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DESCRIPCION

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere al tratamiento de tumores. En particular, esta invencion se refiere al tratamiento de los
tumores mediado inmunolégicamente.

Antecedentes de la invencién

El sistema inmunitario consiste en dos ramas, que aunque separadas por velocidad y especificidad, estan
|ntr|nsecamente ligadas, creando una respuesta rapida y directa frente a las agresiones tanto endégenas como exdge-
nas'®%. El sistema inmunitario innato proporciona una defensa inmediata del hospedante frente a las agresiones fisicas,
quimicas y microbiolégicas'®?* chho sistema involucra a los neutréfilos, monocitos, macréfagos, complemento, citoci-
nas y proteinas en fase aguda . A pesar de la falta de especificidad de antlgeno el sistema inmunitario innato es
capaz de reconocer los péptidos propios de los péptidos no propios, extrafios® La |nmun|dad adaptativa, sin embar-
go, implica a los linfocitos B y T en una respuesta altamente especifica dirigida al antlgeno ! Una ventaja de la inmu-
nidad adaptatlva es la memoria inmunitaria potencial, que lleva a una respuesta mas fuerte y mas rapida en posteriores
estimulaciones®®

La caracteristica que define a la inmunidad adaptativa (inmunidad especifica) es el uso de los linfocitos By T
que llevan receptores especificos del antigeno, en una respuesta inmunitaria dlrlglda . Los principales efectores de
células T son las células ayudadoras T que llevan receptores CD4, y las células utotoxncas T que llevan receptores
CcD8™ % Las células ayudadoras T interactian con el MHC I, y son responsables de coordinar la respuesta inmunitaria,
reconocer antigenos extrafios, activar diferentes partes del sistema inmunitario y activar las células B. Las células ci-
totoxicas T interactdan con los recelptores MHC | y desempefian un papel en la organizacion de una respuesta inmunita-
ria frente a patbgenos exdgenos

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) es una region genetlca qsue codifica proteinas gue desem-
pefian un papel esencial en la regulacion y modulacion de la respuesta inmunitaria™®*®. Los productos génicos del MHC
se dividen en dos grupos separados, basados en la estructura y en las pro |edades blologlcas MHC |y MHC 1'% | os
receptores MHC clase |, estan presentes en todas las células nucleadas'®*®. Estos receptores presentan péptidos sinte-
tizados endégenamente y estan intimamente implicados en su autoidentlflcauon Los receptores MHC clase I, se en-
cuentran solamente en las células implicadas en Ias respuestas inmunitarias y presentan proteinas derivadas exdgena-
mente tales como las de producmon bacteriana'®*®. Clasicamente, se habia creido que el MHC I estaba implicado en el
rechazo de los tumores, pero més recientemente se ha encontrado que el MHC Il desempefia un papel.

La diversidad de la unién al antigeno mediante las moléculas de MHC clase | se basa en tres principios basicos
e interrelacionados. En primer lugar, las moléculas de clase | tienen la habilidad de unirse a péptidos con muchas se-
cuencias diferentes®*®. Estos complejos de MHC clase l:antigeno pueden ser reconocidos por los linfocitos T cnotoxu:os
(CDS), llevando eventualmente a la destruccion de cualquier célula portadora de una proteina extrafia similar?*®. En
segundo lugar, cada organismo expresa muchos %enes diferentes de clase I**°. Finalmente, el MHC presenta pohmor-
fismos con un ntimero de alelos en cada locus®* En los seres humanos, el MHC | esté representado en méas de un
locus denominado el antlgeno leucocitario humano (HLA) siendo los locus HLA-A, HLA-B y HLA-C, el méas polimdrfico
de los cuales es HLA-B'®*®, Estos factores implican un alto grado de especificidad individual y la necesidad de un regu-
lador que ejerza una presion selectiva: el sistema celular inmunitario.

Es este alto grado de especnflmdad y de anulacion de la presién selectiva lo que se explota en el trasplante de
6rganos y tejidos entre individuos®. Los gemelos idénticos y los miembros de una famllla genéticamente cercanos son
menos propensos a rechazar el te]IdO trasplantado porque tienen locus HLA similares™. Esto se basa en el hecho de
que Ios MHC | estan expresados co-dominantemente y en la mayor parte de los casos se heredan intactos sin recombi-
nacion*®®. Por lo tanto, los individuos homocigéticos tales como los gemelos idénticos y las ratas singénicas podrian
aceptar teorlcamente un tumor cerebral procedente de su donante homocigético. Aln mas criticamente, ellos deberian
rechazar un tumor cerebral procedente de un donante heterocigético basandose en una respuesta inmunitaria especifi-
cay dirigida.

