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ABREVIATURAS

aCD8:
aCD40:
alL10R:
aNK1.1:
aTGF-B:
Aa:
AEC:
Ag:
APC:
BSA:
CD:
CD40L:
CFSE:
COX- 2:
CPA:
CpG:

CTLA- 4:

DNA:
DTc:
DTh:
EDA:
FBS:
FITC:
FoxP3:
GFP:
GM-CSF:

Anticuerpo anti-CD8

Anticuerpo anti-CD40

Anticuerpo anti-receptor de IL-10

Anticuerpo anti-NK

Anticuerpo anti-TGF-3

Aminoacido

3-amino-9-etilcarbazol

Antigeno

Aloficocianina (del inglés Allophycocyanin)

Albumina de suero bovino (del inglés Bovine Serum Albumin)
Célula dendritica

Ligando de CD40

Carboxifluorescein succinimidil éster

Ciclooxigenasa 2

Célula presentadora de antigeno

Regiones de ADN viral o bacteriano ricas en pares de citosina y
guanina enlazados por fosfatos

Antigeno-4 del linfocito T citotdxico (del inglés Cytotoxic T- Lymphocyte
Antigen 4)

Acido desoxiribonucleico (del inglés Desoxiribonucleic acid)
Determinante T citotoxico

Determinante T helper

Dominio extra A de la fibronectina (del inglés Extra domain A)
Suero fetal bovino (del inglés Foetal Bovine Serum)

Fluorescein isotiocianato (del inglés fluorescein isothiocyanate)
Factor de transcripcién forkhead box P3

Proteina verde fluorescente (del inglés Green fluorescent protein)
Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (del inglés
Granulocyte macrophage colony stimulating factor)

Antigeno leucocitario humano (del inglés Human leukocyte antigen)
Intradérmico

Indoleamina 2,3-dioxigenasa

Interferon

Inmunoglobulina

Interleuquina

Imiquimod



ABREVIATURAS

i.p.:

V.
IVK:
LAP:
LB:
LNC:
LPS:
LTc:
LTh:
MAC:

MC:
mCD:
MDSC:

MFI:
MHC:
MyD88:
NF-kB:
NK:
NKT:
NO:
NOS:
NT:
OVA:

PAMP:

PBS:
PCR:

pCD:
PD-1:

10

Intraperitoneal

Inmunoterapia

Intravenoso

Ensayo de lisis in vivo (del inglés In vivo Killing)

Péptido asociado a la latencia (del inglés Latency-associated peptide)
Linfocitos B

Células del nodulo linfoide (del inglés Lymph node cells)
Lipopolisacérido

Linfocito T citotoxico

Linfocito T helper

Combinacion mudltiple de adyuvantes (del inglés Multiple adyuvant
combination)

Medio completo

Células dendriticas mieloides

Células Mieloides supresoras (del inglés Myeloid-derived suppressor
cells)

Intensidad media de fluorescencia (del inglés Mean fluorescence
intensity)

Complejo principal de histocompatibilidad (del inglés Major
histocompatibility complex)

Factor de diferenciacion mieloide 88 (del inglés Myeloid differentiation
factor 88)

Factor de transcripcion nuclear kappa de los linfocitos B (del inglés
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

Célula asesina natural (del inglés Natural Killer)

Linfocitos T asesinos naturales (del inglés Natural killer T lymphocyte)
Oxido nitrico (del inglés Nitric Oxide)

Oxido nitrico sintasa (del inglés Nitric oxide synthase)

No tratado

Ovalbumina

Patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés Pathogen-
associated molecular patterns)

Tampon fosfato salino (del inglés Phosphate buffered saline)

Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase chain
reaction)

Células dendriticas plasmacitoides

Muerte programada 1 (del inglés Programmed Death-1)



ABREVIATURAS

PD-L1;
PE:

poly (I:C):

PRR:

RNA:
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TILs:

TLR:
TNF:
Treg:
TRP2:

VEGF:

Ligando 1 de PD

Ficoeritrina (del inglés Phycoerythrin)

Acido poliinosinico policitidilico

Receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern
recognition receptors)

Acido ribonucleico (del inglés Ribonucleic acid)

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (del
inglés Reverse transcription polymerase chain reaction)

Subcutanea

Células formadoras de puntos (del inglés Spots forming cells)
Macrofago asociado al tumor (del inglés Tumor associated
macrophage)

Proteina asociada al transporte (del inglés Transporter associated
protein)

Receptor de células T (del inglés T cell receptor)

Linfocitos infiltrantes del tumor (del inglés Tumor infiltrating
Lymphocytes)

Receptores tipo Toll (del inglés Toll-like receptors)

Factor de necrosis tumoral (del inglés Tumor necrosis factor)

Células T reguladoras

Proteina 2 relacionada con la tirosinasa (del inglés Tyrosinase-related
protein-2)

Factor de crecimiento de endotelio vascular (del inglés Vascular

endothelial growth factor)
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1. ASPECTOS GENERALES

A lo largo de los afios las enfermedades cronicas causadas por agentes
infecciosos (virus, bacterias, hongos, parasitos) e incluso las enfermedades
tumorales, han desatado un gran interés en la investigacion biomédica
relacionada con la inmunologia. Actualmente, los avances conceptuales y
tecnoldgicos en el conocimiento y caracterizacion de la respuesta inmunitaria
han permitido un nuevo entendimiento de las interacciones celulares y
moleculares entre el sistema inmunitario y los diferentes agentes patogénicos,

lo que podria ayudar a desarrollar nuevas estrategias de inmunoterapia

En este contexto, la respuesta inmunitaria que se presenta mas efectiva
estaria basada en generar un buen equilibrio y una oportuna interaccién entre
el sistema inmunitario innato y el sistema inmunitario adaptativo . Asi,
normalmente los antigenos son presentados por las células dendriticas a las
células T CD4, que a su vez coordinan con los linfocitos T CD8 citotoxicos y los
anticuerpos producidos por las células B (Banchereau et al. 2005). Estas
poblaciones, junto con la respuesta celular mediada por las células NK son
trascendentales para el control de este tipo de enfermedades (Fernandez et al.
1999; Crowe et al. 2005).

No obstante, se ha demostrado que en las infecciones cronicas y
tumores, los patdgenos que causan estas enfermedades son poco
inmunogénicos o en aquellos casos en los que presentan una cierta
inmunogenicidad, promueven mecanismos capaces de inhibir al sistema
inmunitario efector. Esto es debido en gran parte a que se crea un ambiente
tolerogénico promovido por la activacion, expansién y migracion de ciertos tipos
de células reguladoras capaces de suprimir la respuesta inmunitaria, tales
como linfocitos T reguladores (Zou 2006), ceélulas mieloides supresoras,
macrofagos asociados al tumor y distintos subtipos de células dendriticas
maduras e inmaduras, que son capaces de producir citoquinas
inmunosupresoras como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-

B, del inglés Transforming growth factor f) y la interleuquina 10 (IL-10).

15



INTRODUCCION

Se han estudiado diferentes estrategias para desarrollar terapias basadas
en la induccién de respuestas inmunitarias eficaces frente a los agentes que
causan estas enfermedades. Estas estrategias estan basadas en algunos
casos en la administracion de antigenos que puedan ser reconocidos por las
células T junto con adyuvantes, capaces de activar las células de la inmunidad
innata responsables de la presentacion antigénica, para potenciar asi la
respuesta inmunitaria adaptativa. Sin embargo, en los Udltimos afios se ha
demostrado que la inhibicibn de los mecanismos inmunosupresores
presentes en este tipo de enfermedades se podria utilizar conjuntamente con

las estrategias de inmunopotenciacion

2. EL SISTEMA INMUNITARIO

2.1. Inmunidad innata

La respuesta inmunitaria innata constituye la primera linea de defensa
frente a los patdgenos. Comprende mecanismos bioquimicos y celulares que
reconocen y responden a patdégenos de forma genérica y rapida. Los
principales componentes de la inmunidad innata son las barreras fisicas y
quimicas (como la piel y el acido estomacal), proteinas sanguineas circulantes
(proteinas del complemento) y células que reconocen patdgenos o sustancias
producidas en las infecciones e inician respuestas para eliminarlos. Las
poblaciones celulares responsables del desarrollo de una respuesta inmunitaria
innata son las células citotéxicas naturales o células NK (del inglés Natural
killer) y las células fagociticas (macrofagos, neutrofilos, células dendriticas
(CD)). Estas células reconocen estructuras conservadas en los patégenos,
conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del
inglés Pathogen-associated molecular patterns), a través de diferentes
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés Pattern recognition
receptors) (Medzhitov 2001; Janeway et al. 2002), secretando citoquinas,
quimioquinas y capturando antigenos para posteriormente presentarlos,
constituyendo un nexo entre la respuesta inmunitaria innata y la adaptativa.
Dentro de los PRR se encuentran los receptores tipo Toll (TLR; del inglés Toll-

Like Receptor), uno de los grupos de receptores caracterizados inicialmente,
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junto con los NLR (nod-like R), RLR (RIG-like R), CLR (C-lectin type R) etc.,

gue tienen un papel fundamental en la activacion de la inmunidad innata.

2.1.1. TLR y vias de sefalizacion

Los TLR se localizan en las membranas, principalmente en células del
sistema inmunitario y en diferentes células epiteliales (Takeda et al. 2003;
Kumar et al. 2011). Hasta la fecha han sido identificados 12 TLRs en los
mamiferos (Beutler 2004; Medzhitov 2007; Kumar et al. 2011). Son
glicoproteinas integrales de membrana que tienen una estructura caracteristica
con un dominio extracelular (N-terminal) y un dominio intracelular (C-terminal).
El dominio N-terminal contiene entre 15 - 30 LRR (del inglés leucine-rich
repeats) y el dominio C-terminal, que se conoce como dominio TIR (del inglés
Toll/Interleukin-1 receptor), es necesario en la interaccion y reclutamiento de
varias moléculas adaptadoras para activar la via de sefalizacion

correspondiente.

Cada TLR es activado por un cierto tipo de PAMP. Dependiendo de la
naturaleza de estos PAMPs, los TLR se pueden encontrar en la membrana
plasmatica o en endosomas. TLR1, 2, 4, 5y 6 se expresan en la membrana
plasmatica y reconocen principalmente productos bacterianos. Sin embargo,
los TLR3, 7, 8 y 9 son endosomales y estan especializados en la deteccion viral
y de acidos nucleicos. Ademas es posible una comunicacion cruzada entre
receptores o cross-linking al asociarse entre si 0 con moléculas adaptadoras, lo
gue aumenta la especificidad y amplia el patron de PAMPs reconocidos por un
mismo receptor (Kumar et al. 2009).

El reconocimiento de los ligandos por parte de los TLR lleva al
reclutamiento de varios adaptadores que contienen dominios TIR, como
MyD88, TIRAP, TRIF y TRAM. La unién de TLR1, 2, 5, 6, 7, 8 y 9 con sus
respectivos ligandos reclutan MyD88. Ademas, TLR1, 2 y 6 lo hacen a través
del adaptador TIRAP, que sirve de unién entre los dominios TIR de los TLR y la
molécula MyD88. TLR3 por su parte recluta TRIF. Un caso especial es el del
receptor TLR4, ya que es capaz de sefializar a través de ambas vias, ya sea

mediante la union a TIRAP que lleva al reclutamiento de MyD88, o a TRAM
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para activar la via de sefializaciéon de TRIF. Cada via culmina en un patron de
produccion de citoquinas diferente. Asi, en los TLR presentes en la membrana,
la via de sefalizacion MyD88 culmina en la activacibn de NF-kB, con la
posterior produccion de citoquinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a) o IL-6. La via de sefalizacién TRIF estimula la produccién
de Interferon (IFN) tipo I. Por otro lado, los TLR expresados en endosomas son
capaces de estimular tanto la produccion de citoquinas proinflamatorias, como
la de IFN tipo | a través de MyD88 (Akira 2011) (Figura I1).
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Figura I1. Esquema de las vias de sefializacion de los TLR. Adaptado de Akira 2011.

La union de un ligando de TLR a su receptor da lugar a una rapida
activacion de la respuesta inmunitaria al inducir la maduracion de las CD,
promoviendo la produccion de citoquinas proinflamatorias y la sobreexpresiéon
de moléculas de co-estimulo (Aderem et al. 2000; Kaisho et al. 2002; Werling et
al. 2003), e incluso la diferenciacion de las células T memoria (Pasare et al.
2004; Salem et al. 2005). Por otro lado, los TLR juegan un papel importante en

el desarrollo de varias enfermedades, incluyendo enfermedades inflamatorias y
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shock séptico. Por este motivo, recientemente las vias de sefalizacion
originadas en estos receptores se han considerado como dianas para el
tratamiento de enfermedades infecciosas y desérdenes inflamatorios (O'Neill et
al. 2007).

Con este propdsito, en los ultimos afios se ha realizado un gran esfuerzo
para comprender los fendbmenos involucrados en las respuestas inmunitarias
que inducen estos receptores. Asi, entre otros se han demostrado los efectos
inmunopotenciadores del Pam(3)Cys-SK4 (PCSK, ligando de TLR2) (Cario et
al. 2007), del acido poliinosinico: policitidilico (poly (I:C), ligando de TLR3)
(Salem et al. 2005; Wang et al. 2006), del lipopolisacéarido (LPS, ligando de
TLR4) (Yokoi et al. 2009), de la flagelina (TLR5) (Bargieri et al. 2008), del
Imiquimod (TLR7) (Othoro et al. 2009) o de los CpGs (regiones de DNA viral o
bacteriano, ligandos de TLR9, en las que existe una gran concentracion de

pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos) (Kline et al. 2008).

2.1.2. Células Dendriticas

Las CD son las principales células presentadoras de antigeno (CPA) del
organismo (Banchereau et al. 1998; Banchereau et al. 2000) y desempefian un
papel esencial en la iniciacién, programacién y regulacion de las respuestas
inmunologicas antigeno-especificas. Establecen un puente entre la respuesta

inmunitaria innata y la respuesta adaptativa.

Podemos diferenciar dos grandes tipos de CD de acuerdo a sus
caracteristicas fenotipicas y funcionales: CD mieloides (mCD) o
convencionales y CD plasmacitoides (pCD). Las mCD provienen de la linea
mieloide y son las células mas importantes en la presentacion antigénica. Las
mCD se dirigen a los tejidos periféricos, donde interceptan y capturan los
patdgenos, antes de su migracién a los ganglios linfaticos para activar la
respuesta T (Belmonte et al. 2007). Se caracterizan por su capacidad para
producir citoquinas como IL-12 y TNF-a, entre otras. Se diferencian en dos
subtipos segun la expresion de CD1c y CD141. La poblacion homologa de esta
ltima en ratdn se caracteriza por co-expresar CD11c y CD8aa (Shortman et al.

2010). La segunda subpoblacion, las pCD, es de origen linfoide y se distingue
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de las mCD por expresar en su superficie el antigeno CD303. Ejercen su
actividad principalmente en la respuesta antiviral, con una gran capacidad para
producir IFN de tipo | en respuesta a virus (Siegal et al. 1999; Liu 2005).

2.1.2.1. Activacion-maduracion de las células dendr iticas

Las CD intensifican la presentacién antigénica cuando se induce sobre
ellas un programa de expresion génica que se conoce como maduracion o
activacion. Los cambios que definen el fenotipo de las CD maduras son: (i)
pérdida de la intensa capacidad fagocitica que tienen las CD en estado
inmaduro; (ii) cambios en el patrén de receptores de quimioquinas expresados
en la membrana, con la finalidad de orientar su migracion a 6rganos linfoides
secundarios y presentar alli el antigeno a los linfocitos T (Alvarez et al. 2008);
(iii) incremento de expresion en la superficie celular de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | y II; (iv) aumento en la
expresion de moléculas de co-estimulo como CD80, CD86 y CD40; (v)
produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-12, IL-15 e IFN-y, entre otros
mediadores proinflamatorios (Banchereau et al. 2000). Este programa de
maduracion se pone en respuesta a estimulos como: (i) el reconocimiento de
los PAMPs a través de los TLRs (Takeda et al. 2003); (ii) citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1[3, IL-12, IFN-y, IFN-a, entre otras); (iii) interaccion
con linfocitos T colaboradores activados, mediada por la interaccion CD40-
CD40L (Lanzavecchia 1998). Estas sefiales de activacion y maduracion se
transmiten al interior de las CD generalmente a través de vias de sefializacion
intracelular mediadas por miembros de la familia NF-kB, pero dependiendo del
estimulo de maduracion, también contribuyen de un modo esencial las rutas de

las proteinquinasas activadas por mitégenos (MAPK).

Los mecanismos que regulan la maduracion y los movimientos migratorios
de las CD en los tejidos dependen fundamentalmente del microambiente que

rodea a estas células (Yang et al. 2004).
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2.1.3. Células NK

Las células NK son células de la inmunidad innata que se han identificado
como una subpoblacién de linfocitos con fenotipo CD3 y carentes de
receptores de antigenos de distribucion clonal como los receptores de Ig o los
receptores de células T (TCR, del inglés T cell receptor). Representan entre el
10 - 20% de las células mononucleares de sangre periférica y tienen la
capacidad de producir diferentes citoquinas y de lisar células infectadas por
virus y células tumorales que tienen una expresion reducida de moléculas de
MHC-I. La mayoria estan localizadas en la sangre periférica, nddulos linfoides,
bazo y médula 6sea (Ferlazzo et al. 2004), pero pueden migrar hacia focos de

inflamacion por diferentes quimioatrayentes (Maghazachi 2010).

Las células NK expresan en su superficie receptores que se clasifican en
inhibidores y activadores. Del balance de las sefiales de estos receptores
dependera la activacion de las células NK. Los principales grupos de
receptores inhibidores son el receptor KIR (del inglés Killer Ig-like receptor)
(Bottino et al. 2004), que se une al HLA de clase |, y el heterodimero
compuesto de las lectinas tipo C NKG2A/B, que se une de forma covalente a
CD94 reconociendo al HLA-E (Braud et al. 1998). La falta de un simple alelo de
MHC-I sensibiliza las células NK debido a la ausencia de sefales inhibidoras.
De este modo, los receptores de activacion promueven a la célula NK a destruir

a la célula infectada o tumoral.

Dentro de los receptores activadores existen algunos que interactian
con ligandos solubles, como las citoquinas, y otros que interactian con las
células mediante moléculas de superficie. Las citoquinas IL-15, IL-12 e IL-18,
producidas por las CD, son requeridas para la maduracion y supervivencia de
las células NK (Zitvogel et al. 2006; Lucas et al. 2007) o macrofagos (Mortier et
al. 2009). De este modo, responden secretando IFN-y que a su vez estimula a
las CD y macréfagos para eliminar los microorganismos fagocitados (Guia et al.
2008). También pueden producir otras citoquinas proinflamatorias como TNF-a
e inmunosupresoras, como IL-10 (Vivier et al. 2011). Entre los receptores de
superficie activadores de las células NK nos encontramos con el receptor

FcRIlla (CD16) que puede reconocer dianas recubiertas de anticuerpos dando
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lugar al proceso denominado citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.
Otro grupo son los denominados receptores de citotoxicidad naturales NKp46,
NKp44 y NKp30, que contienen las estructuras de activacion ricas en
inmunorreceptores tirosina (ITAM), como las proteinas CD3(, FceRly y DAP12
(Moretta et al. 2001).

El proceso clave de la citotoxicidad es la secreciéon de granulos que
contienen una proteina denominada perforina, que crea poros en las
membranas de las células diana, y enzimas conocidas como granzimas que
entran a través de los poros e inducen la apoptosis. Este mecanismo de la

citolisis es equivalente al de los linfocitos T citotéxicos.

2.2. Inmunidad adaptativa

A diferencia de la inmunidad innata, existen mecanismos de defensa que
se activan especificamente y cuya intensidad-capacidad defensiva aumenta

después de una segunda exposicion al patdgeno.

Los componentes efectores de la inmunidad adaptativa son los linfocitos
B y T. Los linfocitos B (LB) son los encargados de la respuesta humoral y
poseen inmunoglobulinas (Ig) de membrana que actian como receptor
antigénico que reconocen a los antigenos nativos de diferente composicion
quimica. Tras el reconocimiento del antigeno se diferencian a células
plasmaticas secretoras de anticuerpos de la misma especificidad que el
receptor antigénico, que se uniran especificamente al patégeno. Por su parte,
los linfocitos T (LT) se encargan de la respuesta celular y reconocen antigenos
proteicos a traves del TCR. En este caso, los antigenos reconocidos precisan
de un procesamiento previo hasta el tamafio de péptidos, para posteriormente
asociarse a moléculas de MHC. Dentro de esta poblacién celular encontramos
varias subpoblaciones, entre las que destacan las células CD4 o cooperadoras

y las CD8 o citotoxicas.

2.2.1. Linfocitos T helper

Los linfocitos T cooperadores o helper (LTh) desempefian un papel

importante no so6lo en la induccion sino también en el mantenimiento y
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regulacion de las respuestas inmunitarias, ayudando a determinar qué tipo de
respuesta presentara el organismo ante un patégeno concreto (Abbas et al.
1996; McHeyzer-Williams et al. 2003).

Los LTh se activan cuando reconocen, a través de su TCR, fragmentos
peptidicos de 8 a 23 aminoéacidos (llamados determinantes Th; DTh) unidos a
moléculas de MHC de clase Il. Su funcion depende tanto del reconocimiento
especifico del antigeno en el contexto del MHC de clase Il presentado en la
superficie de las CPA, como de la expresion en su membrana de moléculas co-
estimuladoras, promoviendo asi su expansion, la secrecién de citoquinas y a su
vez la diferenciacién hacia células Thl o Th2. Los linfocitos Thl (Cherwinski
et al. 1987; Mosmann et al. 1989) secretan principalmente IFN-y, TNF-a e IL-2,
y estan asociados a respuestas inmunitarias mediadas por células, como
linfocitos T citotdéxicos, macrofagos y neutréfilos. Los linfocitos Th2
(Cherwinski et al. 1987; Stevens et al. 1988) producen fundamentalmente IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, destinadas a ayudar a los LB en la produccion de
anticuerpos y a la activacion de eosinofilos. Con posterioridad se identificé un
tercer fenotipo, conocido como ThO (Firestein et al. 1989; Katsikis et al. 1995),
capaz de producir ambos perfiles/tipos de citoquinas. Sin embargo, se discute
la existencia de esta poblacion ThO, o si mas bien es una mezcla de
LTh1/LTh2.

Existe ademas una subpoblacion de LT CD4" CD25" FoxP3", las células T
reguladoras (Treg), que presentan funciones inmunosupresoras o reguladoras
de la respuesta inmunitaria y que juegan un papel fundamental en los procesos
de tolerancia periférica (Sakaguchi 2004; Maloy et al. 2005). A pesar de que
aun no estan totalmente claros sus mecanismos de accion (Blauvelt 2008;
Oukka 2008), la mayoria de los estudios en humanos y en ratones concluyen
gue las Treg llevan a cabo su efecto supresor mediante un mecanismo
dependiente del contacto directo célula-célula aun desconocido (Nakamura et
al. 2001), pero dependiente de TGF-f3 e IL-10 (Nakamura et al. 2004; Huang et
al. 2005). Para que una célula Th naive se diferencie a Treg, es necesaria la
presencia de TGF-B en su entorno. Si en este ambiente también estan

presentes IL-6 e IL-23, se genera una poblacién celular recientemente
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descubierta, Th17. Esta poblacion se caracteriza principalmente por producir
IL-17 y su funcion principal es la eliminacion de patdgenos extracelulares
durante las infecciones, promoviendo la inflamacion y estando implicada en

patologias de enfermedades autoinmunes (Weaver et al. 2007).

2.2.2. Linfocitos T citotdxicos

Los linfocitos T citotoxicos (LTc) se encargan de destruir las células
infectadas por virus y otros patdgenos, asi como las que estan dafiadas o
alteradas por otras causas como las células tumorales (Zinkernagel et al. 1977;
Pardoll 1993; Harty et al. 2000).

Cada LTc reconoce especificamente un antigeno diferente que consiste
en un fragmento peptidico de entre 8 y 12 aminoacidos (McMichael 1979;
McMichael 1980) denominado determinante T citotoxico (DTc) presentado en la
superficie celular por las moléculas MHC de clase |. Cuando el LTc toma
contacto con tales células, se inicia un proceso que finalmente desemboca en
la muerte de la célula diana. En este proceso se produce la lisis celular
mediante la exocitosis de granulos que contienen principalmente perforinas y
granzimas e inducen la apoptosis de la célula diana a través de la mediacion de

moléculas inductoras de muerte celular como Fas y su ligando.

El LTc, al activarse, también secreta citoquinas, como IFN-y, TNF-a o IL-
2, que contribuyen a la defensa frente al patdgeno. Esta activacion tiene unos
controles muy estrictos y, por lo general, requiere una sefial de activacion muy
fuerte por parte del complejo MHC-I/DTc y sefales adicionales proporcionadas
por los LTh (Freeman et al. 1993; Linsley et al. 1993; Bourgeois et al. 2002).
Sin embargo, no siempre la ayuda CD4 es indispensable, existiendo varios
modelos de activacion de LT CD8 en donde las células CD4 no participan
(Lasarte et al. 1995; Bachmann et al. 1998).

Tras la activacion de los LT, algunos de ellos se convierten en linfocitos
memoria , que tienen un largo periodo de vida y son capaces de desencadenar
una respuesta inmunitaria rapida y potente si se produce una nueva infeccion
por ese mismo patégeno (Ahmed et al. 1996). Para la generacion de los LT

CD8 memoria en respuestas inmunitarias contra virus y bacterias (Shedlock et
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al. 2003) asi como en la erradicacion de tumores (Marzo et al. 2000), se
requieren los LT CD4 ya que, aunque los LT CD8 memoria podrian generarse
en su ausencia, son menos eficaces que los generados con su ayuda (Janssen
et al. 2003; Shedlock et al. 2003). La poblacién de los LT memoria se regula
mediante mecanismos homeostaticos para mantener a lo largo del tiempo una
representacion de la misma. Fundamentalmente, dos citoquinas son las
responsables de la homeostasis de esta poblacion celular: IL-7, que es esencial
para su supervivencia, e IL-15, que se encarga principalmente de su
proliferacion para mantener una poblacion minima de reserva (Surh et al.
2008).

2.2.3. Células NKT

Las células NKT se definen como una poblacion especializada de células
T que expresan TCR af junto a algunos receptores propios del linaje de las
células NK (Bendelac et al. 1997). Esta poblacion celular estd formada
principalmente por células doble negativas CD4 CD8 y células CD4"
(MacDonald 1995) que expresan un repertorio restringido de la cadena a del
TCR formado por la cadena invariante Val4Jal8 (Lantz et al. 1994) asociado
con las cadenas 3 del TCR (VB8.2, VB7 y Vb2 en ratones, V311 en humanos)
(Godfrey et al. 2007).

Las células NKT proporcionan un puente de unidén entre las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativa. Son capaces de reconocer moléculas tales
como a-galactosilceramidas (a-GalCer) presentadas en el contexto de CD1d,
(Kawano et al. 1997; Burdin et al.1998) y glicosilfosfatidilinositoles (Schofield et
al. 1999). Las celulas NKT estan presentes en la mayoria de tejidos donde se
encuentran las células T, en particular en el higado, médula 6sea, bazo y timo
(Bendelac et al. 1994; Ohteki et al. 1994; Yoshimoto et al. 1995). Son capaces
de secretar rapidamente una gran cantidad de citoquinas Thl y Th2 (Zlotnik et
al. 1992; Arase et al. 1993; Bendelac et al. 1997), aunque también pueden
actuar directamente ya que expresan perforinas y moléculas de superficie
como FasL (Arase et al. 1994; Dao et al. 1998). Esto indica que también estan
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implicadas en la activacién de las CD y en la respuesta adaptativa, que son
capaces de dirigir (Singh et al. 1999).

3. ACTIVACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

3.1. Procesamiento antigénico

En los tejidos periféricos, las CPA capturan antigenos propios y ajenos
gue son procesados y presentados en su superficie en forma de péptidos
cortos unidos a las moléculas MHC, para poder ser reconocidos por los LT
(Mellman 2005). Dependiendo del tipo de antigeno, tendra un procesamiento
diferente y sera presentado en las moléculas MHC de clase | o Il (Jensen 2007;
Villadangos et al. 2007).

Los antigenos enddgenos , como proteinas propias, proteinas
intracelulares derivadas de un patdgeno que ha infectado la célula (virus,
bacterias, protozoos), o proteinas inducidas durante el desarrollo de un tumor,
se degradan en el citoplasma de la CPA por un complejo enziméatico
multiprotéico llamado proteasoma. Algunos de los fragmentos peptidicos
generados (DTc), son transportados mediante un transportador dependiente de
ATP llamado TAP (del inglés Transporter associated protein) desde el
citoplasma hasta el reticulo endoplasmatico, donde se unen a las moléculas
MHC de clase |. El complejo MHC-I/DTc pasa a través del aparato de Golgi
antes de llegar a la superficie celular, donde sera presentado a los LTc (Figura
12).

Los antigenos exdgenos son captados e internalizados en endosomas
por CPA especializadas, y se procesan a través de la ruta endocitica. Estos
antigenos se degradan mediante enzimas proteoliticas que actiuan a pH acido
en el interior de vesiculas endociticas, donde se unen con las moléculas MHC
de clase Il . Finalmente, el complejo MHC-II/DTh es transportado a la superficie
celular para ser presentado a los LTh. Este complejo forma una unién estable

que puede permanecer varios dias (Figura 12).
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Existen antigenos pertenecientes a microorganismos que no infectan a las
CPA o0 que se expresan en tumores de poblaciones celulares diferentes a las
CPA. Para que se produzca la presentacion en MHC-I de dichos antigenos, se
ha postulado una via alternativa: la presentacion cruzada (cross-presentation )
(Figura 12), en la que los antigenos de la via exdgena pasan a la via enddgena.
Se cree que dichos microorganismos, células o componentes celulares son
capturados por CPA profesionales y procesadas mediante mecanismos que
pueden ser tanto dependientes como independientes del proteasoma. De este
modo, los antigenos son presentados a través del MHC-I de una CPA al LTc
(Gil-Torregosa et al. 1998; Rock et al. 2005).
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Figura I12. Procesamiento antigénico mediante la via MHC de clase y | y Il. Adaptado de Heath
et al. 2001.

3.2. Reconocimiento y activacion

El reconocimiento de un DT por parte de un LT (sefal 1) junto con las
sefales correspondientes a las moléculas de co-estimulo (sefial 2) y las
citoquinas (sefal 3) dan lugar a la activacion del LT. En el caso de los LTh, su

activacion conlleva un aumento en los niveles de expresion del ligando de
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CD40 en la superficie. Este ligando interactda con la molécula CD40 presente
en la superficie de las CD, promoviendo su activacion (Grewal et al. 1996).
Estas interacciones inducen un aumento de la expresion de MHC y de
moléculas de adhesion y co-estimulo (CD40, ICAM (CD54), B7-1 (CD80), B7-2
(CD86)) en la superficie de las CD, asi como la produccion de citoquinas
proinflamatorias (IL-12, TNF-a) (Cella et al. 1996; Koch et al. 1996; Stout et al.
1996). Tras la activacion, los LT van a migrar desde los nddulos linfoides a
través de la circulacion sanguinea hasta donde se encuentre el antigeno para

eliminarlo.

Mientras suceden todos estos procesos, las células del sistema innato
(células fagociticas, células citotoxicas NK) y proteinas como el sistema del
complemento, estan eliminando el antigeno. Ademas, se producen una serie de
citoquinas y quimioquinas que van a atraer a los LT (que se encuentran en el

torrente circulatorio) hacia las zonas de inflamacion.

Las células tumorales o las células infectadas por un virus, presentan en
su superficie fragmentos peptidicos provenientes de las proteinas tumorales o
de patogenos, unidos al MHC-I, que seran reconocidos por los LTc a traves de
su TCR. Tras el reconocimiento, y con ayuda de los LThl, los LTc van a
producir citoquinas y a lisar las células diana, en lo que se denomina fase

efectora de eliminacion del antigeno

Una vez que los linfocitos han realizado su funcién, comienza la fase de
la homeostasis , en la que la mayoria de ellos mueren por apoptosis. Sin
embargo, algunos se diferencian en linfocitos memoria, que sobreviven durante
periodos prolongados en un estado de reposo y son los responsables de que la
respuesta inmunitaria sea mas intensa y rapida tras una nueva exposicion al
mismo antigeno. Hay que destacar que los mismos mecanismos que activan
una respuesta T efectora, también ponen en marcha los dispositivos de freno y
control de la respuesta inmunitaria. Dentro de estos mecanismos
inmunosupresores de control se encuentran citoquinas (TGF-B, IL-10),
moléculas de membrana como CTLA-4 (del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte

Antigen 4), PD-1 (del inglés Programmed Death-1) o el factor de transcripcion
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FoxP3, siendo esta capacidad de autorregulacion del sistema inmunitario

fundamental para el organismo.

4. INMUNOLOGIA DEL CANCER

Entendemos por cancer, tumores malignos o neoplasias malignas, al
término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo. Se caracterizan por la multiplicacion
rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros
organos, proceso conocido como metastasis , siendo ésta la principal causa de
muerte por cancer. Segun los ultimos datos de la Organizacion Mundial de la
Salud al cancer se le atribuyen 7,6 millones de defunciones (aproximadamente

el 13% del total de las ocurridas en todo el mundo).

A finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX la investigacion en el
cancer marcoO un antes y un despues, estableciéndose los principios basicos de
la biologia del cancer que hoy conocemos (Weinstein et al. 2008). En 1909,
Paul Ehrlich predijo que el cancer seria algo comun en todos los organismos de
larga vida si no fuera por el control inmunitario. Los avances sobre el
entendimiento del sistema inmunitario combinado con la demostracion de la
existencia de antigenos tumorales (Old et al. 1964), permitieron que 50 afios
después de la idea sobre el “control inmune en el cancer”, Burnet y Thomas,
postularan la hipotesis de la inmunovigilancia frente al cancer. Establecieron
que el sistema inmunitario era capaz de reconocer y eliminar células tumorales
antes de que crezcan y se establezca el cancer, asi como de eliminar tumores
ya formados. La posibilidad de que respuestas inmunitarias especificas puedan
erradicar los tumores, ha motivado a lo largo de los afios un debate sobre esta
hipotesis en el campo de la inmunologia tumoral. Sin embargo, el desarrollo de
ratones transgenicos, y la capacidad para producir anticuerpos monoclonales
especificos de determinados componentes del sistema inmunitario, ha
permitido demostrar la hipétesis de la inmunovigilancia en el cancer en
modelos murinos inmunodeficientes (Smyth et al. 2001; Dunn et al. 2002; Dunn
et al. 2004a; Dunn et al. 2004b; Schreiber et al. 2011).

29



INTRODUCCION

4.1. Microambiente tumoral

Los tumores son estructuras complejas que contienen muchos tipos
diferentes de células. Durante muchos afios los cientificos centraron sus
investigaciones en entender la transformacion de células normales a células
neoplasicas, pero dedicaban muy poco tiempo a estudiar otros tipos celulares
también presentes en los tumores. Sin embargo, con la investigacion reciente,
se ha puesto de manifiesto que otros componentes de los tumores, incluyendo
células residentes no cancerosas (fibroblastos, células endoteliales, células del
sistema inmunitario), tejido conectivo y matriz extracelular (componentes de
tejidos que proveen soporte estructural, como por ejemplo el colageno) son de
igual importancia en la iniciacion y progresion tumoral. En conjunto, estos
componentes son conocidos como el estroma, aunque muchos investigadores
prefieren un término mas amplio, microambiente tumoral , ya que abarca
células infiltrantes del sistema inmunitario (macréfagos, linfocitos infiltrantes de
tumor (TILs)) y moléculas libres de células (citoquinas, proteasas), ademas de
los componentes mas o menos permanentes del estroma (Witz 2006; Cretu et
al. 2007) (Figura 13).

| Matriz extracelular |

] Células endoteliales

MICROAMBIENTE
TUMORAL

e ST B T

’ Células del sistema inmunitario |

| Células tumorales |

Figura 13. Componentes principales del microambiente tumoral. Adaptado de Nyberg et al.
2008.
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En un gran namero de tumores, la presencia en el mismo de TILs se usa
como marcador pronéstico, como en el caso del melanoma, carcinoma de
ovario, carcinoma de colon y cancer de cuello (Liako et al. 2007; Uppaluri et al.
2008; Oble et al. 2009). Ex vivo, la deplecion de las células Treg de la
poblacion TIL incrementa la lisis de las células tumorales por las NK
(Ghiringhelli et al. 2005a). De la misma forma, la respuesta de los TIL puede
recuperarse ex vivo mediante la inhibicién de arginasa-1 y 6xido nitrico (NOS2),
mecanismos inmunosupresores producidos por el tumor. De esta forma, se
puede comprobar que la comunicacién entre los diferentes componentes de un
tumor y sus alrededores es un factor importante. Tanto interacciones pro-
tumorales asi como anti-tumorales ocurren para mejorar o bloquear la

formacion y progresion del tumor.

Ademas, la composicién real del microambiente tumoral es altamente
variable, difiriendo entre pacientes e incluso entre distintas areas del mismo
tumor. El microambiente tumoral es a menudo alterado mientras la enfermedad
progresa, incluso el porcentaje de un tumor conformado por células cancerosas

puede cambiar (Zalatnai et al. 2006), siendo un proceso altamente dinamico.

4.2. Inmunoediciéon del cancer

El sistema inmunitario puede reconocer y eliminar las células tumorales,
sin embargo, estas células pueden evadir al sistema inmunitario para asi
favorecer su crecimiento. La teoria de la inmunoedicion explica el
reconocimiento del tumor por el sistema inmunitario, donde se distinguen tres

fases principalmente (Dunn et al. 2002) (Figura 14 ).

« Eliminacién: La activacion coordinada y equilibrada entre el sistema
inmunitario innato y adaptativo es fundamental para la inmunovigilancia frente
al desarrollo de tumores. El mecanismo por el cual el sistema inmunitario es
alertado de la presencia de células tumorales no esté del todo claro. Una de las
posibilidades son las sefiales de peligro descritas por la Dra. Matzinger, que

inducen sefales inflamatorias reclutando células del sistema inmunitario
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(Matzinger 1994). Si la célula tumoral se destruye, la inmunovigilancia habra

cumplido con su funcion, la proteccion frente al desarrollo del tumor.

» Equilibrio:  Si el proceso de la eliminacion no se desarrolla
adecuadamente, las células del tumor pueden entrar en la fase de equilibrio
donde las células tumorales se mantienen o0 son “esculpidas
inmunoloégicamente” para producir nuevas variantes tumorales. Algunos
modelos experimentales demuestran que la inmunidad adaptativa es la
responsable de mantener las células tumorales en un estado quiescente,
mientras que la inmunidad innata no ejerce ninguna funcidon en esta fase
(Schreiber et al. 2011).

» Escape: Cuando el sistema inmunitario no consigue eliminar todas las
células del tumor, los tumores con baja inmunogenicidad pueden ser capaces
de escapar al reconocimiento inmune y su eliminacion (Svane et al. 1996;
Smyth et al. 2000; Shankaran et al. 2001; Takeda et al. 2002). Estas células
tumorales (carentes en expresion de antigeno y/o MHC-I) contindian creciendo
y se expanden de una manera incontrolada, conduciendo a tumores malignos y
progresion del cancer que puede ser clinicamente detectable. En esta fase los
mecanismos inmunosupresores que se inducen en el microambiente tumoral

son determinantes para el escape inmunologico.
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Durante estas fases, las células tumorales interaccionan con su ambiente
tolerogénico y son influidas por sefiales que provienen del estroma, del
endotelio vascular y del sistema inmunitario. En este contexto, a los tumores
sélidos se les ha asociado con la produccion de factores relacionados con la
inflamacion . La inflamacién se trata de un proceso fisioldgico amplio y
complejo que mantiene la homeostasis tisular en respuesta a factores de estrés
tales como el dafio tisular o las infecciones. Comienza con una cascada de
mecanismos bioquimicos, que producen alteraciones vasculares y efectos
guimiotacticos, que atraen y activan a los leucocitos de la sangre periférica
para hacer frente a los agentes patogénicos en el foco de inflamacion. La
resolucion del proceso inflamatorio comprende la cicatrizacion de heridas,
reparacion de tejidos y por lo tanto la limpieza de las células muertas y restos
celulares. De este modo, en condiciones fisioldgicas, se trata de un proceso
autolimitado y controlado. Sin embargo, si la respuesta inflamatoria inicial
persiste o falla en la resolucidon, la inflamacion aguda dara lugar a una
inflamacion crénica . Los patélogos han reconocido desde hace tiempo que en
la mayoria de las infecciones crénicas se infiltran, en una mayor o menor
medida, células del sistema inmunitario innato y adaptativo. Aunque el infiltrado
leucocitario esta correlacionado con un intento de eliminar la infeccion, hoy en
dia se ha demostrado que las propias células del sistema inmunitario pueden
tener efectos promotores sobre el desarrollo de tumores (Blotnick et al. 1994;
Curiel et al. 2004). Existen ejemplos donde se muestra una fuerte correlacion,
como es el caso de la infeccion por los virus de la hepatitis B o C y cancer de
higado (Szmuness 1978), el virus del papiloma humano y el cancer de cuello
uterino (Frazer 2004), o Helicobacter pylori y el cancer de estomago (Pritchard
et al. 2006). Estos acontecimientos evidencian que la infeccion y, por lo tanto,
la inflamacion, pueden progresar a una fase crénica que facilita la oncogénesis
(Coussens et al. 2002).

4.3. Mecanismos de evasion de la respuesta inmunita  ria

Durante la progresion tumoral se generan mdultiples mecanismos
inmunosupresores que conducen a la evasion del reconocimiento inmune o a la

desactivacion de los mecanismos efectores de células T anti-tumorales. Dichos
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mecanismos incluyen alteraciones en la presentacion antigénica, defectos en
sefales intracelulares de los LT, incremento de la secrecion de factores
inmunosupresores y/o pro-apoptoéticos, activacion de vias de sefalizacion
inhibitorias en células del sistema inmunitario y reclutamiento selectivo de

poblaciones reguladoras (Rabinovich et al. 2007).

4.3.1. Baja inmunogenicidad

4.3.1.1. Ausencia o modulacion de la expresion de a  ntigenos

tumorales

La pérdida de expresion de antigenos tumorales es uno de los
mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria mediada por los LTc.
Como ejemplo, la disminucion de la expresion de antigenos de diferenciacion
melanoma-melanocito, tales como gp-100, antigenos reconocidos por células T
como MART1 y TRP, estan asociados con la progresion de la enfermedad (de
Vries et al. 1998). El mecanismo responsable de la disminucion de la expresion
de los antigenos tumorales es, en la mayoria de los casos, desconocido. Sin
embargo, parece que podria ser facilitado por la presencia de antigenos
inmunodominantes (Schreiber et al. 2002). El fendmeno de inmunodominancia
podria deberse a la deteccién de determinados epitopos frente a otros que
también se expresan en la superficie de la célula diana. Esta teoria postula que
las variantes tumorales en combinacion con la pérdida antigénica son capaces
de evadir la respuesta inmunitaria porque las células tumorales parentales que
poseen el antigeno inmunodominante sirven como diana para el ataque

inmunitario, consiguiendo asi desviar la atencion de las variantes tumorales.

