ARTICULO DE INVESTIGACION ORIGINAL

Frente. Immunol., 02 de agosto de 2019

| https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01814

Anticuerpo anti-CXCR4
combinado con células
asesinas naturales
activadas y expandidas
para la inmunoterapia con
sarcoma

Maria Vela *,  David Bueno ',  Pablo Gonzalez-
Navarro '*,  Ariadna Brito', Lucia Fernandez:, Adela

Escudero+, Jaime Valentin', Carmen Mestre-Duran ',

Marina Arranz-Alvarez * , Rebeca Pérez de Diego ¢,  Marta

Mendiola **, José Juan Pozo-Kreilinger >"y Q_Antonio Pérez-
Martinez 2"

1 Investigacion traslacional en oncologia pediatrica, trasplante hematopoyético y
terapia celular, Instituto de Investigacion en Salud del Hospital La Paz (IdiPAZ),
Madrid, Espana.

= Departamento de Hemato-Oncologia Pediatrica, Hospital Universitario La Paz,
Madrid, Espana.

s Unidad de Investigacion Clinica de Malignidades Hematologicas H120-CNIO,
Centro Nacional de Investigacion del Cancer (CNIO), Madrid, Espana.

+ Unidad de Oncologia Pediatrica Molecular, Instituto de Genética Médica y
Molecular (INGEMM), Hospital Universitario La Paz, Madrid, Espafia.

s Biobanco del Hospital La Paz Instituto de Investigacion en Salud (IdiPAZ),
Madrid, Espana

s Laboratorio de Inmunogenética de Enfermedades Humanas, Instituto de
Investigacion en Salud del Hospital La Paz (IdiPAZ), Madrid, Espana.

7 Grupo de Inmunidad Innata, Instituto de Investigacion en Salud del Hospital La
Paz (IdiPAZ), Madrid, Espana.

s CIBER de Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Madrid, Espana

s Patologia Molecular y Objetivos Terapéuticos, Instituto de Investigacién en Salud
del Hospital La Paz (IdiPAZ), Madrid, Espana.

w0 Seccion de Patologia Molecular, Instituto de Genética Médica y Molecular
(INGEMM), Hospital Universitario La Paz, Madrid, Espafia.


https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.01814
https://www.frontiersin.org/people/u/172820
https://www.frontiersin.org/people/u/703837
https://www.frontiersin.org/people/u/89019
https://www.frontiersin.org/people/u/775344
https://www.frontiersin.org/people/u/775344
https://www.frontiersin.org/people/u/385562
https://www.frontiersin.org/people/u/75436
https://www.frontiersin.org/people/u/75436
https://www.frontiersin.org/people/u/172820
https://www.frontiersin.org/people/u/703837
https://www.frontiersin.org/people/u/89019
https://www.frontiersin.org/people/u/775344
https://www.frontiersin.org/people/u/385562
https://www.frontiersin.org/people/u/75436

o uServicio de Patologia, Hospital Universitario La Paz, Madrid, Espana.

o = Departamento de Pediatria, Universidad Autébnoma de Madrid (UAM), Instituto
de Investigacion Sanitaria del Hospital Universitario La Paz (IdiPAZ), Madrid,
Espana.

El sarcoma es una de las formas mas graves de cancer pediatrico
y las terapias actuales -quimioterapia y cirugia- no logran
erradicar la enfermedad en la mitad de los pacientes. Los
estudios preclinicos que combinan nuevos enfoques
terapéuticos pueden ser utiles para disenar mejores

terapias. Por un lado, se sabe que la expresion de CXCR4 esta
implicada en la progresion del rabdomiosarcoma, por lo que
analizamos las recaidas y los tumores de rabdomiosarcoma
resistentes a la quimioterapia de pacientes pediatricos y
descubrimos que tenian niveles particularmente altos de
expresion de CXCR4. Ademas, en los ensayos in vitro , el
anticuerpo de bloqueo anti-CXCR4 (MDX1338) redujo de
manera eficiente la migracion y la invasion de las células de
rabdomiosarcoma alveolar RH30. Por otro lado, la terapia con
células asesinas naturales activadas y expandidas (NKAE)
mostro una alta citotoxicidad contra las células de sarcoma in
vitroe inhibié completamente la implantacion del tumor
RH30 in vivo . Solo la combinacion de los tratamientos
MDX1338 y NKAE suprimi6é completamente la metastasis en
ratones. En este estudio, proponemos un nuevo enfoque
terapéutico basado en el anticuerpo de bloqueo anti-CXCR4 en
combinacion con la terapia con células NKAE para prevenir la
implantacion de tumores de rabdomiosarcoma y metastasis
pulmonares. Estos resultados proporcionan la primera
evidencia de la eficacia de esta inmunoterapia combinada para
prevenir la diseminacion de la enfermedad de sarcoma.

Introduccion

Los sarcomas afectan principalmente a nifios y adultos jovenes. Casi la
mitad de los nifios con tumores solidos, como el rabdomiosarcoma, el
osteosarcoma y el sarcoma de Ewing, tienen una enfermedad
progresiva a pesar del tratamiento agresivo. El prondstico es
particularmente malo para los pacientes con enfermedad metastasica,
en al menos dos tercios de los cuales la enfermedad progresa ( 1 -


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#B1

3 ). Por lo tanto, se requieren urgentemente nuevos enfoques
terapéuticos que pasen por alto los mecanismos celulares de resistencia
a los medicamentos, particularmente para pacientes con caracteristicas

de alto riesgo.

