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RESUMEN

Introduccioén: Los inhibidores de los puntos de control inmunitario originaron un cambio de
paradigma en el tratamiento del cancer. En este contexto la inmunoterapia activa abre una
via alentadora para la terapia tumoral dirigida a esta molécula. Objetivos: Desarrollar una
vacuna basada en una variante estructural del PD-LT humano que induzca respuesta inmune
especifica con efectos antitumorales, y estudiar los efectores inmunolégicos y su impacto
en el microambiente tumoral. Métodos: El desarrollo preclinico de PKPD-L1Vac incluyo: di-
sefio in silico del antigeno; expresion en E. coli; caracterizacion fisicoquimica; evaluacion de
inmunogenicidad en ratones y primates no humanos; y estudio de actividad antitumoral en
modelos murinos. Resultados: Se generd un antigeno quimérico del dominio extracelular de
PD-L1 humano con modificaciones estructurales que reducen su union a PD-1y CD80. La va-
cuna indujo anticuerpos IgG especificos anti-PD-L1 e inmunidad mediada por linfocitos T en
ratones y primates no humanos. Mostr¢ actividad antitumoral en modelos CT-26 y B16-F10.
Ademads, aumento los linfocitos infiltrantes en tumores CT-26 y disminuyé la proporcion de
células T anérgicas CD3+CD8+PD1+. Conclusiones: Estos resultados constituyen la prueba
de concepto de una vacuna novedosa basada en una variante modificada de PD-L1 que in-
duce una potente respuesta inmune con actividad antitumoral efectiva en multiples modelos
singénicos de raton, asi como la ruptura de tolerancia inmunoldgica al PD-L1 humano en un
modelo filogenéticamente cercano.
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Active immunotherapy based on a structural variant of
programmed death receptor 1 ligand 1

ABSTRACT

Introduction: Immune checkpoint inhibitors have led to a paradigm shift in cancer treatment.
In this context, active immunotherapy represents a promising approach for tumor therapy
targeting this molecule. Objectives: To develop a vaccine based on a structural variant of
human PD-L1 capable of inducing a specific immune response with antitumor effects, and
to study the immune effectors involved and their impact on the tumor microenvironment.
Methods: The preclinical development of PKPD-L1v# included the following stages: in silico
design of the antigen; expression in E. coli; physicochemical characterization; evaluation of
immunogenicity in mice and non-human primates; and assessment of antitumor activity in
murine models. Results: A chimeric antigen derived from the extracellular domain of human
PD-LT was generated, featuring structural modifications that reduce its binding affinity to
PD-1 and CD80. The vaccine induced specific anti-PD-L1 1gG antibodies and T cell-media-
ted immunity in both mice and non-human primates. It demonstrated antitumor activity in
CT-26 and B16-F10 models. Additionally, it increased tumor-infiltrating lymphocytes in CT-26
tumors and reduced the proportion of anergic CD3+CD8+PD1+ T cells. Conclusions: These
results provide proof of concept for a novel vaccine based on a modified PD-L1 variant that
elicits a potent immune response with effective antitumor activity across multiple syngeneic
mouse models, as well as the breaking of immunological tolerance to human PD-L1 in a

phylogenetically close model.

Keywords: immunotherapy; tumor microenvironment; PD-L1; immune checkpoint

INTRODUCCION

La via de sefalizacién del PD-L1 es un componente
importante en el mecanismo de inmunosupresion que induce
el tumor. Cuando el PD-L1, presente en la superficie de la
célula tumoral, interacciona con el receptor PD-1, presente
sobre las células T, se induce una cascada de sefalizacion
que induce la disminucion de la proliferacion y diferenciacion,
la activacion de la apoptosis, el incremento de la anergia y
el agotamiento funcional en los linfocitos T. También como
resultado de la interaccion se produce un decremento en la
produccion de citocinas como IL-2, IFN-y y TNF-a. Esta inte-
raccion, ademas se relaciona con afectaciones en la capaci-
dad de las células dendriticas de realizar la presentacion de
antigenos o con la presencia de linfocitos T CD8+ con activi-
dad citotoxica disminuida.

La union ligando-receptor también se vincula con la esti-
mulacion de la expansion o actividad de tipos celulares pro-
tumorales como las células mieloides supresoras (MDSC,
del inglés myeloid-derived suppressor cells) y los linfocitos
T CD4+ reguladores (T regs). 2 Por lo tanto, el bloqueo de
estos puntos de control inmunitarios se convirtio en una di-

reccion importante de la inmunoterapia en los ultimos afios
para eliminar la supresion inmunitaria y restaurar la funcion
del sistema inmunitario.

La inmunoterapia con inhibidores de PD-L1 esta bien
establecida para varios tipos de cancer y la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA, sigla en inglés) aprobo
hasta ahora 3 anticuerpos monoclonales diferentes dirigi-
dos a la molécula PD-L1: atezolizumab (Tecentrig), avelu-
mab (Bavencio) y durvalumab (Imfinzi). ©® El tratamiento con
estos anticuerpos monoclonales anti-PD-LT demuestran
éxito clinico. Sin embargo, estas inmunoterapias pasivas
anti-PD-L1 requieren administraciones frecuentes, en dosis
altas del farmaco, lo que conlleva altos costos y efectos
adversos. ¥ Ademds, a pesar del éxito clinico del bloqueo
del punto de control inmunitario PD-1/PD-L1 mediante tera-
pia pasiva con anticuerpos, solo un subconjunto de pacien-
tes muestra respuestas duraderas. ® En este contexto la
inmunoterapia activa abre una via alentadora para la terapia
tumoral dirigida a esta molécula. Los efectos toxicos relati-
vamente menores y la capacidad de generar una respuesta
inmunitaria especifica del tumor, combinando mecanismos
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efectores de células T tanto humorales como citotoxicos,
son propiedades deseables para esta estrategia alternativa
en comparacion con las descritas.

