Péptidos inmunomoduladores, derivados de antigenos asociados a mela-

noma, con actividad antitumoral

Immuno-modulatory peptides, derived from antigens associated with

melanoma, with anti-tumourous activity
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INTRODUCCION

Los tumores son susceptibles al ataque
del sistema inmunitario del huésped si
poseen una diana antigénica. Se ha descri-
to que la enzima tirosinasa y las proteinas
codificadas por la familia de genes MAGE
(gen de antigeno de melanoma), expresa-
das en melanomas, contienen epitopos
reconocibles por los linfocitos T8 citotoxi-
cos' a través de su presentacién en molé-
culas concretas de HLA de clase 1. Algunos
de estos antigenos tienen ademas epitopos
reconocibles por los linfocitos T4, por lo
que los tumores que los expresan son tam-
bién diana de estas células citotdxicas.

Toda respuesta inmunitaria mediada
por células T requiere presentacion de
antigenos por lo que las células presenta-
doras de antigenos (APC), entre las que se
encuentran los monocitos maduros circu-
lantes, tienen un papel clave en la puesta
en marcha y regulacién de la respuesta
antitumoral’. La consideraciéon de las
observaciones acerca de la contribucién
de las subpoblaciones de monocitos acti-
vados y diferenciados en la respuesta
inmune antitumoral nos ha llevado a estu-
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diar si fragmentos de los antigenos asocia-
dos a melanomas, por poseer una determi-
nada estructura, pueden tener algin efec-
to sobre los monocitos, que les permita
presentarlos a linfocitos T; con ello se ori-
ginarfa un tipo de respuesta que podria dar
cuenta de la propiedad de estas proteinas
de ser antigenos de rechazo tumoral.

Hemos disenado péptidos con secuen-
cias presentes en los antigenos de melano-
ma, tirosinasa y de los de la serie MAGE,
teniendo presente observaciones previas®
acerca de que péptidos con un motivo
estructural comiin y con secuencias pre-
sentes en diversas proteinas, tienen un
caracter inmunopotenciador manifestado
por su capacidad de activar monocitos®™ y
de inducir una respuesta mediada por las
células T helper de tipo 1 (Th1)® Los resul-
tados muestran que los péptidos objeto de
este estudio incrementan la liberacion de
las monoquinas IL-1a, TNFo y IL-6, asi
como las citoquinas de las células Thl IL-2
e IFNy; inducen cambios en el fenotipo de
los monocitos hacia una subpoblacion que
expresa la forma inducible de la sintasa de
6xido nitrico (iNOS) y hacia monocitos
citotéxicos, con una proteina con activi-
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dad DNasa en los granulos de secrecion y
capacidad de lisar células de melanoma.

MATERIAL Y METODOS

Se han sintetizado 13 péptidos de 15 ami-
noacidos siguiendo el método de fase soli-
da’.

Las células linfomononucleares de san-
gre periférica (PBMC) proceden de donan-
tes sanos y fueron separadas del resto de
las células sanguineas mediante la técnica
descrita por Boyun®. El medio de cultivo
de esta poblacioén celular es RPMI 1640 con
HEPES 36 mM, L-glutamina 2mM y penicili-
nay estreptomicina. Al medio de cultivo se
aniadi6 el péptido a una concentraciéon
final de 30 mg/10° células. Las incubacio-
nes se realizaron siempre a 37°C, 5% CO, y
95% de humedad relativa. Los monocitos
se separaron del resto de las células por
adherencia al plastico de los frascos de
cultivo, tras la incubacion de las PBMC.

La citotoxicidad dependiente de mono-
citos se ha determinado segtn la técnica
descrita por Meltzer", utilizando como
células efectoras monocitos purificados y
como células diana la linea celular HT-29 y
las AC y BB, obtenidas en nuestro labora-
torio por cultivo de células de melanoma
de dos pacientes. Las lineas AC y BB expre-
san antigenos de la serie MAGE. Las célu-
las diana se marcaron con®H-timidina.

El andlisis del fenotipo de los monoci-
tos se realizd por citometria de flujo,
empleando anticuerpos monoclonales pro-
cedentes de Becton-Dickinson (Becton-
Dickinson Immunocytometry Systems,

Erembodegen, Bélgica), en su forma conju-
gada con isotiocianato de fluoresceina o
con Rodamina para los anélisis de doble
marcaje. Cada andlisis se acompaii6 de su
isotipo control apropiado.