4.3.1.2. Ausenciade MHC-I

La disminucion de la expresion de las moléculas de MHC-1 ha sido
demostrada en una gran variedad de tumores (Ferrone et al. 1995; Cabrera et
al. 1996; Cabrera et al. 1998; Marincola et al. 2000). En muchos casos, se
producen pérdidas selectivas de alelos HLA (del inglés human leukocyte
antigens) lo que parece producir una disminucion en la capacidad de

presentacion de un antigeno inmunodominante del tumor. El mecanismo mas
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comun para la pérdida total de las moléculas de MHC-I son las mutaciones en
el gen de la B2-microglobulina (D"Urso et al. 1991; Wang et al. 1993; Benitez et
al. 1998). También se ha demostrado la disminuciéon de los niveles de
expresion de los genes TAP asi como de los componentes del proteasoma en
una gran variedad de tumores (Hilders et al. 1994; Rowe et al. 1995; Sanda et
al. 1995; Alpan et al. 1996; Seliger et al. 1996). En la mayoria de los casos
donde se produce una disminucién de la actividad de la maquinaria de
procesamiento antigénico, la expresion se recupera tras el tratamiento con IFN-
y (Hallermalm et al. 2008), lo que sugiere que esta disminucion de la expresion

se debe a un fendbmeno epigenético reversible.

4.3.1.3. Ausencia de moléculas co-estimuladoras y p  resencia

de moléculas inhibidoras de membrana

Para que el LT prolifere e inicie sus funciones efectoras es necesario el
reconocimiento del antigeno y de las moléculas co-estimuladoras y de
adhesion. La falta de moléculas co-estimuladoras en las células tumorales
puede inducir fendmenos de anergia de los LT naive (no producen citoquinas,
no proliferan) o que experimenten apoptosis. También se han descrito
moléculas que transmiten sefiales inhibidoras al interior del LT como CTLA-4,
que comparte ligandos con su homologo estructural CD28 y recientemente se
ha observado que es capaz de secuestrar transcelularmente a CD80 y CD86
expresados por las CD (Qureshi et al. 2011). Ademas, en las células tumorales
se sobreexpresan diversas moléculas, como B7-H1 (PD-L1), que al fijarse a su
receptor PD-1 de los LT activados puede inhibir la funcién efectora de éstos.
Esta ausencia de sefiales co-estimuladoras o aumento de sefiales inhibidoras
disminuyen los efectos antitumorales de los LT.

4.3.2. Factores inmunosupresores

En el contexto del tumor existen diferentes factores inmunosupresores.
Entre ellos se encuentran poblaciones celulares con caracter inmunosupresor,
gue actlan directamente por contacto, a través de la produccion de factores
solubles como las citoquinas o mediante la activacion de enzimas que generan

metabolitos inmunosupresores. Las propias ceélulas del sistema inmunitario,
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enzimas, citoquinas y otras moléculas producidos tanto por las células
tumorales como por las células del estroma y del infiltrado linfocitario,
componen los factores de inmunosupresion en el microambiente tumoral. La
expresion de galectina-1 (Rabinovich et al. 2001), ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Totzke et al. 2003), arginasa-1 (Bronte et al. 2005), NOS2 (Eyler et al. 2011),
TGF-B (Derynck et al. 2001), VEGF (Karnezis et al. 2012), IL-6 (Schafer et al.
2007) o IL-10 (Vicari et al. 2004), han sido identificados y estudiados, como
responsables de la evasion tumoral al reconocimiento por el sistema

inmunitario.

4.3.2.1. Células inmunosupresoras

Los factores de crecimiento inmunosupresores y las citoquinas presentes
en el microambiente del tumor promueven la diferenciacion, la expansion y el
reclutamiento de varias poblaciones de células como los Treg, células
supresoras derivadas de la serie mieloide (MDSC), macrofagos asociados al
tumor (TAM) y distintos subtipos de CD maduras e inmaduras. La identificacion
de la amplia gama de células regulatorias es crucial para lograr comprender los
mecanismos de inmunosupresion que impiden el desarrollo de una respuesta
antitumoral y obstaculizan el éxito de las estrategias de inmunoterapia (Figura
14).
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Figura 14. Interaccion de las células del sistema inmunitario con el microambiente tumoral.

4.3.2.1.a. Linfocitos T reguladores

Los Treg fueron identificados como un subtipo de LT CD4" que
constitutivamente expresan la molécula CD25 y suprimen respuestas de LT
efectores (CD4" y CD8") (Sakaguchi 2004). Durante los Ultimos afios los Treg
estdn adquiriendo un gran interés tanto en la inmunidad tumoral como
infecciosa (von Boehmer 2005). Este interés se remonta a las investigaciones
de Sakaguchi et al., que demostraron que los Treg podian prevenir el desarrollo

de una respuesta autoinmune en timectomias neonatales (Sakaguchi et al.
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1995). Posteriormente se confirmd su potencial regulador en enfermedades
autoinmunes, infecciosas y modelos tumorales (Shevach 2004). Se ha sugerido
que el factor de transcripcion forkhead box P3 (FoxP3) representa un marcador
intracelular altamente especifico de estas ceélulas, sobre todo cuando esta co-
expresado con otros marcadores como CTLA-4, GITR, LAG-3 y neuropilina
(Beissert et al. 2006). Con respecto a su papel en el desarrollo de tumores,
existen numerosos trabajos que muestran que las células CD4" CD25" FoxP3"
se encuentran incrementadas en pacientes con tumores de pulmon, pancreas,
mama, ovario y piel, tanto en circulacion como en infiltrados peri e
intratumorales (Curiel et al. 2004). Los Treg inhiben la respuesta antitumoral a
través de diversos mecanismos, como el bloqueo de la activacion de LTcy LTh
(Zou 2006), la inhibicidn de la actividad citotoxica y la produccion de citoquinas
por parte de células NK (Ralainirina et al. 2007). Ademas, modulan la
presentacion antigénica de las CD, volviéndolas tolerogénicas. A través de la
expresion de CTLA-4, los Treg pueden regular negativamente la expresion de
las moléculas de co-estimulo (Sakaguchi 2004) e inducir un aumento de la
actividad de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) (Fallarino et al.
2003). La produccion de citoquinas inmunosupresoras como TGF- e IL-10 es
otro de los mecanismos de actuacion de los Treg sobre el resto de las
poblaciones efectoras con caracter antitumoral. Por otro lado se ha observado
que las células Treg son reclutadas al nicho tumoral por la influencia de la
quimioquina CCL22 (Curiel et al. 2004).

4.3.2.1.b. Células supresoras de origen mieloide (M DSC)

Las MDSC constituyen una poblacién heterogénea de células mieloides
inmaduras compuestas por macrofagos, granulocitos, CD y otras poblaciones
de origen mieloide en estadios tempranos de diferenciacion que ejercen una
actividad inmunosupresora en el ambiente tumoral. Existen principalmente dos
subpoblaciones dentro de las MDSC, las granulociticas (definidas como Ly6G*
Ly6C"") y las células monociticas (definidas como Ly6G™ Ly6C"'9"), que se
acumulan en el bazo, y en algunos casos en ganglios linfaticos de animales
portadores de tumor (Bronte et al. 1998; Gabrilovich et al. 2001; Terabe et al.

2003; Li et al. 2004). La actividad funcional de las MDSC se manifiesta a través
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de su capacidad de inhibir la produccion de IFN-y producida por los LTc en
respuesta a péptidos provenientes de antigenos tumorales presentados en la
superficie de las propias MDSC (Gabrilovich et al. 2001). Este efecto depende
de la expresiéon de MHC-I por las MDSC y no es mediado por factores solubles
sino que requiere del contacto célula-célula (Gabrilovich et al. 2009). Estudios
recientes in vivo han demostrado que las MDSC también pueden ser
responsables de inducir tolerancia antigeno-especifica de LT (Kusmartsev et al.
2005). Las MDSC son capaces de endocitar proteinas solubles in vivo,
procesarlas y luego presentar los péptidos antigénicos e inducir anergia en los
LT especificos (Kusmartsev et al. 2005). La subpoblacion de células MDSC Gr-
1" CD115", ademéas de ser capaz de inhibir in vitro la proliferacion de LT,
promueve la expansion de Treg in vivo, siendo dependiente de la presencia de
IFN-a e IL-10 (Huang et al. 2006). Curiosamente, mientras que las MDSC
suprimen la proliferacion de LT inducida por mitdgenos a través de una via
dependiente de oxido nitrico (NO), la inhibicion de la respuesta alogénica
inducida por estas células es mediada por la enzima arginasa-1 (Bronte et al.
2003). Se observo ademas que las MDSC Gr-1" se diferencian in vitro e in vivo
a macrdfagos F4/80*, que en el interior del microambiente tumoral producen
niveles sustanciales de NO, pudiendo inducir de forma directa la apoptosis de
LT.

4.3.2.1.c. Macrdéfagos asociados al tumor (TAM)

Los TAM son células con varias funciones pro-tumorales, incluyendo
promocién de la angiogénesis, remodelacion de la matriz extracelular y
supresion de la respuesta inmunitaria antitumoral efectora. En tumores ya
establecidos, los trabajos publicados demuestran que los TAM poseen un
fenotipo M2 (macréfagos activados por la via alternativa) caracterizado por su
baja produccién de IL-12 y niveles incrementados de IL-10 y TGF-f,
favoreciendo el escape tumoral. Ocurre todo lo contrario con los macrofagos de
fenotipo M1 (macréfagos activados por la via clasica) que son capaces de
eliminar células tumorales y producen citoquinas proinflamatorias (Mantovani et
al. 2005). Los TAM pueden inhibir la respuesta T anti-tumoral mediante la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), de kinureninas (producto

40



INTRODUCCION

de la actividad de la enzima IDO) (Bronte et al. 2003; Pollard 2004) y atrayendo
a los Treg al nicho tumoral (Woo et al. 2001). Ademas, pueden bloquear la
respuesta efectora a travées de la expresion de B7-H4, regulando
negativamente la activacion de los LT (Kryczek et al. 2006) y participar en la
remodelacion de la matriz extracelular a través de la produccién de altos
niveles de diferentes metaloproteasas (Condeelis et al. 2006). Por otro lado,
pueden producir VEGF, estimulando la formacion de nuevos vasos sanguineos
y facilitando la entrada de células tumorales en el torrente sanguineo, un paso

muy importante en el proceso de metastasis (Wyckoff et al. 2004).

4.3.2.1.d. Células dendriticas

Si bien se ha descrito que células tumorales pueden inducir la maduracion
de CD inmaduras, datos publicados recientemente indican que un defecto en la
activacion de CD se encuentra entre los principales factores responsables del
escape tumoral, afectando fundamentalmente a la respuesta de LThly LTc. En
este sentido, ratones inoculados con diferentes tipos de tumores presentan una
marcada reduccion en el numero y funcionalidad de CD (Ishida et al. 1998).
Este fendbmeno ha sido demostrado claramente en pacientes que presentan
tumores infiltrados por CD con fenotipo inmaduro demostrando una mayor
agresividad (Troy et al. 1998). Esto se ha observado en CD aisladas de
metéstasis de melanomas y carcinomas basocelulares (Chaux et al. 1997; Enk
et al. 1997; Nestle et al. 1997). Notablemente, la incorporacion del factor
estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y TNF-a o de
CD40L a cultivos in vitro no promueve un incremento en la expresion de la
molécula co-estimuladora CD80 en CD infiltrantes de tumores (Chaux et al.
1997). Sin embargo, se ha demostrado que si las CPA fallan en proveer una
apropiada sefal co-estimulatoria a los LT, éstos se volveran tolerantes o
anérgicos. En este contexto, CD provenientes de tejidos tumorales, como por
ejemplo cancer de colon o melanoma, no sélo fueron incapaces de inducir la
proliferacion de LT, sino que ademas dieron lugar a anergia y un estadio de
tolerancia en estos LT (Chaux et al. 1997; Enk et al. 1997; Nestle et al. 1997).
Al mismo tiempo, se han descrito subtipos de CD con fenotipo maduro y con
potencial inmunosupresor sobre los LT. Las més predominantes fueron las pCD
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(Colonna et al. 2004). La regulacion negativa del receptor TLR9 inducida por el
tumor podria ser el mecanismo responsable de inhibir las funciones de las pCD
dentro del microambiente tumoral (Hartmann et al. 2003). Asi, se ha descrito la
acumulacion de pCD en el area peritumoral de melanomas primarios (Vermi et
al. 2003). Ademas se demostr0 que los ganglios linfaticos drenantes de
tumores de ratdn, contienen una subclase de pCD que expresan
constitutivamente la enzima IDO, lo que inhibe la expansion clonal de LT y
promueve su apoptosis (Munn et al. 2004). Por lo tanto, mCD y/o pCD pueden

contribuir a crear o potenciar los mecanismos inmunosupresores.

4.3.2.2. Factores solubles

En los tumores existen factores solubles que favorecen la progresion del
proceso neoplasico, como las citoquinas inmunosupresoras. El caracter
pleiotrépico de estas citoquinas hace dificil determinar cual en particular es la
responsable de la progresién de un tumor determinado. Esto se debe a la
relacion con otras citoquinas, factores de crecimiento y hormonas, que actian
simultaneamente en el nicho tumoral. El factor de crecimiento transformante-
beta (TGF-B) y la interleuquina-10 (IL-10) son las citoquinas con mayor efecto

inmunosupresor (Salazar-Onfray 1999).

4.3.2.2.a. TGF-B

TGF-B es una citoquina con efectos pleiotropicos implicada en muchos
procesos celulares (Kim et al. 2005). Debido a sus propiedades
antiproliferativas, esta citoquina ha sido considerada como inmunosupresora y
antiinflamatoria, aunque también puede actuar como estimuladora de algunas
poblaciones celulares del sistema inmunitario (Li et al. 2006). De este modo, se
ha descrito que TGF- inhibe la diferenciacion y actividad de las células Ty B
(Kehrl et al. 1986; Gorelik et al. 2002), impide la maduracién de CPA como las
CD (Kobie et al. 2003) e inhibe la actividad de otras células del sistema
inmunitario innato como las células NK (Rook et al. 1986). Sin embargo, TGF-3
es también necesario como un importante factor de diferenciacion de las
células Treg (Chen et al. 2003). Estas propiedades del TGF-B permiten un

control homeostético de las reacciones inmunes bajo condiciones normales.

42



INTRODUCCION

Por otra parte, se sabe que TGF-B estd sobreexpresado en algunas
patologias malignas (Niitsu et al. 1988; Sargent et al. 1989; Ito et al. 1991) y en
enfermedades infecciosas (Kekow et al. 1990; Schultz-Cherry et al. 1996;
Nelson et al. 1997; Reed 1999). En algunos tumores se han descrito altos
niveles de esta citoquina, que en fases tempranas es capaz de inhibir el
crecimiento tumoral, pero en fases mas tardias promueve y es responsable de
la aparicion de metastasis (Chang et al. 1993). Experimentos realizados en
animales indican que la mayor actividad de TGF-f in vivo es la promocioén de la
invasion y la metastasis (Arteaga et al. 1993). En seres humanos, TGF-3 ha
sido involucrado en el aumentado potencial metastasico de melanomas y otros
carcinomas (Friedman et al. 1995). In vitro, TGF- inhibe la expansion de los
LTc y de los LB, ademas inhibe la expresién de receptores de IL-2 de alta
afinidad inactivando a las células T y NK (Arteaga et al. 1993; Wright et al.
1993). Por otro lado, se ha observado que el numero de células Treg aumenta
tanto en el microambiente tumoral como en la periferia. Estos mecanismos
pueden impedir la induccion de la respuesta inmunitaria capaz de eliminar a las

células malignas (Banchereau et al. 2005).

4.3.2.2.b. IL-10

La interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina con gran capacidad
inmunoreguladora. Es producida por las propias células tumorales, asi como
por los LTh2 y CPA cuando son estimuladas por PAMPs (von Andrian et al.
2000; Giordani et al. 2003). Constitutivamente se encuentra expresada por las
Treg, que son la principal fuente de IL-10 junto con los macréfagos activos (van
Broekhoven et al. 2004; Salem et al. 2005). También se ha demostrado que, en
determinadas condiciones, incluso los LTh1l pueden producir IL-10 (Saraiva et
al. 2010).

IL-10 ejerce sus efectos inmunoreguladores tanto a nivel de la respuesta
inmunitaria innata, actuando principalmente sobre las CPA, impidiendo la
diferenciacion de los monocitos en CD y disminuyendo la actividad efectora de
los neutréfilos, como a nivel de la respuesta inmunitaria adaptativa, afectando
sobre todo a la proliferacion y actividad de los LT. En las CPA actia inhibiendo

la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-12 o IL-18, asi como la
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expresion de MHC de clase Il, moléculas co-estimuladoras o moléculas de
adhesion y migracién. Ademas estimula la producciéon de IDO por parte de las
CPA, lo que junto con los cambios anteriormente descritos, lleva a la inhibicidon
indirecta de la proliferacion y a la estimulacion de la apoptosis de los LT. IL-10
afecta ademas de forma directa la funcion de los LTh mediante la inhibicion de
la expresion de IL-2, TNF-a, IL-5, el receptor de quimiocinas CXCR4, el
receptor de IL-2 (CD25), y la respuesta al factor 1 derivado de células
estrométicas (Asadullah et al. 2003; Saraiva et al. 2010). También suprime la
expresion de MHC-1 en las CPA, disminuyendo la respuesta de los LTc anti-

tumorales.

En diferentes estudios clinicos se ha mostrado un incremento en los
niveles de IL-10 en sueros de pacientes con melanoma (Sato et al. 1996) y
otros tumores solidos (Fortis et al. 1996), asi como la expresion de IL-10 por las
propias células tumorales (Bellone et al. 1999; Herbeuval et al. 2004; Todaro et
al. 2006).

4.3.2.3. Otros mecanismos

Existen otros mecanismos que también acttan como factores
inmunosupresores como son el 6xido nitrico (NO), producto de la accion de
distintas isoformas de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) sobre la arginina,
las prostaglandinas generadas por ciclooxigenasas (COX) y la arginasa,
teniendo como sustrato también la arginina. Estas enzimas promueven la
progresion de los tumores e inhiben la expresion de los TCR y respuestas

antigeno-especificas (Rodriguez et al. 2004).

Otra enzima que esta teniendo en los ultimos afios un gran interés en el
contexto de los tumores es IDO. Esta enzima esta regulada por varios
estimulos inflamatorios, teniendo un efecto inmunosupresor que induce la
inmunotolerancia y suprime la actividad de las células T (Hassanain et al. 1993;
Mellor et al. 2004). Su funcién hasta ahora no es enteramente conocida. Se
sugiere que IDO tiene capacidad de regular el sistema inmunitario a traves de
dos vias: mediante la deprivacion de triptéfano, esencial para la proliferacion de
LT, y mediante el efecto citotoxico de los metabolitos del triptéfano. IDO esta
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sobreexpresada en una alta variedad de tumores humanos y algunos estudios
la correlacionan con la progresion de la enfermedad y una reduccién en la

supervivencia (Mosolits et al. 2005).

En CD infiltrantes de tumores colorrectales, IDO participa en la inmunidad
tumoral local (Dadabayev et al. 2004). Se ha descrito que en ratones, IDO
expresada por las pCD puede crear un ambiente inmunosupresor en los
nodulos linfaticos drenantes del tumor, suprimiendo la respuesta de los LT
frente a antigenos presentados por ellas o por CPA que no sean

inmunosupresoras (Munn et al. 2004).

5. ESTRATEGIAS DE INMUNOTERAPIA

Los avances en el conocimiento de la respuesta inmunitaria y su
caracterizacion en los pacientes con cancer han permitido el disefio de nuevas
estrategias de inmunoterapia cuyo objetivo principal es la induccion de
respuestas antitumorales (Waldmann 2003). Para ello es necesario conocer
bien las condiciones de la enfermedad, los posibles efectos de la terapia, asi
como el impacto sobre el sistema inmunitario y sus posibles consecuencias. De
este modo, el uso de inmunomoduladores y/o inmunoestimuladores puede
ayudar a restablecer el coordinado y eficaz funcionamiento de la respuesta
inmunitaria, actuando a diferentes niveles del sistema inmunitario para inhibir o
intensificar selectivamente poblaciones o subpoblaciones de células implicadas

en la respuesta inmunitaria.

5.1. Inmunopotenciaciéon

Una de las estrategias de inmunopotenciacion de la respuesta antitumoral
son las vacunas, encaminadas a la activacion de respuestas adaptativas frente
a los antigenos tumorales especificos. La sintesis de péptidos, la
secuenciacion de nucledtidos y la ingenieria genética han posibilitado el
desarrollo de las denominadas “vacunas de nueva generacion”. Sin embargo,
el éxito de estas nuevas tecnologias requiere un estudio previo para hallar
nuevos adyuvantes, sustancias eficaces en la estimulacion de la respuesta

inmunitaria y desprovistas de propiedades biologicas adversas. En la
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actualidad, para conseguir una respuesta antigénica eficaz se pueden utilizar
distintas combinaciones de una gran variedad de inmundgenos (péptidos,
proteinas, virus recombinantes, etc.) administrados en diferentes vehiculos
(células dendriticas, liposomas, anticuerpos, proteinas, salino, etc.) y utilizando
distintos adyuvantes (estimulos de maduracion de CD como ligandos de TLR o

agonistas de otros receptores de CD, moléculas co-estimuladoras, etc.).

5.1.1. Adyuvantes

Las proteinas y los péptidos antigénicos potencialmente utiles en
inmunoterapia presentan en general una inmunogenicidad muy pobre, puesto
gue a diferencia de los microorganismos, carecen de PAMPs capaces de
estimular a las CD y de este modo activar a los linfocitos. Para ello se necesita
combinarlos con diversos adyuvantes y/o vehiculos que activaran a la

inmunidad innata (Kim et al. 1998).

En el caso de los PAMPs, su union a los PRR induce la maduracion de
las CD in vivo, promoviendo la produccién de mediadores proinflamatorios
como citoquinas, NF-kB, y moléculas de co-estimulo, que van a estimular tanto
el sistema inmunitario innato como adaptativo (Aderem et al. 2000; Werling et
al. 2003; Pasare et al. 2004). Por eso la incorporacion de estas moléculas en
las vacunas aumenta su inmunogenicidad (Kaisho et al. 2002; Werling et al.
2003; Guy 2007). Entre las moléculas capaces de activar a las CD que ya
estdn aprobadas para su uso clinico o en fases avanzadas de desarrollo
destaca el Imiquimod, un agonista sintético de TLR7 con efectos antivirales
(Wang et al. 2005) y antitumorales (Chuang et al. 2010) y poly (I:C), un analogo
sintético de RNA de cadena doble capaz de unirse a TLR3. Estos receptores
no soélo se expresan en CD sino también en células NK, macréfagos
(Banchereau et al. 1998) y LTh (Gelman et al. 2004). Estas moléculas, ademas
de madurar eficazmente a las CD, contribuyendo a la presentacion antigénica y
a la produccién de citoquinas proinflamatorias (Hemmi et al. 2002), estan
asociadas con una rapida activacion de las células NK, que colaboran en la
rapida induccion de citoquinas proinflamatorias como IFN tipo I, TNF-a, IFN-y,

IL-2 e IL-15, y al aumento de la proliferacion de la proliferacion de LTc.
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Ademas de los PAMPs, existen moléculas enddgenas con caracter
inflamatorio que contribuyen a la activacion de la respuesta, como el ligando de
CD40 (CD40L). Su interaccion con CD40, da lugar a una fuerte activacion de
las células del sistema inmunitario (Van Kooten et al. 1996). CD40 es un
miembro de la familia de receptores de TNF que se expresa en CD,
macréfagos y células B. Existen numerosos trabajos que muestran que la
interaccion entre el CD40 y su ligando, interviene de manera decisiva en la
activacion de los LTc por parte de las CPA (Bennet et al. 1998), e induce la
proliferacion de las células memoria de una forma parcialmente dependiente de
IL-15 (Koschella et al. 2004). Por ello, anticuerpos agonistas de CD40 se

utilizan como adyuvantes internos en vacunacion.

Sin embargo, el desafio en la busqueda de adyuvantes para
inmunoterapia se centra en obtener el "mix perfecto”, con diferentes
componentes que no sean sOlo aditivos sino sinérgicos y que potencien
finalmente la respuesta inmunolégica deseada (Guy 2007). Se ha demostrado
que la combinacién de antigenos con agonistas de CD40 y TLRs muestra
potentes sinergias, con respuestas celulares eficientes frente a infecciones
cronicas y tumores (Ahonen et al. 2004; Zabaleta et al. 2007; Wells et al. 2008)

5.1.2. Proteinas recombinantes de fusion basadas en el dominio
extra A de la fibronectina (EDA)

Ademas de las propiedades inmunoestimuladoras, el efecto de vehiculo
es otra de las caracteristicas de algunos adyuvantes. Aquellas moléculas que
favorecen la disponibilidad, captura o interaccion del antigeno con las CPA
habitualmente aumentan su inmunogenicidad. Varios grupos han encontrado
qgue la unién covalente de un antigeno a ligandos de TLR (por ejemplo, de
TLR5 como flagelina (Cuadros et al. 2004), de TLR9 como los CpGs (Tighe et
al. 2000) o una combinacion de TLR3 y TLR7/8 (Tacken et al. 2011)), son
capaces de dirigir antigenos a las CD in vivo, de fomentar su presentacion vy,
por tanto, de favorecer la iniciaciébn de una respuesta inmunitaria especifica
frente a esos antigenos. De igual manera, también ejercen esta funcién otros
receptores de las CD (como complejos de fusién recombinantes basados en la

adenilato ciclasa de Bordetella pertussis que se unen al complejo CD11b/CD18
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(Fayolle et al. 1999; Guermonprez et al. 2001)), o anticuerpos monoclonales
especificos de moléculas de superficie de las CD (Bonifaz et al. 2004; Sancho
et al. 2008),

Nuestro grupo ha demostrado que el dominio extra A de la fibronectina
(EDA), cuando se une covalentemente a antigenos peptidicos o proteicos, es
capaz de comportarse como vehiculo para dichos antigenos y aumenta su
inmunogenicidad. Esto se debe a que EDA se une al receptor TLR4, y su unién
a este receptor induce la produccion de citoquinas proinflamatorias (Okamura
et al. 2001). De este modo, EDA no soOlo se comporta como vehiculo sino
también como inmunoestimulador. Se ha caracterizado su efecto induciendo
respuestas T citotoxicas in vivo (Lasarte et al. 2007) y se ha utilizado en
modelos de inmunizacion frente al virus de la hepatitis C con la proteina NS3
(Mansilla et al. 2009) y frente al cancer de cérvix, fusionando EDA con la

proteina E7 del papilomavirus humano (Mansilla et al. 2011).

Con todo esto, la combinacion de adyuvantes junto con la administracion
de un antigeno especifico unido covalentemente a la proteina EDA (Figura I5),
se presenta como una estrategia inmunopotenciadora prometedora frente

antigenos poco inmunogeénicos.

| Anticuerpos aCD40 |

Figura I5. Estrategia de inmunoterapia utilizada en este trabajo.
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5.2. Inhibicién de los mecanismos inmunosupresores

En los dltimos afos, diferentes autores han sugerido que la combinacion
de estrategias de inmunopotenciacion con la inhibicibn de mecanismos
inmunosupresores podria potenciar el efecto de las primeras en la
inmunoterapia antitumoral. Estas estrategias estan destinadas a revertir el
estado de inmunosupresion de los portadores de tumor, siendo un area de
investigacibn muy activa (Berzofsky et al. 2012). Uno de los cambios en la
inmunoterapia del cancer ha sido el desarrollo de moléculas que inactivan la
actividad de células o factores inmunosupresores, bien inhibiendo receptores
y/o ligandos, o citoquinas que se encuentran en el ambiente tumoral (Weber
2010; Brahmer et al. 2012).

La identificacién del amplio universo de factores reguladores es crucial
para comprender los mecanismos de inmunosupresion que impiden el
desarrollo de una respuesta inmunitaria antitumoral y obstaculizan el éxito de
estrategias inmunoterapéuticas. Cada vez son mas importantes los trabajos
dirigidos a conocer como se reclutan de forma diferencial dichas células y
factores en el entorno tumoral y qué controla la interaccion entre los diferentes
tipos de células reguladoras. Como concepto emergente de este analisis se
postula la necesidad de considerar en el futuro la incorporacion de estrategias
que controlen la actividad de factores y/o células con actividad
inmunosupresora junto con las herramientas terapéuticas antitumorales

tradicionales.

Con este objetivo, se han desarrollado anticuerpos monoclonales dirigidos
contra moléculas ubicadas en la superficie de Treg, como CD25 y CTLA-4, con
el proposito de disminuir su cantidad y/o bloquear su funcién. En un estudio
reciente, el uso de anti-CTLA-4, anti-CD25 o anti-GITR en ratones portadores
de tumor (sarcoma y cancer de colon) mostraron una leve disminucién en el
crecimiento tumoral. Solamente la combinacion entre anti-CTLA-4 y anti-GITR
condujo al rechazo tumoral en el 80% de los casos (Mitsui et al. 2010). Otros
receptores que también han mostrado su interés en la inmunoterapia del
cancer son PD-1/PD-L1, donde han mostrado tener una relevancia importante

en ratones con melanoma y sinergia cuando se combina su bloqueo con anti-
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CTLA-4. Se ha demostrado que el bloqueo de las vias inhibidoras a menudo
conduce a mejorar la funcion efectora y expansion de los LTc en el
microambiente tumoral (Curran et al. 2010). En este sentido, habria que
destacar que, tras la finalizacién de los ensayos clinicos en fase Il (Hodi et al.
2010; Robert et al. 2011), recientemente ha sido aprobada por la FDA
estadounidense (Food Drug Administration) la utilizacion clinica en humanos
del farmaco Yervoy (nombre comercial del anticuerpo bloqueante de CTLA-4

Ipilimumab) para el tratamiento del melanoma no resecable o metastasico.

En cuanto a la posibilidad de inhibir la funcion de MDSC se han
investigado los efectos de algunos farmacos como el retinol, la vitamina D,
inhibidores de COX-2 y otros. Estas terapias estan dirigidas a promover la
diferenciacion de las MDSC a células maduras sin actividad supresora
(Gabrilovich et al. 2009). Por otra parte, un estudio reciente (Kao et al. 2011)
demostré que la administracion de sunitinib, un inhibidor de receptores tirosina-
kinasa, impide la acumulacion de MDSC en modelos murinos de carcinoma de
mama, colon o riidn y también en sangre periférica de pacientes con

carcinoma renal.

También resulta importante la inhibicion de citoquinas antiinflamatorias
como IL-10 y TGF-B, unas de las mas importantes citoquinas
inmunosupresoras. En  algunas estrategias, utilizando anticuerpos
neutralizantes, proteinas solubles capaces de unirse a estas citoquinas o
pequefias moléculas diana inhibidoras, se ha demostrado que la inhibicion de
estas citoquinas potencia la respuesta antitumoral (Llopiz et al. 2009; Bolpetti et
al. 2010; Lu et al. 2010) .
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Desde los comienzos de la inmunoterapia, su objetivo principal ha sido la
induccion de respuestas inmunitarias eficaces, capaces de eliminar patdégenos
0 neoplasias malignas que no hayan sido eliminadas espontaneamente por el
sistema inmunitario. Por ello, el desarrollo de vacunas para tratar
enfermedades infecciosas cronicas o tumores, continda siendo una prioridad en
la investigacion médica. En los ultimos afios se han desarrollado estrategias de
inmunoterapia capaces de inducir respuestas inmunitarias potentes y
multiepitépicas, algunas de las cuales se encuentran en ensayos clinicos. Sin
embargo, en la mayoria de estos ensayos, las respuestas inducidas son
insuficientes para conseguir la curacion de la enfermedad. De este modo, es
necesario optimizar las estrategias de inmunoterapia para obtener mejores

resultados. Con esta hip6tesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Desarrollar una estrategia de vacunacion terapéu tica encaminada a
la potenciacion de la respuesta inmunitaria mediant e la
administracion de combinaciones de adyuvantes y ant igenos.
Estudiar sus efectos anti-tumorales en un modelo de tumor poco

inmunogénico.

2. Estudiar el efecto antitumoral de la combinacion de estrategias de
vacunacion terapéutica junto con el bloqueo de las citoquinas

inmunosupresoras TGF- 3 e IL-10.
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1. LINEAS CELULARES

Todas las lineas celulares descritas en este apartado se cultivaron en
incubadoras estandar a 37 °C y con un 5% de CO,, en frascos de cultivo de 75
cm? (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania).

* La linea celular B16-F10 (ATCC CRL-6475), derivada de células de
melanoma de ratones C57BL/6 tras aislarse 10 metastasis de pulmén
(Fidler 1975), fue cedida por el Dr. G.Kroemer (Paris, Francia). Estas
células se cultivaron en medio DMEM (BioWhittaker, Bélgica)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen,
Scotland, Reino Unido), antibidticos (penicilina 100 U/ml vy

estreptomicina 100 pg/ml) y 5 x 10° M 2-mercaptoetanol.

* Las células tumorales B16-OVA derivan de transfectar la linea celular
B16-F10 con el DNA que codifica la proteina ovalbumina (OVA) de la
clara de huevo del pollo. Se cultivaron en el mismo medio que las
células B16-F10, pero suplementado con 400 pg/ml del antibiético de

seleccion geneticina (G418, Invitrogen).

e La linea celular EL-4 (ATCC TIB-39), aislada de timoma en ratones
C57BL/6, se cultivd en medio RPMI-1640 (BioWhittaker, Bélgica)
suplementado con 10% de FBS, antibioticos (penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg/ml) y 5 x 10° M 2-mercaptoetanol. A partir de

ahora nos referiremos a este medio como medio completo (MC).

 Las células tumorales EG7-OVA (ATCC CRL-2113) derivan de la
transfeccion de la linea celular EL-4 con el DNA que codifica OVA. Se

cultivaron en MC suplementado con 400 pug/ml de geneticina.

* Lalinea celular YAC-I (ATCC TIB-160) deriva de un linfoma inducido por
el virus de la leucemia de Moloney en ratones A/Sn. Esta linea celular se
caracteriza porque no expresa MHC de clase I. Por esta razdn se ha
utilizado como diana clasica para estudiar la actividad de las células NK.
Se cultivaron en MC.
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* Las células THP-1 (ATCC TIB-202), derivadas de monocitos humanos,
se cultivaron en MC y se utilizaron para estudiar la capacidad de las

proteinas para inducir produccion de citoquinas proinflamatorias.

1.1. Analisis de la expresion del antigeno tumoral OVA en

lineas celulares

Para medir la expresion de OVA en células EG7-OVA, B16-OVA, EL-4y
B16-F10 se extrajo el RNA de las células (5 x 10% con la ayuda de una
solucién de lisis para la purificacion de acidos nucleicos (Applied BioSystems,
Foster City, CA, EE.UU.) y el sistema semi-automatico ABI PRISM 6100
Nucleic Acid PrepStation (Applied BioSystems). EI RNA total se tratd con
DNAsa (Gibco-BRL, Paisley, Reino Unido) antes de realizar la transcripcion
reversa con la transcriptasa reversa M-MLV (Gibco-BRL) en presencia de
RNAsaOUT (Gibco-BRL). Para realizar la PCR cuantitativa se utilizo el
termociclador CFX (Bio-Rad) e 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Cada
PCR se realizé con 1 ul de cDNA y con cebadores especificos de OVA (Tabla
M1). Para determinar la especificidad de estos ensayos, los productos finales
de la PCR se analizaron mediante curvas de puntos de fusion y electroforesis,
y los resultados se normalizaron con B-actina. La cantidad relativa de cada
transcrito se expreso utilizando el software de andlisis de Bio-Rad, mediante la
formula 24 (ACt = Ct (B-actina) - Ct (gen)), siendo Ct el ciclo por encima del
cual el programa considera la PCR positiva. Estas pautas se llevaron a cabo
con todos los analisis de este trabajo para estudiar la expresion del RNA en
diferentes genes con sus respectivos cebadores especificos. Todos los
ensayos de analisis de la expresion del RNA fueron llevados a cabo con la

colaboracion del Dr. José Ignacio Riezu-Boj, de nuestro departamento.
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Gen Cebador Sentido (5'- 3) Cebador Antisentido (5’- 3)
OVA TATTCGT TCAGCCTTGCCAG CTTTCTCCCACAGTCCTTTG
B-actina CGCGT CCACCCGCGAG CCTGGTGCCTAGGECG

Tabla M1. Secuencia de los cebadores utilizados para el analisis del RNA

1.2. Andlisis de la expresion de moléculas de MHC e n

lineas celulares

Para medir la expresion de las moléculas de MHC de clase | K” en las
células tumorales se utilizé un anticuerpo anti-H-2K® marcado con fluorescein
isothiocyanate (FITC) (clon AF6-88.5). Grupos equivalentes se incubaron con el
correspondiente isotipo marcado con FITC (IgG2a k de rata) (clon R35-95).
Todas las incubaciones con anticuerpos en este trabajo se realizaron a 4 °C, en
PBS con 2% de FBS y durante 15 minutos. A continuacion se lavaron las
células y se analizaron los marcadores mediante citometria de flujo (FACs
Calibur™, Becton Dickinson, CA, EE.UU.) y el programa Flowjo (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, EE.UU.). Todos los anticuerpos utilizados en este trabajo para

ensayos de citometria eran de BD Biosciences.

En algunos casos, las células tumorales se estimularon in vitro con IFN-y
recombinante de ratén (Peprotech, NJ, EE.UU.) a una concentracion de 500
U/ml durante 48 horas para estudiar la expresion de MHC-I. Estas células se

lavaron dos veces con PBS antes de ser utilizadas para los ensayos.

2. ANTIGENOS

2.1. Péptidos

Los péptidos DTc de la proteina TRP2, TRP2(180-188) (SVYDFFWLL), y
de ovalbumina, OVA(257-264) (Sl | NFEKL), fueron sintetizados por la empresa
NeoMPS (Estrasburgo, Francia). La pureza de los péptidos fue analizada por
HPLC y fue superior al 95%.
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2.2. Proteinas

La proteina recombinante OVA detoxificada se obtuvo de Endograde
(Munich, Alemania). Se encontraba cristalizada y liofilizada, y habia sido
previamente purificada por cromatografia y almacenada a 4 °C. Su pureza era

del 98% aproximadamente y se disolvié en PBS.

Las proteinas de fusion EDA-antigeno se construyeron y purificaron en el
laboratorio del Dr. Juan José Lasarte, del Area de Terapia Génica y
Hepatologia del CIMA.

La proteina EDA-OVA se encargd a la empresa 3P Biopharmaceuticals
(Pamplona). Su produccion y purificacion se realizé siguiendo los protocolos
que se habian establecido en el laboratorio (Lasarte et al. 2007). La pureza de

estas proteinas fue determinada por tincion Azul de Coomasie y Western Blot.

En el caso de la proteina EDA-TRP2, a partir del molde de cDNA de
TRP2 cedido por Viktor Umansky (German Cancer Research Center,
Heidelberg, Alemania) se digiri6 con Notl y el fragmento se subcloné en el
plasmido pET20b-EDA, previamente digerido con Notl, para obtenerse la
construccion EDA-TRP2(59-257). Se siguieron los mismos protocolos de

produccion y purificaciéon utilizados para la proteina EDA-OVA.

La actividad biologica de EDA-TRP2(59-257), denominada de ahora en
adelante EDA-TRP2, se analiz6 mediante un bioensayo que determinaba su
capacidad de activar la produccion de citoquinas proinflamatorias por la linea
celular TLR4® THP-1. Para ello se incubaron las células THP-1 (10°
células/pocillo) con las proteinas a una concentracion de 1 uM, LPS (0,1 pg/ml)
como control positivo o MC como control negativo. En algunos casos, la
proteina EDA-TRP2 fue previamente tratada con proteinasa K-sepharosa y
posteriormente afiadida a los cultivos como control. A las 16 horas de cultivo,
se recogieron los sobrenadantes y se midi6 la produccion de TNF-a humano
mediante un ensayo de ELISA comercial (OptEIA ELISA Set, BD Biosciences),
de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se analiz6 también la actividad
biolégica de la proteina EDA-TRP2 inmunizando ratones y reestimulando sus
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células linfoides con el péptido TRP2(180-188) para medir la produccion de
IFN-y.

3. RATONES

Se utilizaron ratones hembras de 7 - 8 semanas de edad. Todos ellos se
mantuvieron con los cuidados y condiciones adecuadas, siguiendo las normas

institucionales requeridas para la experimentacion con animales.

« C57BL/6J (Harlan, Barcelona) que presentan una restriccion H-2° para

el complejo principal de histocompatibilidad.

» Ratones atimicos Nude-Foxnl™ (Harlan), animales inmunodeficientes
gue se emplearon para la produccion de liquido ascitico y obtencién de
anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y anti-CD40, con la previa implantacion

del hibridoma correspondiente.

Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica para la
Experimentacion Animal de la Universidad de Navarra.

4. ENSAYOS CON CELULAS DENDRITICAS

4.1. Diferenciacion de células dendriticas de raton a partir

de precursores de médula 0sea

Para la generacion de CD de raton a partir de precursores de médula
Osea se extrajeron las médulas de féemur y tibia y se lisaron los eritrocitos
utilizando una solucién de lisis ACK (NH4CI 0,15 M, KHCO3 10 mM, Na,EDTA
0,1 mM). A continuacién se realizé un lavado con RPMI 1640 y se procedid a
eliminar los linfocitos y granulocitos mediante la incubacién con una mezcla de
anticuerpos frente a las distintas poblaciones celulares junto con complemento
de conejo. Esta deplecién se realizé a una concentracién de 2 x 10’ células/ml

en RPMI y se utilizaron los siguientes componentes:
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e Anticuerpo anti-CD4, obtenido a partir del hibridoma GK1-5 (Dialynas et

al. 1983), utilizado a una concentracion de 100 ug/ml.

* Anticuerpo anti-CD8, obtenido a partir del hibridoma H35.17.2 (Pierres et

al. 1982), utilizado a una concentracion de 100 ug/ml.
* Anticuerpo anti-Ly-6G/Grl (BD Biosciences) a 10 ul/ml.
* Anticuerpo anti-CD45R/B220 (BD Biosciences) a 15 ul/ml.

» Complemento de conejo (Sigma Aldrich, Madrid) a 50 pug/ml.

Para la obtencion de los anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8, se inyectd 500
ul de pristano (Tetrametil pentadecano, Sigma) a ratones Nude, y 7 - 10 dias
después se les inyecté 6 x 10° células del hibridoma correspondiente en 500 pl
de PBS por via intraperitoneal. Una vez extraido el liquido ascitico, los
anticuerpos se precipitaron con una solucion saturada de sulfato amonico, y el
precipitado se disolvio en PBS. Esta solucion se dializé frente a PBS en un
“cassette” de dialisis de 3,5 kDa durante 20 horas a 4 °C. La solucién que se
obtuvo se centrifugd a 2200 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue
filtrado para en dltimo lugar cuantificar la proteina, midiendo la absorbancia a
280 nm (se considerd un coeficiente de extincion para proteina igual a 1,35

unidades de D.O. para 1 mg/ml de IgG).

La mezcla de células, anticuerpos y complemento se incubé a 37 °C
durante 50 minutos agitando suavemente cada 20 minutos. Tras la incubacion
se realiz0 un lavado y las células resultantes se cultivaron a una concentracion
de 10° células/ml en placas de 12 pocillos (Iwaki, Jap6n) en MC suplementado
con 20 ng/ml de las citoquinas de ratdbn GM-CSF e IL-4 (ambas de Peprotech,

Londres, Reino Unido).

