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Resum

El sistema immunitari és una de les estructures més complexes del cos.
Aquesta complexitat no és supeérflua, siné que és totalment necessaria per
fer totes les tasques complicades a les quals fa front, com és el reconeixe-
ment i eliminacié d’'un ampli espectre de microorganismes i patogens, la
deteccio i destruccio de lesions oncologiques en un ampli rang de teixits
i, mentre porta a terme aquestes tasques, el manteniment de la tolerancia
periférica per mitja de la supressio de respostes perjudicials autoreactives
dirigides contra teixits sans. Des del seu descobriment, fet per R. Stein-
man i col-laboradors fa uns quaranta anys, les cél-lules dendritiques (CD)
s’han situat com uns elements clau en la direccié del sistema immunitari
per portar a terme les seves tasques. En aquesta revisio mostrem una visid
general sobre la biologia de les CD, els coneixements que se’n tenen fins al
moment, les seves possibles aplicacions terapeutiques per al tractament
de malalties i les incognites que encara queden per respondre en investi-
gacions futures.

Paraules clau: céllula dendritica, cél-lula presentadora d’antigen.

Introduccio

La comprensié del paper de les cellules dendritiques (CD) en la resposta
immunitaria ha estat un cami llarg que es va iniciar amb els treballs de
Steinman i col-laboradors amb la descripcié d’aquestes cél-lules 'any 1972.
Un treball exhaustiu de recerca durant gairebé quaranta anys sobre aquesta
poblacio cellular ha proporcionat un coneixement de la complexitat del sis-
tema que formen les CD i el seu paper primordial en la immunitat. Aquesta
revisié pretén proporcionar una visié general sobre alguns aspectes de la
biologia de les CD, el que se’n coneix actualment i les preguntes que encara
queden per respondre en investigacions futures.

Les CD son integrals en la iniciacio i regulacié de les respostes immu-
nitaries. Les CD pertanyen al grup de les cellules presentadores d’antigen
professionals, que tenen un paper essencial per regular la induccié d’im-
munitat contra patogens invasors i també en la induccié de tolerancia
contra antigens propis o no patogenics. Aquestes funcions aparentment
oposades les duen a terme les CD a causa de la seva plasticitat i adaptabi-
litat de resposta a diferents estimuls fisiologics i patogenics. Les CD estan
distribuides al llarg del cos i formen una xarxa refinada i complexa que
permet la comunicacié amb diferents poblacions de limfocits, i formen
una interfase entre 'ambient exterior i la resposta adaptativa del sistema
immunitari (vegeu la figura 1). Amb l'objectiu de proporcionar proteccid
contra la varietat de patogens han evolucionat diferents poblacions de CD, i
aquestes poblacions diferents estan especialitzades en el reconeixement de
diferents estructures associades als patogens, cosa que confereix una alta
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Present and future of dendritic cells

Summary

The immune system is probably one of the most complex cellular organi-
sations in the body. Its complexity is not superfluous; rather, it is necessary
to fulfil the complicated purpose of the immune system, namely: recog-
nition of the diverse repertoire of microorganisms and pathogens; the
detection of neoplastic lesions originating from a range of tissues; and,
while executing these tasks, the maintenance of peripheral tolerance by
suppressing detrimental responses against healthy tissues. Since they
were discovered by R. Steinman and co. nearly forty years ago, dendritic
cells (DCs) have emerged to be critical players in conducting the immune
response to fulfil these roles. Here, we provide a general overview of DCs,
what we currently know, their possible therapeutic applications and the
questions that remain unanswered for future research.

Key words: dendritic cells, antigen-presenting cells.

especificitat de resposta. Aquesta classificacio de les CD es va fer en funcié
del'expressié diferencial de molécules presents en la membrana. Les quatre
categories principals en queé es divideixen les CD sén: convencionals (cCD),
plasmacitoides (pCD), CD derivades de monocits i cél-lules de Langerhans
(vegeu la figura 1). Podeu trobar més informaci6 sobre aquesta classificacid
a Vazquez et al. (2012).

