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RESUMEN

El melanoma es el cancer de piel con mayor mortalidad y uno de los canceres
que progresivamente ha aumentado su incidencia tanto en Chile como en el mundo.
Debido a que [as ierapias convencionales contra este cancer son poco efectivas en
etapas tardias y generan gran cantidad de efectos secundarios, se investigan nuevas
terapias alternativas o complementarias a las actuales. Una de estas estrategias
comprende la manipulacién del sistema inmune, lo que se denomina inmunoterapia del
cancer.

Las células dendriticas cumplen un rol fundamental en la induccion de la
respuesta inmune, por lo que representan una importante herramienta para la
generacion de la inmunidad antitumoral. Estudios previos de nuestro laboratorio han
demostrado que un 60% de los pacientes con melanoma avanzado vacunados con
células dendriticas estimuladas con un lisado alogénico de células de melanoma,
llamadas TAPCells registraron respuestas celulares con una correlacién positiva entre
la reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH) confra antigenos tumorales y la
sobrevida de los pacientes. [.os mecanismos efectores causantes de este resultado
atn no han sido descritos completamente, y falta por investigar si las TAPCells inducen
el “homing” de LT efectores al sitio tumoral. En este contexto, la hipétesis de este
proyecto plantea que las TAPCells son capaces de inducir receptores de quimioguinas
y moléculas de adhesién que permitan la migracién de linfocites T al tumor y a tejidos
periféricos inflamados, como la piel. Nuestros resultados demuestran que las TAPCells
san capaces de activar eficientemente linfocitos T alogénicos e inducir [a expresion de
los receptores de quimioquinas CCR4 en LT CD8*, CXCR4 en LT CD4" y CXCR3 en
ambas poblaciones de linfocitos en comparacion con las células sin estimular. Por otro

lado, demostramos que las TAPCells inducen la expresion de la subunidad CD11a de




la integrina LFA-1, implicada en la extravasaciéon de las células inmunes, tanto en
linfocitos T CD4" como CD8". Finalmente, ensayos de migracién in vitro, demostraron
una mayor movilidad de los LT estimulados con TAPCells en comparacién a los
controles, principalmente en respuesta a los ligandos de CXCR3 y CXCR4. En
resumen, nuestros resultados muestran que las TAPCells son capaces de inducir en
linfocitos T receptores de “homing” principalmente hacia piel inflamada y tumor,
comprobando su capacidad de modular la migraciéon in vitro de estas células. Este
trabajo constituye un aporte para comprender mejor €l rol de las TAPCells en la

estimulacién e induccion de [a migracién de linfocitos T.




ABSTRACT

Melanoma is a type of skin cancer that causes the majority of deaths in Chile
and the world and i{ is one of the cancers with the highest incidence on a global level.
Due to the fact that conventional therapies against melanoma have little effectiveness in
late stages and also generate a large number of secondary effects, it is hecessary to
develop new alternative or complementary therapies. One of these strategies is based
on the manipulation of the immune system and it is referred to as cancer
immunotherapy.

Dendritic cells have a fundamental role in the induction of the immune response.
For this reason, these cells constituie an important tool in the generation and
modulation of antitumor immunity. Previous studies from our laboratory have
demonstrated that 60% of patients with advanced melanoma that have been vaccinated
with dendritic cells stimulated with an allogeneic lysate of melanoma cells named
TAPCells, showed cellular responses with a positive correlation between delayed type
hypersensitivity reaction (DTH) against tumor antigens and patient survival. The effector
mechanisms that cause this response have not been fully investigated and so far, there
is no evidence as to whether TAPCells are competent {o induce homing of effector T
cells to the tumor site. In this project, we investigate if TAPCells induce chemokine
receptor expression and adhesion molecules that allow T cells to migrate to the tumor
and inflamed peripheral tissues like the skin. Our results demonstrate that TAPCells are
capable of activating allogeneic T cells efficiently and induce expression of the
chemokine receptors CCR4 on CD8" T cells, CXCR4 on CD4* T cells and CXCR3 on
both lymphocyte populations compared to non-stimulated cells. On the other hand, we

also demonstrate that TAPCells induce the expression of CD11a subunit of LFA-1




integrin, implicated in extravasation of the immune cells, on CD4" and CD8" T
lymphocytes. Finally, in vitro migration assays demonstrated a higher mobility of
TAPCells-stimulated T cells compared with controls, mainly in response to CXCR3 and
CXCR4 ligands. [n summary, our results show that TAPCells are fully competent {o
induce homing receptor expression on T cells associated to migration to inflamed skin
and tumor, proving their capacity to modulate in vitro migration of these cells. This work
contributes to a better understanding of the role of TAPCells in stimulation and

induction of T cell migration.




INTRODUGCION

Cancer y melanoma.

Tanto en Chile como en el mundo, el cancer aparece como la segunda causa
de muerte, sélo superado por las enfermedades cardiovasculares, con mas de 7
millones de defunciones a nivel mundial para el afio 2008. A nivel nacional, la tasa de
mortalidad por cancer era de 133 muertes por cada cien mil habitantes para el afio
2009, con niveles de incidencia similares a los de paises desarrollados (Garmendia y
col., 2013). El cancer se define como un conjunto de enfermedades producidas por la
proliferacién descontrolada de células anormales con la capacidad de invadir y destruir
otros tejidos. Las células cancerosas adquieren caracteristicas que las hacen muy
diferentes de una célula normal: poseen fallas en la regulacién de [a division celular, en
los mecanismos de chequeo de errores en la reproduccién, ademas de pérdida de
especializacion y de las uniones que les permiten conformar un tejido. En humanos, se
describe a la carcinogénesis como un proceso de varias etapas, que reflejan el efecto
de alteraciones genéticas las cuales conducen a la transformacion progresiva de
células normales a células cancerosas altamente malignas (Hanahan & Weinberg,
2011). El cancer comienza formando un tumor, €l cual es capaz de producir dafios a
los tejidos adyacentes e invadir tejidos normales a través del torrente sanguineo o
linfatico, proceso denominado metastasis (Abrams y col., 1950). La formacion de una
metastasis se desarrolla en varias etapas: (a) invasion local, donde las células
malignas residentes de un tumor primario (origen del tumor) penetran el estroma a
través de la matriz exiracelular para comenzar a diseminarse; (b) angiogénesis o
generacién de nuevos vasos sanguineos en el tumor, lo que aumenta su irrigacion y
capacidad de crecimiento; (¢) intravasacion, que consiste en la entrada de células

tumorales al lumen de los vasos linfaticos o hacia la circulacién sanguinea; (d)




supervivencia de células cancerigenas en la circulacion sanguinea, lograda por un bajo
porcentaje de las células (menos del 0,01% de las células tumorales circulantes
generan nuevas colonias metastésicas) debido al estrés provocado por su separacion
de la matriz original, a los dafios provocados por fuerzas hemodindmicas y por la
accion de células del sistema inmune innato, como las células Natural Killer (NK); (e)
alojamiento en 6rganos blanco, donde las células tumorales circulantes se adhieren a
los vasos sanguineos de un 6rgano determinado; (f) extravasacion, consistente en la
salida de las células tumorales desde la circuiacién hacia los tejidos blanco; y (@)
colonizacién y formacion de metéstasis, en la cual las células cancerigenas logran
sobrevivir al encuentro con el ambiente del tejido blanco y son capaces de proliferar en
colonias y generar una metastasis, proceso que requiere la irrigacion de nuevos vasos
sangutneos, donde el proceso de angiogénesis es fundamental (Morgan-Parkes, 1995;
Valastyan & Weinberg, 2011).

De entre los distintos tipos de cancer, el cancer de piel es el mas frecuente
entre la poblacion de piel blanca, con una creciente incidencia a nivel mundial, siendo
el principal factor de riesgo para esta enfermedad los rayos uliravioletas provenientes
del sol, los cuales se han vuelio mas dafiinos con el tiempo debido en parte, a la
destruccién de la capa de ozono (Diepgen & Mahler, 2002). Existen principalmente tres
sub-tipos de cancer de piel: el carcinoma basocelular, el carcinoma de células
escamosas y el melanoma maligno. Los dos primeros, son los tipos de cancer de piel
gue aparecen en mayor frecuencia en la poblacién, sin embargo, tienen una muy baja
mortalidad. En cambio el melanoma, aunque es el menos frecuente, es el que mas ha
aumentado su incidencia a nivel mundial a fravés de los afios (entre un 3-7% para las
razas caucasicas) (Erdei & Torres, 2010), es el mas agresivo debido a su alta

capacidad de metastasis, y posee la mayor tasa de mortalidad (responsable del 90%




de las muertes por cancer de piel) (Garbe y col., 2012). En Chile, entre 1983 y 2008 se
registraron 2917 muertes por melanoma, equivalentes al 55,17% de todas las
defunciones por cancer de piel del periodo; de ellas, el 52,11% correspondié a
hombres (Alonso, 2011). El melanoma se desarrolla a partir de células pigmentadas
llamadas melanocitos, cuya funcion es la proteccién de la piel contra los rayos solares.
El desarrollo de este tipo de tumor consta de varias etapas: la lesion més temprana es
la formacion de un nevus comun (proliferacion de células de la piel), el cual puede dar
paso a un nevus displasico (de forma iregular), precursor del melanoma cutaneo.
Posteriormente, el nevus pasa a una fase de crecimiento radial (RGP), primera etapa
maligha reconocible, donde las células tumorales se encuentran confinadas en la
epidermis o invadiendo de forma local, sin mostrar una mayor capacidad de
crecimiento o metastasis. La siguiente etapa es la fase de crecimiento vertical (VGP),
donde las células de melanoma infiltran la dermis y el tejido subcuténeo. Finalmente, la
metéstasis representa la etapa mas avanzada de la progresién tumoral del melanoma
(Hsu y col.,, 2002). E! melanoma posee buen prondstico en etapas tempranas, con
mejorias de alrededor de un 85% de los pacientes mediante extirpacién quirdrgica def
tumor. Sin embargo, esto contrasta fuertemente con su alta mortalidad en etapas
tardias, debido a que existen pocas opciones de tratamiento efectivo. Por esta razon, la
deteccion temprana de esta enfermedad es crucial para la supervivencia de los
pacientes (Friedman y col., 1985). En este sentido, el conocido acrénimo “ABCDE”, el
cual se refiere a las caracteristicas anormales de los nevus melanociticos: Asimetria,
Bordes irregulares, Coloracién oscura o irregular, Didmetro mayor a 6 mm, y Evolucion
en el tiempo (Abbasi y col., 2004), es una herramienta simple y util para un diagnéstico

rapido y acertado de este tipo de cancer.




Sistema inmune y cancer.

El sistema inmune esta constituido por una compleja red de 6rganos, tejidos y
¢élulas que interactiian entre si y con el resto del cuerpo, con la funcion de proteger al
organismo frente a diversas amenazas que podrian dar origen a enfermedades u otros
tipos de dafio, como infecciones por bacterias, virus u hongos, o el desarrollo de
tumores. Las células del sistema inmune son capaces de reconocer a los agentes
externos potencialmente dafiinos, y detectar posibles anormalidades en las células
propias del organismo, como ocurre en el caso de las neoplasias.

