parecian de-
pender de la induccién por la vacuna de
una respuesta inmune especifica frente al
Id. En los pacientes vacunados en primera
RC, la comparacion de los resultados de
los mismos que responden inmunolbgica-
mente con los que no responden demues-
tra diferencias estadisticamente significa-
tivas entre ambos en términos de supervi-
vencia global y tiempo libre de progresion.
En los pacientes vacunados con enferme-
dad evidente, también se demostraron di-
ferencias significativas en cuanto al tiem-
po libre de progresiéon. Globalmente estos
resultados sugieren que las estrategias de
inmunoterapia basadas en la vacunacion
idiotipica para el LF pueden resultar mas
beneficiosas para los pacientes que la re-
ciben en RC. Sin embargo, al no haberse
podido descartar que los pacientes que
no respondian a la vacuna fueran también
los que presentaban mayor carga de en-
fermedad activa o residual, estos datos no
sirvieron como prueba de eficacia clinica.

AaGn mas llamativos fueron los resulta-
dos de un estudio publicado por Bendandi
y col en 25 pacientes afectos de LF y va-
cunados con idiotipo conjugado con KLH
y GM-CSF (granulocyte-monocyte colony-sti-
mulating factor) en primera RC™. Es notable
que con un seguimiento de aproximada-
mente 3-6 afos, 19 de 22 pacientes inmu-
nizados mantenian su primera RC. Las res-
puestas inmune celular y humoral induci-
das por la vacuna fueron documentadas in
vitro en 19/22 y en 16/22 pacientes respec-
tivamente. Ademas, todas estas respuestas
fueron especificas frente al tumor y al Id.
Sin embargo, el hallazgo més notable de
este estudio es la demostracion formal, en
9 de 12 pacientes evaluables, de remisiones
moleculares duraderas inducidas por la va-
cuna, determinadas por la monitorizacién
de la t (14;18) y el reordenamiento bcl-2
mediante PCR. Lo que se traduce en que
células tumorales que habian resistido a
la quimioterapia fueron finalmente destrui-
das por el sistema inmune activado tras la
vacunacion idiotipica.
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En nuestro pais, el grupo de la Clinica
Puerta de Hierro public6 hace unos afios
los resultados de 9 pacientes afectos de LF
tratados con la vacuna idiotipica. Los seis
primeros incluidos fueron tratados con
SAF-1 como adyuvante, mientras que los
tres posteriores recibieron GM-CSF. Todos
los pacientes completaron el calendario
vacunal, y la toxicidad consistié fundamen-
talmente en reacciones localizadas en el si-
tio de inyeccién. Ninguno de los pacientes
experimentd progresion de la enfermedad
durante un periodo de seguimiento de 40
meses y en dos de ellos se llegaron a obser-
var incluso regresiones tumorales. En 8/9
pacientes fue posible hallar una respuesta
humoral Id-especifica, y nuevamente en 3/5
llegaron a desaparecer las células portado-
ras del gen bcl-2 reordenado, determinado
por PCR%,

El grupo de Levy en Stanford public6
un andlisis retrospectivo de 136 pacientes
vacunados, en los que se demuestra que
aquellos pacientes en los que se inducen
respuestas humorales Id-especificas pre-
sentan supervivencias libres de recaida
mas largas que aquellos que no responden
inmunolégicamente; sin embargo, también
han observado supervivencia prolongada
entre los que no responden inmunologi-
camente®, por lo que parecen necesarios
mas estudios para poder extraer conclusio-
nes definitivas.