Las quimiocinas que interacttian con los receptores de quimiocinas
expresados por metastasis de las células tumorales juegan un papel
crucial en la direccion de las células migratorias hacia 6rganos
secundarios. Esto esta bien documentado para la quimiocina CXCL12 y
el receptor 4 de quimiocina CXC (CXCR4). Miiller y col. descubrié un
eje de referencia CXCL12-CXCR4 en metéastasis de cancer y demostré
la migracion preferencial de células de cancer de mama que expresan
CXCR4 hacia extractos de proteinas del pulmoén, que tiene altos niveles
de expresion de CXCL12 ( 4 ).

La unién de CXCL12 a CXCR4 estimula el flujo de calcio intracelular,
activa las vias de senalizacion de AKT y ERK, y regula al alza la
formacién de adherencias focales, aumentando en Gltima instancia la
migracion a lo largo de gradientes de quimiocinas secretadas y
expresadas localmente ( 5 ). También conduce a la transcripcion de
genes que promueven la supervivencia y proliferacion celular. CXCR4
se encuentra en varios tejidos y se expresa predominantemente en
células hematopoyéticas, incluidas las células B y T, monocitos,
macrofagos, células asesinas naturales (NK) y dendriticas, y en
células progenitoras de médula 6sea CD34 + ( 6 ). CXCR4 también se
expresa débilmente en células endoteliales y epiteliales, astrocitos y

neuronas (7, 8).

Khune y col. (Bristol-Myers Squibb) desarroll6 recientemente un
anticuerpo monoclonal completamente humano (mAb), MDX1338 /
ulocuplumab, especifico para CXCR4 humano ( 9 ). MDX1338 es un
mAD de alta afinidad que bloquea la unién de CXCL12 a CXCR4,
inhibiendo asi la proliferacién y migracion celular promovida por esta
union. Se ha demostrado que el tratamiento con MDX1338 induce
apoptosis in vitro y actividad antitumoral in vivo en canceres
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hematolégicos. MDX1338 es un mAb isotipo IgG4. Por lo tanto, no
media la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Su
efecto proapoptotico esta asociado con la produccion de especies
reactivas de oxigeno y no requiere activacién de caspasa, como se

describe en un modelo de leucemia linfocitica cronica ( 10 ).

Se sabe que las células inmunes reconocen y matan las células
tumorales, lo que sugiere que podrian usarse en el tratamiento contra
el cancer. Las células NK matan las células madre cancerosas y las
células genotoxicamente alteradas con un alto grado de precision, pero
son tolerantes con las células sanas. Estas propiedades sugieren que
podrian ser buenos efectores terapéuticos para todas las formas de
cancer, incluidas las metastasis ( 11 ). Fujisakiy col. (12 ) e Imai e
Iwamoto ( 13) informaron que la linea celular de leucemia K562
modificada genéticamente para expresar ligando de interleucina (IL) -
15y 4.1-BB unida a membrana (K562-mb15-41BBL) activa
especificamente las células NK humanas, conduciéndolas al ciclo
celular para generar NK altamente citotoxica Células. Ademas, el
método de estimulacion K562-mbi5-41BBL ya se ha ampliado a
condiciones de grado clinico a gran escala de acuerdo con las pautas de
buenas préacticas de fabricacion clinica, para la produccién de grandes
cantidades de células NKAE altamente citotéxicas y ensayos clinicos
aprobados por la FDA ya estan en marcha en pacientes con canceres

hematolo6gicos y tumores solidos infantiles.

Nuestro equipo ha liderado cinco ensayos clinicos con inmunoterapia
con células NK adoptivas en pacientes con tumores so6lidos refractarios
pediatricos (NCT01337544), leucemia / linfoma agudo recidivante o
refractario (NCT01944982 y NCT02074657), leucemia mieloide aguda
(NCTo02763475) o mieloma multiple (NCT02481934). Nuestros
resultados muestran que es una terapia prometedora y viable ( 14 - 16
de ). En base a nuestra experiencia con la terapia con células NKAE,
planteamos la hipotesis de que el mAb MDX1338 antimetastasico y la
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terapia con células NK citotoxicas tendrian efectos complementarios,
aumentando asi la eficacia de la estrategia terapéutica.

Analizamos la expresion de CXCR4 en muestras tumorales de
pacientes con rabdomiosarcoma pediatrico. Presentamos datos
preclinicos que muestran la capacidad de la terapia con células NKAE
para matar células de sarcoma y del mAb MDX1338 para inhibir la
migracion e invasion de células de sarcoma CXCR4 +in vitro . También
utilizamos un modelo ortot6pico de rabdomiosarcoma alveolar para
evaluar los efectos antitumorales y antimetastasicos complementarios
de la inmunoterapia combinada NKAE + MDX1338 in vivo .

Materiales y métodos
Determinacion de la expresion de CXCR4 en
muestras de pacientes por inmunohistoquimica

Se obtuvieron muestras humanas después del consentimiento
informado del paciente de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica del Hospital de La
Paz (PI-2295).

