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DESCRIPCIÓN

Método para la maduración in vitro de células dendríticas

Campo de la invención5

La invención pertenece al campo de la biología celular y la inmunología. La invención proporciona métodos para la 
producción de una vacuna contra el cáncer y enfermedades infecciosas. Más en particular, proporciona un método 
para la producción mejorada de células dendríticas.

10
Antecedentes de la invención

A pesar de las mejoras en los tratamientos convencionales contra el cáncer, tales como cirugía, quimioterapia y 
radioterapia, el cáncer aún es una causa principal de muerte en todo el mundo (1). Por lo tanto, existe una 
necesidad urgente de tratamientos más eficaces y menos invasivos. Un campo de interés en crecimiento en 15
investigación para estrategias terapéuticas novedosas es el de inmunoterapia. Como el sistema inmunitario de 
muchos pacientes con cáncer está suprimido, se pierde la primera línea de defensa contra las células malignas. Esto 
crea un entorno permisivo para el tumor.

La inmunoterapia tiene como objetivo superar esta supresión y reactivar el propio sistema inmunitario del paciente 20
para rechazar el tumor. Existen diversas estrategias que ya se están usando en clínica, que utilizan inmunidad tanto 
activa como pasiva.

El tratamiento del cáncer con anticuerpos monoclonales es un ejemplo de inmunoterapia pasiva. Se inyectan 
anticuerpos monoclonales contra antígenos tumorales conocidos, donde reconocen y se unen a su epítopo 25
específico. Estos anticuerpos se usan en solitario, dependiendo de la citotoxicidad mediada por moléculas 
dependiente de anticuerpos o de una señal antiapoptótica, o se acoplan a agentes terapéuticos que permiten la 
administración localizada. Los anticuerpos monoclonales han mostrado resultados positivos tanto en supervivencia a 
largo plazo como en supervivencia a corto plazo, aunque el tratamiento a menudo tiene que acoplarse a 
radioterapia. La desventaja de esta estrategia es que la mayoría de los epítopos asociados a tumor están 30
localizados dentro de la célula, lo que los hace inaccesibles para los anticuerpos. Además, unos pocos antígenos 
son específicos de tumor, lo que provoca un abordaje indeseado de las células sanas.

Otros ejemplos de inmunoterapias pasivas son adyuvantes inmunitarios y citocinas. Estos tratamientos tienen como 
objetivo crear un entorno inflamatorio que contrarrestaría la naturaleza inmunosupresora de la neoplasia, lo que 35
permite que tengan lugar respuestas inmunitarias espontáneas. Sin embargo, los resultados usando estos 
tratamientos son limitados. La desventaja de las inmunoterapias pasivas, en general, es que no se forman células 
inmunitarias de memoria, haciendo que sea probable la recidiva.

Estas desventajas pueden esquivarse por inmunoterapia activa, que inicia una respuesta inmunitaria contra el tumor, 40
por lo que no solamente se hace uso de las células efectoras (específicas de antígeno), tales como linfocitos 
citotóxicos (CTL), células plasmáticas y linfocitos NK, sino también de la memoria protectora. Una estrategia de 
inmunoterapia activa es a través de vacunación con células dendríticas (DC). Estas células son las células 
presentadoras de antígeno más importantes del organismo, que pueden iniciar respuestas inmunitarias tanto innatas 
como adaptativas.45

En determinados pacientes, se ha demostrado que las DC tienen alteración en su actividad, lo que las hace dianas 
atractivas para inmunoterapia (2). Estas y otras inmunoterapias se revisan ampliamente en las referencias 3 y 4 de 
la bibliografía.

50
Las vacunas basadas en DC ya están en uso en clínica, lo que revela efectos secundarios ausentes o únicamente 
leves (5). Sin embargo, únicamente un 10-15% de los pacientes así tratados respondieron al tratamiento (5). Esto 
indica que las mejoras en los protocolos de vacunación basados en DC siguen siendo de vital importancia si tiene 
que conseguirse una erradicación de tumores a gran escala.

55
Las células dendríticas son un grupo heterogéneo de células del organismo que difieren en la localización, el 
fenotipo y la función. En la sangre periférica, los dos tipos principales son DC plasmocitoides CD11c- (pDC) y DC 
mieloides CD11c+ (myDC). Aunque las pDC comprende únicamente un 0,1% de todas las células mononucleares de 
sangre periférica (PBMC), son cruciales en la inmunidad antivírica a través de la producción de grandes cantidades 
de interferones de tipo I (6; 7). La myDC pueden subdividirse además en células que expresan de forma diferencial 60
BDCA1 (CD1c), CD16 y BDCA3 (8; 9). Aunque las myDC CD16+ comprenden un 65-75% de la población de myDC 
total, las myDC BDCA1+ (10-20%) son las mejor descritas en la bibliografía y se cree que son los estimuladores de 
linfocitos T más potentes de las tres subpoblaciones de myDC (8).

In vivo, los monocitos pueden diferenciarse en myDC después de detectar una señal inflamatoria, manteniendo una 65
cantidad estable de DC en la sangre (7; 10). Ex vivo, las DC inmaduras derivadas de monocitos (iDC) se obtienen 
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cultivando monocitos en presencia de diferentes factores de crecimiento (10).