CD convencionals

Les CD convencionals estan especialitzades en el processament i presenta-
ci¢ d’antigens. Es poden agrupar en dues categories principals depenent de
lasevalocalitzacid en els teixits i de com recirculen en l'organisme utilitzant
les diferents vies migratories. La primera categoria de CD convencionals és
refereix generalment a les CD amb capacitat migratoria. Les CD convenci-
onals migren des del torrent sanguini cap als organs i teixits periferics, on
controlaran 'ambient i la presencia d’elements de perill, i posteriorment
migraran des dels teixits utilitzant els vasos limfatics aferents cap als gan-
glis limfatics locals per fer eficient la presentacié d’antigens capturats a la
periféria. Les CD amb capacitat migradora no es troben a la melsa, i la seva
preséncia esta restringida als ganglis limfatics (Liu i Nussenzweig, 2010).
Al contrari, les CD limfoides residents als teixits o als ganglis no provenen
d’altres teixits o 0rgans. Si no hi ha infeccio, les CD es troben en un estat
que es denomina immadur i que es caracteritza per una capacitat endoci-
tica elevada i nivells baixos d’expressié de molécules d’histocompatibilitat
(MHC II) quan es compara amb les CD activades o també denominades
madures. La seva localitzacid en els teixits limfoides les fa situades ideal-
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ment per detectar I'entrada d’antigens o patogens que es transporten a la sang
(Lundie et al., 2008).

CD plasmacitoides

Les CD plasmacitoides son el tipus cellular altament especialitzat en la pro-
duccié d’interferd de tipus I (IFN-a/p), i produeixen aquests tipus d’inter-
ferons en resposta a infeccions viriques principalment (Siegal et al., 1999).
Son cellules que es troben en un estat quiescent immadur, amb una amplia
distribucié en 'organisme, i son menys competents que les CD convencionals
en la fagocitosi i incorporacié d’antigens en forma soluble. Es troben presents
en el timus i els ganglis limfoides secundaris, perd rarament es localitzen
en teixits no inflamats o en els limfatics aferents. Malgrat tot, en condicions
d’inflamacid, les CD plasmacitoides migren i sacumulen en els teixits da-
nyats, i migren cap als ganglis limfoides locals, preferentment a través de les
venules de I'endoteli alt (Yoneyama et al., 2004).

CD derivades de monocits

Aquest tipus de CD s’indueix durant la resposta inflamatoria quan els mono-
cits circulants son mobilitzats rapidament als teixits i un cop alla poden dife-
renciar-se en cel-lules que tenen moltes caracteristiques prototipiques de CD
(vegeu la figura 2) (Naik et al., 2006). En resposta a factors de creixement com
el factor d’estimulador de granulocits-macrofags (GM-CSF) in vitro o lligands
dels receptors de tipus Toll (TLR) com LPS, o bacteris, es desenvolupa la gene-
raci6 de CD totalment diferenciades. A més, aquestes c¢l-lules adquireixen la
capacitat de presentar antigen, incloent-hi la capacitat de presentacié creuada
(Cheong et al., 2010). Per tant, es pensa que les CD derivades de monocits
constitueixen un reservori de cél-lules presentadores d’antigen professionals
que son reclutades durant el curs de les respostes immunitaries contra micro-
organismes i potencialment constitueixen un tipus cellular d’emergencia en
els casos d’inflamaci¢ aguda.

Céllules de Langerhans

Les cellules de Langerhans es troben a la pell i també tenen la capacitat de
migrar cap als ganglis limfatics on, com ja s’ha comentat préviament, tin-
dra lloc la presentaci¢ antigénica. A difereéncia de les CD convencionals, que
tenen la seva ontogenia a partir d’un precursor del moll d’os, les cellules de
Langerhans deriven de precursors mielomonocitics locals caracteritzats per
l'expressio del marcador Ly6C* present a la pell. Aquesta poblacié precurso-
ra sorigina a partir dels macrofags que infiltren la pell en les etapes inicials
del desenvolupament embrionari i que hi pateixen un procés proliferatiu en
l'epidermis al pocs dies després del naixement (Chorro, 2009). A més de les
quatre categories principals esmentades, és important també destacar les CD
del timus, que tenen unes caracteristiques particulars.

