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BIOGRAFIA

Qué dificil es hablar de uno mismo, no s¢ por
donde empezar, supongo que desde el principio. Soy
Carolina, naci en Antofagasta en 1986. Por cosas de
la vida, antes de cumplir un afio, mis papas se
trasladaron a Santiago con Francisco, mi hermano
mayor, y conmigo. Cuatro afios después nacio
Juanito, mi hermano menor. Estudié en el San
Gabriel, primero la Basica en la Sede Pastene, un
lugar pequefio, pero hermoso y acogedor, donde pasé
momentos inolvidables y conoci a mis grandes
amigas: Camilits, Jime y Margarita. Hoy puedo decir
que en Pastene vivi mis mejores afos de colegio. Al
terminar 8° habia que emigrar a la sede Bilbao, donde
conoci gente nueva, creci como persona y descubri
que me encantaba la ciencia. Nunca olvidaré las
clases de Biologia con la Miss Beatriz, ella me hizo

enamorar de todo ese mundo y quizas si no fuera por
ella no estaria escribiendo estas lineas. Al finalizar el colegio no sabia qué estudiar pero
si tenia claro qué no me gustaba. Preferia algo dinamico, que no tuviese mucho de
rutinario, que permitiera estar en suspenso todo el tiempo, algo que es casi imposible de
conseguir, la verdad, pero intufa que me gustaba la ciencia, queria investigar, encontrar
la cura de alguna enfermedad, queria aportar al mundo. Asi fue como elegi esta
profesion de nombre tan rimbombante, que casi tienes que pensarlo antes de decirlo:
Ingenieria en Biotecnologia Molecular, mas conocida como Biotec. Sin embargo, entrar
no fue facil. Mi puntaje PSU no me alcanzé para quedar seleccionada en dicha Carrera
en la Universidad de Chile, donde yo queria estudiar. Fue asi como opté por entrar al
Programa de Bachillerato en Ciencias, y con esa decision definitivamente mi vida dio
un vuelco, mi paso por la universidad no hubiera sido el mismo, sin haber estado
primero en Bachillerato, ahi aprendi a ser luchadora, a tener un pensamiento propio, a
ser fuerte y no rendirme. Si bien fue un camino lleno de desafios, al mismo tiempo
maravilloso, vivi mis mejores momentos de universidad, el mechoneo insuperable,
pastawa, los paros, las asambleas, los carretes en los pastos, los recreos en el quiosco, las
amanecidas estudiando, las idas a cartawa, las clases, en fin, todo. El primer semestre
junto con mis amigos Romina, Kike, Peon, Barbarilla, Pato, Nachito, Kabir, Felipe Cara
de Pato, Barbarilla, sin duda fue el mejor, pero tanto relajo nos paso la cuenta con las
notas y muchos de mis compafieros optaron por irse. El segundo semestre tuve que
ponerme las pilas y conoci a mis grandes amigas, estudiosas y responsables, andabamos
para todas partes juntas y por este motivo nos bautizaron como “el pack™, ellas me
ayudaron, subi las notas y fue asi como logré un cupo en Biotecnologia. Si bien habia

i




alcanzado un hito fundamental en mi trayectoria académica, me costaba aceptar que no
se repetirfan los momentos con mis inseparables compafieros de Bachi, aunque alli
conoci también a Fefio, con quien entramos juntos a Biotec, y desde entonces nos hemos
apoyado entre los dos. Cuando recién llegamos no conociamos a nadie, salvo a los
bachitec, los ramos eran dificiles, pero con el tiempo fiaimos descubriendo a nuestros
compafieros y personas de otras carreras de ciencias y me di cuenta de que habia mucha
gente parecida a mi y buena onda, imposible nombrarlos a todos, pero sin duda los tengo
grabados en mi memoria y en mi corazén. Ademas, conoci a mis grandes amigas, Eli,
Marielilla, Fabi, Gabi, quienes junto con Fefio llenaron mi vida universitaria, muchos
momentos que vivimos y seguiremos viviendo juntos. En lo académico, persistia mi
interés en investigar algo relacionado con medicina y que ayudara a las personas.
Llegué, entonces, al Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, al Laboratorio de Inmunologia Anti-tumoral,
donde me entrevisté con el Dr. Flavio Salazar para solicitar me permitiera realizar alli mi
tesis. Y &l me brindé una muy buena acogida, en un principio costé adaptarse al ritmo
de un laboratorio, pero ese periodo durd poco y terminé sintiéndome muy contenta de
trabajar ahi, especialmente por las personas que conoci. El proceso no estuvo exento de
dificultades, sobretodo por la situacién monetaria del laboratorio, pero atn asi, tuvo
mucho mis de dulce que de agraz, todo el tiempo que estuve ahi, sentf el carifio y apoyo
de las personas, no solo del laboratorio, sino también de todo el Programa de
Inmunologia. De hecho no fue una despedida facil, pero entiendo que es necesario seguir
creciendo y buscando nuevas oportunidades, y como dicen por ahf, “la vida es un
circulo” y espero que tarde o temprano nos volvamos a encontrar.
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“If you don’t know where you are, you don’t know who you are... Migratoriness has its
dangers.” The sense of place, Wallace Stenger (Random House, 1992)



RESUMEN

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de antigenos profesionales
derivadas de la médula dsea. Debido a su rol como potentes inductores de la respuesta
inmune, estas células son ampliamente usadas en contextos clinicos experimentales en
inmunoterapias anti-tumorales. Recientemente ha sido desarrollada una vacuna basada
en DCs usando monocitos autdlogos cargados con lisados tumorales alogénicos de tres
lineas de melanoma diferentes (TRIMEL) para el tratamiento de pacientes con
melanoma maligno (MM). Estas DCs, denominadas TAPCells, tienen la propiedad de
ser altamente eficientes en la presentacion de antigenos asociados a melanoma (MAAs)
y por lo tanto son eficaces en generar una respuesta inmune anti-tumoral. Una de las
propiedades que deben tener estas células es la capacidad de migrar de manera eficiente
a los nodos linfaticos, de manera que puedan presentar antigenos tumorales a las células
T que alli residen. Se ha demostrado que una de las moléculas involucradas en el
proceso de migracién es el receptor de quimioquina 7 (CCR7), el cual es regulado
positivamente durante el proceso de maduracién de las DCs. En este trabajo se
determin6 la expresién de este receptor en TAPCells, TAPCells + IFN-a. y monocitos
activados (AM), mediante citometria de flujo, y se observé que este receptor es regulado
positivamente durante el proceso de maduracién inducido por TRIMEL. Tambien se
estudié su capacidad de migracion a través de ensayos in vitro e in vivo. Se demostrd
que tanto TAPCells y TAPCells + IFN-a como monocitos activados son capaces de
migrar in vive hacia nodos linfaticos en un periodo de 24 horas. Sin embargo, en ensayos
in vitro, se demostrd que TAPCells y TAPCells + IFN-« migran significativamente mas
que monocitos activados en respuesta a la quimioquina CCL19. Todos estos resultados
sugieren la habilidad migratoria de estas células dendriticas, importante para el

desarrollo de una respuesta inmune anti-tumoral efectiva.




ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are professionals antigen presenting cells derived from the bone
marrow. Because of their role as potent inducers of the immune responses, these cells
are widely used as adjuvants in clinical experimental anti-tumor immunotherapies.
Recently, a vaccine based on DCs derived from autologous monocytes loaded with
allogeneic tumor lysates from three different melanoma lines (TRIMEL) has been
developed for the treatment of patients with malignant melanoma (MM). These DCs,
named TAPCells, have the property of being highly efficient in presenting melanoma-
associated antigens (MAAs) and therefore are effective in generating an anti-tumor
immune response. One of the properties that these cells must have is the ability to
efficiently migrate to lymph nodes, so that they can present tumor antigens to T cells
that reside there. It has been shown that one of the molecules involved in the migration
process is the chemokine receptor 7 (CCR7), which is upregulated during the maturation
of DCs. In this work we determined the expression of this receptor in TAPCells,
TAPCells + IFN-g and activated monocytes (AM) by flow cytometry, and we found
that this receptor is upregulated the during the maturation process induced by TRIMEL.
We also studied the migration ability through in vitro and in vivo assays. We showed
that both TAPCells and TAPCells + IFN-o¢ and activated monocytes are able to migrate
in vivo to lymph nodes in a period of 24 hours. However, in vitro assays showed that
TAPCells and TAPCells IFN-«a + migrate significantly more than activated monocytes
in response to the CCL19 chemokine. All these results, suggest the migratory ability of
these dendritic cells, which is critical for the development of an effective anti-tumor

immune response.
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1. INTRODUCCION

a) Células presentadoras de antigenos

Las células presentadoras de antigenos (APCs) son células esenciales en la
respuesta inmune, ya que actilan como puente entre la inmunidad innata y la adaptativa.
Dentro de Jas APCs se encuentran macr6fagos, linfocitos B y células dendriticas (DCs),
siendo estas 1ltimas las mas potentes. Las DCs son células presentadoras de antigenos
especializadas que juegan un rol dual al inducir por un lado respuestas inmunes
adaptativas hacia antigenos extrafios y por el otro mantener la tolerancia hacia antigenos

propios (Steinman & Banchereau, 2007).

En la periferia las DCs juegan un rol critico en la deteccion de patdgenos y
células neoplédsicas asi como en la induccion de la respuesta inmune adaptativa a través
de Ia estimulacién de células T en los nodos linfaticos regionales (LNs). Para las DCs se
han descrito dos estadios de desarrollo principales: DCs inmaduras y DCs maduras. Las
DCs inmaduras, presentan una alta tasa de endocitosis, resultando en una alta captura de
antigenos. Su migracién hacia los sitios de inflamacién es regulada por receptores de
quimioquinas inflamatorios como CCR1, CCR2, CCRS5, CCR6, CXCR1 y CXCR2. Al
mismo tiempo, las DCs secretan grandes cantidades de citoquinas pro-inflamatorias que

reclutan otras DCs inmaduras, monocitos y macrofagos (Sallusto y col, 1998).