La respuesta inmune se puede dividir en innata y adaptable segin la
especializacién de cada una. La inmunidad innata corresponde a células y moléculas
que actian de manera rapida contra agenies extrafios y representan la primera linea
de defensa del organismo. Las células que forman parte de este tipo de respuestas,
como macréfagos, “natural killer”, granulocitos y células dendriticas entre otros, poseen
receptores codificados en la linea germinal que reconocen estructuras conocidas como
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs). La inmunidad adaptativa en
cambio, esta formada principalmente por linfocitos T (LT) y linfocitos B (LB), los cuales
poseen receptores que son generados por recombinacién somética de varios genes.
Este mecanismo genera un enorme repertorio de receptores con distintas
especificidades para el reconocimiento de antigenos (moléculas capaces de generar
una respuesta inmune) (Medzhitov & Janeway, 1997; Janeway & Medzhitov, 2002).
Una de las caracteristicas mas importantes de la respuesta inmune adaptativa, ausente
en la respuesta innata, es la generacién de “memoria inmunoldgica”. Luego de un
primer encuentro con un agente extrafio, parte de los linfocitos se transforman a
células efectoras y ofras a células de memoria, las cuales se mantienen en circulacion

en un estado inactivo y son capaces de reconocer y reaccionar rapidamente ante un
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nuevo contacto con el mismo agente extrafio. (Ahmed & Gray, 1996; Zinkernagel y col.,
19986).

Ademéas de proteger contra patégenos o agentes exiernos potencialmente
dafiinos para el organismo, el sistema inmune se mantiene en un estado de vigilancia
para la destruccion de células tumorales. En la década del 50, fue formulada la
hipétesis de la “inmunovigilancia”, la cual describe que el sistema inmune de un
organismo es capaz de reconocer antigenos présentes en células tumorales nacientes
y eliminarlas antes de que el tumor se vuelva clinicamente evidente, por lo que el
cancer progresivo representaba un evento raro en donde las células tumorales
escapaban del control del sistema inmune (Ochsenbein, 2002). A pesar de ser
rechazada en su momento por la falta de evidencia, el conocimiento actual confirma la
existencia de la inmunovigilancia y la incluye dentro de un proceso mas general
denominado “inmuncediciéon” del cancer, encargado tanto de prevenir la formacién de
tumores como de seleccionar aguellos de baja inmunogenicidad y de esta manera
promover el crecimiento tumoral (Dunn y col., 2002). El proceso de inmunocedicion
comprende principalmente tres grande etapas, las cuales se han denominado “las 3
Es”": Eliminacién, Equilibrio y Escape. La etapa de eliminacion representa el concepto
original de inmunovigilancia, o sea, [a erradicacién del tumor en desarrollo; si esta fase
es completada con éxito, la inmunoedicién no continua hacia las siguientes etapas. En
la fase de equilibrio, el sistema inmune del organismo y cualquier célula tumoral capaz
de superar la fase anterior, entran en un equilibrio dinamico, donde las células del
sistema inmune ejercen una potente presién selectiva sobre las células tumorales
capaz de contener, pero no eliminar completamente el tumor. Como resultado de esta
fase, surge una nueva poblacion de células cancerigenas con inmunogenicidad

reducida. Finalmente, en la etapa de escape, las nuevas variantes de células tumorales




seleccionadas crecen en un ambiente inmunolagicamente intacto, llegando a tumores
clinicamente detectables. Para ello, las células cancerigenas emplean multiples
estrategias de evasién inmune para evitar la accion de las células tanto del sistema

inmune innato como adaptativo (Dunn y col., 2004).

Células dendriticas y presentacion antigénica.

Una respuesta inmune antitumoral efectiva depende de la activacion del
sistema inmune adaptativo. Los linfocitos T por si solos no reconocen antigenos
solubles y necesitan que otras células les “presenten” los antigenos fumorales. Las
células que realizan este trabajo son las llamadas células presentadoras de antigenos
(CPA). Dentro de éstas, las células dendriticas (DCs) son las Ginicas capaces de activar
LT virgenes {LTv), es decir, linfocitos que no han tenido contacte con el antigeno para
el cual expresan receptores especificos (TCR). Las DCs son centinelas del sistema
inmune y se localizan en los tejidos periféricos que estan en contacto con el medio
externo, tales como piel, pulmones e intestino, entre ofros. En estos sitios, las DCs se
encuentran en un estado inmaduro y su funcién principal es capturar antigenos
mediante distintos procesos tales como macropinocitosis, endocitosis mediada por
receptores de lectina tipo C o receptores Fe, y la fagocitosis de virus, bacterias, células
apoptéticas y necréticas (Banchereau & Steinman, 1998; Banchereau y col., 2000).
Sefiales de inflamacion o infeccién inducen [a maduracion de las DCs. Estos estimulos
san detectados por receplores gue reconocen pairones moleculares conservados
asociados a patdgenos (PAMPs), denominados receptores de reconocimiento de
patrones (PRR). Entre los PRR, los receptores tipo Toll (TLR) son los mas estudiados
en celulas de mamiferos y tienen un rol clave en el reconocimiento de agentes

microbianos (Akira y col., 2001; Takeuchi & Akira, 2010). En ausencia de infeccion,




ciertos factores celulares endégenos inducidos por estrés, radiacion, lesiones
relacionadas con isquemia y calor excesivo, también pueden gatillar respuestas
inflamatorias mediadas por DCs. Estos factares se han denominado “sefiales de
peligro” o0 DAMPs (de "Damage-Associated Molecular Patterns”: patrones moleculares
asociados a dafio) y su reconocimiento es mediado por PRRs. Estas sefiales de peligro
incluyen calreticulina (CRT), proteinas de shock térmico, el grupo de alta movilidad 1
{(HMGBH1), B-defensina, acidos nucleicos, y &cido urico; todos reconocidos por TLRs,
integrinas o receptores tipo “scavenger” (Blanco y col., 2008). La sefializacion a traves
de los TLRs activa y madura fuertemente a las DCs (Kadowaki y col., 2001). Este
proceso, incluye la redistribucion hacia [a superficie de las moleculas de
histocompatibilidad (MHC) cargadas con antigenos, un aumento en la expresién de las
moléculas de co-estimulacion CD80/86 y del receptor CCR7, con la consecuente
migracion hacia las areas T de los érganos linfoides donde presentan los antigenos
procesados a los LT provocando la proliferacién y diferenciacion de éstos y la iniciacidn
de la respuesta inmune adaptable (Thomas & Lipsky, 1996; Banchereau & Steinman,
1998). Para la activacion optima de los LT se requieren tres sefiales: el reconocimiento
del complejo MHC-péptido por el TCR, la interaccién de las moléculas co-
estimuladoras expresadas en las DCs (CD40, CD80, CD86) con sus ligandos vy
receptores presentes en los LT, y finalmente la secrecién y reconocimiento de
citoquinas, las cuales participan en la polarizacion y proliferacion de los LT (Palucka &
Banchereau, 1999).

En humanos se han descrito principalmente dos tipos de DCs: las
plasmocitoides, cuyo marcador principal en humanos es CD123, se originan a partir de
progenitores linfoides, y cuando se activan por el reconocimiento de secuencias de

ADN o ARN producen altas cantidades de interferén de tipo | (principalmente, IFN-a y




B) (Blanco y col., 2008); y las mielodes, cuyo marcador caracteristico es CD11c y se
originan a partir de progenitores mieloides (Thomas & Lipsky, 1996), siendo éstas
Gitimas las que se presentan en mayor proporcién en sangre y cuyo rol ha sido

ampliamente estudiado en la inmunologia del cancer.

Inmunidad celular y cancer.

Los linfocitos T pueden dividirse en dos grandes grupos dependiendo del co-
receptor que expresan junto al TCR: linfocitos T CD4" y linfocitos T CD8". Los LT CD4”
reconocen antigenos especificos presentados en el contexto de una molécula MHC de
clase Il y su funcién principal es modular la respuesta inmune mediante la secrecion de
citoquinas, participando en procesos como la activacion y proliferacién de los LT CcDs*,
la diferenciacion de los linfocitos B, la activacion de células del sistema inmune innato
como los macréfagos, y la supresion de la respuesta inmune (Luckheeram y col,,
2012). A la fecha, se han descrito cuatro principales tipos de LT CD4": helper 1 o Thi,
helper 2 o Th2, helper 17 o Th17 y los LT reguladores. Los Th1 se caracterizan por la
expresion del factor de transcripcion T-bet, por la secrecion de IFN-y, y se ha descrito
que participan en la respuesta inmune contra patégenos intracelulares, en procesos de
autoinmunidad 6rgano-especificos y en la respuesta antitumoral. En cambio los
linfocitos Th2 expresan el factor de franscripcion maestro GATA-3, secretan
principaimente IL-4, y estan involucrados en la respuesta inmune contra parésitos
extracelulares y en desdrdenes de hipersensibilidad como las alergias. Por otro lado,
los Th17 expresan el factor de transcripcion RORyt, secretan IL-17 cuando se activan y
su funcién principal es participar en la respuesta inmune contra bacterias y hongos
extracelulares (Zhu & Paul, 2008; Luckheeram y col, 2012). Finalmente, los LT

reguladores se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion FOXP3 y estan




encargados del mantenimiento de la tolerancia inmunolégica, mediante la supresidn
acliva de linfocitos auto-reactivos que reconocen antigenos propios con alta afinidad
(Hori y col., 2003).

Por otro lado, los LT CD8" efectores, también llamados LT citotoxicos (CTLS),
reconocen antigenos especificos presentados en un contexto de MHC de clase |, y su
funcién principal es la eliminacién de células extrafias mediante la secrecion de
citotoxinas tales como granzimas y perforinas, y a través de la accién de la molécula
FasL. Como las moléculas MHC-[ contienen péptidos derivados principalmente del
medio intracelular, este es un mecanismo efectivo para destruir células infectadas con
virus u otros patogenos infracelulares y células tumorales. Enire sus funciones esta
también la produccién de citoquinas como IFN-y y TNF-a, patron similar al de los LT
CD4" Th1 (Mosmann y col., 1997).

Cuando se desarrolla un tumor, las DCs capiluran y procesan antigenos
derivados de las células tumorales, en presencia de estimulos inmunogénicos, y
migran hacia el 6rgano linfoide secundario mas cercano llamado “linfonodo drenante de
tumor”, donde activan LTv tanto CD4" como CD8". Estos LT salen del linfonodo, y
vigjan a través del torrente sanguineo hasta llegar al lugar de residencia del tumor,
donde son capaces de ejercer su accion con el fin de eliminar las células cancerigenas
(Mellman y col.,, 2011). Inicialmente, [a investigacion de la respuesta inmune
antitumoral estuvo cenfrada en los CTLs debido a que son capaces de reconocer los
complejos MHC-I-péptido expresados por las células tumorales y provocar su lisis
directa. Ademas, poseen la hablilidad para eliminar grandes masas tumorales in vivo
{Toes y col,, 1929). Sin embargo, con el paso del tiempo, numerosos estudios han
demostrado un rol clave de los LT CD4" en la respuesta antitumoral. Su participacion

en este proceso estaria dada por [a secrecion de citoquinas como IFN-y, IL-2 e IL-12,
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participando en la activacién de las DCs, y mediante el reclutamiento y activacién de
células del sistema inmune innato tales como macréfagos y eosindfilos (Hung y col.,
1998; Toes y col.,, 1999). En [a actualidad, sabemos que los linfocitos T son las
principales células involucradas en [a respuesta inmune antitumoral y muchos estudios
a lo largo del tiempo han demostrado que pacientes con cancer que presentan una
mayor proporcién de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), poseen una mejor sobrevida
(Yu & Fu, 2006).