CD del timus

Les CD constitueixen una poblacié que esta en una proporcié molt baixa
en el compartiment hematopoétic del timus postnaixement en condicions
d’homeostasi. Les CD timiques son capaces de presentar els antigens d’'una
manera tolerogena (Steinman et al., 2003) als timocits doble positius per als
marcadors CD4 i CD8 i que han sobreviscut la seleccié positiva que té lloc al
timus. Depenent de la quantitat o qualitat dels senyals transmesos a partir del
receptor especific de les cel-lules T (TCR) durant aquesta interaccid, els timo-
cits autoreactius son eliminats per apoptosi (seleccié negativa), o bé dirigei-
xen la seva diferenciacié envers limfocits T reguladors naturals (CD4* CD25**
Foxp3*) o nTregs; els dos mecanismes descrits contribueixen a l'establiment
de la tolerancia central contra antigens propis (Brocker et al., 1997; Nossal,
1994; Meerwijk et al., 1997).
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4 Figura 1. a) Funcid i caracteritzacio de les cel-lules dendritiques.
b) Subpoblacions de cél-lules dendritiques i les seves relacions ontogéniques.

Els darrers treballs publicats donen suport a la idea que almenys part
de les CD plasmacitoides presents al timus i les CD convencional deriven in
situ a partir de progenitors mieloides comuns. Com el microambient timic
especific en els diferents ninxols predisposa la diferenciaci6 és una qiiestio
encara per resoldre.

CD tolerogenes

La implicacié de les CD en el manteniment de la tolerancia periférica va ser
considerada com una de les funcions importants portades a terme per les CD.
Es va demostrar que, en condicions no patogeniques, les CD immadures fago-
citen cossos apoptotics derivats del procés natural de regeneracio dels teixits
i, després de migrar cap als ganglis limfatics drenants, les CD presenten els
antigens propis silenciant respostes autoreactives dels limfocits T (Steinman
et al., 2000). Esta ben documentat el paper de les CD timiques en la induc-
ci6 de tolerancia contra antigens propis i nombrosos estudis han revelat els
mecanismes pels quals aquestes CD indueixen o mantenen la tolerancia. Les
CD tolerogenes poden ser immadures, resistents als estimuls maduratius o
activades de manera alternativa expressant nivells baixos de molécules de
presentacié d’antigens (MHC), una relaci6 baixa de molécules coestimulado-
res respecte als senyals inhibidors, i la manca de citocines que indueixen res-
postes inflamatories de tipus Th1 o Th17 (com és la IL-12p70, IL-23 0 TNF-a)
comparades amb les CD madures. A més, 'expressié de molecules amb una
activitat inhibidora de la resposta immunitaria i la secreci6 de citocines an-
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tiinflamatories (IL-10 i TGF-p) contribueix a la inducci6 de tolerancia. En
general, els mecanismes moleculars pels quals les CD desenvolupen la funcié
tolerogena inclouen: presentacid antigénica amb una coestimulacié inade-
quada (induccié d’anergia), presentacié de nivells baixos d’antigen en absén-
cia d’altres estimuls, produccié de citocines de tipus IL-10, TGF-B, TNF-a,
G-CSF i acid retinoic, expressio de receptors inhibidors (ILT3), expressio de
moleécules que indueixen la mort dels limfocits T (delecid) com és la indola-
mina-2,3-dioxigenasa (IDO), i també expressen molécules que poden induir
I’eliminacio dels limfocits T, com és la interaccio amb les molécules FAS o PD-
L1. Diverses evidencies donen suport al fet que les CD, a través dels mecanis-
mes esmentats, contribueixen a la tolerancia periférica limitant I'expansio de
cel-lules T autoreactives i per activacié de Tregs (Mellor i Munn, 2004; Munn
et al., 2005). De manera remarcable, el paper de les CD en el manteniment de
la tolerancia és dependent del seu estat maduratiu, ja que les CD immadures,
semimadures o madures tenen la capacitat d’expandir cel-lules Tregs in vitro
iin vivo (Albert et al., 2001; Lutz et al., 2000; Menges et al., 2002; Yamazaki
et al., 2003). Per tal, és recomanable denominar les CD com a immunogenes o
tolerogenes més en relacié amb la seva funcionalitat.