Para la inmunohistoquimica tumoral CXCR4, los portaobjetos
tumorales fijados con formalina e incluidos en parafina se
desparafinaron, hidrataron, tineron con mAb CXCR4 humano
(dilucién 1:10; clon 44716; sistemas de I + D), sistema de visualizacion
EnVision FLEX + (raton, pH alto, Agilent) y hematoxilina
contratenida. La especificidad del anticuerpo se confirmé por
inmunotincién de tejido amigdalar. Al porcentaje de células
tumorales CXCR4 + se le asign6 una puntuaciéon entre oy 5, y la
intensidad de tincién una puntuacion entre 0 y 3. Se agregaron estos 2
valores. Tanto la tincion citoplasmatica como la nuclear fueron
evaluadas e igualmente ponderadas para producir la puntuacion final
de tincion.

Cultivo de células

Las lineas celulares 143B (CRL-8303), MG-63 (CRL-1427) y A673
(CRL1598) eran de la American Type Culture Collection. RH30 (ACC-



489) era del Leibniz-Institut DSMZ. A4573 y CW9o019 fueron amables
obsequios del Dr. Javier Alonso (Instituto de Salud Carlos III) y el Dr.
Josep Roma (Instituto de Investigacion Vall d'Hebron),

respectivamente.

Las células bioluminiscentes RH30 (RH30-GFP-Luc) se generaron por
infeccién con un lentivirus recombinante que codifica proteina
fluorescente verde (GFP) y luciferasa de luciérnaga (Luc) bajo el
promotor EF1a y con marcador de neomicina (Amsbio). Las células
infectadas que expresan altos niveles de GFP se aislaron mediante
clasificacion celular activada por fluorescencia, se clonaron,
expandieron y se usaron para ensayos de bioluminiscencia in vivo . La
cinética del crecimiento celular RH30-GFP-Luc fue similar a la de las
células RH30 parentales y retuvieron la expresion de CXCR4 en la

superficie.

Las células se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Lonza) suplementado con suero bovino fetal inactivado por
calor al 10% (FBS, Gibco), L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U / mly

estreptomicina 50 pg / ml (medio completo )

Activacion y expansion de células NK

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes
sanos se aislaron por centrifugacién sobre un gradiente de densidad
(Ficoll-Paque, GE Healthcare) (400 g, 30 min).

La linea celular K562-mbIL15-41BBL genéticamente modificada,
amablemente proporcionada por el profesor D. Campana (Universidad

Nacional de Singapur) fue irradiada con 100 Gy.

Las células NKAE se obtuvieron cocultivando las PBMC del donante
con células K562-mb15-41BBL irradiadas en una proporcion 1: 1,5 mas
100 U / ml de IL-2 (Miltenyi) durante 14-21 dias en medio de
crecimiento de células madre (SCGM, Cellgenix ) suplementado con
10% de suero humano AB (Sigma). Se anadi6é medio fresco cada 2-3
dias a una concentracion final de 1 x ¢ células / ml. El porcentaje y el



fenotipo de las células NK (CD3 -, CD56 + ), las células T (CD3 -, CD56 -
) y las células NKT (CD3 +, CD56 + ) se controlaron semanalmente
mediante citometria de flujo (Navios, Beckman Coulter) ( Figura 1

complementaria ) . En la tabla complementaria 1 se proporciona una

lista de anticuerpos marcados utilizados en este estudio .

Determinacion de la expresion de CXCR4 en
lineas celulares de sarcoma mediante citometria
de flujo y qRT-PCR

Para la tincion, se centrifugaron 2 x 10 s células / pocillo en placas de
96 pocillos con fondo en V y se lavaron con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS, Lonza) que contenia albiumina de suero bovino al
0,5% (Lonza), FBS al 1% y azida de sodio al 0,1% . La unién no
especifica se bloque6 preincubando las células con 40 pg / ml de IgG
de rata (Sigma; 100 pl de volumen final, 20 min, 4 ° C). Las células se
incubaron con mAb anti CXCR4-APC (BD Pharmingen; clon 12G5) o
mAb con isotipo compatible (30 min, 4 ° C). Las muestras se

analizaron en un citometro Navios (Beckman Coulter).

Para qRT-PCR, se obtuvo ARN de cultivo celular usando RNeasy Mini
Kit (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El nivel de
expresion relativa de ARNm que codifica CXCR4 humano se determiné
por RT-PCR cuantitativa usando la expresion del gen GUS como
control interno. E1 ADNCc se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN total con
el sistema de sintesis de primera hebra Superscript IV (Invitrogen). El
ADNCc se amplifico por duplicado con cebadores para CXCR4 humano
(Hs00237052_m1, Applied Biosystems) y para GUS humano (Fw: 5'-
GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT - 3/, Rv: 5'-
CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA -3 7;
CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA [TAMRA] -3 ’; todo de
Sigma). La amplificacion (1 ciclo: 50 ° C durante 2 min, 95 ° C durante
10 min; 50 ciclos: 95 ° C durante 15 s, 60 ° C durante 1 min) se
monitorizo utilizando el Roche LightCycler 480. La expresion relativa
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se analizo utilizando 2 -acrmétodo, donde ACT = (gen Ct de interés-
control interno Ct).

Ensayos de citotoxicidad mediada por células

Las células diana NKAE y RH30-GFP-Luc se cultivaron conjuntamente
(4 h) a las proporciones indicadas en DMEM-FBS al 10%, luego se
tifieron con 7-AAD (10 min, 4 ° C) y se analizaron por citometria de
flujo. La activacion de las células 7-AAD + dentro de

la poblacion GFP -+ indico la proporcion de células objetivo muertas. La
destruccion especifica se calculd6 como 100 x [(% de células objetivo
muertas en la muestra—% de células objetivo espontaneas muertas) /
(100—% de células objetivo espontaneas muertas)]. Las células objetivo
incubadas sin células efectoras se usaron para evaluar la muerte celular

espontanea. En la Figura 2 complementaria , las células RH30-GFP-

Luc se incubaron previamente con MDX1338 o mAb de control de

isotipo IgG4 (30 min, 100 pg / ml) antes del ensayo.

