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    RESUMEN


    Introducción: Los inhibidores de los puntos de control inmunitario originaron un cambio de paradigma en el tratamiento del cáncer. En este contexto la inmunoterapia activa abre una vía alentadora para la terapia tumoral dirigida a esta molécula. Objetivos: Desarrollar una vacuna basada en una variante estructural del PD-L1 humano que induzca respuesta inmune específica con efectos antitumorales, y estudiar los efectores inmunológicos y su impacto en el microambiente tumoral. Métodos: El desarrollo preclínico de PKPD-L1Vac incluyó: diseño in silico del antígeno; expresión en E. coli; caracterización fisicoquímica; evaluación de inmunogenicidad en ratones y primates no humanos; y estudio de actividad antitumoral en modelos murinos. Resultados: Se generó un antígeno quimérico del dominio extracelular de PD-L1 humano con modificaciones estructurales que reducen su unión a PD-1 y CD80. La vacuna indujo anticuerpos IgG específicos anti-PD-L1 e inmunidad mediada por linfocitos T en ratones y primates no humanos. Mostró actividad antitumoral en modelos CT-26 y B16-F10. Además, aumentó los linfocitos infiltrantes en tumores CT-26 y disminuyó la proporción 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 induce una potente respuesta inmune con actividad antitumoral efectiva en múltiples modelos singénicos de ratón, así como la ruptura de tolerancia inmunológica al PD-L1 humano en un modelo filogenéticamente cercano.


    Palabras clave: inmunoterapia; microambiente tumoral; PD-L1; puntos de control inmunitario


    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-L1Vac 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-L1 was generated, featuring structural modifications that reduce its binding affinity to PD-1 and CD80. The vaccine induced specific anti-PD-L1 IgG antibodies and T cell-mediated 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


    



    INTRODUCCIÓN


    La vía de señalización del PD-L١ es un componente importante en el mecanismo de inmunosupresión que induce el tumor. Cuando el PD-L١, presente en la superficie de la célula tumoral, interacciona con el receptor PD-١, presente sobre las células T, se induce una cascada de señalización que induce la disminución de la proliferación y diferenciación, la activación de la apoptosis, el incremento de la anergia y el agotamiento funcional en los linfocitos T. También como resultado de la interacción se produce un decremento en la producción de citocinas como IL-2, IFN-γ y TNF-α. Esta interacción, además se relaciona con afectaciones en la capacidad de las células dendríticas de realizar la presentación de antígenos o con la presencia de linfocitos T CD8+ con actividad citotóxica disminuida.


    La unión ligando-receptor también se vincula con la estimulación de la expansión o actividad de tipos celulares protumorales como las células mieloides supresoras (MDSC, del inglés myeloid-derived suppressor cells) y los linfocitos T CD4+ reguladores (T regs). (1,2) Por lo tanto, el bloqueo de estos puntos de control inmunitarios se convirtió en una dirección importante de la inmunoterapia en los últimos años para eliminar la supresión inmunitaria y restaurar la función del sistema inmunitario.


    La inmunoterapia con inhibidores de PD-L1 está bien establecida para varios tipos de cáncer y la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, sigla en inglés) aprobó hasta ahora 3 anticuerpos monoclonales diferentes dirigidos a la molécula PD-L1: atezolizumab (Tecentriq), avelumab (Bavencio) y durvalumab (Imfinzi). (3) El tratamiento con estos anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 demuestran éxito clínico. Sin embargo, estas inmunoterapias pasivas anti-PD-L١ requieren administraciones frecuentes, en dosis altas del fármaco, lo que conlleva altos costos y efectos adversos. (4) Además, a pesar del éxito clínico del bloqueo del punto de control inmunitario PD-1/PD-L1 mediante terapia pasiva con anticuerpos, solo un subconjunto de pacientes muestra respuestas duraderas. (5) En este contexto la inmunoterapia activa abre una vía alentadora para la terapia tumoral dirigida a esta molécula. Los efectos tóxicos relativamente menores y la capacidad de generar una respuesta inmunitaria específica del tumor, combinando mecanismos efectores de células T tanto humorales como citotóxicos, son propiedades deseables para esta estrategia alternativa en comparación con las descritas.