Alguns dels mecanismes indicats préviament han estat utilitzats per a
la generacié de CD tolerogenes amb objectius terapéutics. Per descomptat,
el potencial clinic de les CD tolerogenes en processos d’autoimmunitat i
trasplantaments es relaciona, en part, amb la capacitat de les CD d’induir
i expandir limfocits T reguladors que suprimeixen respostes immunitari-
es no desitjades. Un nombre d’estudis en ratolins demostra la generacié de
limfocits T especifics amb funcions reguladores per als antigens per mitja de
dirigir els antigens cap a les CD utilitzant receptors especifics en condicions
no estimuladores. En certes condicions les CD madures també son capaces
d’expandir aquestes Tregs que retenen la seva activitat supressiva i inhibeixen
el desenvolupament de diabetis en els ratolins NOD. Les propietats toleroge-
nes de les CD immadures han estat estudiades en voluntaris humans sans, i
s’han aportat proves experimentals que la tolerancia especifica d’antigen es
pot aconseguir en humans utilitzant aquesta aproximacié (Dhodapkar et al.,
2001). In vitro, diversos agents —dexametasona, vitamina D3, acid retinoic
0 IL-10— s’han utilitzat per generar CD resistents a la maduracié quan es
deriven a partir de monocits (vegeu la figura 1). Malgrat tot, només un estudi
clinic ha aprofitat les propietats tolerogenes de les CD utilitzant seqiiencies
antisentit per als receptors CD40, CD80 i CD86 per tractar pacients amb dia-
betis (Giannoukakis et al., 2001).

CD en les infeccions viriques

Un gran nombre de patogens virics poden infectar les cél-lules del sistema
immunitari, particularment les CD i macrofags, i reduir o fins i tot com-
prometre la capacitat immunogena de I'hoste infectat. Les CD responen de
manera molt rapida i eficient als estimuls derivats d’infeccions microbianes,
inflamatories i danys tissulars, en provoquen la maduracio funcional i n’afa-
voreixen la interaccio amb limfocits T (Reis e Sousa ef al., 2001). La manera
per la qual diferents virus interaccionen amb les CD i la seva funcié depén
tant del tipus de virus com la subpoblacié de CD involucrada (Diebold et al.,
2003; Montoya et al., 2005). En contrast, el resultat final d’aquesta interacci6
és menys dependent de la capacitat del virus de replicar en la CD. Un aspecte
important és com aquests antigens virics sén presentats als limfocits T per
les CD infectades.