Ensayos de migracion celular e invasion

Las células se incubaron en tamp6n muerto de hambre (DMEM-1%
FBS) durante 24 h. A continuacién, se suspendieron 2 x 10 s células en
80 ul de tampodn de migracion (DMEM-1% albimina de suero humano,
Grifols) y se colocaron en el compartimento superior de placas de
pocillos de 96 pocillos (tamafio de poro de 8,0 um, Neuroprobe). El
compartimento inferior se llené con 300 pul de: tampdn de migracion
solo (medio no acondicionado), tampoén de migracion con 100 ng / ml
de CXCL12 (sistemas de I + D) o tampo6n de migracion con 10% de
FBS. En los ensayos de invasion, el compartimento superior de la

membrana se revistio con 20 ul de Matrigel (Corning) a 0,2 mg / ml.

Después de 48 h de incubacién para permitir que las células migren /
invadan a través de la membrana, las células que quedan en la cara
superior de la membrana se eliminaron con un hisopo de algodon,
mientras que las células en el lado inferior de la membrana se fijaron
con metanol y se tifieron. con cristal violeta. Después de lavar con PBS,

se determind el nimero de células migratorias / invasoras usando un
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microscopio Carl Zeiss Axiovert 200. Se contaron cuatro campos por
P0OZz0 a 200X.

Para los experimentos de neutralizacion de migracién / invasion, se
mezclaron 10 s células RH30 con la concentracion final indicada de
mADb anti CXCR4 MDX1338 o mAb IgG4 de control en un volumen
final de 90 pl de tampo6n de migraciéon y se procedié como se indico

anteriormente. En la Figura complementaria 2 , también se agregaron

500,000 células NKAE (relacion efector: objetivo, E: T = 5: 1) en el

poZo superior.

Ensayos de xenoinjerto

Los ratones NSG (NOD.Cg-Prkdc s Il2rg mwi / SzJ, Charles River
Laboratories) se mantuvieron en las instalaciones para animales del
Instituto de Investigacion Biomédica Alberto Sols. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Area de Proteccién Animal de
la Comunidad de Madrid (PROEX 220/16) y el Comité de Etica del
CSIC.

Para el in vivo modelo de metéstasis, se inocularon 6 semanas de
ratones hembra de edad por via intravenosa (iv) con 0,5 x 10 s células
RH30-GFP-Luc en dia se establecieron 0. Cinco grupos de tratamiento
(5 ratones / grupo): no tratado; control de isotipo IgG4 mAb; mAb anti
CXCR4 MDX1338; Células NKAE; y células MDX1338 + NKAE. Los
anticuerpos se inocularon por via intraperitoneal (ip), 15 mg / kg, dos
veces por semana durante 3 semanas. Células NKAE se administraron

iv, 5 x 10 s células / raton, una vez a la semana durante tres semanas.

Los tumores luminiscentes se monitorizaron semanalmente durante 35
dias. Brevemente, se administr6 D-luciferina (150 mg / kg; Perkin
Elmer) ip 10 minutos antes del analisis. Durante las imagenes, los
ratones fueron anestesiados con isoflurano en una camara a prueba de
luz usando un IVIS-Lumina II (Caliper Lifesciences). El tiempo de
exposicion fue de 180 s. Se us6 Living Image v4.5.2 (Perkin Elmer)
para cuantificar los datos y producir imagenes de pseudocolor.
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Histologia e identificacion de micrometastasis
pulmonares en ratones

Los ratones disecados 6rganos se fijaron durante la noche en
paraformaldehido al 4% (pH 7,4), se lavaron en PBS, se incluyeron en

parafina y se cortaron (3 um).

La presencia de células RH30 en los pulmones se estudié mediante
tincién inmune utilizando anticuerpo anti-CXCR4 humano (I + D, clon
44716, dilucion 1:50), sistema de visualizacion EnVision FLEX +

(raton, pH alto; Agilent) y hematoxilina / eosina contratenida.

Para la hibridacion in situ, la recuperacion de antigeno se realiz6
primero con tampoén de pH bajo (RiboCC, Roche) y proteasa 111
(Roche). Los portaobjetos se incubaron con la sonda de control
positivo Alu IT (Ventana, Roche 05272041001). Se realizaron tres
lavados rigurosos y los portaobjetos se incubaron con suero anti-DNP
de conejo. Para la visualizacion, se utiliz6 el sistema OmniRabbit
conjugado con peroxidasa de rabano picante (Ventana, Roche). La
reaccion inmunohistoquimica se desarroll6 utilizando plata como
cromogeno (kit Silver, Ventana, Roche) y los ntcleos se contratifieron

con hematoxilina de Carazzi.

Todas las imagenes fueron capturadas en un microscopio Carl Zeiss
Lab.A1 con una camara digital AxioCam ERC5S (Carl Zeiss).

qRT-PCR y cuantificacion de micrometastasis
pulmonares en ratones

Un tercio de los 6rganos disecados de los ratones se usaron para la
extraccion total de ARN utilizando el kit RNAeasy Mini (Qiagen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Los niveles de expresion
relativos de ARNm que codifica CXCR4 humano y GUS humano se
determinaron por RT-PCR semicuantitativa con sedimento de células
RH30 como control del 100% de células humanas. La sintesis de ADNc
y la amplificacion de CXCR4 humano y GUS humano se realizé6 como

se indico anteriormente.