Cada dos dias se reemplazaron dos terceras partes de medio por medio

fresco suplementado con citoquinas, y el dia seis se recogieron las células.
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4.2. Estudio de las propiedades de las células dend riticas

4.2.1. Estimulacién in vitro de las células dendriticas

Las CD fueron estimuladas para estos ensayos con diferentes
combinaciones de Imiquimod-R837 (5 pg/ml) (Invivogen, San Diego, CA,
EE.UU.), anticuerpos agonistas anti-CD40 de raton (50 pg/ml) que se
obtuvieron a partir del hibridoma FGK45.5 como se describe en el apartado 4.1,
acido poliinosinico policitidinico (poly (I:C)) (50 pg/ml) (Amershan, Barcelona) y
EDA (2 pM).

4.2.1.1. Produccion de citoquinas

Transcurridas 24 horas de incubacion con los diferentes estimulos se
recogid el sobrenadante y se midio la cantidad de IL-12 o IL-10 mediante un
ELISA comercial (ambos OptEIA Mouse ELISA Set, BD Biosciences) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los resultados se expresaron
como ng/ml y se calcularon utilizando una curva estandar con cantidades

conocidas de estas citoquinas.

4.2.1.2. Analisis de la expresion de RNAm

Se midi6 la expresion de RNAm para diferentes genes mediante PCR a
tiempo real. El procedimiento fue igual al explicado en el apartado 1.1. Cada
PCR se realiz6 con los cebadores especificos de cada gen (Tabla M2).
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Gen Cebador Sentido (5'- 3) Cebador Antisentido (5’- 3)
OX40L AGTGGAAGAAGACCCTAAGG TCCTCACATCTGGTAACTGC
4-1BBL AGTCGCTTTGGITTTGCTGC ACGATGCTTGGITTTTAGCC

CD70 CTCAGTAAGCAGCAACAGAG TTGATGGATACGCAGATGEC
IL-15 TAACTGAGGCTGGCATTC GGGATGAAAGTCACTGTC
IL-12 p35 CACCCTACCTCCTCTTTTTG AGGCAACTCTCGITCTTGIG

IFN-o TCTTTCTTGTCTGAAGGAC CACAGTGCCTGTGTTTCTTC

Tabla M2. Secuencia de los cebadores utilizados para el analisis del RNA de las células
dendriticas de ratén.

4.2.2. Andlisis ex vivo de la maduraciéon de las células dendriticas

Para el andlisis ex vivo de la maduracion de las CD, 24 horas tras la
administracion de las diferentes combinaciones de antigeno y adyuvantes a
ratones con tumor, se sacrificaron los animales y se extrajeron los tumores y
los correspondientes nodulos linfaticos de drenaje. Se trataron con 400 U/ml de
colagenasa tipo IV y DNAsa | (Boehringer Mannheim, Alemania) en RPMI a 37
°C durante 45 minutos (Moron et al. 2002). Tras la inhibicion de la colagenasa
con 6 mM EDTA y 0,5% de FBS, las células se incubaron con anticuerpo anti-
CD16/32 de rata o Fc Block™ (clon 2.4G2) (BD Biosciences) y con esferas
magneéticas conjugadas con un anticuerpo anti-CD11c de raton (MACs anti-
CD11c, clon N418; Miltenyi Biotec, Alemania). De acuerdo con las indicaciones
del fabricante, las células CD11c" fueron purificadas magnéticamente utilizando
el equipo AutoMACS vy el programa Posseld (Miltenyi Biotec). Solo se utilizaron

las células cuando su pureza fue superior al 95%.

En los estudios de maduracion por citometria se definié la poblacion de
células dendriticas como CD11c’ (ya purificadas en algunos ensayos) IAb”,
mediante el marcaje con los anticuerpos anti-CD11c-Allophycocyanin (APC)
(clon HL3) y anti-lIAb-Phycoerythrin (PE) (clon AF6-120.1) o FITC (clon AF6-
120.1). Se analizaron los marcadores de superficie CD80 (clon 16-10A1), CD86
(clon GL1), marcados con FITC, y CCR7 marcado con PE (clon 4B12).
También se estudio la expresion de IL-12 intracelular incubando las células

dendriticas en placa de 96 pocillos en MC con brefeldina (1 pl/ml; GolgiPlug;
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BD Biosciences) para bloquear la secrecion de proteinas. Tras 24 horas,
después del marcaje de superficie 1Ab, se fijaron y permeabilizaron con Cytofix
Cytoperm (BD Biosciences) para realizar el marcaje intracelular con un
anticuerpo anti-IL-12-PE (clon C15.6).

También se midi6 la expresion de RNAm para diferentes genes (4-1BBL,
CD70, OX40L, IL-15 e IL15R), siguiendo el procedimiento que se explica en el

apartado 1.1y los cebadores de la tabla M2.

5. ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

5.1. Inmunizaciones

La inmunizacion se llevé a cabo siguiendo distintos protocolos segun la

estrategia de vacunacion:

5.1.1. Combinacion de antigeno y adyuvantes

Se administré a los ratones diferentes combinaciones de los siguientes
adyuvantes: poly (I:C) (50 ug/ratén), anti-CD40 (50 pg/ratén), oligos CpG 1826
(secuencia TCCATGACGITCCTGATCCT) (50 pg/raton) (Sigma), EDA (con o sin
antigeno) (2 nmol/ratén), todos por via subcutédnea (s.c.) en un volumen final de
100 pl/raton diluido en PBS. Posteriormente, a los ratones previamente
afeitados, se les aplicaba Imiquimod (Aldara™ 5%; 3M Pharmaceuticals, St.
Paul, MN) con una espatula, en la zona dorsal donde se habia administrado el
antigeno y/o adyuvantes. Se aplicé en forma de crema (2,5 mg/ratén). Como
antigeno, ademas de aquellos que estaban unidos a EDA, mencionados

anteriormente, también se utilizé la proteina OVA (100 - 500 pg/raton).

5.1.2. Bloqueo de IL-10

Se bloqued la citoquina IL-10 con péptidos inhibidores de IL-10: P9
(CHRCFHFRRHPVAVF) y P13 (TRHRHVPRFLPLRHV), sintetizados también por
NeoMPS. Los péptidos se administraron via intraperitoneal (i.p.), 100 pg/raton

de cada uno de ellos diluidos en PBS, en una o dos administraciones diarias.
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También se utilizaron anticuerpos bloqueantes del receptor de IL-10 (alL-
10R; clon 1B1.3A), asi como su isotipo control (Rat IgG1 (HRPN)), ambos de
Bioxcell (West Lebanon, NH, EE.UU). Se administraron via i.p. (500 pg/ratén)
diluidos en PBS.

5.2. Estudio in vitro e in vivo de la respuesta inmunitaria

inducida

5.2.1. Aislamiento de células linfoides

Entre 1 y 15 dias después de la ultima inmunizacion, se sacrificaron los
animales y se extrajeron los bazos y/o nddulos linfaticos. A continuacién, estos
organos se homogeneizaron con la base del émbolo de una jeringa o utilizando
2 portas esmerilados y los eritrocitos se lisaron utilizando el buffer de lisis ACK
(2 ml/bazo) durante 1 minuto. Tras un lavado con RPMI 1640, las células se
resuspendieron en MC y se utilizaron en los diferentes ensayos que se citan a

continuacion.
5.2.2. Inmunidad adaptativa: Respuesta de Linfocito s T

5.2.2.1. Produccién de citoquinas

Para analizar las respuestas mediadas por LT se estudio principalmente
la produccion de la citoquina IFN-y (por ser representativa de una respuesta
celular de perfil Thl), reestimulando células linfoides con péptidos DTc para
detectar las respuestas mediadas por LTc CD8 y proteinas para estudiar las
respuestas mediadas por LTh CD4.

La deteccion de citoquinas intracelulares se realiz6 mediante citometria
de flujo. En algunos casos se estudiaron Unicamente las células CD8
productoras de IFN-y, y en otros casos la produccién simultanea de IFN-y, IL-2
y TNF-a. Para ello, en placas de 96 pocillos se estimularon con el péptido
OVA(257-264) (1 pg/ml) 1 x 10° células obtenidas de los 6rganos linfoides de
los ratones inmunizados. El cultivo se hizo a 37 °C en MC que contenia

brefeldina (1 pl/ml total de GolgiPlug; BD Biosciences) y monensina (1 pl/ml
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total de GolgiStop; BD Pharmingen), para bloquear la secrecion de proteinas.
Tras 4 - 5 horas, las células se marcaron con el anticuerpo anti-CD8-FITC (clon
53-6.7). Se fijaron y permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm para posteriormente
realizar un marcaje intracelular con los anticuerpos anti-IFNy-PE (clon XMG
1.2), anti-IL-2- allophycocyanin (APC) (clon JES6-5H4) y anti-TNF-a PE-Cy™ 7
(clon MP6-XT22).

La frecuencia de células productoras de IFN-y también se midid0 mediante
un ensayo de ELISPOT utilizando un kit comercial (BD-Biosciences). Las
placas (Multiscreen HTS, Millipore) se incubaron con el anticuerpo purificado
anti-IFN-y (5 pug/ml) durante 16 horas a 4 °C. Al dia siguiente, las placas se
bloquearon con MC durante 2 horas y a continuacion se afiadieron las células
linfoides, que se cultivaron a 37 °C y 5% de CO, en MC en ausencia o
presencia de proteina, de péptido o de células tumorales previamente
irradiadas con 20.000 rads. Las células tumorales se incubaron con las células
linfoides en una proporcion 1:10 (células tumorales:células de bazo o de nddulo
linfatico) y fueron previamente estimuladas con IFN-y como se describe en el
apartado 1.2. Un dia después, las placas se lavaron y se incubaron con el
anticuerpo biotinilado anti-IFN-y (2 pg/ml). Tras 2 horas, se lavaron y se
incubaron con una dilucién 1:100 de estreptavidina-peroxidasa. Una hora mas
tarde, se lavaron las placas y se revelaron con el sustrato AEC (BD
Biosciences). La reaccion colorimétrica se paré con agua destilada y el nimero
de puntos se cuantificé utilizando un contador de ELISPOT (CTL, Aalen,
Alemania).

También se cuantificaron mediante ELISA las citoquinas producidas en
los sobrenadantes de cultivo. Para ello, se cultivaron 8 x 10° células linfoides
en MC en ausencia o presencia de péptidos a diferentes concentraciones. Tras
48 horas, se recogieron los sobrenadantes y se determiné la cantidad de IFN-y
producido mediante un ensayo de ELISA comercial (OptEIA ELISA Set, BD
Biosciences), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Los resultados se

calcularon utilizando una curva estandar de concentraciones conocidas de IFN-

Y.
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5.2.2.2. Actividad litica

5.2.2.2.a. Ensayos de lisis in vivo

Los ensayos de lisis in vivo (in vivo killing) consistieron en la inyeccion de
esplenocitos de ratones no inmunizados (que llevan o no el antigeno de
interés) a ratones previamente inmunizados, para posteriormente analizar su
permanencia en el animal, proporcional al grado de lisis. Para ello, se
extrajeron esplenocitos de ratones singénicos sin inmunizar y se incubo la
mitad de los esplenocitos con el antigeno (DTc OVA(257-264) (10 upg/ml))
durante 30 minutos a 37 °C, mientras que la otra mitad se incubd en las
mismas condiciones, pero sin DTc. Posteriormente se marcaron los
esplenocitos, durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con las
siguientes concentraciones de CFSE (Invitrogen): 2,5 uM en el caso de los
esplenocitos incubados con DTc y 0,25 puM en el caso de los incubados sin
DTc.

A continuacion, a los ratones inmunizados se les administrd por via
intravenosa (i.v.) 1 x 10" esplenocitos marcados en una proporcion 1:1. A las
16 horas se sacrificaron los ratones, se extrajeron los bazos y se
homogeneizaron como se ha descrito en el apartado 5.2.1. Los esplenocitos de
cada uno de los ratones se analizaron por citometria de flujo para cuantificar la
lisis de aquellos esplenocitos pulsados con el DTc. Asi, a mayor eficacia de la
inmunizacion, habria una mayor lisis de los esplenocitos marcados con 2,5 uM
CFSE y el DTc. Sin embargo, los esplenocitos marcados Uunicamente con 0,25
UM CFSE, no se lisarian. Como control negativo, se usaron ratones a los que
también se les inyectd la mezcla de esplenocitos marcados, pero que
previamente no habian sido inmunizados, por lo que no se deberia observar
lisis en ninguna de las dos poblaciones celulares. El porcentaje de lisis

especifica se calculd segun la siguiente formula:
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% Esplenocitos CFSE alto (ratén inmunizado)

% Esplenocitos CFSE bajo (raton inmunizado)

% LISIS ESPECIFICA: 100 - X 100
% Esplenocitos CFSE alto (ratén no inmunizado)

% Esplenocitos CFSE bajo (ratén no inmunizado)

5.2.2.2.b. Expresion de CD107

De forma simultanea a la produccion de IFN-y se analizé por citometria de
flujo la expresibn de CD107. Se extrajeron células linfoides de ratones
inmunizados, se incubaron en ausencia o presencia de péptido con GolgiStop,
GolgiPlug y al mismo tiempo se marcaron con anticuerpos anti-CD107a-FITC
(LAMP-1) (clon 1D4B) y anti-CD107b-FITC (LAMP-2) (clon ABL-93). Tras 4 -5
horas se marco con el anticuerpo anti-CD8- PE-Cy™ 7, se fij0 y permeabilizd
para posteriormente realizar el marcaje intracelular con el anticuerpo anti-IFN-y-
PE.

5.2.2.3. Determinacién del numero de LT especificos de

antigeno con tetrameros

En las células linfoides de ratones previamente inmunizados con el
antigeno OVA, se estudio el numero y la avidez de los LTc CD8 por citometria
de flujo marcando con una dilucion 1:1000 de Tetrameros especificos
OVA(257-264)/H-2K-Streptavidin (SA)-PE (Beckman Coulter, Inc., Fullerton,

CA, USA) a la vez que se marco con el anticuerpo anti-CD8-FITC.
5.2.3. Inmunidad innata

5.2.3.1. Células NK

Para el estudio del grado de activacion de las células NK, los esplenocitos
obtenidos de los ratones tratados de acuerdo a los diferentes protocolos, se

marcaron con los anticuerpos anti-CD69-FITC (clon H1.2F3), anti-CD3-PE (clon
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17A2) y anti-NK1.1-PE (clon PK136) o anti-NKp46-PE (clon 29A1.4). Se
estudi6 mediante citometria de flujo el porcentaje de células CD69" en la
poblacion NKp46* CD3 o NK1.1" CD3".

También se midié la frecuencia de células NK productoras de IFN-y
mediante ELISPOT como en el apartado 5.2.2.1 utilizando como células diana
la linea celular YAC-I (linea sensible a células NK), previamente irradiadas con
20.000 rads.

5.2.4. Células inmunosupresoras

Se analizaron en ratones con tumores B16-OVA las células Treg o las
células mieloides supresoras mediante citometria de flujo. Para ello se
extrajeron los nédulos linfaticos inguinales de ratones con tumores B16-OVA,
que eran los drenantes al tumor. Las células Treg se analizaron con un kit
comercial (eBiosciences, San Diego, CA, EE.UU.) que contenia anticuerpos
anti-CD4-FITC, anti-CD25-APC y anti-FoxP3-PE, de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Las células mieloides supresoras se marcaron con
anticuerpos anti-CD11b-APC (clon M1/70), anti-Ly6C-FITC (clon AL-21) y anti-
Ly6G-PE (clon 1A.8).

5.3. Analisis invivo de la respuesta inmune antitumoral

La respuesta inmune antitumoral se estudié en experimentos in vivo, tanto
en ensayos de proteccién (tratamientos realizados previamente a la inoculacién
del tumor), como en experimentos terapéuticos (tratamientos realizados en

ratones con tumores establecidos).

5.3.1. Inmunidad profilactica

Para estudiar la capacidad protectora de la respuesta inmunitaria
antitumoral inducida mediante una estrategia de vacunacién, se inmunizaron
ratones C57BL/6 via i.v. en la cola con poly (I:C) (50 ug/ratén), anti-CD40 (50

pg/raton) y OVA (500 pg/raton). Como control se utilizaron ratones tratados con
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PBS. Seis dias después de la inmunizacion, tras ser anestesiados con
isofluorano (Nicholas Piramidal, Londres, Gran Bretafa), los ratones fueron
inoculados con 10° células tumorales B16-OVA por via intradérmica (i.d.) en la
zona dorsal previamente afeitada y desinfectada. Las células tumorales se
resuspendieron en PBS y se administraron en un volumen de 100 pl/raton. El
seguimiento del crecimiento tumoral se monitorizé con un calibre. El tamafio
tumoral medio se expreso en centimetros cubicos usando la formula Volumen =
(diametro mayor x diametro menor?) / 2. Los ratones se sacrificaron cuando los

tumores alcanzaron un diametro superior a 16 mm.

5.3.2. Inmunidad terapéutica

Para los experimentos de tratamiento en tumores ya establecidos, los
ratones C57BL/6 recibieron 10° células tumorales B16-OVA o B16-F10 por via
i.d.. Cuando los tumores alcanzaron un diametro de 5 mm, (unos 8 - 10 dias
tras la inoculacion de las células), comenzaron los tratamientos con las

diferentes estrategias, que tuvieron una duracién de 20 dias.

Se aplicaron los siguientes tratamientos:

 Combinacion de antigeno y adyuvantes: Se realizaron diferentes
protocolos de tratamiento que consistieron en la administracion de
diferentes combinaciones de adyuvantes y antigeno. La inmunoterapia
consistié en la administracion de poly (I:C) (50 ug/raton), anti-CD40 (50
pg/raton), OVA (100 - 500 pg/raton) o EDA-Antigeno (2 nmol/raton),
todos por via intratumoral (i.t.) en un volumen final de 100 pl/ratén diluido
en PBS. Posteriormente se aplicaba el Imiquimod en crema (2,5
mg/raton), con una espétula en la zona del tumor donde se administraba

el antigeno y/o adyuvantes.

* Bloqueo de citoquinas inmunosupresoras: Para el bloqueo de las
citoquinas inmunosupresoras TGF-3 e IL-10 se emplearon los péptidos
inhibidores de TGF-B: P17 (KR WFI PRSSWERA) y Pl44
(TSLDASI | WAMMON), el péptido inhibidor de IL-10 P9 (apartado 5.1.2) y
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anticuerpos bloqueantes de ambas citoquinas. Los péptidos inhibidores
de TGF-B se administraron cada dos dias y en el caso del péptido
inhibidor de IL-10 P9 se administré diariamente. Los anticuerpos se
administraron por via i.p. una vez por semana en el caso de IL-10R (500
pg/ratdén) y dos veces a la semana en el caso de TGF-3 (clon 1D11.16.8,

Bioxcell; 200 pg/raton) (en un volumen de 200 pl/raton diluido en PBS).

5.4. Extraccion de tumores y analisis

Se extirparon los tumores B16-OVA de ratones tratados con los diferentes
tratamientos del apartado 5.3.2, utilizando un bisturi estéril (Swann-Morton,
Sheffield, Inglaterra), para analizar diferentes parametros en ellos. Ademas, se

utilizaron ratones con tumores sin tratar como grupo control.

5.4.1. Expresion de RNAm OVA en tumores tratados

Los tumores se homogeneizaron con la base del émbolo de una jeringa y
se pasaron por un separador de células de 100 um (BD Falcon, Franklin Lakes,
NJ EE.UU.) diluido en PBS. A continuacién se centrifugaron las células y el
pélet se tratd como en el apartado 1.1 para medir la expresion del RNAm de
OVA.

5.4.2. Niveles de citoquinas intratumorales

Los tumores se homogeneizaron con un tampén RIPA (150 mM KCI, 50
mM Tris-HCI pH 7,4, 0,1% SDS, 1% Nonidet P-40 (IGEPAL CA630), 0,5% DOC
(deoxicolato sodico)) junto a inhibidores de proteasas (Roche, Mannheim,
Alemania), y se incubd a 4 °C durante 15 minutos. A continuacién se agitaron
las muestras y se centrifugaron para recoger los sobrenadantes y medir las
citoquinas mediante ELISA. La cuantificacion de citoquinas se normalizé con
respecto a los niveles de proteina total, calculados mediante el reactivo de
Bradford (Azul de Coomasie G-250, Pierce Chem. EE.UU.), utilizando una
curva estandar con BSA.
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5.4.3. Analisis por citometria de flujo

Los tumores homogeneizados, como en el apartado 5.4.1, se incubaron
con el anticuerpo Fc Block™ durante 30 minutos y posteriormente se marcaron
con anticuerpos especificos para analizar las células Treg (apartado 5.2.4) y la
expresion de péptido asociado a latencia (LAP) del TGF-B con el anticuerpo
anti-LAP-PE (clon 27232) (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.)

5.5. Ensayos de deplecién invivo de células NK y linfocitos
CD8

Para comprobar la implicacion de la inmunidad innata y adaptativa en el
efecto antitumoral inducido por una estrategia de inmunoterapia se
deplecionaron las poblacién de células NK o linfocitos CD8. La deplecion se
llevé a cabo mediante la administracién de anticuerpos anti-NK1.1 (clon PK-
136) (Bioxcell) y anticuerpos anti-CD8 (obtenidos a partir del liquido ascitico
como se describe en el apartado 4.1, con sus respectivos isotipos como
controles. Se administraron 200 pg/ratébn de anticuerpo diluido en PBS en un
volumen final de 200 pl/raton por via i.p. los dias -1, 0, 2, 4 y 6, siendo el dia O

cuando comienza el tratamiento.

6. ESTADISTICA

La normalidad de los datos obtenidos se estudié con un test Shapiro-Wilk.
Los analisis estadisticos de los resultados se realizaron utilizando test
paramétricos (t de Student y ANOVA de una via) y no paramétricos (Kruskal-
Wallis y U de Mann-Whitney). La supervivencia de los ratones en los
experimentos de tumor se analiz6 mediante el método Kaplan-Meier y el test
log-rank. Se consideraron diferencias significativas aquellos valores de p
inferiores a 0,05. En las graficas se representan la media aritmética de las
diferentes réplicas + el error estandar de la media. Los analisis estadisticos se
realizaron con la ayuda del programa SPSS v.013 para Windows y el programa
GraphPad Prism 5.03.
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1. INMUNOTERAPIA BASADA EN LA POTENCIACION DE LA
RESPUESTA EN UN MODELO TUMORAL POCO
INMUNOGENICO

1.1. Modelo tumoral de melanoma B16-OVA

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Llopiz et al. 2008)
se demostro que una simple administracion profilactica del adyuvante agonista
de TLRS3 poly (I:C) y anticuerpos agonistas anti-CD40 (aCD40), junto con el
antigeno OVA, inducia una potente respuesta de células T. Esta respuesta
protegia al 100% de los ratones del crecimiento de tumores subcutaneos del
timoma EG7-OVA. Sin embargo, cuando este mismo protocolo profilactico se
aplicé en un modelo tumoral de melanoma, B16-OVA, no se apreciaron
diferencias en los tamafos tumorales ni en la supervivencia entre los ratones

vacunados y los controles no vacunados (Figura R1).
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Figura R1. La inmunizaciéon con OVA + poly (I:C) + a nti-CD40 no protege a los ratones
frente al desarrollo de tumores B16-OVA.  Ratones C57BL/6 (n= 6/grupo) se inmunizaron por
via i.v. con OVA + poly (I:C) + anti-CD40 o se trataron con PBS como grupo control. Seis dias
después se inocularon 10° células tumorales B16-OVA por via i.d. El crecimiento tumoral se
monitorizo cada 3 - 4 dias. La grafica representa el volumen tumoral de los grupos de animales
estudiados (A) y la supervivencia (B).
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Estos resultados sugerian la escasa inmunogenicidad de las células
tumorales B16-OVA en comparacién con las células EG7-OVA. La baja
inmunogenicidad podria estar determinada por algunas caracteristicas propias
de las células tumorales, como son la baja expresion de antigeno y de MHC-I.
Ensayos de RT-PCR que analizaban la expresiéon de OVA (Figura R2A), y de
citometria de flujo que estudiaban la expresion de MHC-I (Figura R2B),
confirmaron esta hipotesis. Por lo tanto, las células tumorales B16-OVA se
convertian en un buen modelo para desarrollar estrategias de inmunoterapia

con aplicaciones potencialmente clinicas.
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Figura R2. Expresion del RNAmM de OVA y moléculas de MHC-I en células tumorales. Se
extrajo el RNA de células B16-OVA y EG7-OVA utilizando como controles las células sin
transfectar B16-F10 y EL-4 respectivamente. Se midio la expresion del RNAm de OVA para las
distintas lineas celulares mediante RT-PCR en tiempo real (A). Las mismas lineas celulares se
marcaron con anticuerpos anti-H-2K"-FITC para medir la expresion de MHC-I (B).

1.2. Inmunoterapia con adyuvantes: Un agonista de T LR

mas anticuerpos agonistas de CD40

Teniendo como referencia los resultados obtenidos en el modelo EG7-
OVA, donde la administracion intratumoral del adyuvante agonista de TLR3
poly (I:C), més anticuerpos anti-CD40 rechazaban el 35% de los tumores
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establecidos (Llopiz et al. 2008), quisimos comprobar la eficacia terapéutica de
la combinacién de un ligando de TLR y anti-CD40 en tumores B16-OVA. A
diferencia del tratamiento en EG7-OVA, en este caso se empled otro agonista
de TLR, el adyuvante Imiquimod en crema, un ligando de TLR7 que ha sido
utilizado en ensayos clinicos para el tratamiento en pacientes con melanoma
(Shackleton et al. 2004; Turza et al. 2010; Narayan et al. 2012).

1.2.1. Tratamiento de ratones con tumor

Para estudiar el efecto terapéutico de esta inmunoterapia, se procedio a
un tratamiento tumoral. Para ello, cuando el tumor alcanz6é unos 5 mm de
diametro, se administré tres veces por semana la combinacién de Imiquimod y

anti-CD40 durante un periodo de 20 dias.

Como se muestra en la Figura R4, la administracion repetida de estos
adyuvantes produjo un retraso significativo (p < 0,05) en el crecimiento de los
tumores. Sin embargo, a pesar de este retraso, ningun animal consiguio
rechazar el tumor y todos fueron sacrificados el dia 40, tras el inicio del

tratamiento.
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Figura R4. La inmunoterapia basada en la administra  cion de adyuvantes Imiquimod y
anti-CD40 tiene un pobre efecto antitumoral. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en
ratones C57BL/6 (n=5/grupo). Cuando el tumor alcanz6 un diametro de 5 mm los ratones se
trataron 3 veces por semana durante un periodo de 20 dias con Imiquimod + anti-CD40 (50
pg/ratén (i.t.), y se utilizé un grupo no tratado como control. Se midi6 el volumen tumoral cada
3 -4 dias (A) y la supervivencia (B). *, p < 0,05.
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El rechazo de los tumores en el modelo EG7-OVA después de la
administracion de poly (I:C) mas anticuerpos anti-CD40, estaba asociado a la
induccion de la respuesta innata y adaptativa. Por ello, se estudiaron las
respuestas que inducia la inmunoterapia basada en Imiquimod mas

anticuerpos anti-CD40 en el modelo B16-OVA.

1.2.2. Induccion de la respuesta inmunitaria innata

Para estudiar la activacion de la inmunidad innata, se analizaron las
funciones de células NK y CD tras la administracion de los adyuvantes a
ratones naive. A las 24 horas de la administracion se observo en el bazo una
alta actividad de las células NK (Figura R5A ), tanto al analizar la expresion del
marcador de activacion CD69 como la producciéon de IFN-y. También se mostro
una mayor maduracién de las CD (Figura R5B ), utilizando para ello el analisis
de la expresion de CD86. Estos datos demostraron que la inmunidad innata se

activaba cuando se administraban los adyuvantes Imiquimod mas anti-CD40.
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Figura R5. Los adyuvantes Imiquimod + anti-CD40 activan la inmunidad innata.  Ratones
naive C57BL/6 (n= 3) recibieron Imiquimod + anti-CD40. A las 24 horas los esplenocitos se
marcaron con anticuerpos anti-CD69-FITC, anti-CD3-APC, anti-NK1.1-PE, y se analizd el
nimero de células NK activas (barras negras), caracterizadas como CD69" dentro de la
poblacién CD3 NK1.1". También se analizaron las células productoras de IFN-y mediante
ELISPOT estimulando a los esplenocitos con la linea celular NK-sensible YAC-I (barras
blancas) (A). La activacion de las CD se analiz6 midiendo el porcentaje de células CD86" en la
poblacion CD11c" (B).
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1.2.3. Induccion de la respuesta inmunitaria adapta  tiva

La respuesta adaptativa se estudié administrando Imiquimod y anti-CD40
a ratones con tumores B16-OVA, puesto que en ausencia de antigeno
exdgeno, seria el propio tumor el que potencialmente aportaria los antigenos
frente a los que se induciria la respuesta. Se cuantificod el nimero de células
productoras de IFN-y frente al antigeno tumoral OVA (respuesta CD4) y el
péptido OVA(257-264) (DTc immunodominante reconocido por los LTc CD8
especificos de OVA). Los resultados obtenidos (Figura R6) mostraron que la
inmunoterapia combinada de Imiquimod mas anti-CD40, administrada a

ratones con tumores B16-OVA, no era capaz de activar la inmunidad

adaptativa.
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Figura R6. El tratamiento con los adyuvantes Imiquimod + anti -CD40 en ratones con
tumores B16-OVA no induce inmunidad adaptativa. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d.

en ratones C57BL/6 (n= 3). Cuando los tumores alcanzaron un diametro de 5 mm (dia 0) se
trataron los ratones con Imiquimod + anti-CD40 los dias 0 y 4. Siete dias después del comienzo
del tratamiento se sacrificaron los ratones para medir la respuesta adaptativa frente a la
proteina OVA y el péptido OVA(257-264) mediante un ELISPOT que analiza la produccion de
IFN-y. Se utilizdé un grupo no tratado como control.

Estos resultados concordaban con el escaso efecto antitumoral de esta

inmunoterapia, ya que solo fue capaz de activar la inmunidad innata.
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1.3. Inmunoterapia con adyuvantes mas antigeno tumo ral

exdgeno

En los ratones con tumores B16-OVA tratados Unicamente con
adyuvantes, no se mostr6 actividad en la inmunidad adaptativa. Puesto que en
los ratones con tumores EG7-OVA, la inclusion de OVA aumentaba la eficacia
antitumoral de poly (I:C) y anti-CD40, de un 35% a un 100% de supervivencia
(Llopiz et al. 2008), decidimos incluir antigeno exdégeno en la inmunoterapia
frente a B16-OVA, y de este modo poder inducir respuestas adaptativas

capaces de rechazar el tumor.

Se inmunizaron ratones sin tumor con OVA + Imiquimod + anti-CDA40,
para estudiar la capacidad de este protocolo de activar la inmunidad adaptativa.
Se utiliz6 como control positivo la inmunoterapia previamente utilizada en el
modelo EG7-OVA. Las respuestas inducidas por OVA junto con la combinacién
Imigquimod + anti-CD40 mostraron una fuerte sinergia, de un modo similar a la

obtenida al combinar poly (I:C) y anti-CD40 (Figura R7).
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Figura R7. La inmunizacion con OVA mas la combinaci  6n de adyuvantes Imiquimod +
anti-CD40 tiene un efecto sinérgico en la induccién de respuestas adaptativas frente al
antigeno tumoral OVA. Se inmunizaron ratones naive C57BL/6 (n= 3/grupo) con OVA + las
diferentes combinaciones de adyuvantes. El séptimo dia se sacrificaron los ratones y se
estimularon sus esplenocitos con antigenos de OVA. La respuesta se cuantificé midiendo las
células productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT.
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1.3.1. Tratamiento de ratones con tumor

Puesto que los adyuvantes Imiquimod y anti-CD40 activaban la inmunidad
innata, y en combinacion con la proteina OVA inducian linfocitos especificos de
antigenos del tumor, quisimos comprobar si esta combinacion mejoraba los
efectos antitumorales en B16-OVA con respecto al protocolo basado en la
administracion de adyuvantes sin antigeno. Para ello, se administraron 3 dosis
por semana de OVA y anti-CD40 junto con administraciones diarias de la
crema Imiquimod, todo ello durante un periodo de 20 dias. Se introdujo este
cambio en la administracion del adyuvante Imiquimod porque en ratones naive
hallamos que incrementando el nimero de administraciones, se aumentaban

las respuestas adaptativas (Figura R8).
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Figura R8. El nimero de administra ciones de Imiquimod es un factor importante para
aumentar la respuesta. Se inmunizaron ratones naive C57BL/6 (n= 2/grupo) con OVA +
Imiquimod. Un grupo recibié una administracién de Imiquimod (dia 0) y otro grupo tres
administraciones (dias 0,1 y 2). El séptimo dia se sacrificaron los ratones y se estimularon sus
esplenocitos con antigenos de OVA. La respuesta de cuantific6 midiendo las células
productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT.

Durante el periodo de tratamiento en el que se administr6 OVA +
Imigquimod + anti-CD40 se observd un potente efecto antitumoral, que control6
el crecimiento del tumor de una forma latente 0 mas reducida. Este crecimiento

controlado perdur6 unos 10 dias tras la finalizacion del tratamiento (Figura
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R10A). Por otro lado, se observd que cuando finalizdé el tratamiento, la
supervivencia de los ratones no tratados fue del 33%, mientras que en el grupo
tratado fue del 100% (Figura R10B ). Aun asi, la inmunoterapia seguia siendo
insuficiente ya que finalmente ninguno de los ratones consiguid rechazar el

tumor y todos fueron sacrificados el dia 40.
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Figura R10. El tratamiento OVA + Imiquimod + anti-C D40 mejora los efectos
antitumorales. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n= 6/grupo).
Cuando el tumor alcanzé un diametro de 5 mm los ratones fueron tratados 3 veces por semana
durante un periodo de 20 dias con OVA (100 pg/ratén) + anti-CD40 (50 pg/raton), por via i.t..
Ademas, el Imiquimod se administré todos los dias sobre el tumor. Se utilizd un grupo no
tratado como control. Se midié el volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B). *,
p <0,05.

Puesto que el efecto antitumoral de OVA + poly (I:C) + anti-CD40 en el
modelo EG7-OVA era claramente mejor que el obtenido con OVA + Imiquimod
+ anti-CD40 en el modelo de B16-OVA, se analizo si la diferencia era debida a
la utilizacion de una combinacion diferente de adyuvantes. Para ello se trataron
ratones con tumores B16-OVA con ambas combinaciones. Como muestra la
Figura R11, la combinacion OVA + poly (I:C) + anti-CD40 también indujo un
retraso en el crecimiento tumoral, pero tampoco consiguié rechazar los

tumores, obteniéndose resultados similares.
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Figura R11. La administracion de OVA + poly (:C) + anti -CD40 tiene efectos
antitumorales similares a OVA + Imiquimod + anti-CD 40 en tumores B16-OVA. Se
inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n= 6-7 /grupo) Cuando el tumor
alcanzé un diametro de 5 mm los ratones fueron tratados 3 veces por semana durante un
periodo de 20 dias con OVA (100 pg/raton) + poly (I:C) (50 pg/raton) + anti-CD40 (50 pg/ratén),
por via i.t.. Se utilizé un grupo no tratado como control. Se midié el volumen tumoral cada 3 - 4
dias (A) y la supervivencia (B). **, p < 0,01.

1.3.2. Induccion de la respuesta inmunitaria adapta  tiva

El tratamiento de tumores con adyuvantes mas antigeno presenté un
mayor efecto, aunque no se consiguié rechazar ningun tumor. Al contrario que
en los protocolos basados en la administracion Unica de adyuvantes, la
ausencia de rechazo no se atribuy6 a la falta de activacion de LT especificos
del tumor, ya que en los ratones con tumor que fueron tratados durante dos

semanas se mostro activa la inmunidad adaptativa (Figura R12).
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Figura R12. La inmunoterapia OVA + Imiquimod + anti -CD40 induce respuestas
adaptativas en ratones con tumores B16-OVA. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en
ratones C57BL/6 (n= 3). Cuando los tumores alcanzaron un didmetro de 5 mm se trataron los
ratones con 2 administraciones (dia 0 y 4) de: OVA (100 ug/ratéon (i.t.)) + Imiquimod + anti-
CD40 (50 pg/ratén (i.t)). A los siete dias se sacrificaron los ratones para medir respuestas
analizando la produccién de IFN-y frente a la proteina OVA y el péptido OVA(257-264)
mediante un ensayo de ELISPOT. Se utilizé un grupo no tratado como control.

La estrategia de inmunoterapia que combina un antigeno tumoral con una
mezcla de dos adyuvantes, produjo un retraso del crecimiento tumoral durante
el periodo de tratamiento, e incluso se mantenia este efecto unos 10 dias
después del tratamiento. Esto indicaba que se inducian respuestas mediadas
por linfocitos T, pero desafortunadamente éstas no fueron suficientemente

eficaces como para rechazar los tumores.
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1.4. Inmunoterapia basada en la combinacién multipl e de

adyuvantes y vehiculizacion del antigeno

El limitado, pero significativo, efecto que el tratamiento con antigeno mas
adyuvantes tenia en el crecimiento de los tumores, plante6 la necesidad de
establecer una nueva estrategia que fuera capaz de potenciar la cantidad y
calidad de la respuesta adaptativa inducida, con el objetivo de alcanzar el

rechazo de tumores.

Sabiendo los efectos potentes que se obtienen con las sinergias entre
adyuvantes (Chen et al. 2009; Raman et al. 2010; Narayanan et al. 2011;
Thomann et al. 2011), se plante6é una estrategia que incluyera 3 moléculas
(poly (I:C), Imiquimod y anticuerpos anti-CD40) como una combinacién mdultiple
de adyuvantes (MAC). Ademas, se fusiond el antigeno tumoral OVA con la
molécula EDA, que en estudios previos habia demostrado que actuaba como
vehiculo de los antigenos a las CD, lo que mejoraba la presentacién antigénica
y la induccion de respuestas celulares (Lasarte et al. 2007; Mansilla et al. 2009;
Mansilla et al. 2011; San Roman et al. 2012). De este modo, se activaria al
sistema inmunitario por diferentes vias de sefalizacion con el objetivo de

inducir un efecto sinérgico.
1.4.1. Induccion de la respuesta inmunitaria innata

1.4.1.1. Analisis de la activacion de las células d  endriticas

En primer lugar se estudio el efecto in vitro de diferentes combinaciones
de adyuvantes sobre CD derivadas de médula 6sea obtenidas de ratones
naive. Se observ0 que MAC + EDA inducia altos niveles de RNAmM
correspondiente a moléculas co-estimuladoras que estaban asociadas con la
activacion de LT (Figura R14A), asi como también citoquinas importantes para

activar a las células T CD8 (Figura R14B).
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Figura R14. Una combinacion multiple de adyuvantes (MAC) + EDA aumenta la expresion
de moléculas co-estimuladoras y de citoquinas en cé lulas dendriticas in vitro . Se
estimularon CD in vitro en una placa de 96 pocillos (n= 4 pocillos/grupo) con: Imiquimod (5
pg/ml) + anti-CD40 (50 pg/ml), combinacién multiple de adyuvantes (MAC; Imiquimod + anti-
CD40 + poly (I:C) (50 pg/ml)), EDA (2uM) + Imiquimod + anti-CD40 o EDA + MAC durante 5
horas (A) o 24 horas (B). Después se recogieron las CD y se analizé la expresion de RNAm de
diferentes moléculas mediante RT-PCR. (A) Expresibn de RNAm de moléculas co-
estimuladoras 4-1BBL, CD70 y OX40L. (B) Expresion de RNAm de citoquinas IL-15, IL-12 p35
y IFN-a ( ¥ p < 0,05 NT vs resto de grupos;  p < 0,05 Imiq + aCD40 o MAC vs Imig + aCD40 +
EDA 6 EDA + MAC; T p < 0,05 NT vs Imig + aCD40 + EDA o EDA + MAC).

A continuacion se estudid el efecto de estas combinaciones in vivo en
ratones con tumor. Un dia después de la administracion de los adyuvantes a

los ratones, se extrajeron las CD de los nddulos drenantes del tumor y se
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analizaron diferentes parametros relacionados con la activacion de CD. Estos
experimentos mostraron que, en general, MAC, con o sin EDA, inducia altos
niveles de expresion de las moléculas de co-estimulo CD80 y CD86, como
también ocurria con la citoquina IL-12 y el receptor de quimioquina CCR7, lo
que se relacion6é con un mayor nimero de CD encontradas en el nddulo
linfatico (Figura R15A ). Resultados equivalentes se obtuvieron en los andlisis
de RNAm de moléculas co-estimuladoras, IL-15 e IL15R (p < 0,05; MAC o
EDA+MAC vs Resto de grupos) (Figura R15B ).
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Figura R15. La administraciéon de EDA + MAC en ratones con tumores B16 -OVA potencia
la activacion de las CD . Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n=
5/grupo). Cuando el tumor alcanzé un diametro de 5 mm recibieron una administracion de
diferentes combinaciones de adyuvantes. A las 24 horas los ratones fueron sacrificados, se
extrajeron y se agruparon los ganglios linfaticos drenantes del tumor para tratarlos como una
Unica muestra. Se estudié mediante citometria de flujo el nimero de CD, definidas como
CD11c" IAb", asi como la expresion de las moléculas CD80, CD86, IL- 12, CCR7 en la dicha
poblacién CD (A). Se analizé mediante RT- PCR la expresién de RNAm de moléculas de co-
estimulo (4-1BBL, CD70, OX40L), IL-15 y IL-15R (B). Los resultados obtenidos son
representativos de 2 experimentos independientes.
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1.4.1.2. Anélisis de la activacion de células NK

En los analisis ex vivo de la activacion de las células NK, tras una Unica
administracion de las diferentes combinaciones de adyuvantes a ratones naive,
MAC y EDA + MAC fueron las combinaciones que indujeron una mayor
produccion de IFN-y (p < 0,01) (Figura R16).
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Figura R16 . Efecto de la combinacion de adyuvantes  sobre la activacion de las células
NK en ratones naive. Ratones naive C57BL/6 (n= 3/grupo) recibieron una administracion de
las diferentes combinaciones de adyuvantes. A las 24 horas los ratones fueron sacrificados y se
analizé6 el numero de células productoras de IFN-y mediante ELISPOT estimulando los
esplenocitos con la linea YAC-I sensible a células NK. **, p < 0,01.

Cuando los adyuvantes se administraron a ratones con tumor, de nuevo
MAC y EDA + MAC fueron las combinaciones mas potentes para activar a las
células NK en los nédulos linfaticos que drenaban al tumor, determinado tanto

por el aumento en el porcentaje de células CD69" (Figura R17A) como por el
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namero de células productoras de IFN-y (Figura R17B) dentro de esta

poblacién.
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Figura R17. Efecto de la combinacién de adyuvantes sobre la activacion de las células
NK en ratones con tumor. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n=
5/grupo). Cuando el tumor alcanzo6 un diametro de 5 mm recibieron una administracion de las
diferentes combinaciones de adyuvantes. A las 24 horas los ratones fueron sacrificados, se
extrajeron y se agruparon los ganglios linfaticos drenantes del tumor para tratarlos como una
Unica muestra. Se analiz6 el porcentaje de células NK activas (células CD69" en la poblacion
NK1.1" CD3) mediante citometria de flujo (A) y el nimero de células productoras de IFN-y
mediante ELISPOT estimulando los esplenocitos con la linea celular NK-sensible YAC-I (n=5
pocillos/grupo) (B). Los resultados obtenidos son representativos de 2 experimentos
independientes.