Cuando las DCs adquieren un fenotipo maduro, producto de las sefiales de
peligro asociadas a patégenos (PAMPs) o a células dafiadas (DAMPs), las DCs
disminuyen la expresion de los receptores de quimioquinas CCR1, CCR2, CCRS, y

CCR6, y aumentan la expresion de CCR7, haciéndose sensibles a las quimioquinas
CCL21 y CCLI9 (Ritter y col, 2004; Sallusto y col, 1999; Sozzani y col 1998;
Yanagihara y col, 1998).




b) Migracion de DCs desde la periferia hacia LNs

Sin duda una etapa de critica importancia para la orquestacion de la respuesta
inmune es la migracidn de las células dendriticas desde el tejido inflamado/infectado o
maligno y a través de las vias linfaticas aferentes, hacia los nodos linfaticos secundarios
més cercanos, donde va a ocurrir la presentacion antigénica a los linfocitos T virgenes,
encargados en Gltimo término de eliminar al agente extrafio o célula tumoral (Alfaro y
col, 2011).

Las quimioquinas son mediadores criticos del homing celular, es decir, el proceso
mediante el cual una célula determinada alcanza su tejido blanco, durante la vigilancia
inmune de rutina, la inflamacién y el desarrollo. Dentro de un tejido especifico, la
migracion celular ocurre a través de la generacidén de un gradiente de quimioquinas e
involucra el sensar sutiles diferencias de concentraciones de éstas, asi como la
polarizacién de las células que migran. Esta polarizacién es seguida del movimiento
direccional de la célula, a través de re-ordenamientos de su citoesqueleto, cambios en la
afinidad de la integrina (inducidos por la activacion) e interacciones de tipo adhesivas
con la matriz extracelular, Todos estos procesos ocurren de manera coordinada con
extension y retraccién de protrusiones de la membrana celular (pseuddpodos)
(Rodriguez-Frade y col, 1999). En su mayoria, los ligandos quimioquinas son proteinas

de 8 a 12kDa que contienen 1 a 3 (usualmente 2) puentes di-sulfuro.

Si bien su homologia de secuencia es altamente variable, sus estructuras
terciarias son muy similares. Una vez que son secretadas hacia el exterior, se unen a
receptores acoplados a proteinas G causando cambios conformacionales que gatillan
vias de sefializaci6n intracelulares involucradas en la activacion y ¢l movimiento de las
células hacia los sitios donde son requeridas. Entre estos receptores de quimioquinas,
CCR7 expresado en células dendriticas maduras (mDCs) asi como linfocitos T, B y
células natural killer (NK), es de suma importancia en la respuesta inmune, debido a su

rol central en el homing o migracién diferencial de linfocitos y mDCs a través de

vénulas a los organos linfoides secundarios (Sallusto y col, 1998; Stein y col, 2003). Mas




atn, en ratones deficientes en CCR7 se ha demostrado que algunos LNs estin
desprovistos de linfocitos T virgenes y DCs, mientras que la poblacién de células T se
encuentra expandida en sangre, bazo y la médula sea. Ademds, estos ratones knock-out
(KO) muestran cinéticas severamente retardadas en cuanto a respuestas de anticuerpos y
reacciones de hipersensibilidad retardadas concierne. De manera interesante, las células
dendriticas maduras de estos ratones KO fallan en migrar a los nodos linfiticos
drenantes (Forster y col 1999; Ohl y col, 2004). A través de estos estudios, se da cuenta

del rol critico que tiene este receptor en las respuestas inmunes primarias.

CCR7 es activado por dos ligandos diferentes, CCL19 (ELC, Exodus-3, MIP-3p,
CKp11) y CCL21 (SLC, Exodus-2, 6Ckine, TCA-4), ambas quimioquinas CC son
altamente expresadas por las células estromales en el area de células T de los LNs
(Willimann y col, 1998; Luther y col, 2000). La activacion de este receptor mediada por
estas dos quimioquinas gatilla la re-organizacion de los filamentos de actina, el flujo de
calcio hacia el interior, la activacion de MAPK, y Erk1/1, resultando en la migracién de
la célula hacia la quimioquina (Scandella y col, 2004; Sanchez-Sanchez y col, 2006).
Experimentos en ratones plt/plt que carecen de CCL19 y uno de los dos genes que
codifican para CCL21 muestran que estos ligando son esenciales para el soming a LNs

(Gunn y col, 1999; Luther y col, 2000).

La funcién de estas quimioquinas en el proceso de koming ha sido también
corroborada en ratones transgénicos donde la expresion ectdpica de CCL19 muestra que
las células presentadoras de antigenos son retenidas en la periferia, impidiendo su
migracion a los nodos linfiticos drenantes, lo cual resulta en una respuesta inmune

totalmente impedida (Krautwald y col, 2004).

En general las secuencias aminoacidicas de quimioquinas y sus receptores son
conservadas en humanos y murinos. Tal es el caso de CCR7 y sus ligandos CCL19 y
CCL21. En la figura 1 se muestra el alineamiento de secuencias aminoacidicas humana
y murina para las proteinas CCR7, CCL19 y CCL21 y los porcentajes de homologia

entre dichas secuencias que son 87, 83 y 86% respectivamente.
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Figura 1. Comparacion de las secuencias aminoacidicas humanas y murinas para CCR7 y
sus ligandos CCL19 y CCL21. Los alineamientos fueron realizados usando el programa de
alineamiento multiple de secuencia Clustal W. A CCL19. B CCL21. C CCR7. Los aminoacidos
idénticos se muestran con asterico *, aquellos con un cambio conservativo se muestran con dos
puntos : y aquellos con cambio semi-conservativo con un unico punto.

¢) Inmunoterapia contra el cancer

El cancer comprende un grupo de enfermedades heterogéneas con una
caracteristica comun: la alteracion morfologica y funcional seguida de la proliferacion
descontrolada, no siempre acelerada, de células de un tejido que invaden, desplazan y
destruyen, localmente y a distancia, otros tejidos sanos del organismo. A pesar de los
esfuerzos realizados para erradicar esta enfermedad, el cancer sigue siendo una de las

principales causas de muerte en paises desarrollados (Medina y col, 2001).

En la actualidad, los esfuerzos de las investigaciones en las areas basicas, pre-
clinica y clinica, estan abocados a comprender e implementar tratamientos alternativos,

capaces de apoyar las terapias actuales (Seetharamu, 2009). Uno de estos enfoques es la




manipulacién del sistema inmunologico de manera de poder controlar y disminuir la
progresion del la enfermedad. A diferencia de los patdgenos infecciosos que son
inmediatamente reconocidos por el sistema inmune como agentes extrafios, las células
tumorales, al ser células anormales pero propias, no siempre son capaces de inducir una
respuesta inflamatoria efectiva que conduzca a una activacion optima de las células
dendriticas DCs y como resultado la respuesta inmune anti-tumoral es a menudo débil e

inefectiva (Gilboa, 2007).

La incapacidad del sistema inmune de eliminar todas las c€lulas cancerosas o
precancerosas favorece el crecimiento de tumores con inmunogenicidad reducida, es
decir, la progresion o escape tumoral puede ocurrir a pesar de la induccion de respuestas
inmunes, Por esta razon, la administracion de vacunas que estimulen respuestas
tumorales enddgenas representa una alternativa beneficiosa y que podria eventualmente
llevar a la erradicacion efectiva de tumores. (Lubong & Bhardwaj, 2011). Actualmente
numerosos estudios demuestran el potencial terapéutico de las células dendriticas en

vacunas anti-tumorales.

El propdsito primordial de vacunar individuos con cancer es entregar
directamente antigenos tumor-especificos a las células dendriticas y asi proveer las
condiciones para su maduracién hacia potentes APCs desde el punto de vista inmuno-
estimulatorio (Gilboa, 2007). Hasta la fecha se han realizade estudios clinicos con DCs
de este tipo en pacientes con variados tipos de cancer, incluyendo cincer de mama,
mieloma multiple, cancer de prostata, carcinoma de célula renal, melanoma maligno,

cancer colo-rectal y cancer pulmonar entre otros.

El enfoque mas comiinmente usado en vacunas basadas en céhilas dendriticas es
la diferenciacién de DCs a partir de células mononucleares derivadas de sangre
periférica (PBMC) obtenida desde sangre total o mediante el procedimiento de
lencoaféresis, en el cual, se extraen los globulos blancos presentes en la sangre de forma
selectiva, Estas DCs son llamadas DCs derivadas de monocitos {moDCs). Tal protocolo

se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Diferenciacién y activacion ex vivo de DCs para inmunoterapia del ciancer. A
Monocitos CD14+ son cultivados en medio libre de suero y en presencia de GM-CSF e IL-4,
diferenciandose a DCs inmaduras. La maduracion de las DCs se logra cultivando DCs inmaduras
por otras 24-48 horas adicionales en presencia de agentes biologicos, siendo el mas popular, una
combinacion de TNF, IL-6, IL-1B, v PGE, . DCs maduras expresan aun mas CD40, CD80, y
CD86 e inducen la expresion de receptor de quimioquina 7 de homing a linfonodo (CCR7). La
carga de antigeno ocurre ya sea en estado maduro o inmaduro. B /n vivo migran a nodos
linfaticos donde presentan antigenos a sus linfocitos T-CD4 especificos. El cross-linking de
CD40 presente en las células dendriticas con CD40L expresado por células T CD4 activadas por
antigeno, induce a las DCs maduras a diferenciarse ain mas en un proceso conocido como
licenciamiento. Las DCs licenciadas, presentan antigenos a sus células CD8+ afines.
(Modificado de Gilboa, 2007).