Actualmente, nuestro grupo es pionero
en Europa en la aplicacion de la vacunacion
idiotipica a pacientes con neoplasias hema-
tologicas de estirpe B. En este sentido, se
inici6 hace aproximadamente siete afos
un protocolo asistencial de vacunacién
idiotipica en pacientes con LF en primera
recaida. El disefio del estudio estaba enca-
minado a intentar demostrar si la vacuna-
cion idiotipica cambiaba de alguna manera
la historia natural del LF, y estaba basado
en dos hechos ya conocidos:

1. La segunda respuesta completa tras
quimioterapia tipo CHOP tiene una
duracién media de 13 meses®.

2. La segunda respuesta completa tras
la quimioterapia tipo CHOP suele ser
mas breve que la primera respuesta
completa. Asi, con un calendario va-
cunal lo suficientemente prolongado
(10 vacunas a lo largo de aproxima-
damente 24-30 meses), si la vacuna
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no funciona, al menos un 50% de los
pacientes deberian recaer a pesar de
responder inmunolégicamente, y se
comprobaria si la vacuna es capaz o
no de proporcionar beneficio clinico.

Los primeros resultados de este estudio
se publicaron en 2006%. Se analizaron 25
pacientes procedentes de centros hospita-
larios de toda Espaiia, y al observar los re-
sultados clinicos y de respuesta inmune de
los pacientes vacunados, se pudo afirmar
que dicha metodologia consigue beneficio
clinico en una enfermedad de evolucién
lenta pero que, con los tratamientos habi-
tuales de quimioterapia, sigue siendo incu-
rable. Es decir, la vacunacioén idiotipica de
estos pacientes consiguié cambiar la his-
toria natural del LF en aquellos pacientes
que respondieron a la misma. En concre-
to, 25 pacientes incluidos ya finalizaron el
calendario vacunal establecido, habiendo
podido demostrar que todos aquellos pa-
cientes que responden inmunolégicamen-
te a la vacuna (20/25) tienen una segunda
remision completa de duracion superior a
la esperable con quimioterapia sola. Ade-
mas, en aquellos pacientes con suficiente
seguimiento, la duracién de esta segunda
remision completa supera ya a la de la
primera remision. En nuestra serie, Gni-
camente cinco pacientes no desarrollaron
respuesta inmune alguna frente a la vacu-
na, comportandose en su evolucién clinica
como un linfoma folicular “clasico” al que
no se hubiera vacunado, ya que recayeron
durante la vacunacién, y la duracién de
esta segunda remisién fue, como se espera
en un LF, inferior a la de su primera remi-
sion. Se trata de la primera demostracién a
nivel mundial de beneficio clinico asocia-
do al uso de una vacuna contra el cancer
en humanos®.

En la figura 1 se detalla la curva de su-
pervivencia libre de recaida de todos los
pacientes vacunados, comparandola con
la curva que siguieron en su primera re-
mision completa. Se observa claramente
que los resultados que se obtienen tras la
vacunacion idiotipica, cuando se consigue
la efectiva inmunizacién del paciente, son
mejores que los obtenidos con quimiotera-
pia sola. Estos resultados animan a conti-
nuar por este camino, intentando llegar a
la posible curacion de una proporcién im-
portante de pacientes con LF.
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Figura 1. Supervivencia libre de recaida de una serie de pacientes vacu-
nados, comparandola con la curva que siguieron en su primera remision

completa.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Es necesario seguir investigando para
aclarar si la vacunacion idiotipica pudiera
conseguir no solo remisiones completas
duraderas de los pacientes vacunados, sino
la curacion de los mismos. En este sentido,
nuestro grupo ha disefiado un nuevo ensa-
yo clinico que permita analizar la supervi-
vencia libre de recaida de pacientes con LF
de peor prondstico en primera recaida, que
han recibido un esquema de tratamiento
encaminado a lograr la mejor remisién po-
sible (R-ICE+Zavalin+Transplante autélogo
de progenitores hematopoyéticos), y que
a continuacién reciben de forma duradera
miultiples vacunas idiotipicas para intentar
mantener la remision inducida, hasta llegar
incluso a una posible curacidn.