Como se indic6 al principio, los receptores MHC clase | son glucoproteinas de superficie localizadas en la ma-
yoria de las células que desempefian un papel crucial en la Je Jouesta inmunitaria. Estos MHC clase | se unen a los
péptidos antigénicos e interacttan con las células NK y cDg>? Estos péptidos se derivan de proteinas endégenas
degradadas procedentes de células infectadas por virus y tumores™ 1625 | 3 formacion del antigeno es un mecanismo
complejo que incluye numerosas etapas. Un defecto en cualquiera de estas etapas puede IIevar a la no expresion del
complejo de MHC clase I::antigeno, y a librarse del reconocimiento y destruccion de las células T La perdlda o desre-
gulacion de los complejos MHC | es un mecanismo frecuente para evitar la destrucmon procedente de CD8™. Intuitiva-
mente, se puede asumir que este marcador de “pérdida de lo propio” (“missing self”’ ) podria llevar a un aumento del
reconocimiento por las células NK, que son inhibidas por |nteractuar con el complejo MHCI 1, y que son estimuladas por
las células con expresién de HLA-2/HA regulada por disminucion®®. Incluso con un sistema inmunitario que funcione
completamente es posible que los tumores eludan el reconOC|m|ento mediante el uso de una estrategia de escape
elusiva’? . Aunque el mecanismo de escape se entiende dificilmente, algunos experimentos han descrito varios meca-
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nismos que permiten que los tumores escapen del reconocimiento por el sistema inmunitario. Estos mecanlsmos varian
desde la pérdida o mutacion de los halotipos HLA hasta la falta de receptividad para los interferones'®. Asi mientras un
cambio o pérdida de los receptores MHC clase | se asocia con la génesis de diferentes tumores, se ha demostrado que
la presencia de moléculas de MHC clase | participa en la resistencia al cancer.

Un ejemplo de los efectos anti-tumorigenos de una molécula de MHC clase | esta en la vigilancia inmunitaria de
la integridad del ADN mitocondrial. En un estudio, uno de los papeles de las moléculas de MHC | fue eliminar las células
que llevan una mutacién mitocondrial™®. Las células del glioma humano llevan mdltiples mutaciones tanto del ADN mito-
condrial como del complejo mitocondrial’. A partir de estos datos, es posible asumir que los gliomas del mismo ti-
po/grado histolégico llevardn mutaciones similares en sus ADN y tendran proteinas de superficie anormales similares
asociadas tanto con las moléculas de MHC clase | como con la membrana celular. A la inversa, un sistema inmunitario
intacto puede permitir también el desarrollo y progreso de los tumores.

Se ha demostrado que el progreso de ciertos canceres esta asociado con la expresion de antigenos especifi-
cos del tumor y con una respuesta inmunitaria asociada™. Por lo tanto, no se puede alcanzar el rechazo eficaz del tumor
ni la inmunidad Unicamente por la auto-vacunacion. A pesar de estas barreras, hay indicios crecientes de que el sistema
inmunitario se puede utilizar para combatir el cancer. Aunque tanto un sistema inmunitario no regulado como un sistema
inmunitario que funcione normalmente Iuchan contra el rechazo inmunitario del cancer, se han publicado resultados del
rechazo espontaneo de tumores mallgnos ® Curiosamente, se ha sugerido tamblen gue las enfermedades autoinmu-
nes pueden contribuir a un mejor pronéstico en pacientes con tumores malignos®*®. En estos pacientes, la mayoria de
las especificidades IgG identificadas comparten considerable homologia con peptldos tanto humanos como microbia-
nos™. Esto ha llevado a la hipétesis de que el mimetismo molecular puede iniciar la autoinmunidad tumoral observada.
Estudios relacionados con esto han demostrado la remision a largo plazo de tumores mallgnos de cerebro después de
|nfeCC|on intracraneana en cuatro pacientes®, y una mejor supervivencia de los pacientes de cancer con infeccién micro-
2022 Esto plantea la cuestion de si se puede usar para tratar tumores la autoinmunidad inducida por mimetismo
molecular De forma |mportante se ha demostrado que existe una homologia significativa entre las proteinas humanas y
las proteinas de otras espemes . Otros experimentos han demostrado que el antigeno xenogénico procedente de célu-
las endoteliales puede romper la tolerancia inmunitaria frente a las células endoteliales angiogénicas autologas Esto
da a entender que la autotolerancia a los tumores se puede romper mediante la reactividad cruzada con un antigeno
homalogo extrafio.

El documento W0O2004/018659 se refiere a métodos de produccion de compuestos inmundgenos mediante la
lisis de células tumorales necroticas para obtener un lisado. Se describen también los compuestos farmacéuticos que
comprenden dichos lisados de células tumorales para uso en la vacunacion contra los canceres.