La mayoria de los estudios clinicos que utilizan inmunoterapia basada en DCs
usan un coctel de citoquinas proinflamatorias para madurar las DCs (Lee y col, 2003).
CD40 ligando (CD40L) también ha sido utilizado para madurar DCs. CD40L se expresa
en células T CD4+ y cuando se une a CD40 expresado en las DCs, induce su
maduracion, luego de lo cual estas son capaces de efectuar el “priming” a células T
CD8&+ y transformarlas en células efectoras, es decir, con la capacidad de identificar y
eliminar células neoplasicas mediante citotoxicidad. CD40L ha sido usado para madurar
DCs usadas en vacunas en estudios clinicos (Palucka y col, 2006) y en combinacion con
TNF o IFN-o. Esta Gltima citoquina, pertenece a la familia de interferones tipo I
producidos en respuesta una infeccion, en particular una infeccion viral. Como parte del

sistema inmune inhiben la replicacion viral y activan la citotoxicidad dependiente de




NK. Sin embargo, pueden tener acciones indirectas y modular las DCs para facilitar la
diferenciacion hacia un perfil Thl y presentaciéon CTL (Svane IM v cols, 2005). Mis
aun, varios estudios indican que puede ser importante para la diferenciacidon y
maduracién de DCs. El agregar IFN-q. al coctel estandar resulta en la sobreexpresion de
CD38 y CD83 y una capacidad aumentada de inducir respuestas de células T autdlogas.
Estas y otras observaciones sugieren que esta citoquinas deberia ser incluida en
protocolos de maduracion de células dendriticas wsadas en inmunoterapias anti-
tumorales (Trepiakas y col, 2009).

Los receptores de tipo Toll (TLRs) son receptores de reconocimiento de
patdégenos que se unen a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). La
activacién de los TLRs induce la maduracién en DCs y la sobreexpresion de moléculas
coestimulatorias y la produccion de citoquinas y quimioquinas (Schnare y col, 2001),
Ademds, la activacion simultanea de diferentes TLRs presentes en las DCs puede tener
efectos sinérgicos en su funcion.

El mecanismo mas comiin por el cual las DCs son cargadas es pulsandolas con
péptidos, proteinas o las mismas células tumorales irradiadas. La preparacion para cargar
los péptidos, proteinas o células tumorales es un proceso relativamente sencillo, e
involucra la incubacion de las DCs, antes o después de la maduracién con los péptidos,
células o proteinas elegidas (O'neill & Bhardwaj, 2005b). Los péptidos son cargados
directamente en las moléculas MHC clase I o II en la superficie de las DCs mientras que
el uso de proteinas y células tumorales requieren el procesamiento inicial y presentacion
por las DCs para estimular las células CD4+ y CD8+. Una vez cargadas con antigenos,
las DCs pueden ser congeladas en alicuotas, y descongeladas a medidas que se requieran
para la vacunacion (O'neill & Bhardwaj, 2005b).

Las células tumorales expresan antigenos que son reconocidos por el sistema
inmune. Hay un niimero de antigenos asociados a tumor (TAAs) caracterizados para
células CD4+ y CD8+ que pueden ser explotados para inmunoterapia. La principal
desventaja de usar péptidos es que es necesario conocer el conjunto de alelos MHC
presente en el paciente. En el caso de las MHC de clase I, estas estan codificadas en tres

genes presentes en el cromosoma 6 (A, B y C) y se heredan de manera codominante, por




lo cual cada persona tiene como maximo 6 moléculas MHC-I distintas, y cada una de
ellas, un grupo de péptidos especificos que se le unen (restriccion MHC). Por lo tanto,
dado que es probable que en algunos pacientes, los péptidos usados no encajen en
ninguno de sus MHC, una terapia con dichos péptidos, no les seria util (Speetjens y col
2009; Melief y col, 2008). En el caso del uso de células dendriticas cargadas con
proteinas y tumor/lineas tumorales alogenicas o autélogas, este no esta limitado a un
haplotipo determinado (Lubong & Bhardwaj, 2008).

Con respecto al uso terapéutico de las vacunas con DCs, el éxito clinico de
dichas vacunas ha sido limitado. A pesar de la induccion de respuestas de células T
especificas contra tumor, en muchos pacientes y la regresion ocasionalmente completa
de tumores, la mayoria de las vacunas de DCs no se han traducido en respuestas
terapéuticas significativas. Casi 200 estudios con vacunas han sido reportados hasta la
fecha siendo el melanoma el cancer mas cominmente a tratar (Www.mmri.mater.org.au).
De manera global, los ensayos clinicos han demostrado la viabilidad y seguridad de las
vacunas DC. Las DCs mas cominmente usadas para estos estudios son las moDCs
generadas a partir de monocitos con GM-CSF e IL-4 (Lubong & Bhardwaj, 2008). En la
figura 3, se muestra una representacion de la inmunoterapia basada en DCs, usadas en la

mayoria de los estudios clinicos actuales.

Figura 3. Inmunoterapia
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El melanoma es un tumor maligno de origen ectodérmico, derivado de Ia transformacién
de las células productoras de melanina, llamadas melanocitos. El melanoma es de los
canceres de piel mas graves y agresivos que existen. En muchos de los casos consigue
atravesar la barrera epitelial y a través de la sangre o del sistema linfatico logra
diseminarse rapidamente a los nodos linfaticos regionales y posteriormente a los
distintos drganos, principalmente pulmones, piel, higado, cerebro y hueso (Herlyn,

1990).

Como la mayoria de los cancer, el melanoma puede ser tratado cuando se detecta
en etapas tempranos, principalmente cuando el tumor estd restringido a la epidermis.
Mas ain, con la extraccién quirtrgica del tumor méis del 95% de los pacientes
sobreviven. Sin embargo, en etapas tardias, esto es, cuando el melanoma se encuentra
diseminado por el organismo (etapa IV), es altamente resistente a los tratamientos
convencionales como la cirugia, radioterapia y quimioterapia. La mediana de sobrevida

de estos pacientes es de aproximadamente 10 meses (Seetharamu, 2009).

Desde el punto de vista inmunoldgico, el melanoma maligno, es un cancer
relativamente inmunogénico, expresa varios antigenos asociados a melanoma (MAAs)
de caracter conocido y que son detectados por el sistema inmune (Boon y col, 2006). A
pesar de que tiene una tasa de respuesta relativamente baja (15,3%) con una mediana
global de sobrevida de entre 6 a 11 meses, la quimioterapia basada en dacarbazina
(DTIC) es comfinmente usada para tratar el melanoma diseminado (Eigentler y col,
2003; Eggermont, 2006; Quirt y col, 2007). Diversos estudios etapa Il han explorado el
beneficio de combinar drogas citostiticas o citoquinas recombinantes, tales como IFN-a
e IL-2 con DITC, v si bien se ha observado mayor toxicidad esta no se ha traducido en
respuestas mejoradas (Eigentler y col, 2003; Eggermont, 2006; Quirt y col, 2007;
Falkson y col, 1998; Keilholz y cols, 2005).

En nuestro laboratorio se ha desarrollado una metodologia experimental para el
tratamiento de pacientes con melanoma avanzado, el cual se basa en la inyeccién de

c¢lulas dendriticas pulsadas con lisados de melanoma alogénicos. Estudios clinicos etapa




II realizados con esta terapia, confirman la efectividad de las células dendriticas
cargadas con TRIMEL para tratar pacientes con melanoma etapa III y IV. Se ha
observado un aumento significativo en la produccién de IFN-y ex vivo en la mitad de los
pacientes tratados. Ademds de una correlacion significativa entre los pacientes que
presentan reaccion de hipersensibilidad retardada tipo IV positiva (DTH+) contra
TRIMEL y su sobrevida corto plazo post-vacunacion y sobrevida libre de progresion
(Lopez y col, 2009). Especificamente, se define como reaccion positiva el desarrollo de
un eritema o induracién igual o mayor a Smm 48 horas después de la inyeccion de
TRIMEL. Del total de pacientes vacunados, el 62,2% presentd una reaccion DTH+, el
resto, no tuvo reaccion o ésta fiie menor a Smm. De manera interesante, las curvas de
sobrevida de los pacientes en etapa [V DTH+ fueron tres veces mas prolongadas que las
de los pacientes DTH-. Estos tiltimos tuvieron una mediana de sobrevida de 11 meses,

mientras que en aquellos DTH+ la mediana de sobrevida fue de 33 (figura 4).

Este es el primer articulo donde se demuestra esta correlacion entre respuestas
inmunes positivas inducidas por la vacuna con células dendriticas y la sobrevida largo
plazo de pacientes con melanoma de etapa tardia. Mdas aun, los resultados sugieren quoe
la reaccion DTH contra los antigenos del TRIMEL, constituyen un excelente predictor
clinico de la respuesta, dado que esta reacciéon inmune se correlaciona directamente con
la sobrevida de los pacientes y la ausencia de progresion de la enfermedad (Lopez y col,
2009). Por esta razon, en nuestro laboratorio se ha disefiado el protocolo de generacion
de de células dendriticas basadas en el lisado de melanoma TRIMEL, el cual no sélo
provee una fuente estandarizada y ampliamente aplicable de MAAs especificos, sino que
ademas induce maduracién de DCs in vitro como ha sido previamente descrito (Escobar

y col, 2005; Mendoza-Naranjo, 2007).