Dependiendo de los factores añadidos, los monocitos se diferencian en DC con diferentes funciones y fenotipos 
(revisado en (10)). Debido a la baja cantidad de DC en circulación en la sangre, la mayoría de los estudios de 
vacunas basadas en DC usan estas iDC cultivadas ex vivo. El cóctel convencional actual para inducir la activación 5
de monocitos y la diferenciación hacia iDC contiene GM-CSF e IL-4.

Como células presentadoras de antígeno profesionales (APC), las DC tienen una función central en la activación del 
sistema inmunitario innato y adaptativo y pueden adaptar la respuesta inmunitaria a la naturaleza específica de un 
patógeno. Las iDC captan los patógenos mediante endocitosis, lo procesan y presentan fragmentos peptídicos 10
pequeños (antígenos) de ese patógeno específico sobre su superficie celular mediante moléculas MHC de clase I y 
de clase II.

Tras el reconocimiento del patógeno, las DC experimentan maduración. Este proceso implica la regulación por 
disminución de su capacidad fagocítica, mientras se regula por aumento al mismo tiempo las citocinas inflamatorias 15
y la expresión de moléculas superficiales, tales como moléculas coestimuladoras y receptores de quimiocinas (11). 
La naturaleza del patógeno dictamina las citocinas y moléculas superficiales que se expresan por la DC. Este 
proceso está mediado por receptores de reconocimiento de patrones (PRR; véase la sección 1.5) y permite que las 
DC inicien una respuesta inmunitaria adaptada al patógeno específico. La migración de las DC maduras (mDC) 
hacia los ganglios linfáticos contribuye a su capacidad de montar respuestas inmunitarias, porque la arquitectura de 20
estos órganos es tal que se maximizan los encuentros de mDC con células efectoras inmunitarias adaptativas (12).

En inmunidad tumoral, es importante que las DC monten una respuesta polarizada a TH1 potente para maximizar la 
eliminación tumoral específica de antígeno por CTL (13). Más recientemente, la importancia del reclutamiento y la 
activación de linfocitos NK ha salido a la luz, ya que no solamente pueden lisar las células tumorales, sino que 25
también ayudan a propagar a respuesta TH1.

Los linfocitos NK son parte del sistema inmunitario innato y desempeñan una función importante en la vigilancia 
inmunitaria de células transformadas, ya que proporcionan una primera línea de defensa para células transformadas 
por virus y malignas (14). La activación de linfocitos NK está regulada por un equilibrio frágil entre receptores de 30
activación e inhibición. En célula sanas, el equilibrio favorece la inhibición, protegiendo de ese modo a la célula de la 
lisis (15). La activación de linfocitos NK se produce por la pérdida de señales inhibidoras y por la obtención de 
señales activadoras, lo que proporciona dos mecanismos distintos mediante los que los linfocitos NK pueden realizar 
su función (15). Las señales inhibidoras se proporcionan a los linfocitos NK mediante el reconocimiento de 
moléculas MHC de clase I por receptores de tipo inmunoglobulina de linfocitos citolíticos (KIR) y de HLA-E no clásico35
por NKG2A (16).

Cada KIR reconoce una molécula HLA específica y se sabe que los linfocitos NK son heterogéneos en su expresión 
de KIR (16). Esta especificidad y distribución permite una vigilancia continuada de cada molécula HLA por los 
linfocitos NK. Se sabe que tanto las células infectadas por virus como malignas regulan por disminución las 40
moléculas MHC de clase I para escapar a la detección por el sistema inmunitario adaptativo (17). Esta regulación 
por disminución provoca la pérdida de señales inhibidoras en linfocitos NK, que quedan activados y lisan la célula. 
La activación de los linfocitos NK mediante la pérdida de inhibición se menciona como "pérdida de 
autorreconocimiento". Los receptores que están implicados en transmisión de las señales de activación incluyen 
receptores de citotoxicidad natural (por ejemplo, NKp30, NKp40 y NKp46), NKG2D y 2B4. Los estudios funcionales 45
indican que las neoplasias a menudo expresan ligandos para estos receptores (16). La presencia de estos ligandos 
podría estimular los receptores hasta un grado en que el equilibrio se inclinará hacia la activación y señales de 
anulación e inhibidoras proporcionadas por moléculas del MHC, activando de ese modo los linfocitos NK. Esta ruta 
de activación de linfocitos NK se conoce como "autorreconocimiento inducido".

50
Además de su función de vigilancia inmunitaria para células transformadas, los linfocitos NK también tienen una 
función inmunorreguladora produciendo citocinas, tales como TNF-alfa e IFN-gamma. Esta función de los linfocitos 
NK es especialmente importante en la interferencia NK-DC. Esta interferencia provoca la potenciación recíproca de 
las funciones, y ha recibido un interés creciente como un factor importante en inmunidad antitumoral. Por un lado, 
las DC activan los linfocitos NK secretando citocinas, tales como IL-12, IL-18 e IL-15 (con IL-2). Se demostró que 55
IL-15 potencia la supervivencia de los linfocitos NK (18), mientras que IL-12 promovía la producción de IFN-gamma 
de linfocitos NK (19; 20). Además, las DC pueden reclutar linfocitos NK en los ganglios linfáticos secundarios de una 
manera dependiente de CCR5 (21), donde los linfocitos NK proporcionan una fuente temprana de IFN-gamma que 
ayuda a la polarización TH1 y la sensibilización de CTL por DC (22; 23). Estos efectos de la interferencia NK-DC en 
los linfocitos T son cruciales en la inmunidad antitumoral, ya que sensibilizan los linfocitos TH1 y CTL para erradicar 60
el tumor de una manera específica de antígeno (24). Posteriormente, los ensayos que usan DC que activan linfocitos 
NK muestran una actividad antitumoral potenciada (25; 26).