Analisis estadistico



Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism
7. La significacion estadistica se estableci6 en p <0.05 segun lo
evaluado por la prueba t de Student o ANOVA no apareados . Los
resultados se muestran como media + SEM, a menos que se indique lo

contrario.

Resultados

CXCR4 se expresa mas fuertemente en muestras
recurrentes de pacientes con rabdomiosarcoma
pediatrico que en muestras diagnésticas

Se requieren urgentemente nuevas opciones de tratamiento para
pacientes cuyos tumores no responden a la quimioterapia y para las
recaidas después de la cirugia. Investigamos el papel potencial de
CXCR4 en la resistencia a la quimioterapia y la recaida, mediante
analisis inmunohistoquimicos para evaluar la expresion de CXCR4 en
muestras de tumores de rabdomiosarcoma. Las caracteristicas de los

pacientes se enumeran en la tabla complementaria 2. Analizamos 26

muestras de rabdomiosarcoma pediatrico archivadas en el biobanco
del Hospital Universitario de La Paz de 2010 a 2017. Estas muestras
fueron tomadas de pacientes con una edad promedio de 6.6 afios
(rango: 0.2—14.1) y una mediana de seguimiento de 7.9 afnos ( rango:
0.6-18.4). Diecisiete de las muestras se obtuvieron en el momento del
diagnostico, cinco son muestras refractarias recogidas después de la
quimioterapia y cuatro muestras correspondieron a recaidas. Como
estudios recientes han informado que CXCR4 se expresa en el nticleo
en algunos tipos de cancer ( 17, 18 ), realizamos tincién citoplasmatica
y nuclear, con igual ponderacién en los dos compartimentos durante el
analisis. La tincidn citoplasmatica para CXCR4 se observo en el 68% de

las muestras de nuestra serie y la tincion nuclear en el 15% ( Figura 1A)
FIGURA 1
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Figura 1 . Expresion de CXCR4 en los tumores de pacientes con
rabdomiosarcoma. (A)Tincion representativa correspondiente a
muestras con niveles negativos (a), medios (b) y altos (c) de expresion
citoplasmatica de CXCR4. También se muestra una muestra con un
alto nivel de tincion nuclear CXCR4 (d). Barra de escala = 10 ym. N =
26. (B) Grafico de puntuacion de expresion de CXCR4 para tumores
primarios en el diagnostico donde se comparan los rabdomiosarcomas
alveolar versus embrionarios y donde se comparan los
rabdomiosarcomas localizados versus los ya

metastatizados. (C) Tumores primarios en el diagnostico CXCR4
expresion versus resultado (recaida de la enfermedad o muerte del
paciente). (RE)Comparaciéon de la expresion de CXCR4 entre muestras
obtenidas en el diagnostico y después de la quimioterapia (refractaria)
y durante la recaida. Los valores mostrados son la mediana + DE. Se

realizaron pruebas t de Student sin emparejar . * p <0,05.

Para las muestras de diagnostico, no se observé diferencia en la
expresion de CXCR4 entre rabdomiosarcomas embrionarios y
alveolares o entre especimenes de tumores localizados y aquellos de
tumores primarios que ya habian hecho metastasis ( Figura 1B ). Se
observé una relacion entre la puntuacion CXCR4 y el resultado del
paciente, obteniéndose una puntuacion mediana CXCR4 mas alta para
las muestras de pacientes que posteriormente sufrieron recaidas o

murieron por la enfermedad ( Figura 1C ).

Ademas, una comparacion de la puntuacion de expresién de CXCR4
entre las muestras de diagnostico (2.8 + 2.1) y las recaidas /
refractarias (5.1 + 2.9) reveld una tendencia significativa hacia niveles
mas altos de expresion de CXCR4 en las muestras de recaida que en las

muestras de diagnoéstico ( Figura 1D ).

La linea celular de rabdomiosarcoma alveolar
RH30 tenia los niveles mas altos de expresion de
CXCR4, concomitante con las tasas mas altas de
migracion e invasion hacia CXCL12
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Analizamos la expresion superficial de CXCR4 en cultivos confluentes
de varias lineas celulares de sarcoma: RH30, CW9019, A4573, A673,
MG-63 y 143B. La proporcion de células CXCR4 - fue més alta en
cultivos de células RH30, en los que se detect6 la expresion de CXCR4
en 98,6 + 0,7% de las células ( Figura 2A ). Estos resultados fueron
consistentes con el analisis de los niveles de ARNm de CXCR4 por
analisis RT-qPCR. Los cultivos RH30 mostraron niveles de C38CR4
1,38 + 0,01 veces mayores que los de una expresion génica de control
(beta-glucuronidasa, GUS) ( Figura 2B ).
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La Figura 2 . Analisis de la expresion de CXCR4 y de la capacidad de
migracion e invasion de diferentes lineas celulares de sarcoma. (A, B)
La expresion de CXCR4 fue mas fuerte en la linea celular de
rabdomiosarcoma alveolar RH30. La expresion de CXCR4 por dos
lineas celulares de rabdomiosarcoma (RH30 y CW9o019), dos lineas
celulares de sarcoma de Ewing (A4573 y A673) y dos lineas celulares de
osteosarcoma (MG-63 y 143B) se analizaron por citometria de

flujo (A) y por RT-qPCR (B ) N = 3. (C, D) Las células RH30 migran e
invaden a lo largo de un gradiente hacia la quimiocina CXCL12, ligando
especifico de CXCR4. Su capacidad de migrar hacia FBS (C) o

CXCL12 (D)se evalu6 en ensayos Transwell, con membranas con poros
de 8 um. La capacidad de invasion se midi6 en las mismas condiciones,
con membranas Transwell recubiertas con Matrigel. Cada condicion se
realiz6 en pozos duplicados. Resultados representativos de un
experimento de cada tres realizados.