    El desarrollo de vacunas contra el cáncer dirigidas a PD-L1 es complejo y desafiante debido a la dificultad de superar la tolerancia inmunológica a las proteínas propias. Se exploran algunas estrategias para desencadenar un efecto inmunológico antitumoral eficaz que involucra respuestas inmunitarias humorales y celulares que incluyen: a) una vacuna de ADN PD-L1 administrada por vía oral utilizando un vector bacteriano vivo atenuado de Salmonella typhimurium, b) proteínas de fusión del dominio extracelular PD-L1 a un epítopo de célula T nitrado “no propio” formulado en CpG ODN M362 o c) dominio extracelular PD-L1 fusionado al C-terminal del dominio de translocación de la toxina diftérica (DTT) mezclado con adyuvante de Freund. (6,7,8)


    Las estrategias mencionadas anteriormente demostraron la contribución de ambas ramas de la respuesta inmunitaria a los efectos antitumorales en modelos en ratones. Sin embargo, existen debilidades y elementos importantes que no se cubren por parte de estas investigaciones y que pudieran imposibilitar la traducción exitosa de sus resultados a futuros estudios clínicos. Las respuestas inmunitarias que se inducen con estos candidatos son relativamente moderados, más si se tiene en cuenta que se evalúan en combinación con adyuvantes potentes no aprobados para su empleo en humanos.


    Además, se limitan a la evaluación de los candidatos solo en modelos tumorales en ratón, sin incluir especies de animales de experimentación donde la identidad aminoacídica de la molécula autóloga se aproxime más al PD-L1 de humano y donde exista la variabilidad genética que caracteriza a las poblaciones en la naturaleza. Los antecedentes descritos anteriormente, identificaban que no existía una alternativa de inmunoterapia 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 aprobados para uso en la clínica.


    En este contexto, se inserta la necesidad de obtener nuevas variantes de inmunización activa dirigida al PD-L1. Este candidato requiere ser diseñado para producir una respuesta inmune dirigida a PD-L1, con el desarrollo de anticuerpos que bloquean la interacción de PD-L1 y sus receptores, así como células T citotóxicas que matan directamente a las células tumorales que producen esta molécula. La presente investigación tuvo como objetivo desarrollar un candidato vacunal basado en una variante estructural del PD-L1 de humanos que, tras su inmunización en animales de experimentación, fuera capaz de inducir una respuesta potente inmunitaria específica con efectos inhibitorios sobre el tumor. Además, estudiar los efectores inmunológicos y su efecto sobre el microambiente tumoral.


    



    MÉTODOS


    Se trata de un estudio preclínico experimental de desarrollo y evaluación de una vacuna terapéutica (PKPD-L1Vac), que incluyó el diseño del antígeno, expresión en E. coli, purificación, caracterización fisicoquímica, ensayos de inmunogenicidad en ratones y primates no humanos, así como estudios de actividad antitumoral en modelos murinos singénicos (CT-26 y B16-F10). Todo el trabajo experimental se realizó en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (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 ejecución abarcó desde 2017 hasta 2023. El estudio contó con las aprobaciones de los comités de ética institucionales (códigos CICUAL/CIGB/18010, CICUAL/CIGB/18009, para roedores y CICUAL/CIGB/21050 para primates no humanos).


    Para realizar la construcción genética del PKPD-L1, se diseñaron 18 oligonucleótidos parcialmente superpuestos y, a partir de ellos, se amplificó el ADN correspondiente a la región madura del dominio extracelular de PD-L1 humano (aminoácidos 19-238). El gen de longitud completa se amplificó, ensambló y clonó en el vector PM238. Este plásmido se utilizó para la expresión bacteriana de proteínas recombinantes fusionada a los primeros 47aminoácidos del extremo N-terminal de la proteína LpdA. La construcción genética también incluye una cola C-terminal de 6 histidinas para facilitar su purificación. El plásmido con la secuencia de ADN esperada se denominó pPKPDL1.


    Para la expresión y purificación por afinidad del PKPD-L1, el antígeno se purificó en una columna Ni-NTA y se eluyó con imidazol 250 mM en PBS (pH 8,0). Se utilizaron columnas de filtración en gel Zetadex para intercambiar el tampón de elución por PBS 1X. La fracción obtenida se analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% SDS/PAGE y se estimó el peso molecular mediante HPLC analítico de exclusión por tamaño en una columna Superdex 200. El peso molecular se estimó utilizando los tiempos de retención, en comparación con un estándar de filtración en gel. Se utilizó microscopía electrónica de transmisión (TEM) para caracterizar las características biofísicas y morfológicas de los agregados de proteínas.