Recientemente han aparecido numerosas evidencias que indican que las sefiales
de peligro mediadas por los DAMPs, son liberadas por las células estresadas o
moribundas del tumor o del estroma que lo rodea, activando asi a células dendriticas
Matzinger, 2007; Sauter y col 2000; Bianchi, 2007; Chen y col, 2009). La presencia de
DAMPs en el TRIMEL puede explicar en parte la mejora en la inmunogenicidad
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observada in vivo e inducida por nuestras DCs en varios de los pacientes tratados. De
hecho, el 62% de los pacientes tratados mostraron una reaccion DTH hacia el TRIMEL
luego de un ciclo completo de vacunacion. La reactividad DTH hacia los antigenos
controles descarta que la ausencia de DTH asociada a TRIMEL esté relacionada a un

estado de inmunosupresion generalizado (Lopez y col, 2009).
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Figura 4. Sobrevida post-imunoterapia, sobrevida libre de progresion (PFES), y respuesta
de hipersensibilidad retardada tipo 1V (DTH) en pacientes con MM etapa IV. A Curva de
sobrevida de pacientes con MM etapa IV. B Curva de progresion libre de tumor de los pacientes
luego del tratamiento con células dendriticas (DCs) autdlogas pulsadas con TRIMEL vy
agrupadas de acuerdo a su respuesta DTH; n=21 DTH positivos; n=17 DTH negativos. Las
diferencias entre las curvas de sobrevida en ambos graficos son estadisticamente significativas
(P<0.01) (Lopez y col, 2009).
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A pesar de que la sobrevida aumentada parece ser independiente de las
regresiones tumorales inducidas por la vacuna, los pacientes DTH positivos con masa
tumoral minima, tales como pacientes etapa III, o quirdrgicamente tratados mostré el
mejor resultado clinico, apoyando otros hallazgos de la reseccion del tumor combinada
con inmunoterapia adyuvante (Young, 2006). Cabe destacar de este estudio el hecho de
que siete pacientes etapa III permanecieron libre de tumor por una mediana de 48 meses
luego de las inmunizaciones, cuando segin el AJCC (American Joint Committee on
Cancer), se espera que solo el 30-40% de los pacientes sobrevivan en esta etapa. Estas
evidencias sugieren que la respuesta inmune especifica inducida por las vacunas con
TAPCells impacta la condicién general de los pacientes y su calidad de vida al controlar
Ja diseminacién de la metastasis del tumor mds que por la destruccién misma del tumor

establecido (Lépez y col, 2009).

A partir de lo anteriormente descrito queda establecido que la migracién de las
células presentadoras de antigenos, y particularmente las TAPCells, a los sitios de
encuentro con linfocitos T (nodos linfaticos secundarios) es uno de los requisitos para
que se produzca una respuesta inmune eficiente. Es por esta razon que este estudio,
pretende caracterizar fenotipicamente la expresion de CCR7 en DCs de diferenciacion
rapida actualmente utilizadas en inmunoterapia contra melanoma, asi como, la eficiencia

en la migracion de las mismas, usando para ello andlisis i vitro e in vivo.
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2. HIPOTESIS

Las células presentadoras de antigenos tumorales denominadas TAPCells durante su
maduracion regulan positivamente la expresion del receptor de quimioquina CCR7, lo

cual les confiere la capacidad de migrar hacia tejidos linfaticos secundarios.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion del receptor de quimioquina CCR7 en TAPCells y el efecto en su

capacidad de migracién en ensayos in vitro € in vivo.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Caracterizar fenotipicamente TAPCells, TAPCells + IFN-a y monocitos activados
(AM). En relacion a su expresion de las moléculas MHCII, CD80, CD86, CD83 y
CCR7.

3.2.2 Evaluar la capacidad migratoria in vitro de TAPCells, TAPCells + IFN-a y
monocitos activados (AM) en respuesta al ligando de CCR7, CCL19 mediante ensayos

Transwell de doble camara.

3.2.3 Analizar la migracion in vive a Organos linfoides secundarios de TAPCells y

TAPCells + IFN-o y AM mediante citometria de flujo e inmunohistoquimica.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Preparacion del lisado tumoral de melanoma (TRIMEL)

El lisado TRIMEL proviene de tres lineas celulares de melanoma cutaneo establecidas
en nuestro laboratorio a partir de melanoma maligno. Estas lineas celulares han sido
seleccionadas principalmente por sus altos niveles de expresion de marcadores asociados
a melanoma como MCIR, MART-1 y S-100. Para su preparacion, las lineas celulares
MEL1, MEL2 y MEL3 previamente descongeladas fueron cultivadas en medio RPMI
1640 (GIBCO, Invitrogen Corporation) suplementado con 10 % SFB por separado en
botellas T 175. El medio de cultivo fue reemplazado cada 2-3 dias, segun el
requerimiento de cada linea celular. Una vez alcanzada una confluencia de 95 %, las
células de las tres lineas fueron cosechadas mecanicamente y mezcladas en proporciones
iguales. A continuacion, se incubd la mezcla a 42°C por una hora y luego a 37°C durante
dos horas. Finalmente, se lisaron las células utilizando tres ciclos de congelacion y
descongelacion rapida en nitrégeno liquido. La concentracion de proteinas del lisado
tumoral fue determinada por el método de Bradford (Bio-Rad) en un biofotometro

Eppendorf (ver figura 5).

Figura 5. Generacion del lisado tumoral TRIMEL. Las células provenientes de las lineas de
melanoma Mell, Mel2 y Mel3 son sometidas a estrés térmico durante tres horas luego de lo cual
son lisadas mediante ciclos rapidos de congelacion y descongelacion en nitrogeno liquido.




4.2 Obtencion de PBMC de sangre periférica desde concentrados leucocitarios de

donantes sanos

La sangre obtenida desde bujfy coats donados por Banco de Sangre del Hospital Clinico
de Ia Universidad de Chile, fue traspasada a tubos cénicos de 50ml. A continuacion se
mezclaron 25ml de sangre con 10ml de PBS 1X para lograr un velumen final de 35ml.
Se agregaron 12ml de Ficoll-Hypaque {Axis-Shield, Oslo, Norway) usando pipeta
serologica y se introdujo cuidadosamente hasta el fondo del tubo, una vez adentro se
depositd Ientamente el Ficoll. Se centrifugd durante 20min a 1200rpm. Transcurrido ese
tiempo, se rescaté mediante pipeta serologica la capa celular de PBMC correspondiente
a la interfase entre el plasma y la fraccion leucocitaria. Luego se lavo con PBS 1X dos
veces, centrifugando entre cada lavado a 1200rpm durante 5 minutos a 4°C. Después del
ultimo lavado se resuspendi¢ el pellet y se adicionaron 5ml de buffer de lisis ACK 1X.

Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y se lavo con PBS 1X.
4.3 Generacién de TAPCells, TAPCells + IFN-0. y AM

Para la produccion de células dendriticas de generacion rapida, células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) obtenidas desde leucoféresis de pacientes o separadas
desde buffy coats mediante gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque, fueron sembradas
en placas de cultivo de 6 pocillos (40 millones de células por pocillo) en 2ml de medic
terapéutico libre se suero AIM-V (Invitrogen Life Technologies™) a una temperatura de
37°C y en una atmosfera CO; 5%. Transcurridas dos horas, se retiraron las células no
adherentes, correspondientes principalmente a PBL (linfocitos de sangre periférica),
mientras que aquéllas remanentes (monocitos) fueron incubados con las citoquinas rhIL-
4 (500 Ul/ml) (US Biological) y rhGM-CSF (800 Ul/ml} (Schering-Plough).
Transcurridas 22 horas se agregaron los estimulos de maduracion rhTNF-a 10 ng/ml
(US Biological) y TRIMEL 100 pg/ml en el caso de las TAPCells, thTNF-a 15 ng/ml,
rhIFN-o 10ng/ml y TRIMEL 100 pg/ml en el caso de las TAPCells + INF-¢, mientras
que a la condicién monocitos activados, no se le agregd estimulo de maduracion alguno

ya que corresponde a la poblacion control. Luego de 24 horas las células de las tres

15




condiciones fueron cosechadas mecdnicamente y utilizadas en los experimentos que se

detallan a continuacion.
4.4 Fenotipificacién de TAPCells, TAPCells -+ IFN-a y AM

Para la caracterizacién fenotipica de TAPCells, TAPCells + IFN-a) y monocitos
activados (AM) se analizaron mediante citometria de flujo la expresion de la moléculas
de presentacion antigénica, HLA-DRQ, las moléculas coestimulatorias, CD80, CD86, ¢l
marcador de activacién CD83 y el receptor de quimioquinas y responsable del homing a
nodos linfaticos, CCR7 en la poblacidn de células CD11c+. Para esto se utilizaron los
anticuerpos monoclonales anti-CD1lc, anti-HLA-DRQ, anti-CD80, anti-CD86, anti-
CD83 y anti-CCR7 (eBioscience). En el protocolo realizado las células generadas en 48
horas (AM, TAPCells y TAPCells + IFN-a) fueron cosechadas mecanicamente y
colocadas en tubos conicos de 15ml y separadas por condicion. Luego de lo cual, fueron
centrifugadas durante 5min a 1200rpm a 4°C. Los pellets obtenidos fueron
resuspendidos en buffer tincion (PBS 1X 10% SFB) en cantidad necesaria para dejar las
células en un volimen de 150ul por pocillo. Cada placa de citometria contiene 96
pocillos con fondo en “V”. Una vez sembrada la placa, se centrifugd durante 1min a
2000rpm a 4°C. Se descarté el sobrenadante mediante inversion fuerte y se incubd con
los anticuerpos anteriormente mencionados durante 30 minutos a 4°C. Transcurrido este
tiempo, se lavo la placa dos veces con PBS 1X, centrifugdndolas durante 1minuto a
2000rpm a 4°C. Las mediciones fueron realizadas en un equipo FACSCalibur (BD
Biosciences) y analizadas usando el software WinMDI 2.8. Todos los analisis se

realizaron en la poblacién de células CD11c positivas de cada condicién y muestra.
4.5 Ensayo de transmigracion irn vitro

Para evaluar la capacidad migratoria de TAPCells, TAPCells + IFN-o y monocitos
activados, se realizd un ensayo de quimiotaxis usando para ello una cdmara Transwell de
48 pocillos (Neuroprobe, USA). La camara inferior se cargé con 30pul del
quimioatractante CCL19 por pocillo a una concentracion de 50ng/ml o 30ul de AIM-V
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en el caso del control negativo (ver figura 6). A continuacion, se depositd sobre la
camara cargada, una membrana de policarbonato (cuyos poros son de un tamafo de 5
um de diametro) previamente incubada durante 24 horas con fibronectina (FN) 1 mg/m]
(Invitrogen, USA) en 10ml de PBS 1X. A continuacion se coloco la camara superior y
se cargd con los tres tipos de células dendriticas (50.000 células en 50ul por pocillo; 16

pocillos por condicion), dejandose incubar por un periodo de 2 horas.