El desarrollo de vacunas contra el cancer dirigidas a
PD-L1 es complejo y desafiante debido a la dificultad de su-
perar la tolerancia inmunoldgica a las proteinas propias. Se
exploran algunas estrategias para desencadenar un efecto
inmunoldgico antitumoral eficaz que involucra respuestas in-
munitarias humorales y celulares que incluyen: a) una vacuna
de ADN PD-LT administrada por via oral utilizando un vector
bacteriano vivo atenuado de Salmonella typhimurium, b) pro-
teinas de fusion del dominio extracelular PD-L1 a un epitopo
de célula T nitrado “no propio” formulado en CpG ODN M362 o
c¢) dominio extracelular PD-L1 fusionado al C-terminal del do-
minio de translocacion de la toxina diftérica (DTT) mezclado
con adyuvante de Freund. ¢79

Las estrategias mencionadas anteriormente demostraron
la contribucion de ambas ramas de la respuesta inmunitaria
a los efectos antitumorales en modelos en ratones. Sin em-
bargo, existen debilidades y elementos importantes que no
se cubren por parte de estas investigaciones y que pudieran
imposibilitar la traduccion exitosa de sus resultados a futuros
estudios clinicos. Las respuestas inmunitarias que se inducen
con estos candidatos son relativamente moderados, mas si
se tiene en cuenta que se evallan en combinacion con adyu-
vantes potentes no aprobados para su empleo en humanos.

Ademas, se limitan a la evaluacion de los candidatos solo
en modelos tumorales en ratdn, sin incluir especies de anima-
les de experimentacion donde la identidad aminoacidica de
la molécula autéloga se aproxime mas al PD-L1 de humano
y donde exista la variabilidad genética que caracteriza a las
poblaciones en la naturaleza. Los antecedentes descritos an-
teriormente, identificaban que no existia una alternativa de in-
munoterapia activa que sea capaz de demostrar una ruptura
de tolerancia al PD-L1 humano, con efectos inhibitorios sobre
el crecimiento del tumor, en presencia de adyuvantes aproba-
dos para uso en la clinica.

En este contexto, se inserta la necesidad de obtener
nuevas variantes de inmunizacioén activa dirigida al PD-L1.
Este candidato requiere ser disefiado para producir una
respuesta inmune dirigida a PD-L1, con el desarrollo de an-
ticuerpos que bloguean la interaccion de PD-L1 y sus re-
ceptores, asi como células T citotéxicas que matan directa-
mente a las células tumorales que producen esta molécula.
La presente investigacion tuvo como objetivo desarrollar un
candidato vacunal basado en una variante estructural del
PD-L1 de humanos que, tras su inmunizacién en animales
de experimentacion, fuera capaz de inducir una respuesta
potente inmunitaria especifica con efectos inhibitorios so-

An Acad Cienc Cuba. 2026

bre el tumor. Ademas, estudiar los efectores inmunolégi-
cos y su efecto sobre el microambiente tumoral.

METODOS

Se trata de un estudio preclinico experimental de desarro-
llo y evaluacion de una vacuna terapéutica (PKPD-L1V%), que
incluyé el disefio del antigeno, expresion en E. coli, purifica-
cion, caracterizacion fisicoguimica, ensayos de inmunogenici-
dad en ratones y primates no humanos, asi como estudios de
actividad antitumoral en modelos murinos singénicos (CT-26
y B16-F10). Todo el trabajo experimental se realizé en el Cen-
tro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB, La Habana,
Cuba). Los animales fueron adquiridos en el Centro Nacional
de Mejoramiento Animal (CENPALAB, La Habana, Cuba) y
mantenidos en el bioterio del CIGB. El periodo de ejecucion
abarco desde 2017 hasta 2023. El estudio conté con las apro-
baciones de los comités de ética institucionales (codigos
CICUAL/CIGB/18010, CICUAL/CIGB/18009, para roedores y
CICUAL/CIGB/21050 para primates no humanos).

Para realizar la construccion genética del PKPD-L1, se
disefiaron 18 oligonucledtidos parcialmente superpuestos v,
a partir de ellos, se amplificé el ADN correspondiente a la re-
gién madura del dominio extracelular de PD-L1 humano (ami-
noacidos 19-238). El gen de longitud completa se amplifico,
ensambld y clond en el vector PM238. Este plasmido se uti-
lizé para la expresion bacteriana de proteinas recombinantes
fusionada a los primeros 47 aminoacidos del extremo N-ter-
minal de la proteina LpdA. La construccion genética también
incluye una cola C-terminal de 6 histidinas para facilitar su
purificacion. El plasmido con la secuencia de ADN esperada
se denomind pPKPDL1.

Para la expresion y purificacion por afinidad del PKPD-LT,
el antigeno se purifico en una columna Ni-NTA y se eluyd con
imidazol 250 mM en PBS (pH 8,0). Se utilizaron columnas de
filtracion en gel Zetadex para intercambiar el tampon de elu-
cion por PBS 1X. La fraccién obtenida se analizd mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% SDS/PAGE y
se estimo el peso molecular mediante HPLC analitico de ex-
clusién por tamafio en una columna Superdex 200. El peso
molecular se estimo utilizando los tiempos de retencién, en
comparacion con un estandar de filtracion en gel. Se utilizd
microscopia electronica de transmision (TEM) para carac-
terizar las caracteristicas biofisicas y morfolégicas de los
agregados de proteinas.