    La caracterización funcional del antígeno vacunal se llevó a cabo mediante ensayos de unión a quimeras hPD-1/Fc o hCD80/Fc a través de ELISA. Para ello, las placas se recubrieron con 10 ng/pocillo de quimera PD-1/Fc humana o quimera CD80/Fc humana. Se añadieron diferentes concentraciones de PKPD-L1 a la placa y se detectaron con un anticuerpo específico conjugado con biotina para PD-L1 humano seguido de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Para comparar la actividad de unión a la proteína PKPD-L1 con una variante biológicamente activa de PD-L1, se utilizaron cantidades molares iguales de una quimera PD-L1/Fc siguiendo las condiciones descritas anteriormente. (9)


    Para el desarrollo experimental se emplearon diferentes especies animales y se ejecutó un protocolo de inmunización de acuerdo con la especie Se adquirieron ratones hembra C57BL/6 y BALB/c de 6 a 8 semanas de edad; y hembras jóvenes de primates no humanos (NHP) verdes africanos (Chlorocebus 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 días, para un total de 4inmunizaciones. En los ratones se tomaron muestra de sangre el día 49 del estudio, correspondiente a 7 días después de la cuarta inmunización. En el caso de los PNH se tomaron muestra de sangre en 2 momentos del esquema de inmunización: antes de la vacunación (suero preinmune, SPI) y el día 56 del estudio, correspondiente a 14 días después de la cuarta inmunización. En los experimentos de inmunogenicidad se usó el suero para evaluar la respuesta de anticuerpos inducida por la inmunización con el candidato vacunal PKPD-L1Vac. El mismo se obtuvo por incubación de la sangre durante 1 h a 37 °C. Luego se incubó a 4 °C por 30 min y se centrifugó a 3824 g durante 15 min a 4 °C. La muestra de suero se conservó a -20 °C hasta su uso.


    Para evaluar la respuesta antitumoral en ratones, se retaron ratones C57BL/6 y BALB/c, respectivamente, a una inyección subcutánea de 2× 104 células de melanoma B16-F10 o CT26 alrededor de 5 a 7 días después de la segunda inmunización. Después de la exposición al tumor, se monitoreó periódicamente a los animales y se registraron los días hasta la aparición del tumor, los volúmenes del tumor y la supervivencia. Se sacrificó a los ratones cuando el tamaño del tumor alcanzó los 20 mm de diámetro de acuerdo con los criterios de valoración obligatorios para el cuidado y uso de roedores con tumores inducidos experimentalmente.


    Para medir la inhibición de la interacción PD-1/PD-L1 mediada por suero, se realizó un ensayo de ELISA de competencia. Las placas se recubrieron con 10 ng/pocillo de quimera PD-1/Fc humana. Se mezclaron volúmenes iguales de sueros de ratones inmunizados a una dilución de 1/25 con 50 ng/pocillo de quimera PD-L1/Fc humana y se preincubaron durante 2 h para la formación de complejos inmunes, y luego se agregaron a las placas recubiertas. Después de la formación de complejos inmunes, el PD-L1 libre puede unirse al PD-1 recubierto en la placa y la unión PD-1/PD-L1 se detecta con un anticuerpo anti-PD-L1 humano biotinilado, seguido de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa. La unión máxima de PD-L1 se registró a partir de los valores obtenidos en los pozos en ausencia de suero. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 humano disponible comercialmente como control positivo de inhibición. Se realizó un procedimiento similar para evaluar los efectos de los sueros en la interacción CD80/PD-L1. El porcentaje de actividad de inhibición está representado por 100 %-[(Absorbancia a 450nm de la muestra de suero/Absorbancia a 450 nm de unión máxima de PD-L1) × 100].


    Para evaluar la citotoxicidad in vitro en el caso en el caso específico de los ratones BALB/c las células del bazo se activaron in vitro durante 6 días con 10 mg/mL de un conjunto de péptido PD-L1 en el CIGB, La Habana y 10unidades/mL de IL-2 humana al tercer día. La citotoxicidad directa se evaluó utilizando células tumorales CT-26 marcadas con CFSE en una proporción 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 número de células tumorales viables (CFSEhi) se registró después de 4 h de cocultivo. El porcentaje de células lisadas se calculó utilizando como referencia las células tumorales 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 condición evaluada.


    Para los primates no humanos, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron 14 días después de la última inmunización. Las PBMC que se usarían como dianas se incubaron o no con 10 μg/mL de pool de péptidos PD-L1 (CIGB, La Habana) durante 24h, y luego se marcaron con CFSE. Posteriormente, estas células se mezclaron con PBMC efectoras autólogas en una proporción de 2:1 y se evaluó la citólisis directa por citometría de flujo, expresada como el porcentaje de reducción de la población marcada con CFSE.