Para defenderse de la respuesta inmune antitumoral, las células cancerosas
han desarrollado una serie de mecanismos capaces de evadir este atague. Dentro de
éstos encontramos la sobreexpresiéon de moléculas inmunoreguladoras como PD-L1/L.2
en las células tumorales, la secrecion de prostaglandina E2 (PGE2), arginasa
(moléculas supresoras de LT) y VEGF (inhibe la infiltracién de los LT al sitio tumoral),
disminucion de la expresién de moléculas MHC-I, lo que disminuye la presentacion
antigénica y el recanocimiento de las células tumorales por LT CD8", y el reclutamiento
de ceélulas inmunosupresoras, como LT reguladores y células mieloides supresoras,

entre ofros (Grivennikov y col., 2010; Mellman y col., 2011).

Migracion de linfocitos T y melanoma

Los linfocitos T efectores necesitan migrar y llegar a los tejidos dafiados donde
son necesitados. Para ello, expresan diversos repertorios de “moléculas de trafico” y
receptores que permiten su migracién y acumulacién en un tejido u érgano blanco
determinado (Mora & von Andrian, 2008). Los linfocitos T virgenes se mantienen en
circulacion migrando de un linfonodo a otro. Una vez activados por las DCs, adquieren
la capacidad para migrar hacia la fuente de los antigenos presentados por las células

dendriticas (Mora y col., 2003).




11

El fendmeno de ftrafico celular tejido-especifico o “homing” es requlado por
diversas moléculas quimioatractantes llamadas quimioquinas, las cuales son
secretadas por las células de los distintos tejidos del organismo. Las quimioquinas
pertenecen a la familia mas grande de citoguinas, con al menos 50 moléculas distintas
identificadas hasta el momento (Bromley y col., 2008). Estas proteinas son homélogas
entre st y poseen pesos moleculares entre 8 y 10 kDa. Las quimioguinas regulan la
motilidad y la adhesién celular mediante su unién a receptores presentes en la
superficie de las células, denominados receptores de quimioquinas. Los receptores de
quimioquinas pertenecen a una rama de la subfamilia y de los receptores de siete
segmentos de transmembrana tipo rodopsina, y estan diferencialmente expresados en
todas las células del sistema inmune (Griffith y col., 2014). Estos receptores pueden
ser divididos en dos grupos: los acoplados a proteina G, los cuales modulan las
cascadas de sefializacién para afectar la movilidad celular a través de la regulacién de
procesos dependiente de actina y asi modificar la maquinaria celular para generar el
movimiento de la célula; y los receptores de quimioquinas atipicos, sin capacidad de
sefializacion, que estan encargados de mantener altas conceniraciones de
guimioquinas en lugares especlficos, y disminuir los procesos inflamatorios, eliminando
las quimioguinas de la circulacion (Luster, 1998; Griffith v col., 2014).

Las quimioquinas ejercen su accion mediante gradientes de concentracion las
cuales son reconocidas por los linfocitos T u otras células, direccionandolas hacia la
fuente secretora de estas moléculas (Bromley vy col., 2008), ademas de proveer las
sefiales necesarias para aumentar la afinidad de la interaccién mediada por integrinas
en el paso de las células por los vasos sanguineos. Se ha descrito, que existe un

incremento en la produccién de quimioquinas durante [a inflamacion, lo que conlleva al




reclutamiento selectivo de células del sistema inmune al tejido inflamado (Luster,
1998).

Muchas publicaciones han demostrado la importancia de los receptores de
quirnioquinas en la migracion de diversos tipos celulares hacia los tejidos del cuerpo,
ya sea para mantener la homeostasis normal de los mismos o para responder a
situaciones de peligro para el organismo. Por ejemplo, CCR7 es un receptor de
guimioquinas capaz de unir los ligandos CCL19 y CCL21, y dirige la migracion de DCs
maduras y de distintos tipos de linfocitos virgenes hacia tejidos linfoides secundarios
(Charo & Ransohoff, 2006; Férster y col., 2008); CCR9 es un receptor que se une a la
quimioquina CCL25 (TECK), la cual se secreta en el intestino, siendo importante en el
“homing” celular hacia ese tejido (Mora y col., 2003); CCR10 se une a los ligandos
CCL27 y CCL28 y se expresa principalmente en melanocitos vy linfocitos que hacen
*homing” a piel, y esta involucrado en la migracién hacia este tejido en condiciones de
homeostasis, o sea, en estados no inflamatorios {Marelli-Berg y col., 2008).

En el caso particular del melanoma, existe un grupo de receptores de
quimioquinas que son importantes para direccionar a los linfocitos T y ofras células del
sistema inmune hacia el tumor. El receptor CCR4, cuyo ligando principal es la
quimioquina CCL17 (TARC), participa en la circulacion de linfocitos T hacia piel en
estado de homeostasis, y es inducida en este tejido, cuando existen procesos
inflamatorios (Marelli-Berg y col., 2008). El receptor CXCR3, cuyo ligando de mayor
afinidad es la quimioguina CXCL10 (IP-10), se ha descrito como el receptor mas
relevante en la migracién de linfocitos T hacia sitios de inflamacion (Griffith y col,,
2014), otorgéndole un papel fundamental en la respuesta antitumoral (Luster & Leder,
1993). Un estudio previo demostré que la co-expresion de los receptores CCR4 y

CXCR3 en linfocitos T CD8" de pacientes con melanoma se correlaciona con una
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mayor sobrevida sobre todo en estadios avanzados de la enfermedad, siendo CXCR3
el receptor clave en este fendmeno (Mullins y col., 2004).

Existen diversos tipos celulares, ademas de los perienecientes al sistema
inmune, capaces de secretar quimioquinas. En el caso de un fumor, éste se compone
de células neoplasicas y células del compartimiento estromal entre las que se
encuentran fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliales y una variedad de células
asociadas con el sistema inmune. Una fraccién de las células estromales presentes en
el tumor corresponde a fibroblastos asociados a cancer (CAFs), los cuales poseen una
alta secrecion de la quimioquina CXCL12 (SDF-1) en condiciones estacionarias. Se ha
documentado que esta quimioquina, ligando del receptor CXCR4, participa en los
procesos de angiogénesis y metastasis tumoral (Orimo & Weinberg, 20086). Ademas,
resultados previos de nuestro laboratorio han demosirado, mediante el uso de
microarreglos de ADN, un aumento en [a expresion del receptor CXCR4 en linfocitos
de pacientes con melanoma avanzado respondedores a una inmunoterapia con DCs
generada en nuestro [aboratorio, al compararlos con pacientes no respondedores (los
que no generan respuesta inmunolégica).

Otro preceso clave en la migracion de las células del sistema inmune hacia los
lugares de inflamacién es la entrada a los tejidos desde los vasos sanguineos, proceso
llamado “extravasacion”. Este procese comienza con la interaccion entre quimioquinas
provenientes de las células endoteliales que componen la parie interna de los vasos
sanguineos, vy los respectivos receptores presentes en la superficie de las células del
sistema inmune. Esta interaccion genera la activacion de las integrinas {moléculas de
adhesion) de los leucocitos, provocando cambios conformacionales y aumentando su
afinidad por los ligandos en [a membrana de las células endoteliales, permitiendo su

adherencia y posteriormente su salida hacia los tejidos (Luster, 1998). Enire las




14

[}

moléculas de adhesion mas relevantes en el proceso de extravasacion en linfocitos T
se encuentran: la integrina LFA-1 (de “Lymphocyte Function-associated Antigen 1"),
compuesta por dos subunidades llamadas CD11a y CD18, ligando de la molécula
ICAM-1 (de “InterCellular Adhesion Molecule 1") expresada en la superficie de las
células endoteliales (Bierer & Burakoff, 1988; Sallusto & Baggiolini, 2008); el ligando de
P-selectina (CD162), cuyo receptor se expresa principalmente en endotelio y piel
inflamada (Hamann & Syrbe, 2000); y la integrina a4f1, también llamada VLA-4 (de
“Very Late Antigen-4"), compuesta de las subunidades CD49d {(a4) y CD29 (1), cuyo
receptor en la superficie de las células endoieliales es la proieina VCAM-1 (de
“Vascular cell adhesion molecule-1"), molécula que se expresa luego de [a estimulacidn
de las células endoteliales por citoquinas como TNF-a e [L-1 {Hamann & Syrbe, 2000;

Sallusto & Baggiolini, 2008).

Tratamientos actuales e inmunoterapia contra el melanoma.

Los tratamientos convencionales para combatir el melanoma incluyen la cirugia
{especialmente efectiva en etapas tempranas), la radioterapia y la quimioterapia. Estas
terapias han mostrado efectos limitados y un alto porcentaje de los pacientes desarrolla
efectos secundarios, tales como fatiga, pérdida de cabello, anemia, infertilidad, e
inmunodeficiencia, entre otras (Garbe y col., 2012). Estos fratamientos contra el
melanoma no son efectivos en la eliminacidn del tumor en los estadios mas tardios del
cancer. En el caso de la quimioterapia, su efectividad es reducida debido a que las
células de melanoma presentan una elevada resistencia a la apopltosis celular, proceso
inducido por la mayoria de las drogas quimioterapéuticas (Gray-Schopfer y col., 2007).
Para el afio 2011, la decarbazina era [a (Inica droga quimioterapéutica aprobada por la

FDA para el tratamiento del melanoma (Chapman y col., 2011), haciendo necesario el
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desarrollo de nuevos tratamientos. Recietitemente, se han generado drogas dirigidas
hacia blancos especificos en las células cancerosas. Estos blancos terapéuticos
corresponden principalmente a proteinas de vias de sefializacién sobreactivadas o
productos oncogénicos derivados de éstas, lo que hace a éstas células mas sensibles
a su inhibicion (Gray-Schopfer y col,, 2007). Un ejemplo de esto es la droga
vemurafenib, potente inhibidor del gen BRAF mutante (gen mutado en el 40-60% de los
pacientes con melanomas cutaneos), el cual produce una marcada accién antitumoral
contra células de melanoma. Sin embargo, no todos los pacientes con melanoma
poseen el gen BRAF mutado y un alto porcentaje de los pacientes tratados con esta
droga desarrollan resistencia a la terapia (Chapman y col., 2011; Sosman y col., 2012).