AM TAPCells TAPCells + IFN-a

| \ \

] VI |} \

AIM-V

Figura 6. Ensayo de transmigracion in vitro en camara de Transwell. Se muestra la camara
inferior que consta de 4 filas y 12 columnas. Las dos filas superiores fueron cargadas con medio
solo (control negativo), mientras que las dos inferiores con la quimioquina CCLI19. La camara
superior fue cargada con TAPCells, TAPCells + IFN-a y monocitos activados en el orden en
que se indica (4 columnas por condicion).

Posteriormente, se retird la membrana, se 1ij0 durante 5 minutos en metanol 100% de
alta pureza, luego de lo cual se tifio con hematoxilina durante 5 minutos y finalmente fue
lavada con agua destilada y puesta entre dos placas de vidrio para su posterior analisis en
microscopio invertido con aumento 40x (Leica DM IL, Alemania). Se contaron el
numero de células que migraron en tres pocillos de cada condicion y en 5 campos por
pocillo (un total de 15 campos por condicion). Se hicieron tres experimentos (con
células de 3 pacientes distintos) independientes. El indice de transmigracion se calculo
como el numero de células que migraron en la condicion experimental dividido por las
el nimero de células que migraron en el control negativo que corresponde a medio de

cultivo solo.
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4.6 Cepas animales usadas en ensayos de migracién in vive

En los experimentos de migracion in vive de TAPCells, TAPCells + IFN-« y monocitos
activados se utilizaron ratones de 1a cepa silvestre C57/BL6J obtenida desde el Bioterio
de Alta seguridad (BAS) dependiente del Bioterio Central del Instituto de Ciencias
Biomédicas (ICBM) ubicado en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

4.7 Purificacion de anticuerpo anti NK1.1 desde liquido ascitico

Con el objetivo de purificar el anticuerpo anti-NKI.1, gentilmente donado por Maria
Inés Becker (Biosonda), necesario para la deplecidn de células NK en ratones
C57BL/6], desde liquido ascitico, se monté una columna de proteina A, para lo cual, se
resuspendieron 200mg de proteina A sefarosa en 50ml de agua, se dejo decantar y se
lavé dos veces con PBS 1X. A continuacidon se cargd la resina en la columna y se
equilibré con 40ml de PBS 1X. Luego sc hizo pasar el liquido ascitico por la columna y
se lavo con PBS 1X pasando 10 voltimenes de columna (10ml aproximadamente). Ei
anticuerpo unido a la columna fue eluido haciendo pasar 10ml de buffer glicina (pH 2,7)
en fracciones de 0,5ml las cuales fueron recogidas en tubos con 50ul de buffer Tris 1M
de modo neutralizar la elucidén de solucion 4cida. La concentracion de las fracciones
eluidas fue determinada mediante Bradford y la presencia del anticuerpo en las distintas

eluciones fue chequeado en un gel SDS-PAGE a una concentracién del 12%.

4.8 Ensayo de migracion in vivo

Las células dendriticas utilizadas en ensayos de migracion ir vivo, fueron previamente
tefiidas con el reactivo PKH67 Fluorescent Cell Linker Kit (SIGMA-AILDRICH)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta tecnologia de marcaje permite incorporar
de manera estable un colorante fluorescente verde con largas colas alifaticas (PKH67)

en las regiones lipidicas de la membrana celular y se usa en estudios de trafico celular in
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vitro e in vivo, En el ensayo de migracion de las diferentes DCs en modelo murino, se
usaron ratones C57/BL6J los cuales fueron previamente depletados de células NK
usando para ello el anticuerpo anti-NK1.1 purificado desde liquido ascitico. Se le
administraron intraperitonealmente dos dosis de anticuerpo (200ug) espaciadas por 24
horas, 48 horas antes de la inyeccion de DCs. Finalmente, se les administraron mediante
inyeccion sublingual submucosa con jeringa de tuberculina de 31G (2-4 x10° células en
50ul de medio) de los distintos tipos de DCs (AM, TAPCells, TAPCells + IFN-a) o
medio AIM-V (50pl, control negativo) bajo condiciones de anestesia. La anestesia
consistid en una combinacion de ketamina y xilacina. El efecio demora
aproximadamente 5 minutos y proporciona aproximadamente 20 minutos de trabajo
invasivo. La recuperacién completa se logra aproximadamente después de 1 a 1,5 horas
de inyectado. La dosis de ketamina es de 100 mg/Kg = 1 mg/10g; v la de xilacina, 10
mg/Kg = 0,1 mg/10g; de esta solucidn, se deben inyectar 100l por cada 10g de peso del
animal. Luego de 24 horas, los ratones fueron sacrificados mediante inhalacién de CO, y
sus nodos linfiticos cervicales fueron extraidos y macerados en “cells strainers”. La
suspension celular obtenida fue analizada mediante citometria de flujo en citémetro
ATTUNE (Applied Biosystems™) de modo de detectar la presencia de células positivas
para PKH67+ las cuales fluorescen en FL-1. Todos los ensayos en animales de
experimentacion fueron aprobados por el Comité de Bioética para experimentacién en

animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo 1).
4.9 Inmunohistoquimica

Como modo alternativo para medir la migracién de DCs hacia nodos linfiticos se realizd
inmunohistoquimica a cortes de dichos tejidos para las tres condiciones estudjadas. Para
ello, los nodos linfiticos de ratones inyectados con los diferentes tipos de células
dendriticas, esto es, TAPCells, TAPCells + IFN-¢ y monocitos activados (4 * 10°
células) usando el mismo protocolo anterior (un ratén por condicién), foeron extraidos
24 horas después de la inyeccidén y se fijaron en formalina. Posteriormente fieron
embebidos en parafina y los tacos obtenidos fueron cortados en secciones de 3-pm

mediante micrétomo. Dichos cortes fueron incubados con anticuerpo de conejo anti-
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marcador mitocondrial humano (US Biological) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones inmumes se detectaron con un anticuerpo secundario
conjugado biotinilado hecho en cabra. Para el control positivo del ensayo se utilizaron
muestras de amigdalas humanas, mientras que el control negativo correspondid a cortes

de tejido de nodos de un ratdn sin inmunizar, esto es, inyectado con medio solo.
4.10 Analisis estadistico.

Para comparar la significancia entre las diferencias de los grupos estudiados se uso el
analisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey para variables no paramétricas. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas con un valor de p<0.05. El

andlisis de Ja relacion entre las variables se realizé con el software Graph Pad Prism 5.
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5. RESULTADOS
5.1 Evaluacion fenotipica de TAPCells, TAPCells + IFN-a y AM

El lisado tumoral TRIMEL induce la maduracion de AM hacia células dendriticas

con fenotipo inmunocompetente y con capacidad migratoria

Como primer objetivo de este estudio, se evalud fenotipica y morfologicamente los
distintos tipos de APCs. Para ello se observaron microscopicamente monocitos
activados, TAPCells, TAPCells + IFN-a a las 48 horas desde que fue sembrado el
PBMC y a la vez se determind mediante citometria de flujo, la expresion de marcadores
de maduracion de células dendriticas, entre ellos, MHC-II, CD80, CD83, CD86 asi
como también el receptor de quimioquina de interés en este estudio, responsable de la
migracion de células dendriticas hacia nodos linfaticos, CCR7 y que se sabe es regulado
positivamente durante el proceso de maduracion. Al observar morfologicamente
mediante microscopia invertida los distintos tipos de APCs fue posible notar que
TAPCells y TAPCells + IFN-a presentaban una estructura ramificada y con
prolongaciones similares a dendritas como su nombre lo indica, en cambio, los
monocitos activados que corresponden a células dendriticas inmaduras presentaban
morfologia mas bien redonda y uniforme (ver figura 7).

Figura 7. Fotografias
representativas de la morfologia de
DCs vistas al microscopio luego de
48 horas de cultivo. A Monocitos
activados. La mayoria presentan una
estructura redonda, algunos de ellos
presentan prolongaciones. B
TAPCells presentan una estructura
irregular y  altamente ramificada.
Aumento 20x.