    El análisis por citometría de flujo se realizó sobre las células linfoides aisladas de linfonodos drenantes y sobre los linfocitos infiltrantes del tumor CD45+. Estas células se sometieron a inmunotinciones múltiples de superficie con anticuerpos conjugados con fluoróforos específicos para moléculas de ratón: CD3e-FITC, CD4-PE, CD8α-PE-Cy7 y PD1-APC-eFluor780. Las células recuperadas de la selección positiva de células CD45+ se resuspendieron en una solución que contenía la mezcla de anticuerpos para un volumen total de 100 µL en PBS y se incubaron durante 1 h a 4 oC protegido de la luz. Después de 2lavados en la placa con 250 µl de PBS, el sedimento celular se suspendió en 1 mL de PBS y se adquirió en un citómetro CyFlow Space S (SYSMEX-PARTEC). Para la lectura en el citómetro de flujo se empleó el programa FlowMax (versión 2.6). Los datos de concentración y frecuencia de la población se analizaron utilizando el software FlowJo (versión 10).


    Para el análisis estadísticos todos los datos presentados como diagramas de dispersión o gráficos de líneas se presentaron como media ± desviación estándar. Los análisis estadísticos entre 2 grupos se realizaron mediante la prueba t de Student, mientras que las comparaciones entre múltiples grupos se analizaron mediante ANOVA de una vía utilizando GraphPad Prism 8. La significación estadística se indicó de la siguiente manera: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p<0,0001; ns = no significativo. Los valores p < 0,05 se consideraron significativos.


    Todos los procedimientos con animales fueron aprobados 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 laboratorio. En el caso de los primates no humanos (Chlorocebus aethiops sabaeus), se siguieron además los estándares de la American Association for the Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC). Se aplicaron los principios de las 3R (reemplazo, reducción y refinamiento), utilizando el mínimo número de animales necesarios. Los animales fueron monitorizados diariamente para detectar signos de malestar, dolor o toxicidad. En los experimentos con tumores se establecieron puntos finales obligatorios (eutanasia cuando el diámetro del tumor alcanzaba 20 mm) para minimizar el sufrimiento. Se evaluaron parámetros clínicos, hematológicos, bioquímicos e histológicos para identificar posibles eventos adversos. Los estudios contaron con los números de aprobación CICUAL/CIGB/18010; CICUAL/CIGB/18009 (ratones) y CICUAL/CIGB/21050 (primates no humanos), lo que garantiza que la investigación se realizó bajo estrictos estándares éticos y de bienestar animal.


    



    RESULTADOS


    El antígeno PKPD-L1 se diseñó in silico y se obtuvo por vía recombinante en E. coli. La amplificación del gen que codifica para la molécula del PD-L1 humano se realizó mediante la técnica de PCR. Se emplearon 18 oligonucleótidos parcialmente sobrelapados que contiene fragmentos del gen que codifica para la secuencia del dominio extracelular del PD-L1 humano. El gen amplificado se purificó y se clonó en el vector de expresión en bacterias pM238 como proteína de fusión a los primeros 47 aminoácidos de la proteína P64K y bajo el control del promotor pTrip (figura 1A). (10) El plásmido positivo para la inserción del gen en cuestión (pPKPD-L1) se determinó mediante secuenciación nucleotídica y se confirmó que este contenía la secuencia correspondiente al dominio extracelular del PD-L1 humano en el programa Vector NTI. (9)


    El antígeno PKPD-L1 se expresó en E. coli y se purificó fácilmente hasta un 98 % con un único paso de purificación mediante una cromatografía de afinidad iones metálicos (figuras1B-C). El polipéptido de fusión PKPD-L1 purificado adoptó cambios en su estructura tridimensional que condujeron a la formación de agregados de alto peso molecular (figuras 1D-E). La formación estable de estos agregados da como resultado una variante de PD-L1 con una disposición espacial de varias moléculas de PD-L1 que modifica la estequiometría particular de las interacciones naturales PD-1/PD-L1 o CD80/PD-L1, reduciendo la unión a sus receptores, en comparación con la molécula de PD-L1 nativa. (9) Estos cambios fueron inducidos intencionalmente para alterar la capacidad protumoral potencial del antígeno (figura 1F).