Une de los tratamientos alternativos de mayor interés e investigacién en los
Gltimos afios es la llamada inmunoterapia antitumoral. La inmunoterapia se refiere a la
estimulacion del propio sistema inmune del paciente para el rechazo y destruccién del
tumor. En 1893, William Coley demostré que la inoculacién de extractos bacterianos a
pacientes con cancer, podia reducir masas tumorales (Cann y col., 2003), sentando las
bases de la inmunoterapia. Ya en 1943, se demostré que la inmunizacién con tumores
podia prevenir el crecimiento de tumores singénicos en ratones (Gross, 1943). Entre
las décadas de los 80 y 90, se demostrd que LT humanos tienen la capacidad de lisar
especificamente tumores autdlogos in vifro (Topalian y col., 1989), y que la
estimulacion de LT con células tumorales autdlogas induce su proliferacién y la
secrecion de citogquinas (Barth y col., 1991).

Hoy en dia, existen tres aproximaciones para potenciar la respuesta inmune
antitumoral mediante el desarrollo de inmunoterapias: (1) la estimulacion no especifica
de la respuesta inmune antitumoral, mediante el uso de citoquinas o por la eliminacion

de sefiales inhibitorias para los linfocitos T, (2) la transferencia adoptiva de células
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(ACT), los cuales se seleccionan y se expanden ex vivo y posteriormente se transfieren
de nuevo al paciente, v (3) la inmunizacién activa (vacunas) para mejorar las
respuestas endégenas antitumorales in vivo. Dentro de las primeras, el uso de
[pilimumab, un anticuerpo monoclonal humano que bloquea el receptor inhibitorio
CTLA-4 ha mostrado ser efectivo en combinacion con otros agentes, como citoquinas o
vacunas, en el tratamiento de pacientes con cancer metastésico (Hodi y col., 2010; Van
den Eeriwegh y col., 2012). A pesar de los resultados alentadores, se han
documentado una serie de efectos adversos provocados por el uso de este anticuerpo,
entre los que se encuentran fatiga, diarrea, colitis, toxicidad derivada de eventos
autoinmunes, entre otros (Banaszynski & Kolesar, 2013). La transferencia adoptiva de
linfocitos T es una forma de terapia de transfusion gue consiste en la inyeccion de
distintos subtipos de linfocitos T en los pacientes con el fin de eliminar un tumor y
prevenir su recurrencia (June, 2007). En 1966, Southam y colaboradores demostraron
que pacientes con cancer avanzado a los cuales se les realiz6 una transferencia de
leucocitos autdlogos, presentaban una inhibicion del crecimiento de los tumores
subcutaneos (Southam y col., 1966). Este hallazgo sugirié que en el paciente existian
leucocitos con un efecto inhibitorio especifico hacia el crecimiento tumoral. Entre todos
los distintos tipos de leucocitos, los LT CD8" son los que atraen mayor atencién para
su uso en esta terapia debido a su capacidad para destruir directamente las células
tumorales. Ademas, poseen otras caracteristicas como la facilidad de su manipulacion
genética y sus largos tiempos de vida. El éxito de este tipo de terapias depende
principalmente de la 6ptima seleccion o modificacién genética de LT especlficos contra
antigenos de tumor, y de inducir su correcta proliferacién manteniendo sus funciones
efectoras y capacidad de migracion (June, 2007). A pesar de que la transferencia

adoptiva de LT ha mostrado regresion de algunos tumores, falla en generar una
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respuesta antitumoral en un alto porcentaje de los pacientes, lo cual podria deberse a
factores como la migracién de las células inyectadas o a la pobre expresion antigénica
de los tumores (Rosenberg y col., 2008). Uno de los nuevos enfoques terapeuticos
para tratar el cancer es el desarrollo de vacunas de DCs que sean capaces de generar
una respuesta inmune anti-tumoral especifica con memoria inmunolégica (Gilboa,
2007; Palucka & Banchereau, 2012). El protocolo mas utilizado en los ensayos clinicos
de pacientes con diferentes tipos de cancer es el culiivo de monocitos de sangre
periférica diferenciados a células dendriticas con GM-CSF e [L-4, las cuales se
maduran ex vivo y se reinyectan en los pacientes (Palucka & Banchereau, 2012). A
pesar de los resultados alentadores de algunos de estos ensayos clinicos, la mayoria
de ellos han fallado en la correcta evaluacién de la respuesta antitumoral y en [a
identificacion de biomarcadores para la prediccion de la respuesta clinica de los
pacientes (Palucka & Banchereau, 2012).

En el Laboratorio de Inmunologia Antitumoral de la Universidad de Chile, se han
realizado estudios clinicos de fase | y I, basados en un nuevo tratamiento, el cual
consiste en el uso de DCs autélogas cargadas con lisados tumorales alogénicos en
pacientes con melanoma avanzado. Estos estudios demosiraron que el 60% de los
pacientes con melanoma maligno tratados con estas DCs desarrollaron respuestas
inmunolégicas, con una correlacion positiva entre la reaccién de hipersensibilidad
retardada (DTH) contra antigenos tumorales y la sobrevida de los pacientes. Las DCs
utilizadas, denominadas TAPCells (del inglés “Tumor Antigen Presenting Cells"), son
células presentadoras de antigenos autdlogas, generadas a pariir de monocitos de
sangre periférica y diferenciadas con las citoquinas GM-CSF e IL-4 (Salazar-Onfray y
col., 2013). Estas células poseen la capacidad para activar LT melanoma-especificos y

de esta manera activar una respuesta inmune antitumoral. Un componente esencial de
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este tratamiento es Ja utilizacién de un lisado celular alogénico, obtenido de ires lineas
celulares de melanoma: Mel 1, Mel 2 y Mel 3. Este lisado, denominado TRIMEL,
contiene la mayoria de los antigenos asociados a melanoma descritos e induce una
rapida maduracién de las células dendriticas in vifro. Sin embargo, los antigenos por si
solos ho son suficientes para inducir una dptima maduracién de las DCs. Por esto, las
células que constituyen este lisado son previamente sometidas a un condicionamiento
con shock térmico. Datos obtenidos de nuestro laboratorio indican que este proceso
gatilla la translocacién de calreticulina y la liberacion de HMGB1, las cuales actian
como sefiales de peligro o DAMPs, induciendo la presentacion de antigenos y la
6ptima maduracién de las DCs (Aguilera y col., 2011).

Los mecanismos de accion de las TAPCells no estan de! todo descritos, sin
embargo, se han investigado algunos de los procesos que podrian explicar, en parte,
su efectividad. Se demostré que pacientes respondedores a la terapia, es decir DTH",
poseen LT CD4* y CD8* de memoria (CD45R0O") capaces de secretar citoquinas pro-
inflamatorias luego de su estimulacion in vitro (Aguilera y col., 2011). Asf mismo, se
observé que pacientes vacunados con TAPCells poseen ires veces mas LT Thi
productores de IFN-y y dos veces mas de LT Th17 productores de |L-17 respecto a los
no respondedores (Duran y col., 2013). A pesar de esto, varios aspectos sobre la
accion de las TAPCells faltan por ser resueltos. Uno de estos aspectos, es como estas
DCs activan y direccionan a los LT para que ejerzan su accién sobre las células de
melanoma. La caracterizacion del “homing” de los linfocitos T activados por TAPCells
podria ayudar a entender de mejor manera los mecanismos de accion terapéuticos de
estas células dendriticas, con el fin de disefar mejores terapias contra el melanoma y

otros tipos de cancer.
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Hipétesis
TAPCells inducen receptores de quimioguinas y moléculas de adhesién que
permiten la migracion de linfocitos T al tumor y iejidos periféricos inflamados como la
piel.
Objetivos
Objetivo General
Analizar la capacidad de las TAPCells de inducir en linfocitos T el potencial de
migrar a epitelios periféricos y al tumor con el fin de entender sus mecanismos de

accion terapéuticos.

Objetives Especificos
1. Estudiar la capacidad de [as TAPCells de activar linfocitos T.
2. Evaluar la expresion de los receptores de quimioquinas CCR4, CXCR3 vy
CXCR4, en linfocitos T activados por TAPCells.
3. Evaluar la expresion de las moléculas de adhesién CD11a, PSGL-1 y la
integrina B1, en linfocitos T activados por TAPCells.
4. Analizar la capacidad de migracion in vifro de linfocitos T activados por

TAPCells.




e,

MATERIALES Y METODOS
Separacién de PBMC a partir de muestras de sangre periférica.

Muestras de sangre, provenientes de donantes sanos (‘buffy coats”),
proporcionadas por el Centro Metropolitano de Sangre y Tejidos y por el Hospital del
Salvador fueron utilizadas para la exiraccion de PBMC (Células Mononucleares de
Sangre Periférica) mediante la generacion de un gradiente de densidad por
centrifugacion. Brevemente, la sangre (50-80 ml por muestra) fue diluida en una razon
1:3 con una solucion de PBS 1x y centrifugada a 1400 rpm por 5 minutos a 4°C.
Posteriormente, el sobrenadante fue eliminado y las células de cada tubo fueron
resuspendidas en 30 ml de PBS 1x. En la parte inferior de cada tubo, fueron afiadidos
lentamente 10 ml de Ficoll-Paque® (5=1,077 g/ml; GE Healthcare) y posteriormente los
tubos fueron centrifugados a 1250 rpm por 25 minutos a 18°C, dejando el freno de [a
centrifuga en 1 y la aceleracion en 0. Luego de la centrifugacién, se obtuvo el PBMC,
aniflo ubicado entre el plasma y los eritrocitos. Estas células se traspasaron a un tubo
nuevo, se lavaron con PBS 1x y se centrifugaron a 1450 rpm por 5 minutos a 4°C. Se
elimind el sobrenadante y se les agregd 10 ml de buffer de lisis ACK (Amonio-Cloruro-
Potasio) 1x estéril. Las células con la solucién de lisis de eritrocitos fueron incubadas
durante 10 minutos a 37°C y 5% CO,, para luego ser centrifugadas a 1250 rpm por 5
minutos a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas a la
concentracion deseada segun los experimentos. La viabilidad celular fue comprobada

mediante azul de tripan.
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Generacion de Células Presentadoras de Antigenos Tumorales (TAPCells).

El PBMC fue resuspendido en medio AIM-V® CTS (Gibco®, Life Technologies) a
una concentracion final de 20 millones de células por ml, y se incubd por dos horas a
37°C y 5% CO; (2 ml por pocillo) en placas de plastico de seis pocillos (Falcon®, BD
Biosciences) para permitir la adherencia de los monocitos del PBMC a la superficie del
plastico. Las células no adherentes o linfocitos de Sangre Periférica (PBL) obtenidos
del sobrenadante de los pocillos, fue extraido y mantenido en medio RPMI 1640
(HyClone®, Thermo Scientific), suplementado con 10% viv de Suero Fetal Bovino (SFB)
(Corning Inc.) y 1% viv de Penicilina/Estreptomicina (HyClone®, Thermo Scientific),
para su posterior utilizacion en co-cultivos con TAPCells alogénicas. Las células
adherentes o monocitos, fueron cultivados por 48 horas en medio de cultivo AIM-V®
CTS (Gibco®, Life Technologies) suplementado con 800 U/ml de GM-CSF (Miltenyi
Biotec) y 500 U/ml de IL-4 (Miltenyi Biotec) para su diferenciacién a células dendriticas.
Para la generacion de TAPCells, las células obtenidas fueron estimuladas por 24 horas
adicionales con 100 pg/ml de TRIMEL®, 10 ng/ml de TNF-a (Miltenyi Biotec) y 1000
U/ml de IFN-a (Miltenyi Biotec). Las células dendriticas no estimuladas o inmaduras
(iDC) correspondieron a células mantenidas en cultivo por las 24 horas adicionales sin
lisado tumoral ni citoquinas. Posterior a cada cultivo, se realizé una citometria de flujo
para evaluar marcadores de diferenciacion tipicos y moléculas de maduracion. Una vez
realizado esto, las TAPCells fueron congeladas a -80°C para su posterior utilizacion
(6*10°-7*10° células por tubo) en medio de congelacién (1 ml por tubo) compuesto de

90% SFB (Corning Inc.) + 10% DMSO (Tocris Bioscience).
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Purificacion de linfocitos T desde PBL.

