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RESUMEN

Desde comienzos del siglo XX, los cientificos han
intentado aprovechar las actividades naturales del sis-
tema inmunolégico para curar el cancer. Sin embargo,
las inmunoterapias no han dado el resultado clinico
que podria haberse esperado. De hecho, lo tratamien-
tos anti-neoplasicos clasicos como la cirugia, la radio-
terapia y la quimioterapia siguen consistiendo en la
primera linea de tratamiento. Aun asi, existe un gran
namero de evidencias experimentales sobre la inmu-
nogenicidad de las células cancerosas. Sin embargo, la
activacion efectiva de las respuestas T anti-cancerosas
depende estrechamente de la presentacion eficiente de
antigenos tumorales por parte de células presentado-
ras de antigeno profesionales, como las células dendri-
ticas (dendritic cells, DC). Aunque se han desarrollado
un gran nimero de estrategias para reforzar las funcio-
nes de presentacion de antigeno de las DC, la inmuno-
terapia como tratamiento anti-neoplasico todavia no
es tan efectiva como esperariamos de acuerdo con los
resultados obtenidos en modelos preclinicos durante
las dltimas décadas. En este trabajo no pretendemos
revisar exhaustivamente la inmunoterapia con DC, un
campo ampliamente extenso y tratado en otras revi-
siones especializadas. Aqui se exponen la experiencias
que nuestro grupo ha llevado a cabo durante la tltima
década modificando genéticamente a las DC para mejo-
rar su eficacia anti-tumoral.
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ABSTRACT

Since the beginning of the 20th century, biomedi-
cal scientists have tried to take advantage of the natu-
ral anti-cancer activities of the immune system. How-
ever, all the scientific and medical efforts dedicated to
this have not resulted in the expected success. In fact,
classical antineoplastic treatments such as surgery,
radio and chemotherapy are still first line treatments.
Even so, there is a quantity of experimental evidence
demonstrating that cancer cells are immunogenic.
However, the effective activation of anti-cancer T cell
responses closely depends on an efficient antigen
presentation carried out by professional antigen pre-
senting cells such as DC. Although there are a number
of strategies to strengthen antigen presentation by
DC, anti-cancer immunotherapy is not as effective as
we would expect according to preclinical data accu-
mulated in recent decades. We do not aim to make an
exhaustive review of DC immunotherapy here, which
is an extensive research subject already dealt with in
many specialised reviews. Instead, we present the ex-
perimental approaches undertaken by our group over
the last decade, by modifying DC to improve their an-
ti-tumour capacities.
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INTRODUCCION

La idea de que el sistema inmunitario
tiene capacidades anti-cancerosas no es
nueva. Paul Ehrlich al comienzo del si-
glo XX propuso su teoria de vigilancia in-
munolégica también para el cancer. Segin
Ehrlich, las células tumorales aparecian
espontaneamente en el organismo y el sis-
tema inmunitario las eliminaba. De hecho,
parece ser que la eficacia de los tratamien-
tos clasicos también recae en gran medida
en la activacién de respuestas inmunoldgi-
cas tras la liberacién de moléculas inmu-
noestimuladoras procedentes de células
necroéticas'®.

La eficacia de la inmunoterapia contra
el cancer depende de la inmunogenicidad
de las células tumorales para inducir res-
puestas T citotoxicas. Por lo tanto, las
células cancerosas deberian expresar an-
tigenos inmunogénicos susceptibles de
convertirse en dianas terapéuticas. Las
primeras inmunoterapias ya en los afos
60 se dirigieron contra antigenos virales
expresados por virus oncogénicos. Sin em-
bargo, solo un nimero bajo de canceres
humanos son provocados por infecciones
virales. De hecho, la teoria de la etiologia
viral de los canceres no podia explicar las
respuestas inmunolégicas generadas con-
tra tumores inducidos quimicamente, o
las regresiones espontaneas de canceres
en personas vacunadas contra patégenos
comunes o por administracion de adyu-
vantes. Estos resultados demostraban la
existencia de antigenos tumorales de ori-
gen no viral®,