    Para examinar la inmunogenicidad de PKPD-L1Vac se inmunizaron ratones con diferentes fondos genéticos y de MHC clase II (BALB/c (H2-d) y C57BL/6 (H2-b) con 200 μg del antígeno o del vehículo en combinación con fosfato de aluminio (figura 2A). La administración del polipéptido PKPD-L1, en combinación con fosfato de aluminio, indujo anticuerpos neutralizantes capaces de reconocer la proteína PD-L1 humana biológicamente activa. (9) Es importante destacar que los cambios estructurales asociados con los agregados de alto peso molecular dentro del antígeno 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 vacunación con PKPD-L1Vac se evaluó en 2 modelos de tumores murinos con diferentes niveles de expresión superficial de PD-L1. La línea tumoral murina CT26 tiene niveles de expresión de PD-L1 relativamente bajos y la línea tumoral murina MB16F10 tiene niveles de expresión de PD-L1 altos. (7) En ambos escenarios, la administración de PKPD-L1Vac afectó la implantación y el crecimiento de los tumores. Además, el tratamiento con el candidato aumentó 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 comparación con el control negativo (figuras 2D y G). (9)


    El próximo experimento estuvo encaminado a estudiar la distribución de poblaciones linfoides CD3+, CD4+, CD8+ y PD-1 en órganos linfoides secundarios y el tumor, después de la administración del candidato vacunal PKPD-L1Vac. Para ello, ratones de la cepa BALB/c se inmunizaron con PKPD-L1Vac y se retaron con el modelo de carcinoma de colon CT26. A los 33 días después de implantado el tumor, se procedió al sacrificio de los animales y al aislamiento de los linfocitos en los linfonodos drenantes y en el tumor. El enriquecimiento de células CD45+ del tumor CT26 y de los linfocitos de los ganglios linfáticos drenantes se analizó mediante citometría de flujo con anticuerpos conjugados con fluoróforos contra CD3+, CD4+, CD8+ y PD-1. En los ganglios linfáticos drenantes, la inmunización con PKPD-L1Vac aumentó significativamente el número de células T CD3+, CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en comparación con los de los ratones del grupo control negativo (p < 0,05) (figuras 3A, 3B y 3C). Dentro del tumor, se detectaron tendencias crecientes de estas poblaciones de células T en el grupo de ratones vacunados con PKPD-L1Vac (figuras3E, 3F y 3G). Además, se estudiaron las poblaciones de células T CD4+ y CD8+ con los niveles más altos del receptor de membrana PD-1 (PD-1High) como indicador de un fenotipo de células T afectadas negativamente desde el punto de vista funcional. En los ganglios linfáticos drenantes y los linfocitos infiltrantes de tumores, la inmunización con PKPD-L1Vac disminuye significativamente los niveles de expresión del receptor PD-1 en las poblaciones de células T (figuras 3D y H). La regulación negativa de la expresión de la proteína PD-1 en las membranas de las células T impide recibir la señal de desactivación a través de la interacción con PD-L1 y por tanto se encuentren en un fenotipo activado. Por tanto, la inmunización con el candidato vacunal PKPD-L1Vac genera una respuesta inmunitaria que trae consigo el incremento y la restauración potencial de la activación de las células T dentro del microambiente tumoral y en órganos linfoides. (9)


    Los primates no humanos constituyen un invaluable modelo animal en las investigaciones de vacuna para cáncer, que nos permite entender mejor los fenómenos biológicos en el desarrollo de tratamientos para esta condición. Los experimentos de evaluación de la inmunogenicidad del candidato PKPD-L1Vac en esta especie demostraron la inducción de una respuesta de anticuerpos específica para la molécula del PD-L1 humana con capacidad de inhibir las interacciones con el receptor PD-1 (figuras 4 A y B). Además, se detectó la inducción de una respuesta inmunitaria celular. Las PBMC de primates obtenidas los días 0y 56 se incubaron con una mezcla de péptidos del PD-L1 (figura 4D); 2 de los 3 animales del grupo mostraron actividad citotóxica específica. Estos resultados fueron corroborados mediante una prueba de ELISPOT de secreción de IFN-γ (figura 4E), lo que sugiere que la respuesta celular inducida por a la inmunización con el candidato es mediada por clones de células T específica al PD-L1 humano secretores de IFN-γ. (9) Estas evidencias constituyen un aspecto importante en el camino de lograr la mejor aproximación vacunal para la extensión de estos resultados a la práctica clínica. Los resultados obtenidos en primates constituyen la primera demostración en un modelo cercano al humano de la validez de la hipótesis de que es posible romper la tolerancia B y T contra el PD-L1, empleando una vacuna con antígeno humano.


    



    DISCUSIÓN


    El presente trabajo recoge los primeros estudios y evaluaciones 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 consideración para el desarrollo del novedoso candidato vacunal, para hacerlo ventajoso en términos de su producción, 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 selección de variantes modificadas de diferentes inmunógenos con el objetivo de modular su toxicidad, afectar su capacidad inmunosupresora o inactivar la actividad protumoral. (11,12,13) En este trabajo se decidió mantener la secuencia sin adicionar mutaciones, pero se partió del diseño de una construcción genética y un método de purificación 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 construcción genética anteriormente mencionada se produce en cuerpos de inclusión, y su purificación en condiciones desnaturalizantes puede favorecer que la proteína adopte 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 antígeno varias moléculas de PD-L1 adoptan una disposición espacial que modifica la estequiometría particular de las interacciones naturales PD-1/PD-L1 o CD80/PD-L1, que reduce la unión a sus receptores en comparación con un PD-L1 biológicamente activo. Una molécula con estas características podría tener un limitado potencial protumoral, de modo que se reducen así posibles objeciones regulatorias en el desarrollo futuro de este candidato a vacuna en humanos.