La caracterizacion funcional del antigeno vacunal se llevo
a cabo mediante ensayos de unién a quimeras hPD-1/Fc o
hCD80/Fc a través de ELISA. Para ello, las placas se recubrie-
ron con 10 ng/pocillo de quimera PD-1/Fc humana o quimera
CD80/Fc humana. Se afadieron diferentes concentraciones
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de PKPD-L1 a la placa y se detectaron con un anticuerpo es-
pecifico conjugado con biotina para PD-LT humano seguido
de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Para compa-
rar la actividad de union a la proteina PKPD-L1 con una varian-
te biolégicamente activa de PD-L1, se utilizaron cantidades
molares iguales de una quimera PD-L1/Fc siguiendo las con-
diciones descritas anteriormente. ©

Para el desarrollo experimental se emplearon diferentes
especies animales y se ejecutd un protocolo de inmunizacion
de acuerdo con la especie Se adquirieron ratones hembra
C57BL/6'y BALB/c de 6 a 8 semanas de edad; y hembras jove-
nes de primates no humanos (NHP) verdes africanos (Chloro-
cebus aethiops sabaeus) en el CENPALAB. Todos los animales
se mantuvieron en el bioterio del CIGB siguiendo las directrices
cubanas para el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Las inmunizaciones con el adyuvante FA se aplicaron cada
14 dias, para un total de 4 inmunizaciones. En los ratones se to-
maron muestra de sangre el dia 49 del estudio, correspondien-
te a7 dias después de la cuarta inmunizacion. En el caso de los
PNH se tomaron muestra de sangre en 2 momentos del esque-
ma de inmunizacion: antes de la vacunacion (suero preinmune,
SPI) y el dia 56 del estudio, correspondiente a 14 dias después
de la cuarta inmunizacion. En los experimentos de inmunogeni-
cidad se uso el suero para evaluar la respuesta de anticuerpos
inducida por la inmunizacion con el candidato vacunal PKPD-
L1Vac. Elmismo se obtuvo porincubacion de la sangre durante
Tha37°C. Luego seincubd a 4 °C por 30 miny se centrifugod a
3824 g durante 15 min a4 °C. La muestra de suero se conservo
a-20 °C hasta su uso.

Para evaluar la respuesta antitumoral en ratones, se reta-
ron ratones C57BL/6 y BALB/c, respectivamente, a una inyec-
cion subcutanea de 2 x 104 células de melanoma B16-F10 o
CT26 alrededor de 5 a 7 dias después de la segunda inmuni-
zacion. Después de la exposicion al tumor, se monitored pe-
riédicamente a los animales y se registraron los dias hasta
la aparicion del tumor, los volumenes del tumor y la supervi-
vencia. Se sacrifico a los ratones cuando el tamafio del tumor
alcanzé los 20 mm de didmetro de acuerdo con los criterios
de valoracion obligatorios para el cuidado y uso de roedores
con tumores inducidos experimentalmente.

Para medir la inhibicién de la interaccion PD-1/PD-LT me-
diada por suero, se realizé un ensayo de ELISA de competencia.
Las placas se recubrieron con 10 ng/pocillo de quimera PD-1/
Fc humana. Se mezclaron volimenes iguales de sueros de ra-
tones inmunizados a una dilucion de 1/25 con 50 ng/pocillo
de quimera PD-L1/Fc humana y se preincubaron durante 2 h
para la formacién de complejos inmunes, y luego se agregaron
a las placas recubiertas. Después de la formacién de comple-
jos inmunes, el PD-L1 libre puede unirse al PD-1 recubierto en

la placa y la union PD-1/PD-L1 se detecta con un anticuerpo
anti-PD-L1 humano biotinilado, seguido de un conjugado de es-
treptavidina-peroxidasa. La union maxima de PD-L1 se registro
a partir de los valores obtenidos en los pozos en ausencia de
suero. Se utilizéd un anticuerpo monoclonal anti-PD-LT humano
disponible comercialmente como control positivo de inhibicion.
Se realizé un procedimiento similar para evaluar los efectos de
los sueros en la interaccion CD80/PD-L1. El porcentaje de acti-
vidad de inhibicién esté representado por 100 %-[(Absorbancia
a 450 nm de la muestra de suero/Absorbancia a 450 nm de
unién maxima de PD-L1) x 100].

Para evaluar la citotoxicidad in vitro en el caso en el caso
especifico de los ratones BALB/c las células del bazo se ac-
tivaron in vitro durante 6 dias con 10 mg/mL de un conjunto
de péptido PD-L1 en el CIGB, La Habanay 10 unidades/mL de
IL-2 humana al tercer dia. La citotoxicidad directa se evalud
utilizando células tumorales CT-26 marcadas con CFSE en
una proporcion de 100:1 de células efectoras y diana. Para
los ratones C57BL/6, las células del bazo recién aisladas se
cocultivaron con células B16-F10 previamente marcadas con
CFSE. El nimero de células tumorales viables (CFSEhI) se re-
gistro después de 4 h de cocultivo. El porcentaje de células li-
sadas se calculd utilizando como referencia las células tumo-
rales cocultivadas con células del bazo aisladas de ratones
tratados solo con el adyuvante. Los resultados se expresaron
como el porcentaje medio de citotoxicidad encontrado para
los animales por grupo para cada condicion evaluada.