Sumario de la invencién

La presente invencion se basa en la comprensién de que si dos 0 mas individuos heterocigoéticos tienen el
mismo cancer/tumor de un grado histoldgico similar o del mismo grado, entonces el trasplante de tejidos/células del
tumor/cancer de un individuo (o mas individuos) a otro individuo (u otros individuos) no solamente inducira el rechazo
del tejido/cancer trasplantado, sino que también aumentara la percepcion inmunoldgica del sistema inmunitario frente a
los péptidos compartidos entre los tumores/canceres y otros tumores que tienen péptidos similares. Las células tumora-
les alogénicas se pueden usar por tanto para vacunar frente a un tumor establecido, reducir su tamafio o eliminarlo y
establecer una memoria duradera. Esta técnica no solamente llevara al rechazo eventual del tumor primario, sino que
también llevara a una memoria inmunolégica duradera, evitando que el organismo desarrolle de nuevo el tumor.

Segun un primer aspecto de la invencién, una composicién para el tratamiento o prevencion de un tumor en un
paciente comprende

(i) células tumorales alogénicas o xenogénicas;

(i) un lisado de células tumorales singénicas; y

(iii) un excipiente farmacéuticamente aceptable,

donde las células de (i) y (ii) se definen con referencia a las células del tumor del paciente.
Las células alogénicas o xenogénicas se presentan como células completas.

Segun un segundo aspecto de la invencion existe el uso de (i) células tumorales alogénicas o xenogénicas y (ii)
un lisado de células singénicas, en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un tumor en un paciente.

Las células tumorales alogénicas o xenogénicas son células completas.

La presente invencion no trata los tumores solamente, sino que tiene la ventaja de que el sistema inmunitario
es capaz de dirigirse efectivamente al tumor, evitando los problemas asociados con la administracion/seleccion de los
compuestos quimioterapéuticos convencionales. Ademas, la quimioterapia tiene muchos efectos secundarios indesea-
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bles, incluyendo calvicie, nduseas, diarrea, anemia y aumento del riesgo de infeccion, y estos efectos se evitan utilizan-
do la terapia de la invencion.

Descripcién de los dibujos

La invencion se describe con referencia a las figuras adjuntas, de las que:

La Figura 1 es un esquema del disefio experimental en ratas Sprague Dawley. Se dividieron las ratas en dos
grupos. Las que recibieron la linea de células singénicas (C6; SD-A) y las que recibieron la linea de células alogénicas
(9L; SD-B). La rama singénica del estudio se dividié en dos grupos: control (5 ratas; SD-A1) y tratamiento (4 ratas; SD-
A2). El dia 27, se sacrificaron 4 ratas SD-Al. En este momento, la rata SD-AL restante (rata 9) entrd en el protocolo de
tratamiento. Todas las ratas SD inyectadas inicialmente con la rama 9L alogénica (SD-B) recibieron inyecciones en el
flanco con la linea de células singénicas C6 (100.000 células), seguidas diez dias después con un bolo adicional de
500.000 células C6.

La Figura 2 es un esquema del disefio experimental en ratas Fisher 344. Se dividieron las ratas en dos grupos.
Las que recibieron la linea de células singénicas 9L (Fisher A) y las que recibieron la linea de células alogénicas C6
(Fisher B). Las ratas del grupo singénico (Fisher A) se dividieron en un grupo control (Fisher A-1) y un grupo tratado
(Fisher A-2). Las ratas Fisher A-1 se expusieron a células RG2, 9L singénicas o a medio sdlo. Se trataron 2 ratas Fisher
A-2 con células alogénicas, células alogénicas y lisado celular alogénico, lisado celular singénico y células xenogénicas,
0 células xenogénicas solo. Las ratas Fisher B fueron inyectadas inicialmente con células alogénicas C6. Fueron poste-
riormente expuestas a inyecciones en el flanco de células singénicas 9L (100.000 células), seguidas diez dias después
con un bolo adicional de 500.000 células.

La Figura 3 es un gréfico de la evolucion/progresién del tumor en 9 ratas SD con tumor singénico implantado
subcutdneamente (C6). Se pusieron las ratas en grupos de control o de tratamiento como se ha descrito previamente.
La progresion del tumor se determind mediante medidas del volumen del tumor (mm3). Las ratas 1, 2, 3, 4 no recibieron
ningln tratamiento después de la implantacion del tumor C6. Las ratas 5, 6, 7, 8 recibieron tratamiento con células
alogénicas 9L y lisados con lisado singénico C6. Se dejo que la rata 9 formara un tumor muy grande antes de ser cam-
biada al grupo de tratamiento como las ratas 5-8.

La Figura 4 es un gréfico de la evolucion/progresion del tumor en ratas Fisher 344 con tumor singénico implan-
tado subcutaneamente (9L). Se inyectaron entonces las ratas control (Fisher A-1) con células singénicas RG2 (rata 1),
células singénicas 9L (rata 2), o medio solo (rata 3). La rata 1 tuvo doble dosificacion de células inyectadas y formé un
tumor extremadamente grande. Las ratas tratadas (Fisher A-2) fueron tratadas con células alogénicas C6 solo (rata 4),
con células alogénicas C6 y lisado (rata 5), con lisado singénico 9L y células xenogénicas U87 y LN229 (rata 6), con
células xenogénicas U87 y LN229 solo (rata 7). La rata 8 fue tratada con lisado de células singénicas 9L solo. El progre-
so del tumor se determiné mediante medidas del volumen del tumor (mm?).