    En el estudio actual el antígeno PKPD-L1 se obtiene de un complejo estable compuesto por multímeros, que tiene una morfología de partículas. Esta agregación de moléculas no nativas podría conducir a la exposición repetida de epítopos y podría favorecer la exposición de determinantes antigénicos crípticos (ocultos por el pliegue nativo). Otros autores demuestran que la agregación o la formación de partículas de un antígeno podría aumentar su inmunogenicidad general al mejorar el entrecruzamiento del receptor de células B, lo que conduce a niveles más altos de activación de estas células y al direccionamiento del antígeno internalizado hacia los lisosomas con la subsiguiente mejoría en la presentación de antígeno a las células T. (14,15) Por consiguiente, las propiedades inmunogénicas del antígeno vacunal PKPD-L1 podrían verse favorecidas por la agregación y la adopción de una conformación particulada del polipéptido de fusión.


    El otro elemento a tener en cuenta, fue la selección de un adyuvante que permitiera la inducción de una respuesta inmunitaria elevada y de larga duración contra el antígeno. Aunque numerosas formulaciones están descritas en el estado del arte, los requisitos de seguridad de las vacunas aún son un gran desafío y solo los compuestos de aluminio están aprobados para su uso en seres humanos. (16) Varios informes muestran que las sales de aluminio pueden inducir respuestas sostenidas de células B específicas al antígeno. Sin embargo, combinado con antígenos particulados, este adyuvante podría inducir respuestas inmunitarias celulares y de tipo Th1 que potencian la respuesta antitumoral. (11,17) De esta forma un reto de este trabajo fue evidenciar en el contexto de este adyuvante, si se podía obtener una respuesta inmunitaria humoral y celular específica al PD-L1. La formulación del antígeno PKPD-L1 con el adyuvante fosfato de aluminio se decidió denominarla como PKPD-L1Vac.


    Los experimentos de evaluación de la inmunogenicidad del candidato PKPD-L1Vac en ratones demostraron la inducción de una respuesta de anticuerpos específica para la proteína PD-L1 humana y para la versión murina de este ligando. El hecho de que las moléculas de PD-L1 humana y de ratón compartan una identidad de aminoácidos del 77 % puede explicar la mayor respuesta observada hacia la molécula heteróloga en comparación con la contraparte de ratón en ambas cepas. (18) Adicionalmente se demostró la inducción de anticuerpos específicos al PD-L1 en ratones BALB/c portadores de tumor CT26. Esta evidencia sugiere que este candidato es capaz de inducir una respuesta inmunitaria específica en el contexto de un tumor.


    Adicionalmente los anticuerpos inducidos con la inmunización con el candidato vacunal mostraron la capacidad de inhibir las interacciones de la molécula PD-L1 con sus receptores naturales: PD-1 y CD80. En contraste, otras estrategias de vacunas dirigidas contra la molécula solo demuestran la inhibición de la unión al receptor PD-1. (7,8) Sin embargo, los resultados de las terapias pasivas con los anticuerpos que se encuentran en la clínica indican la relevancia de inhibir ambos receptores. (5) La inmunosupresión que induce el tumor dentro del microambiente tumoral implica la interacción del PD-L1 con el PD-1, pero también involucra a la unión con el CD80. (19) El PD-L1, presente en la superficie de la célula tumoral, interactúa con los receptores PD-1 o CD80, sobre las células T y 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 antígeno PKPD-L1 presenta cambios estructurales importantes, no se afectó la inducción de una respuesta a anticuerpos neutralizantes. Esto indica que la actividad de bloqueo probablemente se deba en mayor parte a un impedimento estérico, y no a una competencia por los determinantes críticos involucrados en el sitio de unión del PD-L1 con ambos receptores.


    Además de la respuesta humoral, otra de las ventajas que presenta la inmunoterapia activa específica es la inducción de una respuesta inmunitaria de tipo celular. La estrategia activa, a diferencia de la pasiva, podría aportar un mayor efecto antitumoral debido a la inducción de linfocitos citotóxicos específicos capaces de lisar células tumorales. En este documento, se muestran evidencias de que la inmunización de ratones con el candidato vacunal PKPD-L1Vac generó una respuesta de linfocitos específicos con actividad CTL en células tumorales singénicas que expresan el PD-L1 murino. Estos linfocitos, a través de su receptor de células T, podrían reconocer y destruir las células tumorales que expresan epítopos de PD-L1 en el contexto del MHC clase I.