Para los primates no humanos, las células mononuclea-
res de sangre periférica (PBMC) se aislaron 14 dias después
de la ultima inmunizacion. Las PBMC que se usarian como
dianas se incubaron o no con 10 pg/mL de pool de péptidos
PD-L1 (CIGB, La Habana) durante 24 h, y luego se marcaron
con CFSE. Posteriormente, estas células se mezclaron con
PBMC efectoras autélogas en una proporcion de 2:1y se eva-
lué la citdlisis directa por citometria de flujo, expresada como
el porcentaje de reduccion de la poblacion marcada con CFSE.

El andlisis por citometria de flujo se realizé sobre las célu-
las linfoides aisladas de linfonodos drenantes y sobre los linfo-
citos infiltrantes del tumor CD45+. Estas células se sometieron
a inmunotinciones multiples de superficie con anticuerpos con-
jugados con fluordforos especificos para moléculas de raton:
CD3e-FITC, CD4-PE, CD8a-PE-Cy7 y PD1-APC-eFluor780. Las
células recuperadas de la seleccion positiva de células CD45+
se resuspendieron en una solucion que contenia la mezcla de
anticuerpos para un volumen total de 100 uL en PBS'y se incu-
baron durante 1 ha 4 oC protegido de la luz. Después de 2 lava-
dos en la placa con 250 pl de PBS, el sedimento celular se sus-
pendio en T mL de PBS y se adquirié en un citometro CyFlow
Space S (SYSMEX-PARTEC). Para la lectura en el citometro de
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flujo se empled el programa FlowMax (version 2.6). Los datos
de concentracion y frecuencia de la poblacion se analizaron uti-
lizando el software FlowJo (version 10).

Para el analisis estadisticos todos los datos presentados
como diagramas de dispersion o graficos de lineas se presenta-
ron como media + desviacion estandar. Los andlisis estadisticos
entre 2 grupos se realizaron mediante la prueba t de Student,
mientras que las comparaciones entre multiples grupos se ana-
lizaron mediante ANOVA de una via utilizando GraphPad Prism
8. La significacion estadistica se indico de la siguiente manera:
*p < 0,05;,*p < 0,01; **p <0,007; **p < 0,0001; ns = no significa-
tivo. Los valores p < 0,05 se consideraron significativos.

Todos los procedimientos con animales fueron apro-
bados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del CIGB (CICUAL), siguiendo las
directrices cubanas para el cuidado y uso de animales de la-
boratorio. En el caso de los primates no humanos (Chloroce-
bus aethiops sabaeus), se siguieron ademas los estandares
de la American Association for the Accreditation of Labora-
tory Animal Care (AAALAC). Se aplicaron los principios de
las 3R (reemplazo, reduccién y refinamiento), utilizando el
minimo numero de animales necesarios. Los animales fue-
ron monitorizados diariamente para detectar signos de ma-
lestar, dolor o toxicidad. En los experimentos con tumores se
establecieron puntos finales obligatorios (eutanasia cuando
el didmetro del tumor alcanzaba 20 mm) para minimizar el
sufrimiento. Se evaluaron parametros clinicos, hematolo-
gicos, bioguimicos e histoldgicos para identificar posibles
eventos adversos. Los estudios contaron con los nimeros
de aprobacion CICUAL/CIGB/18010; CICUAL/CIGB/18009
(ratones) y CICUAL/CIGB/21050 (primates no humanos), lo
que garantiza que la investigacion se realizé bajo estrictos
estandares éticos y de bienestar animal.

RESULTADOS

El antigeno PKPD-L1 se disefd in silico y se obtuvo por via
recombinante en E. coli. La amplificacion del gen que codifica
para la molécula del PD-L1 humano se realizdo mediante la téc-
nica de PCR. Se emplearon 18 oligonucledtidos parcialmente
sobrelapados que contiene fragmentos del gen que codifica
para la secuencia del dominio extracelular del PD-LT huma-
no. El gen amplificado se purificé y se clond en el vector de
expresion en bacterias pM238 como proteina de fusién a los
primeros 47 aminoacidos de la proteina P64K y bajo el control
del promotor pTrip (figura TA). (9 El pldsmido positivo para
la insercion del gen en cuestién (pPKPD-L1) se determind
mediante secuenciacién nucleotidica y se confirmé que este
contenia la secuencia correspondiente al dominio extracelular
del PD-L1 humano en el programa Vector NTI. ©
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El antigeno PKPD-L1 se expreso en E. coli y se purificd
facilmente hasta un 98 % con un unico paso de purificacion
mediante una cromatografia de afinidad iones metalicos
(figuras 1B-C). El polipéptido de fusion PKPD-L1 purificado
adoptd cambios en su estructura tridimensional que conduje-
ron a la formacion de agregados de alto peso molecular (figu-
ras 1D-E). La formacién estable de estos agregados da como
resultado una variante de PD-L1 con una disposicion espacial
de varias moléculas de PD-L1 que modifica la estequiometria
particular de las interacciones naturales PD-1/PD-L1 o CD80/
PD-L1, reduciendo la unién a sus receptores, en comparacion
con la molécula de PD-L1 nativa. @ Estos cambios fueron in-
ducidos intencionalmente para alterar la capacidad protumo-
ral potencial del antigeno (figura 1F).

Para examinar la inmunogenicidad de PKPD-L1v se inmu-
nizaron ratones con diferentes fondos genéticos y de MHC cla-
se Il (BALB/c (H2-d) y C57BL/6 (H2-b) con 200 ug del antigeno
o del vehiculo en combinacion con fosfato de aluminio (figura
2A). La administracion del polipéptido PKPD-L1, en combina-
cién con fosfato de aluminio, indujo anticuerpos neutralizantes
capaces de reconocer la proteina PD-L1 humana bioldgica-
mente activa. © Es importante destacar que los cambios es-
tructurales asociados con los agregados de alto peso mole-
cular dentro del antigeno PKPD-L1 no afectaron la capacidad
de PKPD-L1 para inducir anticuerpos neutralizantes contra sus
receptores naturales PD-L1 o CD80 (figuras 2B, E).