La Figura 5 presenta secciones tumorales tomadas del control A y de B. Tratamiento de ratas Fisher 344. Las
secciones se cortaron con un espesor de 7 um y se tifieron con un anticuerpo dirigido contra el receptor CD4 segun el
protocolo descrito previamente. Las flechas indican la localizacion de las células que se tifien positivamente para el
marcador de superficie CD4. El aumento tanto de la muestra control (A) como de la muestra de tratamiento (B) es de
40X.

La Figura 6 presenta secciones tumorales tomadas del control A y de B. Tratamiento de ratas Fisher 344. Las
secciones se cortaron con un espesor de 7 um y se tifieron con un anticuerpo dirigido contra el receptor CD8 segun el
protocolo descrito previamente. Las flechas indican la localizacion de las células que se tifien positivamente para el
marcador de superficie CD8. El aumento tanto de la muestra control (A) como de la muestra de tratamiento (B) es de
40X.

La Figura 7 presenta secciones tumorales tomadas del control A y de B. Tratamiento de ratas Fisher 344. Las
secciones se cortaron con un espesor de 7 pum y se tifieron con un anticuerpo dirigido contra los linfocitos B (CD-20)
segun el protocolo descrito previamente. Las flechas indican la localizacién de las células que se tifien positivamente
para el marcador de superficie CD 20 (Figura 5b). El aumento tanto de la muestra control (A) como de la muestra de
tratamiento (B) es de 40X.

La Figura 8 presenta secciones tumorales tomadas del control A y de B. Tratamiento de ratas Fisher 344. Las
secciones se cortaron con un espesor de 7 um y se tifieron con un anticuerpo dirigido contra los macréfagos (CD 68)
segun el protocolo descrito previamente. Las flechas indican la localizacién de las células que se tifien positivamente
para el marcador de superficie CD 68. El aumento tanto de la muestra control (A) como de la muestra de tratamiento (B)
es de 40X.

La Figura 9 presenta secciones tumorales tomadas del control A y de B. Tratamiento de ratas Fisher 344. Las
secciones se cortaron con un espesor de 7 um y se tifieron con un anticuerpo dirigido contra el marcador de células
dendriticas (DRC) segun el protocolo descrito previamente. Las flechas indican la localizacion de las células que se
tifien positivamente para el marcador de superficie DRC. El aumento tanto de la muestra control (A) como de la muestra
de tratamiento (B) es de 40X.
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Descripcion de la invencién

La presente invencion utiliza células tumorales alogénicas o xenogénicas y células singénicas, para aumentar
la percepcion del sistema inmunitario de un paciente, para tratar un tumor. Las vacunas de células tumorales de la pre-
sente invencién comparten péptidos similares en el cancer/tumor con el mismo grado histoldgico, con diferentes molécu-
las de MHC I.

Las vacunas se preparan con células tumorales alogénicas o xenogénicas completas y un lisado de una o mas
células singénicas. La vacuna puede comprender ademas un lisado de células alogénicas o xenogénicas.

Las células alogénicas o xenogénicas seran preferiblemente células tumorales del mismo grado histolégico (o
similar) que las células tumorales del paciente a tratar. Por lo tanto, si el paciente tiene un glioblastoma cerebral, se
preparara la vacuna con células de glioblastoma cerebral alogénicas o xenogénicas. De este modo, los péptidos com-
prendidos en las células seran similares y aumentaran la probabilidad de que se genere la apropiada respuesta inmuni-
taria.

Las composiciones de vacuna usualmente comprenderan células/lisados alogénicos o xenogénicos proceden-
tes de dos 0 més individuos heterocigoticos. Preferiblemente, las composiciones de vacuna se preparan utilizando célu-
las/lisados alogénicos o xenogénicos procedentes de al menos tres individuos heterocigéticos.

El término “alogénico” se refiere a células tomadas de diferentes individuos de la misma especie.
El término “xenogénico” significa lo que se deriva u obtiene de un organismo de una especie diferente.

El término “singénico” se refiere a miembros genéticamente idénticos de la misma especie. Por ejemplo, los
gemelos idénticos tendran células y tejidos que son singénicos.

Se hace referencia en la descripcion a canceres/tumores del “mismo grado histolégico o similar”. Los expertos
entenderan que esto se refiere a canceres del mismo tipo y que presentan el mismo nivel de diferenciacion. La califica-
cién del grado se puede llevar a cabo segun el método de Elston-Ellis (Simpson et al. J. Clin. Oncol., 2000; 18: 2059-
2069).

