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DESCRIPCION

Medios y métodos para inmunoterapia celular activa de cancer usando células tumorales destruidas por alta presion
hidrostatica y células dendriticas

Antecedentes de la presente invencion

Las enfermedades provocadas por diferentes tumores aun son problemas importantes en la medicina y la salud
humana. La combinacion de cirugia, quimioterapia y radioterapia han mejorado en gran medida el prondstico de
pacientes con cancer. A pesar de que este enfoque da como resultado frecuentemente una reduccion significativa
de la masa tumoral, una poblacién pequefia de células tumorales precursoras o células madre de cancer con
frecuencia sobrevive y da lugar posteriormente a una nueva poblacion de células tumorales que conduce a una
recaida. Incluso si el tumor principal se retira por tratamientos quirtrgicos y/u otros, cantidades menores de células
tumorales en circulacion pueden provocar tumores metastasicos en diferentes areas del cuerpo. Por lo tanto, existe
una necesidad permanente de medicamentos y métodos de tratamiento alternativos que pueden usarse solos o
preferentemente combinarse con otros métodos de tratamiento del tumor.

Técnica anterior

El documento WO 2006/095330 describe métodos para inhibir el crecimiento de poblaciones celulares dafiando
térmica, mecanica y/o quimicamente células portadoras de antigenos e introduciendo dichas células como agregado
con células presentadoras de antigenos en pacientes.

Frank et al. "Harnessing Naturally Occurring Tumor Immunity; A Clinical Vaccine Trial in Prostate Cancer", PLOS
ONE, vol. 5, N° 9, 1 de enero de 2010 (01/01/2010), pagina E12367, desvela una vacuna tumoral que comprende
células dendriticas autélogas y células LNCaP irradiadas con UV apoptéticas.

Minarik et al. "Phase I/l of Clinical Study of Prostate Cancer Immunotherapy Using Dendritic Cell Vaccination
Strategy - First Results", European Urology Supplements, vol. 9, N° 6, 1 de septiembre de 2010, pagina 629, desvela
el resultado preliminar de un estudio clinico de fase I/ll de inmunoterapia de cancer de préstata usando células
dendriticas pulsadas con células LNCaP apoptéticas destruidas por irradiacion UVA.

Weiss et al. "Ex vivo- and in vivo-induced dead tumor cells as modulators of antitumor responses”, Annals of the New
York Academy of Sciences, vol. 1209, N° 1, 1 de octubre de 2010 (01-10-2010), paginas 109-117, desvela el
tratamiento de alta presion hidrostatica de células tumorales. Las células tumorales muertas se usan directamente
como vacunas de cancer en modelos animales.

Weiss et al. "High hydrostatic pressure treatment generates inactivated mammalian tumor cells with immunogeneic
features”, Journal of Immunotoxicology, vol. 7, N°. 3, 1 de septiembre de 2010, paginas 194-204, desvela que el
tratamiento con alta presion hidrostatica induce apoptosis en la que las células tumorales son inactivas e
inmunogénicas. Se han producido anticuerpos dirigidos contra células tumorales y se han identificado en un modelo
de ratén.

El documento US 2008/0286314 desvela vacunas de cancer que comprenden células presentadoras de antigenos
cargadas con células cancerosas sometidas a choque térmico que son no apoptéticas que pueden usarse para tratar
a pacientes con cancer.

La presente invencion

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que pueden usarse para la induccion de respuesta
inmunitaria antitumoral, en particular en vacunacién tumoral que provoca que el cuerpo produzca una reaccion
inmunogénica contra células tumorales. La invencion se define por las reivindicaciones.

Las células tumorales destruidas por modalidades convencionales tales como irradiacién son normalmente no
inmunogénicas. Si se usan para la generacion de productos de inmunoterapia de cancer, no es necesario
administrar las células tumorales irradiadas en combinacién con un potente adyuvante. Cuando se usan para
pulsado de células presentadoras de antigenos, tales como células dendriticas, las células tumorales destruidas
irradiadas no proporcionan una sefal activadora. Es necesario por lo tanto activar células dendriticas por otra
sustancia, tal como moléculas derivadas de patégenos.

Se desvela un nuevo proceso que induce una muerte inmunogénica de células tumorales humanas, en particular,
células de cancer ovarico y de préstata y células de leucemia linfoblastica aguda de origen humano. Las células
tumorales destruidas por alta presiéon hidrostatica (en lo sucesivo también: HHP) proporcionan un estimulo de
activacion potente para células dendriticas, en particular para células dendriticas inmaduras, incluso en ausencia de
estimulos adicionales. Las células tumorales destruidas por este método expresan altos niveles de marcadores de
muerte celular inmunogénica y células dendriticas cargadas con las células tumorales inmunogénicas inducen altos
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numeros de linfocitos T especificos de tumor sin expandir linfocitos T reguladores no deseables. Los datos
experimentales de la presente invencion muestran que la combinacién de células tumorales destruidas por la
aplicacion de alta presion hidrostatica y células dendriticas da como resultado la fagocitosis y presentacion eficaz de
antigenos tumorales y la induccién de fuertes respuestas inmunitarias antitumorales.

Las células tumorales no son o son solamente débilmente inmunogénicas y habitualmente no tienen la capacidad de
inducir una respuesta inmunitaria especifica de tumor si se usan en ausencia de un adyuvante potente. Los
recientes estudios han demostrado que las células tumorales destruidas por algunos productos quimioterapéuticos,
tales como bortezomib, oxaliplatino y antraciclinas, pueden inducir una respuesta inmunitaria especifica de tumor.
Esta muerte celular inmunogénica se caracteriza por acontecimientos moleculares compartidos por todos los
productos quimioterapéuticos descritos. En un periodo de horas después del inicio de la muerte celular
inmunogénica, las células de tumor preapoptético traslocan la calreticulina y proteinas de choque térmico del reticulo
endoplasmico a la superficie celular junto con otras moléculas que actian como sefales de alimentacion
(fosfatidilserina).

Al mismo tiempo, las células tumorales que experimentan muerte celular tumoral inmunogénica regulan
negativamente la expresion de sefiales de no alimentacion (tales como CD47 de superficie) para facilitar el
reconocimiento de células tumorales y captura por células dendriticas. Adicionalmente, después de la
permeabilizacion de la membrana plasmatica, las células liberan el marcador de apoptosis tardio caja de grupo de
alta movilidad 1 (HMGB1) al medio extracelular. El HMGB1 puede unirse con varios receptores de reconocimiento
de patrones (PRR), tales como receptor de tipo Toll 2 (TLR2), TLR4 y receptor para productos finales de
glucosilacién avanzada (RAGE). La liberacion de esta proteina parece requerirse para la presentacion 6ptima de
antigenos de células tumorales moribundas, sensibilizacion de linfocitos T por células dendriticas y posterior
eliminacion mediada por linfocitos T del tumor.

El uso de células tumorales destruidas de tal manera que se hagan inmunogénicas es extremadamente importante
para el disefio de estrategias inmunoterapéuticas de cancer. La administracion de células tumorales inmunogénicas
puede inducir una respuesta inmunitaria especifica de tumor que controlara después el crecimiento de células
tumorales. Esto ralentizara o incluso estabilizara la progresion de la enfermedad y mejorara el prondstico de
pacientes con cancer. También se supone que la distribucion de células tumorales que circulan en el cuerpo y la
formacion de metastasis pueden reducirse al menos sustancialmente.