Evaluamos la capacidad de migracion e invasion de las lineas celulares

de sarcoma en los ensayos Transwell, que se considera que
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proporcionan una indicacion in vitro del potencial metastésico in

vivo . Varias lineas celulares de sarcoma migraron hacia FBS
quimioatrayente y mostraron capacidad de invasion ( Figura 2C ), pero
solo la linea celular RH30 migré e invadi6 especificamente hacia el
ligando CXCR4, CXCL12 ( Figura 2D ). Los indices de migracion e
invasion de RH30 hacia CXCL12 fueron 35.2 + 8.3 y 104.0 + 16.4,

respectivamente.

Las células NKAE fueron altamente citotoxicas
para las células RH30, y MDX1338 redujo
eficientemente la migracion e invasion de células
RH30 hacia CXCL12

Las células NK juegan un papel importante en el control natural de las
células tumorales. Al cocultivar estas células con la linea celular
genéticamente modificada K562-mb15-41BBL, se pueden obtener
grandes cantidades de células NK activadas (células NKAE) de
donantes sanos. Medimos los efectos citoliticos de las células NKAE en
las células de sarcoma RH30. Las células NKAE indujeron 21,9 + 0,4%
de lisis especifica de células RH30, en una relacion efector: célula
objetivo (E: T) de 20: 1 ( Figura 3A ). Como se esperaba, MDX1338 no
tuvo un efecto significativo sobre la citotoxicidad observada ( Figura
complementaria 2A ). MDX1338 es un mAb anti-CXCR4 IgG4

completamente humano ( 9, 10 ) y, por lo tanto, no se espera que
induzca ADCC (19 ).

FIGURA 3
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Figura 3 . La citotoxicidad mediada por NKAE in vitro y la inhibici6én
mediada por MDX1338 de la capacidad de migracion e invasién de las
células de rabdomiosarcoma. (A)Las células NKAE eran altamente
citotoxicas para las células RH30. La lisis especifica se determiné a las
relaciones NKAE: RH30 E: T indicadas. (B) MDX1338 disminuy6
eficientemente la migracion e invasion de células RH30 hacia

CXCL12. La migracion de células RH30 se evalu6 con placas
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Transwell. La capacidad de invasiéon se midi6 en las mismas
condiciones, con membranas Transwell recubiertas con Matrigel. Cada
condicion se realizo por duplicado. Un experimento representativo es
mostrado. N = 3. Prueba ANOVA unidireccional. * p <0.035,

**¥ p <0.0001.

El efecto de MDX1338 en el eje CXCR4 / CXCL12 se evalu6 en células
RH30, en ensayos de migracion e invasion in vitro . MDX1338
disminuyo significativamente la migracion de células RH30 hacia
CXCL12 y su capacidad de invasion: 54.4 + 4.4 vs. 10.5 + 2.0 para la
migracién y 199.1 + 2.9 vs. 25.6 + 1.9 para la invasion ( Figura 3B ). La
combinacion de las células MDX1338 y NKAE aboli6 totalmente la
capacidad de migracion e invasion de estas células ( Figura

complementaria 2B).

El tratamiento con células NKAE inhibio
completamente la implantacion de células
tumorales RH30 in vivo

Evaluamos el potencial antitumoral de las terapias celulares MDX1338
y NKAE, generando un modelo in vivo de sarcoma metastasico,
utilizando células CXCR4 + RH30, que crecen como xenoinjertos
peritoneales cuando se implantan en ratones NSG

inmunodeficientes. Los ratones se inocularon por via intravenosa con
células RH30-GFP-Luc (dia 0). Luego recibieron uno de los siguientes
tratamientos: MDX1338 mAb, control de isotipo IgG4 mAb, células
NKAE o tratamiento combinado de células MDX1338-NKAE ( Figura
4A). El tamaifio de los tumores en desarrollo se evalu6é midiendo la
senal luminiscente, hasta el dia 36, cuando se mato a los ratones. La
terapia con células NKAE sola fue suficiente para prevenir la
implantacién intraperitoneal de tumores RH30 por completo ( Figura
4B) Los ratones tratados con mAb MDX1338 solo desarrollaron
tumores intraperitoneales ligeramente méas pequenos que los de los
ratones control, mientras que un mAb IgG4 control no tuvo un efecto

significativo.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F3
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#SM1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#SM1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F4

FIGURA 4

La Figura 4 . Inhibicion de la implantacion tumoral in vivo por
células NKAE. (A)Programa de administracion para el anticuerpo y las
células NKAE en ratones NSG con células tumorales RH30

GFP - Luc - inyectadas por via intravenosa. Se establecieron cinco
brazos de tratamiento: sin

tratamiento; IgG4; MDX1338; NKAE; MDX1338 + NKAE (5 ratones /
grupo). Prueba ANOVA de dos vias. Los ratones recibieron tres dosis
de NKAE y seis dosis de mAb. Los tumores luminiscentes se
monitorizaron durante 35 dias. (B) El tratamiento con NKAE evit6 por
completo la implantacion peritoneal de tumores RH30 en

ratones. *** p <0,0001.