Las referencias a “cancer” y “tumor” se utilizan de modo intercambiable.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéutica-
mente eficaz de células tumorales alogénicas o xenogénicas y un lisado de células tumorales singénicas y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser para uso humano o animal en medicina humana o veterinaria.

Los excipientes farmacéuticos para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y estan des-
critos por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R. Gennaro edit. 1985). La elec-
cién de excipiente farmacéutico se puede seleccionar con respecto a la via de administracion pretendida y a la practica
farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como excipientes o en adicion a los
excipientes, cualquier aglutinante o aglutinantes, lubricante o lubricantes, agente o agentes de suspension, agente o
agentes de recubrimiento, agente o0 agentes solubilizantes, adecuados. La referencia a “excipientes” incluye diluyentes y
vehiculos.

En la composicién farmacéutica se pueden incluir conservantes, estabilizantes y colorantes. Los ejemplos de
conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sérbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico. Se pueden utilizar tam-
bién antioxidantes y agentes de suspension.

Puede haber diferentes requerimientos para la composiciéon/formulacion dependientes de los diferentes siste-
mas de administracion.

Cuando sea apropiado, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar mediante inyeccion, parente-
ralmente, por ejemplo, intravenosamente, intramuscularmente o subcutdneamente. Para la administracion parenteral,
las composiciones se pueden usar preferiblemente en la forma de una solucién acuosa estéril que puede contener otras
sustancias, por ejemplo suficientes sales o monosacéridos para hacer que la solucion sea isotonica con la sangre.

Las vacunas se pueden preparar a partir de las composiciones de la invencion.

La preparacion de vacunas que contienen células inmunégenas como ingredientes activos, es conocida por los
expertos en la técnica. Tipicamente, tales vacunas se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o suspensio-
nes liquidas; se pueden preparar también formas sélidas adecuadas para soluciéon o suspension en el liquido antes de
la inyeccion. La preparacion se puede emulsionar también o se pueden encapsular las células en liposomas. Los ingre-
dientes inmundégenos activos se mezclan a menudo con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compati-
bles con el ingrediente activo. Son excipientes adecuados, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol,
o similares y sus combinaciones.
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En adicién, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes de pH, y/o adyuvantes que aumentan la eficacia de la
vacuna. Los ejemplos de adyuvantes que pueden ser eficaces incluyen pero sin limitarse a ellos: hidréxido de aluminio,
N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637, al que se
hace referencia como nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A, al que se hace referencia como MTP-PE), y RIBI, que contiene tres compo-
nentes extraidos de bacterias, monofosforil-lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de la pared celular (MPL + TDM
+ CWS) en una emulsion al 2 % de escualeno/Tween 80.

Otros ejemplos de adyuvantes y otros agentes incluyen hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de
aluminio y potasio (alum), sulfato de berilio, silice, caolin, carb6n, emulsiones agua en aceite, emulsiones aceite en
agua, dipéptido de muramilo, endotoxinas bacterianas, lipido X, Corynebacterium parvum (Propionobacterium acnes),
Bordetella pertussis, polirribonucleétidos, alginato de sodio, lanolina, lisolecitina, vitamina A, saponina, liposomas, leva-
misol, DEAB-dextrano, copolimeros de bloque u otros adyuvantes sintéticos. Tales adyuvantes estan disponibles co-
mercialmente de varias fuentes, por ejemplo, Adyuvante 65 Merck (Merck and Company, Inc. Rahway, N.J.) o Adyuvan-
te Incompleto y Adyuvante Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Michigan).

Tipicamente, se utilizan adyuvantes tales como Amphigen (aceite en agua), Alhydrogel (hidréxido de aluminio)
0 una mezcla de Amphigen y Alhydrogel. Solamente el hidroxido de aluminio esta aprobado para uso humano.

La proporcién de inmundgeno y adyuvante se puede variar a lo largo de un amplio intervalo siempre que am-
bos estén presentes en cantidades eficaces. Por ejemplo, el hidréxido de aluminio puede estar presente en una cantidad
de aproximadamente 0,5 % de la mezcla de vacuna (base A1203). De manera conveniente, las vacunas se formulan
para contener una concentracion final de inmunégeno en el intervalo de 0,2 a 200 mg/ml, preferiblemente de 5 a 50
mg/ml, lo més preferiblemente 15 mg/ml.

Las vacunas se administran convencionalmente parenteralmente, por inyeccién, por ejemplo, subcutaneamente
o intramuscularmente.

Tipicamente, un médico determinara la dosis real que sea la mas adecuada para un sujeto individual y ésta va-
riara con la edad, peso y respuesta del paciente particular. Las dosis que se indican mas adelante son ejemplos del
caso medio. Naturalmente puede haber casos individuales en los que se necesiten dosis mas altas 0 mas bajas.