A partir del PBL obtenido segtin la seccion anterior, se purificaron las células
CD3" (linfocitos T) mediante la técnica de cell sorting, utilizando un equipo FACSAria [l
(BD Biosciences) perteneciente a la Fundacién Ciencia & Vida. Brevemente, 200
millones de células de PBL fueron resuspendidas en 800 pl de medio de cultivo RPMI
16840 + 10% SFB + 1% Penicilina/Estreptomicina, y se adicionaron 10 pl de un
anticuerpe a-hCD3, acoplado al fluoréforo eFluor450 {eBioscience; clon SK7). Las
células fueron incubadas con el anficuerpo durante 20 minutos a 4°C y en oscuridad,
para luego ser lavadas con 5 ml de medio de cultivo y centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue eliminado y las células resuspendidas en
medio RPMI 1640 + 10% SFB filirado a una concentracion de 3,0*107 células por mi,
para finalmente proceder a su purificacién mediante ceff sorting. La pureza de los

linfocitos T obtenidos mediante esta técnica fue de, en promedio, un 90%.

Co-cultivo de linfocitos T con TAPCells alogénicas.

Celulas dendriticas (TAPCells) fueron descongeladas y agregadas a los pocillos
de una placa de 24 pocillos de fondo planc (Falcon®, BD Biosciences) a una
concentracién de 6*10* células por m!l, en medio RPMI 1640 + 10% SFB + 1%
Penicilina/Estreptomicina por 2 horas. Posteriormente, se agregaron a los pocillos
linfocitos T alogénicos (purificados desde sangre perteneciente a un individuo distinto
del que se generaron las TAPCells utilizadas) obtenidos por cell sorfing a una
concentracion de 1,2*10° células por ml, en medio RPM! 1640 + 10% SFB + 1%
Penicilina/Estreptomicina, quedando un volumen total de 1 ml por pocillo en una razén
de 20:1 con las DCs. Como control negativo del experimento, se cultivaron linfocitos T

(1,2*10° c&lulas por ml y por pocillo) sin células dendriticas, mientras que, como control
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positivo se activaron linfocitos T de forma policlonal con el sobrenadante del hibridoma
OKT3 (4 pg/ml) el cual posee anticuerpos a-CD3. Todos los cultivos fueron mantenidos

por 5 dias a 37°C y 5% CO,, agregando 150 U/ml de IL-2 (Miltenyi Biotec) a los dias 1

y 4.

Citometria de Flujo.

Las células dendriticas inmaduras (iDC) y TAPCells fueron caracterizadas
fenotipicamente mediante citometria de flujo. Para ello, las células fueron
resuspendidas en una solucién de PBS 1x + 2% SFB (Corning Inc.) e incubadas por 20
minutos a 4°C (en oscuridad), con los respectivos anticuerpos monoclonales para
analizar su correcta diferenciacién y maduracién: a-hCD11c (PE) (Thermo Scientific;
clon BU15), a-hHLA-DRDPDQ (FITC) (BD Biosciences; clon Tu39), y «-hCD86
(PerCP-eFiuor710) {eBioscience; clon [T2.2). Luego, las células fueron lavadas con
700 pl de PBS 1ix + 2% SFB, vy resuspendidas en 300 pl de buffer FACS (BD
Biosciences) para finalmente ser analizadas en un citémetro de flujo FACSVerse (BD
Biosciences).

Los linfocitos T provenientes de los co-cultivos fueron recolectades desde los
pocillos de la placa mediante resuspension por micropipeta para su posterior tincién
extracelular. Las células provenientes de las diferenies condiciones fueron
resuspendidas en PBS 1x + 2% SFB (Corning Inc.) e incubadas durante 20 minutos a
4°C (en oscuridad) con los siguientes anticuerpos monoclonales: a-hCD8 (FITC)
(Thermo Scientific; clon MEM-31), a-hCD4 (APC-Cy7) (Biolegend; clon RPA-T4), a-
hCD89 (PE) (BD Biosciences; clon FN50), a-hCD25 {PerCP) (eBioscience; clon BC96),
a-mlgG1 k (PE) (eBioscience; clon P3.6.2.8.1), a-mlgG1 k (PerCP-Cy5.5)

(eBioscience; clon P3.6.2.8.1), a-mlgG2a k (APC) (BD Biosciences; clon G155-178), a-
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hCCR4 (PE) (BD Biosciences; clon 1G1), a-hCXCR3 (PerCP-Cy5.5) (BD Biosciences;
clon 1C6/CXCR3), a-hCXCR4 (APC) (eBioscience; clon 12G5), a-hCD11a (APC)
(Biolegend; clon HI111), a-hCD162 (APC) (eBioscience; clon FLEG), y a-hCD29
(PerCP-eFluor710) {eBioscience; clon TS2/16). Luego, las células fueron lavadas con
PBS 1x + 2% SFB, y resuspendidas en 300 pl de buffer FACS (BD Biosciences) para
finalmente ser analizadas en un citémetro de flujo FACSVerse (BD Biosciences). Para

los analisis se utilizé el programa BD FACSuite.

Ensayos de migracién in vitro.

Se utilizaron ensayos de fransmigracién en placas de Transwell® (Corning Inc.)
de 24 pocillos con membranas de policarbonato de 5 pm de tamafio de poro. En el
pocillo inferior se colocaron 600 pl de medio RPMI 1640 + 0,1% BSA (Rockland Inc.)
con 100 ng/ml de las quimioquinas hCCL17 (ligando de CCR4}, hCXCL10 (ligando de
CXCR3) o hCXCL12 (ligando de CXCR4) (R&D Systems), por separado; o medio sin
quimioquinas {control). En el pocillo superior se agregaron 100 pl de medio RPM! 1640
+ 0,1% BSA que contenian 5*10° linfocitos T no estimulados, activados de forma
policlonal o estimulados con TAPCells alogénicas, segun corresponda, los cuales
fueron obtenidos a partir de los co-cultivos descritos en la seccion anterior. Estas
células se incubaron durante 3 horas a 37°C y 5% CO;, para posteriormente recolectar
el medio de los pocillos inferiores mediante pipeteo reverso. Para el conteo absoluto de
las células que migraron para cada condicion, se ufilizé una solucion de “beads” (BD
Biosciences) de concentracion conocida (relacién 1:1 hasta 1.5 con linfocitos T, segun
fabricante), la cual fue agregada a las soluciones de células a contar. El nimero

absoluto de células se obtiene con [a siguiente ecuacion:
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(N° beads agregadas) - (N° relativo de células)
N° relativo de beads

N° absoluto células =

Los nimeros relativos de “beads” y células se obtuvieron directamente desde la

adquisicién por citometria de flujo.

Analisis estadistico.

Para los analisis estadisticos se utilizé el programa computacional GraphPad
Prism® (GraphPad Software Inc.). En el caso del andlisis fenotipico de las células
dendriticas utilizadas, se utilizé la prueba estadistica de Mann-Whitney de dos colas,
con un intervalo de confianza del 95%. Para el analisis y comparacion de los distintos
marcadores presentes en los linfocitos T [uego de los co-cultivos se realizé la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis con una prueba posterior de Dunns para comparar los
distintos pares de condiciones. Finalmente, para el andlisis de [a migracion in vifro de
los linfocitos T estimulados o no estimulados se utilizé la prueba ANOVA de una via
con una prueba posterior de Tukey para comparar los distintos pares de condiciones.

En todos los casos, se {ij6 el nivel de significancia minimo en P menor a 0,05.




RESULTADOS

TAPCells poseen fenotipo de células dendriticas maduras.

Para que se desarrolle una respuesta inmune antitumoral eficiente, los linfocitos
T CD4" y CD8" deben reconocer antigenos tumorales presentados por las células
dendriticas (DCs) y activarse, lo que sucede cuando existe una correcta maduracion de
las DCs. Las DCs maduras aumentan la expresiéon de moléculas de presentacion
antigénica y de co-estimulacién, entre las que destacan los Complejos Principales de
Histocompatibilidad (MHC) de clase | y I, y las moléculas co-estimuladoras, CD80 y
CD86 (Banchereau & Steinman, 1998). Por esta razdn, analizamos si las células
dendriticas presentadoras de antigenos tumorales (TAPCells) son fenotipicamente
maduras y de esta manera, logran estimular linfocitos T. En congruencia con
resultados previos de nuestro laboratorio, observamos un incremento estadisticamente
significativo de la expresiéon de MHC-Il y CD86 comparado con las células dendriticas
inmaduras. Este aumento corresponde a 2,38 £ 0,58 veces para MHC-ll y de 3,35 £

1,19 veces para CDB86 (considerando media * SEM) respectivamente (figuras 1Ay 1B).
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Figura 1. TAPCells poseen un fenotipo maduro. Células dendriticas diferenciadas a
partir de monocitos de sangre periférica fueron estimuladas con TRIMEL, TNF-a e IFN-
a por 24 horas (segun lo descrito en Materiales y Métodos). Como control negativo de
maduracién, se utilizaron células dendriticas no estimuladas. Se analizd mediante
citometria de flujo, la expresion de MHC-Il y CD86 dentro de la poblacion de células
CD11c". (A) Histogramas representativos de IMF para MHC-Il y CD86 analizados en la
poblacién CD11c” para las condiciones de iDCs y TAPCells. El nimero de células
mostrado en los histogramas para cada condicién se encuentra normalizado. (B)
Grafico de barras que muestra la media + S.E.M. de las veces de induccion de la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) para cada marcador, relativo a iDC. Se
muestran los resultados para 4 experimentos independientes; * = P < 0,05. Autofluor. =
Autofluorescencia de las DCs.
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TAPCells induce expresion de marcadores de activacién en linfocitos T.

En la respuesta antitumoral, el rol de los linfocitos T, como efectores y
orquestadores de la respuesta inmune, es fundamental. Los linfocitos efectores infiltran
tumores murinos y humanos, y se ha demostrado que niveles elevados de linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs) estan asociados con un mejor pronéstico del cancer (Yu &
Fu, 2006). Por ello, uno de los pasos criticos para el desarrollo de una respuesta
antitumoral es la activacion de los linfocitos T, proceso dependiente de las células
dendriticas.