Por otro lado, los linfocitos NK pueden eliminar iDC inmunosupresoras, así como DC maduradas de forma 
inapropiada, asegurando de ese modo la calidad de la respuesta inmunitaria (27). En determinadas circunstancias, 65
los linfocitos NK también pueden madurar las DC mediante la secreción de TNF-alfa e IFN-gamma (20). Estas DC 
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expresan altos niveles de CCR7, facilitando de ese modo la migración a los ganglios linfáticos secundarios (20). 
Mediante estas diferentes interacciones con DC, los linfocitos NK pueden modular la respuesta inmunitaria 
adaptativa. Se cree que la interferencia NK-DC principalmente tiene lugar en tejido maltratado y los ganglios 
linfáticos secundarios, con respuestas que difieren de acuerdo con el sitio de encuentro (28).

5
Las DC y otras células del sistema inmunitario innato, tales como los linfocitos NK, tienen que ser capaces de 
identificar directamente patógenos específicos para activar la respuesta inmunitaria apropiada (31). Pueden hacer 
esto mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que reconocen patrones moleculares asociados a 
patógenos altamente conservados (PAMP), típicos para patógenos y que nunca están presentes en un hospedador 
sano. Dependiendo del PAMP encontrado, quedarán activos diferentes PRR y sus rutas de señalización.10

Las células difieren en su expresión de PRR, haciéndolas susceptibles de forma diferencial a los patógenos. Debido 
a su función central en el sistema inmunitario, las DC expresan una amplia serie de PRR, incluyendo receptores de 
tipo Toll (TLR), receptores de tipo de dominio de oligomerización de unión a nucleótidos (NOD), receptores de 
lectina de tipo C (CLR) y receptores de tipo del gen 1 inducible por ácido retinoico (RIG-1). Estos receptores 15
reconocen diferentes clases de patógenos, lo que asegura la inducción de la respuesta inmunitaria apropiada (30).

Los PRR mejor descritos son miembros de la familia de receptores de tipo Toll, que pueden encontrarse de forma 
tanto intracelular como extracelular. El TLR-3, TLR-7, TLR-8 y TLR-9 intracelulares están localizados en los 
endosomas y reconocen ADN o ARN bacteriano y vírico. El TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 y TLR-6 extracelulares 20
están localizados en la superficie celular y reconocen componentes de membrana de los patógenos, tales como 
LPS, peptidoglucano y flagelina. Todos los TLR, excepto TLR-3, emiten señales de una manera dependiente de 
Myd88, lo que da lugar a la activación de NF-kappa B. Además, el TLR-3 y el TLR-4 activan NF-kappa B y otros 
factores de transcripción importantes para la producción de IFN de tipo I, mediante TRIF (31).

25
Los CLR pueden encontrarse en la membrana celular y son parte del mecanismo de reconocimiento fúngico del 
sistema inmunitario, activando finalmente NF-kappa B. También desempeñan una función importante en la captación 
y presentación de antígenos. Más recientemente, se ha demostrado que son reguladores importantes de la 
migración de DC (32).

30
Los receptores de tipo NOD y RIG se encuentran en el citoplasma, reconociendo componentes víricos y bacterianos 
que están presentes en la célula. Su activación desencadena la producción de IFN de tipo I mediante NF-kappa B 
(33; 34).
Dependiendo del PAMP encontrado, quedan activados diferentes PRR y sus rutas de señalización. Un patógeno 
normalmente activa más de un PRR. Dependiendo de la combinación de PRR desencadenada, se inicia una 35
cascada de señalización distintiva que dictamina la respuesta inmunitaria y el programa de maduración de las DC. 
Este programa de maduración regula la expresión de moléculas coestimuladoras, citocinas proinflamatorias, 
quimiocinas y sus receptores (30). El hecho de que diferentes subconjuntos de DC varíen en su idoneidad para
responder a diferentes activadores puede explicarse por el hecho de que no son iguales en su expresión de PRR 
(revisado en 7). Se cree que desencadenar combinaciones específicas de PRR dará lugar a la maduración de las 40
DC más adecuadas para vacunas contra el cáncer, lo que da lugar a un sesgo TH1 potente y respuestas de 
linfocitos NK. Sin embargo, se desconoce la combinación de PRR que es óptima para inducir este efecto.