Las cantidades de cada componente resultardn obvias para los expertos. Son cantidades adecuadas las si-
guientes:

a)lx 10° (x0,5x 106) células tumorales alogénicas con diferente MHC | modificadas por DNP.
b) 2 x 10° (+ 1 x 10° células tumorales autélogas modificadas por DNP e irradiadas.
c) 2 x 10° (+ 1 x 10°) células lisadas de tumores autélogos (singénicos).
d) 1 x 10° (+ 0,5 x 10°% células lisadas de tumores alogénicos.
La invencion se describira ahora con referencia a las figuras adjuntas.
Ejemplo
Lineas celulares y cultivo celular:

Las lineas celulares utilizadas en este experimento fueron las lineas celulares de glioma de rata (9L, C6, RG2)
y las lineas celulares de glioma humano (U87, LN229). Se obtuvieron todas las lineas de la American Type Tissue Co-
llection (ATTC) y se cultivaron en medio Eagles modificado por Dubecco (DMEM) (GIBCO, Grand Island, NY) suplemen-
tado con 10 % de suero fetal de ternera (FCS) desactivado por calor, penicilina-estreptomicina al 5 %, y tampdn Hepes
en un incubador humidificado a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 5 %.

Reparacion del lisado celular:

Se pusieron 1,0 x 10° células en un tubo de 5 ml en medio de cultivo y se centrifugaron durante 5 min a 2,5 x
10° rpm. Se desechd el sobrenadante y se afadieron al tubo 150 pl de agua destilada estéril. La solucion de célu-
las/agua se mezclo bien y se transfirié a un tubo de Eppendorf de 1,0 ml y se centrifugé a 1,0 x 10” durante 10 minutos.
No se desechd el sobrenadante y se utiliz6 esta solucion entera para las inyecciones de lisado celular.

Anticuerpos e inmunohistoquimica:

Se congelaron las muestras tumorales tomadas de las ratas Fisher 344 en compuesto de temperatura 6ptima
(OTC) y se cortaron en secciones de 7 um sobre un criostato. Se secaron estas secciones, se fijaron con acetona, y se
lavaron bien con PBS durante 1-2 minutos. Se realizé el bloqueo utilizando suero inmune procedente de las especies de
las que se habia tomado el anticuerpo secundario. Se lavaron de nuevo los portas concienzudamente y después se
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tifieron con anticuerpo primario frente a CD-4, CD-57 (Nora Castro Lab Ltd. Burlingame, CA), CD-8, células dendriticas
de reticulo (DRC) (Dako Corporation, Carpenteria, CA), CD-20, CD-68 (Ventana, Tucson, AZ). Se lavaron de nuevo los
portas y se afiadié un anticuerpo secundario biotinilado. Se lavaron de nuevo y se pusieron en una solucién de peroxi-
dasa de hidrégeno al 3 % y 9 partes de azida de sodio al 1 % en PBS. Se enjuagaron entonces los portas y se afiadié
ABC durante 30-40 minutos. Se lavaron con PBS y se desarrollaron usando tetrahidrocloruro de diaminobezidina y se
sometieron a tincion de contraste. Se tomaron fotografias de todos los portas mediante microscopio éptico.

Analisis del crecimiento del tumor:

Se encontraron todos los tumores mediante inspeccién visual y palpacion. Una vez descubiertos, se expuso
adicionalmente el area alrededor del tumor afeitando con una maquina eléctrica. En el momento de la inyeccion, se
midi6 el tamafio del tumor en milimetros utilizando calibres Vernier. Se tomaron las medidas en direccion craneal/caudal
(longitud), superior/inferior (altura), y medial/lateral (anchura). Se calcul6 el volumen del tumor por longitud x anchura x
altura x 0,5.

Estudios in-vivo:

Todos los protocolos animales fueron aprobados por el Comité institucional de cuidado y uso de animales (IA-
CUC) de la Universidad de Southern California. Se mantuvieron todas las ratas en un ambiente libre de patégenos. Para
el experimento, se usaron ratas Sprague Dawley y Fisher 344. Todas las ratas eran machos y de edades comprendidas
entre 4-6 semanas. Se obtuvieron las ratas de Harlan (Indianapolis, Indiana). En el modelo de tumor subcutaneo, se
recogieron C6 y 9L utilizando solamente DMEM para lavarlas procedentes de los matraces de cultivo de tejidos. Se
prepararon entonces jeringas que contenian 100.000-150.000 células suspendidas en 150 pl.