Con el paso del tiempo se descubrid
que las células cancerosas acumulaban
mutaciones transformantes que resulta-
ban en inestabilidad genética, incremento
de supervivencia celular y proliferaciéon
incontrolada™?. Muchas de las proteinas
afectadas en estas mutaciones son facto-
res de transcripcién (c-myc), moléculas
de senalizacion intracelular (ras), regula-
dores de divisién celular (Rb) y anti-onco-
genes (p53). La proliferacion incontrolada
y los defectos en la reparaciéon del ADN
celular provocan ain mas mutaciones,
que dan lugar a la expresion aberrante de
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proteinas celulares (mutadas o no), confi-
riendo inmunogenicidad a las células can-
cerosas.

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS
TUMORALES HUMANOS

Desde los anos 50, se han identificado
un gran namero de antigenos tumorales ca-
paces de activar respuestas T citotoxicas®,
por ejemplo, la sobreexpresiéon de tirosi-
nasa en melanomas'*?. En los afos 90 se
clonaron las proteinas relacionadas con la
tirosinasa 1 y 2 (TRP-1, TRP-2), ambas so-
breexpresadas en melanoma?®, y con alto
interés terapéutico??’. Los antigenos carci-
noembrionarios (CEA) se identificaron in-
directamente en los anos 60%%?°, identifican-
dose en los 90 varios péptidos antigénicos
CD8 y CD4%3! qtilizados en inmunoterapia
humana®. Otros antigenos de alto interés
son los asociados a melanoma (MAGE), ex-
presados en una gran variedad de cance-
res®. Estos antigenos contienen multiples
epitopos inmunogénicos utilizados con
éxito*. El antigeno gp100 se identificd en
1988%, conteniendo varios epitopos T!9%,
NY-ESO-1 se aisl6 a partir de un carcinoma
escamoso de es6fago®”. Dada su frecuente
expresion en varios tumores, es uno de los
antigenos mas relevantes para inmunotera-
pia humana®®3°. MART-1 se cloné en 1994 a
partir una linea de melanoma humano?®, y
se utiliza frecuentemente en vacunas con-
tra melanoma!®204142,

En conclusion, los canceres son cierta-
mente inmunogénicos, y expresan antige-
nos tumorales reconocidos por linfocitos
T CD4 y CD8 autélogos. Sin embargo, el
éxito clinico de la inmunoterapia es sor-
prendentemente bajo. Los tumores suelen
reaparecer tras su escape del sistema in-
munitario. Algunos de estos mecanismos
incluyen la seleccion de variantes celulares
que han perdido la expresién de los antige-
nos inmunogénicos, o que han disminuido
la expresion de moléculas de presentacion
de antigenos MHC (major histocompatibility
complex molecules, MHC). Adicionalmente,
los tumores expanden células inmunosu-
presoras que favorecen la metéastasis y la
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progresion tumoral. Todos estos mecanis-
mos suponen las barreras mas importantes
a superar en inmunoterapia.

ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS
T CITOT()XICpS DURANTE LA
PRESENTACION DE ANTiGENO

La activacién de linfocitos especificos
frente a antigenos tumorales es francamen-
te un reto. Estos antigenos se expresan en
bajos niveles, lo que causa una presenta-
cién subdptima a los linfocitos T. En esta
situacién, los linfocitos que reconocen
estos antigenos se diferencian hacia lin-
focitos T reguladores (Tregs)**. General-
mente, para su activacion, los linfocitos
reconocen a través de su TCR (receptor del
linfocito T) péptidos antigénicos asociados
a las moléculas MHC y expuestos en la su-
perficie de las DC. Este reconocimiento no
es suficiente para activarlos, y requieren
otro tipo de interacciones entre un name-
ro de receptores y ligandos en la sinapsis
inmunolégica. La integraciéon de estas in-
teracciones se denomina co-estimulacion
(o senal 2). El tipo de citoquinas presentes

POTENCIACION SENAL 3

PRESEN.I.TSI(;:;):A}ES;IGENOS Sefial 3 de
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o M
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durante la presentacién de antigenos pro-
porciona una tercera sefal necesaria para
la diferenciacién de los linfocitos T en dis-
tintos tipos (Fig.1).