Adrecament d'antigens cap a les CD

La identificacié de les CD com a céllules clau en la immunitat adaptativa
mitjangada per limfocits T i B en va promoure la possible utilitzacié com a
adjuvants en les estratégies de vacunaci6 dirigides per induir respostes es-
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pecifiques de timus enfront antigens tumorals i virics. En general, aquestes
estratégies consisteixen en laillament de les CD dels pacients, que després
son carregades amb els antigens tumorals/virics d’interes, i posteriorment se
n’indueix la maduracié in vitro utilitzant diferents estimuls i de manera pre-
via ala transferéncia en el pacient. Una estratégia més directa consisteix en la
carrega in vivo o adrecament dels antigens a les CD a través dels seus recep-
tors de superficie. Ralph Steinman i col-laboradors identificaren i utilitzaren
DEC205, un receptor de lectines de tipus C (CLR) que esta altament expressat
enles CD, per al'adregament d’antigens in vivo. El receptor DEC205 es recicla
mitjangant compartiments endosomics i lisosomics, i permet una presenta-
cié d’antigens molt eficient (Jiang et al., 1995). Aquests autors van demostrar
que les proteines podien ser dirigides cap a DEC205 i que aix0 millorava en
gran mesura la presentacié d’antigens a les cellules CD4+ i CD8+ in vivo.
Aquesta estratégia es va provar en ratolins mitjangant la incorporacio de la
proteina de 'ovoalbiimina (OVA) en un anticos monoclonal contra DEC205, i
es va avaluar la capacitat de dirigir in vivo els antigens a les CD per millorar la
immunitat. Aquest adrecament d’anti-DEC-205:0VA a les CD induia una res-
posta objectiva que significava de quatre a set cicles de divisio de les céllules T
en condicions basals. Amb tot, els investigadors van observar que els clons de
limfocits T generats eren eliminats i els ratolins no responien a les estimulaci-
ons posteriors amb OVA. En canvi, I'tis simultani d’un estimul maduratiu per
a les CD, com és anti-CD40, juntament amb anti-DEC-205:0VA, induia una
forta immunitat que provocava l’activacio de limfocits T citolitics CD8+, que
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produeixen grans quantitats d’interleucina 2 i interferd y. Aixi, van trobar
que DEC-205 ofereix un mecanisme util basat en un receptor expressat en les
CD per processar proteines per presentar-les en MHC de classe I in vivo amb
un doble vessant, que pot conduir a la induccié de tolerancia en condicions
basals o a una resposta immunitaria potent després de la maduracié de CD
(Bonifaz et al., 2002). Steinman et al. van demostrar que mitjangant DEC205
es podia induir una resposta de limfocits CD4+ forta i protectora, que pot
millorar leficacia de la vacunaci6 en si mateixa o en combinacié amb altres
aproximacions terapeutiques (Trumptheller et al., 2006). Per estendre la seva
troballa als humans, els investigadors van acoblar la proteina p24 gag del VIH
als anticossos anti-DEC205 i van avaluar la presentaci6 d’antigens als limfo-
cits T CD8+ humans. Van observar que les CD «carregades» d’antigen via
DEC205 podien presentar als limfocits T diversos peptids diferents derivats
d’una sola proteina. Aquest fet orientava una futura prova de carrega de CD
amb antigens VIH fusionats amb DEC205 (Bozzacco, 2007; Trumptheller et
al., 2008). Quan s’administra juntament amb adjuvants de tipus RNA sin-
tetic de doble cadena, poli-IC o el seu analeg poli-ICLC, la proteina de fusi6
gag-p24-antiDEC205 es va mostrar com a altament immunogena en ratolins
imacacos, i esta en curs el seu us com a terépia en voluntaris sans (revisat en
Trumptheller et al., 2012).