1.4.2. Induccion de la respuesta inmunitaria adapta  tiva

Uno de los principales mecanismos de inmunidad antitumoral es la
eliminacion de las células tumorales mediante los LT CD8. Las caracteristicas
gue presentaba este modelo tumoral y los resultados obtenidos en el
tratamiento con antigeno mas adyuvantes, indicaban que teniamos que
potenciar la inmunidad adaptativa para conseguir mejorar el efecto antitumoral.

Por ello se caracterizo la respuesta adaptativa inducida por EDA-OVA + MAC.
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1.4.2.1. Efectos cuantitativos

En ensayos in vitro se observdé un aumento en la expresion de MHC-I
cuando se incubaban las células B16-OVA con IFN-y (Figura R18). Este hecho,
junto con la dificultad de los tumores B16-OVA para ser reconocidos por los LT
CDS8 indican que, una inmunoterapia que fuera capaz de inducir altos niveles
de IFN-y podria facilitar el aumento de la expresion de MHC-I en las células
tumorales del nicho tumoral, mejorando asi la presentacion antigénica a los
LTc.
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Figura R18. La estimulacién con IFN- yaumenta la expresion de MHC-I en las células B16-
OVA in vitro . Células B16-OVA se estimularon con 500 U/ml de IFN-y durante 48 horas y la
expresién de MHC-I se estudid por citometria de flujo tras marcar las células con anticuerpos
anti-H2K"-FITC.

Los analisis de la inmunidad adaptativa en ratones naive inmunizados con
las diferentes combinaciones, mostraban (Figura R19) que EDA-OVA + MAC
inducia un mayor nimero de células productoras de IFN-y, con un potente
efecto sinérgico, comparado con las inmunizaciones con OVA mas triple o

doble combinacion de adyuvantes (p < 0,01; EDA-OVA + MAC vs Resto de
grupos).
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Figura R19. EDA-OVA + MAC induce una repuesta adapt ativa mas potente. Ratones naive
C57BL/6 (n= 3/grupo) recibieron una administracion de diferentes combinaciones de
adyuvantes. Siete dias después se sacrificaron los ratones para medir la respuesta frente a
antigenos de OVA analizando la produccién de IFN-y mediante ELISPOT. **, p < 0,01 EDA-
OVA + MAC vs Resto de grupos.

La proteina EDA puede tener un efecto inflamatorio por su capacidad de
activar a las CD, asi como un efecto de vehiculo cuando se encuentra
fusionada al antigeno. Para analizar cudles eran sus efectos en nuestro
modelo, se inmunizaron ratones naive con MAC + OVA, o MAC + OVA
fusionada o separada de EDA. Se observd que los mejores resultados se
obtenian cuando OVA estaba fusionada a EDA, ya que EDA libre no aportaba
apenas beneficio sobre el grupo OVA + MAC (Figura R20). Estos resultados
sugieren que en estas condiciones, el principal efecto de EDA es ejercer un

papel de vehiculo del antigeno para mejorar la presentacion antigénica.
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Figura R20. La conjugacion de OVA a EDA aumenta la respuesta CD 8. Ratones naive
C57BL/6 (n= 3/grupo) recibieron una administracién de OVA + MAC, EDA + OVA + MAC o
EDA-OVA + MAC. Siete dias después se sacrificaron los ratones para medir la respuesta frente
al péptido OVA(257-264) analizando la produccién de IFN-y mediante ELISPOT.

1.4.2.2. Efectos cualitativos

Aparte de mejorar la magnitud de la respuesta con la nueva
inmunoterapia planteada, quisimos saber si también se potenciaban las
diferentes cualidades de los LT activados, que permitieran mejorar los efectos

antitumorales.

Uno de los aspectos importantes que se estudio fue la avidez. Tal y como
se mostré en la Figura R2 del apartado 1.1, este modelo tumoral expresa poco
antigeno, por lo tanto los linfocitos estan limitados en el reconocimiento de
estas células. Este aspecto indica que es necesario desarrollar un tratamiento

capaz de inducir linfocitos de alta avidez. De este modo, tras la inmunizacion,
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se determiné la avidez de los LTc especificos de OVA(257-264) mediante su
estimulacién con concentraciones decrecientes del péptido. Los resultados
indicaron (Figura R21) que al contrario del resto de los grupos, los linfocitos de
los ratones inmunizados con EDA-OVA + MAC, producian altas cantidades de
IFN-y al estimularlos con altas concentraciones de OVA(257-264), y ademas
todavia producian IFN-y cuando se estimulaban con bajas concentraciones de

antigeno (del orden de 0,1 a 1 ng/mL).
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Figura R21. La inmunizaciéon con EDA -OVA + MAC activa linfocitos capaces d e producir
mas cantidad de IFN- y a concentraciones altas y bajas de antigeno . Los esplenocitos de los
ratones utilizados en la Figura R19 se estimularon con diferentes concentraciones de
OVA(257-264). A las 48 horas se recogieron los sobrenadantes y se midieron los niveles de
IFN-y mediante ELISA.

Estos altos niveles de IFN-y no sélo se debieron a una mayor expansion
de LT especificos de OVA(257-264) de alta afinidad, tal y como se observa al
realizar un marcaje con concentraciones bajas de tetrdmeros OVA(257-264)/K”,
sino también al aumento de la activacion de células productoras de IFN-y

(Figura R22), estudiado al utilizar concentraciones de péptido de 0,1 ng/mL.
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Figura R22. La inmunizacién EDA -OVA + MAC induce linfocitos CD8 de alta avidez.
Ratones naive C57BL/6 (n= 3/grupo) recibieron una administracion de las diferentes
combinaciones de adyuvantes. Siete dias después se sacrificaron los ratones para analizar el
porcentaje de linfocitos OVA(257—264)/Kb Tetramero® (dilucion del Tetramero 1:1000)
representado con barras negras y el nimero de células productoras de IFN-y (concentracion 0,1
ng/mL de OVA(257-264)), representado con barras blancas, mediante ELISPOT.

Otra cualidad que se quiso estudiar fue la polifuncionalidad de los LTc
inducidos, ya que varios autores han demostrado que los linfocitos capaces de
realizar multiples funciones son més eficaces en su accion antitumoral (Imai et
al. 2009). Dos de los parametros que se estudiaron fueron la produccion
simultdnea de varias citoquinas (IFN-y, IL-2 y TNF-a) y la capacidad litica
determinada por la expresiéon de CD107. Los resultados mostraron que la
inmunizacion con EDA-OVA + MAC era la combinaciéon que inducia mayor
porcentaje de LT CD8 productores de las tres citoquinas (barras blancas) y
CD107/IFN-y (barras negras) (Figura R23).
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Figura R23. La inmunizacion con EDA -OVA + MAC induce linfocitos CD8

multifuncionales.  Ratones C57BL/6 (n= 3/grupo) recibieron una administracion de las
diferentes combinaciones de adyuvantes. Siete dias después se sacrificaron los ratones para
medir mediante citometria de flujo la expresion simultanea de IFN-y/TNF-a/IL-2 (barras

blancas) o CD107/IFN-y (barras negras) en los LT CD8 tras la estimulacién antigénica con el
péptido OVA(257-264).

1.4.2.3. Inmunidad antitumoral

Después de analizar los efectos cuantitavos y cualitativos sobre los LT de
la inmunoterapia EDA-OVA + MAC en ratones naive, se estudio la capacidad
de inducir respuestas frente a las células tumorales. Para ello en un primer
ensayo se trataron ratones con tumores B16-OVA durante un periodo de 10
dias con las diferentes combinaciones de inmunoterapia y se midid la
respuesta frente a los tumores. Los animales tratados con la combinacion de
EDA-OVA + MAC eran los que presentaron un menor tamafio tumoral (Figura
R24A) y 12 dias tras el comienzo del tratamiento el 50% de los ratones habian

rechazado el tumor (Figura R24B ).
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Figura R24 . Efectos antitumorales de las diferentes combinaciones de adyuvantes. Se

inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n=12/grupo). Cuando los tumores
alcanzaron un didametro de 5 mm se trataron los ratones con las diferentes combinaciones de
adyuvantes durante un periodo de 10 dias. La grafica representa el volumen tumoral de los
grupos de animales estudiados (A) y el porcentaje de ratones libres de tumor a dia 12 (B). Se
utilizé un grupo no tratado como control. *, p < 0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001.

Estos resultados estaban de acuerdo con los resultados hallados al
analizar la capacidad de los linfocitos de reconocer a las células tumorales
B16-OVA, donde los ratones tratados con EDA-OVA + MAC junto con OVA +
MAC, presentaron los valores mas altos. Ademas se obtuvieron resultados
equivalentes al analizar el reconocimiento de las células tumorales B16-F10
(Figura R25).
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Figura R25. Reconocimiento de células tumorales in vitro . Esplenocitos obtenidos de

ratones naive C57BL/6 o de ratones con tumores B16-OVA sin tratar o tratados con los
diferentes adyuvantes durante 2 semanas (n= 6/grupo), fueron estimulados in vitro con células
tumorales B16-OVA o B16-F10 previamente incubadas con IFN-y e irradiadas. La respuesta se
midié analizando la produccién de IFN-y mediante ELISPOT.

Para descartar que la eficacia de los diferentes tratamientos no estuviera
relacionada con la pérdida de expresion de OVA, ésta se analiz6 en las lineas
celulares y en los tumores no tratados o tratados con diferentes combinaciones.
No se encontraron diferencias en la expresion de OVA entre los diferentes

grupos (Figura R26 ).

wo [T

—>» Tumores B16-OVA

Células B16-F10
Células B16-OVA
No tratado
OVA+Imig+aCD40
EDA-OVA + MAC

Figura R26 . Expresion del RNAm de OVA en los tumores B16 -OVA tratados. Se midi6 la
expresion del RNAm de OVA en los tumores de los ratones de la Figura R25 mediante RT-
PCR. Como controles se utilizaron las lineas celulares.
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1.4.2.4. Tratamiento de ratones con tumor

Una vez establecido que la mejor combinacion de adyuvantes para activar
la inmunidad innata y adaptativa era EDA-OVA + MAC, se procedié a ver su
eficacia en el modelo de ratones con tumor, analizando el crecimiento tumoral,
capacidad de rechazo y supervivencia. El tratamiento de los ratones con tumor
siguid el mismo protocolo de administracion que el mostrado en la Figura R9 .

Los experimentos mostraron que este tratamiento, administrado durante
tres semanas a ratones con tumores B16-OVA, inhibia totalmente el
crecimiento tumoral durante los primeros 30 dias, mientras que todos los
ratones no tratados habian sido sacrificados alrededor del dia 28 (p < 0,01)
(Figura R27A). Cuarenta dias tras el comienzo del tratamiento en algunos
ratones curados empezo a crecer el tumor, pero finalmente, el 50% consiguio

rechazar el tumor definitivamente (Figura R27B ).
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Figura R27. El tratamiento EDA -OVA + MAC rechaza un 50% de tumores B16 -OVA
establecidos. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n= 14-17/grupo).
Cuando el tumor alcanzé un didametro de 5 mm los ratones fueron tratados durante un periodo
de 20 dias con EDA-OVA + MAC. Se utiliz6 un grupo no tratado como control. Se midio el
volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B). **, p < 0,01.
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Se comprobd que el efecto antitumoral de la inmunoterapia era 6ptimo
cuando el tratamiento era local, ya que con un tratamiento distal al tumor, por
via subcutanea, no se mantenia dicho efecto, y asi los tumores crecian una vez
finalizado el tratamiento y todos los ratones fueron sacrificados el dia 38
(Figura R28 Ay B ).
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Figura R28. El efecto antitumoral de EDA-OVA + MAC  requiere la administracion local.
Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n= 14-17/grupo). Cuando el tumor
alcanzo6 un diametro de 5 mm los ratones fueron tratados durante un periodo de 20 dias con
EDA-OVA + MAC, un grupo por via i.t. y otro por via s.c.. Se utilizé un grupo no tratado como
control. Se midié el volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B).

La relevancia en el rechazo de tumores de las poblaciones efectoras
inducidas con el tratamiento EDA-OVA + MAC se estudid mediante la
deplecién de células CD8 y de células NK en ratones con tumor, previamente al
inicio del tratamiento. Estos experimentos mostraron la importancia que tenian
los LT CD8 inducidos por la inmunoterapia EDA-OVA + MAC sobre el efecto
antitumoral (Figura R29A) (p < 0,01; ratones deplecionados de CD8 vs Isotipo,
en supervivencia (Figura R29B)). De la misma manera, se comprobd la

implicacion, aunque menor, de las células NK.
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Figura R29. La respuesta CD8 inducida por EDA -OVA + MAC es la principal responsable
del rechazo tumoral. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6 (n=8/grupo).
Previamente al comienzo del tratamiento se administrd6 a los diferentes grupos de ratones
anticuerpos (200 pg/raton) anti-CD8, anti-NK 1.1 o isotipo control, para deplecionar CD8 o NK.
Cuando el tumor alcanz6 un diametro de 5 mm los ratones fueron tratados durante un periodo
de 20 dias con EDA-OVA + MAC. Se utilizé un grupo no tratado como control. Se midio el
volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B).

Para comprobar si el efecto antitumoral de las células NK podria ocurrir
no solo de manera directa sobre las células tumorales, sino también
indirectamente colaborando en la activacion de los LTc CD8, se realizd un
experimento de vacunacion en ratones deplecionados de células NK y se midi6
la respuesta de los LTc. Se observé una disminucion del 15 — 20% en la
respuesta CD8 cuando se inmunizaron ratones con EDA-OVA + MAC
deplecionados de células NK (p < 0,01) (Figura R30), lo que demostré un

efecto de las células NK sobre los LTc CDS.
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Figura R30. La induccién de respuestas CD8 tras la inmunizacion con EDA -OVA + MAC
depende parcialmente de las células NK. Ratones C57BL/6 (n= 3/grupo) previamente
tratados con anticuerpos anti-NK 1.1 para deplecionar NK o su isotipo como control, recibieron
una Unica administracion de EDA-OVA + MAC. Siete dias después se sacrificaron los ratones
para medir respuestas frente al péptido OVA(257-264) y la proteina OVA analizando la
produccion de IFN-y mediante ELISPOT. **, p < 0,01.

Todos estos resultados indicaban que las células CD8 son la principal

poblacion efectora responsable de los rechazos tumorales.

1.4.3. Respuestas frente a otros antigenos del tumo r

Para analizar el papel antitumoral de las células T especificas de otros
antigenos del tumor no utilizados en la inmunizacion, 80 dias tras la primera
administracion del tumor B16-OVA, a aquellos ratones que consiguieron
rechazarlo, se les inyectd de nuevo células tumorales B16-OVA o B16-F10. Se
observd que ninguno de los ratones curados con el tratamiento EDA-OVA +
MAC desarroll6 tumores cuando se volvian a inocular células B16-OVA,
mientras que en los ratones control todos los tumores crecieron rapidamente.
Sorprendentemente, cuando estos ratones curados se redesafiaron con células
B16-F10, las cuédles no expresan OVA, un 80% de los ratones permanecieron
libres de tumor (Figura R31).

103



RESULTADOS

100 IL‘ ®

801 i
©
(]
& 607 B16-OVA
; O Naive
S 401 @ EDA-OVA+MAC
7 B16-F10
X 207 Tk Naive

B EDA-OVA+MAC
O ] ] ]

0 20 40 60 80 100

Dias después de la inoculacion
de las células tumorales

Figura R31. Proteccion frente al crecimiento de nuevos tumores en ratone s que han
rechazado tumores B16-OVA. Ratones C57BL/6 (n= 5-6/grupo) que 60 dias antes habian
rechazado tumores B16-OVA mediante el tratamiento con EDA-OVA + MAC, recibieron 10°
células B16-OVA o B16-F10 i.d.. Paralelamente se inyectaron ratones naive con ambas lineas
tumorales que se emplearon como controles. Se midié la supervivencia durante un periodo de
80 dias.

El estudio in vitro de las respuestas inducidas en ratones que habian
rechazado los tumores mostré que no solo eran capaces de reconocer OVA,
sino también antigenos propios del melanoma como TRP2 (Figura R32),
indicando que este tratamiento, ademas de inducir respuestas frente al
antigeno administrado, también induce respuestas frente a otros antigenos

expresados por las células tumorales.
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Figura R32. La administracion de EDA-OVA + MAC indu ce LT frente a diferentes
antigenos del tumor. Se midieron las células productoras de IFN-y mediante ELISPOT en los
ratones de la Figura R31 frente a OVA(257-264), TRP2(180-188) y la proteina OVA.

Ademas, en los experimentos mostrados en la Figura R24 (tratamiento
durante 10 dias de ratones con tumor) también se analizdé la induccion de
respuesta frente al péptido TRP2(180-188). Se observo que diez dias después
del tratamiento de los tumores B16-OVA, se indujeron respuestas frente a
dicho péptido en los grupos que recibieron EDA-OVA + MAC u OVA + MAC
(Figura R33).
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Figura R33. Los ratones tratados con OVA + MAC o ED A-OVA + MAC, inducen
respuestas frente a TRP2(180-188). Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones
C57BL/6 (n= 5/grupo). Cuando el tumor alcanzé un didmetro de 5 mm los ratones fueron
tratados durante un periodo de 10 dias con las diferentes combinaciones de adyuvantes. Los
esplenocitos de los ratones utilizados se estimularon con 10 ug/ml del péptido TRP2(180-188) y
a las 48 horas se recogieron sobrenadantes para medir los niveles de IFN-y mediante ELISA.

1.5. Combinacién de EDA-Ag + MAC en el tratamiento  de

otros tumores

El hallazgo de que la inmunizacibn con EDA-OVA + MAC inducia
respuestas frente a TRP2 y que estos animales estaban protegidos frente a
tumores B16-F10, sugeria que un nuevo tratamiento basado en la
administracion de MAC junto a EDA fusionado al antigeno TRP2 (EDA-TRP2)
podria ser util en el tratamiento de tumores B16-F10. Para ello se construyé la
proteina EDA fusionada con el fragmento 59-257 de TRP2.
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1.5.1. Actividad y eficacia antitumoral de la prote  ina EDA-TRP2

En primer lugar, antes de analizar el efecto de la proteina EDA-TRP2 en
el tratamiento de tumores, se estudié su capacidad de activar la inmunidad

innata y adaptativa.

La activaciéon de la inmunidad innata se estudié midiendo la capacidad de
esta proteina de inducir in vitro la produccion de TNF-a tras su incubacion con
la linea de monocitos humana THP-1. Se encontré que EDA-TRP2, al contrario
que la proteina previamente digerida con proteinasa K, era capaz de activar la
produccion de TNF-a (Figura R34A).

La activacion de inmunidad adaptativa se estudié tras inmunizar ratones
con EDA-TRP2 + MAC. Siete dias después de la inmunizacion se detecté la
produccion especifica de IFN-y en ensayos de ELISPOT tras la estimulacion
con el DTc TRP2(180-188) (Figura R34B). De la misma manera, los
esplenocitos reconocieron a la proteina EDA-TRP2 (Figura R34C), en

comparacion con los controles que contenian EDA o EDA-OVA.

>
vy
O

o]
=]
S
i
a1
o
S

IFN-y SFC/4x105 células
g 8
o =] 5]
IFN-y SFC/4x105 células

1000f

TNF- a (ng/ml)
a
3

N
o
<

1 0-
LPS No EDA-TRP2  EDA-TRP2 TRP2(180-188) No Ag EDA-TRP2 EDA-OVA  EDA
tratado +
prot K

Figura R34 . La proteina d e fusion EDA -TRP2 activa la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. Se incubaron 10° células THP-1 por pocillo con EDA-TRP2 (1uM), EDA-TRP2
previamente digerida con proteinasa K, LPS (0,1 pg/ml) o se dejaron sin estimular en medio de
cultivo. A las 15 horas se recogieron los sobrenadantes y se midié el TNF-a mediante ELISA
(A). Se inmunizaron ratones C57BL/6 (n= 3/grupo) con EDA-TRP2 + MAC. Siete dias después
se sacrificaron los ratones para medir respuestas frente al péptido TRP2(180-188), (B) y la
proteina EDA-TRP2 (C) mediante un ELISPOT que analizaba la produccion de IFN-y.

107



RESULTADOS

Tras los experimentos anteriores se estudio la eficacia de la combinacién
EDA-TRP2 + MAC en el tratamiento de tumores B16-F10. Los resultados
mostraron una gran agresividad de estas células tumorales en comparacion
con los tumores B16-OVA, ya que los ratones sin tratar se sacrificaron todos el
dia 13. Aln asi esta estrategia mostré una gran eficacia, ya que 40 dias tras el
inicio del tratamiento, todavia conseguian sobrevivir el 30% de los ratones
(Figura R35).
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Figura R35. La inmunoterapia EDA-TRP2 + MAC tiene u n potente efecto antitumoral en
un modelo tumoral B16-F10. Se inocularon 10° células B16-F10 i.d. en ratones C57BL/6 (n=
10/grupo). Cuando el tumor alcanzé un diametro de 5 mm un grupo de ratones fue tratado
durante un periodo de 20 dias con EDA-TRP2 + MAC. Un grupo no tratado se utiliz6 como
control. Se midié la supervivencia.
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2. POTENCIACION DE LA INMUNOTERAPIA MEDIANTE EL
BLOQUEO DE CITOQUINAS INMUNOSUPRESORAS

En diferentes estrategias de inmunoterapia se ha combinado la
inmunoestimulacion con la inhibicion de citoquinas inmunosupresoras. Esto ha
permitido por un lado estudiar la implicacion que tienen estas citoquinas sobre
la respuesta inmunitaria en diferentes modelos tumorales e infecciones
cronicas, y por otro lado, ha sentado las bases de futuras estrategias de
inmunoterapia combinada (Berzosfky et al. 2012). Como previamente ya
habiamos caracterizado el efecto de las estrategias inmunoestimuladoras en el
modelo tumoral B16-OVA, continuamos en este modelo el estudio de la

relevancia del bloqueo de la inmunosupresién junto con la vacunacion.

Nuestro laboratorio lleva afios centrado en el desarrollo y aplicacion de
péptidos inhibidores de moléculas inmunosupresoras que pudieran aplicarse en
la restauracién y potenciaciéon de la respuesta inmunitaria. En este sentido,
trabajos pioneros con péptidos inhibidores de TGF-3 (P144 y P17) e IL-10 (P9 y
P13) (Ezquerro et al. 2003; Santiago et al. 2005; Dotor et al. 2007; Gil-Guerrero
et al. 2008; Llopiz et al. 2009; Diaz-Valdes et al. 2011a; Diaz-Valdes et al.
2011b) han mostrado la utilidad de esta estrategia y sugieren que pueden ser

aplicados en la vacunacion y tratamiento de enfermedades virales y tumorales.

2.1. Efecto de la inhibicion del TGF- [ en la inmunoterapia

2.1.1. Produccion de TGF- B en tumores B16-OVA

Antes de estudiar el efecto de la inhibicion de TGF-B en la eficacia de la
inmunoterapia, se analizo la expresion de TGF-B en tumores B16-OVA. Las
células de un homogeneizado tumoral se analizaron para medir la expresion de
TGF-B (Figura R36A). Alrededor del 80% las células tumorales mostraron la
presencia de LAP (componente de un complejo inactivo del TGF-B), ligado a la
membrana (Figura R36B ). En los analisis de los TILs, las Treg (Figura R36C)

mostraron también expresion de TGF-B en su membrana (Figura R36D ). Estas
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células CD4" CD25" también eran FoxP3" (Figura R36E ). Por tanto, TGF-B se
expresaba en el microambiente tumoral de tumores B16-OVA en las células
tumorales y en las células Treg.
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Figura R36. Expresion del TGF- B en un homogeneizado de tumores B16-OVA.  Tumores
B16-OVA (10 mm de diametro) de ratones C57BL/6 se homogeneizaron y las células se
analizaron por citometria de flujo. En el homogeneizado tumoral se seleccionaron las células
tumorales y los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) (A). La expresion de TGF-§3 se analizé con
anticuerpos anti-LAP en las células tumorales (B). Los linfocitos se marcaron con anticuerpos
especificos anti-CD4, anti-CD25, anti-LAP y anti-FoxP3. En la poblacion de linfocitos CD4"
CD25" (C) se analizo la expresion de LAP (D) y FoxP3 (E).

2.1.2. Potenciacion de la inmunoterapia

Una vez demostrada la expresion de TGF- en tumores B16-OVA, se
analizo el efecto de su inhibicion analizando la respuesta inmunitaria
antitumoral y el crecimiento de los tumores al combinarlo con una estrategia de

inmunoterapia.
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2.1.2.1. Inmunidad innata

Para analizar el efecto sobre la inmunidad innata, en ratones que tenian
tumores de 5 mm, se estudid la actividad de las CD y de las células NK 48
horas después de la administracion de los adyuvantes poly (I:C) y anti-CD40,
con o sin el péptido inhibidor de TGF- P144. La inhibiciéon de TGF-3 aumenté
la expresion del marcador de maduracion CD86 en la poblacion CD11c"
(Figura R37A) y también indujo una mayor producciéon de IFN-y por las células
NK (Figura R37B), por encima de aquellos niveles inducidos tras la
administracion de los adyuvantes, mostrando que la inmunidad innata se

beneficiaba del bloqueo del TGF-3 en ratones con tumor B16-OVA.
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Figura R37. La inhibicion del TGF- B mejora la respuesta innata en ratones con tumor. Se
inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6. Cuando el tumor alcanzé un diametro
de 5 mm se distribuyeron los siguientes grupos: 1) No tratado (n= 6); 2) Inmunoterapia:
Adyuvantes poly (I:C) + anti-CD40 (n= 8); y 3) Inmunoterapia + P144 (n=8). Los adyuvantes se
administraron el dia 0 (i.t.) y el péptido P144 el dia 0 y a las 24 horas (i.p.). A las 48 horas se
analizaron los esplenocitos de los ratones para medir la activacién de las CD, estudiando el
porcentaje de CD86" en la poblacién CD11c” (A), y la activacion de las células NK mediante
ELISA de IFN-y de los sobrenadantes de esplenocitos estimulados 48 horas con la linea celular
YAC-I (B). *, p < 0,05.

2.1.2.2. Inmunidad adaptativa

Para analizar el efecto de la inhibicion de TGF-B sobre la respuesta
adaptativa, se inmunizo a ratones con tumor con OVA + poly (I:C) + anti-CD40,

se repitid6 la administracion de adyuvantes los dias 2 y 4 y se trataron
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diariamente durante una semana con P144. Se observé que la respuesta
adaptativa se potenciaba con el bloqueo de TGF-3, ya que los esplenocitos de
estos ratones inducian niveles superiores de IFN-y frente al péptido OVA(257-
264) (p < 0,05) con respecto a los esplenocitos de ratones que solo recibieron

inmunoterapia (Figura R38).
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Figura R38. La inhibicion del TGF- B mejora la inmunidad adaptativa en ratones con
tumor. Se inocularon 10° células B16-OVA (i.d.) en ratones C57BL/6 (n= 6-8 ratones/grupo).
Cuando los tumores alcanzaron un diametro de 5 mm se trataron los ratones con
Inmunoterapia (OVA (dia 0), tres dosis de adyuvantes (poly (I:C) + anti-CD40 (dias 0, 2 y 4))
todos por via i.t., y el péptido P144 i.p. cada dia. El dia siete se sacrificaron los ratones para
medir la respuesta adaptativa frente el péptido OVA(257-264). A las 48 horas se recogieron los
sobrenadantes donde se midieron los niveles de IFN-y mediante un ELISA. Como grupo control
se utilizo un grupo con tumor no tratado. *, p < 0,05; **, p < 0,01.

2.1.3. Respuesta antitumoral

Los datos ex vivo observados indicaron que la inhibicion de TGF-f3 en los
ratones con tumores B16-OVA potenciaban la inmunidad innata y adaptativa
inducida por la inmunoterapia. Por otro lado también se reflejaron in vivo,
puesto que tras siete dias de tratamiento, en los ratones que recibieron P144
se detectaron mayores niveles de IFN-y en el homogeneizado tumoral (Figura
R39A), lo que a su vez se tradujo en un mayor efecto antitumoral con respecto

al grupo tratado solo con inmunoterapia (p < 0,05) (Figura R39B ).
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Figura R39. El bloqueo del TGF- B en la inmunoterapia presenta mejores efectos
antitumorales. En los ratones utilizados en la Figura R38, se extrajeron los tumores y se
homogeneizaron para obtener el extracto y medir los niveles de proteina de IFN-y (A).
Previamente se midié el volumen tumoral (B). *, p < 0,05; **, p < 0,01.

TGF-B es responsable de la produccibn de otras citoquinas
inmunosupresoras, como IL-10 (Diaz-Valdes et al. 2011a). Por ello, también se
midieron los niveles de esta citoquina en los tumores de los ratones de los
experimentos anteriores. De acuerdo a los resultados anteriores, los ratones
tratados con inmunoterapia y P144 presentaron niveles inferiores de IL-10 que
el resto de los grupos (p < 0,01) (Figura R40).
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Figura R40. El efecto antitumoral de la inhibicion del TGF-B estd asociado con bajos

niveles de IL-10 intratumoral. En los ratones de la Figura R38 se extrajeron los tumores y se
homogeneizaron para obtener el extracto y medir los niveles de proteina de IL-10. **, p < 0,01.
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Puesto que estudios previos realizados en nuestro laboratorio en el
modelo tumoral EG7-OVA habian demostrado que la inhibicion conjunta de
TGF-[3 con los péptidos inhibidores P144 y P17 en combinacion con poly (I:C) +
anti-CD40 aumentaban el rechazo tumoral de un 15% a un 50% (Llopiz et al.
2009), estudiamos el efecto de la inhibicion de TGF-$ con estos péptidos en el

tratamiento de tumores B16-OVA, combinandolos con el adyuvante Imiquimod.

Para ello, cuando el tumor alcanz6 unos 5 mm de diametro, se administr
cada cuatro dias el adyuvante Imiquimod y cada 48 horas los péptidos
inhibidores del TGF-3, P17 y P144, durante 20 dias. Como se observa en la
Figura R41 el bloqueo de TGF-§3 durante el periodo de tratamiento potencio el
efecto del adyuvante Imiquimod, induciendo un retraso significativo en el
crecimiento tumoral (p < 0,05). Sin embargo, una vez finalizd el tratamiento,
todos los tumores crecieron y ningun raton consiguio finalmente rechazar el

tumor (datos no mostrados).
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Figura R41. La inhibicion de TGF- P potencia el efecto antitumoral del tratamiento con
Imiquimod. Se inocularon 10° células B16-OVA (i.d.) en ratones C57BL/6. Cuando el tumor
alcanz6 un diametro de 5 mm se distribuyeron los siguientes grupos: 1) No tratado “@- (n= 6)
; 2) Inmunoterapia (Imiquimod) -@- (n= 6); 3) Inmunoterapia + P144 & P17 @ (n=6). Los
ratones fueron tratados durante un periodo de 20 dias. Se midi6 el volumen tumoral cada 3 - 4
dias. *, p < 0,05 IT + P144 & P17 vs Resto de grupos.
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2.2. Efecto de la inhibicién de IL-10 en la inmunot  erapia

Una vez demostrada la relevancia de la inhibicibon de TGF- en las
estrategias de inmunoterapia antitumoral, y conociendo el efecto sobre otra
citoquina inmunosupresora (IL-10) (Figura R40), nos planteamos estudiar el
efecto de la inhibicion de IL-10 sobre la potenciacibn de las terapias
antitumorales. En la bibliografia esta descrito el importante papel
inmunosupresor que ejerce IL-10 en el modelo de melanoma B16-OVA. Por un
lado IL-10 actia como factor de crecimiento autocrino, promoviendo la
proliferacion de las células tumorales, y por otro, como inmunosupresor de la
respuesta inmunitaria frente al tumor (Seo et al. 2001; Garcia-Hernandez et al.
2002).

Ademas, la inhibicién de IL-10 puede favorecer la induccién de respuestas
Th1l, dependiendo del tipo de plataforma de vacunacion que se emplee (Darrah
et al. 2010). Con este proposito, se ensayaron diferentes protocolos de
inmunizacion, donde se utilizaron distintos tipos de adyuvantes (ligandos de
TLR) junto con el antigeno OVA, con o sin el blogueo de IL-10 (mediante la
administracion de anticuerpos anti-IL-10R). Una semana después se analizaron
las respuestas CDS8 frente al péptido OVA(257-264), para verificar de este
modo el efecto de la inhibicion de esta citoquina. Los resultados mostraron que
las inmunizaciones con los adyuvantes Imiquimod (Figura R42A) o CpG
(Figura R42B ), se beneficiaban de la inhibicién de IL-10. En el caso de EDA
(Figura R42C), también se detecté un aumento de la respuesta tras el bloqueo
de IL-10, pero la magnitud de las respuestas fue mucho menor. Finalmente, en

el caso de poly (I:C) (Figura R42D ) no se apreciaron diferencias.
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Figura R42. El bloqueo de la IL-10 potencia la resp uesta CD8 en los protocolos de
vacunacién con determinados adyuvantes. Se inmunizaron ratones C57BL/6 (n= 3
ratones/grupo) con OVA (500 pg/ratdén (s.c.)) junto con las diferentes combinaciones de
adyuvantes. El dia de la inmunizacion también se administré el anticuerpo anti-ILLOR (500
pg/ratén (i.p.)). Una semana después se sacrificaron los ratones y se estimularon sus
esplenocitos con el péptido OVA(257-264). La respuesta se cuantificé midiendo las células
productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT. **, p < 0,01.

2.2.1. Efecto de los péptidos inhibidores de IL-10: P9y P13

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio mostraron la eficacia
de los péptidos inhibidores de IL-10 (P9 y P13), donde ademas de tener efectos
in vitro, potenciaban las propiedades inmunoestimuladoras de las CD,
aumentando las respuestas de LT en un protocolo de vacunacion basado en la
administracion de CD tratadas ex vivo con estos péptidos (Diaz-Valdes et al.
2011b). Por ello, se planted el estudio de su eficacia inhibidora en un modelo
de vacunacion basado en la administracion de combinaciones de antigeno y
adyuvantes, que no requiriera la preparacion de CD, y donde por tanto habria

que administrar los péptidos in vivo.

Antes de analizar el efecto in vivo de los péptidos en un modelo de
inmunoterapia donde fuera relevante la inhibicion de IL-10 (como es el caso de
los tumores), se estudié su efecto inmunopotenciador sobre la vacunacion, en
ausencia de otras fuentes de IL-10 diferentes a las inducidas por la propia

vacunacion. Para ello se inmunizaron ratones naive con OVA + CpG y durante
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una semana se administraron diariamente los péptidos. El dia 7 se midieron las
respuestas frente al péptido OVA(257-264), donde no se encontrdé ningun
efecto beneficioso derivado de la administracion de los péptidos P9 o P13
(Figura R43A). Puesto que la vida media de los péptidos en ensayos in vivo es
muy corta, decidimos aumentar su biodisponibilidad administrdndolos 2 veces
al dia, lo que podria mejorar asi su actividad en el bloqueo de IL-10. En esta
ocasion, se observé que tanto P9 (p < 0,01) como P13 (p < 0,05) mejoraron las
respuestas frente al antigeno OVA(257-264) (Figura R43B ).

300 700+ **

2004

1004

IFN-y SFC/5x10° células
IFN-y SFC/5x10° células
w
a
o

o
1

- P9 P13 - P9 P13

OVA + CpG

Figura R43. La administracion dos veces al dia de | os inhibidores P9 y P13 potencia la
respuesta inducida por la vacunacién con OVA + CpG. Se inmunizaron ratones C57BL/6
(n= 3 ratones/grupo) con OVA + CpG por via s.c.. Algunos grupos recibieron también los
péptidos P9 o P13 (i.p.) una (A) o dos (B) veces cada 24 horas durante una semana. El
séptimo dia se sacrificaron los ratones y se estimularon sus esplenocitos con el péptido
OVA(257-264). La respuesta se cuantifico midiendo las células productoras de IFN-y mediante
un ensayo de ELISPOT. *, p < 0,05; **, p < 0,01.

Estos resultados indicaron que los péptidos, aun teniendo buenos
resultados in vitro y ex vivo, tenian un efecto in vivo limitado, presumiblemente
debido a su corta vida media. Aun asi, se decidio utilizar P9 (Qque mostro tener
mejores efectos que P13) en combinacion con protocolos de inmunoterapia en
ratones con tumores B16-OVA. La inmunoterapia consistié en la administracion
del antigeno OVA junto con el adyuvante Imiquimod, modelo en el que

previamente habiamos demostrado que la inhibicion de IL-10 potenciaba la
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respuesta, (Figura R42A). Asi, se administr6 OVA el primer dia de tratamiento,
el adyuvante Imiquimod los tres primeros dias de cada semana y P9 todos los

dias, tanto por via i.t. como i.p..

Los resultados tras 20 dias de tratamiento indicaron que tanto la
inmunoterapia (OVA + Imiquimod), como P9, administrados de forma
independiente, retrasaron el crecimiento tumoral aproximadamente 5 - 6 dias (p
< 0,05) con respecto al grupo no tratado, sin llegar a rechazar ningln tumor.
Sin embargo, el tratamiento combinado de inmunoterapia + P9 no solo retrasé
aun mas el crecimiento tumoral (p < 0,05, IT+ P9 vs. ITo P9; p<0,01,IT + P9
vs. NT) (Figura R44A), lo que prolongaba la supervivencia, sino que también
fue capaz de rechazar el tumor en un 15% de los animales tratados (Figura
R44B).
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Figura R44. Efecto del péptido inhibidor de IL-10 P9 en la eficacia de la inmunoterapia
con el adyuvante Imiquimod. ~ Se inocularon 10° células B16-OVA (i.d.) en ratones C57BL/6.
Cuando el tumor alcanz6 un didametro de 5 mm se distribuyeron los siguientes grupos: 1) No
tratado @ (n=8); 2) P9-0O- (n=8); 3) Inmunoterapia (OVA+Imiq) @~ (n=8); 4) Inmunoterapia +
P9 @ (n=8). En el tratamiento de inmunoterapia, OVA (500 pg/raton (i.t.)) se administro el
primer dia y el adyuvante Imiquimod los tres primeros dias de cada semana. P9 se administré
todos los dias (100 pg/raton (i.t. e i.p.)). Los ratones fueron tratados durante un periodo de 20
dias. Se midi6 el volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B). *, p < 0,05, IT + P9
vs. IT o P9; **, p < 0,01, IT + P9 vs. Resto de grupos.
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Una vez analizado el efecto antitumoral, se estudié la respuesta
Inmunitaria en ratones tratados durante dos semanas de manera similar,
mediante el andlisis de las células de los nodulos drenantes del tumor. En
cuanto a la inmunidad innata, existia una tendencia a potenciar la maduracion
de las CD en el grupo con el tratamiento combinado con respecto al grupo
tratado so6lo con inmunoterapia (Figura R45A ), asi como en la activaciéon de las
células NK, (Figura R45B). Estas diferencias alcanzaron valores
estadisticamente significativos al analizar el IFN-y producido por las células NK
(Figura R45C). En el caso de la respuesta adaptativa, tanto la respuesta frente
al péptido OVA(257-264) (Figura R45D) como frente a las células B16-OVA
(Figura R45E ), fue superior en el grupo tratado con la terapia combinada que
en el grupo tratado so6lo con inmunoterapia (p < 0,05). Curiosamente, la
administracion solo de P9, que tenia un ligero efecto antitumoral, no mostré

ninguna diferencia al analizar estos parametros.
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Figura R45. El péptido inhibidor de IL-10 P9 aument a la respuesta inmunitaria inducida
por la inmunoterapia en ratones con tumores B16-OVA . Ratones con tumor (n= 4/grupo) se
trataron durante 2 semanas. Se distribuyeron los siguientes grupos: No tratado; P9;
Inmunoterapia (OVA+Imiq); Inmunoterapia + P9. En el tratamiento de inmunoterapia, OVA (500
pg/raton (i.t.)) se administro el primer dia y el adyuvante Imiquimod los tres primeros dias de
cada semana. P9 se administr6 todos los dias (100 pg/raton (i.t. e i.p.)). A los 14 dias, se
sacrificaron los ratones para medir respuestas en los nddulos drenantes del tumor mediante
ensayos de citometria (A y B) y ELISPOT (C, Dy E). *, p < 0,05; **, p < 0,01.
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2.2.2. Potenciaciéon de la inmunoterapia con el anti  cuerpo anti-

receptor de IL-10

El tratamiento de tumores y las respuestas inducidas al bloquear IL-10
con P9 eran resultados prometedores. Sin embargo, la actividad limitada de P9
en experimentos in vivo nos hizo plantearnos cual seria el potencial efecto
antitumoral de bloquear la IL-10 en condiciones similares a las observadas en
experimentos de vacunacion como los mostrados en la Figura R42 . De este
modo, el tratamiento diario con P9 se sustituyd por administraciones semanales
de un anticuerpo bloqueante del receptor de IL-10 (alL-10R), manteniendo la

misma inmunoterapia basada en la administracion de OVA e Imiquimod.

En primer lugar se analizé los niveles de IL-10 sérica en ratones con
tumor sometidos a los diferentes tratamientos. Los resultados mostraron que no
so6lo los ratones con tumor expresaron IL-10, sino que la propia inmunoterapia,
OVA + Imiquimod, también aumentd los niveles de IL-10. Estos niveles se
redujeron cuando se administré anti-IL10R tanto a ratones tratados como sin
tratar (Figura R46).
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Figura R46. El anticuerpo anti-IL-10R disminuye los niveles de IL-10 sérica inducidos por

el tumor y la inmunoterapia. Ratones con tumores de un diametro de 10 mm (n=3/grupo), se
trataron durante 1 semana con inmunoterapia (IT) (OVA (500 pg/ratén, dia 0 (i.t.)) + Imiquimod
(dias 0,1 y 2) + Ac. Isotipo (como control) o anti-ILLOR (500 pg/ratén, dia O (i.p.)), o ratones sin
IT con Ac. Isotipo o anti-IL10R. A los siete dias se midi6 en el suero los niveles de IL-10
mediante un ELISA.
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2.2.2.1. Efecto sobre la vacunacién en ratones naive

Antes de probar el efecto en el tratamiento antitumoral del bloqueo de
IL10 con el anticuerpo anti-IL-10R combinado con la inmunoterapia (OVA +
Imiquimod), se estudio su efecto sobre la respuesta inmunitaria en ratones sin
tumor. Estos experimentos fueron similares a los presentados en la Figura
R42A, difiriendo sélo en la administracién de Imiquimod durante tres dias en
lugar de uno. Los resultados confirmaron el aumento de respuestas con la
inmunoterapia cuando se combina con el anticuerpo anti-IL1OR, obteniéndose
diferencias significativas tanto en las respuestas CD8, analizadas frente al
péptido OVA(257-264), como CD4, frente a la proteina OVA (Figura R47).
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Figura R47. El blogueo con el anticuerpo anti-IL10R potencia la respuesta de la

inmunoterapia OVA + Imiquimod. Se inmunizaron ratones naive C57BL/6 (n= 4/grupo) con la
inmunoterapia OVA (500 pg/ratén, dia 0 (s.c..)) + Imiquimod (dias 0,1 y 2) + Ac. Isotipo o anti-
IL10R (500 pg/ratén, dia O (i.p.)). El séptimo dia se sacrificaron los ratones y se estimularon sus
esplenocitos con antigenos de OVA. La respuesta se cuantific6 midiendo las células
productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT. **, p < 0.01 IT + alL10R vs IT + Ac.
Isotipo.