El aislamiento de los granos de secre-
cion se realiz6 siguiendo el método descri-
to por Podack®. La actividad DNAasa, del
extracto proteico de los granos, se valord
por la capacidad para degradar DNA gené-
mico; se us6é DNA gendémico libre de prote-
inas aislado de sangre venosa humana por
las técnicas convencionales.

La determinacién cuantitativa de IL-1q,
IL-6, TNFo, IL-2 e INFy en los sobrenadantes
del cultivo de los PBMC se realizé median-
te “kits” comerciales especificos (QUANTI-
KINE™, R&D Systems).

La deteccién inmunocitoquimica de la
iNOS se ha realizado usando un anticuerpo
policlonal obtenido de conejo contra un
extracto de NOS de macrofagos extraidos
de pulmén de rata y activados con lipopo-
lisacarido, como se ha descrito en trabajos
previos®,

RESULTADOS

Se han sintetizado péptidos de 15 ami-
noacidos, 14 de los cuales corresponden
con las secuencias de los antigenos de
rechazo tumoral de melanomas tirosinasa,
MAGE 1, MAGE 2 , MAGE 3 y MAGE 12. Una
valina se ha introducido en el extremo C-
terminal por conveniencia en el proceso
de la sintesis quimica de los péptidos. La
tabla 1 recoge las secuencias de los 13 pép-
tidos sintetizados y se indica la proteina

Tabla 1. Secuencias de los péptidos derivados de antigenos de rechazo tumoral, objeto de este tra-

bajo.
Péptido Secuencia Proteina Posicion
1 EKEGLPQLVSEPFI Tyrosinase 503-516
2 TSSSSPLVLGTLEE MAGE 1 31-45
3 GASAFPTTINFTRQ MAGE 1 59-73
4 YRAREPVTKAEMLE MAGE 1y 2 116-130,123-131
5 EGGHAPEEEIWEEL MAGE 1 204-218
6 SQHCKPEEGLEARG MAGE 2,3y 6 6-20
7 EGDCAPEEKIWEEL MAGE 2,3,6 y 12 211-225
8 EFLWGPRALIETSY MAGE 2y 6 269-283
9 SVFAHPRKLLTGRT MAGE 12 236-247
10 SLHCKPEEALEAQQ MAGE 1 6-20
11 GASSLPTTMNYPLW MAGE 3y 6 66-80
12 TSIWIPIEEESLPP none
13 QGPKVPLSQWEPPF none
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de la que proceden. Como puede obser-
varse todos ellos contienen una prolina en
posicion 6. Algunos de estos péptidos con-
tienen en posiciones 2 y 11 los aminoaci-
dos que completan el motivo “2-6-11"
caracteristico de péptidos inmunopoten-
ciadores y que se sefalan en negro (ami-
noacidos Val, lle, Leu, Gly, Ala o Lys en
posicion 2 y el aminoécido Glu, Asp, o Lys
ocupa la posicion 11). Se han sintetizado
también otros péptidos con secuencias
que suponen variaciones sobre ese motivo
estructural. Los péptidos 12y 13 no tienen
secuencias presentes en proteinas natura-
les y han sido usados como controles posi-
tivos para discriminar la influencia de las
variaciones de la secuencia sobre las pro-
piedades de los péptidos.

Cuando se aflade uno de los péptidos al
medio de incubacién de los PBMC se pro-
duce un aumento de la liberacion de las
monogquinas L-1o, IL-6 y TNFo (Fig. 1A, By
C); en el caso de los péptidos 4,5y 7, que
no poseen completo el motivo estructural
comiin, no se obtuvo una diferencia esta-
disticamente significativa de los valores de
liberacién de ninguna de las tres citoqui-
nas cuando estan presentes respecto a los
valores obtenidos en ausencia de estos
péptidos.

Los valores de las citoquinas IL-2 e
INFy, liberadas a los mismos sobrenadan-
tes de las PBMC, se muestran también en
la figura 1. Los requerimientos estructura-
les son mayores para que los péptidos
induzcan la liberacion de estas citoquinas,
por parte de las células Thl, que para
inducir la liberacion de monoquinas; asi
sélo los péptidos 1, 12 y 13 incrementan la
liberacién de IL-2 (Fig. 2D) a valores que
dan diferencias estadisticamente significa-
tivas respecto a los obtenidos cuando la
incubacién de los PMBC se realiza en
ausencia de péptidos; de forma similar
s6lo los péptidos 8 y 12 inducen una libe-
racion de INFg (Fig. 1E) estadisticamente
significativa respecto a los controles.