Realizaciones preferidas de la presente invencion

Se desvelan un método nuevo y composiciones farmacéuticas que inducen una muerte celular inmunogénica de
tumores humanos, en particular células de cancer ovarico y de préstata y células de la leucemia linfoblastica aguda
en un grado mucho mayor que los productos quimioterapéuticos recientemente descritos. Las células tumorales
destruidas por este método y capturadas por células dendriticas expresan altos niveles de marcadores de muerte
celular inmunogénicos e inducen altos numeros de linfocitos T especificos de tumor sin inducir linfocitos T
reguladores que podrian inhibir la respuesta inmunitaria antitumoral. Se ha descubierto que el grado de la respuesta
inmunitaria antitumoral obtenida por la combinacién de células tumorales tratadas de acuerdo con la presente
invencion y las células dendriticas es aproximadamente 10 veces mayor que la respuesta inmunitaria inducida por
células tumorales inmunogénicas solamente.

El principio general de un protocolo de inmunoterapia de cancer preferido basado en la administracion de células
dendriticas maduras (DC) cargadas con células tumorales muertas se muestra en la Figura 1. Todas las etapas de la
generacion de la composicion farmacéutica final se realizan segun las condiciones de buena practica de fabricacion
en las instalaciones de GPM.

En una realizacion preferida la primera etapa en el proceso de generacion de la composicion farmacéutica para cada
paciente es una leucoféresis realizada con el fin de recoger grandes nimeros de monocitos de la sangre periférica.
En una realizacion preferida, el producto leucoferético se diluye después en un tampoén adecuado, tal como
PBS+EDTA 1 mM (Lonza, Vierviers, Bélgica) y se separan células mononucleares por centrifugacion en caliente de
Premium Ficoll Paque (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Después las células mononucleares recogidas
(PBMC) se lavan [por ejemplo, en PBS+EDTA 1 mM (Lonza)], se resuspenden en medio Cell Gro y se siembran en
matraces triples (por ejemplo, Nunc, Roskilde, Dinamarca) a 1x10° células por cm? de area de superficie. Después
de dos horas las células no adherentes se lavan con PBS (Lonza). Se cultivan monocitos adherentes durante 6 dias
en medio Cell Gro con IL-4 20 ng/ml (Gentaur) y GM-CSM 500 U/ml (Gentaur), se afiaden nuevas citocinas el dia 3.
Las DC inmaduras se recogen el dia 6 y se cargan con células tumorales muertas (por ejemplo linea celular de
cancer de proéstata, linea celular de cancer ovarico, linea celular de leucemia linfoblastica aguda). Se suministran a
DC inmaduras, recién descongeladas (dia 3-6) células tumorales a una relacion de DC: célula tumoral fija de 5:1
durante 4 horas. La relacion de células dendriticas y células tumorales tratadas esta preferentemente dentro de un
intervalo entre 1:1 hasta 10:1, mas preferentemente entre aproximadamente 4:1y 6:1.

De acuerdo con la presente invencion se pueden usar células dendriticas que estan en diversos estadios de
diferenciacion, maduracion y/o activacion. El estadio de maduracion de las células dendriticas puede verse influido
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por factores de maduracion.

Después se maduran preferentemente DC pulsadas con células tumorales por poli I: C 25 pg/ml durante una
incubacion durante una noche y se crio-conservan y almacenan en nitrégeno liquido. Antes de la administracion, se
resuspenden 1x10” DC maduras pulsadas con células tumorales en NaCl al 0,9 % (Baxter) y se inyectan por via
subcutanea en el area inguinal y braquial en un periodo de 12 horas preferentemente desde 30 minutos hasta 12
horas. La administracién de esta forma de inmunoterapia de cancer se repite preferentemente en intervalos
regulares de 2-6 semanas para reforzar continuamente la respuesta inmunitaria. Se supone que el método
desvelado en el presente documento evita el restablecimiento de tolerancia inmunitaria inducida por tumor. La
eficacia terapéutica de esta forma de inmunoterapia se ha documentado en pacientes con cancer de préstata en
estadios clinicos distintos, recaida bioquimica del cancer de préstata y cancer de prostata metastasico resistente a la
castracién, supuestamente también en estadio sensible a hormonas metastasicas.

La realizacion preferida anteriormente descrita no es, sin embargo, de ningin modo limitante. En el ambito mas
amplio la invencién puede realizarse de maneras alternativas dependiendo de las necesidades especificas del
tratamiento tumoral. La realizacién preferida anteriormente identificada describe la invencién por la que las células
tumorales se obtienen del paciente para tratar o de lineas celulares tumorales o bancos de lineas celulares
tumorales. Las células dendriticas se obtienen también preferentemente del paciente para tratar.

De una manera mas general, sin embargo, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para
inducir una respuesta inmunitaria contra las células tumorales que comprende

a) células tumorales que son apoptoticas, en las que se provoca apoptosis por tratamiento con presion
hidrostatica y
b) células dendriticas.

Es un aspecto importante de la presente invencion que las células tumorales que se usan en la composicion
farmacéutica sean células apoptéticas y no células necréticas. El experto en la materia es consciente de las
diferencias entre la apoptosis frente a necrosis. La muerte celular y posteriores cambios post mortem, denominados
necrosis, son partes integrales del desarrollo normal y del ciclo de maduracion. A pesar de la importancia de este
proceso el mecanismo que subyace a la muerte celular apenas se entiende aun aunque hay varias publicaciones
con respecto a los mecanismos que suceden cuando una célula esta muriendo. La apoptosis en el sentido de la
presente invencion se entiende como una forma programada, controlada, de muerte celular, mientras que la necrosis
es una forma desordenada y accidental de muerte celular.

En la presente invencion se entiende la apoptosis como un modo de muerte celular que sucede en condiciones
fisiolégicas normales y la célula es un participante activo de su propia destruccion. Las células que experimentan
apoptosis muestran elementos morfolégicos y bioquimicos caracteristicos. Estos elementos incluyen agregacion de
cromatina, condensacion nuclear y citoplasmatica, particion del citoplasma y el nucleo en vesiculas rodeadas de
membrana (cuerpos apoptéticos) que contienen ribosomas, mitocondrias morfolégicamente intactas y material
nuclear. Ya que estos cuerpos apoptéticos in vivo se reconocen normalmente y se fagocitan por macréfagos o
células epiteliales adyacentes es importante que las células tumorales usadas en el presente método se asemejen
tan estrechamente como sea posible a células tumorales apoptéticas. La Apoptosis habitualmente se limita a células
individuales y no provoca respuestas inflamatorias.

Por otro lado la necrosis se produce cuando las células se exponen a condiciones fisioldgicas extremas que pueden
dar como resultado dafio a la membrana plasmatica. La necrosis comienza con una alteracion de la capacidad de
las células para mantener la hemostasia, lo que conduce a una entrada de agua y iones extracelulares. Los
organulos intracelulares, mas notablemente las mitocondrias y la célula completa se hinchan y se rompen. Debido a
la degradacion ultima de la membrana plasmatica los contenidos citoplasmaticos, incluyendo enzimas lisosomicas,
se liberan al fluido extracelular. Por lo tanto, la muerte celular necrética in vivo con frecuencia se asocia con dafios
tisulares extensivos que dan como resultado una respuesta inflamatoria intensa. Es importante que las células
tumorales usadas en las composiciones farmacéuticas sean apoptoticas y no necréticas.

De acuerdo con la presente invencion, las células apoptéticas se producen por un tratamiento con alta presion
hidrostatica. Una alta presién hidrostatica como se entiende en la presente invenciéon se define como una altura de
presion igual a o mayor de 100 Mpa [1 MPa = 10 bares = 9,86923 atmosferas = 145,0377 psi]. La alta presion
hidrostatica puede producirse por un equipamiento que se describe por ejemplo en Weiss et al., Journal of
Immunotoxicology, 2010, pp 194 a 209, en particular en la Figura 1.