La inhibicion de IL-10 también potencid la actividad de las células NK,
induciendo un nimero mayor de ceélulas NK productoras de IFN-y (p < 0,05)

(Figura R48A). Con respecto a otros parametros de respuesta CD8, se
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observé una tendencia a aumentar el porcentaje de células especificas de
OVA(257-264), medidas utilizando tetrdmeros OVA(257-264)/K® (Figura
R48B), la capacidad litica mediante la expresion de CD107 en células
productoras de IFN-y (Figura R48C) y la produccién de triples citoquinas

simultaneamente (Figura R48D ).
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Figura R48. La combinacion de inmunoterapia y anti- IL1OR potencia tanto la respuesta

efectora innata como adaptativa.  Utilizando los mismos ratones que los mostrados en la
Figura R47 se analizaron las células productoras de IFN-y mediante ELISPOT estimulando a
los esplenocitos con la linea celular NK-sensible YAC-I (A). También se analiz6 por citometria
de flujo la frecuencia de LT CD8 especificos de OVA(257-264) utilizando tetrameros OVA(257-
264)/Kb (B), asi como su capacidad de expresar CD107/IFN-y (C) o IFN-y, TNF-a e IL-2
simultaneamente (D). *, p < 0,05.

Por otro lado, también analizamos si el bloqueo de IL-10 no sélo estaba
implicado en la fase de activacion de los linfocitos T, sino también en la fase
efectora. Para ello, una semana después de inmunizar ratones con OVA +
Imigquimod, se trat6é a los animales con bloqueantes de IL-10 (P9 o anti-IL-10R)
dos horas antes de recibir la transferencia de esplenocitos pulsados con
OVA(257-264). Los resultados mostraron que ni el bloqueo con P9 ni con anti-
IL-10R mejoraron la lisis de los esplenocitos pulsados con el antigeno, lo que
indicaba que IL-10 estaba principalmente implicada en la fase de induccion.
(Figura R49).
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Figura R49. El bloqueo de la IL-10 no esta implicad o directamente en la fase efectora. Se

inmunizaron ratones naive C57BL/6 (n= 3/grupo) con la inmunoterapia OVA (100 pg/ratén
(s.c.)) + Imiquimod. El séptimo dia, dos horas antes de la transferencia de los esplenocitos
pulsados con el péptido OVA(257-264), se les administrdo P9 (200 pg/raton), anticuerpos anti-
ILLOR (250 pg/ratén) o el Ac. Isotipo como control (250 pg/raton), todos por via i.p. Un dia
después se sacrificaron los ratones para medir la actividad citotdéxica frente a OVA(257-264)
mediante un ensayo de lisis in vivo.

2.2.2.2. Efecto en el tratamiento de tumores

Una vez demostrado que el bloqueo de IL-10 era relevante en la
plataforma de vacunacién OVA + Imiguimod, y que el bloqueo con el anticuerpo
parecia ser mas eficaz que utilizando el péptido, estudiamos sus efectos
antitumorales. Puesto que, como ya se ha descrito en apartados anteriores, el
bloqueo de TGF-3 también tenia efecto antitumoral, se utilizaron anticuerpos
para bloquear ambas citoquinas inmunosupresoras. Los resultados mostraron
qgue la inmunoterapia inducia un ligero retraso en el crecimiento de los tumores
con respecto a los ratones no tratados, aunque ninguno de los ratones
consiguido rechazar los tumores. Sin embargo, la combinacion de la
inmunoterapia con anti-IL-10R indujo un retraso significativo en el crecimiento

tumoral con respecto a los grupos anteriores (p < 0,05) (Figura R49A) vy
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asociado a un 30% del rechazo de los tumores (Figura R49B ). Por otro lado,
se mostro que el bloqueo de TGF-3 no era tan relevante como el de IL-10,
donde el retraso no fue tan pronunciado y se rechazaron un 20% de los
tumores. Finalmente, la combinacién de inmunoterapia y el bloqueo de TGF-3 e

IL-10 parecio tener un efecto aditivo, rechazando el 50% de los tumores.
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Figura R49. El bloqueo de IL-10 y TGF- B combinado con inmunoterapia tiene un potente
efecto antitumoral. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones C57BL/6. Cuando
el tumor alcanzé un diametro de 5 mm se distribuyeron los siguientes grupos: 1) No
tratado -@- (n= 16); 2) anti-IL-10R <O~ (n= 8); 3) Inmunoterapia (OVA+Imiq) + Ac.Isotipo
-@- (n= 16); 4) Inmunoterapia + anti-IL-10R-@-(n= 16); 5) Inmunoterapia + anti-TGF- @~ (n=
8); 6) Inmunoterapia + anti-IL-10R + anti-TGF-B <O~ (n= 8). La inmunoterapia consistié en la
administracion de OVA (500 pg/ratén dia 0 (i.t.)) + Imiquimod (dias 0,1 y 2 de cada semana).
Los anticuerpos Isotipo y anti-ILL0R se administraron los dias 0 y 7 (500 ug/ratén i.p.) y anti-
TGF-B los dias 0, 4, 8 y 12 (200 pg/ratén i.p.). Los ratones fueron tratados durante un periodo
de 20 dias. Se midi6 el volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A) y la supervivencia (B). (# *, p <
0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 Inmunoterapia + Ac. Isotipo vs Inmunoterapia + alL-10R,
Inmunoterapia + aTGF-£ e Inmunoterapia + alL-10R + aTGF-£.

2.2.2.3. Efecto sobre la respuesta inmunitaria indu cida en

ratones con tumor

La respuesta inmunitaria inducida por la combinacién de inmunoterapia +
anti-IL-10R se analiz6 en ratones con tumores tratados durante una semana.

En los esplenocitos, se observd una mayor produccion de IFN-y en las células
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NK (p < 0,05) (Figura R50A ), CD8 (p < 0,01) (Figura R50B ), CD4 (p < 0,01)
(Figura R50C) y frente a las propias células tumorales B16-OVA (p < 0,01)
(Figura R50D), cuando se realizaba el bloqueo de la IL-10 junto con la

administracion de inmunoterapia.
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Figura R50. El bloqueo de IL-10 potencia la respues ta inmunitaria inducida por la
inmunoterapia en ratones con tumor. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en ratones
C57BL/6. Cuando el tumor alcanzé un didmetro de 8 mm se distribuyeron los siguientes
grupos: 1) No tratado (n= 4); 2) Inmunoterapia (OVA + Imiq) + Ac. Isotipo (n= 6); 3)
Inmunoterapia + alL-10R (n= 6). La inmunoterapia consistié en la administraciéon de OVA (500
pg/ratén, dia O (i.t.)) + Imiquimod (dias 0,1 y 2) + Ac. Isotipo o alL10R (500 pg/ratén, dia O
(i.p.)). Como grupo control se utilizé un grupo no tratado. El séptimo dia se sacrificaron los
ratones y se estimularon sus esplenocitos con células YAC-I (A), el péptido OVA(257-264) (B),
la proteina OVA (C) y las células tumorales B16-OVA (D). La respuesta de cuantificé midiendo
las células productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT. *, p < 0,05; **, p < 0.01.

También se analiz6 la respuesta en los nodulos linfaticos de drenaje del
tumor. Confirmamos el aumento de la actividad efectora inducido por el
bloqueo de IL-10, tanto al estudiar las células NK (Figura R51A) como el
namero de LT CD8 productores de dos (IFN-y y TNF-a) (Figura R51B) o tres
citoquinas (IFN-y, TNF-a, IL-2) (Figuras R51C). Por otro lado, se analiz6 el
efecto sobre poblaciones inmunosupresoras. En este caso, el bloqueo de IL-10
aumenté también el nimero de células reguladoras CD4" CD25" FoxP3*
(Figura R51D), y células mieloides supresoras monociticas (Figura R51E) vy

granulociticas (Figura R51F ).
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Figura R51. Activacién de la inmunidad efectoray r  eguladora en los nédulos que drenan

el tumor en ratones tratados con inmunoterapia y bl oqueo de IL-10. En los mismos ratones
de la Figura R50, se analizaron las respuestas inducidas en los nédulos drenantes del tumor
mediante citometria de flujo. Se estudid el porcentaje de células NK (A), los LT CD8
productores de dobles (B) y triples (C) citoquinas tras estimulacion con OVA(257-264).
También se analizaron poblaciones inmunosupresoras como las Treg FoxP3" (D) y células
mieloides supresoras monociticas (E) y granulociticas (F). * p < 0,05; *p < 0,01 IT + alL10R vs
Resto de grupos.

2.3. Combinacion de EDA-OVA + MAC con el bloqueo de
IL-10

Puesto que el bloqueo de IL-10 aumentaba de manera notable los efectos

antitumorales cuando se combinaba con una vacunacion basada en el antigeno
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(OVA) y un uUnico adyuvante (Imiquimod), nos planteamos la combinacion del
blogueo de IL-10 con una inmunoterapia basada en el antigeno y una mezcla
de adyuvantes (EDA-OVA + MAC), que ya habiamos demostrado que

rechazaban un 50% de los tumores (Figura R27).

Al estimular las CD con adyuvantes, ademas de citoquinas
proinflamatorias como IL-12, también se producen factores inmunoreguladores
como IL-10. Por ello se comparé el balance de citoquinas producidas por las
CD in vitro al estimularlas con Imiquimod o EDA + MAC. Los resultados
mostraron que al estimular las CD con Imiquimod se inducian niveles similares
de IL-12 e IL-10. Cuando las CD se incubaron con EDA + MAC, se observo un
incremento de las dos citoquinas con respecto al Imiquimod, aunque el
aumento relativo de los niveles de IL-12 fue superior al observado en los
niveles de IL-10 (Figura R52).
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Figura R52. Relacion de la produccién de IL-12 e IL  -10 en las CD estimuladas con
adyuvantes in vitro . Las CD se cultivaron en presencia de las siguientes combinaciones de
adyuvantes: Imiquimod (5 pug/ml), EDA (2 uM) + MAC (Imiquimod + anti-CD40 (50 ug/ml) + poly
(I:C) (50 pg/ml)). Se utilizé como control un grupo sin adyuvantes. A las 24 horas se midi6 la
produccion de citoquinas IL-12 e IL-10 mediante ELISA. **, p < 0,01 IL-12 en EDA+MAC vs IL-
12 en Resto de grupos.
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Se realiz6 también un experimento equivalente in vivo en ratones con
tumor, donde ya sabiamos que EDA-OVA + MAC aumentaba los niveles de IL-
12 (Figura R15A). En este caso también se observO que en los tumores
tratados, los niveles de IL-10 aumentaban cuando se administraba EDA-OVA +
MAC (Figura R53).
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Figura R53. El tratamiento EDA-OVA + MAC aumenta lo s niveles de IL-10 en el tumor.
Ratones con tumores de un diametro de 8 mm (n= 3/grupo) se trataron durante 1 semana con
OVA + Imiquimod, EDA-OVA + MAC o se dejaron sin tratar. A los 7 dias se sacrificaron los
ratones y se extirparon los tumores para medir la IL-10 en el homogeneizado tumoral mediante
ELISA. *, p < 0,05 EDA-OVA+MAC vs Resto de grupos.

2.3.1. Inmunidad adaptativa

Una vez demostrada la relevancia de IL-10 en la vacunacion con EDA-
OVA + MAC se analiz6 el efecto de su bloqueo en experimentos de vacunaciéon
en ratones sin tumor. Las respuestas inducidas tras la inmunizacion con EDA-
OVA + MAC fueron las mas potentes de entre todas las combinaciones que se
habian estudiado con las diferentes combinaciones de adyuvantes. Sin
embargo, cuando se combinaban con el bloqueo de IL-10 se indujeron
respuestas aun mas potentes (p < 0,01) (Figura R54).
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Figura R54. El blogueo de IL-10 potencia las respue  stas inducidas por EDA-OVA + MAC.
Se inmunizaron ratones naive C57BL/6 (n= 4/grupo) con la inmunoterapia EDA-OVA + MAC +
Ac. Isotipo o anti-ILLOR. El séptimo dia se sacrificaron los ratones y se estimularon sus
esplenocitos con antigenos de OVA. La respuesta se cuantific6 midiendo las células
productoras de IFN-y mediante un ensayo de ELISPOT. **, p < 0,01 EDA-OVA + MAC + aillL-
10R vs EDA-OVA + MAC + Ac. Isotipo.

Ademas del numero de células productoras de IFN-y mostrado en la
Figura R54, también analizamos la avidez de los linfocitos por el antigeno.
Encontramos que la combinacion de EDA-OVA + MAC junto con el bloqueo de
IL-10 indujo un aumento de la avidez sobre los valores observados en el grupo
inmunizado con EDA-OVA + MAC. Asi, a una concentracion de 0,01 ng/mL de
OVA(257-264) todavia seguian detectdndose niveles de IFN-y (Figura R55).
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Figura R55. Avidez de los LT CD8 inducidos.  Los esplenocitos de los ratones utilizados en la
Figura R54 se estimularon con diferentes concentraciones de OVA(257-264). A las 48 horas se

recogieron los sobrenadantes de cultivo y se midieron los niveles de IFN- y mediante ELISA.

2.3.2. Tratamiento tumoral

Tras caracterizar la inmunidad adaptativa inducida por la combinacion de
EDA-OVA + MAC junto con el bloqueo de IL-10 estudiamos los efectos
antitumorales inducidos por esta estrategia de inmunoterapia. Los resultados
mostraron que la inmunoterapia con EDA-OVA + MAC + Ac. Isotipo reproducia
los resultados que se mostraban con anterioridad. Cuando se bloqueaba IL-10,
los tumores no sélo permanecieron sin crecer durante el periodo de tratamiento
(Figura R56A ) sino que se consiguio rechazar el 100% de los mismos (Figura
R56B).
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Figura R56. El tratamiento antitumoral EDA -OVA + MAC combinado con el bloqueo de IL -
10 rechaza el 100% de los tumores B16-OVA. Se inocularon 10° células B16-OVA i.d. en
ratones C57BL/6. Cuando el tumor alcanz6 un didmetro de 5 mm se distribuyeron los siguientes
grupos: 1) No tratado @ (n= 6); 2) Inmunoterapia (EDA-OVA + MAC) + Ac. Isotipo -@- (n= 8);
Inmunoterapia (EDA-OVA + MAC) + anti-IL-10R-@- (n= 8). La inmunoterapia consistié en EDA-
OVA + MAC (3 veces por semana (i.t.), aplicando todos los dias Imiquimod sobre el tumor). El
Ac. Isotipo y el anti-IL10R, se administré una vez por semana (500 pg/raton (i.p.)). Los ratones
fueron tratados durante un periodo de 20 dias. Se midio el volumen tumoral cada 3 - 4 dias (A)
y la supervivencia (B). **, p < 0,01 IT+Ac. Isotipo vs NT; *** p < 0,001 IT+alL10R vs Resto de
grupos.
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Actualmente, la inmunoterapia se presenta como una de las estrategias
mAas seguras y prometedoras para combatir el cancer junto a la cirugia,
quimioterapia y radioterapia. A su favor se encuentra el hecho de ser menos
agresiva, ser capaz de inducir respuestas especificas frente al tumor e inducir
memoria a medio y largo plazo por medio de la inmunidad adaptativa, lo que

podria reducir las recaidas tumorales en los pacientes.

Hasta la fecha, se han desarrollado muchos protocolos de inmunoterapia
con el objetivo de inducir respuestas inmunitarias eficaces para destruir las
células tumorales, algunos de los cuales han alcanzado las fases clinicas,
como muestran algunas revisiones (Waldmann 2003; Rosenberg et al. 2004;
Kirkwood et al. 2012). Sin embargo, el efecto de este tipo de terapias es muy
limitado, ya que los tumores son poco inmunogénicos para las células T y a
diferencia de las CD, éstos expresan bajos niveles de antigeno, MHC vy
moléculas co-estimuladoras. Ademés, las células tumorales carecen de
sefales de peligro asociadas a patdogenos (PAMPs) o sefales inflamatorias
(citoquinas o expresion del CD40L), a menos que se induzcan mediante
sesiones de radio o quimioterapia (Tesniere et al. 2008). Por lo tanto, para
inducir una respuesta inmunitaria eficaz frente a tumores que escapan de la
inmunovigilancia, es necesario algo mas que los antigenos o las células

tumorales.

Junto a la poca inmunogenicidad intrinseca de las células tumorales, se
produce el hecho de que en muchos casos los tumores son detectados cuando
se encuentran en un estadio avanzado, lo cual dificulta ain mas la eficacia de
la inmunoterapia. Esto es debido a que en estos estadios se ha generado un
microambiente caracterizado por el reclutamiento de células reguladoras y los
altos niveles de factores inmunosupresores, que originan un ambiente

tolerogénico para el sistema inmunitario.

Estos antecedentes nos motivaron a desarrollar nuevas estrategias de
inmunoterapia que permitieran mejorar las respuestas inmunitarias

antitumorales.
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1. INMUNOTERAPIA BASADA EN LA POTENCIACION DE LA
RESPUESTA INMUNITARIA EN UN MODELO TUMORAL
POCO INMUNOGENICO

Como se ha comentado anteriormente, la limitada inmunogenicidad de las
células tumorales es una de las principales causas responsables del fracaso en
las estrategias de inmunoterapia frente al cancer. El reconocimiento de
epitopos presentados en el contexto de moléculas de MHC en la superficie de
las células tumorales podria conducir a la eliminaciéon de estas células por la
accion de mecanismos liticos o mediante citoquinas secretadas por los LT CD8
y CD4. Sin embargo, aunque los LT efectores puedan ser capaces de
reconocer a las células tumorales, los LT naive no pueden activarse al
reconocer a las células tumorales, debido a la falta de sefiales de co-estimulo
(Tesniere et al. 2008; Driessens et al. 2009). En este caso son las CD las que
activan a los LT. Por ello, el desarrollo de estrategias que promuevan la
correcta presentacion de antigenos tumorales a los LT por parte de las CD se

establece como un objetivo primordial en la inmunoterapia frente al cancer.

Las proteinas recombinantes o los péptidos sintéticos, empleados como
antigenos tumorales, normalmente son incapaces de inducir una fuerte
respuesta inmunitaria celular, a menos que se combinen con adyuvantes que
activen la inmunidad innata e induzcan la maduracién de las CD (Kim et al.
1998). Por lo tanto, en el desarrollo de estrategias de inmunoterapia, resulta
frecuente el uso de adyuvantes, lo que Janeway denomind como el “pequefio y
sucio secreto de los inmundlogos” (Janeway 1989). Numerosos estudios han
mostrado que la activacion de los receptores TLR por los PAMPs son uno de
los inductores de maduracién de las CD in vivo mas potentes, dando lugar a la
produccion de citoquinas proinflamatorias y la sobreexpresién de moléculas de
co-estimulo. Ademas, la interaccion entre CD40 presente en las CD y CD40L
expresado en los LT CD4 activados constituye una sefial adicional que
promueve la correcta maduracién de estas CPA para su interacciéon con los LT
CD8 (Grewal et al. 1998; Ridge et al. 1998; Schoenberger et al. 1998). Esta
interaccion ha sido destacada en estudios de inmunoterapia demostrando ser

capaz de romper la tolerancia mediada por los tumores (Toes et al. 1998) v,
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como consecuencia, tener efectos antitumorales con la simple administracion
de anticuerpos agonistas del CD40 (French et al. 1999). Ademas, Ahonen et
al., mostraron que la combinacion de adyuvantes agonistas de TLR con el
anticuerpo anti-CD40 tenia un efecto sinérgico en la activacion de los LT CD8
(Ahonen et al. 2004). Asi, esta estrategia favorece la captura antigénica y
maduracion de las CD, necesarias para una Optima activacion de los LT
(Ochsenbein et al. 2001; Ochsenbein 2002).

Uno de los principales obstaculos que presentan las estrategias de
inmunoterapia cuando llegan a ensayos clinicos, es que el desarrollo preclinico
de la terapia se ha realizado en modelos tumorales murinos, por lo general mas
inmunogénicos que los tumores humanos. Por ello, nos parecié mas relevante
desarrollar una estrategia de inmunoterapia en un modelo tumoral poco
inmunogénico, simulando las dificultades que se pueden encontrar en los

tumores humanos.

En primer lugar se caracterizé el modelo tumoral de melanoma B16-OVA.
Para ello se aplic6 a este modelo estrategias de inmunoterapia que fueron
exitosas en otros modelos. Asi, se utilizd una estrategia de vacunacion que
induce potentes respuestas celulares mediante una simple administracion
profilactica del antigeno tumoral (OVA) junto los adyuvantes poly (I:C) (agonista
de TLR3) y, anticuerpos agonistas de CD40. Las respuestas inducidas por esta
vacuna protegieron al 100% de los ratones del crecimiento de tumores de
timoma EG7-OVA, un tumor relativamente inmunogénico, pero no protegieron a
ningun raton del crecimiento del melanoma B16-OVA. El perfil poco
inmunogénico de las células B16-OVA se confirm6 al observar que
presentaban bajos niveles de expresion de MHC-1 y antigeno (OVA). De este
modo, se nos presenta un modelo tumoral para desarrollar estrategias de
inmunoterapia con aplicaciones potencialmente clinicas. Se han utilizado
diferentes estrategias para el tratamiento de tumores B16. La mayoria se basan
en CD pulsadas con antigenos o transducidas con vectores que codifican
dichos antigenos (Boczkowski et al. 1996; Ashley et al. 1997; Bellone et al.
2000) o en inmunogenos complejos, como virus o bacterias recombinantes, asi
como particulas tipo virus (virus-like particles), todos ellos portadores de

multiples sefiales capaces de activar a las CD (Krishnan et al. 2003; Brinkman
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et al. 2005; Shibata et al. 2006). Sin embargo, apenas existen ejemplos
eficaces donde se hayan desarrollado estrategias antitumorales utilizando el
modelo B16 donde se combinen adyuvantes y antigenos definidos (Ahonen et
al. 2008; Wells et al. 2008; Stone et al. 2009).

Una vez escogido el modelo se disefid una estrategia de inmunoterapia
consistente en la administracion Unicamente de adyuvantes, ya que teniamos
datos previos del modelo EG7-OVA donde este tipo de terapia inducia el
rechazo de un 35% de los tumores debido a la induccion de inmunidad tanto
innata como adaptativa (Llopiz et al. 2008). Para el tratamiento en B16-OVA, se
sustituy6 el adyuvante poly (I:C) por la crema Aldara™ (Imigquimod, agonista de
TLR7), utilizada actualmente como adyuvante en ensayos clinicos de
melanoma (Ellis et al. 2012). Sin embargo, la administracion de adyuvantes no
consiguio el rechazo tumoral, ya que esta inmunoterapia tan solo activl la
respuesta innata. Quizas los bajos niveles de antigenos tumorales expresados
y/o liberados por las células B16-OVA, potencialmente disponibles después de
la activacion de la inmunidad innata para ser presentados a los LT, no
conseguian inducir la activacion de la respuesta adaptativa. Esta hipétesis se
corroboré con dos resultados: i) los ratones con tumores B16-OVA tratados
Ganicamente con adyuvantes tenian inmunidad innata pero no inmunidad
adaptativa frente a OVA (al contrario que los ratones con tumores EG7-OVA), y
i) los tumores B16-OVA presentaban un crecimiento lento durante el periodo
de tratamiento, presumiblemente debido a la inmunidad innata fomentada por
la administracion de adyuvantes, pero tras finalizar este tratamiento se observo

de nuevo progresion tumoral.

Como el efecto antitumoral observado tras la utilizacién de adyuvantes fue
limitado, decidimos aportar exégenamente un antigeno tumoral, estrategia
similar a la propuesta por Celis y colaboradores con el TriVax (Assudani et al.
2008; Cho et al. 2009). En nuestro caso, en lugar de un péptido DTc se utilizé
como antigeno la proteina OVA. Esta estrategia tenia una eficacia del 100% en
el rechazo de los tumores EG7-OVA (Llopiz et al. 2008), pero en el modelo
B16-OVA no mostro eficacia, puesto que ningun raton rechazo los tumores. En
esta ocasion no se debid a una falta de activacion de la inmunidad adaptativa,

ya que se activaron LT especificos del tumor, no sélo en ratones naive sino
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también en ratones con tumor. Al contrario del protocolo basado en la
administracion de adyuvantes, al incluir antigeno se observé un retraso de unos
10 dias en el crecimiento tumoral después de finalizar el tratamiento, lo que
sugirié que, a pesar de inducir respuestas de células T, éstas no tenian efectos
antitumorales lo suficientemente eficaces. Este tipo de resultados se
observaron tanto al combinar OVA con Imiquimod y anti-CD40 como con poly
(I:C) y anti-CD40. Por lo tanto el siguiente objetivo consisti6 en mejorar la

inmunidad adaptativa.

Para mejorar la pobre eficacia antitumoral de estos protocolos, decidimos
utilizar una multiple combinacién de adyuvantes que contenia Imiquimod, poly
(I:C) y anti-CD40 (MAC), asi como la proteina EDA fusionada al antigeno
tumoral OVA. La estrategia de utilizar EDA fusionada a un antigeno tenia doble
funcionalidad, ya que actia como inmunoestimulador puesto que se une a
TLR4 y, a su vez, como vehiculo antigénico a las CPA. Trabajos previos habian
mostrado que, tanto con OVA como con otros antigenos, su fusion a EDA
aumenta su inmunogenicidad, y ademas podia combinarse con otros
adyuvantes (Lasarte et al. 2007; Mansilla et al. 2009; Mansilla et al. 2011).

Esta nueva estrategia de inmunoterapia, EDA-OVA + MAC, consiguio
rechazar el 50% de los tumores B16-OVA establecidos, asociada a una
evidente mejoria en la respuesta antitumoral innata y adaptativa inducida. Las
sinergias entre diferentes adyuvantes se han manifestado en ensayos con CD
in vitro e in vivo (Ahonen et al. 2004; Napolitani et al. 2005; Zhu et al. 2008),
principalmente para aquellos receptores que no comparten vias de
sefalizacion. Por esta razon, nosotros utilizamos poly (I:C), que se une a TLR3
(Alexopoulou et al. 2001) y sefializa a través del adaptador TRIF; Imiquimod,
que se une a TLR7, con MyD88 como molécula adaptadora (Hemmi et al.
2002); anti-CD40, que incluye la interaccion de CD40 con varios miembros de
la familia TRAF (Vidalain et al. 2000; Bishop et al. 2007), y EDA, ligando de
TLR4, un receptor conectado a las vias de sefalizacion TRIF y MyD88
(Yamamoto et al. 2003).

De acuerdo con esto, EDA + MAC indujo una sobreexpresion in vitro en

CD de moléculas co-estimuladoras asociadas con la activacion de LT, asi como
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de citoquinas. Ademas, tanto MAC como EDA + MAC fueron capaces de
inducir altos niveles de activacion en las CD en los ratones con tumor. Por otro
lado, estos efectos no solo se observaron en las CPA, que afectan de forma
concomitante a las respuestas de los LT, sino también en las células NK, las
cudles pueden ayudar a la induccién de respuestas Thl, tal y como se ha
mostrado en un modelo de citomegalovirus murino (Parker et al. 2007). Asi
comprobamos que con esta combinacion de adyuvantes, las células NK eran
parcialmente responsables de la activacion de las células CD8 productoras de
IFN-y. Estos resultados, junto con el menor rechazo tumoral hallado en el
tratamiento distal al tumor, sugieren la doble importancia del efecto de los
adyuvantes, siendo necesarios no solo localmente para rechazar el tumor tras
la activacion de la inmunidad innata con efectos directos inflamatorios y
antitumorales, sino también por su colaboracion con la activacion de la

inmunidad adaptativa (Zabaleta et al. 2007).

En cuanto a la inmunidad adaptativa, aunque MAC fue capaz de inducir in
vivo respuestas innatas similares, EDA-OVA + MAC activo fuertemente la
respuesta de los LT. Probablemente uno de los responsables de este efecto
fue la capacidad que presenta EDA, fusionada a OVA, como vehiculo para el
antigeno. Asi comprobamos que EDA sin fusionar al antigeno OVA junto a
MAC no era tan eficaz en la activacion de respuestas mediadas por LT CD8.
Por otra parte, EDA-OVA + MAC no sélo indujo una mayor cantidad de
respuestas en los LT, sino que también mejoraba la calidad, parametros que se
reflejaron con la avidez y polifuncionalidad de los LT inducidos.

Por un lado, estudiamos la avidez de los LT CD8 por el antigeno, una
cualidad relacionada con la eficacia antiviral (Alexander-Miller et al. 1996;
Gallimore et al. 1998) y antitumoral (Yee et al. 1999; Zeh et al. 1999).
Encontramos que los LT CD8 activados por EDA-OVA + MAC reconocian
intensamente bajas concentraciones del DTc inmunodominante de OVA. La
alta produccioén de IFN-y inducida por estas bajas concentraciones de antigeno
(una situacién similar que se encuentra en los tumores poco inmunogénicos
(Wells et al. 2008)) probablemente ayudaria a incrementar la expresion de
moléculas de MHC-I en las células tumorales, tal y como ya se ha mostrado en

ensayos in vitro (Cho et al. 1999) y asi aumentar el reconocimiento por los LT
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CD8. De este modo, la combinacion EDA-OVA + MAC fue capaz de expandir
LT que reconocian eficazmente a las células tumorales B16-OVA in vitro, y
probablemente ésta sea una de las causas responsables del efecto antitumoral
in vivo. En relacion con estos resultados, Zhu Q, et al., demostraron que la
combinacion de adyuvantes que contienen ligandos de TLR2/6, TLR3 y TLR9,
mejora las cualidades de las respuestas en los LT aumentando la avidez
funcional en un modelo de proteccion viral (Zhu et al. 2010). Curiosamente,
esta triple combinacion, que sdlo comparte el ligando de TLR3 con nuestra
estrategia de inmunoterapia, también aumento la expresiéon de IL-15 e IL-15R,
una citoquina que interviene en la avidez en los LT CD8 (Oh et al. 2004),
sugiriendo por lo tanto que la induccién de esta citoquina por combinaciones de
adyuvantes podria estar relacionada con su capacidad para activar LT de alta

avidez.

Finalmente, el analisis de la activacion de LT CD8 polifuncionales (LT
capaces de producir varias citoquinas simultdneamente y diferentes funciones
efectoras) mostré que éstos se expandian mas al estimularlos con bajas
concentraciones de antigeno tras la administracion de EDA-OVA + MAC. La
polifuncionalidad de los linfocitos (Darrah et al. 2007; Kannanganat et al. 2007)
es otro parametro que también se encuentra asociado con el control de
infecciones virales (Harari et al. 2004; Betts et al. 2006) y la regresiéon de

tumores (Imai et al. 2009).

Estos parametros asociados con el aumento de la respuesta de los LT
(reflejados en los niveles de IFN-y producidos), la induccién de LT de alta
avidez (que reconocen niveles escasos de antigeno expresado en las células
tumorales) o la activacion de células T polifuncionales, pueden explicar la

mayor eficacia de la estrategia EDA-OVA + MAC utilizada en este trabajo.

Por ultimo, los ratones curados con la inmunoterapia EDA-OVA + MAC,
demostraron que no sélo estaban protegidos frente al tumor inicial, B16-OVA,
sino que también un 80% de ellos estaban protegidos frente a un nuevo tumor
qgue carecia del antigeno utilizado en la combinacion de adyuvantes, la linea
B16-F10. Este hecho sugiri6 que esta estrategia inducia LT frente a otros
epitopos del tumor, un fendmeno conocido como ‘“epitope spreading”,
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fenbmeno que recientemente se ha mostrado que contribuye a mejorar la
eficacia en los tratamientos de metastasis en pacientes con melanoma
(Hardwick et al. 2011). La inmunidad frente a otros antigenos tumorales no
utilizados en la inmunizacion (principalmente TRP-2), se activaba con la
administracion de EDA-OVA + MAC, haciendo inmunogénicos estos antigenos
tumorales, los cuales en ausencia de sefales de activacion, no activaban las
respuestas de los LT. Asi, esta estrategia tiene la ventaja adicional de inducir
inmunidad protectora frente a antigenos tumorales desconocidos no utilizados

en la vacunacion terapéutica.

En resumen, en un tumor poco inmunogénico, que no responde frente a
terapias basadas en la administracion simple o doble de adyuvantes, se
consiguio una potenciacion de la respuesta inmunitaria utilizando la estrategia
combinada de multiples adyuvantes junto con la vehiculizacién del antigeno.
Esta estrategia generé LT cuantitativa y cualitativamente superiores que

resultaron tener un potente efecto antitumoral.

2. POTENCIACION DE LA INMUNOTERAPIA MEDIANTE EL
BLOQUEO DE CITOQUINAS INMUNOSUPRESORAS

El crecimiento tumoral o su rechazo por el sistema inmunitario dependen
del balance entre mecanismos efectores antitumorales y mecanismos
inmunosupresores derivados del ambiente tumoral. Por ello, desde hace afios
se han aplicado estrategias de inmunoterapia potenciadas con el bloqueo de
mecanismos inmunosupresores, entre las que destacan ensayos clinicos con
ejemplos como el ipilimumab y tremelimumab, anticuerpos bloqueantes de
CTLA-4 (Robert et al. 2009), o0 MDX-1106 (ONO-4538) y MDX-1105 (BMS-
936559), anticuerpos blogueantes de PD-1 (Brahmer et al. 2010) y PD-L1

(Zhang et al. 2009), respectivamente.

En nuestro estudio nos centramos en las citoquinas inmunosupresoras
TGF-$ e IL-10. Por un lado, se consideran citoquinas dianas para mejorar los
efectos tanto antivirales como antitumorales, y por otro lado, en nuestro

laboratorio se han desarrollado péptidos inhibidores del TGF-3 e IL-10 con
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resultados positivos mostrados en trabajos anteriores (Ezquerro et al. 2003;
Santiago et al. 2005; Llopiz et al. 2009; Diaz-Valdes et al. 2011b). También
consideramos como modelo tumoral el melanoma B16-OVA, ya que en la
literatura (Seo et al. 2001; Garcia-Hernandez et al. 2002), como en datos de
nuestro laboratorio, se ha demostrado que estas dos citoquinas se encuentran
implicadas en la tumorigenicidad de este modelo tumoral.

2.1. Bloqueo del TGF- 3

Un aspecto crucial en la progresion tumoral es la propiedad que tiene
TGF-B para desarrollar mecanismos de evasion a la respuesta inmunitaria
(Maeda et al. 1995). De este modo, el TGF-3 producido por el tumor, induce el
desarrollo de mecanismos de escape mediante un aumento del perfil de
citoquinas tipo Th2 y una disminucién del tipo Thl, asi como un efecto
inmunosupresor a nivel de los LT CD4 (Tada et al. 1991) y CD8 (Inge et al.

1992), comprometiendo la respuesta citotdxica especifica frente al tumor.

Estudios previos en nuestro grupo habian caracterizado los péptidos
inhibidores de TGF-B P17 y P144 como moléculas capaces de unirse a
diferentes isoformas de la citoquina y neutralizar su actividad biolégica
(Ezquerro et al. 2003; Santiago et al. 2005; Dotor et al. 2007; Gil-Guerrero et al.
2008). Por este motivo combinamos dichos inhibidores con diferentes formas
de inmunoterapia. Observamos que la inmunoterapia basada en la
administracion de OVA mas adyuvantes (poly (I:C) + anti-CD40) combinada
con P144 potenciaba la inmunidad innata. Esto se debié a la inhibicién del
efecto de TGF-3 sobre la funcion de las CD (Kobie et al. 2003; Ghiringhelli et al.
2005b) asi como sobre la actividad antitumoral de las células NK (Witham et al.
2003). También observamos que esta estrategia aumentd la respuesta
adaptativa, de acuerdo al papel de TGF-B como inhibidor de la expresién de
algunos genes citoliticos producidos por los LT CD8, como el IFN-y (Thomas et
al. 2005). Todo esto se tradujo en un retraso en el crecimiento tumoral y una
disminucién en los niveles intratumorales de IL-10, citoquina dependiente de
TGF-B.
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En un trabajo previo, Llopiz D. et al. demostraron la eficacia antitumoral
en el modelo EG7-OVA de la combinacion de la inmunoterapia con los péptidos
inhibidores de TGF-B3, P17 y P144 (Llopiz et al. 2009). Demostraron que la
administracion de los adyuvantes y la inhibicion de TGF- tenian que ser
simultaneas, que los péptidos inhibidores sélos no tenian ningun efecto y que la
administracion conjunta de P17 y P144 potenciaba mas el efecto antitumoral
que la administracion de los péptidos por separado. En ese modelo, la
inhibicion de TGF- no afectaba directamente a la disminucién del nimero de
células reguladoras fuentes de esta citoquina, como las Treg o MDSC, pero si
inactivaba indirectamente el efecto de estas células, inhibiendo el TGF-3 que
producen. En el caso de los tumores B16-OVA, los péptidos inhibidores de
TGF-B potenciaban la inmunoterapia basada en la administracion de
Imiquimod, reflejado en un retraso del crecimiento tumoral tan soélo durante el

periodo de tratamiento.

2.2. Bloqueo de IL-10

Junto a los efectos de la inhibicion de TGF-§3, también estudiamos la
relevancia de la inhibicion de IL-10 en la inmunoterapia tumoral. IL-10 esta
considerada como una citoquina anti-inflamatoria que juega un papel crucial en
el sistema inmunitario, y ademas, se encuentra asociada a la tolerancia que
presentan las infecciones cronicas y los tumores, ejerciendo un fuerte papel
inmunosupresor (Salazar-Onfray 1999). De este modo, los niveles séricos de
esta citoquina se encuentran aumentados en los pacientes con céancer
(Dummer et al. 1995; Sato et al. 1996), algo que también observamos en los
ratones con tumores B16-OVA. Ademas de la IL-10 producida como
consecuencia del tumor, la inmunoterapia basada en la administracion de
Imigquimod también indujo la producciéon de esta citoquina, fendmeno que se
detecto al analizar sus niveles séricos. Estos resultados concuerdan con datos
de la literatura que muestran que al activar las CPA con PAMPs, éstas
expresan IL-10 tanto in vitro (Edwards et al. 2002; Boonstra et al. 2006) como
in vivo (Akbari et al. 2001; McGuirk et al. 2002). Referente a esto, Seder y
colaboradores han sugerido que la IL-10 inducida por las CD durante la

imunoterapia es la que modula la respuesta Th1l, explicando la importancia que
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tiene bloquear la IL-10 segun de la plataforma de vacunacion que se utilice
(Darrah et al. 2007; Darrah et al. 2010). En nuestro caso, observamos que el
bloqueo de IL-10 al emplear adyuvantes agonistas de TLR que sefalizan a
través de MyD88, (Imiquimod (TLR7), CpG (TLR9) y EDA (TLR4)), aumento la
respuesta de los LT CD8. Sin embargo, esto no ocurrié al utilizar el adyuvante
poly I:C (TLR3), que sefializa a través de TRIF. Resultados similares con
algunos ligandos de TLR se han mostrado utilizando CD humanas derivadas de
monocitos (Bogunovic et al. 2011). Se ha descrito que IL-10 induce la
ubiquitinacién y degradaciéon de moléculas asociadas a la via de MyD88,
produciendo tolerancia en las CD (Chang et al. 2009), lo que podria explicar el
efecto selectivo del bloqueo de esta citoquina en determinadas situaciones. De
este modo, puesto que nuestra estrategia de inmunoterapia se basa en la
administracion de Imiquimod, la relevancia de inhibir la IL-10 es doble, ya que
ademas de inhibir la citoquina sobreexpresada por el tumor es necesario inhibir

la inducida por el tratamiento.

Experimentos realizados in vivo mostraron que la actividad de los
péptidos inhibidores de IL-10, P9 y P13, era limitada. La alta expresion de IL-10
frente a la corta vida media y la escasa biodisponibilidad de los péptidos para
ejercer su actividad podrian ser responsables de estos resultados. Aun asi, la
combinacion de P9 con inmunoterapia mostrd un cierto efecto antitumoral, que
se asociaba a una potenciacion de la inmunidad innata y adaptativa. Con objeto
de analizar el potencial terapéutico del bloqueo de IL-10 también se utilizaron
anticuerpos blogueantes que ya habian demostrado su efecto en otros modelos
infecciosos y tumorales (Vicari et al. 2004; Ejrnaes et al. 2006). Aunque no
pueden ser del todo comparables, ya que los péptidos se unen a la citoquina y
el anticuerpo se une al receptor de IL10, el bloqueo con el anticuerpo potencié
aun mas las respuestas que al utilizar el péptido P9. Aunque la mayor vida
media en el organismo de los anticuerpos frente a los péptidos podria tener
efectos secundarios mas prolongados, en nuestro caso no apreciamos efectos
contraproducentes en los ratones tratados con anticuerpo anti IL-10R, al igual
gue en otros trabajos (Ishida et al. 1994).

Utilizando esta estrategia demostramos que la combinacion de

inmunoterapia (antigeno OVA + Imiquimod) junto con el bloqueo del receptor
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de IL-10, aumenta la inmunidad innata y la cantidad y calidad de la inmunidad
adaptativa, no debiéndose a un efecto directo sobre la fase efectora de los LT
CDS8, sino presumiblemente a un efecto en la capacidad presentadora de las
CD. Sorprendentemente, también aumentd el numero de células reguladoras,
como las Treg o MDSC. Esto puede ser debido a un efecto rebote producido
por un exceso de citoquinas proinflamatorias que promueven la proliferacion de
poblaciones reguladoras. Aun asi, la terapia mostré tener una gran eficacia en
el tratamiento de tumores, rechazando el 30% y siendo, en este modelo
tumoral y con esta estrategia de inmunoterapia, el bloqueo de IL-10 mas eficaz
gue el blogueo de TGF-B. Conclusiones similares se obtuvieron por Lu H. et al,
en un modelo de tumor espontdneo de mama. En este trabajo argumentan que
el tratamiento con Imiquimod produce un efecto de retroalimentacion en la
auto-regulacion, induciendo la produccion de grandes cantidades de IL-10 que
es necesario bloquear para observar los efectos antitumorales que presenta la
via TLR7 (Lu et al. 2010). No obstante, existen controversias en este sentido,
ya que en otro trabajo muestran que el Imiquimod reduce la poblacion FoxP3 y
la expresién de las citoquinas IL-10 y TGF-B de las Treg en las lesiones
tratadas (Clark et al. 2008). Por lo tanto, todo parece indicar que los resultados

dependen de las condiciones y modelos estudiados.

Finalmente, puesto que los efectos antitumorales se mejoran: i) por un
lado potenciando la respuesta inmunitaria, y ii) por otro bloqueando los factores
inmunosupresores, quisimos comprobar los resultados de la combinacion de
ambas estrategias. Recientemente Berzofsky ha planteado la llamada
estrategia “push-pull” (Berzofsky et al. 2012), que consiste en la potenciacion
de la respuesta inmunitaria, “push”, junto con estrategias que bloqueen el

ambiente inmunosupresor, “pull”. (Figura D1).
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« Combinaci6n de
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de antigeno
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CRECIMIENTO RECHAZO
TUMORAL DEL TUMOR

Figura D1. Estrategia para mejorar la respuesta inmunitaria antitumoral.