Las investigaciones se han centrado en identificar los activadores de PRR que puedan producir un fenotipo de DC 
maduras con un perfil predominante de citocina IL-12 que pueda potenciar la activación de CTL y las repuestas de 45
linfocitos NK proporcionando una respuesta TH1. Se ha establecido que la adición de fragmentos de membrana de 
Klebsiella pneumoniae (FMKp; activador de TLR2/4) junto con IFN-gamma al cóctel de maduración de DC, produce 
DC que son superiores al "producto de referencia" que son DC maduradas en presencia de un cóctel de TNF-
alfa/PGE2. El cóctel de FMKp/IFN-gamma ha demostrado ser superior in vitro respecto a la activación de CTL (35), 
la secreción de IL-12 y la posterior polarización TH1 (36). Se demostró que las DC maduradas con FMKp/IFN-50
gamma producen más quimiocinas que pueden atraer a otras células inmunitarias (35).

Uno de los retos que afrontan las vacunas basadas en DC es el microentorno inmunosupresor del tumor (17). Las 
DC tienen que superar esta actividad supresora para activar las células efectoras inmunitarias.

55
Muchas neoplasias secretan activamente factores inmunosupresores, entre los que están la prostaglandina E2 
(PGE2) (36). Esto crea un estado permisivo en que el tumor puede crecer, escapando al mismo tiempo la detección 
por el sistema inmunitario. Se ha demostrado que la PGE2 modula el sistema inmunitario adaptativo favoreciendo la 
propagación de TH2/TH17 por encima de la respuesta TH1 (37; 38). Adicionalmente, disminuye la capacidad 
citotóxica de CTL (39), así como inhibiendo la maduración y presentación de antígeno de las DC (40). Además del 60
efecto sobre los linfocitos T, también tiene un efecto negativo sobre la función de los linfocitos NK uniéndose 
directamente a los receptores EP en la membrana de los linfocitos NK (41). Se ha demostrado que esto reduce la 
proliferación de linfocitos NK, la citotoxicidad y la migración, así como la inhibición de la secreción de IFN-gamma 
(42). Aunque se describen estos efectos negativos sobre los linfocitos NK, aún no está clara la manera en que la 
interferencia NK-DC se ve influida por PGE2.65
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De forma paradójica, el cóctel del "producto de referencia" para madurar DC ex vivo en los actuales ensayos clínicos 
contiene PGE2. Este cóctel produce un fenotipo de DC completamente maduras, con la capacidad de migrar in vitro
hacia un gradiente de quimiocinas CCL-19/21, lo que indica que podrían ser eficaces en la migración hacia los 
ganglios linfáticos (35). Sin embargo, los resultados clínicos muestran que esta capacidad migradora está limitada 
(43). Además, estas DC son malos productores de IL-12, necesaria para la polarización TH1 (44).5

Por lo tanto, puede concluirse que hay una gran necesidad de cócteles de maduración que sean mejores para 
producir DC maduras, en particular DC que puedan atacar a un tumor.

Sumario de la invención10

Se descubrió que una determinada combinación de agentes de maduración en un cóctel mejora de forma sinérgica 
la producción y maduración de células dendríticas. Esto puede usarse en la producción de vacunas basadas en 
células dendríticas para el tratamiento del cáncer y enfermedades infecciosas.

15
Por consiguiente, la invención se refiere a un método ex vivo para la producción de células dendríticas maduras, en 
el que las células dendríticas inmaduras se exponen a una composición que comprende FMKp e interferón-gamma 
en combinación con CL075 o poli IC en un medio de cultivo durante una cantidad de tiempo suficiente para obtener 
células dendríticas maduras y en el que las células dendríticas maduras se aíslan del medio de cultivo.

20
El cóctel de maduración como se describe en este documento también puede usarse como preparación 
farmacéuticamente activa en el tratamiento de seres humano o animales. Por tanto, la invención también se refiere a 
una composición que comprende FMKp e interferón-gamma en combinación con CL075 o poli IC para su uso en la 
inducción de una respuesta inmunitaria en un animal o ser humano. La solicitud también divulga células dendríticas 
maduras que se pueden obtener por el método de acuerdo con la invención.25

Leyendas de las figuras

Figura 1: Gráfico que muestra la influencia dependiente de la dosis de la adición de IL-12 para la producción de 
IFN-gamma de linfocitos Th1.30

Figura 2. Gráfico que muestra la producción de IFN-gamma por linfocitos NK después de 16 h de activación en 
sobrenadante de DC maduradas en diferentes cócteles clínicos.

Figura 3. Gráfico que muestra el efecto sinérgico sobre la producción de IL-12 tras la exposición de células 
dendríticas a IFN-gamma, FMKp y CL075.

Figura 4. Gráfico que muestra el efecto sinérgico sobre la producción de IL-12 tras la exposición de células 35
dendríticas a IFN-gamma, FMKp y CL075 en un único donador.

Figura 5. Gráfico que muestra el efecto sinérgico de la exposición de células dendríticas a IFN-gamma FMKp y 
CL075 en un ensayo de activación de NK.

Figura 6. Gráfico que muestra la producción de IFN-gamma por linfocitos citolíticos naturales en relación a 
diferentes factores de crecimiento.40

Figura 7. Gráfico que muestra la producción de IFN-gamma en un ensayo de polarización de linfocitos Th1 en 
relación a diferentes factores de crecimiento.