Las ratas Sprague Dawley (SD) se dividieron en dos grupos (Figura 1). Las SD-A (9 ratas) fueron implantadas
con el glioma C6, una linea celular de glioma tipo singénico para ratas SD. Las SD-B (3 ratas) fueron inyectadas con la
linea celular alogénica 9L. Una vez que se hubo desarrollado un tumor palpable en el flanco en las ratas del Grupo A, se
dividieron éstas adicionalmente en dos grupos. El grupo SD-A1 (grupo control — 5 ratas) no recibié ninguna inyeccion. El
grupo SD-A2 (grupo de tratamiento — 4 ratas) fue inyectado con una combinacién de células alogénicas 9L, lisado
alogénico 9L, y lisado singénico C6. El dia 27, se sacrificaron 4 de las 5 ratas SD-Al. En este momento, una de las
ratas control, la rata 9, empezé a recibir el mismo protocolo de tratamiento que las ratas SD-A2. Se utilizé la combina-
cion de células alogénicas, lisados singénicos y alogénicos, para mejorar la respuesta inmunitaria. Se analizaron las
ratas SD-B, que nunca formaron tumores, en cuanto a la memoria inmunitaria enfrentandolas con células singénicas C6
(100.000 células), y con otro refuerzo de 500.000 células C6 10 dias mas tarde, y se chequearon para detectar la for-
macién de un tumor en el flanco.

Las ratas Fisher se dividieron también en dos grupos (Figura 2). Las Fisher-A (8 ratas) fueron implantadas con
la linea celular singénica 9L. Las Fisher-B (3 ratas) fueron inyectadas con la linea celular alogénica C6. Una vez que se
hubo desarrollado un tumor palpable en el flanco en las ratas del Grupo Fisher-A, se dividieron éstas adicionalmente en
dos grupos. El grupo Fisher-A-1 (grupo control — 3 ratas) recibié inyecciones de células singénicas L9, células singéni-
cas RG2, o medio solamente. . El grupo Fisher-A-2 (grupo de tratamiento — 5 ratas) recibié una combinacion de células
alogénicas C6, lisado celular alogénico C6, o células singénicas U87 y LN229 (véase la Figura 2). Se analizaron las
ratas Fisher B, que inicialmente formaron tumores que fueron subsiguientemente rechazadas, en cuanto a la memoria
inmunitaria enfrentandolas con un coctel de combinacion de células singénicas 9L y lisado, y se chequearon para detec-
tar el crecimiento tumoral.

Recoleccion de tejido subcutaneo:

Se sacrificaron todos los animales experimentales con una sobredosis de pentobarbital. Se separaron todos los
tumores y se diseccionaron en condiciones estériles, se cortaron en 4 piezas y se conservaron a — 80 °C. Se cortaron
todas las secciones tumorales a 7 pm y se tifieron por inmunohistoquimica.

Resultados

La mayor parte de los estudios de glioblastoma emplean modelos de animales de laboratorio pequefios. Los
modelos de hospedante inmuno-competente utilizados mas frecuentemente incluyen dos cepas diferentes de rata, las
ratas Sprague Dawley vy las ratas Fisher 344'. La C6 es un linea celular de tipo singénico para las ratas SD, mientras
que las lineas celulares 9L y RG2 son singénicas para las ratas Fisher 344",

Tres de las ratas Fisher fueron inyectadas con la linea celular C6 (Fisher B). Cuando se formaron tumores bien
circunscritos, fueron subsiguientemente rechazadas en cuarenta dias. Se utilizé un procedimiento similar para tratar tres
ratas SD con la linea celular 9L (SD-B). Cada una de las ratas SD rechazaron el tumor 9L sin crecimiento visible o pal-
pable del tumor. Se inyectaron cada una de las ratas SD-A con la linea celular C6. Todas estas ratas desarrollaron tu-
mores visibles en diez dias. En este punto, se mantuvieron cinco ratas como un grupo de control (SD-A1) mientras que
las cuatro ratas restantes se pusieron en grupos de tratamiento (SD-A2). El dia 27, se sacrificaron las ratas 1-4 y se hizo
un intento para “rescatar” a la rata 9. En este momento, la rata 9 entr6 en el grupo de tratamiento y empezé a recibir las
mismas inyecciones que el grupo SD-A2.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2358223 T3

Se ha analizado el crecimiento del tumor y la respuesta al tratamiento en las nueve ratas SD-A (Figura 3). En
las ratas SD-A2 tratadas (ratas 5-8), las ratas individuales recibieron distintas combinaciones de lisados alogénicos y
singénicos, asi como células. Por ejemplo, después de cinco dias, la rata nmero 5 tenia un tumor palpable en el flanco
y recibio una inyeccion contralateral al tumor con lisados alogénicos 9L (50.000), lisados singénicos C6 (50.000), y célu-
las alogénicas 9L (50.000). Cinco dias después de la inyeccion, se resolvi6 el tumor. Las ratas 6, 7, 8 (ratas SD-A2) te-
nian todas tumores visibles 18 dias después de la inyeccién. En este momento, cada una de ellas recibié una inyeccion
con 50.000 células de lisado alogénico 9L méas 50.000 células de lisado singénico C6 y 50.000 células alogénicas 9L. Se
repitieron estas inyecciones los dias 23 y 28. La rata 6 tuvo un tratamiento adicional el dia 33, 15 dias después de que
empezé el tratamiento. Las ratas no tratadas (SD-A!, ratas 1-4) se sacrificaron 27 dias después de la inyeccion debido al
tamafio del tumor. Comparado con el progreso del tumor en las ratas no tratadas (ratas 1-4), las ratas 5, 6, 7, 8 (SD-A2)
tuvieron completa resolucién de sus tumores. La rata nimero nueve empezé el experimento en el grupo no tratado, y
después fue salvada dias después de sacrificar las ratas 1-4. La rata 9 recibi6 inyecciones cada cuatro dias con lisados
alogénicos 9L (50.000) mas lisados singénicos C6 (50.000), y células alogénicas 9L (50.000) y se sacrificd para el anali-
sis histolégico el dia 55, cuando el tamafio del tumor fue el 11 % desde el tiempo inicial de rescate.