Este tipo de estrategias se presentan actualmente como las mas
prometedoras en la inmunoterapia del cancer. En nuestro caso, combinando
EDA-OVA + MAC con anti-IL-10R, conseguimos rechazar el 100% de los
tumores B16-OVA. Las respuestas inducidas fueron mayores, ya que el
bloqueo de las grandes cantidades de IL-10 inducidas por la inmunoterapia
permitia aumentar aun mas el efecto inmunopotenciador del MAC. Como dato
representativo de las respuestas tan potentes que inducia este tratamiento,
todos los ratones mostraron vitiligo en la zona donde se elimin6 el tumor,
probablemente producido por los LTc frente a antigenos de los melanocitos.
Este es un hecho bastante frecuente que muestra la eficacia del tratamiento en
modelos preclinicos y en pacientes con melanoma (Restifo et al. 1999).

A modo de sinopsis, en este trabajo hemos sido capaces de disefiar una
estrategia de inmunoterapia eficaz en la erradicacion de tumores en ratén con
caracteristicas similares a los tumores de pacientes. Por lo tanto, esta
estrategia de inmunoterapia se podria utilizar para el desarrollo de vacunas, no
solo antitumorales, sino frente a agentes infecciosos poco inmunogénicos que
presenten mecanismos inmunosupresores equivalentes para escapar de la

respuesta inmunitaria.
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1) Las células tumorales B16-OVA son un buen modelo para el desarrollo de
estrategias de inmunoterapia con potencial aplicacion clinica frente a tumores

poco inmunogénicos.

2) El tratamiento de ratones con tumores B16-OVA mediante la administracion
de un adyuvante agonista de TLR y anticuerpos agonistas de CD40, activa la

inmunidad innata pero no la inmunidad adaptativa.

3) En el modelo de ratones con tumores B16-OVA, cuando la inmunoterapia
combina un adyuvante agonista de TLR, anticuerpos agonistas de CD40 y
antigeno tumoral exdgeno, soélo se retrasa el crecimiento tumoral, mientras que
si incluye una combinacion multiple de adyuvantes (MAC) + EDA-OVA, se
rechazan el 50% de los tumores. Este fendmeno esta asociado a la induccion

de inmunidad innata y adaptativa mas potente.

4) Las respuestas inducidas mediante la inmunoterapia EDA-OVA + MAC son
cuantitativa y cualitativamente mejores e incluyen el reconocimiento de otros

antigenos tumorales no utilizados en la vacunacion.

5) ElI bloqueo de TGF-3 mediante los péptidos inhibidores P144 y P17,
aumenta el efecto antitumoral de diferentes tipos de inmunoterapia, asociado a

la induccién de una mayor respuesta de linfocitos T en el modelo B16-OVA.

6) El bloqueo de IL-10 con el péptido inhibidor P9 o con anticuerpos
neutralizantes, en combinacibn con la inmunoterapia basada en la
administracion de antigeno y un adyuvante adecuado, potencia la respuesta

inmunitaria, lo que resulta en el rechazo del 30% de los tumores B16-OVA.

7) La estrategia de inmunoterapia basada en la combinacion de vacunacion
terapéutica con EDA-OVA + MAC junto con el bloqueo con anti-IL10R es capaz
de inducir el rechazo del 100% de los tumores B16-OVA, asociado a una

respuesta antitumoral mas potente.
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8) La combinacién de estrategias que potencien la respuesta inmunitaria
(como la vacunacion con EDA-antigeno + MAC) junto al bloqueo de citoquinas
inmunosupresoras (como TGF-3 o IL-10) podria considerarse como una nueva

opcion terapéutica para el tratamiento de tumores poco inmunogeénicos.
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Transforming growth factor-p (TGF-§) is a cytokine with potent
immunosuppressive effects and is overexpressed in many tumors.
Therefore, development of molecules able to inhibit TGF-p is of
paramount importance to improve the efficacy of antitumor
immunotherapy. TGF-B inhibitor peptides P144 and P17 were
combined with the administration of adjuvant molecules poly(I:C)
and agonistic anti-CD40 antibodies, and their effect on the growth
of E.G7-OVA established tumors and on antitumor immune
response was evaluated. Tumor rejection efficacy of a single
administration of adjuvants was enhanced from 15 to 70 % when
combined with repeated injections of TGF-§ inhibitor peptides.
Simultaneous administration of adjuvants and TGF-§ inhibitor
peptides was required for maximal therapeutic efficacy. Although
tumor cells produced TGF-p, it was found that the beneficial effect
of peptide administration was mainly due to the inhibition of
TGF-B produced by regulatory CD4"CD25* T cells rather than
by tumor cells. The enhanced antitumor effect was accompanied
by a higher activity of dendritic cells, natural killer cells and
tumor antigen-specific T cells, as well as by a decrease in the num-
ber of myeloid-derived suppressor cells. In conclusion, adminis-
tration of peptide inhibitors of TGF-f in therapeutic vaccination
enhances the efficacy of immunotherapy by increasing antitumor
immune responses. These peptide inhibitors may have important
applications for current immunotherapeutic strategies.

© 2009 UICC

Key words: regulatory T cells; TGF-f; inhibitor peptides; tumor
immunotherapy

Transforming growth factor-f3 (TGF-B) is a cytokine with plero-
tropic effects, which is involved in many cellular processes.’
Because of the antiproliferative properties of TGF-(, this cytokine
has been traditionally considered as immunosuppressive and anti-
inflammatory, although it may also act Jas a stimulator of several
cell populations of the immune system.” This dual effect of TGF-
3 is well documented in the literature. Thus, it has been descrlbed
that TGF-B inhibits differentiation and activity of T and B cells,’
prevents maturatron of antigen-presenting cells (APC) such as
dendritic cells® and inhibits other cells of the innate immune sys-
tem, such as natural killer (NK) cells.®” However, TGF- [ is also
necessary as an important differentiation factor for regulatory T
(Treg) cells,® in combmatlon with interleukin (IL)-6 helps the dif-
ferentiation of Th17 cells,” promotes the production of I A and
it is essential for the development of Langerhans cells. These
properties of TGF-p are responsible for the homeostatic control of
immune reactions under normal conditions. TGF- B is overex-
pressed in several 8pathologres such as malignancies'>"* or infec-
tious diseases." Indeed, it has been described that many tumors
show high levels of this cytokine, which at early stages is able to
inhibit tumor growth but at later stages promotes tumor growth
and metastasis.'® Together with these direct effects on tumors,
TFG- depresses immune responses, leadlng to a situation where
both effector cells and APC may have impaired functions. Further-
more, the number of Treg cells increases in the tumor as well as in
the periphery. These effects may concomitantly preclude the
induction of immune responses able to eliminate malignant
cells.?® Indeed, production of TGF-P is one of the escape mecha-
nisms used by tumors to evade from immune surveillance. Thus,
elevated TGF- levels in malignant diseases are associated to a

fﬁﬁ\ = Publication of the International Union Against Cancer
& UICC

bl cancer cantrol

poor prognostic.?! Several sources may be responsible for the high
levels of TGF-f found in tumors. Malignant cells, tumor stroma
cells and infiltrating cells have been reported to produce TGF- B
Thus, TGF- may helg the differentiation and maintenance of
F0xP3+ Treg cells,” which in turn inhibit the induction of
immune responses through several mechanisms, including the
subsequent production of more TGF-f3.

In the last years, several strategies have been used to induce ef-
ficient antitumor immune responses. These strategies are based, in
many cases, on the use of tumor antigens that can be recognized
by T cells together with adjuvants able to activate innate immune
cells responsible for antigen presentation. % However, as sug-
gested by several authors, successful induction of immune
responses might benefit not only from the use of those strategies
triggering effector cells but also from new strategies aimed at in-
h1b1t1ng 1mmunosuyﬁpressive mechanisms used by tumors to evade
immune response.”” Because of the immunosuppressive role of
TGF-(, inhibition of this cytokine, in combination with vaccina-
tion strategies, leading at inducing antitumor T-cell activation,
may enhance the efficacy of immunotherapy. Several strategies
using neutralizing antibodies, TGF-3-binding soluble proteins,
antisense compounds or small molecule inhibitors targeting TGF-
B srgnahn% have shown that TGF-f inhibition helps in antitumor
therapy Some of these compounds have shown their value by
directly inhibiting tumor growth and metastasis, whereas others
have been able to enhance antitumor immune responses. We have
developed 2 peptide inhibitors of TGF-1, namely peptides P144
and P17. Peptide P144 inhibitory activity has been characterized
in vitro and in vivo in different models of liver fibrosis and sclero-
derma®®?” and has entered a phase II clinical trial for the treatment
of scleroderma. Peptide P17 inhibits TGF- activity in vitro and
in vivo,” in liver fibrosis models, and we recently characterized
its properties as an immunomodulator.®>’ Thus, we were interested
in analyzing whether these TGF- inhibitor peptides could be of
therapeutic value to potentiate the efficacy of antitumor immuno-
therapy. In a previous work, we have shown that a single intratu-
mor administration of adjuvant molecules polyinosinic-polycyti-
dylic acid (poly(I:C)) and anti-CD40 is able to reject only 15% of
established E.G7-OVA tumors.>? Thus, in the present work, we
decided to combine this immunotherapeutic strategy with the

Abbreviations: APC, antigen-presenting cells; DC, dendritic cells; NR,
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administration of P144 and P17 to inhibit systemic and tumor
TGF-B. The results of this combined tumor therapy and the mech-
anisms associated with their effects are shown below.

Material and methods
Reagents

Peptide inhibitors of TGF-B P17 and P144 and peptide
OVA(257-264)** were synthesized by NeoMPS (Strasbourg,
France) and had a purity above 95% as determined by high-per-
formance liquid chromatography and mass spectrometry. OVA
protein was purchased from Sigma Aldrich (Madrid, Spain).
Poly(I:C) was obtained from Amersham (Barcelona, Spain), Imi-
quimod was used as Aldara™ cream (Meda Pharma; Madrid,
Spain) and agonistic anti-CD40 antibody was obtained from
ascytic fluid of nude mice injected with the FGK45.5 hybridoma
cells** and purified by ammonium sulfate precipitation.

Mice

Six- to 8-week-old female C57BL/6 mice were obtained from
Harlan (Barcelona, Spain). Raglfl ~ mice in C57BL/6 background
were kindly provided by Dr. I. Melero (Center for Applied Medi-
cal Research, Pamplona, Spain). All animals were maintained in
pathogen-free conditions and treated according to the guidelines
of our institution, after study approval by the review committee.

Cell lines

Parental EL-4 thymoma cells (H-2%), OVA-transfected E.G7-
OVA cells®® and the NK-sensitive cell line YAC-1 were pur-
chased from American Type Culture Collection (Manassas, VA)
and were grown as described.’? B16.OVA melanoma cells*® were
grown in DMEM containing 10% fetal calf serum and antibiotics.

In vitro tumor cell proliferation

E.G7-OVA cells were cultured (6 X 10*/ml) in 24-well plates
(2 ml/well) with or without TGF-@ peptide inhibitors (100 pg/ml).
One day later, 0.3 pl of fluorochrome-conjugated beads (Calibri-
te™3; BD-Biosciences) were added to the wells, their content
was harvested and analyzed by flow cytometry. Results are
expressed as the amount of cells corresponding to 500 collected
fluorescent beads.

Tumor treatment experiments

C57BL/6 or Ragl '~ mice were injected subcutaneously with
5 X 10° E.G7-OVA cells and when the tumor diameter reached
5-6 mm, they received a single intratumor (i.t.) administration of
poly(I:C) (50 pg/mouse) and anti-CD40 (50 pg/mouse) with or
without peptide inhibitors of TGF-B administered i.t. (P144;
50 pg/mouse) and i.p. (P17; 50 pg/mouse) every 2 days during 3
weeks. Alternatively, C57BL/6 mice were injected intradermally
with 10° B16.OVA cells, and when the tumor diameter reached 4—
5 mm, they received 5 topical applications of Imiquimod cream
(2.5 mg/mouse), with or without inhibitors of TGF-f3 administered
as above. Untreated mice challenged with tumor cells were used
as positive controls of tumor growth. Tumor volume was calcu-
lated according to the formula: V= (length X width?)/2. Mice
were killed when tumor diameter reached 17 mm.

Adoptive transfer experiments

Ragl ™'~ mice were injected with tumor cells as described
above, and 1 week later (when the tumor diameter reached
approximately 5 mm) they were injected i.v. with 107 total spleen
cells or CD25 splenocytes obtained from C57BL/6 mice,
selected from the negative fraction of spleen cells purified with
the murine Treg cell isolation kit (Miltenyi Biotec; Auburn, CA).
One day after adoptive transfer, mice received different treatment
protocols.

2615

ELISPOT

T cells producing interferon (IFN)-y were enumerated by ELI-
SPOT assays using a kit from BD-Biosciences (San Diego, CA),
according to manufacturer instructions. Briefly, plates (Multi-
screen HTS; Millipore, Bedford, MA) were coated overnight with
anti-IFN-y antibody, washed with phosphate-buffered saline
(PBS) and blocked for 2 h with RPMI containing 10% fetal calf
serum. Then, 4 X 10° splenocytes were cultured in triplicate in the
absence or in the presence of peptide OVA(257-264) (1 pg/ml),
OVA protein(10 pg/ml) or 4 X 10* E.G7-OVA cells, EL-4 cells or
splenocytes, previously treated with mitomycin C. When mea-
suring NK' cell-derived production of IFN-y, splenocytes were
incubated with 4 X 10* mitomycin C-treated YAC-1 cells. In all
cases, 1 day later, plates were washed with PBS and incubated
with biotinlylated anti-IFN-y antibody. After 2 h, plates were
washed and incubated with a 1/100 dilution of streptavidin peroxi-
dase. One hour later, plates were washed and developed with
freshly prepared 3-amino-9-ethylcarbazole solution. The reaction
was stopped with distilled water and spots were counted using an
automated ELISPOT reader (CTL; Aalen, Germany).

In vivo killing assay

Spleen cells from naive mice were pulsed for 30 min with
OVA(257-264) (10 pg/ml). After extensive washes, cells were
labeled with 5 pmol/L carboxyfluoroscein succinimidyl ester
(CFSE"€"; Molecular Probes). Control nonpeptide-treated spleno-
cytes were labeled with 0.5 pumol/L CFSE (CFSE'""). CFSE"e"
and CFSE"Y cells were mixed at a 1:1 ratio, and 107 cells were
injected i.v. into naive mice (control) or mice belonging to experi-
mental groups. Sixteen hours later, spleens were removed and sin-
gle-cell suspensions were analP/zed by flow cytometry to measure
the ratio of CESE"#" to CFSE™ cells. The percentage of specific
lysis was calculated as follows: percent-specific lysis = 100 —
[100 X (% CESE"#" experimental/% CFSE'" experimental)/(%
CFSE"#" control/% CFSE®" control)].

Flow cytometry

OVA(257-264)-specific cells, Treg cells, NK cells and DC were
analyzed in tumor-draining lymph nodes and in the spleen. After
treatment with collagenase and DNAse for 15 min, lymphoid
organs were homogenized. Cells were first incubated for 10 min
with Fc Block™ (BD-Biosciences) and then stained with specific
antibodies. OVA(257-264)-specific cells were enumerated using
PE-labeled OVA(257-264)/H-2K" tetramers (Immunomics; Mar-
seille, France), anti-CD8-FITC antibodies (BD-Biosciences) and
anti-CD3-APC (BD-Biosciences). Treg cells were analyzed using
a kit (eBioscience; San Diego, CA) containing anti-CD4-FITC,
anti-CD25-APC and anti-FoxP3-PE-labeled antibodies, according
to the manufacturer’s instructions. For NK cell analysis, cells
were stained with anti-CD69-FITC, anti-CD3-PE and anti-NK1.1-
APC-labeled antibodies (all from BD-Biosciences). DC were ana-
lyzed using anti-CD11c-APC, anti-CD86-FITC, anti-CD80-FITC,
antiCD40-FITC and anti-IA°-PE-labeled antibodies (all from BD-
Biosciences). Expression of the latency associated peptide (LAP)
of TGF-B was analyzed by staining tumor cells and tumor-infil-
trating cells with anti-CD4-FITC, anti-CD25-APC and anti-LAP-
PE (R&D Systems; Minneapolis, MN) labeled antibodies.
Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) were analyzed using
anti-Ly6C-FITC, anti-IL-4R-PE and anti-CD11b-APC-labeled
antibodies (all from BD-Biosciences). After staining, cells were
washed, and the expression of the different markers was studied
by using a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) and
Flowjo software (Tree Star; Ashland, OR).

Measurement of cytokines from serum and culture supernatants

Serum was obtained from the retroorbital plexus of mice, and
IL-12 and TNF-a content was measured by enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA; BD-Biosciences), according to manufac-
turer instructions. Free and total TGF-f present in E.G7-OVA
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FiGURE 1 — Production of TGF-B in E.G7-OVA tumors. (a) E.G7-
OVA cells (4 X 107) were centrifuged, lysed, and their supernatant
resuspended in 1 ml. TGF-B (free and total) was measured by ELISA.
As a control, RPMI culture medium containing 10% FCS was used.
Values represent mean = SEM (n = 2). (b) E.G7-OVA tumors (5 mm
diameter) obtained from C57BL/6 mice were homogenized and cells
were analyzed by flow cytometry. Tumor cells were gated based on
forward and side scatter, and membrane TGF-f3 expression was ana-
lyzed by staining with isotype control antibodies (grey area) or anti-
bodies against LAP (open area). (¢, d) Lymphocytes from the same tu-
mor homogenates were gated based on forward and side scatter and
stained with antibodies against CD4, CD25, LAP and FoxP3. Expres-
sion of LAP (¢) and FoxP3 (d) was analyzed in the CD4"CD25" cell
population. Grey area corresponds to isotype control antibodies.
Results are representative of 3 different mice.

culture supernatant and in cell homogenates was quantified by
ELISA (BD-Biosciences).

Statistical analysis

Survival curves of animals treated with different protocols were
plotted according to the Kaplan—-Meier method and were com-
pared using the log-rank test. Data corresponding to immune
response parameters are presented as mean = SEM. They were
analyzed using a one-way analysis of variance followed by a Bon-
ferroni multiple comparison test (GraphPad Software). For all
analyses, p < 0.05 was considered to be significant.

Results
TGF-f is produced in E.G7-OVA tumors

As previously mentioned, TGF-f is produced in some tumors to
evade immunosurveillance. Before studying the effect of TGF-$3
inhibitor peptides on the efficacy of immunotherapy, we studied if
TGF-B was produced in E.G7-OVA tumors. Although the levels
of secreted TGF-B in tumor culture supernatants were below the
detection limit of the ELISA (100 pg/ml; data not shown), cell
lysates from E.G7-OVA cells contained detectable levels of TGF-
B, in the range of 130-750 pg/ml for free and total TGF-f3, respec-
tively (Fig. la). Moreover, most tumor cells obtained from
implanted tumors had membrane-bound TGF- LAP, a compo-
nent of an inactive complex of TGF-B,* as detected by flow
cytometry (Fig. 1b). Regarding tumor-infiltrating cells, analysis of
CD4"CD25™ cells showed that most of them expressed this form
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of TGF-B in their membrane (Fig. 1c). These CD4"CD25" cells
belonged to the Treg cell population, because they were also
FoxP3" (Fig. 1d).Thus, in E.G7-OVA tumors, TGF-B is expressed
not only by tumor cells but also by most infiltrating CD4"CD25™
Treg cells.

Administration of TGF-J inhibitors together with adjuvants
enhances the efficacy of immunotherapy

In a previous work, we demonstrated that in the absence of ex-
ogenous antigen, a single i.t. administration of adjuvant molecules
poly(I:C) and anti-CD40 induced rejection of E.G7-OVA estab-
lished tumors in around 15% of mice.>? Because, as demonstrated
in Figure 1, TGF-3 is expressed in this tumor model, we decided
to combine a single i.t. administration of adjuvants and repeated
administration of TGF-f inhibitor peptides. Thus, mice were
injected with E.G7-OVA tumor cells, and when tumors reached a
size of 5-6 mm, animals were (7) left untreated, (i7) given a single
administration of adjuvants at day 0, (iii) peptides P144 (i.t.) and
P17 (i.p.) every 2 days during 20 days, or (iv) a single administra-
tion of adjuvants at day O plus peptides during 20 days. Simultane-
ous administration of peptides by i.t. and i.p. routes was carried
out with the purpose of inhibiting both local and systemic TGF-£3.
As shown in a representative experiment in Figure 2a, the combi-
nation of TGF-f inhibitor peptides with a single administration of
adjuvants enhanced tumor rejection from 16 to 50% respect to
treatment with adjuvants only. Repeated experiments showed that
combination of adjuvants and inhibitor peptides rejected tumors in
70% of mice (n = 17), compared with mice receiving only adju-
vants (15%, n = 20) (p < 0.01). The beneficial effect of peptide
inhibitors was probably due to their action on immune cells and
not to direct effects on tumor cells, because administration of in-
hibitor peptides to tumor-bearing mice without any additional
immunotherapy did not induce tumor rejection. Moreover, in vitro
experiments performed with tumor cells cultured in the presence
of peptides showed that peptides did not have any effect on tumor
cell proliferation (Fig. 2b).

In a prophylactic vaccination model, we have found that inhibi-
tion of TGF-@ simultaneously or immediately after antigen admin-
istration has a detrimental effect (J.J. Lasarte, unpublished obser-
vations). However, administration of TGF-3 inhibitors 1 week af-
ter immunization enhanced the induction of immune responses.>!
Thus, we decided to study the most appropriate time of adminis-
tration of TGF-3 inhibitor peptides in our model. With this aim,
tumor-bearing mice were treated with adjuvants, and TGF-$
inhibitors were administered at different time points. As shown in
Figure 2¢, when administration of TGF- inhibitors was started at
the same time as administration of adjuvants, all mice rejected
their established tumors. By contrast, if administration of inhibi-
tors was started 6 days after administration of adjuvants, only 1
mouse of 7 was able to rejected its tumor (p < 0.01, adjuvant +
inhibitors at day O vs. adjuvants + inhibitors at day 6). This last
result was identical to that obtained after the administration of
adjuvants only. Thus, simultaneous administration of adjuvants
and inhibition of TGF- enhances the efficacy of adjuvant
immunotherapy.

Therapeutic effect of peptide inhibitors takes place by blocking
TGF-f produced by CD4"CD25" Treg cells

As shown in Figure 1, TGF-$ found in tumors can be produced
by tumor cells or by infiltrating cells, such as CD4"CD25" Treg
cells. To characterize whether the therapeutic efficacy of peptides
takes place by inhibiting TGF-f produced by this cell population,
treatment with adjuvants and TGF-$ inhibitor peptides was per-
formed in mice lacking these cells. Thus, tumor-bearing Raglf/ B
mice were adoptively transferred with CD25 spleen cells from
C57BL/6 mice, and 1 day later, they were left untreated, treated
with adjuvant immunotherapy or with adjuvants plus TGF-$
inhibitors. A delay in tumor growth was observed in transferred
animals receiving adjuvants with or without TGF-$ inhibitors
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FiGure 2 — TGF-B inhibitor peptides enhance the efficacy of adju-
vant-based 1mmun0therapy (a) C57BL/6 mice (n = 6) were injected
s.c. with 5 X 10° E.G7-OVA tumor cells and when tumor diameter
reached 5-6 mm, they were left untreated, received a single i.t. admin-
istration of adjuvant molecules poly(I:C) and anti-CD40, 10 adminis-
trations of peptides P17 (i.p.) and P144 (i.t.) in a 20-day interval or a
combination of adjuvants plus 10 administrations of peptides. Figure
shows survival of mice and is representative of 3 different experi-
ments. (b) E.G7-OVA tumor cells were cultured with or without pep-
tide inhibitors (100 pg/ml) and 1 day later, fluorochrome-conjugated
beads were added to the wells, their content was harvested and ana-
lyzed by flow cytometry. Results are expressed as the amount of cells
corresponding to 500 collected fluorescent bead% (c) C57BL/6 mice
(67 per group) were injected s.c. with 5 X 10° E.G7-OVA tumor
cells and when tumor diameter reached 5-6 mm, they received a sin-
gle i.t. administration of adjuvants plus 10 administrations of TGF-3
inhibitors, starting at day 0 or 6 after adjuvant treatment, or left
untreated. Figure shows survival of mice. (**p < 0.01, adjuvant +
inhibitors at day O vs. adjuvants + inhibitors at day 6).
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FIGURE 3 — Therapeutlc effect of TGF- inhibitors takes place only
in the presence of CD4"CD25" regulatory T cells (a) Raglf ~ mice
(5-6 per group) were injected s.c. with 5 X 10° E.G7-OVA tumor
cells and 1 week later, when the tumor dlameter reached approxi-
mately 5 mm, they were injected i.v. with 10" CD25™ spleen cells
obtained from C57BL/6 mice. One day after adoptive transfer, mice
were left untreated (AT CD25 "), received a single i.t. administration
of adjuvant molecules poly(I:C) and anti-CD40 (AT CD25 + Ad)),
or a combination of adjuvants plus 10 administrations of peptides P17
(i.p.) and P144 (i.t.) in a 20-day interval (AT CD25 + Adj + Inh). A
control group without any cell transfer or treatment was also included
(UT). (*p < 0.05, AT CD25 " + Adj or AT CD25" + Adj + Inh vs.
AT CD25 or UT). (b) Rdgl mice (5—6 per group) were injected
w1th tumor cells as in (@), and 1 week later adoptively transferred with
107 total spleen cells obtained from C57BL/6 mice. One day later,
they were treated with adjuvants (AT SC + Adj) or with adjuvants
plus peptides P17 and P144 (AT SC + Adj + Inh). (*p = 0.05, AT
SC + Adj vs. AT SC + Adj + Inh). Figures represent survival of
mice.

compared with transferred animals not receiving adjuvants or
untreated animals (data not shown), which was associated with a
more prolonged survival (Fig. 3a) (p < 0.05; adoptive transfer +
adjuvants or adoptive transfer + adjuvants + TGF-f inhibitors vs.
adoptive transfer or untreated). However, no statistical differences
(p = 0.29) were observed in the kinetics of survival curves in
transferred animals receiving adjuvants plus TGF-f3 inhibitors
respect to animals transferred and treated only with adjuvants.
Control experiments performed in Ragl /™ mice adoptively trans-
ferred with total spleen cells and treated with adjuvants showed
that in this case, peptide administration prolonged animal survival
(p = 0.05), although not as clearly as in the case of C57BL/6
mice, probably due to the low number of effector cells present in
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transferred Ragl ™/~ mice (Fig. 3b). Thus, in the absence of
CD25" Treg cells, administration of TGF-B inhibitors does not
improve the efficacy of treatment, suggesting that the therapeutic
effect of these inhibitors takes place mainly by inhibiting TGF-3
produced by this cell population.

Inhibition of TGF-f3, when combined with adjuvant
immunotherapy, enhances adaptive and innate immunity
in tumor-bearing animals

As mentioned in the Introduction section, TGF-f3 inhibits differ-
ent cell populations responsible for antitumor immune responses.
To characterize the immunological effect of inhibiting TGF-3 dur-
ing adjuvant immunotherapy, animals were treated with different
protocols (untreated mice, adjuvants or adjuvants plus TGF-f3
inhibitors). Several days after starting the treatment, some cell
subsets were analyzed in lymphoid organs. The number of Treg
cells was evaluated at day 14 by flow cytometry, by measurlng the
proportion of CD25 Foxp3™ cells in the CD4™ subset in the tu-
mor-draining lymph node. No differences were found in the pro-
portion of Treg cells between the different groups of animals (Fig.
4a). Equivalent results were obtained when splenic Treg cells
were analyzed (data not shown).

The result on effector T cells following inhibition of TGF-3
was ﬁrst analyzed by measuring the number of antigen-specific
CD8" cells in the tumor—dralnmg lymph node. This was done
using OVA(257-264)/H- 2K" tetramers, because OVA is an anti-
gen expressed by E.G7-OVA tumor cells. These experiments
showed that at day 14, animals treated with adjuvants plus TGF-3
inhibitors had higher levels of these cells, although these values
did not reach statistically significant differences (Fig. 4b). Equiva-
lent results were obtained when we studied these cells in the
spleen (data not shown). Lytic activity against OVA(257-264)-
presenting cells induced in these animals was measured by in vivo
killing assays. No activity was detected in untreated mice, only 1
mouse had measurable values in the group treated with adjuvants
and all but 1 mouse displayed lytic activity in the group treated
with adjuvants and peptide inhibitors (Fig. 4c). We also studied
the functional properties of T cells by measuring IFN-y production
against OVA-derived antigens. Because not all mice treated with
adjuvants plus TGF-$ inhibitors rejected their tumor, animals
belonging to this group were analyzed separately, distinguishing
between those which rejected (R) and those that did not reject
(NR) their tumor. It was found that untreated animals had no
measurable responses against OVA protein or OVA(257-264) pep-
tide (data not shown). Mice treated with a single adjuvant admin-
istration had weak responses against OVA or OVA(257-264) pep-
tide, similar to NR mice. However, mice belonging to the R group
had enhanced responses against OVA (p < 0.05, R vs. NR; p <
0.01, R vs. adjuvants) or against OVA(257-264) peptide (p <
0.01, R vs. NR; p < 0.01, R vs. adjuvants) (Fig. 4d). Regarding
responses against tumor cells, weak responses were detected in
untreated mice (not shown), in adjuvant-treated mice, and in mice
belonging to the NR group. By contrast, strong responses against
E.G7-OVA cells were found in mice from the R group (p < 0.01,
R vs. NR; p < 0.01, R vs. adjuvants) (Fig. 4e). Moreover,
responses against parental EL-4 cells were higher in the R group,
compared with mice treated only with adjuvants (p < 0.01), sug-
gesting that besides OVA responses against other antigens were
induced. Thus, rejection of tumors in animals receiving adjuvants
and TGF-B inhibitors is associated with higher antitumor T cell
responses.

Because cells belonging to the innate immune system (DC,
macrophages, NK cells) express receptors recognizing adjuvant
molecules, and we had previously demonstrated that tumor rejec-
tion was partially dependent on NK cells,** activation of innate
immune cells was first studied by measuring serum cytokines at
day 7 after starting treatment. It was found that in the absence of
adjuvant administration, tumor-bearing animals had almost unde-
tectable levels of IL-12 and TNF-a. However, adjuvant adminis-
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tration clearly induced these cytokines, which were higher in ani-
mals receiving also TGF-$ inhibitors, although this difference did
not reach statistical significance (Fig Sa). Regarding DC, expres-
sion of CD80, CD40, CD86 and major histocompatibility complex
class II (I- Ab) in CD11c" cells from tumor-draining lymph
nodes was higher in mice treated with adjuvants plus TGF-$
inhibitors than in mice receiving only adjuvants (Fig. 5b), reach-
ing statistical significance (p < 0.05) in all markers except CDS0.
Activated NK cells were first counted by flow cytometry as
CD3 " NKI1.1*CD69™ in the draining lymph node, giving similar
values for all groups (Fig. 5¢). Experiments performed using sple-
nocytes showed equivalent results (data not shown). When lytic
activity of NK cells against the NK cell-sensitive cell line YAC-1
was measured, administration of peptide inhibitors plus adjuvants
did not induce higher levels than those induced by adjuvants alone
(data not shown). However, when NK cell activity was measured
as IFN-y production against YAC-1 cells, combination of adju-
vants plus TGF-@ inhibitors significantly enhanced the number of
IFN-vy-producing NK cells (p < 0.01, adjuvant + TGF-3 inhibi-
tors vs. adjuvants; p < 0.01, adjuvant + TGF-f inhibitors vs.
untreated) (Fig. 5d). Statistical analysis of these immune parame-
ters did not show any correlation with tumor size (data not shown),
probably due to the early time point to observe an effect on tumor
growth. These results demonstrate that administration of TGF-$
inhibitor peptides enhances the activity of cells belonging to the
innate immune system.

Finally, we analyzed MDSC, an 1mp0rtant 1mmunosuppresswe
mechanism associated to tumors.*® This was done because mice
bearing EL-4 tumors, the parental cell hne from which E.G7-OVA
derives, have elevated levels of MDSC.* Analysis of spleens in
mice with 7-day tumors showed that adjuvant administration
enhanced the proportion of MDSC compared with untreated
animals (p < 0.01). However, administration of TGF-3 inhibitor
peptides together with adjuvants decreased the proportion of
these cells (p < 0.05; adjuvants vs. adjuvant + TGF-
inhibitors), reaching levels similar to those found in untreated
mice (Fig. 6).

Efficacy of the different TGF-f peptide inhibitors
on adjuvant immunotherapy

Finally, because in previous experiments 2 TGF-§ inhibitor
peptides were administered simultaneously, we studied if adminis-
tration of both inhibitors was indeed required to achieve the thera-
peutic effect. Thus, in a first set of experiments, all mice except
controls received the adjuvants. A group also received a combina-
tion of 50 pg of P144 i.t. and 50 pg of P17 i.p., whereas 2 other
groups received either 50 png of P144 i.t. or 50 pg of P17 i.p.. It
was found that the combination of 50 pg of P144 i.t. and 50 pg of
P17 i.p in conjunction with a single administration of adjuvants
induced tumor rejection in 70% of mice. By contrast, only 17 and
25% of mice cleared their tumors when treated with adjuvants in
combination with 50 pg of P144 i.t. or with 50 pg of P17 i.p.,
respectively (data not shown). To understand whether the benefi-
cial effect of simultaneous administration of both peptides was ei-
ther due to the additive effect of both peptides via their respective
routes or to an enhancement of the amount of inhibitor available,
in a second set of experiments, we treated mice with a single dose
of adjuvants, and either 100 pg of P144 i.t. or 100 pg of P17 i.p.
during 20 days. As shown in Figures 7a and 7b, administration of
100 pg of P17 i.p. or 100 pg of P144 i.t. was able to reject tumors
in 5 of 12 treated mice (41%) and 4 of 12 mice (33%), respec-
tively, lower but not statistically different efficacies than 6 of 12
mice treated with 50 pg of P17 i.p. and 50 pg of P144 i.t. (50%
survival). To confirm the effect of peptide inhibitors on a second
tumor model, mice with established B16.OVA tumors were
treated with 5 topical applications of the TLR7 ligand Imiquimod
during a 20-day period, with or without i.p. administration of 100
ng of P17. In this case, no beneficial effect was observed due to
peptide administration (Fig. 7¢). However, when mice were
treated with Imiquimod plus the classical protocol using P144 i.t.
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Ficure 4 — Effect of TGF-$ inhibitor peptides on antitumor adaptive immune responses. C57BL/6 mice (47 per group) were injected s.c.
with 5 X 10 E.G7-OVA tumor cells and when tumor diameter reached 5-6 mm, they were left untreated (UT), received a single i.t. administra-
tion of poly(I:C) and anti-CD40 (Adj), or adjuvants plus 7 administrations of peptides P17 (i. p. ) and P144 (i.t.) in a 14-day interval (Ad] + Inh).
Tumor-draining lymph nodes were homogenized and cell suspensions were stained with anti-CD4-FITC, ant1 CD25-APC and anti-FoxP3-PE-
labeled antibodies to measure the number of regulatory T cells (a) or with PE-labeled OVA(257-264)/H- 2K® tetramers, anti-CD3-APC and anti-
CDS8-FITC antibodies to measure OVA(257-264)-specific cells (b). Lytic activity against OVA(257-264)-presenting spleen cells was analyzed
and in vivo killing assay after injection of splenocytes pulsed with peptide OVA(257-264) and labeled with CFSE to mice belonging to the
different groups (c¢). Percentage of lysis was calculated as described in Methods section. Immune responses against OVA(257-264) peptide,
OVA protein (d) or against E.G7-OVA or EL4 tumor cells (e) of splenocytes from animals treated as above were analyzed using an IFN-vy
ELISPOT, but considering different groups between those nonrejecting (NR) or rejecting (R) tumors (¥*p < 0.01; *p < 0.05). Values
correspond to mean = SEM, and they are representative of 2 different experiments.

and P17 i.p., although all animals finally died, tumor growth was  Discussion

inhibited during the treatment period (p < 0.05) (Fig. 7d), suggest- Because the outcome of the balance between mechanisms
ing that different tumor models may require different regimens of  jnducing or suppressing antitumor immune responses is either tu-
TGF-f inhibition. mor rejection or tumor growth, it has been proposed that the
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blockade of immunosuppressive factors might enhance the effi-
cacy of immunotherapy. Among these factors, TGF-f3 is an attrac-
tive target because its suppressive effects are exerted at different
levels and on several populations of the immune system.” We
have previously characterized 2 peptide inhibitors of TGF-£3,
which are able to bind to different isoforms of this cytokine
(Ref. 31 and our unpublished results), and as a consequence, in-
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hibit the biological actions that it promotes on different cells.?®="

Here, we show that when adjuvant immunotherapy is combined
with administration of these peptide inhibitors of TGF-f3, a clear
synergistic enhancement of therapeutic efficacy is found. This
beneficial effect is only detected when inhibitor peptides are
administered in combination with immunotherapy, because
administration of peptides alone does not lead to tumor rejection.
Moreover, administration of adjuvants and inhibitor peptides
needs to be started the same day. Indeed, if inhibition of TGF-f is
delayed 1 week, the effect is lost. These results suggest that tumor
cells are not able to trigger effective antitumor responses even in
the absence of TGF-$3, but inhibition of this cytokine during
immunotherapy leads to efficient antitumor immunity.

Several sources of TGF-{ can be found in tumors, and as shown
in Figure 1, not only tumor cells but also Treg cells are responsible
for TGF-B production. Experiments performed in mice lacking
CD25" cells showed that TGF-B inhibition did not have a clear
beneficial effect on these animals. Indeed, only a weak delay in tu-
mor growth (although not statistically significant) was observed,
compared with animals receiving adjuvants only. Thus, although
it cannot be ruled out that this delay may be due to the inhibition
of TGF-$ produced by other immune cells or by tumor cells, our
results suggest that the beneficial effect obtained after peptide
administration is mainly due to the blockade of TGF- produced
by Treg cells. Production of TGF-f by tumor cells might affect
intratumor antigen capture and DC activation, and later the effec-
tor functions of activated antitumor lymphocytes. However,
because Treg cells may be found both in tumors and in lymphoid
organs, production of TGF-$3 by these cells might be responsible
for the effect on DC and lymphocyte effector functions described
earlier, as well as on the lymphocyte induction phase, which takes
place in lymphoid organs. This may explain why inhibition of
TGF-f produced by Treg cells may have a higher impact on thera-
peutic efficacy than inhibition of TGF-f produced by tumor cells.
Although it has been described that TGF-$ is important for Treg
expansion,”**® we have not seen a decrease in the number of
CD47CD25 Foxp3™ Treg in the different lymphoid organs stud-
ied (tumor-draining lymph nodes and spleen), suggesting that in
our model, TGF-$3 inhibition acts by blocking the effect that the
cytokine has on immune cells responsible for antitumor activity,
but not by decreasing the number of Treg cells.

Regarding the effect on innate immunity, an enhancement on
IL-12 and TNF-a production was found after TGF-3 inhibition,
although this result did not reach statistical significance probably
due to variability between animals. Moreover, systemic levels of
these cytokines might not correctly reflect production inside the
tumor or the lymphoid organs. Furthermore, analysis of lymph
node DC showed that animals treated with adjuvant plus TGF-$3
inhibitors displayed higher levels of maturation markers compared
with untreated animals or animals treated with adjuvants. Regard-
ing T cells and NK cells, it was found that tumor rejection in ani-

Ficure 5 — Effect of TGF-B inhibitor peptides on antitumor innate
immune responses. C57BL/6 mice (4—7 per group) were injected s.c.
with 5 X 10° E.G7-OVA tumor cells and when tumor diameter
reached 5-6 mm, they were left untreated (UT), received a single i.t.
administration of poly(I:C) and anti-CD40 (Adj), or adjuvants plus 4
administrations of peptides P17 (i.p.) and P144 (i.t.) in a 7-day interval
(Adj +Inh). (@) Cytokines IL-12 and TNF-a were measured in the
serum after treatment. (b) Lymph nodes were homogenized and cells
were stained with anti-CD80-FITC, anti-CD86-FITC, anti-CD40-
FITC and anti-I-A°-PE labeled antibodies to analyze the expression of
these maturation markers in the DC population, gated using anti-
CDl11c-APC labeled antibodies (*p < 0.05). (c¢) Spleens were
homogenized and cell suspensions were stained with anti-CD69-
FITC, anti-CD3-PE and anti-NK1.1-APC-labeled antibodies to
measure the number of NK cells. (d) Cells were stimulated with the
NK-sensitive YAC-1 cell line and IFN-y-producing cells were meas-
ured by ELISPOT (**p < 0.01). Values correspond to mean = SEM,
and they are representative of 2 different experiments.
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FiGure 6 — Effect of TGF-B inhibitor peptides on myeloid-derived
suppressor cells levels. C57BL/6 mice (4-6 per group) were injected
s.c. with 5 X 10° E.G7-OVA tumor cells and when tumor diameter
reached 5-6 mm, they were left untreated (UT), received a single i.t.
administration of poly(I:C) and anti-CD40 (Adj), or adjuvants plus 4
administrations of peptides P17 (i.p.) and P144 (i.t.) in a 7-day interval
(Adj +Inh). Then, spleens were homogenized and cells were stained
with anti-Ly-6C-FITC, anti-IL-4R-PE and anti-CD11b-APC-labeled
antibodies to measure the proportion of MDSC. MDSC were defined as
cells positive for Ly-6C, IL-4R and CD11b. (**p < 0.01; *p < 0.05)

a

=4 100
£
L, = 80
[+
£ 2 60
352 2
S @ 40
51 2
=] oS
g 20
= 0 0

0 10 20 30 40

Days after treatment

& 20 c o~20
£ £
) 15 C3
o o 15
: :
3 1.0 3 10‘
S >
5 0.5 S 0.5
£ £
= =
~ oF o

10 20 30 40
Days after treatment

0

NCE IMMUNOTHERAPY EFFICACY 2621

mals treated with adjuvants and TGF-3 inhibitors was associated
with a higher activity of these cell populations. Indeed, higher
IFN-y production and lytic activity against tumor antigens and
against NK-sensitive cells was observed in responding animals,
whereas these responses were lower, or almost absent, in animals
treated with adjuvants only. Surprisingly, despite these functional
differences, the number of antigen-specific T cells measured using
tetramers, or the number of NK cells, showed less pronounced
differences between animals receiving adjuvants only or adjuvants
plus TGF-B inhibitor peptides. These results suggest that adminis-
tration of inhibitor peptides might help to eliminate the functional
blockade exerted by TGF-, allowing the induction of functional
cell populations. Indeed, it has been described that in the case of
DC, TGF-B impairs their functions.>** In a similar manner, in the
case of effector cells, TGF-f3 inhibits expression of several cytoly-
tic gene products in CD8" T cells, including IFN-y,*' as well as
the antitumor activity of NK cells.** Also, it has been described
that in some tumors, the lack of antitumor activity is not due to the
absence of tumor-specific cells, but to the “dysfunctional” status
of cells inhibited by immunosuppressive factors present in the
tumor environment.*® Thus, administration of TGF-B peptide
inhibitors shows a great promise to rescue functional properties of
cells relevant in immunotherapy.