Figura 8. Gráfico que muestra un experimento individual que demuestra la sinergia sobre la producción de IL-12 
mediante la maduración de células dendríticas con IFN-gamma, FMKp y poli IC.

Figura 9. Gráfico que muestra la producción de interferón-gamma por los linfocitos T auxiliares en un ensayo de 45
polarización Th1 en relación a interferón-gamma, FMKp y poli IC.

Figura 10. Gráfico que muestra un resumen de ocho experimentos sobre la activación de linfocitos NK en 
sobrenadante de DC maduradas de forma diferente medida por producción de IFN-gamma.

Figura 11. Gráficos que muestran los resultados de una comparación de DC maduradas con FMKp/IFN-γ y 
LPS/IFN-γ.50

Descripción detallada de la invención

En primer lugar, se compararon varios cócteles de maduración. Se usaron DC maduradas con FMKp/IFN-gamma 
como referencia y DC maduradas con PGE2, TNF-alfa/± IL-6 e IL-1 beta (PGE2 DC) como controles. Estas últimas 55
DC se usan hasta ahora en la mayoría de estudios y ensayos clínicos. Las células dendríticas inmaduras (iDC) se 
cultivaron en presencia de FMKp e interferón-gamma (FI). Las DC maduras obtenidas de esta manera se llamaron 
FI-DC. Las características de las DC se analizaron a 3 niveles diferentes: Proliferación y polarización de linfocitos T 
auxiliares, producción de IL-12 por DC y activación de linfocitos citolíticos naturales. Se descubrió que un cóctel de 
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maduración que consistía en 10 μg/ml de FMKp y 500 U/ml de IFN-gamma además de 500 U/ml de IL-4 y 400 U/ml 
de GM-CSF funcionaba mejor (figura 2).

Posteriormente se analizó si se podían obtener DC que pudieran inducir cantidad incluso mayores de IL-12 y/o 
polarización Th1 mejorada y/o activación de linfocitos citolíticos naturales (NK) mejorada.5

Se descubrió que determinadas combinaciones de agentes de maduración proporcionaban un efecto sinérgico 
inesperado. En primer lugar, se pudo demostrar que la combinación de FMKp, IFN-gamma (FI) y CL075
proporcionaba ventajas inesperadas para los tres parámetros usados en este documento.

10
La figura 3 muestra el efecto sinérgico sobre la producción de IL-12 de FI más CL075. La figura muestra los 
resultaos promedio de 5 experimentos con una dosis fija de FMKp (dosis = 1 microgramo/ml) para FI-DC y una dosis 
fija de CL075 (dosis = 1 microgramo/ml). Se observó que la producción de IL-12 de DC inducidas con FI + CL075 
era mayor que la suma de la producción de IL-12 de las DC maduradas en cualquiera de los constituyentes 
individuales del cóctel.15

La figura 4 muestra los datos obtenidos con un único donador. La dosis de FMKp es variable, así como la dosis de 
CL075. La respuesta máxima que esperar debido a un efecto aditivo completo de los diversos agentes de 
maduración se indica con una línea horizontal en la figura 4. Está claro que la mayoría de las combinaciones de FI y 
CL075 mostraron un efecto sinérgico, es decir, más que la suma de las partes constituyentes.20

Este cóctel también proporcionó resultados sinérgicos en nuestro ensayo de activación de NK (figura 5). Está claro a 
partir de estos datos que la activación de NK por el sobrenadante de DC con FMKp/IFN-gamma + CL075 es superior 
a la activación con el sobrenadante de DC maduradas con FMKp/IFN-gamma o CL075 en solitario. La combinación 
de tres compuestos desencadena un efecto sinérgico sobre la activación de linfocitos NK. La figura 5 muestra un 25
experimento representativo que muestra la cantidad de IFN-gamma derivado de linfocitos NK después de 
estimulación durante una noche con el sobrenadante de DC maduradas con diversas dosis de FMKp y/o diversas 
dosis de CL075.

La figura 6 muestra la suma de 7 experimentos, que indica la cantidad de interferón-gamma producido por linfocitos 30
NK y demuestra que FI + CL075 es superior en la activación de linfocitos NK. FI en solitario induce la activación de 
linfocitos NK, pero mucho menos que la combinación. La dosis de FMKp usada fue 1 microgramo/ml, la dosis de 
CL075 usada fue 1 microgramo/ml. Estos datos también demuestran que no todas las activaciones del receptor de 
tipo Toll tienen un efecto sinérgico y que la respuesta es específica para CL075 (en este caso, se usa ARNmc40
como activador para el TLR idéntico como CL075). El cóctel de combinación de FI más CL075 también fue superior 35
en nuestro ensayo de polarización de linfocitos Th1, como se muestra en la figura 7).

También se descubrió que la combinación de poli IC y FMKp/IFN-gamma proporcionaba ventajas sinérgicas. La 
figura 8 muestra un experimento individual que demuestra la sinergia sobre la producción de IL-12 mediante la 
maduración de células dendríticas con FI más poli IC. Se usan diversas dosis de FMKp para las FI-DC y diversas 40
dosis de poli IC. La producción de IL-12 obtenida con la combinación de FI más poli IC es más que la suma de las 
partes constituyentes, lo que demuestra sinergia verdadera.