Como primera aproximacion, realizamos una cinética de activacion de 11 dias
utilizando LT no estimulados, estimulados con TAPCells alogénicas o activados de
forma policlonal. Mediante este experimento, analizamos la expresion de los
marcadores de activacion CD25 y CD69 en LT CD4" y CD8", observando un alto nivel
de activacién al dia 5 de cultivo para ambas poblaciones de LT al ser co-cuitivados con
TAPCells (datos no mostrados). Por este motivo, realizamos los futuros experimentos
con linfocitos recolectados desde este dia del co-cultivo.

Como se observa en la figura 2, LT CD4" y CD8" co-cultivados con TAPCells,
aumentan significativamente la expresion de las moléculas de activacion CD69 y CD25
comparados con los LT no estimulados. Para los LT CD4", el porcentaje de células
CD69" aumenté desde [1,61 = 0,41] % en los LT no estimulados a [12,91 + 1,41] % en
los activados por TAPCells, mientras que en los CD8" se incrementd desde [4,49 *
1,37] % a [19,68 + 2,97] %. En el caso de CD25, el porcentaje de LT CD4* que
expresan el marcador aumento desde un [6,47 = 1,09] % en LT sin estimulo a un
[26,26 + 8,10] % en LT activados por las ¢élulas dendriticas, y el de los LT CD8" creci6
de un [4,73 £ 1,97] % a un [26,29 + 9,44] % (considerando [media * SEM]) (figuras 2C

y 2D). Asimismo, los porcentajes de LT positivos para estos marcadores fueron
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similares para la estimulacibn con TAPCells y la activacion policlonal con el
sobrenadante de OKT3 (confrol positivo de activacion) (figuras 2A y 2B). En
concordancia con estos resultados, cuando analizamos la Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) para los marcadores descritos, observamos que existe un
aumento significativo de la expresion de ambas proteinas en los linfocitos T CD4" ¢o-
culivados con TAPCells comparados con el control negativo {(datos no mostrados).
Este incremento en la IMF correspondié a 2,18 + 0,23 veces para CD69 y de 3,81 %
1,82 veces para CD25 (considerando media * SEM) respectivamente. Para los
linfocitos T estimulados de forma policlonal con el sobrenadante de OKT3, observamos
un aumento en los niveles de expresion de CD25 y CD69, pero no alcanza a ser
significativamente diferente al compararla tanto con los LT no activados como con los
estimulados con TAPCells (datos no mostrados).

En relacién a los linfocitos T CD8" estimulados con TAPCells, también existe
una significativa induccién en la expresion de CD69 y CD25 de en promedio el doble o
superior al compararlos con el control negativo, reflejado en el aumento de la IMF para
cada marcador {datos no mostrados). Este aumento fue de 2,21 £ 0,35 veces para
CD69 y de 2,81 = 0,78 veces para CD25 (considerando media * SEM)
respectivamente. Por otro lado, al analizar los LT activados de forma policlonal,
observamos un aumento significativo de la expresion de CD69 de 1,75 £ 0,25 veces
(media £ SEM) respecto a los LT no estimulados (datos no mostrados). Por otro lado,
tanto para linfocitos T CD4* como CD8”, no observamos diferencias en la expresion de

CD25 entre los LT activados con sobrenadante de OKT3 y los no activados.
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Figura 2. TAPCells induce la expresién de marcadores de activacién en linfocitos
T. Linfocitos T purificados por celf sorfing fueron estimulados por & dias con TAPCells
alogénicas o con sobrenadante de OKT3 y se les analizé por citometria de flujo la
expresién en superficie de los marcadores CD69 y CD25. Se muestran dot plots
representativos del porcentaje de células positivas para CD69 y CD25 (nimeros al
interior de cada grafico) en una ventana de LT CD4" (A) y CD8" (B), y graficos de
barras que muestran la media + S.E.M. del porcentaje de células positivas para CD69 y
CD25 en la poblacién de LT CD4* (C) y CD8" (D). Se muestran los resultados de 6
experimentos independientes; * = P < 0,05; ** = P < 0,01. LT = Linfocitos T no
estimulados, LT+TAPCells = LT co-cultivados con TAPCells, LT+a-CD3 = LT

estimulados con sobrenadante de OKT3.
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TAPCells induce la expresion de receptores de quimioquinas asociados con
migracion hacia tumor y piel inflamada en linfocitos T.

La respuesta inmune antitumoral requiere la activaciéon de LT que migren al
microambiente tumoral y eliminen a las células cancerosas. Resultados previos de
nuestro laboratorio han demostrado que pacientes con melanoma avanzado fratados
con la terapia TAPCells aumentan su sobrevida en un 60% de los casos y que
linfocitos de pacientes respondedores a la ferapia expresan mayores niveles de
CXCR4 comparado con los que no responden (Salazar-Onfray y col., 2013). Por este
motivo, nos interesé investigar si estas células dendriticas son capaces de inducir en
LT alogénicos un fenotipo adecuado que les permita migrar hacia el tumor. Se ha
documentado, que los receptores CCR4 y CXCR3 son importantes para la migracién
de linfocitos T hacia piel y sitios de inflamacién respectivamente (Charo & Ransohoff,
2006; Marelli-Berg y col., 2008). Por todo lo antetior, evaluamos mediante citometria de
flujo, la expresidon de los receptores de homing CCR4, CXCR3 y CXCR4 en la
superficie de los LT estimulados con TAPCells o de forma policlonal.

Como se observa en la figura 3, las TAPCells inducen en los LT CD4" un
aumento significativo de la IMF de los receptores CXCR3 y CXCR4 comparado con los
LT sin activar (figuras 3A y 3B). El incremento fue de 3,23 £ 1,06 veces para CXCR3 y
de 2,03 z 0,49 veces para CXCR4 (considerando media = SEM) comparado con los LT
no estimulados. No obstante, la expresién del receptor CCR4 en los LT CD4" se
mantuvo constante en todas las condiciones analizadas. Por lo demas, en LT activados
policlonalmente no cambié la expresion de ninguno de los receptores analizados (figura
3B).

Cuando analizamos la poblacién de linfocitos T CD8", observamos que

TAPCells inducen un aumento significativo de la expresion de CCR4 y de CXCR3 al
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compararlos con los LT no activados (figuras 3A y 3C). En términos cuantitativos, la
axpresion de CCR4 se indujo 1,49 £ 0,17 veces, mientras que la de CXCR3 lo hizo en
3,18 # 1,05 veces (considerando media + SEM). La expresion de CXCR4 se mantuvo
constante en los LT CD8" en las condiciones analizadas (figuras 3A y 3C). Por otra
parte, al igual que en el caso de los LT CD4", no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas entre los LT activados policlonalmente tanto al
compararlos con los no activados como con los estimulados por TAPCells, con la

cantidad de experimentos realizados (figura 3C).
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Figura 3. TAPCells induce la expresion de receptores de “homing” a tumor en LT.
Linfocitos T purificados por cell sorting y estimulados por 5 dias con TAPCells
alogénicas o con sobrenadante de OKT3, fueron recolectados y se les analizé por
citometriza de flujo la expresién en superficie de los receplores de quimioquinas CCR4,
CXCR3 y CXCR4. (A) Superposicion de histogramas para la fluorescencia de los
receptores de quimioquinas mencionados en una ventana de linfocitos T CD4" o CD8".
Experimento representativo de 6 experimentos diferentes. El nimero de células
mostrado se encuenira normalizado. (B) y (C) Graficos de barras que muestran la
media £ S.E.M. de [as veces de induccion de la IMF para CCR4, CXCR3 y CXCR4,
relativo a LT, tanto en la poblacién de LT CD4" (B) como CD8* (C). Se muestran los
resultados de 6 experimentos independientes; * = P < 0,05; ** = P < 0,01. Isotipo =
Control de isotipo de anticuerpos, LT = Linfocitos T no estimulados, LT+TAPCells = LT
co-cultivados con TAPCells, LT+a-CD3 = LT estimulados con sobrenadante de OKT3.
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TAPCells induce la expresion de la integrina CD11a en linfocitos T.

Para que un LT sea capaz de migrar hacia el sitio tumoral, necesita entrar a los
tejidos desde la circulacion. Para ello, existen moléculas de adhesién expresadas por
las células del sistema inmune capaces de interactuar con ligandos o receptores
presentes en las células endoteliales que componen el interior de los vasos
sanguineos (Hamann & Syrbe, 2000). Se ha descrito que varias moléculas de adhesion
como LFA-1, P-Selectina y o431 aumentan su expresion en linfocitos en procesos
inflamatorios, incluyendo varios tipos de cancer. Por este motivo, analizamos por
citometria de flujo la expresién de CD11a, subunidad de la integrina LFA-1; CD162,
que es un ligando de P-selectina; y CD29, que es parte de la integrina a4f1, en los
linfocitos T estimulados de forma policlonal o con TAPCells.

Como se observa en la figura 4, LT CD4* y CD8" estimulados con TAPCells
aumentan significativamente [a expresion de la integrina CD11a. Este aumento fue de
2,01 = 0,28 veces para los LT CD4" y de 1,91 + 0,27 veces para los LT CD8"
(considerando media £ SEM) con respecto a los linfocitos no estimulados. No
obtuvimos diferencias estadisticamente significativas en la expresién de CD11a al
comparar los LT activados policlonalmente con los no activados o con los estimulados
mediante TAPCells {figuras 4B y 4C). Por otra parte, no observamos variaciones en la
expresion de CD162 y CD29 en ninguna de [as poblaciones de LT, bajo ninguna de las
condiciones analizadas. A pesar de esto, observamos una tendencia al aumento de la
expresion de la molécula CD29 en LT CD8" estimulados con TAPCells, la cual no

alcanza a ser significativa con el nimero de experimentos realizados (figuras 4B y 4C).
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Figura 4. TAPCells induce la expresién de CD11a en linfocitos T CD4" y CD8". Se
analizé por citometria de flujo la expresién de las moléculas de adhesion CD11a,
CD162 y CD29 en linfocitos T purificados y estimulados por 5 dias con TAPCells, con
sobrenadante de OKT3, o no estimulados. (A) Superposicion de histogramas
representativos para la fluorescencia de las moléculas de adhesion descritas en una
ventana de linfocitos T CD4* o CD8". El niumero de células mostrado se encuentra
normalizado. (B) y (C) Gréficos de barras que muestran la media + S.E.M. de las veces
de induccion de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) para CD11a, CD162 y
CD29, relativo a LT, en LT CD4" (B) y LT CD8" (C). Se muestran los resultados para 6
experimentos independientes; ** = P < 0,01. Autofluor. = Autofluorescencia de los
linfocitos, LT = Linfocitos T no estimulados, LT+TAPCells = LT co-cultivados con
TAPCells, LT+a-CD3 = LT estimulados con sobrenadante de OKT3.
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TAPCells aumentan la capacidad migratoria de linfocitos T y su respuesta frente
a las quimioquinas CXCL10 y CXCL12,

Como se ha mencionado anteriormente, las células dendriticas son capaces de
inducir la expresion de recepiores especificos para la migracién dirigida de los LT
(Dudda vy col., 2005). Estas sefales dependen del lugar fisiolégico donde ocurre la
captura antigénica por parte de las DCs (Marelli-Berg y col., 2008). Para migrar, las
células detectan mediante receptores especificos, gradientes de concentracion de
quimioquinas que las gufan hacia el tejido donde se esta produciendo la citoquina en
cuestion o donde esta en mayor concentracion (Lusier, 1998). Debido a que las
TAPCells inducen respuestas aniitumorales mediadas por LT en pacientes con
melanoma (Aguilera y col.,, 2011), decidimos investigar si estas células dendriticas
inducen la migracion de LT hacia el sitio tumoral. Tomando esto en consideracion,
realizamos ensayos de migracién in vitro de linfocitos T estimulados con TAPCells,
utilizando las guimioguinas CCL17 (ligando de CCR4), CXCL10 (ligando de CXCR3) y
CXCL12 (ligando de CXCR4).