La produccién de la proteina soluble
para la vacuna idiotipica se ha basado du-
rante mucho tiempo en técnicas de fusién
celular y generacion de hibridomas, que
permite la generacion in vitro de la inmuno-
globulina que contiene el Id tumor especi-
fico. El Id purificado se transforma en algo
méas inmunogénico que lo que tipicamente
esta en su forma natural, conjugandolo con
KLH, un transportador altamente inmu-
nogénico. La asociacién de un adyuvante
inmunolégico con la vacuna idiotipica (Id-
KLH) en forma de proteina soluble también
ha mostrado ser potencialmente decisivo.
Hasta la fecha, el factor estimulante de co-
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lonias granulomonociticas (GM-CSF) parece
ser posiblemente el mejor de los adyuvan-
tes testados tanto en ensayos en animales
como en humanos, probablemente debido
a su capacidad in vivo para reclutar célu-
las dendriticas al lugar de la inyeccién de
la vacuna. También se estan probando nue-
vos adyuvantes que podrian mejorar dicha
formulaciéon. No obstante, el intento de
produccion de vacunas idiotipicas median-
te la técnica de fusién celular es dificil en
otras neoplasias de estirpe B¥. Por lo tanto,
es necesario buscar nuevas estrategias de
produccién con la finalidad de que otras pa-
tologias puedan beneficiarse del tratamien-
to con la vacuna idiotipica. Una alternativa
es la produccion de Acs mediante técnicas
de ingenieria genética. Asi, con ayuda de las
técnicas de ADN recombinante, podemos
aislar un fragmento de ADN del genoma
completo y mantenerlo en un sistema arti-
ficial (vector) con unas caracteristicas con-
cretas. Este vector se introduciria en una
célula huésped, que presente la maquinaria
enzimatica necesaria para sintetizar correc-
tamente la proteina recombinante con las
modificaciones postraduccionales apro-
piadas. De este modo podriamos intentar
conseguir la produccién de idiotipos para
aplicar la vacuna idiotipica en otras patolo-
gias en las que la técnica de fusion celular
no logra tener éxito.

Por otra parte, es importante continuar
profundizando en el conocimiento béasico
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de la proteina que se purifica para la vacu-
nacién. Ante una imagen de un gel bidimen-
sional (Fig. 2) de la Ig producida mediante la
técnica de hibridomas observamos muchos
spots ademas de los dos esperados corres-
pondientes a la cadena pesada y a la cade-
na ligera de la Ig. Los spots de igual masa y
distinto punto isoeléctrico son justificados
por las modificaciones postraduccionales
debidas a la glicosilacion de la proteina y los
spots con pérdida de masa corresponden a
la cadena pesada de la Ig que ha sufrido spli-

cing alternativo perdiendo diferentes domi-
nios de su estructura (confirmado mediante
anélisis de prote6mica (MALDI-TOF) de los
spots diferenciales identificados en los geles
bidimensionales y secuenciaciéon del ARNm
de los hibridomas productores de dichas
proteinas). Por todo esto, consideramos de
gran interés profundizar en el estudio sobre
las modificaciones postraduccionales que
sufre la inmunoglobulina como el splicing
an6émalo que pueda generar proteinas con
ausencia de fragmentos estructurales.

Punto isoeléctrico

Masa

¥

IgM/k

Figura 2. Analisis proteémico de un gel bidimensional de la Ig purificada
para la vacunacién idiotipica mediante la técnica de hibridomas. Con la
flecha se senalan spots de menor peso molecular que corresponden a
cadenas pesadas de la Ig que han perdido un dominio de la region cons-

tante tras sufrir splicing alternativo.

Modificaciones post-traduccionales

Los Acs son glucoproteinas, sintetiza-
das por los LB, que tienen la propiedad de
unirse de forma especifica a otras molécu-
las que reciben el nombre Ags. Estos domi-
nios muestran una amplia heterogeneidad,
debida a la diversidad de las regiones V. Es-
tas regiones forman el sitio de unién al Ag
y determinan la especificidad antigénica de
cada una de las Igs.