Se observó que la cantidad de IL-12 producida por DC es variable entre los donadores, pero que la sinergia está 
presente tanto en altos como en bajos productores de IL-12. Esto puede ser de extrema relevancia clínica ya que 45
también en pacientes con DC de baja producción de IL-12 la producción puede potenciarse por el método de la 
invención.

La combinación de FI más poli IC también demostró resultados sinérgicos en nuestro ensayo de polarización Th1, 
que se representan por la producción de interferón-gamma por los linfocitos T auxiliares (figura 9). Únicamente la 50
combinación de factores demuestra cantidades relevantes de IFN-gamma, lo que ilustra la polarización de linfocitos 
T auxiliares vírgenes en linfocitos Th1, una etapa crucial en la activación del sistema inmunitario.

La figura 10 muestra un resumen de ocho experimentos sobre la activación de linfocitos NK en sobrenadante de DC 
maduradas de forma diferente medida por la producción de IFN-gamma. La dosis de FMKp usada en esta ocasión 55
es 1 microgramo/ml. Se uso poli IC en combinación con IFN-gamma. La comparación del segundo grupo con el 
cuarto grupo y la línea de puntos (activación en sobrenadante de FI-DC) muestra que la presencia de la combinación 
de tres factores (FMKp, IFN-gamma y poli IC) es superior a otros dos factores cualesquiera en solitario o en 
combinación.

60
Por consiguiente, la invención se refiere a un método ex vivo para la producción de células dendrítica maduras, en el 
que las células dendríticas maduras se exponen a una composición que comprende FMKp e interferón-gamma en 
combinación con CL075 o poli IC en un medio de cultivo durante una cantidad de tiempo suficiente para obtener 
células dendríticas maduras y en el que las células dendríticas maduras se aíslan del medio de cultivo.

65
El cóctel de maduración como se describe en este documento también puede usarse como preparación 
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farmacéuticamente activa en el tratamiento de seres humano o animales. Por tanto, la invención también se refiere a 
una composición que comprende FMKp e interferón-gamma en combinación con CL075 o poli IC para su uso en la 
inducción de una respuesta inmunitaria en un animal o ser humano. La solicitud también divulga células dendríticas 
maduras que se pueden obtener por el método de acuerdo con la invención. La solicitud divulga una composición 
que comprende células dendríticas maduras que se pueden obtener por el método de acuerdo con la invención para 5
su uso en el tratamiento del cáncer y/o enfermedades infecciosas. En términos alternativos, la solicitud divulga un 
método para el tratamiento del cáncer y/o enfermedades infecciosas, en el que se administra una composición que 
comprende células dendríticas que se pueden obtener por el método de acuerdo con la invención a un sujeto que 
necesita dicho tratamiento. Como alternativa, la solicitud divulga un método para el tratamiento del cáncer y/o 
enfermedades infecciosas, en el que se administra una composición que comprende una combinación de IFN-10
gamma, FMKp y CL075 o poli IC a un sujeto que necesita dicho tratamiento.

Ejemplo 1: Generación de DC maduras

Se consiguió enriquecimiento de monocitos a partir de productos de leucocitaférisis de cinco voluntarios sanos 15
(aprobado por el Comité de Ética Médica de azM/ Maastricht University) por elutriación centrífuga a contracorriente 
usando la aplicación de enriquecimiento de monocitos del sistema de separación celular Elutra® (Elutra®, Gambro 
BCT Europa, Zaventem, Bélgica). La pureza de la fracción de monocitos enriquecidos excedía un 90% evaluada por
citometría de flujo. Los monocitos se congelaron a 50*10^6 células por vial. La recuperación después de la 
descongelación generalmente excedía un 50-70%.20

Después de la descongelación, los monocitos se diferenciaron durante 7 días en medio AIM-V sin suero (Gibco Life 
Technologies, Gaithesburg, MD, EE. UU.) a 2*10^6 células/ml complementado con IL-4 (2000 U/ml; Strathmann 
Biotech AG, Hannover, Alemania) y GM-CSF (400 U/ml; Berlex, Richmond, CA, EE. UU.). Después de 7 días, las DC 
inmaduras (iDC) se recogieron y cultivaron durante dos días adicionales en placas de 24 pocillos (Costar, Nueva 25
York, NY, EE. UU.) a 0,5 x 10^6 células por pocillo en cócteles de maduración.

Los cócteles de maduración usados en este documento contenían IL-4 (500 U/ml) GM-CSF (400 U/ml) e IFN-gamma 
(500 U/ml). Se complementaron con uno o más de los siguientes agentes: FMKp (que varía de 1-50 
microgramos/ml), ligandos de PRR (CL075 (0,1-10 microgramos/ml), poli IC lyovec (0,1-5 microgramos/ml) o poli IC 30
LMW (0,1-100 microgramos/ml). Un cóctel de maduración de referencia contenía PGE2, TNF-α/IL-6 e IL-1beta.

En el día 9, se recogieron los sobrenadantes de DC maduras (mDC) y se determinó la IL-12 por micromatriz de 
microesferas citométricas (BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica). Para la activación de NK se usó sobrenadante 
lavado. Por lo tanto, los cócteles de maduración se lavaron 6 h después de la inducción de la maduración y las 35
células se incubaron durante 42 h adicionales en medio AIM-V.