En general, las DC inmaduras son poco
inmunogénicas dada la baja expresion de
moléculas co-estimuladoras en su super-
ficie. Sin embargo, la expresién de estas
moléculas aumenta fuertemente tras el re-
conocimiento de moléculas derivadas de
patogenos. En este proceso de “madura-
ci6n” de las DC* se transforman en fuerte-
mente inmunogénicas. En el caso de los an-
tigenos tumorales, los péptidos tumorales
suelen derivarse de proteinas enddgenas
expresadas aberrantemente, o con muta-
ciones. Por lo tanto, en condiciones fisio-
légicas no existen moléculas derivadas de
patogenos que activen a las DC. Ademas, la
frecuencia de los linfocitos T especificos de
antigenos endégenos es baja, ya que se eli-
minan en el timo durante su diferenciacion.
Las células T autoreactivas circulantes que
han escapado de la deleccion clonal en el
timo poseen TCRs de baja afinidad, o se
han diferenciado a Tregs para preservar la
tolerancia inmunolégica®.

Figura 1. Presentacion de antigenos a los lin-
focitos T. En el esquema se muestra una célula
dendritica (DC) presentando un péptido antigé-
nico unido a una molécula MHC (indicado por la
flecha) al linfocito T de la derecha a través de su
TCR. Esta presentacion del péptido genera una
senal en el linfocito (senal 1) que no es suficiente
para activarlo. Para ello, es necesaria la unién de
moléculas coestimuladoras/coinhibitorias pre-
sentes en la superficie de la DC con sus ligandos
correspondientes en el linfocito T. En la figura
se muestra una coestimulacién positiva (CD80
con CD28) en la zona superior y una interaccion
coinhibitoria (PD-L1 con PD-1) como se muestra
en la parte inferior. Ademas, la presencia de ci-
toquinas secretadas durante la presentaciéon de
antigeno proporcionara una tercera sefal al lin-
focito T para su activacién y diferenciacion. Para
incrementar las capacidades activadoras de las
DCs, habria que potenciar ciertas senales de
citoquinas (sefialado con una flecha en la zona
superior), e inhibir interacciones inactivadoras
(sefialado con una flecha en la zona inferior).
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INMUNOTERAPIA CONTRA
EL CANCER CON CELULAS
DENDRITICAS

Las DC son las células presentadoras
de antigeno mas eficaces e ideales para
la inmunoterapia. Las DC se diferencian
con facilidad a partir de médula 6sea de
ratén utilizando GM-CSF recombinante, y
también de monocitos humanos**. Estos
métodos de producciéon ex vivo aceleraron
el progreso de la inmunoterapia basada en
DC, ya que su nimero dej6 de ser un factor
limitante. Las DC diferenciadas son fenoti-
pica y funcionalmente inmaduras, lo que
facilita su manipulacién. Como uno de los
grandes problemas de la inmunoterapia
contra el cancer es la activacién ineficiente
de células T efectoras, la vacunaciéon con
DC parece de las mejores opciones. La po-
tenciacién de sus capacidades endbégenas
de presentacion de antigenos podria rom-
per la tolerancia natural contra antigenos
tumorales endégenos.