Cuando determinamos el nimero absoluto de células que migraron para cada
condicién, observamos que los LT estimulados con TAPCells migraron en mayor
ndmero que los coniroles, independiente del ligando utilizado, incluso en la migracién
basal sin quimioquinas (figura 5). En el caso de la migracién basal o inespecifica, [a
cantidad de células que migraron fue significativamente mayor en los LT estimulados
con TAPCells al compararlos tanto con los LT sin estimular como con los activados
policlonalmente. Entre estas dos ultimas condiciones no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la migracién. Cuando utilizamos CCL17 (quimioguina
que actia como ligando de CCR4) observamos que los linfacitos T estimulados con

TAPCells migran en mayor nimero que los controles, sin embargo, este cambio no es




37

estadisticamente significativo. Al utilizar la quimioguina CXCL10 (ligando de CXCR3)
observamos un incremento significativo de la migracién en los LT estimulados con
TAPCells respecto de los confroles (figura 5). Cuantitativamente, la migracion fue, en
promedio, 2,8 veces mayor en los LT activados por TAPCells respecto a los LT
activados policlonalmente. Por otro {ado, si nos focalizamos solo en la migracion de los
LT activados por TAPCells en las condiciones con o sin el uso de quimioquinas,
observamos una diferencia significativa en la migracién de los linfocitos en respuesta a
CXCL10 al compararlos con el control sin el uso de quimioatractantes. Finalmente,
observamos que para el caso de CXCL12 (quimioquina ligando de CXCR4), los LT
estimulados con TAPCells migran significativamente mas que los LT no activados; sin
embargo, no obtuvimos diferencias significativas al comparar los primeros con los LT
activados policlonalmente, al menos para el niimero de experimentos realizadoes (figura
5). Adicionalmente, observamos una mayor induccién de [a migracién de los LT, ya sea
activados o no, en respuesta a CXCL12 al compararlos con los controles sin

quimioquinas.
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Figura 5. Linfocitos T estimulados con TAPCells migran en mayor cantidad que
los LT no activados en respuesta a las quimioquinas CXCL10 y CXCL12.
Linfocitos T no estimulados o estimulados por 5 dias con TAPCells alogénicas o con
sobrenadante de OKT3, fueron utilizados en ensayos de transmigracién, empleando
las quimioquinas CCL17, CXCL10 y CXCL12 como quimioatractantes, por separado.
Los gréficos de barras muestran la media + S.E.M. del numero de células totales que
migraron para cada quimioquina utilizada. Se muestran los resultados para 3
experimentos independientes; * = P < 0,05; * = P < 0,01, ™ = P < 0,001. LT =
Linfocitos T no estimulados, LT+TAPCells = LT co-cultivados con TAPCells, LT+a-CD3
= LT estimulados con sobrenadante de OKT3, Control SQ = Conirol Sin Quimioquinas.




DISCUSION

Los linfocitos T cumplen un rol clave en la respuesta inmune antitumoral, ya sea
induciendo la lisis de las células anormales presentes en el tumor a través de los LT
CD8", o mediante la secrecién de citoquinas y reclutamiento de otras células inmunes
mecanismo utilizado por los LT CD4" (Hung vy col., 1998; Toes y col., 1999; Restifo y
col., 2012).

Los LT deben reconocer antigenos especificos presentados por DCs maduras
en los linfonodos para activarse y ejercer su funcion. En la respuesta antitumoral, esta
interaccion le otorga al LT activado la capacidad de migrar hacia el sitio del tumor. En
este sitio, reconoce el antigeno especifico en las células tumorales (definido por su
TCR) con el cual fueron activados e induce su lisis (Lanzavecchia & Sallusto, 2001).
Debido a esto, la generaciéon de inmunoterapias basadas en la utilizacion de c¢élulas
dendriticas para combatir distintos tipos de cancer ha surgido como una alternativa
bastante atractiva (Figdor y col, 2004; Palucka & Banchereau, 2012). Hasta el
momento se han realizado una serie de distintos estudios clinicos utilizando
inmunoterapia basada en DCs para el tratamiento de diferentes tipos de tumores. Por
ejemplo, podemos mencionar el uso de DCs maduradas ex vivo con lisados tumorales
o péptidos determinados para el tratamiento de melanoma metastésico, de cancer de
colon mediante DCs “cargadas” con ARN de tumores auidlogos, la utilizacién de DCs
derivadas de monocitos maduradas con a-galactosylceramida para el tratamiento de
distintos tumores en estado avanzado, entre otros. La mayoria de los estudios de fase |
y Il que aplican este tipo de inmunoterapia han tenido dos problemas fundamentales: el
como evaluar la eficiencia clinica de la inmunoterapia contra el cancer y ef poder
correlacionar biomarcadores especificos en los pacientes con la eficiencia clinica del

fratamiento {Palucka & Banchereau, 2012).
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La inmunoterapia TAPCells contra melanoma, generada en nuestro laboratorio,
ha mostrado muy buenos resultados aumentando a un promedio de 33 meses la
esperanza de vida del 60% de los pacientes fratados (respondedores a la terapia) en
comparacion a los 11 meses de los pacientes no respondedores (Salazar-Onfray y cal.,
2013). Sin embargo, para incrementar la eficacia de esta inmunoterapia, debemos
conocer los mecanismos celulares y moleculares involucrados en su accion.

Nuestros resultados demuestran que las TAPCells son capaces de activar
linfocitos T alogénicos. Previamente a los co-cultivos de 5 dias entre LT y DCs,
realizamos una cinética de activacion de LT estimulados por TAPCells y de los
controles, observando una induccion temprana de CD89, cuya expresion llego a un
maximo entre los dias 4 y 5 de co-cultivo para luego comenzar a disminuir, y una
induccion mas tardia de CD25, llegando a su maxima expresion entre los dias 6 y 8 de
co-cultivo (datos no mostrados). Estos datos se correlacionan con lo mencionado en la
literatura, donde muestran que la expresion de CD69 comienza su induccién alrededor
de 4 horas después de la presentacién antigénica por parte de las DCs, mientras que
la expresion de CD25 se induce a partir de entre 12-24 horas post-presentacion (Maino
y col., 1995; Rea y col., 1999). Considerando los datos anteriores, escogimos el dia 5
para realizar el resto de las mediciones, debido a que en ese dia obtuvimos una
induccién alta tanto para CD69 como para CD25. Al quinto dia de co-cultivo, LT
estimulados con TAPCells mostraron niveles de expresién de CD69 similares a los
presentes en los LT activados policlonalmente con sobrenadante de la linea celular
OKT3 e incluso presentaron niveles mucho mas altos de CD25 al compararlos tanto
con los LT no activados como los estimulados con sobrenadante de OKT3. Ya que

CD25 es parte del receptor de IL-2 y se expresa de forma tardia luego de la activacion
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de los LT (Caruso y col., 1997), es probable que las TAPCells induzcan la expresion de
este receptor de manera mas temprana que el sobrenadante de OKT3.

Las células dendriticas inducen en los LT la expresidon de receplores de
quimioquinas especificos mediante sefiales que dependen del lugar fisiologico
(microambiente) donde ocurre la captura antigénica por parte de las DCs (Pudda y col.,
2005; Marelli-Berg y col., 2008). En el caso de la migracién hacia piel, los principales
receptores de quimioquinas due se expresan en los LT son CCR4, presente en
condiciones homeostaticas y cuya expresion aumenta bajo estados inflamatorios; y
CCR10, presente en células con una funcién de “inmunovigilancia” en este tejido
(Bromley y col., 2008; Griffith y col., 2014). Entre los receptores de quimioquinas que
se expresan en linfocitos T, los de mayor interés para nuestro trabajo fueron CCR4 por
su papel en la migracion hacia piel, CXCR3 por su importancia en la migracion celular
hacia sitios de inflamacién, y CXCR4 debido a la alta secrecion de su ligando por parte
de células en el estroma tumoral. Cuando analizamos la expresién de los receptores de
quimioquinas, observamos que la mayor induccién ocurrié en los LT estimulados con
TAPCells, especificamente en CXCR3 el cual incrementé su expresion en alrededor de
tres veces, tanto en linfocitos T CD4* como CD8*, en comparacion con el control
negativo. Tomando en consideracion la positiva respuesta clinica de los pacientes a la
inmunoterapia TAPCells, nuestros resultados concuerdan con estudios previos, donde
se ha demostrado la influencia del receptor CXCR3 en ia migracién de linfocitos T en
enfermedades que causan inflamacion de tejidos (como el caso del melanoma o
enfermedades inflamatorias crénicas), y con estudios clinicos que han mostrado una
mayor expectativa de vida en pacientes con melanoma que presentan un incremento
en la expresion de CXCR3 en sus linfocitos T, principalmente en los LT CD8" (Mullins y

col., 2004). En el caso de CCR4, su expresién se vio aumentada en los LT CcDg*
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activados mediante TAPCells, reafirmando la capacidad que tendrian las DCs
praducidas en nuestro laboratorio para generar un fenotipo en los linfocitos T que les
permita su migracién hacia piel inflamada, al menos en los LT CD8". Estos datos se
correlacionan con un estudio mencionado anteriormente que muestra que los pacientes
afectados con melanoma en etapa [l que poseen una mayor co-expresioén de CCR4 y
CXCRS3 en la superficie de sus LT CD8" cuentan con una mayor sobrevida (Mullins y
col., 2004). Con respecto al receptor CXCR4, obtuvimos un aumento de
aproximadamente el doble en su expresion en los LT CD4" estimulados mediante
TAPCells al compararlos con el control negativo de activacion. Esto concuerda con
resultados previos de! laboratorio que demostraron un aumento en la expresion de
CXCR4 tanto en linfocitos B como T en los pacientes con melanoma avanzado
respondedores a la inmunoterapia TAPCells, mediante microarreglos de ARNm. Sin
embargo, en ese entonces no se realizé el andlisis sobre las subpoblaciones de
linfocitos T CD4* y CD8*, por lo que este trabajo nos indica de forma mas clara las
moléculas inducidas por las TAPCells sobre cada poblacién de LT. La induccion de la
expresion de CXCR4 sugiere que los linfocitos T CD4" activados por TAPCells tienen
la capacidad para migrar hacia el sitio tumoral debido a la alta secrecién de CXCL12 de
parte de las células presentes en el lugar. Sin embargo, aun falta por descubrir el por
qué el aumento en la expresién de CXCR4 se daenlos LT CD4", pero no en los CD8".
Por otra parte, no observamos diferencias para ninguno de los receptores entre los
controles negativos y positivos de activacién, por lo que la induccion de los que ya
hemos mencionado se deberia a la accidn de las células dendriticas generadas y no
solo a la activacion de los LT. Esto concuerda con lo sefialado en la literatura, debido a
que las DCs al momento de la activacion de los LT, les entregan sefiales especificas