Ejemplo 2: Validación de sistemas de ensayo, proliferación de linfocitos T auxiliares.

En primer lugar, se configuró un sistema modelo que emplea células CD4+ vírgenes cocultivadas con DC. El sistema 40
de cultivo de las DC se describe en el ejemplo 1. En este experimento las DC se maduraron con FMKp e 
IFN-gamma. La adición de diferentes concentraciones de IL-12 recombinante a este cocultivo dio lugar a un 
aumento dependiente de la dosis de células agrandadas. Se observó que la presencia de FI-DC en solitario 
provocaba una cantidad aumentada de células en comparación con el control, en el que únicamente se cultivaron 
linfocitos T (sin DC e IL-12 adicional), como se muestra en la tabla 1. También se observó que el porcentaje de 45
células agrandadas respecto a la cantidad de células totales de células vivas aumentaba (tabla 1), lo que indica que 
la adición de IL-12 al cocultivo de FI-DC con linfocitos T CD4+ vírgenes induce la expansión de linfocitos T. Estos 
datos ilustran que la cantidad de IL-12 es de gran importancia para la estimulación de linfocitos T.

Tabla 1. Expansión de linfocitos T tras exposición a células dendríticas maduras por FMKp/IFN-gamma y diferentes 50
concentraciones de IL-12 recombinante. En el día cinco, las células se recogieron y analizaron por citometría de 
flujo.

Condición Cantidad de células agrandadas/cantidad total de células x 100 (%)
Linfocitos T (control negativo) 2,3
Linfocitos T+20 000 DC 18,5
Linfocitos T+20 000 DC+10 pg/ml de IL-12 14,6
Linfocitos T+20 000 DC+100 pg/ml de IL-12 21,5
Linfocitos T+20 000 DC+1000 pg/ml de IL-12 30,0
Linfocitos T+20 000 DC+10 000 pg/ml de IL-12 36,4

Se concluyó que la expansión de linfocitos T es dependiente de la concentración de IL-12 en un intervalo entre 10 y 55
1000 pg/ml de IL-12.

Ejemplo 3: Validación de sistemas de ensayo, polarización de linfocitos auxiliares T1.
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También se validó nuestra configuración experimental para determinar la polarización Th1. Para ese fin, se 
cocultivaron DC madurados en FMKp/IFN-gamma (FI) durante 24 h lavados (véase el ejemplo 2) con linfocitos T 
alogénicos (CD4+CD45RA+CD45RO-) vírgenes durante siete días, y se cuantificaron las citocinas específicas de TH 
en sobrenadante de cultivo en el día 1, 4 y 7 por CBA. El valor de IFN-gamma se presenta en la figura 1. De nuevo, 5
se añaden diversas cantidades de IL-12 recombinante al cocultivo. Esta figura demuestra que las FI-DC maduras 
por sí mismas no inducen la polarización T auxiliar, pero que se necesita IL-12 adicional. Estos estudios de 
complementación exógena demostraron que la necesidad de IL-12 para la polarización Th1 es cuantitativa en lugar 
de cualitativa, como se evidencia por una secreción dependiente de la dosis de la citocina Th1 y IFN-gamma.

10
Se aislaron linfocitos T CD4+ vírgenes de sangre periférica por separación de células inmunomagnéticas negativas 
usando un kit de aislamiento de linfocitos T CD4+ vírgenes, humanos (Miltenyi Biotec, Alemania) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. En resumen, se usó centrifugación en gradiente de densidad con Lymphoprep (Axis-
Shield, Oslo, Noruega) para aislar células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre completa fresca. 
Las PBMC se incubaron adicionalmente con un cóctel de anticuerpos biotinilados que se unen a todos los linfocitos 15
T que no son CD4+ y a linfocitos T de memoria. En una segunda etapa de incubación se añadieron microesferas 
antibiotina y la suspensión celular se añadió finalmente a una columna colocada en un campo magnético que da 
lugar a la reducción de las células marcadas magnéticamente. Los linfocitos T CD4+ vírgenes se recogieron en el 
flujo continuo. Para conseguir una mayor pureza se incubó el flujo continuo un segundo tiempo con anticuerpos 
biotinilados y microesferas. Los tiempos de incubación fueron dos veces tan largos como se indica en el manual. Las 20
CD4+CD45RA+CD45RO- aisladas excedieron un 98% de pureza.

Se evaluó la capacidad de DC maduradas de forma diferente de polarizar células CD4+ vírgenes cocultivando mDC 
junto con linfocitos T CD4+ vírgenes durante una semana. En el día -1 se recogieron las iDC, se transfirieron a una 
placa de 96 pocillos con fondo redondo (20 000 células/pocillo) y se maduraron con diferentes cócteles como se 25
describe en el ejemplo 1. Después de 24 h, se añadieron linfocitos T CD4+ vírgenes, autólogos (50 000 
células/pocillo) junto con 50 microgramos/ml de péptido de unión a pan-HLA-DR (PADRE; AGVAAWTLKAAA, SEQ 
ID NO: 1), que funciona como superantígeno. Durante toda una semana, cada día se recogió el sobrenadante y se 
congelo a -20°C para las mediciones de citocinas por micromatriz de microesferas citométricas (CBA; BD 
Biosciences). Además, las células se recogieron y lisaron en tampón RLT (que contiene betamercaptoetanol) y se 30
congelaron a -80°C para el aislamiento del ARN.