El tratamiento de alta presién hidrostatica de las células tumorales se realiza preferentemente en una autoclave de
presion. Las células tumorales se sitian en viales criogénicos adecuados que se llenan completamente con
suspension celular y se cierran estrechamente de modo que se debe evitar la aparicion de burbujas de aire.
Posteriormente los viales se sellan con una pelicula flexible (por ejemplo, parafim®) y los viales preparados se
sitlan en la camara de presion que se llena con un medio transmisor de presion. A continuacion se produce la alta
presion por un dispositivo adecuado y las células se mantienen durante un tiempo suficiente en dicha alta presion.
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La alta presion hidrostatica se mantiene durante al menos 10 minutos a una presion de al menos 100 MPa. Las
células tumorales se mantienen durante un intervalo temporal de 10 minutos a 2 horas, preferentemente de 10
minutos a 1 hora y especialmente preferentemente de 10 a 30 minutos a una presién preferentemente en el intervalo
de 200-300 MPa, mas preferentemente de 200-250 MPa.

Las células tumorales para usar en la composicion farmacéutica pueden derivar de diferentes fuentes. En una
realizacion particular, las células tumorales derivan de un tumor primario o de un tumor metastasico del paciente
para tratar. Las células tumorales pueden obtenerse por biopsia o cirugia. El tejido se disgrega y las células
tumorales separadas y purificadas pueden usarse inmediatamente. También se prefiere establecer una linea celular
del tumor primario y usar las células obtenidas de este modo para la vacunacién tumoral. Como alternativa las
células tumorales pueden obtenerse de lineas de células tumorales adecuadas. Dichas lineas celulares tumorales
pueden prepararse a partir del tumor autélogo. Como alternativa, pueden usarse células tumorales que estan
disponibles en el mercado de instituciones depositarias tales como por ejemplo ATCC.

El otro componente de la composicion farmacéutica son células dendriticas. De acuerdo con la presente invencion
pueden usarse células dendriticas en diversos estadios. Es posible usar células dendriticas que pueden obtenerse
directamente del paciente separando las células dendriticas de la sangre. Sin embargo, también es posible clasificar
adicionalmente las células dendriticas dependiendo de su estadio. En una realizacién de la presente invencién se
usan células dendriticas diferenciadas de los monocitos de sangre periférica para la preparacion de la vacuna
tumoral.

Se sabe que hay tres tipos principales de células presentadoras de antigenos en los 6rganos linfoides periféricos
que pueden activar linfocitos T, concretamente células dendriticas, macrofagos y linfocitos B. Las mas potentes de
estas son células dendriticas cuya funcién conocida es presentar antigenos ajenos a linfocitos T. Las células
dendriticas inmaduras se localizan en tejidos por todo el cuerpo, incluyendo la piel, el intestino y el tracto
respiratorio. Las células dendriticas existen en dos estadios funcional y fenotipicamente distintos, células dendriticas
inmaduras y maduras. Las células dendriticas inmaduras tienen alta actividad endocitica, estan especializadas en la
captura de antigenos y su procesamiento y residen en tejidos periféricos in vivo. Las células dendriticas inmaduras
desempefian un papel crucial en la induccién y el mantenimiento de la tolerancia periférica. Tras la exposicion a
productos derivados de patégenos o sefiales pro inflamatorias innatas, las células dendriticas pierden su actividad
fagocitica y migran a ganglios linfaticos de drenaje convirtiéndose en células dendriticas maduras. Las células
dendriticas maduras tienen una alta capacidad de presentacion de antigenos y capacidad estimuladora de linfocitos
T debido a la expresién de altos niveles de moléculas presentadoras de antigenos, de adhesion y co-estimuladoras
asi como otros marcadores especificos de células dendriticas tales como CD83 y DC-LAMP.

Las células dendriticas inmaduras para usar en la composicion farmacéutica pueden obtenerse de diferentes
fuentes. En una realizacion preferida las células dendriticas inmaduras se diferencian de los monocitos del paciente
para tratar. Como alternativa, sin embargo, las células dendriticas inmaduras pueden obtenerse de otras fuentes
tales como productos de sangre disponibles en el mercado que pueden obtenerse de agencias de recogida de
sangre.

Para la preparaciéon de una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencidén se preparan células
dendriticas inmaduras adecuadas. Pueden prepararse células dendriticas (DC) por diferentes métodos y pueden
mostrar diferentes propiedades. En una realizacion preferida de la presente invencién se obtienen células
dendriticas de monocitos aislados por leucoféresis.

Las DC comprenden menos del 1 % de las células mononucleares en la sangre periférica. Puede usarse
leucoféresis para aislar aproximadamente 10° a 10’ células dendriticas y puede combinarse con técnicas de
seleccion positiva o negativa. Aunque el aislamiento directo de células dendriticas de sangre periférica permite una
preparacion rapida de células dendriticas, puede requerir leucoféresis repetida si se requieren muiltiples
inmunizaciones en un protocolo.

En una realizacién preferida de la presente invencién los monocitos se enriquecen a partir de la leucoféresis por
adherencia en material plastico. Las células dendriticas se diferencian en presencia de citocinas, preferentemente un
coctel de diversas citocinas, por lo que se prefiere un factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos
(GM-CSF) combinado con interleucina 4.

Un método particularmente preferido para preparar células dendriticas es generarlas ex vivo. Los monocitos son
precursores de células dendriticas que pueden enriquecerse a partir de células mononucleares de sangre periférica
por técnicas tales como leucoféresis, adherencia a plastico, centrifugacion en gradiente de densidad, seleccion
positiva de células CD14+, seleccion negativa de linfocitos B y T y combinaciones de los mismos. Las DC pueden
cultivarse y diferenciarse tratando una poblacion de células precursoras enriquecidas durante aproximadamente 3-7,
preferentemente 7 dias con citocinas, en particular con factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos
(GM-CSF) + interleucina 4 o interleucina 13. Una ventaja de esta realizacion es que pueden prepararse mas de 10°
DC a partir de un unico producto de leucoféresis y dicha preparacion puede usarse para multiples vacunaciones
adicionales crio-conservando la preparacion de DC preferentemente en nitrogeno liquido. Aunque pueden cultivarse



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525759 T3

DC en diversos medios se prefiere usar medios sin suero o medios que contienen suero autélogo. Para la
preparacion industrial de la composicién farmacéutica se prefiere particularmente preparar las células dendriticas
inmaduras a una gran escala de tal manera que se evite la aparicion de reacciones anafilacticas (por ejemplo debido
a suero de ternera fetal) o la contaminacion de virus.

En la siguiente etapa de la preparacion de la composicion farmacéutica las células dendriticas inmaduras se cargan
con las células tumorales apoptéticas que se obtienen por tratamiento con alta presion hidrostatica. En una
realizacion preferida, las células dendriticas inmaduras que se pusieron en contacto con las células tumorales
apoptoticas se maduran usando diversos estimulos tales como la adicion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) o
lipopolisacarido o poli I:C.

La composicion farmacéutica obtenida puede conservarse para la administracion, preferentemente por
crioconservacion. La crioconservacion de una muestra de ensayo biolégica se practica ampliamente en la medicina
clinica y la investigacion biomédica. Sin embargo, el impacto de este proceso en la viabilidad celular y
particularmente en la funciéon en ocasiones puede subestimarse. Por lo tanto, el método usado para congelar la
preparacion celular antes de su uso en la vacuna de cancer deberia verse con precaucion. El efecto de la crio-
conservacion depende con certeza de las células especificas usadas y tiene que examinarse antes de que se altere
la actividad biolégica de la composicion farmacéutica por la crioconservacion. Puede requerirse afiadir componentes
protectores como polisacaridos no inmunogénicos o DMSO.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por via intravenosa (IV), por via
intradérmica, por via subcutanea o por via intralinfatica de las que se prefiere particularmente por via subcutanea.