La actividad antitumoral de la vacunacion con PKPD-L 1Y se
evalud en 2 modelos de tumores murinos con diferentes niveles
de expresion superficial de PD-L1. La linea tumoral murina CT26
tiene niveles de expresion de PD-L1 relativamente bajos y la linea
tumoral murina MB16F10 tiene niveles de expresion de PD-L1
altos. ? En ambos escenarios, la administracion de PKPD-L1vae
afectd la implantacion y el crecimiento de los tumores. Ademas,
el tratamiento con el candidato aumento la supervivencia en los
ratones retados con MB16F10 (p = 0,0497, prueba de Logrank) o
con el tumor CT-26 (p = 0,0021 prueba de Logrank) (en compara-
cion con el control negativo (figuras 2Dy G). ©

El préximo experimento estuvo encaminado a estudiar
la distribucion de poblaciones linfoides CD3+, CD4+, CD8+ y
PD-1 en ¢rganos linfoides secundarios y el tumor, después de
la administracion del candidato vacunal PKPD-L1Vec, Para ello,
ratones de la cepa BALB/c se inmunizaron con PKPD-L1v¢ y
se retaron con el modelo de carcinoma de colon CT26. Alos 33
dias después de implantado el tumor, se procedio al sacrificio
de los animales y al aislamiento de los linfocitos en los linfo-
nodos drenantes y en el tumor. El enriquecimiento de células
CD45+ del tumor CT26 y de los linfocitos de los ganglios lin-
faticos drenantes se analizd mediante citometria de flujo con
anticuerpos conjugados con fluoréforos contra CD3+, CD4+,
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Fig. 1. Clonaje, purificacién y caracterizacion de la proteina PKPD-L1; A) diagrama de la insercién del gen que codifica para la proteina PKPD-L1
en el vector de expresién pM238; B) electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. Carril PM:
Patrén de peso molecular mostrado a la izquierda los valores en kDa de las diferentes proteinas de arriba hacia abajo: (miosina, B-galactosidasa,
BSA, ovoalbumina, anhidrasa carbdnica, inhibidor de tripsina de soya y lisozima); carril 1: proteina PKPD-L1 purificada; C) inmunoidentificacién
mediante Western blotting con un anticuerpo policlonal de carnero conjugado a biotina especifico al PD-L1; D) cromatograma representativo de
la proteina en Tris 40mM, pH 7,4 (linea azul) usando una columna Superdex 200; 0,5 mL/min. La linea roja representa al patrén de peso molecu-
lar compuesto por tiroglobulina 670 kDa, y-globulina 158 kDa, ovoalbimina 44 kDa, mioglobina 17 kDa y vitamina B12 1,350 kDa de izquierda a
derecha. Los valores mostrados en cada uno de los picos se corresponden a los tiempos de retencion; E) microfotografia representativa de la mi-
croscopia electrénica de transmision que se realizé al producto final del PKPD-L1. Se empled una magnificacion entre 18X a 19X aumentos y una
barra de 2000nm de didmetro para la cuantificacién de los agregados proteicos. Se detectan particulas de aproximadamente 200 nm y 300 nm
de didmetro (se sefialan con flechas); F) valores de EC 50 de la interaccion de PKPD-L1y PD-L1/Fc con los receptores PD-1y CD80.

CD8+ y PD-1. En los ganglios linfaticos drenantes, la inmuni-
zacion con PKPD-L1Y2¢aumento significativamente el numero
de células T CD3+, CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en comparacion
con los de los ratones del grupo control negativo (p < 0,05)
(figuras 3A, 3By 3C). Dentro del tumor, se detectaron tenden-
cias crecientes de estas poblaciones de células T en el grupo
de ratones vacunados con PKPD-L1v# (figuras 3E, 3F y 3G).
Ademas, se estudiaron las poblaciones de células T CD4+ y
CD8+ con los niveles mas altos del receptor de membrana
PD-1 (PD-1"9") como indicador de un fenotipo de células T
afectadas negativamente desde el punto de vista funcional.
En los ganglios linfaticos drenantes y los linfocitos infiltrantes
de tumores, la inmunizacion con PKPD-L1Ye¢ disminuye sig-
nificativamente los niveles de expresion del receptor PD-1 en
las poblaciones de células T (figuras 3D y H). La regulacién
negativa de la expresion de la proteina PD-1 en las membra-
nas de las células T impide recibir la sefial de desactivacion a

través de la interaccion con PD-L1 y por tanto se encuentren
en un fenotipo activado. Por tanto, la inmunizacion con el can-
didato vacunal PKPD-L1"%¢ genera una respuesta inmunitaria
que trae consigo el incremento y la restauracion potencial de
la activacion de las células T dentro del microambiente tumo-
ral y en érganos linfoides. ©