Los monocitos, recuperados como
células adherentes tras la incubacion de
PBMC en presencia de péptidos activos,
que como el 8y el 12 inducen liberacion de
INFy, fueron inmunorreactivos para la
INOS; se pudo observar (datos no mostra-
dos) una diferencia clara en el nimero de
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monocitos que expresan esta enzima. El
ntmero de células iNOS* es mucho mayor
cuando la incubacion se realiza en presen-
cia de los péptidos respecto a los encon-
trados cuando la incubacién es realizada
en su ausencia.

Se ha determinado la actividad DNasa,
medida como capacidad de degradar DNA,
en el extracto de granulos correspondien-
tes a monocitos recuperados de la incuba-
cién de PBMC en presencia o ausencia de
péptidos. La figura 2 muestra que los pép-
tidos activos 1y 12 inducen un aumento de
la actividad DNasa de los extractos de gra-
nos de los monocitos respecto a la activi-
dad encontrada en los monocitos proce-
dentes de las incubaciones realizadas en
ausencia de péptidos.

El analisis por citometria de flujo de la
coexpresion del marcador CD14 y CD16 o
HLA-DR mostr6 que los péptidos inducen
un aumento del niimero de monocitos
con fenotipo de células diferenciadas y
activadas (Tabla 2); la proporcion de
monocitos CD147CD16* se correlaciona
positivamente con la actividad DNasa
asociada a los granos de secrecion (r =
0,70) tras 4 dias de incubacion de los
PBMC; la iNOS se expresd a las 24 horas
cuando la expresiéon de HLA-DR se habia
incrementado y era abundante la subpo-
blacién de monocitos con un fenotipo
CD14*CD16*DR**.

Tabla 2. Porcentaje de monocitos D14+ y
CD1i4*, CD16*.

CcD14t+/*  CD14*CD16*
(%PBMC)  (%CD14%)

Controles 112 102
Incubadas con péptidos 13:2 . 34+4

Los datos representan la media = SD.

Por tltimo, la determinacién de la acti-
vidad litica de los monocitos frente a las
lineas celulares HT-29 y AC y BB mostré
que el péptido 2 induce una citotoxicidad
dependientes del monocito frente a las
tres lineas, el péptido 11 frente a la AC y
BB, mientras que el péptido 12 no es capaz
de inducir esta actividad respecto a ningu-
na de las lineas celulares.
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Figura 1. Liberaci6n de citoquinas por PBMC inducida por péptidos derivados de antigenos tumo-
rales. La concentracién de péptido es 30 pg/10° células. Los valores representan la media =
SD de los duplicados de 5 experimentos independientes usando células obtenidas de dife-
rentes donantes. (*) Las diferencias entre las células tratadas con péptidos o sin péptidos
fueron estadisticamente significativas (p<0,05).
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DISCUSION

En los altimos anos ha avanzado nota-
blemente el conocimiento de los requeri-
mientos estructurales necesarios para que
péptidos pequenos puedan interaccionar
con las moléculas de HLA-IL. En el presente
trabajo mostramos que péptidos cortos,
con un motivo estructural comun, el “2-6-
117 o variaciones del mismo, y con secuen-
cias presentes en antigenos asociados a
tumores, como son la tirosinasa y las pro-
teinas codificadas por los genes de la fami-
lia del antigeno del melanoma MAGE
(Tabla 1), presentan una capacidad inmu-
nopotenciadora manifestada por activa-
cién del monocito y de las células Thi,
cuando son presentados en el contexto de
HLA-DR. La estimulacién inducida por
estos péptidos en los monocitos permite la
liberacion de diferentes monoquinas, de
conocido efecto antitumoral inespecifico.
La IL-1o tiene efecto citostatico y citotdxi-
co directo sobre lineas tumorales in vitro*.
El TNFo tiene efecto citotoxico directo
sobre ciertas lineas tumorales mediante
un mecanismo en el que intervienen radi-
cales libres y enzimas lisosomales® y
forma parte del mecanismo citolitico que
desarrollan los monocitos y células NK al
entrar en contacto con células tumorales’s.
La IL-6 facilita la generacién y funcion de
los linfocitos T citotéxicos (CTL) a través
de la induccién de perforina y serin-estera-
sas que participan en la lisis celular.