La dosis y frecuencia 6ptimas de inmunizacion de la composicion farmacéutica depende del tipo de tumor, la edad y
la condicion del paciente y el estadio de progresion de la enfermedad tumoral. En una realizacion preferida se aplica
en primer lugar una dosis inmunizadora de la composicion farmacéutica que puede seguirse de administracion a
largo plazo de las inyecciones de refuerzo aplicadas en intervalos que varian de 2 a 8 semanas.

La vacunacién tumoral como se describe en el presente documento puede aplicarse a todas las formas de tumores
con éxito. En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas son para su uso en el tratamiento de
pacientes con cancer que estan en un estadio tardio del cancer, pero también en el estadio temprano del cancer. En
una realizacion especialmente preferida la vacunaciéon tumoral se aplica a pacientes en un estadio tardio de cancer
de prostata con cancer de prostata metastasico resistente al tratamiento con hormonas. Por "estadio temprano de
cancer" se entienden dichas formas de cancer en las que es posible el diagndstico. Frecuentemente los pacientes no
muestran sefiales de la enfermedad. En "estadios tardios de cancer" el paciente padece frecuentemente
consecuencias graves de la enfermedad como dolor o debilidad.

Aunque se conoce en la técnica el uso de agentes adyuvantes en vacunacion de terapia de tumoral se prefiere en el
transcurso de la presente invencién no usar ningun adyuvante adicional tales como lipopolisacaridos, adyuvante
incompleto de Freund o proteinas de choque térmico.

Es un aspecto importante de la presente invencion que las células tumorales tratadas con alta presion hidrostatica
estén en un estadio tal que no puedan crecer y formar un tumor metastasico después de la aplicacion al paciente.
Esto se ha demostrado por varios enfoques experimentales, incluyendo los ensayos clonogénicos.

La composicion farmacéutica como se describe en el presente documento puede usarse para el tratamiento de un
ser humano por inmunoterapia del cancer (vacunacion). Las células tumorales que pueden derivar de un paciente
para tratar se llevan a un estadio de apoptético con el tratamiento de alta presién hidrostatica descrito anteriormente.
Como alternativa se usan lineas celulares tumorales adecuadas. Se obtienen células dendriticas inmaduras
preferentemente por leucoféresis del mismo paciente y las células se cultivan ex vivo por tratamiento con citocinas.
Se carga una cantidad adecuada de dichas células dendriticas inmaduras (por ejemplo, 10’-10° células con las
células tumorales apoptoticas siendo el intervalo 6ptimo de células dendriticas inmaduras: células tumorales
apoptéticas de 10:1 a 1:1, preferentemente de 5:1 a 3:1.

Después de la maduraciéon de las células dendriticas la composicion farmacéutica puede aplicarse al paciente.
Pueden usarse células dendriticas que han capturado células tumorales destruidas por alta presién hidrostatica
directamente para la vacunacion tumoral. Es posible, sin embargo, activar adicionalmente o madurar las células, por
ejemplo por tratamiento con citocinas antes de su administracion al paciente.

De acuerdo con la presente invencion se usan preferentemente los siguientes materiales y métodos:

Se ha demostrado que un tratamiento de células de cancer ovarico y de préstata y células de leucemia
linfoblastica aguda durante 10 minutos con alta presion hidrostatica (200 MPa) a aproximadamente 21 °C
conduce a la inducciéon de una muerte celular inmunogénica de células tumorales. Las células tumorales
destruidas por HHP (alta presion hidrostatica) son inmunogénicas en mucho mayor grado que las células
tumorales destruidas por antraciclinas, los Unicos citostaticos que se sabe que inducen muerte celular
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inmunogénica., o por irradiacion UV. Las células tumorales inmunogénicas destruidas por HHP se fagocitan con
avidez por células presentadoras de antigenos e inducen su maduracion incluso en ausencia de estimulos
derivados de patégenos adicionales, tales como LPS. Las células presentadoras de antigenos cargadas con
células tumorales destruidas por HHP inducen respuestas de linfocitos T especificas de tumores mediadas por
CD4 y CDS8 robustas y no inducen linfocitos T reguladores potencialmente perjudiciales. Las células tumorales
destruidas por HHP representan por lo tanto una potente herramienta para enfoques de inmunoterapia de cancer
clinica.

A pesar de la introduccién continua de nuevos farmacos y mejoras adicionales de los protocolos de quimioterapia, es
probable que, en algin momento, la quimioterapia alcance a sus limites, y la eficacia clinica se estanque. Ademas, a
pesar del innegable éxito en el tratamiento de algunos tumores malignos, en algunos tumores, particularmente en
tumores solidos, la quimioterapia es pocas veces curativa. Una combinacién de modalidades de tratamiento ha sido
una estrategia convencional para el tratamiento del cancer, siendo la combinacion de cirugia con quimio o
radioterapia un ejemplo clasico. Deberian realizarse intentos no solamente para disefiar estrategias
inmunoterapéuticas modernas sino también para incorporar enfoques de inmunoterapia en los protocolos de
quimioterapia actuales. La quimioterapia y la inmunoterapia no deberian considerarse en lo sucesivo formas
antagonistas de terapia, y es concebible que su combinacion racional mejore sustancialmente el prondstico de los
pacientes con cancer.

Lineas celulares preferidas: lineas celulares de leucemia linfoblastica aguda, (REH, DSMZ, Braunschweig,
Alemania), células de cancer ovarico (OV90, ATCC, Teddington, Reino Unido), células de cancer de prostata
(LNCap, ATCC, Teddington, Reino Unido). Todas las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco).
Todos los medios se complementaron con suero bovino fetal inactivado por calor al 10 % (Lonza), penicilina 100
U/ml y L-glutamina 2 mmol/l.

Aislamiento de células tumorales primarias: se obtuvieron células de cancer ovarico y de prdstata primario de
pacientes que se sometieron a cirugia. Se obtuvieron blastos leucémicos de pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de la médula 6sea de pacientes (ALL) por centrifugacion en gradiente de Ficoll.

Induccidn y deteccion de apoptosis: Se indujo muerte celular tumoral por tratamiento de 10 minutos con alta presion
hidrostatica. Para ensayos comparatlvos se indujo muerte de células tumorales por exposicion a luz UV. En este
caso se aplicé una energia de 7,6 Jicm? durante 10 minutos. Se evaluo la muerte celular por tincién con isotiocianato
de fluoresceina anexina V. Brevemente, se recogieron 2x10° células por muestra, se lavaron en PBS, se
sedimentaron, y se resuspendieron en un tampoén de incubacion que contenia anticuerpo de isotiocianato de
fluoresceina anexina V. Las muestras se mantuvieron en la oscuridad y se incubaron durante 15 minutos antes de la
adicion de otros 400 pl de tampdn de incubacion de yoduro de propidio 0,1 % y posterior analisis en un separador de
células activado por fluorescencia Aria (BD Bioscience) usando software FlowdJo.

AnaI|S|s citométrico de flujo de hsp70, hsp90 y CRT (calreticulina) en la superficie celular: Se sembraron un total de
10° celulas en placas de 12 pocillos y se trataron al dia siguiente con los agentes indicados, o se irradiaron con UV
(7,6 Jicm?), como control, durante 6, 12 o 24 horas o se trataron durante 10 minutos con alta presién hidrostatica a
21 grados centigrados. Las células se recogieron y se lavaron dos veces con PBS. Las células se incubaron durante
30 minutos con anticuerpo primario diluido en tampén de bloqueo frio (suero bovino fetal al 2 % en PBS), seguido de
lavado e incubacioén con el anticuerpo secundario monoclonal conjugado con Alexa 648 en una solucién de bloqueo.
Cada muestra se analizé después por FACScan (BD Bioscience) para identificar hsp70, hsp90 y CRT en superficie
celular.