Los primates no humanos constituyen un invaluable mo-
delo animal en las investigaciones de vacuna para cancer, que
nos permite entender mejor los fenémenos bioldgicos en el
desarrollo de tratamientos para esta condicion. Los experi-
mentos de evaluacion de la inmunogenicidad del candidato
PKPD-L1Vac en esta especie demostraron la induccion de
una respuesta de anticuerpos especifica para la molécula
del PD-LT humana con capacidad de inhibir las interacciones
con el receptor PD-1 (figuras 4 A y B). Ademds, se detectd
la induccion de una respuesta inmunitaria celular. Las PBMC
de primates obtenidas los dias 0 y 56 se incubaron con una
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Fig 2. La inmunizacién con PKPD-L1Vac induce respuestas inmunitarias celulares y humorales especificas anti-PD-L1 con un aumento significa-
tivo de la supervivencia en ratones retados con células de cancer de melanoma colorrectal CT26 o B16-F10; A) los ratones se inmunizaron con el
antigeno PKPD-L1 o el vehiculo en combinacion con fosfato de aluminio y el inmundgeno se administré 4 veces a intervalos de 2 semanas. Una
semana después de la segunda inmunizacion, los animales se retaron por via subcutanea con las células tumorales. Después de 7 dias de la cuar-

ta inmunizacion se extrajeron sueros y los esplenocitos; B) actividad de blogueo del suero en las interacciones de PD-L1 con los receptores PD-1
y CD80 en BALB/c y C57BL/6; C) Citotoxicidad celular directa de células del bazo de ratones BALB/c y (F) C57BL\6 inmunizados con PKPD-L1Va°
contra células tumorales CT-26 y MB16-F10, respectivamente; D y G) porcentaje de animales vivos (supervivencia). Los valores de p se calcularon
de acuerdo con la prueba t no pareada (figuras B, C, Ey F). En el caso de supervivencia (figuras D y G) se calcularon segun la prueba de Log-rank.

Se consider¢ significacion estadistica una p < 0,05.

mezcla de péptidos del PD-L1 (figura 4D); 2 de los 3 anima-
les del grupo mostraron actividad citotoxica especifica. Es-
tos resultados fueron corroborados mediante una prueba de
ELISPOT de secrecion de IFN-y (figura 4E), lo que sugiere
que la respuesta celular inducida por a la inmunizacién con
el candidato es mediada por clones de células T especifica
al PD-L1 humano secretores de IFN-y. (9) Estas evidencias
constituyen un aspecto importante en el camino de lograr
la mejor aproximacion vacunal para la extension de estos
resultados a la practica clinica. Los resultados obtenidos en
primates constituyen la primera demostracion en un modelo
cercano al humano de la validez de la hipodtesis de que es po-
sible romper la tolerancia By T contra el PD-L1, empleando
una vacuna con antigeno humano.

DISCUSION

El presente trabajo recoge los primeros estudios y evalua-
ciones en Cuba de un nuevo candidato para la inmunoterapia
activa basado en el dominio extracelular de la molécula del
PD-L1 humano. Varios aspectos se tuvieron en consideracion
para el desarrollo del novedoso candidato vacunal, para ha-
cerlo ventajoso en términos de su produccion, seguridad y
para satisfacer las limitaciones de otras alternativas que se
encuentran en el estado del arte.

En la literatura varios autores apuestan por la seleccion
de variantes modificadas de diferentes inmundgenos con el
objetivo de modular su toxicidad, afectar su capacidad inmu-
nosupresora o inactivar la actividad protumoral. 1279 En este
trabajo se decidid mantener la secuencia sin adicionar muta-
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Fig. 3. Subpoblaciones CD3+, CD4+, CD8+ y PD1 en linfonodos y en el tumor; A, B'y C) nimero de células T CD3+, CD4+ y CD8+ en los ganglios
linfaticos de drenaje, respectivamente. D) MFI de poblacion de células T PD-1+ alta de ganglios linfaticos de drenaje. E, F y G) nimero de células T
CD3+, CD4+y CD8+ del tumor CD45+. H) MFI de poblacién de células T PD-1+ alta de células tumorales CD45+ seleccionadas. Prueba no pareada

t de Student, ns p > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,017; ***p < 0,007; ****p < 0,0001.

ciones, pero se partio del disefio de una construccion genéti-
ca y un método de purificacion mediante el cual la molécula
adoptara conformaciones que difirieran de la estructura de
la molécula nativa. La quimera PKPD-L1 obtenida a partir de
la construccion genética anteriormente mencionada se pro-
duce en cuerpos de inclusion, y su purificacion en condicio-
nes desnaturalizantes puede favorecer que la proteina adop-
te una estructura conformacional diferente a la molécula
nativa no descrita para otros candidatos vacunales basados
en el PD-L1. En las preparaciones de agregados del antigeno
varias moléculas de PD-L1 adoptan una disposicién espa-
cial que modifica la estequiometria particular de las interac-
ciones naturales PD-1/PD-L1 o CD80/PD-L1, que reduce la
union a sus receptores en comparacion con un PD-L1 bio-
l6gicamente activo. Una molécula con estas caracteristicas
podria tener un limitado potencial protumoral, de modo que

se reducen asi posibles objeciones regulatorias en el desa-
rrollo futuro de este candidato a vacuna en humanos.

En el estudio actual el antigeno PKPD-L1 se obtiene de
un complejo estable compuesto por multimeros, que tiene
una morfologia de particulas. Esta agregacién de molécu-
las no nativas podria conducir a la exposicion repetida de
epitopos y podria favorecer la exposicion de determinantes
antigénicos cripticos (ocultos por el pliegue nativo). Otros
autores demuestran que la agregacion o la formacion de
particulas de un antigeno podria aumentar su inmunogeni-
cidad general al mejorar el entrecruzamiento del receptor
de células B, lo que conduce a niveles mas altos de acti-
vacion de estas células y al direccionamiento del antige-
no internalizado hacia los lisosomas con la subsiguiente
mejoria en la presentacion de antigeno a las células T. (419
Por consiguiente, las propiedades inmunogénicas del an-
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Fig. 4. Evaluacion de la respuesta inmunitaria humoral y celular T en primates no humanos inmunizados con PKPD-L1Vac; A) titulos de anticuer-
pos IgG contra el PD-L1 humano en monos, los dias 0y 56 del estudio. B) inhibicién de la interaccion PD-L1 con el receptor PD-1 por el suero de
los monos inmunizados con PKPD-L1 (3 réplicas para cada muestra). La significacion estadistica se representa en el grafico como: **p < 0,01 de
acuerdo a la prueba t de Student pareada (calculado a partir de los valores de DO con respecto a los valores de este parametro antes del trata-
miento); C) el porcentaje de citotoxicidad de los linfocitos de monos inmunizados con PKPD-L1Vac sobre las células autologas cargadas con una
mezcla de 7 péptidos de PD-L1 humano; D) grafico de media de unidades formadoras de puntos de IFN-y (UFP 1*106/PBMC respondedoras des-
pués de 24 h de estimulacién (n = 3). Se realizaron comparaciones pareadas entre los dias 0 y 56 mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