B

Se determino el porcentaje de células dobles positivas, esto es, para CDI11c como para
el marcador de interés, MHC-II, CD80, CD86, CD83 o CCR7 y su intensidad media de
fluorescencia (MFI). En la figura 8 se muestran los density plots de un analisis

representativo de al menos 6 experimentos independientes.
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Figura 8. Density plots representativos de al menos 6

independientes. Se puede observar el desplazamiento de la nube en FL-1 cuando se compara la
condicion AM con TAPCells y TAPCells + [FN-a.
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Como se observa en la figura 9, con el estimulo TRIMEL (TAPCells y TAPCells +
IFN-0), la expresién de todos los marcadores de superficie anteriormente mencionados
aumenta significativamente, en algunos casos hasta 3 veces, con respecto a monocitos
activados.
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Figura 9. El TRIMEL induce un fenotipo de DC madura en TAPCells y TAPCells + IFN-a. Se
analizd mediante citometria de flujo, la expresion de los marcadores de superficies en las APCs
tratadas bajo diferentes condiciones. En todos los experimentos se analizaron sélo las células
CDl1lct. Se observan diferencias estadisticamente significativas en la expresién de todos ellos al
comparar AM con TAPCells y TAPCells + IFN-a. Pero no en el caso de TAPCells versus
TAPCells + IFN-o. Los graficos fueron realizados con los andlisis de células hechas a partir de
PBMC de 6 pacientes distintos usando la intensidad media de fluorescencia (MFI} de la poblacién de
interés y se muestran normalizados respecto a AM. n=6; * p<0,05; **p<0,001; ***P<0,0001.
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5.2 Evaluaciéon de la capacidad migratoria de TAPCells, TAPCells + IFN-o y

monocitos activados en respuesta a CCL19 en ensayos de quimiotaxis in vitro

Células presentadoras de antigenos maduradas con TRIMEL (TAPCells, TAPCells +

IFN-a) son capaces de migrar in vitro en respuesta a CCL19

Una vez fenotipificados los distintos tipos de células dendriticas, lo siguiente, fue
determinar su capacidad de transmigracion en respuesta a la quimioquina de homing a
linfonodos que se une al receptor CCR7 expresado por las células dendriticas maduras,
CCL19. Para esto se uso una camara de Transwell de 48 pocillos (ver materiales y
métodos). En este experimento se obtuvo que los tres tipos de APCs previamente
fenotipificados (TAPCells, TAPCells + IFN-0 y monocitos activados) son capaces de
migrar hacia CCL19 in vitro. Sin embargo en aquellas maduradas con TRIMEL, es
decir, TAPCells y + TAPCells + IFN-a versus monocitos activados, el indice de
transmigracion obtenido fue significativamente mas alto (2,1 para TAPCells y +
TAPCells + IFN-a y 1,2 para monocitos activados; p < 0,05). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el objetivo 1 en el sentido de que monocitos activados,
al ser células dendriticas inmaduras, expresan significativamente menos CCR7 que
TAPCells y TAPCells + IFN-a por lo cual es de esperarse que migren en menor
medida que su contraparte madura. De este resultado podemos concluir que la induccion
del receptor de quimioquina CCR7 inducida por TRIMEL, es también funcional, dado
que les permite sensar el ligando de este receptor, en este caso CCL19 y migrar en
respuesta a €] mediante quimiotaxis. En cuanto a la transmigracion de TAPCells vy
TAPCells + IFN-u en respuesta a CCL19, no se encontraron diferencias significativas,
lo cual se correlaciona con la expresion de CCR7 determinada mediante citometria de

flujo en la cual tampoco se vieron diferencias de expresion (Figura 10C).
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Figura 10. Ensayo de transmigracion in vifro en camara de Transwell. A Campo
representativo de una condicion control sin transmigracion. B Campo representativo de una
condicion experimental donde hubo transmigracion. C Indice de transmigracion obtenido con el
promedio de 15 campos contados por condicion. La concentracion usada de quimioquina fue de
50ng/ml. Tanto TAPCells, TAPCells + IFN-a como monocitos activados son capaces de migrar
en respuesta a CCL19, siendo las dos primeras las mas potentes. n=3; *p <0,05.
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5.3 Evaluacién de la capacidad migratoria in vivo de TAPCells, TAPCells + IFN-«

y monocitos activados hacia nodos linfaticos en el modelo C57/BL6J

TAPCells y TAPCells + IFN-a son capaces de migrar desde el sitio de la inyeccion
hacia nodos linfiticos proximales en un modelo de xenotransplante ectdpico en

ratones silvestres C57/BL6J

5.3.1 Estandarizacion del colorante PKH67

Para realizar el ensayo de migracién in vivo, se utilizd un protocolo de tincién con el
reactivo PKH67 de las distintas APCs de modo de poder evaluar su trafico in vivo.
Razon por la cual, fue necesario determinar la concentracion de colorante apropiada para
tefiir las células a inyectar. Para esta estandarizacion, se tifieron dos tipos de APCs
(monocitos activados y TAPCells) con de PKH67 a concentraciones crecientes.
Paralelamente, se determind la viabilidad de las células una vez aplicado el colorante. El
resultado se muestra en la tabla 1. Como se puede apreciar, la viabilidad celular no se ve
mayormente afectada con el colorante en las concentraciones utilizadas por lo cual es

adecuado para el uso en ensayos de migracion iz vivo.

Tabla 1. Estandarizacién y toxicidad de PKH67. Intensidad media de fluorescencia
(MFI) y porcentaje de células vivas en el protocolo de tincion a diferentes
concentraciones del reactivo PKH67.

TAPCells Monocitos Activados
PKH67 (uM) MFI  %células vivas PKH67 (pM) MFI %células vivas
0 2,97 71,18 0 1,92 88,5
3 440,14 84 3 2423,22 84
7.5 1095,39 80,5 7,5 2574,68 80,5
10 2443 81.6 10 4320,26 81.6
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Como se aprecia en la figura 11, con una concentracion de 5uM se observa un
desplazamiento de la curva de fluorescencia con respecto a la condicion sin tefiir, y este
se hace aun mas marcado a una concentracion de 7,5uM, por esta razon se decidio
utilizar esta Gltima para tefir las células de interés. En las dos condiciones estudiadas

(TAPCells y monocitos activados) el comportamiento fue similar.

I sin tedir
K I 5-0:M PKH67
' 7.5uM PKH67
E— 10HM PKH6?
% B
§
“io® Ty

Figura 11. Estandarizacion de la concentracion de PKHG67. Histogramas superpuestos
muestran la fluorescencia de las células en FL-1 determinada mediante citometria de flujo luego
de ser tenidas con distintas concentraciones del colorante PKH67; 5, 7.5 v 10uM. A. Monocitos
activados. B. TAPCells. La concentracion elegida para realizar los ensayos de migracion in vivo
fue de 7,5uM.
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5.3.2 Purificacion de anticuerpo anti NK1.1 desde liquido ascitico

Para la purificacion del anticuerpo necesario para la deplecion de la poblacion de células
NK desde liquido ascitico, se utilizo la técnica de separacion por afinidad, para lo cual se
emplearon columnas de Proteina Sefarosa A, esta proteina de origen bacteriano que
forma parte estructural de la pared de Streptococcus y se une con gran afinidad a la
region constante (Fc) de las inmunoglobulinas, especialmente aquellas de clase IgG. Las
diferentes eluciones obtenidas de la purificacion, fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida al 12% de modo de poder detectar las bandas correspondientes a las
cadenas pesadas y livianas del anticuerpo de interés y paralelamente se determino la
concentracion proteica de estas eluciones con el método de Bradford. En la figura 12 se
muestra el gel y las bandas de 55 y 25kDa, correspondientes a las cadenas pesadas y
livianas respectivamente. Paralelamente, se determinaron las concentraciones de las

eluciones obtenidas, mediante el método de Bradford.

1 2 3 4 56178910

Cadena pesada -
(55kDa aprox.) i

Cadena liviana
(25kDa aprox.)

Figura 12. Gel de electroforesis de las fracciones eluidas. 1 ladder (8ul); 2 liquido ascitico; 3
liquido ascitico pasado por columna; 4 elucion 1; 5 elucion 2; 6 elucion 3; 7 elucion 4; 1 8
elucion 5; 9 elucion 6; 10 elucion 7 (se cargaron 2ul de muestra y 1ul de buffer de carga 3X para
todas las condiciones, el gel al 12% se corrio a 100volts durante 2 horas aproximadamente)
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NK1.1

5.3.3 Deplecion de células NK a ratones C57/BL6J

Dado que la inyeccion ectopica de APCs humanos en ratones C57/BL6J constituye un
xenotransplante, fue necesario eliminar aquellas células de la inmunidad innata murina
que eventualmente iban a generar rechazo contra las células inyectadas. Dentro de estas,
aquellas que actian en primera instancia al no reconocer las moléculas de
histocompatibilidad del huésped, son las natural killer. Por esta razon, se utilizo un
protocolo de deplecion de células NK murinas usando para ello el anticuerpo
monoclonal anti NK1.1 (4,7mg/mL), ampliamente utilizado en otros trabajos similares.
En la figura 13 se muestra que con una dosis de este anticuerpo (200pg/200ul de PBS)
se logra disminuir la poblacion NK desde un 7,8% a un 5,3%. Mientras que con dos
dosis la disminucion es ain mas drastica llegando incluso a un 1,2%. De lo cual se
desprende que el anticuerpo usado es altamente eficiente en sacar de la circulacion gran
parte de la poblacion NK. En el protocolo de migracion in vivo se inyectaron
intraperitonealmente dos dosis de anticuerpo, 48 y 24 horas antes de la inmunizacion

con APCs.

10
10*
1

WK1 1
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Figura 13. Deplecion de células NK mediante anticuerpo anti-NKI1.1. Graficos
representativos de cada condicién donde se muestra el porcentaje de células NK en sangre
periférica de raton. A Condicion control (raton inyectado con PBS 1X) donde el porcentaje de
células NK es de 7,8%. B Inyeccion de una dosis de anticuerpo (200pg) donde el porcentaje de
células NK es 5,3%. C Inyeccion de dos dosis de anticuerpo (400ug) donde el porcentaje de
células NK corresponde a 1.2%.
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5.3.4 Ensayo de migracién in vivo en ratones C57/BL6J

Una vez comprobada la habilidad migratoria de TAPCells y TAPCells + IFN-a in vitro,
se realizd un ensayo de migracién in vivo usando para ello el modelo de raton
C57/BL6J. El objetivo de este experimento, era evidenciar en modelo murino un hecho
que se presume ocurre en la inmunoterapia con pacientes, esto es, la migracion de
TAPCells desde el sitio de inoculacion hacia los nodos linfaticos proximales. Para ello,
se evalud la presencia de células PKH67+ en nodos linfaticos de ratones inyectados con
aproximadamente 3 millones de TAPCells, TAPCells + IFN-a o monocitos activados en
la mucosa sublingual (figura 14A). Un dot plot control de una poblacion de APCs
tefiidas con PKH67 previo a la inyeccion se muestra en la figura 14B. Para evitar el
rechazo de las células dendriticas humanas, se eliminaron las células NK murinas
mediante deplecion con Ab anti-NK1.1 48 y 24 horas antes (primera y segunda dosis

respectivamente) de la inmunizacion con dendriticas.