Deteccion de la liberacion de HMGB1: se obtuvieron kits de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas HMGB1 |l
de SHINO-TEST CORPORATION (Tokio, Ja gon). Se sembraron células REH, células OV90, células LNCap, células
ovaricas primarias y blastos leucémicos (10°) en placas en 1 ml de medio completo apropiado para el tipo celular.
Los sobrenadantes se recogieron en diferentes puntos temporales, se retiraron las células tumorales moribundas por
centrifugacion y los sobrenadantes se aislaron y se congelaron inmediatamente. Se evalud la cuantificacion de
HMGB1 en los sobrenadantes por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Microscopia de fluorescencia: Inmunofluorescencia: Para la deteccién en superficie de CRT, las células se situaron
en hielo, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron en paraformaldehido al 0,25 % en PBS durante 5 minutos. Las
células se lavaron después dos veces en PBS, y se afiadié un anticuerpo primario diluido en tampon de bloqueo frio
durante 30 minutos. Después de dos lavados en PBS frio, las células se incubaron durante 30 minutos con el
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 648 apropiado. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4 %
durante 20 minutos, se lavaron en PBS durante 20 minutos y se montaron en portaobjetos.

Para fagocitosis, las DC se tifieron con solucion de marcaje celular DiO Vybrant® (Invitrogen). Las células tumorales
se tifieron con solucidon de marcaje celular Dil Vybrant® (Invitrogen) y se cultivaron en presencia de antraciclinas,
exposiciéon a luz UV o tratamiento de 10 minutos con alta presion hidrostatica a 21 grados de centigrados. Se
suministré a DC inmaduras (dia 5) células tumorales a una relacion de DC/célula tumoral de 1:5: Las células se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525759 T3

fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 20 minutos, se lavaron en PBS durante 20 minutos y se montaron en
portaobjetos con reactivo antidecoloracion ProLong Gold (Invitrogen).

Generacion de DC cargadas con tumor e induccion de muerte celular tumoral: se generaron DC por cultivo de
células CD14" purificadas aisladas de capas leucociticas en presencia del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) (Gentaur, Bruselas, Bélgica) e interleucina-4 (IL-4) (Gentaur, Bruselas,
Bélgica). Las células tumorales se destruyeron por tratamiento de 10 minutos con alta presion hidrostatica a 21
grados centigrados o, como controles, por irradiacién UV o por antraciclinas. El alcance de la apoptosis se controlo
por tincién con anexina V/PI. Las células se lavaron exhaustivamente antes de su suministro a DC. Se suministraron
a DC inmaduras (dia 5) células tumorales a una relacién de DC/células tumorales de 1:5. En algunos experimentos,
se estimularon DC pulsadas con 100 ng/ml de lipopolisacaridos (LPS) (Sigma) durante 12 horas o 25 pg/ml de poli
I:C (obtenido de Invitrogen).

Analisis de FACS del fenotipo de DC después de interaccién con células tumorales muertas: El fenotipo de DC
cultivadas con células tumorales se controld por citometria de flujo. Las células tumorales se destruyeron por un
agente citostatico seleccionado o irradiacion UV (ejemplos comparativos) o tratamiento de 10 minutos con alta
presion hidrostatica a 21 grados centigrados (de acuerdo con la presente invencion) y se co-cultivaron durante 24
horas con DC inmaduras. Para algunos experimentos, las células DC y tumorales se marcaron con colorante antes
del co-cultivo para controlar la fagocitosis. Se usaron anticuerpos monoclonales (mAb) contra las siguientes
moléculas: CD80-FITC, CD83-FITC, CD86-PE, CD14-PE (Immunotech, Marsella, Francia), CD11c-PE, HLA-DR (BD
Biosciences, San Jose, CA).

Las DC se tifieron durante 30 minutos a 4 °C, se lavaron dos veces en solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
y se analizaron usando FACS Aria (BD Biosciences) utilizando software FlowJo. Las DC se seleccionaron de
acuerdo con las propiedades de FSC y SSC. Se incluyeron los controles de isotipo apropiados, y se adquirieron
50.000 DC viables para cada experimento.

Evaluacion de linfocitos T especificos de tumor productores de IFN-y: se afiadieron DC no pulsadas o cargadas con
células tumorales a linfocitos T autélogos a una relacion de 1:10 los dias 0 y 7 de cultivo. Se afadi6 IL-2 (25 a 50
unidades internacionales/ml; PeproTech) los dias 2 y 7 de cultivo. Los cultivos se ensayaron con respecto a la
presencia de linfocitos T especificos de tumor de 7 a 9 dias después de la Ultima estimulacién con DC. La induccion
de linfocitos T productores de interferon (IFN)-y sensibles a tumor de linfocitos T sensibles a antigeno especifico de
prostata (PSA) por DC cargadas con tumor se determiné por citometria de flujo. Los linfocitos T se tifieron con anti-
CD8 humano/IFN-y. Se realiz6 la frecuencia de linfocitos T reguladores en cultivo tiiendo CD4/CD25 y FoxP3. Se
identificaron linfocitos T reguladores por citometria de flujo como CD4 positivos, CD25 positivos y FoxP3 positivos.

La invencion y los resultados obtenidos por los experimentos se ilustran por las Figuras:
Figura 1

El dibujo esquematico muestra como puede obtenerse una composicién farmacéutica de la presente invencion. Las
células tumorales obtenidas del paciente o de lineas celulares se tratan con alta presién de modo que las células se
vuelven apoptéticas.

Se aislan células dendriticas mediante leucoféresis. Se combinan células dendriticas inmaduras y células tumorales
apoptéticas de modo que se producen células dendriticas maduras que pueden usarse como vacuna.

Figura 2

La alta presién hidrostatica induce la expresion de proteinas de choque térmico en células tumorales humanas. Se
muestra el sumario de un total de 5 experimentos. * P valor para comparaciéon con células tumorales irradiadas, P
<0,05. Se muestra la expresion dependiente del tiempo de los marcadores HSP70, HSP90 y calreticulina en dos
lineas celulares tumorales (OV90 y LNCap) provocado por diferentes tratamientos.

Figura 3

La alta presidon hidrostatica induce la liberacion de HMGB1 (proteina de grupo de alta movilidad B1) de células
tumorales tratadas (OV90 y LNCap). La HMGB1 es una citocina mediadora de inflamacién. Se muestra el sumario
de un total de 5 experimentos. * P valor para comparacion con células tumorales irradiadas, P <0,05. La Figura 3
muestra que con respecto a la liberaciéon dependiente del tiempo de HMBGH1 el tratamiento con HHP es mucho mas
eficaz que otros tratamientos convencionales.

Figura 4

La cinética de la fagocitosis de células tumorales tratadas por alta presion hidrostatica por DC inmaduras. Se
muestra el sumario de 5 experimentos independientes y los resultados representativos. En el experimento se usaron



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 525759 T3

células tumorales bien OV90 o bien LNCap. El tratamiento con HHP se compara con el tratamiento con UV a 0 °Cy
37 °C.

Figura 5

Se muestra el fenotipo de células dendriticas basado en los marcadores OD86 y HLA-DR después de interaccion
con células tumorales destruidas por alta presion hidrostatica (OV90 y LNCap). Se cultivaron DC inmaduras de dia 5
durante 24 horas con células tumorales destruidas por HHP o irradiacion. Después de 24 horas, la expresion de las
moléculas asociadas con maduracién en DC se analizé por citometria de flujo. Se us6 LPS como control. Se
muestra la intensidad de fluorescencia media (IFM). * P valor para comparacion con DC cargadas con células
tumorales irradiadas, P <0,05.

Figura 6

Se compara la induccion de linfocitos T especificos de tumor por células dendriticas cargadas con células tumorales
destruidas por presion hidrostatica (LNCap y OV90) con células dendriticas cargadas con células tumorales
destruidas por irradiacién UV. Los datos muestran un sumario de cinco experimentos independientes. * P valor para
comparacién con células tumorales irradiadas, P <0,05.