Terapies basades en CD per al tractament

de les infeccions viriques

Les propietats de les CD com a cél-lules professionals de la presentacié d’an-
tigens n’han potenciat I'tis en la vacunacio en diferents contextos patologics.
Tot i que la majoria d’aquestes aplicacions s’han relacionat amb la induccié de
la immunitat antitumoral (Melief et al., 2008), les infeccions viriques croni-
ques també poden beneficiar-se dels avantatges de les CD com a inductores de
la immunitat. Sha descrit que, entre d’altres mecanismes, alguns virus —en
especial els que promouen infeccions croniques— poden impedir la immu-
nitat antivirica mitjancant el bloqueig d’algunes propietats funcionals de les
CD (Beckebaum et al., 2002; Engelmayer ef al., 1999). Aquesta accid pot ser
directa —infecci virica de la CD mateixa— o bé per mecanismes indirectes,
com ara la interaccid dels productes virics amb receptors o proteines produi-
des per les CD. Els pacients afectats per infeccions croniques sovint presenten
respostes de limfocits T insuficients, sobretot les del subtipus Th1, que son les
responsables dels efectes antivirics més potents (Rehermann i Nascimbeni,
2005). La manca d’una funcid correcta de les CD enfront d’una infecci6 virica
ha permes hipotetitzar que les estratégies basades en 'administracié de CD
totalment competents pot ser capag d’activar les cel-lules T amb activitat an-
tivirica adequada. I aixi ho han demostrat els estudis duts a terme en models
animals (Ludewig et al., 1998). De fet, sha demostrat que en alguns casos
la vacunaci6 amb CD és I'estratéegia més adequada per trencar la tolerancia
(manca de resposta) contra els antigens virics (Shimizu et al., 1998). Pel que
fa als estudis en humans, tot i que les CD obtingudes directament de la sang
de pacients amb infeccions croniques causades per virus com el VIH, VHB o
VHC poden presentar algun deteriorament fenotipic o funcional, s’han de-
senvolupat protocols que permeten diferenciar CD funcionals derivades de
monocits d’aquests pacients. Estudis in vitro utilitzant aquests tipus de CD
han demostrat que poden activar respostes de cél-lules T contra antigens vi-
rics, i aix0 suggereix que aquesta estratégia pot ser util en aquests individus
(Echeverria et al., 2011; Huang et al., 2009). D’acord amb aquesta observacio,
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s’han iniciat diversos assajos clinics que utilitzen les CD en vacunaci6 enfront
de les infeccions viriques. La infeccié per VIH és el camp amb més assajos
clinics de vacunacié terapeutica antivirica basada en CD (revisat en Garcia i
Routy, 2011). Aquests assajos es caracteritzen per la seva heterogeneitat, tant
en el disseny de I'assaig com en el procés de generacié de les CD. Encara que
la majoria utilitzen CD derivades de monocits i diferenciades amb GM-CSF i
IL-4 (vegeu la figura 1), mostren diferéncies importants com ara la inclusi6 de
diversos tipus d’antigens (virus, proteines recombinants, péptids), aixi com
diferents estratégies de carrega dels antigens i diferents estimuls de madura-
cié. Amb tot, en conjunt aquests assajos clinics han demostrat que la vacuna-
ci6 amb CD és segura en aquests pacients, ja que només mostren efectes se-
cundaris locals de manera ocasional, i aix0 corrobora els resultats obtinguts
en els tractaments de pacients amb cancer. Pel que fa a la immunogenicitat,
la vacunaci6é amb CD va induir cel-lules T del perfil Th1 capaces de reconeixer
antigens virics en la majoria d’assajos. No obstant aixo, només en alguns ca-
sos es va observar un efecte clinic, amb algunes disminucions significatives
pero poc importants (un log) dels valors de carrega virica. Altres camps en
que s’ha assajat la vacunacié amb CD s6n les infeccions croniques causades
pel VHB, VHC, el VPH i EBV, encara que en aquests casos hi ha encara pocs
estudis reportats (Akbar ef al., 2011; Gowans ef al., 2010; Lin et al., 2002;
Santin et al., 2008). Pel que fa al cas especific de la terapia del VIH, aquests
protocols han demostrat ser segurs, ja que no s’han descrit efectes toxics sig-
nificatius. També en aquests casos es van induir o potenciar les respostes an-
tiviriques de cellules T després de la vacunacio. Amb tot, els resultats clinics
obtinguts son modestos, amb respostes cliniques detectables només en una
minoria dels pacients vacunats. A causa del reduit nombre d’assajos clinics, i
sobretot de les diferéncies en els procediments de disseny i experimentals, no
podem obtenir conclusions solides respecte al seu efecte antiviric. No obstant
aixo, els resultats actuals son prometedors i justifiquen el desenvolupament
d’assajos addicionals per determinar I'eficacia de les vacunes de CD com a
terapies antiviriques.

Perspectives de futur

Avui sabem que una complexa xarxa de subtipus de CD (convencionals, plas-
macitoides...) contribueix de manera diferent pero coordinada a la induccié
de respostes immunitaries i al manteniment de la tolerancia. El repte de futur
sera determinar la contribucié de cada subtipus de CD a aquests processos,
entendre els canvis que sofreixen aquests subtipus cel-lulars quan sén induits
en condicions d’inflamacid, i que garanteixen la mobilitzaci6 i activacié de
cada un dels precursors de CD, i també desxifrar les interaccions d’aquestes
CD amb altres cel-lules del sistema immunitari.

Les CD han estat considerades com a candidats ideals per usar-les en
protocols de vacunaci6 especifics, perd després de més de dues decades d’in-
vestigacié aquest punt continua sent encara una promesa i no una realitat. No
obstant aixo, la investigacié ha permes arribar a un punt en queé laplicacié
clinica s’ha convertit en una possibilitat real. El ritme frenetic de la inves-
tigacié immunologica, junt amb el fet que un gran nombre de malalties hu-
manes tenen un clar component immunitari o inflamatori, suggereix que les
aplicacions previstes fins ara sampliaran molt probablement en el futur, i ens
conduiran a nous horitzons que encara ens sén desconeguts.
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