El tratamiento con células MDK1338 + NKAE
eliminoé las micrometastasis pulmonares de
rabdomiosarcoma en un modelo in vivo

Los tumores peritoneales primarios RH30 fueron faciles de monitorear
con el sistema de deteccion luminiscente, pero la sensibilidad de este
enfoque fue demasiado baja para determinar si las micrometastasis
RH30 GFP - Luc + estaban presentes en los 6rganos distales. Por lo
tanto, utilizamos RT-qPCR para evaluar la presencia de células
humanas mediante la amplificacion de ADNc¢ de GX humano y CXCR4
humano de los pulmones, el higado, el bazo y la médula 6sea de los
ratones. La expresion del gen humano se detect6 solo en los pulmones,

lo que indica la presencia de células RH30 en este 6rgano.

El tratamiento con células NKAE solo fue insuficiente para prevenir las
micrometastasis pulmonares RH30. El nivel relativo de expresion para
GUS humano fue 14.5 x 10 - + 5.4 x 10 -sen ratones no tratados y 8.3 x
10 -3 £ 2.7 x 10 -3 en ratones tratados con NKAE. Para CXCR4 humano,
los niveles de expresion relativos fueron 11.4 x 10 s £+ 4.7 x 10 s en
ratones no tratados y 10.7 x 10 -3 + 4.1 x 10 -3 en ratones tratados con
NKAE. El tratamiento con MDX1338 solo disminuyo6
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significativamente la formacién de micrometéastasis, pero solo la
combinacion de tratamientos con MDX1338 y NKAE condujo a niveles
indetectables de la expresion del gen GUS humano y CXCR4 en los
pulmones de raton analizados ( Figura 5A) Hemos realizado una RT-
PCR para confirmar que las células humanas presentes en los
pulmones de los ratones eran células RH30. Las células RH30 tienen
una translocacion cromosémica t (. .;) que da como resultado la proteina
de fusion PAX3-FOXO1 ( 20 ). Detectamos la transcripcion especifica
del gen quimérico PAX3-FOXO1 ( 21 ), en ratones no tratados, tratados
con IgG4, MDX1338 y NKAE, mientras que no pudimos detectarlo en
los pulmones de ratones tratados con NKAE + MDX1338 ( Figura

complementaria 3 ).
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La Figura 5 . Abolicion de la formacion de micrometastasis
pulmonares de rabdomiosarcoma por MDX1338. (A) Los ratones
tratados con NKAE desarrollan micrometastasis RH30 en el pulmon,
pero esto se evita por completo mediante la combinacion de MDX1338
y NKAE. Las micrometastasis se detectaron y cuantificaron mediante
RT-qPCR con una sonda especifica de GX humana o CXCR4

humana. Cada muestra se analiz6 por duplicado, se analizaron 5
ratones por grupo. Prueba ANOVA de dos vias. (B) La presencia de
micrometastasis de rabdomiosarcoma se confirmo por métodos
histologicos. Las micrometastasas pulmonares en ratones no tratados
se identificaron mediante hibridacion de secuencia Alu (a) y tincion de
mAD especifica de CXCR4 (b). Barra de escala = 20 um. * p <0.05,

**¥ p <0.001.
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Para una confirmaciéon adicional de la presencia de micrometastasis
RH30, las muestras de pulmon se tineron con una sonda de secuencia
Alu o el mAb CXCR4 antihumano. Se encontraron agregados de células
humanas en los pulmones de ratones no tratados para ambos
procedimientos de tincion ( Figura 5B ).

Discusion

Los sarcomas, como el sarcoma de Ewing, el osteosarcoma y los
sarcomas de tejidos blandos como los rabdomiosarcomas, forman un
grupo de tumores relativamente raros derivados del mesénquima
(22). Representan solo un pequefio porcentaje de canceres humanos
en general, pero son el segundo tumor sélido mas frecuente en los
nifios. A pesar de los avances en la quimioterapia adyuvante y la
reseccion quirdrgica amplia, el prondstico sigue siendo pobre,
principalmente debido a la alta frecuencia de metéstasis pulmonares,

la principal causa de muerte en estos pacientes.

Se ha demostrado que las quimiocinas y su interaccion con sus
receptores desempeinan un papel fundamental en los mecanismos de
desarrollo de cancer y metastasis ( 23 ). Los niveles de expresion de las
quimiocinas y sus receptores estan alterados en las células

malignas. Esto se ha demostrado para CXCR4, el receptor de
quimiocinas sobreexpresado con mayor frecuencia en las células
tumorales. La interaccion de CXCR4 con su ligando, CXCL12, activa
una cascada de sefializacion celular que promueve la supervivencia,
proliferacion, adhesion y migracion de las células tumorales que
expresan CXCR4. Esto puede conducir a una recaida del tumor
primario y aumenta la probabilidad de metastasis a distancia en los
organos en los que se secreta el ligando, como la médula 6sea y los
pulmones en particular ( 5, 24 ).