La produccién a gran escala de DC
permitié su aplicaciéon directa en vacu-
nacién, tras la incubacién con antigenos
tumorales, ya sea en forma de péptidos o
a partir de lisados tumorales®. Otra ven-
taja de la produccién ex vivo de DC es la
facilidad con las que se pueden modificar
genéticamente con vectores virales y no
virales®*5!, Ademéas, como su estado de
maduracién se puede controlar con relati-
va facilidad'#*% las DC son ideales para
inmunoterapias. Las DC generadas ex vivo
se han utilizado para generar respuestas
T contra agentes infecciosos®***57 y can-
cert!19525860 1,05 resultados preclinicos en
inmunoterapia con DC generadas ex vivo
han proporcionado datos muy relevantes®.
Sin embargo, en algunos casos estos re-
sultados no se han trasladado con el éxi-
to esperado a pacientes humanos®-%3. Para
poder responder a esta aparente contra-
diccién, nuestro grupo de investigaciéon ha
estudiado las rutas de sefalizaci6n intrace-
lular en DC durante los altimos 6 afios, para
controlar las funciones inmunogénicas de
las DC utilizando herramientas de terapia
génica.
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ACTIVACION CONSTITUTIVA

DE RUTAS DE SENALIZACION
INTRACELULAR EN CELULAS
DENDRITICAS

Durante una infeccién, las moléculas
derivadas de los patégenos se unen a re-
ceptores en las DC que reconocen patrones
moleculares de patégenos, causando su
maduracion. Ese es el papel que juegan los
adjuvantes en la formulacién de las vacu-
nas clasicas. En nuestro grupo, postulamos
que podria ser posible modificar las activi-
dades de las DC mediante la activaciéon de
rutas de sefalizacion intracelular controla-
das por este tipo de receptores de patrones
moleculares de patégenos, mediante modi-
ficacion genética.

Cuando estos receptores se unen a sus
ligandos, activan una red de cascadas de
sefalizacién intracelular que convergen
en la activacion de un namero relativamen-
te pequeno de rutas. De éstas, las cuatro
principales son la ruta NF«B, las proteina
kinasas activadas por mit6genos (MAPK) y
los factores reguladores de interferon (IRF)
(Fig. 2A). Estas rutas regulan la expresion
de MHC y moléculas coestimuladoras, asi
como la produccién de citoquinas. Aun asi,
estas rutas también activan mecanismos
reguladores terminadores de estas sefa-
les (negative feedback)$*%. En situaciones
fisiologicas, estos mecanismos inhibito-
rios aseguran un control de la inflamacién
que protege al organismo. Sin embargo, en
el contexto de la inmunoterapia contra el
cancer, estos mecanismos son contrapro-
ducentes.

MODULACION DE RUTAS
INTRACELULARES DE
SENALIZACION PARA CONTROLAR
LAS FUNCIONES DE LAS CELULAS
DENDRITICAS

Nuestro grupo de investigacion decidi6é
expresar mutantes constitutivamente acti-
vos de estas rutas de sefalizacién, eligien-
do moléculas resistentes a la actividad de
proteinas inhibitorias como las fosfatasas
de MAPK.
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Y DE PATRONES ASOCIADOS A PATOGENOS
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Figura 2. Rutas de senalizacién intracelular e inmunoterapia génica. (A) En
el esquema se muestran las rutas de senalizacion intracelular que controlan la
actividad de las DCs, divididas en NF-kB, las MAPKs y los IRFs. Las rutas NF-kB
y MAPKs p38 y JNK1 son inmunoestimuladoras, mientras que la MAPK ERK es
inhibitoria. La ruta IRF3 esta involucrada en respuestas anti-virales. (B) Esque-
ma de un lentivector utilizado por el laboratorio como vacuna genética contra
melanoma. El lentivector esta flanqueado por las repeticiones largas terminales
(LTR) y contiene dos promotores, el promotor del virus de bazo formador de
placas (SFFV, spleen focus-forming virus) y el promotor de ubiquitina humana,
tal y como se indica en las flechas. Este lentivector expresa el gen de la interleu-
cina 12, y el antigeno de melanoma TRP1. Ademas contiene un RNA silenciador

contra PD-L1, una proteina que inhibe la activacién de los linfocitos T.