El repertorio de moléculas de Ac que
puede presentar un individuo es del orden
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de 10°-10", todas ellas distintas y generadas
como consecuencia de los reordenamientos
de los segmentos génicos VDJ de la cadena
pesada y VJ de la cadena ligera, y potencia-
do por el proceso de hipermutacién soma-
tica que tiene lugar ya en LB activados. Los
tramos de las regiones V que muestran una
mayor diversidad (hipervariables) se deno-
minan regiones determinantes de comple-
mentariedad (CDR 1, 2 y 3). Estas regiones
se encuentran delimitadas por zonas mas
conservadas, regiones framework (FW 1, 2,
3y 4), que favorecen el plegamiento correc-
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to del dominio V. Debido a la gran variabili-
dad de las regiones CDR2 como CDR3, la se-
cuencia de la inmunoglobulina tumoral es
especifica de tumor. Esta secuencia puede
ser utilizada como “huella molecular” de las
células tumorales de un paciente.

En una Ig intacta, las tres regiones mas
variables de la cadena ligera y de la cadena
pesada se pliegan conjuntamente para dar
lugar a la superficie de uni6én al Ag. Cada
una de estas CDR forma un lazo, que sobre-
sale por encima del dominio de Ig para fa-
vorecer la interacciéon con el Ag. Las regio-
nes CDR son las zonas que participan mas
directamente en esta interaccion, sin em-
bargo, existen datos que sugieren que las
regiones de los FWs contiguas a los CDRs
también participan en la unién al Ag3#%,

Hay muchos factores que determinan la
estructura terciaria de los idiotopos. En pri-
mer lugar, y como es obvio, una variacién
en la secuencia de aminoacidos (aa) de los
CDRs puede repercutir profundamente en la
afinidad y especificidad del Ac. El CDR3 de
la region variable de la cadena pesada varia
mucho en el tamafio y en la composicién de
su secuencia, siendo el elemento principal
de identificacién de un Ac. Los aa colin-
dantes a los CDRs, como se ha comentado
anteriormente, repercuten de forma direc-

ta e indirecta en la estructura de la region
implicada en la unién al antigeno. También
se ha descrito la influencia de modifica-
ciones postraduccionales en la estructura
de los lazos que conforman los CDR: se ha
observado que glicosilaciones a nivel del V
cambian la orientacién del lazo, alterando
drasticamente la afinidad del Ac*“!. Debido
alas hipermutaciones sométicas sufridas en
las células de LF se generan motivos suscep-
tibles de ser glicosilados*. Estos motivos
de N-glicosilaciéon corresponden a los ami-
noacidos Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier
aminodcido excepto Pro, Asp o Glu. Pocas
veces encontramos estos motivos genera-
dos de forma natural en la secuencia germi-
nal. Tras la hipermutacién somaética sufrida
por las células B es habitual observar en la
secuencia de la inmunoglobulina sitios de
potencial N-glicosilacion principalmente
localizados en los primeros aminoacidos
de las regiones CDR2 y CDR3. Esto es una
caracteristica observada en los tumores
de LF (Tabla 1)*. Nuestro grupo, en cola-
boracién con el grupo de Stevenson en UK,
ha realizado estudios en los que se valora
la posibilidad de que la glicosilacion de la
inmunoglobulina pueda afectar, positiva o
negativamente, a la inmunogenicidad de la
inmunoglobulina*.

Tabla 1. Secuencias correspondientes a parte de las regiones variables de 24 pacientes de LF. Las se-
cuencias han sido ordenadas por isotipos. Tras limitar los aminoacidos correspondientes a las regiones
CDR2 y CDR3 se observan (en recuadros) los sitios de N-glicosilacién generados por hipermutacion so-
matica. Estos motivos estan localizados, generalmente, en el inicio de las dos regiones hipervariables.