Ejemplo 4: Validación de sistemas de ensayo, activación de linfocitos citolíticos naturales (NK)

Se purificaron los linfocitos NK de capas leucocitarias (obtenidas del Centro de transfusión de sangre, Liege, 35
Bélgica) por separación de células inmunomagnéticas negativas usando un kit de aislamiento de linfocitos NK 
humanos (Miltenyi Biotec, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se hizo una modificación 
mínima respecto a los tiempos de incubación, que se ampliaron hasta 30 min. Los linfocitos NK aislados eran >95% 
CD56+CD3-.

40
Los linfocitos NK purificados se resuspendieron en medio sin suero y se pusieron a una densidad de 10*10^5 
células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se añadieron 50 μl de sobrenadante de cultivo sin células de 48 h 
(lavado después de 6 h) de DC maduradas de forma diferente. Como control negativo, se incubaron células en 
medio AIM-V en solitario. Todas las condiciones se ensayaron por triplicado. Después de 16 h de incubación a 
37°C/CO2 al 5%, se determinó la activación NK midiendo la producción total de IFN-gamma en el sobrenadante con 45
ELISA.

La figura 2 muestra la producción de IFN-gamma por linfocitos NK después de 16 h de activación en sobrenadante 
de DC maduradas en diferentes cócteles clínicos. La producción de IFN-gamma es un marcador de activación y se 
determinó por ELISA. Ensayo por parejas coincidentes de Wilcoxon: FI-DC (1 microgramo/ml de FMKp) frente a 50
cócteles clínicos y FI-DC (10 microgramos/ml de FMKp) frente a cócteles clínicos *, p<0.05. n = 8 (excepto
PGE2/TNF-α y FI 10 microgramos/ml: n = 6; LPSi/IFN-gamma: n = 7). Estos datos demuestran que FI-DC es la DC 
más óptima para activar linfocitos NK y que el fenómeno es de nuevo dependiente de la dosis (de FMKp). Mayores 
dosis (por encima de 10 microgramos/ml) no inducen activación de NK más fuerte (datos no mostrados).

55
Ejemplo 5: Comparación de DC maduradas con FMKp/IFN-γ y LPS/IFN-γ. A.

Secreción de citocinas derivadas de DC (IL-12, IL-10, IL-1β). Se maduraron iDC durante 48 h con cóctel de 
FMKp/IFN-γ a 2 concentraciones diferentes o con LPS/IFN-γ. Se obtuvo LPS 1 y 2 de 2 fabricantes diferentes y se 
añadieron a diferentes concentraciones. Se recogió el sobrenadante y se determinaron las citocinas por micromatriz 60
de microesferas citométricas. Los resultados se muestran en la figura 11A. Estos datos - producción de IL-1β -
demuestran que las DC en FMKp/IFNg son un tipo diferente de DC que las de DC en LPS/IFN-gamma.

Ejemplo 6: Capacidad de las DC maduradas en FMKp/IFN-γ y LPS/IFN-γ de inducir la polarización Th1.
65

Se determinó la capacidad de DC maduradas en FMKp/IFN-γ y LPS/IFN-γ de inducir la polarización Th1 en un 
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ensayo de polarización de linfocitos T CD4 vírgenes. Los linfocitos T CD4 vírgenes se cocultivaron con DC 
maduradas de forma diferente durante 7 días. Se controló la secreción de IFN-γ, una citocina característica de Th1, 
en el tiempo en el sobrenadante del cocultivo. Los resultados se muestran en la muestra 11B.

Ejemplo 7: C. Capacidad de activación de linfocitos NK de DC maduradas de forma diferente.5

Las DC se maduraron con cócteles de FMKp/IFN-γ o LPS/IFN-γ y se lavaron 6 h después de la inducción de la 
maduración. Los linfocitos NK se incubaron durante una noche con los sobrenadantes lavados y se determinó la 
activación de linfocitos NK midiendo su producción de IFN-γ. Los resultados se muestran en la figura 11C.

10
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REIVINDICACIONES

1. Método ex vivo para la producción de células dendríticas maduras, en el que se exponen células dendríticas 
inmaduras a una composición que comprende

5
(i) fragmentos de membrana de Klebsiella pneumoniae (FMKp), interferón-gamma (IFN-gamma) y el ligando del 
receptor de reconocimiento de patrones (ligando de PRR) CL075, o
(ii) FMKp, IFN-gamma y el ligando de PRR poli IC

en un medio de cultivo durante una cantidad de tiempo suficiente para obtener células dendríticas maduras y en el 10
que las células dendríticas maduras se aíslan del medio de cultivo.

2. Composición que comprende FMKp e interferón-gamma en combinación con (i) CL075 o (ii) poli IC para su uso en 
la inducción de una respuesta inmunitaria en un animal o ser humano.
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