capaces de inducir la expresion de receptores asociados a la migracion hacia tejfidos
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particutares (Dudda y col., 2005). Uno de [os procesos més importantes en la migracion
de las células del sistema inmune hacia los lugares donde deben ejercer su accion es
la salida de las células desde la circulacion hacia los tejidos, proceso llamado
extravasacién, en el cual es necesaria [a interaccién entre las células del sistema
inmune y las células endoteliales presentes al interior de los vasos sanguineos. En
este sentido, las moléculas de adhesién son fundamentales para la generacion de
estas interacciones (Luster, 1998). Cuando analizamos las moléculas de adhesion
CD11a, CD162 y CD29 en los LT activados con TAPCells y coniroles, observamos que
CD11a, subunidad de la integrina LFA-1, posee una mayor expresién en los LT CD4'y
CD8* estimulados con TAPCells al compararlos con los controles utilizados. Por otro
lado, ninguna de las otras dos moléculas de adhesion analizadas en los LT (CD162 y
CD29) presenté diferencias en sus niveles de expresién en superficie bajo ninguna de
las condiciones analizadas, y aunque se ve una ligera tendencia al aumento para CD29
en ambos grupos de LT, esta no llega a ser significativa al compararlos con los
controles. Desde Ia literatura tenemos que la molécula LFA-1 esta involucrada en el
proceso de entrada de los LT a los tejidos desde la circulacion y su ligando es la
integrina ICAM-1 presente en la superficie de las células endoteliales, y cuya expresion
se ve aumentada bajo condiciones inflamatorias y es afectada por diversas citoguinas.
Sin embargo, la interaccién LFA-1 — ICAM-1 no es la tnica via de adhesién para la
ocurrencia del proceso de extravasacion (Dustin & Springer, 1988). Nuestros
resultados sugieren que las interacciones claves para la migracién y entrada de los LT
estimulados por TAPCells a los tejidos y, en este caso, hacia el sitio tumoral estan
mediadas, principalmente, por la via de adhesion dependiente de LFA-1 e ICAM-1, y
no por otras vias dependientes de, por ejemplo, el ligando de P-selectina y 0431,

moléculas también estudiadas en este trabajo. Sin embargo, también existe la
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posibilidad de que la expresion de las distintas moléculas analizadas sea dependiente
de sefiales presentes en el microambiente donde se localizan las células o del tiempo
luego de la activacién de los LT, en cuyo caso la méxima expresion de las demas
moléculas de adhesion estudiadas podria ser mas temprana o tardia que en el caso de
CD11a, situacion que no fue estudiada en este trabajo. Cabe destacar que la integrina
LFA-1 no sélo es importante en el proceso de migracion y extravasacion de los LT sino
que también posee un papel en la interaccién de los linfocitos con otros tipos de
células, como por ejemplo, células presentadoras de antigenos o células blanco,
influyendo en procesos como la proliferacion de los linfocitos y la citotoxicidad de los
LT CD8* (Marlin & Springer, 1987; Springer y col., 1987), por lo que el aumento en la
expresion de esta molécula de adhesion en los LT activados por TAPCells sugiere un
posible efecto sobre estos eventos. Debido a lo anteriormente mencionado, la mayor
expresion de LFA-1 en los LT CD8" activados por TAPCells podria estar aumentando
la capacidad citotéxica de estos linfocitos contras las células de melanoma, sin
embargo, éste es un aspecto que falta por investigar.

Finalmente, realizamos ensayos de transmigracion in vitro con el objetivo de
analizar la migracién de los LT activados por TAPCells y LT controles al utilizar las
quimioquinas ligando de los receptores CCR4, CXCR3 y CXCR4. Teniendo en cuenta
los tres receptores de quimioquinas analizados, utilizamos sus ligandos de mayor
afinidad y/o mas estudiados como quimioatractantes para los LT. Nuestros resultados
muestran que bajo todas las condiciones analizadas, ya sea con o sin el uso de
quimioatractantes, los LT estimulados por TAPCells migran en mayor cantidad que
ambos controles utilizados. Dado que observamos que los LT activados con TAPCells
incrementan la expresion de los receptores de quimioquinas CCR4, CXCR3 y CXCR4,

al menos en alguna de sus poblaciones, ya sea CD4" o CD8’, buscamos corroborar
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que la migracion de los LT activados con las células dendriticas fuera superior a la de
los controles al utilizar las quimioquinas ligando de los receptores ya mencionados. Lo
anterior fue confirmado, aunque el aumento en la cantidad de células que migraron
frente a las distintas quimioguinas fue significativo solo al utilizar CXCL10 y CXCL12
con el nimero de experimentos realizados.

La unién entre una quimioquina y su receptor activa cascadas de sefializacion
que derivan en la regulacion de procesos dependientes de actina y por lo tanto afectan
la movilidad celular (Luster, 1998), por lo que el aumento en la cantidad de células
migrantes al utilizar quimioguinas respecto a los controles solo con medio, y bajo
cualquiera de las condiciones, concuerda con lo presente en la literatura, sobre todo en
el caso de CXCL10 y CXCL12 cuyos recepiores, CXCR3 y CXCR4 respectivamente,
fueron los de mayor expresion en los LT analizados. Este aumento es especialmente
evidente en el caso de los LT estimulados con TAPCells, lo cual podria deberse tanto a
una mayor induccion de la migracion por parte de las quimioquinas utilizadas como al
aumento de la migracién basal de los LT.

Un aspecto a destacar es el aumento en la migracion inespecifica (sin uso de
quimioquinas) de los LT al ser estimulados por TAPCells. En la literatura, se describe
que la migracién celular se inicia con la polarizacién de la célula y cambios
subsecuentes en la forma de la misma, procesos dependientes de la reorganizacion
del citoesqueleto. Estos cambios involucran principalmente a los microtibulos para el
proceso de polarizacion, y al citoesqueleto de actina para la migracion. Las fuerzas que
median la migracién celular son generadas y mantenidas por redes de filamentos de
actina interactuando entre ellos, con intermediarios que los regulan, y con la matriz
extracelular. La regulacién de las estructuras formadas depende de una variedad de

moléculas, entre las cuales destacan la familia de las Rho GTPasas (Gardel y col.,
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2010: Rottner & Stradal, 2011). Considerando los antecedentes mencionados,
nuestros resultados sugieren que las TAPCells serfan capaces de inducir
modificaciones en el citoesqueleto de actina o en las moléculas reguladoras de los
procesos de reestructuracion del citoesqueleto en los LT, de manera de aumentar, por
ejemplo, la velocidad de movimiento de estas células. Sin embargo, en la literatura solo
se describe que en la interaccion DC-LT existe una disminucién en la velocidad de
movimiento de los linfocitos durante la activacién para que luego su movilidad vuelva a
niveles similares a los de LT virgenes (Hugues y col., 2004; Miller y col., 2004). Por
ello, actualimente no poseemos antecedentes sobre la capacidad de las células
dendriticas para aumentar la movilidad basal de los LT, aspecto que falta por ser
investigado.

A pesar de los alentadores resultados obtenidos, alin quedan muchos aspectos
por ser investigados en relacion al efecto de las TAPCells sobre la migracion u otras
funciones de los LT. El principal de ellos es la confirmacion de nuestros resultados in
. vivo mediante la realizacion de ensayos de “homing” en modelo murino, para
corroborar que la migracién de los LT inducida por las TAPCells permita su llegada al
tumor en un contexto fisioldgico. Otro aspecto que se debe abordar es la utilizacién de
DCs maduradas con otros tipos de antigenos o estimulos para la activacion de los LT,
con el objetivo de analizar [a especificidad de la induccion del repertorio de receptores
estudiados en este frabajo, en los LT estimulados mediante TAPCells. Por otro lado,
ain gquedan una serie de preguntas por contestar, surgidas desde los resultados
obtenidos en este trabajo, entre las que podemos mencionar el por qué los aumentos
de CCR4 y CXCR4 se dan solo en un tipo de poblacién de linfocitos T, el como podria

estar afectando el aumento de LFA-1 en ciertos procesos de los linfocitos como la
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citotoxicidad mediada por LT CD8", o qué procesos celulares estarian siendo afectados
por las TAPCells para provocar el aumento en la motilidad de los linfocitos T.

En resumen, nuestros resuitados muestran que las TAPCells son capaces de
inducir un fenotipo adecuado en los LT para su migracién hacia el sitio tumoral,
contribuyendo a un mejor entendimiento del rol de las TAPCells en la estimulacion e
induccion de la respuesta antitumoral mediada por linfocitos T, dando bases para el

mejoramiento de la inmunoterapia basada en estas células dendriticas.




CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado en este trabajo, observamos que las TAPCells son
capaces de activar LT alogénicos eficientemente, lo que se vio reflejado en un aumento
en la expresion de las moléculas CD69 y CD25 con respecto al control negativo.
Ademas, evidenciamos gue las TAPCells inducen la expresion de receptores de
quimioquinas importantes en la migracién a piel y hacia el sitio fumoral, obteniendo un
incremento en los niveles de CCR4 en LT CD8", CXCR4 en LT CD4" y de CXCR3 en
ambas poblaciones de LT, al comparar tanto con el control negativo de activacion
como con los LT policlonalmente activados. En paralelo, al analizar la expresion de
moléculas de adhesion en los LT estimulados por TAPCells, observamos un aumento
en la integrina CD11a, subunidad de LFA-1, al compararlos con ambos controles
utilizados. Por ultimo, 1a capacidad migratoria de los LT activados por TAPCells fue
demostrada in vitro, observandose un aumento en la motilidad de las células debido a
su estimulacién por las DCs y una induccion de la migracién en presencia de las
quimioquinas CXCL10 y CXCL12, ligando de los receptores CXCR3 y CXCR4,
respectivamente.

Considerando los resultados obtenidos en este frabajo, confirmamos que las
TAPCells son capaces de inducir en los LT un fenotipo adecuado que les permita
migrar hacia el sitio tumoral, comprobando lo que planteamos iniciaimente en nuestra
hipétesis. Sin embargo, aun falta por dilucidar si este fenotipo es inducido
especificamente por las TAPCells y no por DCs maduradas con otro tipo de antigenos
y/o estimulos. Por otra parte, también logramos observar la induccion de la migracién
in vitro de los LT estimulados por TAPCells al utilizar las quimioquinas ligando de los
receptores analizados, resultado que ahora debe ser comprobado mediante los

experimentos in vivo respectivos.
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