    Una vez que se evidenciaron los efectos inmunológicos inducidos por la inmunización con el candidato PKPD-L1Vac, se procedió a evaluar si estos efectores pudieran ejercer un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de tumores implantados en ratones inmunocompetentes. La inmunización con el candidato PKPD-L1Vac mostró un efecto negativo sobre el crecimiento tumoral e incrementó la supervivencia en los animales inmunizados con respecto a los animales tratados solo con el adyuvante en un modelo de melanoma de alta agresividad (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 expresión de PD-L1. Tian y colaboradores obtuvieron resultados similares con el candidato vacunal PDL1-NitraTh. (7) Los autores plantearon la hipótesis de que, dado que las células tumorales pueden producir resistencia inmunitaria adaptativa mediante la regulación de PD-L1 dependiente de IFN-γ, la vacuna podría inhibir el crecimiento de células tumorales con baja expresión de PD-L1. Se podría aplicar un concepto similar para PKPD-L1Vac convirtiendo este mecanismo de escape inmunitario en activación inmunitaria.


    En los ratones BALB/c, retados con el carcinoma de colon CT26 singénico y tratados con el candidato PKPD-L1Vac, se incrementó el número de linfocitos T CD4+ y CD8+ en los linfonodos drenantes. La evaluación de la expresión de membrana de PD-1 en estas poblaciones indicó una reducción significativa de este marcador tanto en los linfonodos drenantes como en el tumor. La regulación negativa de la expresión de la proteína PD-1 en las membranas de las células T impide recibir la señal de desactivación a través de la interacción con PD-L1 y por tanto se encuentren en un fenotipo activado. Por tanto, la inmunización con el candidato vacunal PKPD-L1Vac genera una respuesta inmunitaria que trae consigo el incremento y la restauración potencial de la activación de las células T dentro del microambiente tumoral y en órganos linfoides.


    En el presente trabajo una vez que se demostró el principio de la inducción de un efecto anti-tumoral de la inmunización con el candidato vacunal PKPD-L1Vac en ratones, se propuso estudiar si este candidato podía activar la respuesta inmunitaria responsable del efecto antitumoral en primates no humanos. Con este objetivo, se evaluó la inmunogenicidad de la administración del candidato vacunal PKPD-L1Vac en la especie Chlorocebus aethiops sabaeus, en los que la identidad aminoácidica del PD-L1 humano es de un 96 % (UniProtKB: Q9NZQ7; A0A0D9R951). Los experimentos de evaluación de la inmunogenicidad del candidato PKPD-L1Vac en esta especie demostraron la inducción de una respuesta de anticuerpos específica para la molécula del PD-L1 humana con capacidad de inhibir las interacciones con el receptor PD-1. Además, se detectó la inducción de una respuesta inmunitaria celular mediada por clones de células T específica al PD-L1 humano secretores de IFN-γ. Estas evidencias constituyen un aspecto importante en el camino de lograr la mejor aproximación vacunal para la extensión de estos resultados a la práctica clínica.


    La figura 5 incluye la propuesta de un modelo que incluye los principales elementos relacionados con el mecanismo de este novedoso candidato. El candidato vacunal PKPD-L1Vac induce una respuesta inmunitaria adaptativa específica al PD-L1. Varios elementos asociados a la respuesta inmunitaria de este candidato vacunal pudieran estar implicados en un posible mecanismo general de su impacto en la terapia del cáncer. Por una parte, los anticuerpos inducidos por la inmunización 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 específicos al PD-L1, pudieran tener también un impacto en el bloqueo de los efectos inmunosupresores del PD-L1 relacionados con la inhibición de la maduración de las CD y de la activación de linfocitos T, y con la inducción de MSDC y el reclutamiento de Treg. Por otra parte, la inducción de una respuesta CTL puede conducir a la destrucción de las células tumorales que expresan el PD-L1 y que presentan en el contexto de su MHC los péptidos correspondientes. La mayoría de los tumores expresan el PD-L1 y, por tanto, constituyen blancos potenciales de la actividad citotóxica de los CTL. La posibilidad de inducir, de una manera directa, la muerte por apoptosis de las células tumorales, convierte al PKPD-L1Vac en una inmunoterapia con potencialidades de provocar efectos inhibitorios sobre el crecimiento y el desarrollo de los tumores.