In the present work, we have studied the effect of combined
administration of adjuvants and TGF-3 peptide inhibitors not only
in cells involved in antitumor immunity but also on MDSC, a cell
population that has been associated to poor antitumor responses.**
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FiGure 7 — Effect of different TGF-f inhibitor peptides on the efficacy of adjuvant immunotherapy. (a) C57BL/6 mice were injected s.c. with
5 X 10° E.G7-OVA tumor cells and when tumor diameter reached 5-6 mm, they were left untreated or treated with a single i.t. administration
of adjuvant molecules poly(I:C) and anti-CD40 plus 10 administrations of peptides P17 (i.p.) and P144 (i.t.) (50 pg each), P17 (i.p.; 100 pg) or
P144 (i.t.; 100 pg) in a 20-day interval. Figures represent (¢) mean of tumor volume in each group or (b) survival of mice. Results correspond to
the sum of 2 independent experiments with 6 mice per group in each experiment. C57BL/6 mice (n = 5-6) were injected intradermally with 10°
B16.OVA tumor cells and when tumor diameter reached 4-5 mm, they were left untreated or treated with 5 topical administrations of
Imiquimod with or without 10 administrations of peptide P17 (i.p.; 100 pg) (¢) or P17 (i.p.) and P144 (i.t.) (50 pg each) (d) in a 20-day interval.

(*p < 0.05; Imiquimod + P17 + P144 vs. Imiquimod or untreated mice).
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These cells are an important source of TGE-B,*® which confers
tumors the capacity to escape from immune surveillance. How-
ever, no data is available on the role of TGF-3 on the development
of MDSC. We have found that, although adjuvant immunotherapy
increases splenic MDSC levels, probably due to the inflammatory
reaction,” mice coadministered with adjuvants and TGE-B pep-
tide inhibitors show MDSC levels similar to those found in
untreated animals, suggesting that inhibition of TGF- may impair
development and/or recruitment of these cells.

As discussed earlier, TGF-3 may act in tumors as well as in
lymphoid organs. For this reason, in most experiments, we gave a
single dose of adjuvants and repeated administrations of 50 pg of
P144 i.t. and 50 pg of P17 i.p. We then performed other experi-
ments to study if both peptides were necessary to achieve similar
efficacies. We first gave adjuvants plus 50 pg of P144 or 50 g of
P17, but because the efficacy of this strategy was not different from
administering adjuvants only, doses were increased to 100 pg.
In this case, a statistically similar efficacy was attained respect to
administering both peptides simultaneously. When the efficacy of
P17 i.p. was analyzed in a second tumor model using the poorly
immunogenic B16.OVA cells treated by administration of the
adjuvant Imiquimod, no beneficial effect was observed. However,
when using P17 i.p. and P144 i.t. in this model, tumor growth was
inhibited during peptide administration period and a delay in tumor
growth was attained. Analysis of tumor-infiltrating cells in
untreated mice bearing E.G7-OVA or B16.OVA tumors has shown
that, whereas in E.G7-OVA tumors 20% of infiltrating CD4 ™" cells
are Tregs (CD4"CD25"FoxP3™ cells), 50% of CD4" infiltrating
cells in B16.OVA tumors are Tregs (data not shown). This high
number of tumor-infiltrating Tregs in the B16.OVA model may
additionally require local inhibition of TGF-B, together with
systemic inhibition attained by administering P17 i.p. These results
suggest that the requirements for TGF-f3 inhibition may depend on
the tumor model.

LLOPIZ ET AL.

Because of the inhibitory role of Treg cells, several strategies
have been proposed to block their effects to enhance the effi-
cacy of cancer immunotherapy, most of them relying on deple-
tion of this cell population.’’ However, depletion may lead to a
homeostatic replenishment of these cells, and several depleting
strategies use nonspecific Treg markers. Also, it has been shown
that antibody-mediated depletion of Tregs may induce autoim-
munity.*® Thus, it has been recently proposed that Treg inhibi-
tion or their functional inactivation, rather than their depletion,
might also help in cancer immunotherapy.*’ In this line, our
strategy of TGF-3 blockade contributes to downregulate an im-
portant inhibitory mechanism exerted by Tregs.>' Moreover,
treatment with our TGF-$ inhibitor peptides does not induce
any sign of toxicity (data not shown), as in other reports using
repeated anti—-TGF-B antibody administration.”” Pharmacokinetic
studies performed with P144 in rodent models show a half-life
of minutes for this peptide (J. Dotor; personal communication).
This suggests that repeated administrations of P144 might be
required to have a therapeutic effect, but at the same time may
allow a finer control of TGF-$ inhibition and concomitantly di-
minish potential side effects. Similar studies are ongoing with
P17. Finally, although a clear enhancement in immune
responses is observed, it cannot be discarded that the beneficial
effect of TGF-$ inhibition could be due to blockade of other
TGF-B-induced mechanisms that promote tumor growth, such as
tumorigenesis, metastasis and angiogenesis, as recently
reported.*®

In conclusion, combination of immunotherapeutic strategies
with peptide inhibitors of TGF- is able to enhance the efficacy of
immunotherapy. This enhancement takes places mainly by inhibi-
ting the TGF-B produced by Treg cells, which concomitantly
increases antitumor immune responses. These results suggest that
these compounds may be useful for future clinical application in
cancer immunotherapy.

References

1. KimIY, Kim MM, Kim SJ. Transforming growth factor-beta: biology
and clinical relevance. J Biochem Mol Biol 2005;38:1-8.

2. Li MO, Wan YY, Sanjabi S, Robertson AK, Flavell RA. Transform-
ing growth factor-beta regulation of immune responses. Annu Rev
Immunol 2006;24:99-146.

3. Gorelik L, Flavell RA. Transforming growth factor-beta in T-cell
biology. Nat Rev Immunol 2002;2:46-53.

4. Kehrl JH, Roberts AB, Wakefield LM, Jakowlew S, Sporn MB, Fauci
AS. Transforming growth factor beta is an important immunomodula-
tory protein for human B lymphocytes. J Immunol 1986;137:3855-60.

5. Kobie JJ, Wu RS, Kurt RA, Lou S, Adelman MK, Whitesell LJ, Ram-
anathapuram LV, Arteaga CL, Akporiaye ET. Transforming growth
factor beta inhibits the antigen-presenting functions and antitumor ac-
tivity of dendritic cell vaccines. Cancer Res 2003;63:1860—4.

6. Rook AH, Kehrl JH, Wakefield LM, Roberts AB, Sporn MB, Burling-
ton DB, Lane HC, Fauci AS. Effects of transforming growth factor
beta on the functions of natural killer cells: depressed cytolytic activ-
ity and blunting of interferon responsiveness. J Immunol 1986;136:
3916-20.

7.  Ghiringhelli F, Menard C, Terme M, Flament C, Taieb J, Chaput N,
Puig PE, Novault S, Escudier B, Vivier E, Lecesne A, Robert C, et al.
CD4+CD25+ regulatory T cells inhibit natural killer cell functions
in a transforming growth factor-beta-dependent manner. J Exp Med
2005;202:1075-85.

8. Chen W, Jin W, Hardegen N, Lei KJ, Li L, Marinos N, McGrady G,
Wahl SM. Conversion of peripheral CD4+CD25— naive T cells to
CD4+CD25+ regulatory T cells by TGF-beta induction of transcrip-
tion factor Foxp3. J Exp Med 2003;198:1875-86.

9. Bettelli E, Carrier Y, Gao W, Korn T, Strom TB, Oukka M, Weiner
HL, Kuchroo VK. Reciprocal developmental pathways for the genera-
tion of pathogenic effector TH17 and regulatory T cells. Nature
2006;441:235-8.

10. Coffman RL, Lebman DA, Shrader B. Transforming growth factor
beta specifically enhances IgA production by lipopolysaccharide-
stimulated murine B lymphocytes. J Exp Med 1989;170:1039-44.

11. Borkowski TA, Letterio JJ, Farr AG, Udey MC. A role for endoge-
nous transforming growth factor beta 1 in Langerhans cell biology:
the skin of transforming growth factor beta 1 null mice is devoid of
epidermal Langerhans cells. J Exp Med 1996;184:2417-22.

12. Gomella LG, Sargent ER, Wade TP, Anglard P, Linechan WM,
Kasid A. Expression of transforming growth factor alpha in normal
human adult kidney and enhanced expression of transforming growth
factors alpha and beta 1 in renal cell carcinoma. Cancer Res
1989;49:6972-5.

13. Ito N, Kawata S, Tamura S, Takaishi K, Shirai Y, Kiso S, Yabuuchi I,
Matsuda Y, Nishioka M, Tarui S. Elevated levels of transforming
growth factor beta messenger RNA and its polypeptide in human
hepatocellular carcinoma. Cancer Res 1991;51:4080-3.

14. Niitsu Y, Urushizaki Y, Koshida Y, Terui K, Mahara K, Kohgo Y,
Urushizaki I. Expression of TGF-beta gene in adult T cell leukemia.
Blood 1988;71:263-6.

15. Reed SG. TGF-beta in infections and infectious diseases. Microbes
Infect 1999;1:1313-25.

16. Schultz-Cherry S, Hinshaw VS. Influenza virus neuraminidase acti-
vates latent transforming growth factor beta. J Virol 1996;70:8624-9.

17. Nelson DR, Gonzalez-Peralta RP, Qian K, Xu Y, Marousis CG, Davis
GL, Lau JY. Transforming growth factor-beta 1 in chronic hepatitis
C.J Viral Hepat 1997;4:29-35.

18. Kekow J, Wachsman W, McCutchan JA, Cronin M, Carson DA, Lotz
M. Transforming growth factor beta and noncytopathic mechanisms
of immunodeficiency in human immunodeficiency virus infection.
Proc Natl Acad Sci USA 1990;87:8321-5.

19. Chang HL, Gillett N, Figari I, Lopez AR, Palladino MA, Derynck R.
Increased transforming growth factor beta expression inhibits cell pro-
liferation in vitro, yet increases tumorigenicity and tumor growth of
Meth A sarcoma cells. Cancer Res 1993;53:4391-8.

20. Zou W. Regulatory T cells, tumour immunity and immunotherapy.
Nat Rev Immunol 2006;6:295-307.

21. Teicher BA. Transforming growth factor-beta and the immune
response to malignant disease. Clin Cancer Res 2007;13:6247-51.

22. Wrzesinski SH, Wan YY, Flavell RA. Transforming growth factor-
beta and the immune response: implications for anticancer therapy.
Clin Cancer Res 2007;13:5262-70.

23. Ghiringhelli F, Puig PE, Roux S, Parcellier A, Schmitt E, Solary E,
Kroemer G, Martin F, Chauffert B, Zitvogel L. Tumor cells convert
immature myeloid dendritic cells into TGF-beta-secreting cells induc-
ing CD4+CD25+ regulatory T cell proliferation. J Exp Med
2005;202:919-29.



24.

25.
26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

PEPTIDE BLOCKERS OF TGF-g ENHANCE IMMUNOTHERAPY EFFICACY

Liu VC, Wong LY, Jang T, Shah AH, Park I, Yang X, Zhang Q, Lon-
ning S, Teicher BA, Lee C. Tumor evasion of the immune system by
converting CD4+CD25— T cells into CD4+CD25+ T regulatory
cells: role of tumor-derived TGF-beta. J Immunol 2007;178:2883-92.
Finn OJ. Cancer vaccines: between the idea and the reality. Nat Rev
Immunol 2003;3:630—41.

Rabinovich GA, Gabrilovich D, Sotomayor EM. Immunosuppressive
strategies that are mediated by tumor cells. Annu Rev Immunol
2007;25:267-96.

Yingling JM, Blanchard KL, Sawyer JS. Development of TGF-beta
signalling inhibitors for cancer therapy. Nat Rev Drug Discov
2004;3:1011-22.

Ezquerro 1J, Lasarte JJ, Dotor J, Castilla-Cortazar I, Bustos M,
Penuelas I, Blanco G, Rodriguez C, Lechuga MC, Greenwel P,
Rojkind M, Prieto J, et al. A synthetic peptide from transforming
growth factor beta type III receptor inhibits liver fibrogenesis in rats
with carbon tetrachloride liver injury. Cytokine 2003;22:12-20.
Santiago B, Gutierrez-Canas I, Dotor J, Palao G, Lasarte JJ, Ruiz J,
Prieto J, Borras-Cuesta F, Pablos JL. Topical application of a peptide
inhibitor of transforming growth factor-betal ameliorates bleomycin-
induced skin fibrosis. J Invest Dermatol 2005;125:450-5.

Dotor J, Lopez-Vazquez AB, Lasarte JJ, Sarobe P, Garcia-Granero M,
Riezu-Boj JI, Martinez A, Feijoo E, Lopez-Sagaseta J, Hermida J,
Prieto J, Borras-Cuesta F. Identification of peptide inhibitors of
transforming growth factor beta 1 using a phage-displayed peptide
library. Cytokine 2007;39:106—15.

Gil-Guerrero L, Dotor J, Huibregtse IL, Casares N, Lopez-Vazquez
AB, Rudilla F, Riezu-Boj JI, Lopez-Sagaseta J, Hermida J, Van
Deventer S, Bezunartea J, Llopiz D, et al. In vitro and in vivo down-
regulation of regulatory T cell activity with a peptide inhibitor of
TGF-betal. J Immunol 2008;181:126-35.

Llopiz D, Dotor J, Zabaleta A, Lasarte JJ, Prieto J, Borras-Cuesta F,
Sarobe P. Combined immunization with adjuvant molecules poly(I:C)
and anti-CD40 plus a tumor antigen has potent prophylactic and
therapeutic antitumor effects. Cancer Immunol Immunother
2008;57:19-29.

Rotzschke O, Falk K, Stevanovic S, Jung G, Walden P, Rammensee
HG. Exact prediction of a natural T cell epitope. Eur J Immunol
1991;21:2891-4.

Rolink A, Melchers F, Andersson J. The SCID but not the RAG-2
gene product is required for S mu-S epsilon heavy chain class switch-
ing. Immunity 1996;5:319-30.

Moore MW, Carbone FR, Bevan MJ. Introduction of soluble protein
into the class I pathway of antigen processing and presentation. Cell
1988;54:777-85.

Brown DM, Fisher TL, Wei C, Frelinger JG, Lord EM. Tumours
can act as adjuvants for humoral immunity. Immunology 2001;102:
486-97.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

2623

Miyazono K, Hellman U, Wernstedt C, Heldin CH. Latent high mo-
lecular weight complex of transforming growth factor beta 1. Purifica-
tion from human platelets and structural characterization. J Biol
Chem 1988;263:6407-15.

Terabe M, Matsui S, Park JM, Mamura M, Noben-Trauth N, Donald-
son DD, Chen W, Wahl SM, Ledbetter S, Pratt B, Letterio JJ, Paul
WE, et al. Transforming growth factor-beta production and myeloid
cells are an effector mechanism through which CDId-restricted T
cells block cytotoxic T lymphocyte-mediated tumor immunosurveil-
lance: abrogation prevents tumor recurrence. J Exp Med 2003;198:
1741-52.

Youn JI, Nagaraj S, Collazo M, Gabrilovich DI. Subsets of myeloid-
derived suppressor cells in tumor-bearing mice. J Immunol 2008;181:
5791-802.

Huber S, Schramm C, Lehr HA, Mann A, Schmitt S, Becker C,
Protschka M, Galle PR, Neurath MF, Blessing M. TGF-beta signaling
is required for the in vivo expansion and immunosuppressive capacity
of regulatory CD4+CD25+ T cells. J Immunol 2004;173:6526-31.
Thomas DA, Massague J. TGF-beta directly targets cytotoxic T cell
functions during tumor evasion of immune surveillance. Cancer Cell
2005;8:369-80.

Witham TF, Villa L, Yang T, Pollack IF, Okada H, Robbins PD,
Chambers WH. Expression of a soluble transforming growth factor-
beta (TGFbeta) receptor reduces tumorigenicity by regulating natural
killer (NK) cell activity against 9L gliosarcoma in vivo. J Neurooncol
2003;64:63-9.

Chen ML, Pittet MJ, Gorelik L, Flavell RA, Weissleder R, von
Boehmer H, Khazaie K. Regulatory T cells suppress tumor-specific
CD8 T cell cytotoxicity through TGF-beta signals in vivo. Proc Natl
Acad Sci USA 2005;102:419-24.

Serafini P, Borrello I, Bronte V. Myeloid suppressor cells in cancer:
recruitment, phenotype, properties, and mechanisms of immune sup-
pression. Semin Cancer Biol 2006;16:53-65.

Sinha P, Okoro C, Foell D, Freeze HH, Ostrand-Rosenberg S,
Srikrishna G. Proinflammatory S100 proteins regulate the accumulation
of myeloid-derived suppressor cells. J Immunol 2008;181:4666-75.
Wei WZ, Jacob JB, Zielinski JF, Flynn JC, Shim KD, Alsharabi G,
Giraldo AA, Kong YC. Concurrent induction of antitumor immunity
and autoimmune thyroiditis in CD4+ CD25+ regulatory T cell-
depleted mice. Cancer Res 2005;65:8471-8.

Colombo MP, Piconese S. Regulatory-T-cell inhibition versus deple-
tion: the right choice in cancer immunotherapy. Nat Rev Cancer
2007;7:880-7.

Nam JS, Terabe M, Mamura M, Kang MJ, Chae H, Stuelten C, Kohn
E, Tang B, Sabzevari H, Anver MR, Lawrence S, Danielpour D, et al.
An antitransforming growth factor beta antibody suppresses metasta-
sis via cooperative effects on multiple cell compartments. Cancer Res
2008;68:3835-43.



Cancer
Research

Microenvironment and Immunology

Induction of Monocyte Chemoattractant Protein-1 and
Interleukin-10 by TGFB1 in Melanoma Enhances Tumor
Infiltration and Immunosuppression

Nancy Diaz-Valdés', Maria Basagoiti', Javier Dotor?, Fernando Aranda’, Iiaki Monreal®,
José Ignacio Riezu-Boj', Francisco Borras-Cuesta', Pablo Sarobe’, and Esperanza Feijo6?

Abstract

Melanoma progression is associated with the expression of different growth factors, cytokines, and
chemokines. Because TGFp1 is a pleiotropic cytokine involved not only in physiologic processes but also in
cancer development, we analyzed in A375 human melanoma cells, the effect of TGFB1 on monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) and interleukin-10 (IL-10) expression, two known factors responsible for
melanoma progression. TGFB1 increased the expression of MCP-1 and IL-10 in A375 cells, an effect mediated by
the cross-talk between Smad, PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/AKT, and BRAF-MAPK (mitogen activated
protein kinase) signaling pathways. Supernatants from TGFf1-treated A375 cells enhanced MCP-1-dependent
migration of monocytes, which, in turn, expressed high levels of 7GF, 1, bFGF, and VEGF mRNA. Moreover, these
supernatants also inhibited functional properties of dendritic cells through IL-10-dependent mechanisms.
When using in vitro, the TGFB1-blocking peptide P144, TGFB1-dependent Smad3 phosphorylation, and
expression of MCP-1 and IL-10 were inhibited. I vivo, treatment of A375 tumor-bearing athymic mice with
P144 significantly reduced tumor growth, associated with a lower macrophage infiltrate and decreased
intratumor MCP-1 and VEGF levels, as well as angiogenesis. Finally, in C57BL/6 mice with B16-OVA melanoma
tumors, when administered with immunotherapy, P144 decreased tumor growth and intratumor IL-10 levels,
linked to enhanced activation of dendritic cells and natural killer cells, as well as anti-OVA T-cell responses.
These results show new effects of TGFBl on melanoma cells, which promote tumor progression and
immunosuppression, strongly reinforcing the relevance of this cytokine as a molecular target in melanoma.
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Introduction

TGFp1 is a pleiotropic cytokine that plays a relevant role in
the progression of cancer due to its effect on cell proliferation,
angiogenesis, epithelial-to-mesenchymal transition, and
metastasis (1). Also, it has been described that TGFP1 induces
the expression of integrins and alters the composition of
extracellular matrix by activating the production of matrix
metalloproteinases, which favor the invasion of tumor cells.
Moreover, TGFB1 enhances angiogenesis by activating the
expression of proangiogenic factors such as interleukin (IL)-8
and VEGF (2). This molecule also exerts immunoregulatory
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functions by inhibiting proliferation, activation, and differen-
tiation of lymphocytes (3) as well as the function of natural
killer (NK) cells (4) and dendritic cells (DC; ref. 5), which leads
to the suppression of the antitumor immune response.

TGFp1 has been described as an important factor in the
development of melanoma. Although it has antiproliferative
effects on premalignant cells, as that occurs in normal mel-
anocytes, advanced melanoma cells become resistant to this
suppressive effect and they can use TGFB1 to enhance their
invasive and metastatic phenotype (6). Tumor cells evade the
suppressive effect of TGFP1 through receptor- or Smad-inac-
tivating mutations (7, 8) or by downstream signaling altera-
tions. These modifications avoid the suppressive pathway and
induce prometastatic processes (9). Although no genetic
mutations of TGFP1 classical signaling molecules have been
identified in melanoma, a cross-talk between the Smad signal-
ing pathway and other pathways, including Ras/MEK [MAP/
extracellular signal regulated kinase (ERK) kinase]/ERK, and
Akt, which are constitutively activated in a large percentage of
cutaneous melanomas, has been described (2, 10).

The majority of malignant melanoma cells overexpress
different growth factors and cytokines, which enhance growth
rate and invasiveness by their autocrine and paracrine effects
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(11). Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), a potent
chemokine that recruits macrophages, is expressed by malig-
nant but not by normal melanocytes (12). Accordingly, a
common feature of melanoma is the infiltration of mono-
cyte/macrophages. These cells produce factors, which may
help tumor invasion, as well as the production of angiogenic
factors, which facilitate the formation of a vascular bed that
can support tumor development (13). Another factor common
in melanoma is IL-10. Its expression has been shown in vitro in
many melanoma cell lines (14), and in vivo, in primary and in
metastatic melanoma lesions (15). Moreover, elevated levels of
IL-10 have been observed in the sera of patients with advanced
melanoma and correlate with tumor progression (16).

Because TGFB1 has been shown to increase melanoma
progression and enhance its aggressive phenotype, due to
the important effects of MCP-1 and IL-10 have on melanoma
malignancy, we hypothesized that TGFf1 might play a role on
the expression of these molecules in melanoma cells. Thus, we
studied the effect of TGFB1 on A375 melanoma cells by
measuring the expression of MCP-1 and IL-10 as well as
the consequences that expression of these factors had on
melanoma progression. Moreover, the signaling pathways
involved in the TGFB1-induced MCP-1 and IL-10 expression
were also studied. Finally, as described in more detail in the
following text, we showed that P144, a peptide inhibitor of
TGFP1, had beneficial effects in vitro and in vivo, by inhibiting
TGFB1-induced mechanisms associated with melanoma
development and immunosuppression.

Materials and Methods

Cell lines

Cell lines A375 and YAC-1 were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC). Cells were thawed and
passaged according to ATCC guidelines for less than 6 months
from the time that they were received or thawed. The ATCC
authenticates cell lines by DNA fingerprinting by short tandem
repeat analysis. B16-OVA cells were obtained from Dr. G.
Kroemer (Paris, France) in 2009. No authentication was done,
but the expression of OVA antigen and MHC-I molecules was
tested before the experiments. Cell lines were maintained in
DMEM (Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated FBS
(Gibco), 100 units/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomy-
cin (Gibco), 1.5 g/L sodium bicarbonate (Sigma), and 4.5 g/L
glucose (Sigma).

Stimulation of A375 cells with TGF31

A375 cells were cultured in 96-well plates (3 x 10* per well)
and stimulated with TGFP1 (R&D Systems; 1 ng/mlL) in
DMEM supplemented with 10% FBS and antibiotics. After
24 to 48 hours, supernatants were harvested to measure MCP-1
and IL-10. In some experiments, TGF1 was preincubated at
37°C for 1 hour with anti-human TGFP1 (1 pg/mL), rat IgG
control isotype (BD-Pharmingen), the TGFB1 inhibitor peptide
P144 (50-200 pg/mL; ref. 17) or a control 15-mer peptide
(P301; NNTRKRIRIQRGPGR) that does not bind to TGFB1
(both from NeoMPS). To determine the signaling pathways
involved in the production of MCP-1 and IL-10 by A375 cells,

Smad3 inhibitor SIS3 (Calbiochem), mitogen activated protein
kinase (MAPK)/ERK1/2 inhibitor U0126 (Promega), phospha-
tidylinositol 3-kinase (PI3K)-specific inhibitor LY294002 (Cal-
biochem), all at 10 pmol/L, or DMSO were preincubated with
A375 cells 30 minutes before the addition of TGFB1. Expression
of phosphorylated forms of Smad3, AKT, and ERK1/2 induced
by TGFB1 (2 ng/mL) was assessed by Western blotting in A375
lysates from cells cultured in 6-well plates (3 x 10° per well) in
serum-free DMEM for 1 hour. In some experiments, TGF1 was
preincubated at 37°C for 1 hour with P144 or control peptide
(50-200 pg/mL).

Generation of melanoma conditioned medium from
stimulated A375 cells

Melanoma conditioned media from A375 cells treated with
or without TGFB1 (TGFB-MCM and MCM, respectively) used
in functional in vitro experiments with monocytes and mono-
cyte-derived DCs were produced by culturing A375 cells in 6-
well plates (25 x 10° per well) in DMEM with or without
TGFP1 (2 ng/mL) for 24 hours. Then, cells were washed twice
with medium to remove TGF1 and maintained in culture for
an additional 48 hours.

Western blot analysis

One hour after cell stimulation with TGFB1 as described
earlier, cells were washed with PBS, lysed with RIPA (radio-
immunoprecipitation assay) buffer in the presence of protease
and phosphatase inhibitors (Roche Diagnostic GmbH), and
precipitated proteins (30 png) were resolved on 10% SDS-
polyacrylamide gels. After transference onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad), nonspecific binding was blocked with
10% nonfat milk in 10 mmol/L Tris-buffered saline containing
0.1% Tween 20. Phosphorylated Smad3, AKT, and ERK1/2
were detected using rabbit polyclonal antibodies anti-phos-
pho Smad3 (1:1,000; Chemicon), AKT (1:1,000; Cell Signaling),
and MAP kinase 1/2 (ERK1/2; 1:1,000; Cell Signaling). Actin
was also analyzed for control evaluation with rabbit anti-actin
(1:2,000; Sigma-Aldrich) antibodies. Finally, an ECL anti-rabbit
IgG linked to horseradish peroxidase (Amersham Biosciences)
plus the Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche Diag-
nostic GmbH) was used to develop the proteins bands in films
scanned with the Curix-60 (AGFA).

Monocyte migration assay

Monocytes were obtained from peripheral blood mono-
nuclear cells by positive selection with CD14-coated beads
(Miltenyi). In all cases, peripheral blood mononuclear cells
were obtained from healthy donors after informed consent,
following a protocol in accordance with the Declaration of
Helsinki. Then, monocytes (5 x 10°) were plated in 100 uL of
complete medium (RPMI 1640 supplemented with 10% heat-
inactivated FBS, 100 units/mL penicillin, and 100 mg/mL
streptomycin) in the top chamber of 5-um pore membrane
Transwells (Costar), with 5 pg/mL rat anti-human MCP-1
antibody (R&D Systems) or rat IgG control isotype
(BD-Pharmingen) when required. The bottom chamber was
filled with 500 UL of DMEM, MCM, or TGF1-MCM. In some
cases, melanoma conditioned media were incubated with
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anti-human MCP-1 antibody or rat IgG for 1 hour at 37°C prior
to the addition of media to Transwell plates. After 4 hours, the
number of monocytes in the lower chamber was counted by
flow cytometry as described (18).

Culture of DCs in TGF31-MCM

Monocyte-derived DCs obtained as described (18) were
cultured in 96-well plates (10° in 200 uL per well) in RPMI
with DMEM, MCM, or TGFB1-MCM (proportion 4:1) for
6 hours. Then, DCs were stimulated with lipopolysaccharide
(LPS; 1 ug/mL; Sigma-Aldrich) and after 24 hours, production
of TNFa and IL-12 was measured in culture supernatants by
ELISA. The role of IL-10 was assessed by preincubating MCM
with rat anti-human IL-10 monoclonal antibody (Bioscience)
or control isotype (BD-Pharmingen; 1 ug/mL) before their
addition to DC cultures.

Mixed leukocyte reaction

Mixed lymphocyte reactions (MLR) were carried out by
stimulating in 96-well plates nonadherent (CD14") cells (2 x
10° per well) obtained from healthy donors with 10* allogeneic
DCs for 5 days. DCs were previously matured with LPS (1 pg/mL)
in the presence of A375 MCM (4:1) or TGFB1-MCM (4:1) for 24
hours. Cells were pulsed with 0.5 pCi per well of [*H]thymidine
for the last 18 hours and proliferation was measured. To
measure the production of IFNy by stimulated lymphocytes,
100 UL of culture supernatants was harvested on day 3.

ELISA

Human or murine TGFBI, MCP-1, IL-10, VEGF, TNFo, IL-
12, and IFNy from tumor homogenates, serum, or super-
natants of DC, NK, or T-cell cultures were measured by
ELISA kits (BD Bioscencies) following the manufacturer
instructions.

RT-PCR

Monocytes and DC (1 x 10°/200 uL per well) were cultured
for 24 hours in 96-well plates in RPMI with DMEM, MCM, or
TGFB1-MCM (proportion 1:1). Total RNA extraction from
cultures and real-time PCR were carried out as described
(19) using specific primers for each gene (Table 1). Results
were normalized according to B-actin. The amount of each
transcript was expressed by the formula: 2°°" [ACt = Ct
(B-actin) — Ct(gene)].

Treatment of tumor-bearing mice with P144

Inhibition of TGFP1 effect on melanoma progression was
determined in 6- to 8-week-old female, athymic, nude-
Foxnl™ and in C57BL/6 mice (Harlan). They were main-
tained in specific pathogen-free conditions and treated
according to guidelines of our institution after study
approval by the review committee. A375 cells (10°) were
injected subcutaneously into the right flank of athymic nude
mice and when the tumor diameter reached 5 mm, animals
were treated intraperitoneally with P144 (100 pg per mouse)
or vehicle (PBS) daily during 21 days. Tumor size was
monitored and animals were sacrificed when tumors
reached 15 mm. Tumor volume (V) was calculated as follows:
V = (1/2)ab* where a and b are the longest and shortest
tumor diameters, respectively.

C57BL/6 mice were injected intradermally with 10° B16-OVA
cells and when the tumor diameter reached 5 mm (day 0), they
received an intratumor injection of OVA (500 ug), poly(L:C)
(50 ng), and agonistic anti-CD40 antibodies (50 LLg). On days 2
and 4, they were injected only with poly(I:C) and anti-CD40.
P144 (100 pg per mouse) or vehicle was administered daily
intraperitoneally from day 0 to day 7. At day 7, they were
sacrificed for immunologic assays.

Immunohistochemical analysis of tumors

A375 tumor-bearing athymic mice, treated daily with
P144 or vehicle, were sacrificed after 8 days of treatment.
Tumors were resected and macrophage infiltrate was stu-
died by immunohistochemical analysis. Tumor sections
were incubated for 2 hours with rat anti-F4/80 antibody
(1:400; eBiosciences) at 4°C overnight, followed by incuba-
tion with 1:200 horseradish peroxidase-conjugated rabbit
anti-rat IgG antibody (DakoCytomation) during 30 minutes.
Finally, peroxidase activity was visualized using DAB™ Chro-
mogen (DakoCytomation) as a substrate and sections were
counterstained with Harris hematoxylin. Macrophage infil-
trate was measured by counting the number of pixels
corresponding with immunostained cells from digital
images using the Adobe Photoshop CS3 program as
described (20).

Angiogenesis
Tumor angiogenesis was also analyzed in nude mice by
injecting A375 tumor cells (10°) mixed with Matrigel. Seven

Table 1. Primer sequences

Gene Sense primer Antisense primer

TGFp1 TGCTAATGGTGGAAACCCAC ATCGCCAGGAATTGTTGCTG
bFGF ACCGTTACCTGGCTATGAAG CTGGTGTATTTCCTTGACCG

VEGF CTGCTGTCTTGGGTGCATTGG CACCGCCTCGGCTTGTCACA
COX-2 CAAAAGCTGGGAAGCCTTCTC CCTCGCTTATGATCTGTCTTG
PDL-1 ACAAGCAGTGACCATCAAG AGAGGTAGTTCTGGGATGAC
IDO TGGCACACGCTATGGAAAAC ATGCATCCCAGAACTAGACG
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days later, plugs were dissected and hemoglobin content was
measured as described (21). In some experiments, mice
received 35 ug of anti-MCP-1 neutralizing antibodies (R&D
Systems) or isotype control (BioXcell) 1, 4, and 6 days after
tumor inoculation.

IFNy production by murine T cells

IFNYy production by T cells was measured by ELISA after a
2-day stimulation in 96-well plates of splenocytes (4 x 10°)
with the CD8 epitope OVA(257-264; 1 pg/mL).

Statistical analysis

Data were analyzed using the nonparametric Mann-Whit-
ney test with the GraphPad software program. Survival curves
of animals treated with different protocols were plotted
according to the Kaplan-Meier method and were compared
using the log-rank test. Statistical significance was considered
when P < 0.05.

Results

TGF1 increases MCP-1 and IL-10 expression in A375
cells by the cross-talk between Smad, AKT, and MAPK/
ERK signaling pathways

To study the effect of TGF1 on MCP-1 and IL-10, two
known factors associated with melanoma progression, A375
melanoma cells were treated with this cytokine. Although this
cell line does not produce TGF1 in vitro (data not shown), we
found that it can be detected both in A375 tumor homoge-
nates (181 & 77 pg/mg of protein) and in the serum of A375
tumor-bearing athymic mice (13.5 £ 2.3 ng/mL vs. 7.3 ng/mL
in control mice). Although MCP-1 was constitutively
expressed by A375 cells, the addition of TGFB1 significantly
increased its expression after 48 hours of culture (Fig. 1A). No
detectable expression was found in untreated cultures in the
presence of IL-10, whereas a clear induction was observed at
24 and 48 hours in the presence of TGFP1 (Fig. 1B).
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Figure 2. Effect of melanoma
conditioned medium from
TGFB1-treated A375 cultures on
monocytes. A, monocyte
migration in the presence of
culture medium (CM), MCM, or
TGFB1-MCM from A375 cells was
studied using Transwell chambers
(n = 6 per group) after 6 hours of
incubation. In some cases, anti-
human MCP-1 or control
antibodies were added. B-D,
mRNA expression of VEGF, bFGF,
* and TGF 1 in monocytes cultured
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experiments is shown.
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To characterize signaling pathways involved in the induc-
tion of these factors, Western blot experiments were carried
out to measure phosphorylation of Smad3 as well as AKT and
ERK1/2 kinases. It was found that in A375 cells, TGFf31
induced phosphorylation of the canonical pathway molecule
Smad3 but no increase in phosphorylated AKT and ERK
kinases over basal constitutive levels was observed
(Fig. 1C). However, by using specific inhibitors of Smad3
(SIS3), PI3K/AKT (LY294002), and MAPK/ERK (U0126) during
stimulation experiments, it was found that MCP-1 production
was dependent on all 3 molecules whereas IL-10 production
depended on Smad3 and MAPK/ERK-related pathways
(Fig. 1D).

TGFB1 enhances MCP-1-mediated monocyte migration

Because TGFf1 increased the production of MCP-1 in A375
cells, we tested whether MCM from A375 cell cultures could
enhance monocyte migration. /n vitro Transwell experiments
showed that TGFP1-MCM from A375 cells had a higher
chemoattractive activity on monocytes than that observed

with MCM from untreated A375 cells or complete medium
(DMEM), an MCP-1-dependent effect (Fig. 2A). To evaluate
the relevance of an increase in intratumor monocyte infiltra-
tion mediated by TGFfB1, we measured the expression of VEGF
and bFGF in monocytes, two essential factors involved in the
progression of melanoma. Interestingly, MCM and TGFp1-
MCM induced a similar increase in mRNA expression of both
proangiogenic factors (Fig. 2B and C). Moreover, culture
supernatants from untreated or TGFP1-stimulated A375 cells
increased the expression of 7GFI mRNA in monocytes
(Fig. 2D). Thus, although TGFf1 does not directly enhance
the ability of monocytes to produce angiogenic factors, it may
enhance the proangiogenic environment by increasing the
number of infiltrating monocytes, a similar phenomenon as
that described for smooth muscle cells (22, 23).

Inhibition of DC functions by TGFf1-induced IL-10
Although TGFpB1l-induced IL-10 may have an autocrine

stimulatory effect on melanoma cells by increasing their

proliferation (24), it may also behave as a suppressor factor,
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Figure 3. Inhibition of DC
functions by melanoma
conditioned medium from TGFB1-
treated A375 cultures. A, DCs
were preincubated in 96-well
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mainly for antigen-presenting cells. We thus measured the
effect that the addition of TGFB1 to tumor cells had on the
activation of DCs, a cell population that links innate and
adaptive immunity and activates antitumor immunity. An
inhibition on LPS-induced TNFo and IL-12 production was
observed after pretreatment of DCs with MCM, which was
stronger when using TGFB1-MCM, as compared with culture
medium (Fig. 3A). The inhibitory effect of TGFB1-MCM was
restored by anti-IL-10 blocking antibodies, confirming
the important role of IL-10 as a suppressive factor in
TGFB1-MCM.

Similarly, TGFB1-MCM induced upregulation of immuno-
suppressive molecules such as enzymes COX-2 and IDO
(indoleamine-2,3-dioxygenase) and the membrane molecule
PD-L1 (Fig. 3B). In this case, upregulation of COX2 and PD-L1
was dependent on IL-10 whereas IDO expression depended on
other TGFB1-induced unknown factors.

We finally studied the ability of these DCs to activate T
lymphocytes. Although DCs treated with MCM, with or with-
out TGFP1, had a lower capacity to induce allogeneic T-cell
proliferation, a higher inhibition in IFNy production was
observed when using DCs treated with TGFB1-MCM
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(Fig. 3C), in agreement with the lowest levels of IL-12 pro-
duced by these DCs.

In vitro and in vivo antitumor effects of the TGF-{31
inhibitor peptide P144

Because TGFp1 plays an important role in the induction of
factors relevant for melanoma progression, we analyzed the in
vitro and in vivo effects of the TGFB1 inhibitor peptide P144
(17). In vitro analysis of the classical TGFP1 signaling pathway
showed that phosphorylation of Smad3 in A375 cells was
decreased after treatment with P144 (Fig. 4A). Accordingly,
TGFB1-induced MCP-1 and IL-10 production in A375 cell
cultures was specifically inhibited by this peptide (Fig. 4B).

Because of the inhibitory effects that P144 had on A375 cells
in vitro, we tested this peptide in in vivo tumor models. We first
implanted A375 cells subcutaneously in athymic mice, and
when tumor diameter reached 5 mm, animals were given P144
injections daily for 3 weeks. TGFP1 is detected both in the
serum of these animals and in tumor homogenates, suggesting
that this cytokine could be relevant in this in vivo model and
susceptible to be considered a target. A significant delay in
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Figure 4. In vitro effects of the TGFB1 inhibitor peptide P144. A, A375 cells
were stimulated with TGFB1 for 1 hour in the presence of TGFB1 inhibitor
peptide P144 or control peptide P301, and Smad3 phosphorylation was
measured by Western blotting. B, A375 cells were stimulated in 96-well
plates (n = 6 per group) for 48 hours with TGFB1 in the presence of P144,
control peptide P301, or anti-TGFB1 antibodies, and MCP-1 and IL-10
production was measured by ELISA. Representative results of 4
independent experiments are shown. neg, negative; iso, isotype.
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Figure 5. In vivo effect of TGFB1 inhibitor peptide P144 on A375 tumor
growth and angiogenesis. A, athymic mice (n = 6-8 per group) bearing
subcutaneous A375 melanoma tumors were treated daily during 21 days
with P144 peptide or vehicle, and tumor growth and animal survival were
monitored. B, macrophage infiltrate, evaluated by counting F4/80 positive
cells, and MCP-1 content in homogenates were analyzed in tumors from
mice treated for 8 days as in A. C, angiogenesis, measured as hemoglobin
content, was evaluated in mice injected with Matrigel plugs containing
A375 cells and treated with P144 or control vehicle for 7 days. D,
angiogenesis was evaluated as previously in mice injected with Matrigel
plugs containing A375 cells and treated with or without anti MCP-1
neutralizing antibodies. Data are representative of 1 of 2 to 3 independent
experiments. *, P < 0.05; **, P < 0.01.

tumor growth and enhanced survival was observed in those
mice treated with P144 (Fig. 5A). They also had a lower
number of tumor-infiltrating macrophages, associated with
lower MCP-1 levels (Fig. 5B). A similar decrease in MCP-1
levels was also observed in the serum (Supplementary
Fig. S1A). Moreover, treatment with P144 reduced intratumor
VEGF levels (Supplementary Fig. S1B) and inhibited tumor
angiogenesis, measured as a hemoglobin content (Fig. 5C) or
CD31 staining (Supplementary Fig. S1C). Finally, in vivo inhi-
bition of MCP-1 with neutralizing antibodies decreased tumor
angiogenesis, showing the role of this chemokine in this tumor
model (Fig. 5D).
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The immunosuppressive effect of TGFB1 was studied in
immunocompetent C57BL/6 mice bearing B16-OVA mela-
noma tumors, in which the production of TGFB1 (25) and
IL-10 (26) has been reported. Although treatment of tumor-
bearing mice with OVA antigen plus adjuvants poly(I:C) and
anti-CD40 delayed tumor growth, combination of this treat-
ment with P144 promoted a higher tumor growth inhibition
(Fig. 6A). This decreased tumor growth was associated with
lower intratumor IL-10 (Fig. 6B). The analysis of innate
immunity in the spleen of tumor-bearing mice showed that
P144 enhanced the proportion of activated CD86" DCs
induced by immunotherapy, as well as the activity, measured
as IFNy production, of NK cells (Supplementary Fig. S2).
Moreover, splenic T cells from P144-treated mice produced
higher TFNY levels after stimulation with the CD8" epitope

A B
250 1.5
. =
£ 200 2
£ E'1 0
£150 g *k
: g
100 =
E E 0.5
E 50 =
=
0 . 0
UT Adj Adj UT Adj Adj
+
P144 p1+44
C D
* %k
4 *k Kk €50
3 *
© a0
- o
23 o
=) £ 30
: —
Fs 2
E *;_20
= z
1 % 10
0 0
UT Adj Adj UT Adj Adj
+ +
P144 P144

Figure 6. In vivo effect of TGFB1 inhibitor peptide P144 on B16-OVA
tumor growth and immune response. C57BL/6 (n = 6-8 mice per group)
bearing subcutaneous B16-OVA tumors were treated with immunotherapy
(Adj; OVA plus poly(l:C) and anti-CD40) with or without P144 or left
untreated. At day 7, tumor volume (A) and intratumor IL-10 content

(B) were evaluated. C, in the same animals, activation of splenic T cells,
measured as IFNy production, was analyzed by ELISA after a 2-day
stimulation with the CD8 epitope OVA(257-264). D, intratumor IFNy levels
in tumor homogenates from mice treated as previously were measured
by ELISA. Data are representative of 1 of 2 independent experiments.

*, P <0.05; **, P < 0.01.