Una de las primeras rutas que se mo-
dularon genéticamente en DC fue la ruta
de NF-«B, una familia de factores de trans-
cripcion que transactivan un gran nimero
de genes inflamatorios. La expresion de la
proteina de herpesvirus vFLIP (un activa-
dor constitutivo de NF-xB) con lentivecto-
res resulté en maduracién de las DC%, y se
demostr6 un incremento en supervivencia
en un modelo de ratén de linfoma utilizan-
do estas DC como vacunas celulares®.

La ruta de las MAPK se divide en tres
clases/ p38, c-jun N-terminal kinases (JNK)
y kinasas reguladas por sefnales extrace-
lulares (ERK). Decidimos comprobar los
efectos de la activaciéon constitutiva de
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MAPK p38. Para ello expresamos en DC con
lentivectores un mutante de la MAPK MKK6
que fosforilaba constitutivamente a p38,
resistente a las fosfatasas*'. La vacunacion
con lentivectores expresando este mutante
estimul6 significativamente las repuestas T
contra un antigeno modelo no tumoral, y
contra NY-ESO-1 en un modelo humanizado
de ratén *. La activacion genética de p38
en DC humanas también estimuld la proli-
feracion de linfocitos CD8 especificos para
MART-1. Estas vacunas lentivirales mostra-
ron eficacia como terapia contra linfoma
en un modelo de ratén*. De una manera
similar se activ6 la ruta JNK1, mejorando
de nuevo las respuestas T, aunque no lle-
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gamos a probarla como terapia en modelos
preclinicos de cancer?.

También expresamos con lentivectores
un mutante de MEK1 que interferia con la
activacién por fosforilacién de ERK en DC.
Pensamos que al ser la ruta ERK inmunosu-
presora, su interferencia podria estimular
las funciones de las DC. Y asi fue. La inhi-
bicién de ERK en DC increment6 sustan-
cialmente las respuestas T en modelos de
ratén, y en combinacién con un RNA silen-
ciador de la molécula PD-L1 result6 muy
eficaz como terapia anti-linfoma en un mo-
delo de raté6n325867,

MODULACION DE LA
COESTIMULACION PARA MEJORAR
LAS RESPUESTAS INMUNITARIAS
CONTRA EL CANCER

Recientemente se han desarrollado te-
rapias con anticuerpos bloqueantes de la
interaccion entre PD-L1 (expresado con
cierta frecuencia en tumores) con PD-1 ex-
presado en la superficie de los linfocitos T.
Esta interacciéon es fuertemente inhibito-
ria, y se ha demostrado que la inmunote-
rapia puede llegar a ser muy efectiva con-
trarrestandola con anticuerpos. Este es un
tema muy extenso y prometedor desde un
punto de vista terapéutico, ampliamente
revisado®. Nuestro equipo desarrolld, un
sistema de lentivectores para expresar
una colecciéon de citoquinas junto con un
RNA silenciador de PD-L1, y el antigeno tu-
moral TRP1 (Fig. 2B). Solo la expresion de
IL12 en combinacién con el silenciamiento
de PD-L1 resulto6 eficaz para el tratamiento
de melanoma en ratén®. Esto era en parte
debido a las propiedades anti-immunosu-
presoras de IL12 en las células mieloides
supresoras (myeloid-derived suppressor
cells, o MDSC)®".

CONSIDERACIONES FINALES

La inmunoterapia estd comenzando a
dar resultados significativos recientemen-
te%" pero todavia queda mucho camino
por recorrer. Cada vez hay mas evidencias
experimentales que sugieren que la efica-
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cia de los tratamientos anti-neoplasicos
convencionales recaen en gran parte en la
activacién colateral del sistema inmuno-
l6gico?®. La modificacién genética de las
células presentadoras de antigeno para ac-
tivarlas constitutivamente podria mejorar
su eficacia inmunoestimuladora.
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