    Conclusiones


    De conjunto estos resultados sugieren que el PD-L1 pudiera ser un blanco eficaz para la inmunoterapia activa de los tumores y no se descarta su empleo en otras patologías que cursen con un aumento en la expresión de este ligando. Los resultados obtenidos permiten definir un preparado vacunal específico, donde la variante del PD-L1 se mezcla con el adyuvante fosfato de aluminio. En resumen, la vacuna PKPD-L1Vac demuestra resultados preclínicos muy alentadores que avalan el desarrollo futuro de un ensayo clínico de fase I.
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    Fig. 1. Clonaje, purificación y caracterización de la proteína PKPD-L1; A) diagrama de la inserción del gen que codifica para la proteína PKPD-L1 en el vector de expresión pM238; B) electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE) en condiciones reductoras. Carril PM: Patrón de peso molecular mostrado a la izquierda los valores en kDa de las diferentes proteínas de arriba hacia abajo: (miosina, β-galactosidasa, BSA, ovoalbúmina, anhidrasa carbónica, inhibidor de tripsina de soya y lisozima); carril 1: proteína PKPD-L1 purificada; C) inmunoidentificación mediante Western blotting con un anticuerpo policlonal de carnero conjugado a biotina específico al PD-L1; D) cromatograma representativo de la proteína en Tris 40mM, pH 7,4 (línea azul) usando una columna Superdex 200; 0,5 mL/min. La línea roja representa al patrón de peso molecular compuesto por tiroglobulina 670 kDa, γ-globulina 158 kDa, ovoalbúmina 44 kDa, mioglobina 17kDa 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 retención; E) microfotografía representativa de la microscopía electrónica de transmisión que se realizó al producto final del PKPD-L1. Se empleó una magnificación entre 18X a 19X aumentos y una barra de 2000nm de diámetro para la cuantificación de los agregados proteicos. Se detectan partículas de aproximadamente 200 nm y 300nm de diámetro (se señalan con flechas); F) valores de EC 50 de la interacción de PKPD-L1 y PD-L1/Fc con los receptores PD-1 y CD80.
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    Fig 2. La inmunización con PKPD-L1Vac induce respuestas inmunitarias celulares y humorales específicas anti-PD-L1 con un aumento significativo de la supervivencia en ratones retados con células de cáncer de melanoma colorrectal CT26 o B16-F10; A) los ratones se inmunizaron con el antígeno PKPD-L1 o el vehículo en combinación con fosfato de aluminio y el inmunógeno se administró 4 veces a intervalos de 2 semanas. Una semana después de la segunda inmunización, los animales se retaron por vía subcutánea con las células tumorales. Después de 7 días de la cuarta inmunización se extrajeron sueros y los esplenocitos; B) actividad de bloqueo 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-L1Vac 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, E y F). En el caso de supervivencia (figuras D y G) se calcularon según la prueba de Log-rank. Se consideró significación estadística una p < 0,05.
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    Fig. 3. Subpoblaciones CD3+, CD4+, CD8+ y PD1 en linfonodos y en el tumor; A, B y C) número de células T CD3+, CD4+ y CD8+ en los ganglios linfáticos de drenaje, respectivamente. D) MFI de población de células T PD-1+ alta de ganglios linfáticos de drenaje. E, F y G) número de células T CD3+, CD4+ y CD8+ del tumor CD45+. H) MFI de población 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<0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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    Fig. 4. Evaluación de la respuesta inmunitaria humoral y celular T en primates no humanos inmunizados con PKPD-L1Vac; A) títulos de anticuerpos IgG contra el PD-L1 humano en monos, los días 0 y 56 del estudio. B) inhibición de la interacción PD-L1 con el receptor PD-1 por el suero de los monos inmunizados con PKPD-L1 (3 réplicas para cada muestra). La significación estadística se representa en el gráfico 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 parámetro antes del tratamiento); C) el porcentaje de citotoxicidad de los linfocitos de monos inmunizados con PKPD-L1Vac sobre las células autólogas cargadas con una mezcla de 7 péptidos de PD-L1 humano; D) gráfico de media de unidades formadoras de puntos de IFN-γ (UFP 1*106/PBMC respondedoras después de 24h de estimulación (n = 3). Se realizaron comparaciones pareadas entre los días 0 y 56 mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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    Fig. 5. Modelo teórico del mecanismo de acción del PKPD-L1Vac. La inmunización con PKPD-L1Vac induce: A. Una respuesta de anticuerpos específicos 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 inhibición de la maduración de CD y de la activación de linfocitos T, con la inducción 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, López, A. (2024), https://BioRender.com/n71p082
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