Veinte dias mas tarde, las ratas SD “tratadas” con ningun tumor medible fueron reinyectadas en el flanco tras-
ero contralateral con la misma linea de células tumorales singénicas C6 que causaron el tumor original, utilizando en
primer lugar 100.000 células y cinco veces este numero de células (500.000 células) diez dias después. Se monitoriza-
ron las ratas cada tres dias para buscar cualquier signo de crecimiento visual o palpable del tumor. A los 160 dias, las
ratas SD permanecian libres de tumores.

La Figura 4 muestra el crecimiento del tumor y la respuesta al tratamiento de ocho ratas Fisher (Fisher-A) im-
plantadas con células 9L. Las ratas 1, 2 y 3 (Fisher A-1) recibieron inyecciones en el flanco contralateral el dia 20 con
células singénicas RG2 (100.000 células; rata 1) y 9L (100.000 células; rata 2) o medio solo (rata 3). No hubo disminu-
cién del tamafio del tumor, y las células RG2 incluso parecieron tener un efecto sinérgico en la rata 1. Las ratas 4-8
(Fisher A-2), inyectadas con células alogénicas C6/ lisado alogénico 9L, lisado singénico 9L, o células xenogénicas U87
y LN 229, parecieron tener todas una reduccion del tamafio del tumor.

Se sacrificaron todas las ratas Fisher 344 el dia 40 cuando desarrollaron un pie péndulo e incapacidad para
deambular. Los tumores de cada una de estas ratas se separaron y cortaron para tinciéon. Se ha encontrado que los
tumores con este tratamiento tuvieron cantidades de linfocitos CD4, CD8 y B (CD-20), macréfagos (CD68) y células
dendriticas significativamente mayores que los tumores control (Figuras 3-7).

Para determinar el papel de la memoria inmunitaria, se examind si las ratas SD y Fisher 344 inicialmente inyec-
tadas con una linea celular alogénica serian capaces de aceptar una linea celular singénica. Las ratas Fisher 344 que
rechazaron las células C6 (Fisher B) después de 40 dias fueron re-inyectadas con células singénicas 9L; las ratas SD
(SD-B) que inicialmente rechazaron la linea celular 9L fueron inyectadas con células C6. Todas las inyecciones se reali-
zaron en el flanco colateral a la inyeccién original y con 500.000 células. En las ratas SD, no se desarrollé ningin tumor
visual ni palpable. En las ratas Fisher se desarroll6 un pequefio crecimiento (< 1 cm x <1 cm x < 1 cm) en el sitio de la
invencion. Este crecimiento fue perceptible sélo a la palpacion y llegé a ser progresivamente mas pequefio y completa-
mente indetectable en 10 dias. Ambas cepas de ratas permanecieron sin tumor 150 dias.

Estos resultados dan a entender que la inyeccién subcutanea repetida de células alogénicas (o xenogénicas),
lisados de células alogénicas y lisados de células singénicas lleva a la reduccion del tamafio del tumor aumentando la
percepcién inmunolégica.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion para el tratamiento o prevencion de un tumor en un paciente, que comprende
(i) células tumorales alogénicas 0 xenogénicas;
(i) un lisado de células tumorales singénicas; y
(iii) un excipiente farmacéuticamente aceptable,
donde las células de (i) y (ii) se definen con referencia a las células del tumor del paciente.

2. Una composicion segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un lisado de células alogénicas o
xenogeénicas.

3. Una composicion segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que las células de (i) son células deri-
vadas del cerebro.

4. Una composicion segun la reivindicacion 3, en la que las células singénicas son células derivadas del cere-
bro.

5. Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que las células alogénicas o
xenogénicas se derivan de los tumores de dos o mas individuos heterocigoticos.

6. El uso de (i) células tumorales alogénicas o xenogénicas y (ii) un lisado de células singénicas, en la fabrica-
cién de un medicamento para el tratamiento de un tumor en un paciente.

7. El uso segun la reivindicacion 6, en el que el tumor del paciente es del mismo grado histolégico que el tumor
de las células alogénicas o xenogénicas.

8. El uso segun la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que las células alogénicas o xenogénicas se deri-
van de los tumores de dos o mas individuos heterocigoticos.
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