tigeno vacunal PKPD-L1 podrian verse favorecidas por la
agregacion y la adopcion de una conformacién particulada
del polipéptido de fusién.

El otro elemento a tener en cuenta, fue la seleccion de
un adyuvante que permitiera la induccion de una respuesta
inmunitaria elevada y de larga duracion contra el antigeno.
Aungue numerosas formulaciones estan descritas en el
estado del arte, los requisitos de seguridad de las vacunas
aun son un gran desafio y solo los compuestos de aluminio
estan aprobados para su uso en seres humanos. ' Varios
informes muestran que las sales de aluminio pueden inducir
respuestas sostenidas de células B especificas al antigeno.
Sin embargo, combinado con antigenos particulados, este
adyuvante podria inducir respuestas inmunitarias celulares
y de tipo Th1 que potencian la respuesta antitumoral. (17

De esta forma un reto de este trabajo fue evidenciar en el
contexto de este adyuvante, si se podia obtener una res-
puesta inmunitaria humoral y celular especifica al PD-L1. La
formulacion del antigeno PKPD-L1 con el adyuvante fosfato
de aluminio se decidié denominarla como PKPD-L1Vee,

Los experimentos de evaluacion de la inmunogenici-
dad del candidato PKPD-L1%¢ en ratones demostraron la
induccion de una respuesta de anticuerpos especifica para
la proteina PD-L1 humana y para la version murina de este
ligando. El hecho de que las moléculas de PD-L1 humana y
de ratén compartan una identidad de aminodcidos del 77 %
puede explicar la mayor respuesta observada hacia la molé-
cula heteréloga en comparacion con la contraparte de raton
en ambas cepas. '® Adicionalmente se demostré la induc-
cion de anticuerpos especificos al PD-L1 en ratones BALB/c
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portadores de tumor CT26. Esta evidencia sugiere que este
candidato es capaz de inducir una respuesta inmunitaria es-
pecifica en el contexto de un tumor.

Adicionalmente los anticuerpos inducidos con la inmuni-
zacioén con el candidato vacunal mostraron la capacidad de
inhibir las interacciones de la molécula PD-L1 con sus recep-
tores naturales: PD-1 y CD80. En contraste, otras estrategias
de vacunas dirigidas contra la molécula solo demuestran la
inhibicion de la union al receptor PD-1. ?® Sin embargo, los
resultados de las terapias pasivas con los anticuerpos que se
encuentran en la clinica indican la relevancia de inhibir am-
bos receptores. ©® La inmunosupresion que induce el tumor
dentro del microambiente tumoral implica la interaccion del
PD-L1 con el PD-1, pero también involucra a la union con el
CD80. 9 El PD-L1, presente en la superficie de la célula tu-
moral, interactla con los receptores PD-1 o CD80, sobre las
células Ty conduce a la disfuncionalidad de estas células, por
lo que inhibir ambas interacciones pudiera propiciar un mayor
efecto antitumoral. Es relevante destacar que, aunque el an-
tigeno PKPD-L1 presenta cambios estructurales importantes,
no se afectd la induccion de una respuesta a anticuerpos neu-
tralizantes. Esto indica que la actividad de blogueo probable-
mente se deba en mayor parte a un impedimento estérico, y
no a una competencia por los determinantes criticos involu-
crados en el sitio de union del PD-L1 con ambos receptores.

Ademas de la respuesta humoral, otra de las ventajas que
presenta la inmunoterapia activa especifica es la induccion de
una respuesta inmunitaria de tipo celular. La estrategia activa,
a diferencia de la pasiva, podria aportar un mayor efecto anti-
tumoral debido a la induccion de linfocitos citotéxicos especi-
ficos capaces de lisar células tumorales. En este documento,
se muestran evidencias de que la inmunizaciéon de ratones
con el candidato vacunal PKPD-L1V& generd una respuesta de
linfocitos especificos con actividad CTL en células tumorales
singénicas que expresan el PD-L1 murino. Estos linfocitos, a
través de su receptor de células T, podrian reconocer y des-
truir las células tumorales que expresan epitopos de PD-L1 en
el contexto del MHC clase I.

Una vez que se evidenciaron los efectos inmunologicos
inducidos por la inmunizacion con el candidato PKPD-L1Vee,
se procedio a evaluar si estos efectores pudieran ejercer un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de tumores implanta-
dos en ratones inmunocompetentes. La inmunizacion con
el candidato PKPD-L12 mostré un efecto negativo sobre el
crecimiento tumoral e incremento la supervivencia en los ani-
males inmunizados con respecto a los animales tratados solo
con el adyuvante en un modelo de melanoma de alta agresi-
vidad (B16F10) y sobre el tumor primario CT26. En particular,
los resultados del candidato sobre el modelo de carcinoma de

colon CT26 indican que se puede lograr un efecto antitumoral
en tumores con menor expresion de PD-L1. Tian y colabora-
dores obtuvieron resultados similares con el candidato vacu-
nal PDL1-NitraTh. ¢ Los autores plantearon la hipotesis de
que, dado que las células tumorales pueden producir resisten-
cia inmunitaria adaptativa mediante la regulacion de PD-L1
dependiente de IFN-y, la vacuna podria inhibir el crecimiento
de células tumorales con baja expresién de PD-L1. Se podria
aplicar un concepto similar para PKPD-L1"2¢ convirtiendo este
mecanismo de escape inmunitario en activacion inmunitaria.