UPN

Isotipo

FR2

CDR2

FR3

CDR3

4
67890123456789

5 6
C12abc3456789012345

g 8 9
678901234567€9012ahc345678901234

LF1
LE3
LF5
LF6

LF13
LF15
LF19
LF23

IgM
LgM
IgM
IgM
IgM
IgM
IgM
IgM
IgM

WIRQASGKGLE!
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EIN---YSIGRTNYNESFKS
VIRG-—GGGNKY YADSVKG
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——SSSAIMYADSVEG
KL PGETIDYARPVKG

RYVITYVDISRNHVSLTLTSVTAADTATYYCAR
RYTLSVRTERNOES L INSVITALTAVY YCAR
RETVSRDNFKNTLY LQMNSLRVEDTAVY YCGK
RYTISLDMSKKQISLKLSSVTAEDTAVY YCAN
RYVTISEDTSKNQFSLELRSVTAADTATYYCAR
RFTISRDNSKNSLYLQMVSLRAEDTVVYYCAR
RETTSRDNFKNTLYLOMDSLRAEDTAVYYCRK
RETI SRDNAKNSLYMOMNALRVEDTAVY FCAR
RFTISRDDSKDTLY LQMNSLKIEDTAFYYCTP

QINTGEDY
SSHRDZLLRRNEDL
DLGDGYETFDE
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GSYYSSSWSVSRVAWEDS
HKLDEW

DSHGDSPEDL
Y SDSYRGWHS
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LFz 19G WLLOSPGKGLEWYS S INGSNTS|SY THYAESVKG
LF¢ I9G WVROAPGQGLEWMG WINT--NSGHTKYVOKFQG
LF& I9G WYRQMPGKGLEWMG IIYR--DDSDTRYSESFQG
LF9 I9G WYRQAPGKGLVWVS DGSNTNYAESVOG
LF10 I9G FVLQRPGRSLEWVA RIgv--NsaNIGYVDSVKG
LF11 IaG WVLOAPGKSLEWVG RIGDKGDSHTTEY SKFLKG
LF12 IgG WVRQAPGKGLEWVA pIso-—oerooycvesvie
LK14 1gG WVRQAPGKGLEWVA S18D-—"GRATY YADSLKG
LF16 I9G WIRQAPGKGLEWLS CISG--SGHY' SVRG
LF17 196 WYRQAPGKGLEWI S [ -—SGDSVYYVESVKG
LF18 I9G WVRQAPGKGLEWVA NIKH--DGREKY HVDSVKG
LF20 I9G WILQASGKGLEWIG EIS--—PGGGTRYSPSLKS
LF21 196 WVROAPGKGLEWVS SITG--SGDIAYYVHSVRG
LF24 196 WYRQAPGKSLEWVA VISD--DGHNTSICGLSVEG
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RFT1SRDNARNS LFLOMNS LSTEDTAVY YCVR
RYTMTTDTSTSTVYMEVRSLRSDDTAVY FCAR
QUTMSTDKSTNTTY LOWSSLEASTCTATYYCAS
RETISRDNAKNTLYMOMNSLRVEDTAVYYCTR
RFTISRDNAKKSLY LOMNSLRVEDTALY YCAKD
AFTTSRDDSKESLFLOMNSLKIEDTALYYCVR
RFTTSRDNAKNSLFLOMNSLRVEDTAVY YCAR
RETLSKDNSMNMLY LOMDS LRADDTALY YCVR
RFTTSRDNAKNSLYLQMY SLRVEDTATYFCAR
RFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTALY YCAT
RFTTSRDNAKNSLY LOMNSLRAEDTAVY CCAT
RYIISVESSKNQFSLKVRSVTAADTAVYYCAR
RFTTSRDNFKNTLY LOMSSLROEDTAVY YCAK
RLTVSRDNVRDTLYLQMNSLRRDDTGLY YCAK
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CGGTTLTAAREEY
NISGIAGEMDY

S5 CLENMFKGSGSY YNMDV
NSSGDPRY SYYYAMD
AKNRQSFFRNGS|IDY
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No obstante, la variacion intraclonal de
un tumor puede afectar al idiotipo en formas
distintas a la glicosilacion, siendo una de las
principales variaciones la originada por la
mutacion somatica de las regiones CDR*.