A B

PKH67

4

FSC-A (1076)

Figura 14. Ensayo de migracion in vive en ratones depletados de células NK. A Indica el
procedimiento de inyeccion ectépica de las distintas APCs (4*10° células/50ul) en la mucosa
sublingual para el posterior analisis de los nodos cervicales mediante citometria de flujo e IHQ.
B Se muestra un dor plot de las APCs tefiidas con PKH67 previo a su inyeccion como referencia.
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En la figura 15 se muestran dot plots representativos de cada condicién experimental:
monocitos activados, TAPCells y TAPCells + IFN-a, asi como también el control
negativo que corresponde a nodos linfaticos de ratones que fireron inyectados con medio
solo. Como era de esperarse en el control negativo no se detecté la presencia de células
positivas para PKH67+, las que si aparecieron en los dot plots correspondientes a
monocitos activados, TAPCells y TAPCells + IFN-o. 24 horas después de la
inoculacion, En la figura 16 se muestra la cuantificacion de las células PKH67+
obtenidas al inyectar los 3 condiciones tipos de APC (3 ratones por tipo de APC). Para
monocitos activados €l nimero promedio de células humanas encontradas fue 29,
mientras que para TAPCells y TAPCells + IFN-o  fue de 71 y 93, o puesto en
porcentaje, 0,62 1,3 y 1,69 para AM, TAPCells y TAPCells + IFN-a
respectivamente. De este resultado se desprende que si bien los tres tipos de APCs son
capaces de migrar hacia nodos linfiticos, el namero de células encontradas en ratones
tratados con TAPCells + IFN-o  es mayor que el hallado en ratones tratados con
TAPCells y a su vez este nimero es superior que el encontrado en ratones inyectados
con AM. Es decir, se observa una tendencia migratoria mayor en las células maduradas
con TRIMEL que en los monocitos activados. Sin embargo, estas diferencias no son
significativas desde el punto de vista estadistico. Paralelamente se evalud la presencia de
células PKH67+ en las lenguas de los ratones tratados. Con respecto a esto, se obtuvo
que la cantidad de células PKH67+ encontradas en lengnas de ratones tratados con
TAPCells era significativamente menor que en aquellas de los ratones tratados con
monocitos activados. Lo cual se relaciona directamente con lo obtenido a partir de los
nodos linfaticos (datos no mostrados). El resultado de este experimento, sugiere que las
células dendriticas inmaduras cargadas y maduradas con TRIMEL (TAPCells) y
utilizadas en inmunoterapia contra melanoma maligno son capaces de migrar in vivo en
un periodo de 24 horas desde el sitio de inflamacién hacia los nodos linfaticos mas
cercanos y el incluir IFN-o como estimulo de maduracién adicional, no tiene un impacto
en la capacidad migratoria de las mismas, lo cual se correlaciona con lo obtenido en los

dos objetivos anteriormente descritos, donde se muestra por una parte que tanto
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TAPCells como TAPCells + IFN-a expresan altos niveles de CCR7 y que in vifro

responden de forma similar a CCL19 por otra.
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Figura 15. Dots plots representativos de nodos linfiticos extraidos de ratones C57/BL6J 24
horas después de la inyeccion ectopica de las distintas APCs. A Condicion control raton
inyectado con medio solo (AIM-V). B Condicion monocitos activados. C Condicién TAPCells.
D Condicion TAPCells + IFN-o.
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Figura 16. Migracion de APCs in vivo en ratones C57/BL6J depletados de NK. Se muestra
el nimero de células positivas para el colorante PKH67 en nodos linfaticos 24 horas después de
la inmunizacion con células dendriticas. n=3.

Adicionalmente, para confirmar que TAPCells y TAPCells + IFN-u tiene capacidad de
homing a nodos linfaticos, usando el mismo protocolo anteriormente descrito, se
inyectaron los tres tipos de APCs en 3 ratones distintos (uno por condicion) Luego de
24 horas se les extrajeron los nodos linfaticos cervicales y se hizo una tincion
inmunohistoquimica de los mismos para detectar la presencia de células humanas con un
anticuerpo monoclonal marcador de mitocondria humano. El resultado obtenido de dicha
IHQ se muestra en la figura 17 donde si bien se observa la presencia de células marcadas
en los nodos de aquellos ratones tratados con TAPCells y TAPCells + IFN-a y
monocitos activados, en las dos primeras el marcaje es mucho mas evidente que en el
caso de monocitos activados, mientras que en el control negativo (nodo de raton
inyectado con medio solo) no se detectaron células humanas, como control positivo se
usaron amigdalas humanas en las cuales se ven claramente el marcaje de células
humanas. A partir de este resultado se deduce que los tres tipos de APCs tienen

capacidad migratoria hacia nodos linfaticos.




Control (-)
b o

Figura 17. Presencia de células dendriticas humanas en nodulos linfiticos de ratones C57
inyectados con AM, TAPCells o TAPCells + IFN-a. Nodos linfaticos cervicales de ratones
(57 tratados con las distintas APCs (4 *10° células) fueron procesados para IHQ usando un
anticuerpo anti-mitocondria humana. Se detectaron células humanas en cortes de linfonodos de
animales inyectados con células AM, TAPCells y TAPCells + IFN-o. Como control negativo se
usé el nodo linfatico de un raton inyectado solo con medio. Mientras que el control positivo
corresponde a cortes de amigdalas humanas.
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6. DISCUSION

Hoy en dia la inmunoterapia tiene un rol importante en el tratamiento de diversos
tipos de cancer, especialmente aquellos que se encuentran en una etapa avanzada.
Dentro del repertorio de posibilidades inmunoterapeiticas, se ha demostrado que las
basadas en células dendriticas tiene efectos significativos en la sobrevida y calidad de
vida de los pacientes {Lépez y col, 2009). Como es sabido, durante el desarrollo de la
respuesta inmune, ya sea contra infeccion o tejido neopldsico, una de las etapas
fundamentales es la migracion de las células dendriticas cargadas con antigenos, hacia
los nodos linfaticos donde ocurre la presentacion antigénica a células T que en Gltimo
término son las encargadas de eliminar a las células infectadas o dafiadas.

El proceso de migracion es dependiente de Ia comunicacién entre los diferentes
tipos celulares mediada por proteinas especificas llamadas quimioquinas. En su proceso
de maduracién, las DCs regulan positivamente la expresion del receptor de quimioquina
CCR7. Cuando esto ocurre, la célula dendritica, es capaz responder a los ligandos de
este receptor, CCL21 y CCL19, producidos por células estromales de los nodos
linfaticos. En estudios de nuestro laboratorio se ha demostrado que las vacunas llamadas
TAPCells, son capaces de aumentar y mejorar la sobrevida de pacientes con melanoma
en etapa IV (Lopez y col, 2009). Mis alin, andlisis de biopsias DTH + han revelado la
presencia de células T de memoria CD8+/CD45R0O+ confirmando asi la habilidad de
TAPCells de estimular c¢élulas T in vive mediante presentacion cruzada (Aguilera y col,
2011), por lo cual se asume que la etapa de la respuesta anti-tumoral que involucra el
homing de TAPCells hacia linfonodos, ocurre de manera eficiente. Sin embargo, dicha
hipétesis nunca ha sido probada experimentalmente. Es por esta razén que se llevaron a
cabo una serie de experimentos con el fin estudiar este proceso tanto in vitro como in
vivo, y asi confirmar que efectivamente estas células son capaces de migrar en respuesta
a los ligandos del receptor CCR7.

Lo primero que se hizo fue determinar el efecto del lisado alogénico de células
de melanoma condicionado por calor, TRIMEL, en la diferenciacion de células

dendriticas inmaduras (denominadas en nuestro laboratorio monocitos activados). Como
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esta descrito, TRIMEL fue capaz de inducir la diferenciacién de monocitos activados
hacia células dendriticas maduras y comprometidas en un lapso de 24 horas. Esto se
demostrd midiendo mediante citometria de flujo la expresiéon de los marcadores de
superficie MHCII, CD80, CD83, CD86 y CCR7 luego de la estimulacion de los
monocitos activados con TRIMEL y comparandola con la obtenida sin estimulacién. Se
encontrd que las moléculas co-estimulatorias, CD80 y CD86 y el marcador de
maduracion, CD83, todos marcadores clasicos de superficie de DCs maduras, estaban
sobreexpresados en las TAPCells y las TAPCells + IFN-o0, con respecto a monocitos
activados. Al expresar CD80 y CDB86, las DCs maduras, pueden activar células T
virgenes y gatillar su diferenciacion a linfocitos T-citotéxicos (CTL) capaces de matar
de manera antigeno-especifica. Las moléculas de presentacion antigénica de clase 11, y el
receptor de quimioquina CCR7, también fueron inducidos con la estimulacién por
TRIMEL. Cabe destacar que no encontramos una diferencia significativa al momento de
comparar la expresion de los marcadores mencionados en TAPCells estimuladas con
IFN-a con respecto a las TAPCells, ni siquiera en cuanto a la expresion de CCR7
aunque hay antecedentes en la literatura de que en protocolos de maduraciéon donde se
utiliza IFN-o0, ademas del clasico TNF, hay una mayor expresion de CCR7 a nivel de
RNA mensajero (Korthals y col, 2007).