En los ratones BALB/c, retados con el carcinoma de colon
CT26 singénico y tratados con el candidato PKPD-L1V¥¢, se in-
cremento el nimero de linfocitos T CD4+ y CD8+ en los linfo-
nodos drenantes. La evaluacion de la expresion de membrana
de PD-1 en estas poblaciones indicé una reduccion significati-
va de este marcador tanto en los linfonodos drenantes como
en el tumor. La regulacién negativa de la expresion de la pro-
teina PD-1 en las membranas de las células T impide recibir
la sefial de desactivacion a través de la interaccion con PD-L1
y por tanto se encuentren en un fenotipo activado. Por tanto,
la inmunizacion con el candidato vacunal PKPD-L1V& genera
una respuesta inmunitaria que trae consigo el incremento y la
restauracion potencial de la activacion de las células T dentro
del microambiente tumoral y en 6rganos linfoides.

En el presente trabajo una vez que se demostro el principio
de la induccion de un efecto anti-tumoral de la inmunizacion
con el candidato vacunal PKPD-L1V en ratones, se propuso es-
tudiar si este candidato podia activar la respuesta inmunitaria
responsable del efecto antitumoral en primates no humanos.
Con este objetivo, se evalud la inmunogenicidad de la adminis-
tracion del candidato vacunal PKPD-L1V# en la especie Chloro-
cebus aethiops sabaeus, en los que la identidad aminodacidica
del PD-LT humano es de un 96 % (UniProtkB: QANZQ7; ADA-
0D9R951). Los experimentos de evaluacion de la inmunogeni-
cidad del candidato PKPD-L1V% en esta especie demostraron
la induccién de una respuesta de anticuerpos especifica para
la molécula del PD-L1T humana con capacidad de inhibir las in-
teracciones con el receptor PD-1. Ademas, se detecto la induc-
cion de una respuesta inmunitaria celular mediada por clones
de células T especifica al PD-L1 humano secretores de IFN-y.
Estas evidencias constituyen un aspecto importante en el ca-
mino de lograr la mejor aproximacion vacunal para la extension
de estos resultados a la practica clinica.

La figura 5 incluye la propuesta de un modelo que inclu-
ye los principales elementos relacionados con el mecanismo
de este novedoso candidato. El candidato vacunal PKPD-
L1vecinduce una respuesta inmunitaria adaptativa especifica
al PD-L1. Varios elementos asociados a la respuesta inmuni-
taria de este candidato vacunal pudieran estar implicados en
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Fig. 5. Modelo tedrico del mecanismo de accion del PKPD-L1Vac. La inmunizacién con PKPD-L1Vac induce: A. Una respuesta de anticuerpos
especificos y neutralizantes del PD-L1 que interfiere con las funciones del ligando en el rescate de la apoptosis del tumor, bloquea los efectos
inmunosupresores del PD-L1 relacionados con la inhibicion de la maduracion de CD y de la activacion de linfocitos T, con la induccion de MSDC y
el reclutamiento de Treg. B. Una respuesta CTL contra las células tumorales que expresan el PD-L1 y que presentan en el contexto de su MHC los
péptidos correspondientes. Fuente: creada mediante el programa BioRender, Lopez, A. (2024), https://BioRender.com/n71p082

un posible mecanismo general de su impacto en la terapia
del cancer. Por una parte, los anticuerpos inducidos por la
inmunizacion pueden neutralizar el PD-L1 expresado en las
células tumorales, lo que puede interferir con las funciones
de esta molécula en el rescate de la apoptosis del tumor. Los
anticuerpos especificos al PD-L1, pudieran tener también un
impacto en el bloqueo de los efectos inmunosupresores del
PD-L1 relacionados con la inhibicion de la maduracion de las
CD y de la activacion de linfocitos T, y con la induccién de
MSDCy el reclutamiento de Treg. Por otra parte, la induccion
de una respuesta CTL puede conducir a la destruccion de
las células tumorales que expresan el PD-L1 y que presen-
tan en el contexto de su MHC los péptidos correspondientes.
La mayoria de los tumores expresan el PD-L1 y, por tanto,
constituyen blancos potenciales de la actividad citotoxica
de los CTL. La posibilidad de inducir, de una manera directa,
la muerte por apoptosis de las células tumorales, convierte
al PKPD-L1Vva¢ en una inmunoterapia con potencialidades de
provocar efectos inhibitorios sobre el crecimiento y el desa-
rrollo de los tumores.

Conclusiones

De conjunto estos resultados sugieren que el PD-L1 pu-
diera ser un blanco eficaz para la inmunoterapia activa de los
tumores y no se descarta su empleo en otras patologias que
cursen con un aumento en la expresion de este ligando. Los
resultados obtenidos permiten definir un preparado vacunal
especifico, donde la variante del PD-L1 se mezcla con el adyu-

vante fosfato de aluminio. En resumen, la vacuna PKPD-L1V#
demuestra resultados preclinicos muy alentadores que ava-
lan el desarrollo futuro de un ensayo clinico de fase I.
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