Figura 7

La Figura 7 demuestra la superioridad del tratamiento de células tumorales con alta presion hidrostatica (HHP) en
comparacion con células tumorales destruidas por irradiacion UV (IRR UV). Los ensayos se han realizado con la
linea celular de cancer de prostata (LNCap) y con la linea celular de cancer ovarico (OV90). Se han realizado
controles con células dendriticas solamente y células estimuladas con poli I:C.

Los resultados resumidos en la Figura 7 muestran la induccioén de linfocitos T especificos de antigeno especifico de
prostata (PSA) por células dendriticas cargadas con células tumorales destruidas por alta presion hidrostatica
(LNCaP y OV90, respectivamente). Se realizd una comparacion entre las células tumorales destruidas por alta
presién hidrostatica solas y células dendriticas cargadas con células tumorales destruidas por irradiacion UV. Los
datos presentados en la Figura 7 muestran un resumen de cinco experimentos independientes. * P valor para
comparacion con células tumorales irradiadas, P <0,05. La Figura 7 resume los resultados obtenidos en el ejemplo
7.

Figura 8

La induccion de linfocitos T reguladores por células tumorales destruidas por alta presiéon hidrostatica se compara
con la induccion de Treg por células tumorales irradiadas con UV. Los datos muestran un sumario de cinco
experimentos independientes.

Los experimentos resumidos en la Figura 8 muestran que la ensefianza de la presente invencion puede aplicarse a
diferentes tipos de tumores. La parte superior de la Figura 8 muestra los experimentos realizados con células de
cancer ovarico (OV90). La parte inferior muestra los experimentos realizados con la linea celular de cancer de
prostata (LNCap). En los experimentos se ha determinado la concentracion de Fox P3 (Caja Forkhead P3) para
diferenciar adicionalmente los linfocitos T reguladores (Treg). Los experimentos muestran que las células tumorales
tratadas de acuerdo con la invencion con HHP inducen numeros menores de linfocitos T reguladores que las células
tumorales irradiadas con UV.

Figura 9

Se muestran los resultados de un estudio in vivo en el que los pacientes se trataron con una vacunaciéon tumoral
como se desvela en el presente documento. Todos los pacientes tuvieron prostatectomia radical o radioterapia.
Como parametro relevante se ha determinado el tiempo de duplicacién de PSA. De acuerdo con Antonarakis et al.,
BJU Int. 2011, 108 (3), p. 378-385, el tiempo de duplicacion de PSA es el determinante mas fuerte del tiempo de
supervivencia sin metastasis y tiempo de supervivencia general de pacientes con cancer de préstata recurrente de
antigeno especifico de préstata (PSA). El tiempo de duplicacion de PSA significa la diferencia temporal en la que se
duplica el valor de PSA. Cuanto mayor sea el tiempo de duplicacién de PSA, mejores seran las posibilidades de
supervivencia para el paciente tratado. Aplicando la vacunacion tumoral de la presente invencion se podria prolongar
sustancialmente el tiempo de duplicacién de PSA.

* P valor para comparacion con células tumorales irradiadas, P <0,05.

Figura 10

La Figura 10 es una curva de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes en un estadio tardio de cancer de
préstata que se trataron de acuerdo con la presente invencion.
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En la curva de supervivencia de Kaplan-Meier cada muerte de un paciente provoca una caida del porcentaje de
supervivencia comenzando desde 100 % a valores menores. El nomograma de Halabi es la reduccién normalmente
esperada de supervivientes en la que el tiempo de supervivencia medio es de 12 meses.

La inmunoterapia de cancer activa usando la vacuna de cancer como se describe en el presente documento da
como resultado una prolongacion del tiempo de supervivencia medio a 23 meses.

La presente invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos que son, sin embargo, no limitantes:
Ejemplo 1

Expresion de marcadores de muerte celular inmunogénica hsp70, hsp90 y calreticulina por lineas celulares
de cancer humano y células tumorales primarias humanas después del tratamiento con alta presion
hidrostatica

Se trataron lineas celulares de cancer leucémico, ovarico y de prostata y células tumorales primarias durante 10
minutos con alta presion hidrostatica (HHP, 200 MPa) a 21 grados centigrados y se control6 la expresion de los
marcadores de muerte celular inmunogénicos hsp70, hsp90 y calreticulina a las 6, 12 y 24 horas. Se detecté una
expresion significativa de calreticulina, hsp70 y hsp90 6, 12 y 24 horas después del tratamiento con HHP para todos
los modelos tumorales ensayados. La expresion de moléculas inmunogénicas fue significativamente mayor que la
expresion inducida por antraciclinas, los Unicos inductores conocidos de muerte celular inmunogénica (Figura 2). La
expresion aumentada de calreticulina y proteinas de choque térmico después del tratamiento con HHP se vio
acompafada de su translocacion a la superficie celular. El tratamiento con HHP también indujo una liberacion rapida
y sustancial de HMGB1, un marcador-soluble de muerte celular inmunogénica. La liberacion de HMGB1 fue mucho
mayor que en el caso de irradiacion con UV o antraciclinas (Figura 3).

La liberacion maxima de proteina nuclear HMGB1 se detectdé 48 horas después de la induccién de muerte celular
tumoral.

Ejemplo 2

El tratamiento de células tumorales por alta presion hidrostatica aumenta su fagocitosis por células
presentadoras de antigenos

A la vista del papel establecido de la calreticulina como una sefial de 'alimentacion’, se investigé la tasa de
fagocitosis de células tumorales destruidas por alta presion hidrostatica por células dendriticas (DC), las células
presentadoras de antigenos mas eficaces que son cruciales para el inicio de una respuesta inmunitaria. Las células
tumorales tratadas por alta presion hidrostatica se fagocitaron a una velocidad mayor y en un mayor grado que las
células tumorales destruidas por otras modalidades, tales como antraciclinas o irradiacién UV. Después de 12 horas,
el alcance de la fagocitosis de células leucémicas tratadas con HHP fue 4 veces mayor que el de células destruidas
por irradiacion UV (figuras 4a y 4b).

Ejemplo 3
La fagocitosis de células tumorales tratadas con alta presion hidrostatica induce la maduraciéon de DC

La capacidad de las DC para activar la respuesta inmunitaria depende de su estado de activacion y la expresion de
moléculas co-estimuladoras. En circunstancias normales la maduracién mas eficaz de DC se induce por moléculas
derivadas de patogenos, tales como lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas. Solamente las DC
activadas (maduras) que expresan altos niveles de moléculas co-estimuladoras pueden iniciar la respuesta
inmunitaria. Los inventores analizaron el fenotipo de DC que fagocitaron células tumorales destruidas por la HHP. La
interaccion de DC con células tumorales tratadas con HHP indujo la regulacién positiva de moléculas co-
estimuladoras (CD86, CD83) y moléculas asociadas con la maduracion (HLA-DR) en un grado similar a la activacion
por LPS (Figura 5). De este modo las células tumorales destruidas por HHP pueden inducir una maduracién de DC
comparable a los LPS derivados de patogenos.

Ejemplo 4

Las DC que presentan células tumorales tratadas con alta presion hidrostatica inducen linfocitos T
especificos de tumor e inducen bajos numeros de linfocitos T reguladoras inhibidores

Para investigar si las células tumorales tratadas con HHP y que expresan marcadores de muerte celular
inmunogénica inducen inmunidad anti-tumoral, los inventores evaluaron la capacidad de las DC cargadas con
células tumorales para activar respuestas de linfocitos T especificas de células tumorales. Se co-cultivaron células
tumorales destruidas por HHP con DC inmaduras con o sin maduracién posterior con LPS. Estas DC se usaron
después como estimuladores de linfocitos T autodlogos, y se analizo la frecuencia de linfocitos T productores de IFN-y
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una semana después tras la re-estimulacién con DC cargadas con células tumorales. Las DC pulsadas con células
tumorales destruidas por HHP indujeron un mayor nimero de linfocitos T productores de IFN-y especificos de tumor
en comparacion con DC pulsadas con células irradiadas, incluso en ausencia de estimulo de maduracién adicional
(LPS).