Diversos estudios con monocitos, han demostrado que esta citoquina junto con
GM-CSF es capaz de diferenciar monocitos derivados de sangre periférica en potentes
APCs (Paquette y col, 1998). El uso de IFN-o como agente de diferenciacion de células
dendriticas estd ampliamente estudiado en literatura y algunos trabajos apuntan al
posible rol sobre la induccién de CCR7. Especificamente, Korthals y col (2007)
estudiaron las diferencias entre DCs cultivadas con IFN-o y aquellas DCs
convencionales hechas con IL-4 y TNF-0. De manera interesante, ellos encontraron que
habia diferencias marcadas entre las DCs IFN-a y IL-4/TNF-a en la expresion de genes
relacionados con la migracion y adhesion. Las DCs IL-4/TNF-o mostraron una mayor
expresion de genes involucrados en la adhesion al epitelio y tejido inflamado e
interacciones con células T. En contraste, DCs con IFN-a mostraron niveles de RNA

mas altos para el receptor de quimioquina CCR7 y la cadena integrina a4. A pesar de
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existir estos antecedentes en la literatura, nosotros no encontramos una diferencia
significativa en los niveles de expresién ni de CCR7 ni de los otros marcadores
estudiados (CD80, CD86, CD83) entre TAPCells tratadas con TRIMEL y TNF-u
{TAPCells) y aquellas tratadas ademas con IFN-u (TAPCells + IFN-a). Posiblemente
porque no es comparable el estimulo de maduracién TRIMEL con otras citoquinas como
TNF-q, en el sentido de que TRIMEL es mucho mas potente, no solo actta como fuente
de antigenos sino que por si solo es capaz de inducir la maduracién de monocitos
activados. Al parecer, el efecto de TRIMEL sobrepasa aquel ejercido por IFN-a y por
ello no se observan diferencias fenotipicas significativas entre TAPCells + IFN-o y
TAPCells.

La capacidad de TRIMEL de inducir la maduracién de las TAPCells, estd
relacionado con el hecho previamente demostrado en nuestro laboratorio de que el
tratamiento de las células tumorales con heat shock, es capaz de inducir sefiales de
peligro (DAMPs), tales como la translocacion de calreticulina a la membrana y la
secrecion de la proteina HMGBI, las cuales son reconocidas por receptores del tipo PRR
(PAMPs recognition receptors) presentes en las células dendriticas y proveen sefiales de
activacion que gatillan la rapida diferenciacién de monocitos a DCs maduras, por lo cual
TRIMEL acttia al mismo tiempo fuente de antigenos tumorales y como estimulo de
maduracion (Aguilera y col, 2011). Sin embargo, son las células tumorales y no otras las
responsables de la induccién de estos marcadores de expresion, ya que el tratamiento de
células dendriticas inmaduras con PBL condicionado con heat-shock no gatilla tal
induccién. Més afin, TRIMEL es capaz de activar sefiales de transduccién asociadas a
cambios fenotipicos en las APCs. Especificamente induce una mayor fosforilacién del
factor de transcripcién NFkB que el factor de maduracion méas ampliamente usado, LPS.
Adicionalmente, TRIMEL y TNF-a, inducen la degradacion de IKBa (Aguilera y cols,
2011). Més aiin, TRIMEL tiene la capacidad de activar los receptores necesarios (PRRs)
v en la combinacion especifica, por lo que el estimulo de IFN-o no hace una diferencia
significativa.

En la literatura esta bien documentado que los PRRs pueden iniciar eventos de

sefializacién especificos que modulan la produccién de citoquinas inflamatorias,
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fagocitosis, Ja asignacidon de la ruta antigénica intracelular, la liberacidon de especies
oxidativas, la maduracién de células dendriticas y el desarrollo subsecuente de
inmunidad adaptativa. Entre los PRRs los mejor caracterizados son los Toll-like
receptors (TLRs), que principalmente reconocen estructuras bacterianas, pero que
ademas pueden unirse a una variedad de proteinas propias como lo son las de heat
shock, presentes en el TRIMEL. La sefializacién por TLRs regula la activacién de
diferentes factores de transcripcion como el ya mencionado NFkB, lo que resulta en un
aumento en las respuestas de citoquinas inflamatorias, induccién de la maduracion de
DCs y del receptor de quimioquina CCR7. Esto indica que de manera particular, la
activacion de TLRs es DCs es capaz de cambiar su fenotipo de DC inmadura a uno
activador capaz de inducir respuestas inmunes adaptativas, estimulando tanto células T
CD8+ como CD4+ de manera antigeno especifica (Van Vliet y col, 2007).

Una vez caracterizadas TAPCells y TAPCells + IFN-a, lo siguiente fue
determinar la capacidad migratoria de las mismas. Dado que las TAPCells y TAPCells
+ IFN-¢ expresan mayor cantidad del receptor de quimioquinas CCR7 que monocitos
activados, era esperable que su capacidad de migrar en respuesta a Jos ligandos de
CCR7, esto es, CCL19 y CCL21, fuera mayor. Esto fue confirmado en ensayos de
transmigracion in vitro donde se vio que TAPCells y TAPCells + IFN-g migran
significativamente mas que monocitos activados en respuesta a la quimioquina CCL19
humana. Sin embargo, nuevamente no se detectaron diferencias significativas en cuanto
a la migracion entre las TAPCells y las TAPCells + IFN-a. Este hecho puede explicarse
por lo anteriormente discutido de que la expresion de CCR7 en estos dos tipos de APC
no es lo significativamente distinta como para traducirse en diferencias migratorias en
respuesta a CCL-19 en ensayos in vitro.

Por otra parte, es bien sabido que la migracidn eficaz de las DCs a los 6rganos
linfoides secundarios es esencial para que ellas estimulen respuestas inmunes. Por lo
cual, la habilidad de las vacunas basadas en DCs de inducir la migracion eficiente es
critica para su éxito. Mas anin, el discreto éxito de las vacunas de DCs puede ser en parte
atribuido a una migracién menos que 6ptima de las mismas, Un estudio reciente usando

DCs derivadas de monocitos marcadas con ''Indio y cargadas con péptidos de
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melanoma, administrados intra-dermalmente, demuestra que un gran nimero de DCs
inyectadas tienden a permanecer en el sitio de la infeccion, pierden viabilidad y son
eliminadas dentro de 48 horas. Mis atin, menos del 5% de las DCs usadas como vacunas
alcanzaron los nodos linfiticos drenantes {Verdijk y col, 2009). Es por estas razones que
era de importancia evaluar la capacidad de migracion in vive de las DCs usadas en
inmunoterapia en modelo murino y asi, extrapolar a lo que eventualmente ocurre en los
pacientes a los cuales se les aplica la inmunoterapia. De este experimento, se obtuvo que
si bien los tres tipos de APCs, TAPCells, TAPCells + IFN-a y AM son capaces de
migrar desde la mucosa sublingual hacia los nodo linfiticos secundarios, lo que se
deduce de la presencia de células fluorescentes en FLI en los tres casos (y que no se
observan en el control sin inyectar), el niimero de células PKH67+ encontradas en los
nodos linfaticos de ratones que fueron vacunados con TAPCells y TAPCells + IFN-o no
fue significativamente mayor que aquel que se obtuvo de ratones inyectados con
monocitos activados. Dado que los monocitos activados son células dendriticas
inmaduras, y CCR7 es un marcador que se regula positivamente durante la maduracién,
se esperaba que la migracion fuese significativamente menor que la obtenida con
TAPCells y TAPCells + IFN-u (similar a lo que ocurre in vitro).

Una posible explicacion para el resultado obtenido tiene que ver con el hecho de
que la inyeccién misma de las APCs en la mucosa sublingual, constituye una injuria que
potencialmente puede generar un ambiente de tipo inflamatorio €] cnal puede inducir la
maduracién de monocitos activados una vez inyectados en la lengua murina y en el
lapso de 24 horas que transcurren desde la inoculacion hasta el término del experimento,
lo cual a su vez llevaria a un aumento en la expresién de CCR7 y les permitiria migrar a
los nodos linfaticos cervicales al ignal que su contraparte madura TAPCells y TAPCells
+ IFN-a, como se demuestra en tincidn inmunohistoquimica y en la citometria de fiujo
realizada para detectar células dendriticas en los nodos linfaticos de ratones tratados con
distintas APCs y eso explicaria el por qué si observamos diferencias en la capacidad
migratoria entre APCs maduradas con TRIMEL y monocitos activados en ensayos de
transmigracion iz vitro. Este resultado ademas, pone en evidencia la capacidad de CCR7

humano de responder a las quimioquinas CCL19 y CCL21 murinas, lo cual se explica
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por el alto grado de homologia de secuencias humana y murina tanto del receptor como
de sus ligandos. En base a lo anteriormente descrito, queda confirmada la hip6tesis
originalmente planteada y queda demostrada la capacidad de migracién de TAPCells
utilizadas actualmente en inmunoterapia contra melanoma maligno, dando apoyo a
aquellos antecedentes que validan su uso como células presentadoras de antigenos en

pacientes con melanoma maligno.
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7. CONCLUSIONES

1

2)

3)

4)

5)

El lisado tumoral TRIMEL induce un fenotipo maduro en células dendriticas,
presentando un aumento significative de la expresion de los marcadores de

maduracion y moléculas coestimulatorias,

El lisado tumoral TRIMEL induce un aumento significativo de la expresion del
receptor de Zoming a linfonodos CCR7 en DCs maduras respecto a monocitos

activados.

Células dendriticas maduradas con TRIMEL (TAPCells y TAPCells + IFN-q)
son capaces de migrar en respuesta al ligando de CCR7, CCL19 en ensayos de

transmigracion in vitro.

Células dendriticas humanas maduradas con TRIMEL (TAPCells y TAPCells +
IFN-a) son capaces de migrar a nodos linfiticos in vivo en un modelo murino
C57 desde el sitio de inyeccién (mucosa sublingual) hacia nodos linfaticos

cervicales.

Ensayos de migracion in vive sugieren que ce€lulas dendriticas humanas y
especificamente CCR7, son capaces de responder in vive a sus ligandos CCL19

y CCL21 murinos
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