Splicing alternativo

Se sabe que las células tumorales po-
seen una gran inestabilidad gendmica, lo
que les confiere la enorme plasticidad que
les caracteriza®® y que uno de los muchos
factores que contribuye a esta inestabili-
dad genomica es la desregulacion del pro-
ceso de splicing (corte y empalme)*",

La mutacion en los puntos de splicing de
los intrones es normalmente una causa de
escape del ex6n durante el procesamiento
del pre-ARNm, dando lugar a una proteina
truncada que pierde su funcién original. No
todas las alteraciones en el splicing son de-
bidas a mutaciones. En los Gltimos afios se
han descrito alteraciones en splicing alter-
nativo especificas de células tumorales, sin
detectarse ninguna mutacion en el gen afec-
tado, que esta asociado a una alteraciéon en
elementos trans (factores reguladores del
splicing que pueden aumentar o disminuir
en las células tumorales). También puede
variar la localizacién y la actividad de estos
factores, favoreciéndose ciertas isoformas
producidas por splicing alternativo®.

De forma similar, muchos péptidos deri-
vados de un splicing aberrante pueden utili-
zarse como potenciales Ags especificos de
tumor. Estos péptidos se pueden producir
por la activacién de exones cripticos que
no se expresan en células normales. Esto
conlleva un cambio en la pauta de lectura
de la proteina nativa, por adicién o pérdida
de algunos nucleétidos. La inclusion o el
escape de un ex6n, aunque no produzca un
cambio en la pauta de lectura, es capaz de
generar un nuevo péptido en la regiéon de
fusién de los dos exones. Todas estas alte-
raciones darian lugar a un potencial Ag es-
pecifico de tumor. De hecho, se han detec-
tado respuestas inmunolégicas especificas
contra algunos determinantes antigénicos
derivados de proteinas con splicing anéma-
lo en pacientes con cancer*-.

Visto que el futuro de la vacuna idiotipi-
ca parece prometedor, y que la Ig tumoral
pueda no ser tan similar entre las distintas
células tumorales del paciente como en un
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principio se pudiera pensar®, nos parece
interesante el estudio a nivel molecular del
splicing alternativo que pueda sufrir la mis-
ma. De este modo ampliariamos nuestro co-
nocimiento sobre posibles caracteristicas
que puedan repercutir en la antigenicidad
de las Ig. Por otra parte, teniendo en cuenta
que hay casos en los que la purificacion del
idiotipo producido por hibridomas resulta
imposible, nos parece interesante valorar la
posibilidad de que la Ig sufra splicing alter-
nativo en la region constante. Esto podria
justificar la imposibilidad de purificar cier-
tos idiotipos por la pérdida del fragmento
de la region constante de la Ig en el que nos
estamos apoyando para su purificacion. En
estos casos habria que probar otros méto-
dos de purificacion del idiotipo. De ser asi,
el estudio permitiria extender la vacuna
idiotipica tanto a pacientes con LF que, has-
ta la fecha no han podido beneficiarse de la
vacuna como a otras neoplasias B en las que
hasta ahora no ha sido posible aplicar esta
estrategia terapéutica.

CONCLUSION

La vacuna idiotipica supone un benefi-
cio clinico para los pacientes que sufren LF.
No obstante, la metodologia tradicional de
producciéon de idiotipo no consigue tener
éxito en el 100% de los casos de LF y no lo-
gra su objetivo en otras patologias. En este
sentido, resulta de gran interés continuar
la investigacién en este campo buscando
la posibilidad de producir la proteina de
forma recombinante asi como profundizar
en el conocimiento de mecanismos postra-
duccionales y moleculares que modifican la
estructura del antigeno tumoral. También
es importante la investigacién para mejo-
rar la formulacién de la vacuna idiotipica.
De este modo podriamos ampliar tanto el
nimero de pacientes de LF como tipos de
patologias que pudieran beneficiarse de
este tratamiento de inmunoterapia.
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