Adicionalmente, también se ensay6 la frecuencia de linfocitos T reguladores (Treg) inducidos en co-cultivos de
linfocitos T y DC. La induccion de Treg es indeseable en el caso de inmunoterapia tumoral ya que los Treg inhiben la
respuesta inmunitaria dirigida contra el tumor. Las DC pulsadas con células tumorales destruidas por HHP tenian
una menor capacidad de expandir linfocitos T reguladores en comparacion tanto con DC inmaduros como con DC
activados por LPS (Figura 8). El marcador de superficie FoxP3 es especifico para linfocitos T reguladores.

Ejemplo 5

La inmunoterapia celular activa puede administrarse como una Unica modalidad de tratamiento en el caso de
enfermedad residual minima después del tratamiento primario del tumor por cirugia o radioterapia. En el cancer de
prostata puede afectar a pacientes con sefales de recaida bioquimica (niveles crecientes de antigeno especifico de
prostata PSA en la sangre periférica medidos por el método ultrasensible).

Los mejores resultados de la presente invencion pueden obtenerse cuando el tumor primario se retira del paciente
por cirugia. La composicién farmacéutica como se describe en la presente solicitud puede producirse a partir de las
células tumorales que se han aislado del tejido tumoral o de lineas celulares tumorales.

Un paciente (de 68 afos de edad) que padecia cancer de prostata se diagnosticd en un estadio temprano del
desarrollo tumoral. El tumor se retir6 pero pocos meses después de la cirugia se detectaron niveles crecientes de
PSA. El paciente se sometié6 por lo tanto a leucoféresis y se diferenciaron células dendriticas inmaduras de
monocitos aislados. Se sometieron células tumorales de la linea celular de cancer de préstata a tratamiento
apoptotico con alta presion hidrostatica como se describe en el presente documento y las células tumorales
apoptoéticas se pusieron en contacto con las células dendriticas inmaduras para preparar la composiciéon de vacuna.

La composicion farmacéutica se dividié en alicuotas que se congelaron en el nitrogeno liquido hasta su uso. La
primera aplicacion de la vacunacion tumoral se produjo 4 semanas después de la deteccion de la recaida bioquimica
del cancer de préstata. Se continuaron aplicaciones de refuerzo cada cuatro semanas durante un periodo de un afio.

La vacunacion indujo una respuesta inmunitaria contra el pequefio numero de células tumorales supervivientes lo
que ha conducido a una ralentizacion sustancial de la regeneracion de células tumorales y dio como resultado la
prolongacion de la supervivencia del paciente.

Ejemplo 6

En pacientes con cancer avanzado, la inmunoterapia celular activa deberia combinarse con quimioterapia (es decir
docetaxel en cancer de prostata) de acuerdo con el concepto de la quimioinmunoterapia.

Un paciente (de 76 afos de edad) que padecia cancer de préstata avanzado se tratd de acuerdo con la presente
invencion. La quimioterapia habitual se combiné con la inmunoterapia celular activa como se desvela en el presente
documento. El paciente se ha tratado a la edad de 65 afios con tumor de préstata. Después de la retirada del tumor
por cirugia y el tratamiento hormonal el nivel de PSA (antigeno especifico de préstata) se mantuvo a un nivel bajo
mostrando que las células de cancer de préstata no crecian. Después de 12 meses de terapia de hormonas se
desarroll6 cancer de prostata metastasico en varias posiciones en el cuerpo (en particular en los huesos) y el tumor
se hizo refractario a las hormonas. El paciente se aprobd para el tratamiento de cancer de préstata refractario a
hormonas con docetaxel en combinacién con inmunoterapia celular activa basada en células dendriticas.

Antes de la comenzar la quimioterapia, se generaron células dendriticas inmaduras a partir de monocitos obtenidos
durante leucoféresis. Se trataron células tumorales de lineas celulares de cancer de préstata con presion
hidrostatica durante 30 minutos a una presion de 210 MPa a 21 °C. Se usaron 10° células tumorales tratadas de
acuerdo con la presente invencién para pulsar 10° células dendriticas inmaduras y alicuotas de las células
dendriticas maduras que se habian pulsado antes con las células tumorales se ultracongelaron en nitrogeno liquido
y se usaron para aplicaciones posteriores.

Se administré inmunoterapia de cancer activa cada 4-6 semanas en ciclos alternos con quimioterapia convencional
por docetaxel y sola (después del final del tratamiento de docetaxel) durante un periodo de un afio. La
quimioinmunoterapia combinada condujo a la estabilizacion de la enfermedad, reduccion de la intensidad de
metastasis de médula ésea y supervivencia mayor de lo esperado. El paciente sobrevive en la actualidad durante
mas de tres afios, en comparacion con la supervivencia esperada de 6 meses al comienzo de la terapia.
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Ejemplo 7

Experimento in vitro que muestra la superioridad de células tumorales destruidas por HHP frente a células
tumorales destruidas por UV

En los experimentos in vitro se comprobd la capacidad de las células dendriticas inmaduras, células dendriticas
maduras activadas por poli I:C y células dendriticas cargadas con células tumorales que se habian tratado con HHP
o irradiado con UV con respecto a su capacidad para inducir inmunidad especifica tumoral. La inmunidad especifica
tumoral se midié como porcentaje de linfocitos T especificos de tumor.

Las células dendriticas con células tumorales destruidas por HHP se compararon directamente con células
tumorales destruidas por HHP solas y células dendriticas cargadas con células tumorales destruidas por irradiacion
UV. Los resultados de los experimentos se muestran en la Figura 7.

Para ensayar la capacidad para inducir linfocitos T especificos de tumor no pulsados o cargados con células
tumorales se anadieron células dendriticas a linfocitos T autdlogos a una relacién de 1:10 los dias 0 y 7 de cultivo.
Se afadieron 25-50 unidades internacionales/ml de IL2 (PeproTech) los dias 2 y 7 al cultivo. Los cultivos se
ensayaron con respecto a la presencia de linfocitos T especificos de tumor 7-9 dias después de la ultima
estimulacion con DC. La induccion de linfocitos T productores de interferon (IFN)-y, sensibles a tumor, de linfocitos T
sensibles a antigeno especifico de préstata (PSA) por DC cargadas con tumor se determind por citometria de flujo.
Los linfocitos T se tifieron con anti-CD8 humano/IFN-y.

La induccion de linfocitos T especificos de antigeno especifico de prostata (PSA) por células dendriticas cargadas
con células tumorales destruidas por alta presion hidrostatica (LNCap) se compara con células tumorales destruidas
por alta presion hidrostatica solas y con células dendriticas cargadas con células tumorales destruidas por
irradiacion UV.

Los resultados de los experimentos se muestran en la Figura 7. La parte superior de la Figura 7 muestra que las DC
cargadas con células tumorales destruidas por HHP pueden inducir linfocitos T especificos de tumor, incluso en
ausencia de una sefial de maduracién. Las DC cargadas con células tumorales destruidas por tratamiento con UV o
células tumorales destruidas por HHP solas no inducen inmunidad tumoral. Es sorprendente que solamente las
células tumorales tratadas con HHP (de acuerdo con la invencion) y células dendriticas inmaduras pueden inducir
respuesta inmunitaria especifica de tumor mientras que este resultado no puede obtenerse por células tumorales
tratadas con UV y células dendriticas inmaduras. Sin desear quedar ligado a una teoria, parece que solamente las
células tumorales tratadas con HHP pueden junto con células dendriticas inmaduras inducir la respuesta inmunitaria
de linfocitos T especifica de tumor. Las células tumorales tratadas con HHP parecen actuar como un tipo de
activador de las células dendriticas inmaduras mientras que las células tumorales tratadas con UV no tienen este
efecto.