OVA(257-264) (Fig. 6C). This enhanced activation of innate
and adaptive immunity resulted in higher intratumor levels of
IFNy (Fig. 6D).

Discussion

In the present study, we showed that TGFP1 enhances the
production of MCP-1 and IL-10 by A375 melanoma cells, two
factors associated with the progression of this malignancy
(27). It has been described that MCP-1 increases tumor-
associated monocyte/macrophages, leading to a higher degree
of angiogenesis (28). Moreover, IL-10 has been detected as
elevated levels in sera from patients with melanoma and is
associated with a shorter survival rate in advanced melanoma
patients (16). However, to our knowledge, the present work is
the first to report the induction of MCP-1 and IL-10 by TGFf31
in melanoma cells. Preliminary experiments, carried out using
primary tumor lines obtained from patients with metastatic
melanoma, have also shown an increase in MCP-1 induction
by TGFf1 (E. Feijoo, unpublished results), which confirms the
clinical relevance of this finding.

Cross-talk between different signaling pathways has been
described to explain the effect of TGFB1 on different factors
related to cancer progression. Besides the TGF1-Smad path-
way, several groups have also observed the TGFf1-mediated
activation of Smad-independent pathways (29-31). We have
determined that TGFB1-dependent Smad3 phosphorylation is
responsible for the MCP-1 increase and IL-10 induction in
A375 cells. Because IL-10 is induced by TGFB1 and it has been
previously described that MAP/ERK signaling pathway was
implicated in the expression of IL-10 mRNA in A375 cells (32),
we hypothesized that this signaling pathway could interact
with the Smad3 signaling pathway induced by TGFB1. We
have shown that the MAP/ERK1/2 pathway, which is consti-
tutively activated in this melanoma cell line due to the
BRAF""! mutation, a mutation detected in 66% of melano-
mas (33), is not activated by TGFf1. However, using specific
inhibitors, we found that both Smad3 and MAP/ERK1/2 path-
ways were essential for the expression of IL-10. We have also
found that A375 cells show constitutive expression of IL-8, a
factor dependent on the MAPK/ERK1/2 pathway but inde-
pendent on TGFP1 (data not shown). Because PISK/AKT
signaling supports the survival of melanoma cells (34) and
has been implicated in the progression of human melanoma
(35), we tested the role of this pathway in the production of
MCP-1 and IL-10. Even though TGF1 has no effect on the
phosphorylation of AKT, by using a specific inhibitor of PI3K,
we observed that MCP-1 production by A375 cells is triggered
by this signaling pathway as well as by the Smad3 and MAPK/
ERK signaling pathways. These results suggest the existence of
a downstream cross-talk between Smad3, PI3K/AKT, and
MAP/ERK1/2 signaling pathways in the expression of MCP-
1 and IL-10 in A375 melanoma cells.

Besides the direct effects of TGFB1 on tumor cells,
our studies show new indirect mechanisms induced by TGF1
that facilitate melanoma progression. Indeed, TGF1-depen-
dent upregulation of MCP-1 resulted in a higher attraction of
monocytes, which have been conditioned by tumor cells to
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produce proangiogenic factors VEGF and bFGF, suggesting
that TGFB1 may promote mechanisms that not only favor
monocyte infiltration but also condition these cells toward a
phenotype that facilitates melanoma progression. There are a
number of publications indicating the relevant role of macro-
phage polarization from M, to M, in tumor progression (36,
37). According to this, our results support that monocytes
could enhance tumor growth directly by the production of
growth factors such as bFGF (38) and VEGF (39), and, indir-
ectly, by their proangiogenic effect (13). This possibility seems
to be in agreement with a previous work showing that MCP-1
blockage prevented angiogenesis and tumor growth in human
malignant melanoma (40). Moreover, the induction of TGF1
mRNA in monocytes cultured with A375 melanoma condi-
tioned medium might suggest that tumor-infiltrating mono-
cytes could be a source of this cytokine in patients with
melanoma. As it has been described in this work, this TGF3
production may constitute a positive loop that further
enhances tumor progression.

Consistent with the immunosuppressive effect of IL-10, we
have shown that TGFB1-MCM induced an IL-10-dependent
functional impairment of dendritic cells, characterized by a
lower production of proinflammatory factors TNFo and IL-12
and the upregulation of immunoregulatory molecules PDL-1
and COX-2. Moreover, we have also observed that TGFB1-
MCM induced other suppressive factors such as IDO in DCs,
which may cause their impairment, although in this case, it
was independent of the production of IL-10. As a result, a
decreased ability to activate IFNy-producing T lymphocytes
was observed in DCs cultured with TGF1-MCM. Thus, these
results show that in melanoma, TGFB1 not only acts on DCs
through the already described direct immunosuppressive
mechanism (5) but also through indirect pathways mediated
by IL-10 and other unknown factors which will enhance the
final negative effect on this important cell population.

The multifaceted effect of TGFB1 on tumor progression
suggests that inhibition of this cytokine should be considered
when planning therapeutic strategies in melanoma patients.
Indeed, we have reported that inhibition of this cytokine in
combination with immunotherapy had some beneficial effects
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Abstract

Low antigen expression and an absence of coimmunostimulatory signals may be partly responsible for the low
immunogenicity of many tumors. It may be possible to overcome this situation by defining a combination of
adjuvants and antigens that can activate a high-avidity antitumor response. Using the poorly immunogenic B16-
OVA melanoma cells as tumor model, we tested different combinations of adjuvants and antigens to treat
established tumors. In the absence of exogenous antigens, repeated administration of the TLR7 ligand
Imiquimod together with anti-CD40 agonistic antibodies activated only innate immunity, which was insufficient
to reject intradermal tumors. Administering this adjuvant combination together with OVA as a tumor antigen
induced T-cell responses that delayed tumor growth. However, administering a combination of anti-CD40 plus
TLR3 and TLR? ligands, together with antigen targeting to dendritic cells through TLR4, was sufficient to induce
tumor rejection in 50% of mice. This response was associated with a greater activation of innate immunity and
induction of high-avidity polyfunctional CD8" T-cell responses, which each contributed to tumor rejection. This
therapy activated T-cell responses not only against OVA, which conferred protection against a rechallenge with
B16-OVA cells, but also activated T-cell responses against other melanoma-associated antigens. Our findings
support the concept that multiple adjuvant combination and antigen targeting may be a useful immunother-

apeutic strategy against poorly immunogenic tumors. Cancer Res; 71(9); 3214-24. ©2011 AACR.

Introduction

Tumor immunotherapy is aimed at inducing immune
responses to destroy tumor cells (1). However, tumors usually
behave as poorly immunogenic for T cells, because as opposed
to professional antigen presenting cells such as dendritic cells
(DC), they express low levels of antigens, MHC, and costimu-
latory molecules (2). Moreover, unlike danger signals asso-
ciated with pathogens, such as toll-like receptor (TLR) ligands,
or inflammatory signals (cytokines or CD40L expressed on
activated CD4 T cells), which induce DC maturation, tumor
cells do not release immunogenic danger signals, unless they
are submitted to radio- or chemotherapy (3). DC maturation,
which involves upregulation of costimulatory, adhesion, and
antigen-presenting molecules as well as the production of
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cytokines and chemokines, is necessary for correct T-cell
activation (4). Therefore, to overcome the low tumor immu-
nogenicity, new therapeutic strategies are based on the use of
adjuvants (molecules able to induce DC maturation) with or
without exogenously added tumor antigens, which will acti-
vate DC to properly present tumor antigens to T cells and
trigger their effector functions (5). With this aim, a great effort
has been made to characterize DC-activating ligands to be
used as adjuvant molecules, due to their immunostimulatory
and/or targeting properties, and thus avoid the use of micro-
organisms containing undefined adjuvant mixtures (6). These
activating molecules have been shown to increase the immu-
nostimulatory properties of DC by signaling through different
activation pathways, and in some cases, synergistic effects
have been observed (7-11). Thus, development of therapeutic
strategies based on the use of molecularly defined compo-
nents is a main goal in tumor immunology.

We had previously shown that administration of an adju-
vant mixture containing the TLR3 ligand poly(I:C) and ago-
nistic anti-CD40 antibodies, together with ovalbumin (OVA)
as tumor antigen, protected mice against the growth of E.G7-
OVA thymoma and rejected established tumors in this model
(12). B16 melanoma cell lines (13) are poorly immunogenic
tumors which have many characteristics of tumors found
in patients and consequently, may be a good model to
develop immunotherapeutic strategies with potential clinical
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applications. Several approaches have been used to induce
immune responses able to reject B16 melanoma. They are
based on the use of DC pulsed or expressing different types of
antigens (14-16) or complex immunogens such as recombi-
nant viruses, bacteria, or virus-like particles which contain
many DC-activating signals (17-19). All these data prompted
us to develop an immunotherapeutic strategy to treat B16-
OVA established tumors using combinations of adjuvants and
antigens. We report below the antitumor efficacy of this
strategy, together with the immunological mechanisms
responsible of its outcome.

Materials and Methods

Reagents

Peptides OVA(257-264) and TRP-2(180-188) were synthe-
sized in an automatic APEX 396 multiple peptide synthesizer
(Aapptec LLC). Peptide identity was confirmed by mass
spectrometry and their purity was >95%, as determined by
HPLC. OVA protein was purchased from Sigma Aldrich.
Proteins containing the extra domain A from fibronectin
EDA and EDA-OVA were produced as described (20). Endo-
toxin levels in these proteins were below 0.2 EU/ug protein as
analyzed using the LAL test (Cambrex). Imiquimod was used
in vivo as Aldara cream (Meda Pharma) and for in vitro
experiments was obtained from Invivogen. Poly(I:C) was
obtained from Amersham and agonistic anti-CD40 antibody
was purified from FGK45.5 hybridoma cells as described (12).

Mice

Female C57BL/6 mice (6-8 weeks old; Harlan) were main-
tained in pathogen-free conditions and treated according to
guidelines of our institution, after study approval by the review
committee.

Cell lines

Parental EL-4 thymoma cells, OVA-transfected E.G7-OVA
cells, and the NK-sensitive cell line YAC-1 were purchased
from American Type Culture Collection and were grown as
described (21). Cells were thawed and passaged according to
ATCC guidelines for less than 6 months from the time they
were received or thawed. ATCC authenticates cell lines by
DNA fingerprinting by short tandem repeat analysis. B16-OVA
(22) and B16.F10 tumor cells (13), obtained from Dr. G.
Kroemer, were grown in DMEM containing 10% fetal calf
serum and antibiotics. No authentication was done, but the
expression of OVA and TRP-2 antigens and MHC-I molecules
was tested before the experiments by RT-PCT and flow
cytometry, respectively.

Immunization of mice

Naive mice received combinations of Imiquimod cream
(topical application; 2.5 mg/mouse) plus subcutaneous
administration of poly(I:C; 50 ug/mouse), anti-CD40 (50 pg/
mouse), OVA protein (2-11 nmol/mouse), EDA (2 nmol/
mouse), or EDA-OVA protein (2 nmol/mouse). Six days later,
animals were killed and splenocytes were obtained for immu-
nological analysis.

Tumor treatment experiments

Mice were injected intradermally with 10° tumor cells and
when the tumor diameter reached 4 to 5 mm, treatment
protocols containing combinations of the following adjuvants
and antigens were applied in a 20-day protocol: Imiquimod
cream was topically applied daily (2.5 mg/mouse) to shaved
skin at the tumor site, whereas poly(I:C; 50 pg/mouse), anti-
CD40 (50 pg/mouse), OVA protein (11 nmol/mouse) and EDA-
OVA protein (2 nmol/mouse) were administered intratumor
(i.t.) 3 times per week. Untreated mice challenged with tumor
cells were used as positive controls of tumor growth. In some
cases, tumor treatment was accompanied by administration
of 200 pg of depleting anti-CD8, anti-NK1.1 or isotype control
antibodies on days —1, 0, 2, 4 and 6, being 0 the day when
treatment starts. Tumor volume was calculated according to
the formula: = (length x width?)/2. Mice were killed when
tumor diameter reached 17 mm.

Ex vivo analysis of DC

Mice bearing 4 to 5 mm tumors (n = 5) received a single
administration of different adjuvant combinations as
described earlier, and 1 day later tumors or tumor-draining
lymph nodes were removed, pooled, and DC analyzed directly
by flow cytometry or by real-time PCR after purification with
anti-CD11c-conjugated magnetic beads (Miltenyi).

Analysis by real-time PCR

Total RNA extraction from tumor cell lines or dendritic cells
and real-time PCR were performed as described (23), using
primers shown in Supplementary Table S1. Results were
normalized according to B-actin. The amount of each tran-
script was expressed by the formula: 2°°* [ACt = Ct
(B-actin) — Ct(gene)].

ELISPOT

Cells producing IFN-y were enumerated by ELISPOT assays
using a kit from BD-Biosciences as described (12). For T-cell
responses, splenocytes were stimulated with peptides OVA
(257-264; 1 ug/mL), TRP-2 (180-188; 10 ng/mL), OVA protein
(10 pg/mL) or 4 x 10" irradiated (20,000 rads) tumor cells.
When measuring NK-cell-derived production of IFN-v, sple-
nocytes were incubated with 4 x 10* mitomycin C-treated
YAC-1 cells.

Flow cytometry

Expression of MHC K® class I molecules in tumor cells was
analyzed using anti-KP-FITC labeled antibodies. To analyze
NK cells and DC, spleens, tumor-draining lymph nodes or
tumors were treated with collagenase and DNAse for 15
minutes and homogenized. Then, cells were first incubated
for 10 minutes with Fc Block (BD-Biosciences) and stained
with specific antibodies. For NK cell analysis, cells were
stained with anti-CD69-FITC, anti-CD3-PE and anti-
NK1.1-APC-labeled antibodies. DC were analyzed using
anti—-CD11c-APC, anti-IA® (either PE or FITC), anti-CD86-
FITC, anti-CD80-FITC, and anti-CCR7-PE antibodies. To
measure IL-12 production, DC were incubated for 5 hours
with GolgiStop and after fixation and permeabilization were
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labeled with anti-CD11c-APC, anti—IAb—FITC, and anti-IL-12
p70-PE. OVA(257-264)/H-2K" tetramer-specific T cells were
enumerated as described (21), using a 1/1000 tetramer dilu-
tion. T-cell activation was analyzed after stimulation of sple-
nocytes with 1 ng/mL of OVA(257-264) in the presence of
GolgiStop and GolgiPlug (BD-Biosciences) with or without
anti-CD107-FITC antibodies for 4 hours. Then cells were
labeled with anti-CD8-APC and fixed, permeabilized, and
stained with anti-IFN-y-PE. For triple cytokine analysis, after
surface staining with anti-CD8-FITC, cells were stained with
anti-IFN-y-PE, anti-TNF-o-PE-Cy7, and anti-IL-2-APC
labeled antibodies. All antibodies were from BD-Biosciences,
except anti-NKI.1 (e-Bioscience). Expression of the different
markers was analyzed with a FACSCalibur flow cytometer
(Becton Dickinson) and Flowjo software (Tree Star, Inc.).

Measurement of cytokines by ELISA

IL-12 and TNF-o. content in the serum obtained from the
retroorbital plexus of mice, and IFN-y from 48 hours culture
supernatants of splenocytes stimulated with different con-
centrations of OVA(257-264) were measured using OptEIA
Sets from BD-Biosciences.

Statistical analysis

Survival curves of animals treated with different protocols
were plotted according to the Kaplan-Meier method and were
compared using the log-rank test. Inmune responses were
analyzed using nonparametric Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney U tests. P < 0.05 was taken to represent statistical
significance.

Results

Immunotherapy based only on adjuvant administration has
a poor effect on B16-OVA tumor-bearing mice, inducing
innate but not adaptive immunity

We have previously reported that a single prophylactic
administration of adjuvant molecules poly(I:C) and agonistic
anti-CD40 antibodies plus OVA protein induced potent T-cell
responses which protected 100% of mice from the growth of
subcutaneous E.G7-OVA tumors (12). When this protocol was
applied to the B16-OVA melanoma model, no differences in
tumor growth and survival were observed between control
and vaccinated mice (Supplementary Fig. S1A and B), demon-
strating the poor immunogenicity and recognition of B16-OVA
cells. Indeed, OVA expression of B16-OVA cells was very low,
as compared with E.G7-OVA cells, and the same low expres-
sion was obtained for MHC class I K” molecules (Supplemen-
tary Fig. S1C and D). This prompted us to adopt the poorly
immunogenic B16-OVA tumor model to develop therapeutic
strategies.

Because repeated intratumor administration of poly(I:C)
and anti-CD40 rejected 35% of established E.G7-OVA tumors
(12), we decided to test the therapeutic efficacy of repeated
adjuvant administration on the B16-OVA tumor model. In
these experiments, we combined topical application of Aldara
cream (containing the TLR7 ligand Imiquimod) and intratu-
mor injection of anti-CD40 antibodies. Mice bearing 7-day

intradermal tumors (5 mm) received repeated adjuvant
administrations in a 20-day interval. As shown in Figure
1A, treated mice had a slight delay (P < 0.05) in tumor growth,
but all mice died by day 40.

Rejection of E.G7-OVA tumors after administration of poly
(LC) plus anti-CD40 was associated with the induction of
innate and adaptive immunity (12). Therefore, we studied
these parameters when using Imiquimod and anti-CD40 as
adjuvants. Naive mice received a single administration of
Imiquimod plus anti-CD40 and NK cell activity was studied
by measuring CD69 upregulation on CD3 NK1.17 cells and
IEN-y production against the NK-sensitive YAC-1 cell line. A
high activity in both functions was found at 24 hours (Fig. 1B).
Regarding spleen DC, a clear upregulation of CD86 was
observed (Fig. 1C). Finally, analysis of serum cytokines showed
a peak for IL-12 at 6 hours (226 pg/mL), whereas TNF-c levels
grew until 48 hours (625 pg/mL).

Analysis of antitumor adaptive immune responses was
carried out in tumor-bearing mice, untreated or treated with
Imiquimod plus anti-CD40. None of these groups displayed
IFN-y production against the CD8 T-cell epitope OVA(257—
264) or OVA protein in ELISPOT assays (Fig. 1D). These results
suggest that administration of adjuvants to B16-OVA tumor-
bearing mice induces innate but not adaptive immunity.

Combination of adjuvants Imiquimod and anti-CD40
with the tumor antigen OVA induces adaptive
immunity with better antitumor effects

The lack of adaptive immunity in B16-OVA-tumor bearing
mice treated with adjuvants alone led us to hypothesize that
inclusion of an antigen together with adjuvants might be able
to induce T-cell responses. Indeed, repeated administration of
OVA together with poly(I:C) and anti-CD40 enhanced E.G7-
OVA tumor rejection from 35% to 100% (12). Immunization of
naive mice with OVA plus the adjuvant combination Imiqui-
mod and anti-CD40 had a strong effect on the induction of T-
cell responses (Fig. 2A), similar to responses observed when
combining OVA plus poly(I:C) and anti-CD40 (12). We thus
treated tumor-bearing mice with OVA plus Imiquimod and
anti-CD40 3 times per week during a 20-day period. In this
case, tumor volume was kept below 0.5 cm® during the
treatment period, as compared to untreated animals, which
at day 20 had a mean tumor volume above 1 cm® (P < 0.05;
Fig. 2B). Moreover, only 33% of untreated mice were alive at
the end of treatment (day 20), whereas 100% of treated mice
survived (P < 0.05; Fig. 2C). Also, as opposed to mice treated
only with adjuvants (Fig. 1A), once treatment finished, animals
treated with OVA plus Imiquimod and anti-CD40 had slow-
growing tumors until day 30, when they started to grow and
finally all mice died at day 40. We also analyzed the antitumor
effect of OVA plus the combination of poly(I:C) and anti-CD40,
a similar T-cell activation strategy (12) which induced rejec-
tion of E.G7-OVA tumors. Equivalent results were obtained in
these experiments, with a significant delay in tumor growth
(P < 0.01), but without tumor rejection (Supplementary
Fig. S2).

The lack of tumor rejection in treated animals could not
be attributed to the absence of T-cell responses, because
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Figure 1. Immunotherapy based only on adjuvant administration has a poor effect of B16-OVA tumor-bearing mice. A, C57BL/6 mice (n = 6) were injected
s.c. with 10° B16-OVA tumor cells and when tumor diameter reached 5 mm they were treated 3 times per week during a 20-day period with Imiquimod
+ anti-CD40 or left untreated. Graph represents average tumor volume per group of animals studied and survival (*, P < 0.05, untreated vs. Imiquimod
+ anti-CD40). B, naive mice (n = 3) were injected with Imiquimod plus anti-CD40 and NK-cell activation was measured 1 day later in the spleen as
CD69 upregulation in CD3"NK1.1" cells (filled bars) and as IFN-y production against the NK-cell-sensitive YAC-1 cell line (open bars). C, activation of
splenic DC in animals shown in B was measured as % of CD86" cells in the CD11c™ population. D, mice (n = 3) with 7-day tumors were treated twice
2 days apart with Imiquimod plus anti-CD40 or left untreated and 1 week after first treatment recognition of peptide OVA(257-264) and OVA protein by
splenocytes was measured by ELISPOT. Results are representative of 2 independent experiments.

tumor-bearing mice treated with as few as 2 immunizations
showed clear responses against tumor antigens (a represen-
tative example of mice treated with OVA plus Imiquimod and
anti-CD40 is shown in Fig. 2D). Thus, a protocol which
combines the tumor antigen with double-adjuvant mixtures
induces T-cell responses, delays tumor growth during treat-
ment period and some days beyond, but does not lead to
tumor rejection.

Multiple adjuvant combination and antigen targeting
enhances innate immunity

The poor but significant effect that antigen plus adjuvant
administration had on tumor growth suggested that new
strategies inducing enhanced T-cell responses might be more
suitable to attain tumor rejection. Thus, looking for a higher
synergistic effect between adjuvants, all 3 molecules (anti-
CDA40, poly(I:C) and Imiquimod) were included in a multiple
adjuvant combination (MAC). Moreover, to enhance not only
innate immunity, but also to target antigen to antigen pre-
senting cells, OVA was coupled to the extra domain A of
fibronectin (EDA), a TLR4 ligand which enhances innate and
adaptive immunity, and when coupled to antigens, targets
them to TLR4-expressing antigen presenting cells (20). Con-

cerning the activation of innate immunity, in vitro experi-
ments using bone marrow-derived DC from naive mice
stimulated with the different combinations showed that
MAC + EDA induced the highest levels of mRNA correspond-
ing to costimulatory molecules associated with T-cell activa-
tion and cytokines important for induction of CD8 T-cells
(Supplementary Fig. S3). Most importantly, ex vivo analysis of
tumor-draining lymph node DC from mice treated with
different combinations showed that MAC or EDA+MAC
induced the highest CD80 and CD86 expression levels, as
occurred with IL-12 and the chemokine receptor CCR7, in
accordance with the higher numbers of DC found (Fig. 3A).
Equivalent results were obtained analyzing mRNA of costi-
mulatory molecules, IL-15 and IL-15R (P < 0.05; MAC or EDA +
MAC vs. remaining groups; Fig. 3B). Administration of EDA
without additional adjuvants had a negligible effect on these
parameters. No clear differences were observed when analyz-
ing tumor DC (data not shown), probably due to migration of
activated DC to draining lymph nodes.

Ex vivo analysis of NK cell activation, after a single admin-
istration of adjuvant combinations to naive mice showed that,
EDA-OVA + MAC induced the strongest NK-cell derived IFN-y
production of the 4 combinations tested (Supplementary Fig. S3;
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P < 0.01; EDA-OVA + MAC vs. EDA-OVA + Imiquimod + anti-
CD40, or OVA + MAC vs. OVA + Imiquimod + anti-CD40).
When adjuvants were administered to tumor-bearing mice,
MAC and EDA + MAC were the most potent combinations
(P < 0.05; MAC or EDA + MAC vs. remaining groups; Fig. 3C).

Multiple adjuvant combination and antigen targeting
induces polyfunctional high avidity T-cell responses

Analysis of adaptive immunity in naive mice immunized
with the different combinations was done by ELISPOT
assays which measured the number of CD8 and CD4 T-cells
producing IFN-y against OVA(257-264) peptide and OVA
protein, respectively. EDA-OVA + MAC showed a synergistic
effect, as compared with immunization with OVA plus triple
or double adjuvant combinations (Fig. 4A; P < 0.01; EDA-
OVA + MAC vs. remaining groups). Antigen coupling to
EDA was necessary to obtain these high responses, because
immunization with MAC plus EDA and free OVA induced
lower responses, mainly for those mediated by CD8 T cells
(Supplementary Fig. S4).

Besides quantitative parameters of T-cell activation, the
quality of the CD8 T-cell responses was studied by stimulating
splenocytes with decreasing OVA(257-264) concentrations.

Interestingly, splenocytes from mice immunized with EDA-
OVA + MAC and stimulated with concentrations as low as 0.1
to 1 ng/mL of OVA(257-264) still produced high amounts of
IFN-y (Fig. 4B), as compared to the other groups. These higher
IFN-y levels were due not only to a expansion of high-avidity
OVA(257-264)-specific T-cells, as found by staining with low
OVA(257-264)/K® tetramer concentrations, but also to
enhanced activation of IFN-y-producing cells, as demon-
strated in ELISPOT assays using 0.1 ng/mL of peptide
(Fig. 4C). Finally, other qualitative aspects were analyzed at
the single cell level by studying polyfunctional CD8 T-cells
(cells producing several cytokines and displaying different
effector functions). These analyses were carried out on
high-avidity T cells, by stimulating splenocytes with 1 ng/
mL of OVA(257-264). First, a higher number of CD8 T cells
with lytic activity against OVA(257-264), determined by the
expression of CD107, was found in splenocytes from mice
immunized with EDA-OVA + MAC; and second, these animals
had the highest percentage of CD8 T cells simultaneously
producing IFN-y, TNF-o, and IL-2 (Fig. 4D). These results
suggest that immunization with EDA-OVA + MAC induces
stronger responses with a higher avidity for the antigen, which
are able to display several effector functions.
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Figure 3. In vivo activation of innate immunity by a multiple adjuvant combination. C57BL/6 mice (n = 5/group) were injected s.c. with 10° B16-OVA
tumor cells and when tumor diameter reached 5 mm they were treated with different adjuvant combinations. One day later, tumor-draining lymph

nodes were removed and pooled. A, expression of CD80, CD86, CCR7, IL-12 p70 molecules in the DC population, defined as CD11c"IAb™, as well as the
number of DC, were measured by flow cytometry. B, expression of mRNA of costimulatory molecules, IL-15 and IL-15R were measured by real-time PCR in DC
(n = 5 wells/group) purified with magnetic beads. C, NK cells were analyzed as the percentage of activated NK cells (CD69" in NK1.1"CD3™ cells) and by
IFN-y production against the NK-sensitive cell line YAC-1 in ELISPOT (n = 5 wells/group). Results correspond to 1 of 2 independent experiments.

With these results, we measured immune responses against
tumor cells in tumor-bearing mice treated during 10 days with
the different combinations. Mice treated with EDA-OVA +
MAC had the lowest tumor size at day 10 and the highest
proportion of tumor-free mice (Supplementary Fig. S5), in
agreement with the ability of their splenocytes to recognize in

vitro B16-OVA tumor cells (Fig. 4D), as well as B16.F10 cells. By
contrast, a lower or nil recognition by splenocytes from
remaining groups was observed. No differences in OVA
expression were observed in tumors belonging to groups
treated with different adjuvant combinations (Supplementary
Fig. S5).
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EDA-OVA + MAC administration induces B16-OVA
tumor rejection mediated by CD8" cells

EDA-OVA + MAC, characterized as the best combination to
induce innate and adaptive immune responses, was used to
treat B16-OVA tumor-bearing mice in long-term experiments.
In mice treated with this strategy, tumor growth was com-
pletely blocked until day 30, whereas all untreated mice had
already died by day 28. Moreover, beyond this day, tumor
growth rate was slower in the treated group, and half of mice
rejected their tumor and still survived at day 80 (P < 0.001;
EDA-OVA + MAC vs. UT; Fig. 5A and B).

Administration of EDA-OVA + MAC s.c. at a distal site
almost blocked tumor growth for 2 weeks, but as opposed to
intratumor administration, all tumors grew after treatment,
suggesting that local administration was required to maintain
the beneficial effect (Supplementary Fig. S6).

The relevance of effector populations on tumor rejection
induced by EDA-OVA + MAC administration was studied by
depleting CD8 and NK cells in tumor-bearing mice before
treatment. These experiments (Fig. 5D) showed that CDS8
depletion abrogated most of the beneficial effect provided
by EDA-OVA + MAC (P < 0.01; CD8-depleted vs. Isotype, in
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Figure 5. Therapeutic administration of EDA-OVA-+MAC induces tumor
rejection mediated by CD8™ cells. C57BL/6 mice (14-17 per group) were
injected s.c. with 10° B16-OVA tumor cells and when tumor diameter
reached 5 mm they were treated during a 20-day period with EDA-
OVA+MAC or left untreated. Tumor volume (A) and mice survival (B) was
monitored twice a week. Results correspond to the sum of 2 independent
experiments. C, C57BL/6 mice (7-9 per group) were injected s.c. with 10°
B16-OVA tumor cells and when tumor diameter reached 5 mm they were
depleted of CD8 cells, NK cells, or administered control antibodies
previously to treatment with EDA-OVA+MAC as earlier. Undepleted
untreated mice were used as control, and tumor growth was measured in
all groups.

survival). Depletion of NK cells had only an initial minor effect
on tumor growth, in agreement with a decrease of 15% to 20%
in the induction of CD8 responses when using mice depleted
of NK cells (Supplementary Fig. S7), but no differences were
finally observed in survival (P = 0.77; NK-depleted vs. Isotype).
These results suggest that CD8 cells are the main effector
population responsible for tumor rejection.

Administration of EDA-OVA+MAC to tumor-bearing
mice induces T-cell responses against different tumor
antigens

To analyze the role of the different tumor antigens recog-
nized by T-cells, at day 80 (60 days after finishing treatment),
re-challenge experiments were carried out in surviving ani-
mals. None of cured animals after treatment with EDA-OVA +
MAC developed tumors when re-challenged with B16-OVA
cells, whereas a quick tumor growth was observed in control
untreated mice. Moreover, when equivalent mice cured after
treatment with EDA-OVA + MAC were re-challenged with
B16.F10 tumor cells, which do not express OVA, 80% of mice
remained tumor free (Fig. 6A). Study of responses against
tumor antigens expressed by B16-OVA tumor cells in cured
mice showed that they not only recognized OVA, but also the
melanoma antigen TRP-2 (Fig. 6B), suggesting that this treat-
ment not only induces responses against the administered
antigen, but also against other antigens expressed by tumor
cells. Indeed, in agreement with results shown in Figure 5, as
early as 10 days after starting treatment, responses against
TRP-2(180-188) peptide were observed in mice receiving EDA-
OVA + MAC or OVA + MAC (Fig. 6C). This prompted us to see
the efficacy of a new therapy based on administration of MAC
plus EDA fused to fragment 59-257 of TRP-2 (EDA-TRP2), a
protein that activates innate and adaptive immunity (Supple-
mentary Fig. S8). As shown in Figure 6D, all untreated animals
died by day 13, whereas 30% of mice treated with EDA-TRP2 +
MAC still survived at day 40 (P < 0.001; EDA-TRP2 + MAC vs.
UT).

Discussion

The failure of many preclinical immunotherapeutic strate-
gies when applied to patients is partially related to the poor
immunogenicity of human tumors, as opposed to malignant
cells used in animal models that are usually more immuno-
genic. Thus, protection or tumor rejection could not be
achieved in the B16-OVA tumor model using a mixture con-
taining OVA plus poly(I:C) and anti-CD40, a successful pro-
tocol used in the E.G7-OVA model. Indeed, B16-OVA cells
express much lower levels of OVA antigen and MHC mole-
cules, as compared to E.G7-OVA cells, which would impair
tumor recognition and rejection by antigen-specific T cells.
Thus, using this poorly immunogenic model, we have analyzed
the efficacy of different immunotherapeutic strategies based
on the use of different adjuvant combinations, with or without
tumor antigens. As opposed to the E.G7-OVA, B16-OVA
tumors are not rejected after repeated administration of
different double-adjuvant combinations. Adjuvant adminis-
tration in the former model induces both innate and adaptive
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immunity, whereas in the latter, only innate immune
responses can be detected. The low levels of tumor antigen
expressed and/or released by B16-OVA cells which are avail-
able for presentation to T cells after activation of innate
immune cells, probably account for the lack of induction of
T-cell responses. This hypothesis is reinforced by the finding
that tumor growth is slower only during the treatment period,
probably due to innate immunity primed by adjuvants, and
increases after treatment.

Inclusion of the antigen OVA with Imiquimod and anti-
CD40, or with poly(I:C) and anti-CD40, induced T-cell
responses in naive and tumor-bearing mice, and tumor
growth was delayed several days beyond the end of treatment,
suggesting that the induction of T-cell responses has addi-
tional but not sufficient antitumor effect. To overcome the
poor efficacy of these protocols, we used a multiple adjuvant

combination containing Imiquimod, poly(I:C), anti-CD40 as
well as EDA coupled to OVA, which acts as adjuvant through
TLR4 and targets the antigen to antigen presenting cells. In
this case, tumor rejection was observed in half of treated
animals, associated with a clear improvement of the immune
response induced by treatment. A synergy between different
adjuvants has been reported in vitro and in vivo for DC (7, 8, 10,
11, 24), mainly for those receptors which do not share signal-
ing pathways. Thus, we used poly(I:C), which binds to TLR3
(25) and triggers the TRIF pathway, Imiquimod, which uses
TLR7 with Myd88 as adaptor molecule (26), anti-CD40, which
triggers a TRAF-dependent pathway (27), and EDA, able to
bind to TLR4, a receptor connected to the TRIF and Myd88
pathways (28). Although EDA+MAC induced the highest
upregulation of costimulatory molecules as well as cytokines
associated with T-cell activation on DC in vitro, both MAC and
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EDA+MAC induced the highest DC activation in vivo in
tumor-bearing mice. Moreover, enhancing effects were
observed not only on antigen-presenting cells, which conco-
mitantly affect T-cell responses, but also on NK cells, which in
turn may also help the induction of Thl T-cell responses.
Indeed, when using this adjuvant combination, NK cells are
partially responsible for the induction of IFN-y-producing
CD8 T cells. The lack of tumor rejection in mice treated at a
distal site suggests that local effect of adjuvants is necessary
for tumor rejection, because it may activate innate immunity
with direct inflammatory and antitumor effects which also
collaborate by triggering adaptive immunity.

Regarding adaptive immunity, although MAC induced simi-
lar innate immunity in vivo, EDA-OVA 4+ MAC activated
stronger T-cell responses, probably due to the targeting effect
of EDA. Moreover, EDA-OVA + MAC also induced qualita-
tively better responses, related to antigen avidity and poly-
functional T cells. Concerning avidity of CD8 T cells, which has
been related to the efficacy of antiviral (29, 30) and antitumor
immunity (31, 32), it was found that CD8 T cells primed by
EDA-OVA+MAC strongly recognized OVA(257-264) peptide
at low antigen concentrations. The high IFN-y production
induced by these low antigen concentrations (a situation
similar to that found in poorly immunogenic tumors) prob-
ably helps upregulating MHC molecules on tumor cells, and
concomitantly in their recognition by T cells. Indeed, EDA-
OVA+MAC induced T cells that efficiently recognized B16-
OVA tumors in vitro, and is probably responsible for its
antitumor efficacy in vivo. In line with this result, it has been
recently published that an adjuvant combination containing
ligands of TLR2/6, TLR3 and TLR9 qualitatively enhanced T-
cell responses, by increasing their functional avidity in a viral
protection model (33). Interestingly, that triple combination,
which only shares with EDA + MAC the TLR3 ligand poly(I:
C), also increased IL-15 and IL-15R expression, a cytokine
which mediates CD8 T-cell avidity maturation (34), suggesting
that induction of this cytokine by adjuvant combinations
might be related to their ability to activate high-avidity T
cells. Finally, activation of polyfunctional CD8 T cells, those
producing several cytokines and displaying different effector
functions, was higher in response to low antigen concentra-
tions after EDA-OVA + MAC administration. Polyfunctional T
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Supplementary Figure S1.

Figure 1. Immunization with OVA plus poly(l:C) and antiCD40 does not
protect mice against the challenge with B16-OVA cells. C57BL/6 mice (n=6
per group) were immunized i.v. with OVA plus poly(l:C) and anti-CD40 or left
untreated. Six days later they were challenged s.c. with 5 x 10°> B16-OVA tumor
cells and evolution of tumor growth was monitored twice per week. Graphs
represent the average tumor volume per group of animals studied (A) and
survival (B). (C) OVA expression in tumor cells (n= 6 culture wells) as measured
by real time RT-PCR. Results are normalized with actin. (D) Analysis by flow
cytometry of tumor cells stained with anti-MHC class | Kb molecules (open

histogram) or control isotype (grey histogram).
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Supplementary Figure S2.

Administration of OVA with poly(l:C) plus anti-CD40 antibodies delays the
growth of established B16-OVA tumors. C57BL/6 mice (n=6) were injected
s.c. with 10° B16.0OVA tumor cells and when tumor diameter reached 5 mm they
were treated during a 20-day period with OVA plus poly (I:C) and anti-CD40.
Average tumor volume per group of animals studied (A) and survival (B) are
represented. (**; P<0.01)
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Supplementary Figure S3.

A multiple adjuvant combination plus antigen targeting strategy enhances
innate immunity. DC were stimulated in vitro in 96-well plates (n=4 wells/
group) with Imiquimod (5 pg/ml) and anti-CD40 (50 pg/ml), multiple adjuvant
combination (MAC; Imiquimod, anti-CD40 and poly (I:C) (50 pg/ml)), EDA (2
pUM) plus Imiquimod and anti-CD40 or EDA plus MAC and 5 h (A) or 24 h (B)
later they were harvested and expression of different molecules was analyzed

by real time RT-PCR. (A) Expression of mRNA of co-stimulatory molecules 4-



1BBL, CD70 and OX40L. (B) Expression of mRNA of cytokines IL-15, IL-12 p35
and IFN-a. (8 p<0.05 UT vs. remaining groups; ¥ p<0.05 Imiq + antiCD40 or
MAC vs. Imig + antiCD40 + EDA or MAC + EDA; Tt p<0.05 UT vs. Imiq +
antiCD40 + EDA or MAC + EDA) (C) C57BL/6 mice (n=3) received a single
administration of different adjuvant combinations. One day later they were
sacrificed and activation of NK cells was measured as IFN-y production against
YAC-1 cells.
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Supplementary Figure S4.

Conjugation of OVA antigen to EDA enhances the induction of T-cell
responses. C57BL/6 mice (n=3) received a single administration of MAC
(Imiquimod, poly (I:C) and anti-CD40) plus OVA (MAC + OVA) , MAC plus EDA
and free OVA (MAC + EDA + OVA) or MAC plus EDA conjugated to OVA (MAC
+ EDA-OVA). Six days after immunization the number of IFN-y producing cells
was measured by ELISPOT after stimulation with OVA (257-264) peptide.

Results are representative of one out of two independent experiments.
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Supplementary Figure S5.

Antitumor effect of different adjuvant combinations. (A) C57BL/6 mice
(n=12) were injected s.c. with 10° B16-OVA tumor cells and when tumor
diameter reached 5 mm they were treated during a 10-day period with different
antigen plus adjuvant combinations or left untreated. Graph represents average
tumor volume per group of animals studied. (B) Percentage of tumor-free mice
in experiment shown in A. (C) Expression of OVA mRNA by tumors from
representative mice treated with different adjuvant combinations shown in A. As
control B16.F10 and B16.OVA tumor cell lines were included.
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Supplementary Figure S6.

Tumor rejection induced by EDA-OVA + MAC adjuvant combination
requires local administration. C57BL/6 mice (n=8) bearing 5 mm B16-OVA
tumors were treated with EDA-OVA + MAC adjuvant combination by intratumor
or subcutaneous route for three weeks or left untreated. Average tumor volume

per group of animals studied (A) and survival (B) are represented.
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Supplementary Figure S7.

Induction of CD8 T cell responses after immunization with EDA-OVA +
MAC partially depends on NK cells. C57BL/6 mice (n=3) previously treated
with depleting antibodies against NK1.1 or isotype control received a single
immunization with EDA conjugated to OVA plus MAC (Imiquimod, poly (I:C) and
anti-CD40). Six days later the number of IFN-y producing cells was measured
by ELISPOT after stimulation with OVA (257-264) peptide or OVA protein (**;
P<0.01).
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Supplementary Figure S8.

EDA-TRP2 protein activates innate and adaptive immunity. Plasmid
pET20b-EDA-TRP2 (59-257), expressing a fusion protein containing amino
acids 59-257 from TRP2 linked to the C-terminus of EDA and six histidines was
made by using plasmid pET20b-EDA as described (Mansilla et al, J Hepatol,
2010). EDA-TRP2 (59-257) was purified from inclusion bodies (8M urea-20mM
HEPES) by a semi-preparative isoelectrofocussing (Rotofor, Biorad) followed
by affinity chromatography using Nickel Sepharose 6 Fast flow resin (GE
Healtcare Biosciences, Uppsala, Sweden). The resulting protein was refolded in
a sepharose G25 column using a urea gradient size-exclusion chromatography
and purified from endotoxins by using Endotrap columns (Profos Ag,
Regensburg, Germany). Purified protein was analyzed by SDS-PAGE and
stained with Coomassie blue (Bio-Safe Coomassie reagent, Bio-Rad, Hercules,
CA). (A) The activity of EDA-TRP2 (59-257), from now on denominated EDA-



TRP2, was tested in vitro using THP-1 monocyte cell line. THP-1 cells were
plated at 10° cells/well and cultured with EDA-TRP2 (1 pM), EDA-TRP2
previously digested with proteinase-K (using agarose-proteinase K beads
according to manufacturer’s instructions (Sigma, St Louis)), LPS (0,1 pug/ml) or
left untreated (UT) in culture medium for 15 hours. Human TNF-a released to
the medium by THP-1 cells in response to the stimuli was measured by ELISA
(BD-Biosciences). (B-C) C57BL/6 mice (n=3) were immunized with EDA-TRP2
+ MAC and one week later splenocytes were stimulated with CD8 epitope TRP2
(180-188) (B) or with EDA-TRP2 (C) and IFN-y production was measured in
ELISPOT assays.



Supplementary Table S1.

Primer sequences used for real-time PCR analyses

Gen

Sense primer (5’ - 3)

Antisense primer (5’ - 3’)

OVA

OX40L

4-1BBL

CD70

IL -15

IL-12 p35

IFN -alpha

B-actin

TATTCGITCAGCCTTGCCAC
AGT GGAAGAAGACGCTAAGC

AGTCCCTTTGGTTTTGCTGC
CTCAGTAAGCAGCAACAGAC
TAACTGAGGECTGGECATTC
CACGCTACCTCCTCTTTTTC
TCTYTCYTGYCTGAAGGAC
CGCGTCCACCCGCGAC

CTTTCTCCCACAGICCTTTC
TCCTCACATCTGGTAACTCGC
ACGATGCTTGGITTTTAGCC
TTGATGGATACGCAGATGCEC
GGGATGAAAGT CACTGIC
AGGCAACTCTCGITCTTGIC
CACAGRGCTGIGITTCTTC
CCTGGTGCCTAGEECE
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