A su vez los monocitos pueden presen-
tar algunos de estos péptidos a linfocitos
Th e inducir una respuesta Thl con libera-
cion de citoquinas por estas células. La IL-
2 tiene poder mitogénico y favorece el
desarrollo de CTL que son antigeno-espe-
cificos . En monocitos induce la secrecién
de IL-1, actividad citotéxica y aumenta la
fagocitosis; mientras que en las células NK
induce la produccién de IFN-y, su prolifera-
cién y aumenta su actividad citotoxica®.
La IL-2 ha sido utilizada en varios €nsayos
clinicos, donde ha demostrado su efecto
antitumoral frente a melanoma cuando se
administra en compania de linfocitos infil-
trantes de tumor expandidos in vitro®: sin
embargo, la administracion sistémica de
IL-2 tiene efectos secundarios adversos
que podrian ser reducidos si se diera una
liberacién de IL-2 en el mismo lugar del
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tumor. El [FNy aumenta la actividad antitu-
moral de los monocitos/macréfagos -
mediante la induccién de citoquinas
mediadoras de la inflamacién (IL-1c, TNF-
o, IL-6) y la producciéon de NO*; y activa
directamente las células NK y las CTL
aumentando la respuesta inmune citotoxi-
ca®. Por tanto, los péptidos derivados de
los antigenos de rechazo tumoral de mela-
nomas parecen tener un potencial efecto
antitumoral indirecto al inducir a los
monocitos/macrofagos a secretar interleu-
quinas, y sus propiedades dan cuenta del
caracter de antigeno de rechazo de estas
moléculas.

Los datos de este trabajo respecto al
cambio del fenotipo de los monocitos
hacia células con capacidad diferenciadas
(Tabla 2) sugieren que los péptidos son
capaces ademds de desarrollar e incre-
mentar la actividad citotéxica y citostética
de los monocitos que podrian ser mas
especificas. Estas células, activadas por
IFNy y TNFu, en contacto directo con las
células tumorales pueden lisarlas a través
de un mecanismo que no requiere recono-
cimiento especifico de la molécula HLA".
Como hemos puesto de manifiesto, células
en cultivo procedentes de melanomas, con
diferentes fenotipos que incluyen la expre-
sién de los antigenos de la serie MAGE, son
diana de monocitos citotoxicos activadas
por efecto de los péptidos inmunomodula-
dores. El incremento de la actividad DNasa
inducida por los péptidos, asi como la pro-
duccion de NO debida a la induccién por
los péptidos de la expresion de la iNOS,
formarian parte de los mecanismos liticos
antitumorales de los monocitos/macroéfa-
gos. De hecho hay evidencias que indican
que la metastasis puede ser eliminada en
algunos tumores experimentales mediante
la activaciéon de macréfagos in vivo o la
transferencia de macréfagos activados in
vitro®, aunque aun se desconoce la impor-
tancia de su efecto citotéxico en la inmu-
noterapia. La localizacién de la DNasa en
granulos de secrecion sugiere su posible
implicacién en los procesos citotoxicos
mediados por la liberacién de los agentes
liticos del monocito hacia la célula diana.
Por otra parte, el fenotipo de la subpobla-
cion con la que hemos encontrado asocia-
da dicha enzima, la subpoblacién
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Figura 2. Electroforesis en gel que refleja la actividad DNasa de granulos de monocitos recuperados
por adherencia a partir de la poblacién de células linfomononucleares incubadas en pre-
sencia del péptido 1 (calle 3) 6 12 (calle 4) o recuperados de la poblacién celular incubada
en ausencia de péptido (calle 5). La calle 1 corresponde a los marcadores de tamaiio de
DNA y la calle 2 a un DNA incubado sin extracto de proteinas con actividad DNasa. La elec-
troforesis es representativa de 5 diferentes experimentos.

CD14*CD16", corresponde con el descrito
para monocitos citotéxicos?.

En resumen, los datos presentados per-
miten sugerir que estos péptidos, deriva-
dos de antigenos de rechazo tumoral, tie-
nen un potencial terapéutico antitumoral
para el tratamiento de tumores sélidos; es
posible el uso de estos compuestos para la
expansion y activacién, en cultivo, de la
poblacién de células linfomononucleares
de sangre periférica convirtiéndose de
esta forma, tanto por sus efectos inespeci-
ficos como por los posibles especificos
citotoxicos, en reactivos para estrategias
de inmnunizacion frente al cancer.
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