La parte inferior de la Figura 7 muestra que cuando se aplica tratamiento de Poli I:C las células tumorales tratadas
con HHP pueden inducir mejor linfocitos T especificos que las células tumorales irradiadas con UV.

Ejemplo 8
Datos in vivo obtenidos con la vacunacién tumoral de acuerdo con la presente invencion

Se obtuvieron células dendriticas de una cohorte de pacientes similares a los descritos anteriormente. Las células
dendriticas se pulsaron con células tumorales muertas como se ha descrito anteriormente y se administro la
vacunacion tumoral repetidas veces en hasta 12 dosis en intervalos de 4-6 semanas a pacientes con una recaida
bioquimica del cancer de prostata después de prostatectomia radical o radioterapia. La progresion de la enfermedad
en cada paciente individual se ha evaluado por el tiempo de duplicacion de PSA. Por el tiempo de duplicacién de
PSA se entiende el periodo de tiempo que se requiere para que se duplique el valor de PSA. Se ha mostrado que el
tiempo de duplicacion de PSA es el determinante mas fuerte y mas fiable de la supervivencia general y
supervivencia sin metastasis en hombres con cancer de préstata. El tiempo de duplicacion de PSA corto se
correlaciona con una supervivencia acortada y con un tiempo acortado hasta la aparicion de metastasis (Antonarakis
et al., BJU Int, 2012, 108 (3); pp 378-385).

Como se muestra en la Figura 9 la administracion continua de la vacunaciéon tumoral de acuerdo con la presente
invencion en pacientes con recaida bioquimica del cancer de préstata después de prostatectomia radical o
radioterapia conduce a una prolongacion significativa del tiempo de duplicacion de PSA. Se ha descubierto que
usando la vacunacién tumoral como se desvela en el presente documento el tiempo de duplicacion de PSA medio
aumenta en 5 meses antes del inicio de la inmunoterapia de cancer hasta 30 meses después de 12 meses de
inmunoterapia. Esto representa un beneficio significativo a pacientes con la recaida bioquimica del cancer de
préstata.
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Ejemplo 9
Ensayo clinico con pacientes en estadio tardio de cancer de préstata

En este ensayo clinico se pulsaron células dendriticas con células tumorales muertas como se describe en el
presente documento. La vacunacion tumoral se administré repetidas veces a pacientes en un estadio tardio del
cancer de préstata. Dichos pacientes padecieron cancer de préstata metastasico resistente a castracion. En estos
pacientes se administré inmunoterapia de cancer en un programa de dosificacion alterna con quimioterapia de
docetaxel.

La supervivencia de la cohorte tratada se comparé con la cohorte histérica o con la supervivencia estimada por
nomograma de Halabi. Se ha mostrado que la administraciéon continua de inmunoterapia de cancer activa prolonga
significativamente el tiempo de supervivencia de pacientes tratados (mediana de supervivencia de 23 meses) en
comparaciéon con la cohorte de los controles histéricos basandose en la supervivencia esperada calculada por el
nomograma de Halabi (13 meses).

Este experimento demuestra que la vacunacion tumoral de la presente invencion extiende sustancialmente el tiempo
de supervivencia de pacientes que estan en un estadio tardio de cancer de prostata. La expectativa de
supervivencia promedio de dichos pacientes es de 13 meses sin tratamiento en comparacion con 23 meses después
del tratamiento con vacunacion tumoral de acuerdo con la presente invencion. Esto representa una mejora
sustancial para dichos pacientes que son extremadamente dificiles de medicar con éxito.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion farmacéutica para inducir una respuesta inmunitaria contra células tumorales que comprende

a) células tumorales que son apoptéticas provocado por el tratamiento con alta presion hidrostatica igual a o
mayor de 100 MPa durante 10 minutos a 2 horas y
b) células dendriticas.

2. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizada por que las células tumorales se
trataron con presion hidrostatica durante al menos 10 minutos a una presién de al menos 200 MPa.

3. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que las células tumorales se
trataron con presion hidrostatica de 200-300 MPa.

4. Composiciéon farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizada por que las
células tumorales apoptéticas no son necroticas.

5. Composiciéon farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que
las células tumorales derivaron de lineas celulares tumorales.

6. Composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizada por que las
células tumorales derivaron de un tumor aislado del paciente a quien tratar.

7. Composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizada por que las
células dendriticas inmaduras se cargaron con células tumorales apoptoéticas que se habian tratado con alta presion
hidrostatica.

8. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizada por que las células dendriticas
inmaduras se obtuvieron por leucoféresis.

9. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizada por que las células dendriticas
inmaduras se obtuvieron por leucoféresis y cultivo in vitro en presencia de citocinas.

10. Composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en pacientes que
padecen tanto un estadio temprano como uno tardio de cancer.

11. Composicién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en el tratamiento de
cancer que comprende cancer de prostata, cancer ovarico o leucemia linfoblastica aguda.

12. Método para preparar una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9,
caracterizado por que se cargan células dendriticas inmaduras con células tumorales apoptéticas que se han
tratado con alta presion hidrostatica igual a o mayor de 100 MPa y posterior maduracion de las células dendriticas.

13. Método para preparar una composicidon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 12 para uso en
vacunacion de cancer humano, que comprende la carga de células dendriticas inmaduras con células tumorales de
modo que dichas células tumorales se convierten en un estadio apoptético por tratamiento durante 10 minutos a 2
horas con alta presion hidrostatica igual o mayor de 100 MPa, de modo que las células dendriticas maduran
opcionalmente antes de aplicarse la composicién farmacéutica.

14. Método para preparar una composicidon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 12 para uso en
vacunacion de cancer humano, que comprende la carga de células dendriticas inmaduras con células tumorales
obtenidas de una linea celular tumoral que se convierten a un estadio apoptético por tratamiento durante 10 minutos
a 2 horas con alta presion hidrostatica igual a o mayor de 100 MPa de modo que las células dendriticas maduran
opcionalmente antes de aplicarse la composicién farmacéutica.
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Figura 1
Disefio de inmunoterapia de cancer
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Figura 2
Expresion de marcadores de muerte celular inmunogénica después de tratamiento con HHP
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Figura 3

Deteccion de la liberacion de HMGB1 después del tratamiento con HHP
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Figura 4

El tratamiento con HHP potencia la fagocitosis de células tumorales muertas por DC
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Figura 5

La interaccion con células tumorales destruidas por HHP induce la expresion
de marcadores de activacion en células dendriticas
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Figura 6

La combinacion de células tumorales destruidas por HHP y células dendriticas induce
una respuesta inmunitaria especifica de células de cancer de prostata y ovarico
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Figura 7
La combinacion de células tumorales destruidas por HHP y células dendriticas
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Figura 8

La combinacion de células tumorales destruidas por HHP con células
dendriticas induce numeros bajos de linfocitos T reguladores
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Figura 9

La administracién repetida de combinacién de células tumorales destruidas por HHP con
células dendriticas prolonga significativamente el tiempo de duplicacién de PSA en pacientes
con la recaida bioquimica del cancer de prostata, p < 0,0001
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Figura 10

Curva de supervivencia de Kaplan-Meier de pacientes tratados con inmunoterapia de
cancer activa (ACI) frente a la supervivencia esperada calculada usando nomograma
de Halabi, p<0,0001
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