La expresion aberrante de CXCR4 se ha observado en mas de 23
canceres humanos. La importancia pronostica de CXCR4 se ha
estudiado en detalle en pacientes con sarcomas de huesos y tejidos
blandos ( 25 - 30 ). En un metaanalisis reciente de 12 estudios que
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incluyeron un total de 997 pacientes con sarcoma, se encontro que la
expresion de CXCR4 se asociaba significativamente con una
supervivencia general deficiente, tasas mas altas de metastasis y un
estadio tumoral mas alto ( 18).) En nuestra cohorte de pacientes de
rabdomiosarcoma pediatrico, encontramos una correlacion entre los
niveles mas altos de expresién de CXCR4 en el momento del
diagnostico y la recaida. Las células iniciadoras de tumores (TIC) son
una subpoblacion de células tumorales quimiorresistentes que se ha
demostrado que causan recurrencia tumoral y metastasis. Una de las
caracteristicas de estas células es una regulacion positiva de CXCR4
(24 ). De acuerdo con este hallazgo, observamos que los tumores que
continuaron creciendo después de la quimioterapia o que recayeron
después de la cirugia y la quimioterapia fueron aquellos con los niveles
mas altos de CXCR4 ( Figura 1C ). La eliminaciéon de las TIC es, por lo
tanto, una prioridad en el desarrollo de nuevos modos de
tratamiento. Estas células son el objetivo de nuestro tratamiento
combinado anti-CXCR4 mAb y NKAE.

El secuestro de las vias de senalizacion CXCL12 / CXCR4 por las
células tumorales con el proposito de metastasis y proteccién contra la
apoptosis identifico rapidamente el bloqueo de este eje como un
posible objetivo de tratamiento para el cancer. Un estudio pionero de
Miiller et al. ( 4 ) demostraron la relevancia in vivo de CXCR4 como
objetivo para la terapia contra el cancer, vinculando la expresion de
CXCR4 en carcinomas de mama con su capacidad para generar
metastasis regionales de ganglios linfaticos y pulmones. Estos datos
fueron respaldados por experimentos en los que un anticuerpo
neutralizador CXCR4 humano (mAb murino, clon 44717.111)
disminuy0 significativamente la frecuencia de metastasis pulmonares,
inguinales y de ganglios linfaticos axilares. Posteriormente se
obtuvieron resultados similares con otro anticuerpo murino anti-
CXCR4 humano (clon 12G5) ( 31- 33 ). En un modelo de xenoinjerto de
osteosarcoma intratibial humano, el mAb 12G5 redujo la diseminacion
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metastasica al pulmon ( 34 ). Curiosamente, en un modelo de
xenoinjerto de rabdomiosarcoma, un tercer mAb anti CXCR4 murino
(clon CF172) mostro cierta resistencia a la metastasis de los ganglios
linfaticos, mientras que tuvo poco efecto sobre el volumen del tumor
primario ( 35 ). De acuerdo con estos hallazgos anteriores, nuestros
resultados para MDX1338, un mAb completamente humano que
bloquea el eje CXCR4 / CXCL12, muestran que este mAb puede
disminuir de manera eficiente los indices de migracion e invasion de
las células de rabdomiosarcoma RH30 metastasico in vitro . Del
mismo modo, in vivo, la combinacion de los tratamientos MDX1338 y
NKAE no solo aboli6 la implantacion del tumor RH30, sino también su
capacidad de diseminacion, evitando asi la formacion de

micrometastasis pulmonares.

En condiciones fisiol6gicas no patologicas, CXCL12 y CXCR4 son
importantes para el desarrollo del sistema nervioso central, el corazén
y el sistema inmune ( 36 , 37 ). Por lo tanto, sera esencial monitorear
los posibles efectos adversos con mucho cuidado en cualquier enfoque
terapéutico que implique un bloqueo de este eje. Plerixafor, un
antagonista de molécula pequefia de CXCR4, se usa ampliamente para
movilizar células madre hematopoyéticas para el trasplante autélogo
en el linfoma no Hodgkin y el mieloma maultiple ( 38).) No se han
informado efectos adversos graves relacionados con el bloqueo de
CXCL12 / CXCR4 tras la administraciéon de plerixafor en

pacientes. MDX1338 ya se ha probado en ensayos clinicos de fase Iy II
para el tratamiento de la macroglobulinemia de Waldenstrom,
leucemia, tumores sélidos, leucemia miel6gena aguda, leucemia difusa
de células B grandes, leucemia linfocitica crénica, linfoma folicular y
mieloma miltiple. Su efecto antitumoral estda mediado por una
movilizacion de células de mieloma de la médula 6sea o por la
induccion directa de apoptosis, en lugar de a través de la citotoxicidad
celular, porque es un anticuerpo de isotipo IgG4
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(9,10, 39 ). Tampoco se han informado efectos adversos graves
debido al bloqueo de CXCL12 / CXCR4 por MDX1338 en estos ensayos.

En este estudio, proponemos una nueva inmunoterapia para el
tratamiento de los sarcomas. Este tratamiento combina la capacidad de
las células NK para eliminar las células tumorales sin sensibilizacion
previa con el tratamiento anti-CXCR4 para disminuir la incidencia de
metastasis. Anteriormente demostramos que las células de
osteosarcoma son susceptibles a la lisis de NKAE tanto in vivo como in
vitro , y que esta actividad citolitica depende de las interacciones entre
el receptor NKG2D y sus ligandos ( 40).) Las células NKAE se
dirigieron a las células de sarcoma, incluido el compartimento de las
TIC. Por lo tanto, decidimos probar los efectos potencialmente aditivos
de la terapia celular MDX1338 y NKAE para el tratamiento del
rabdomiosarcoma. Mostramos aqui que una combinacion de células
NKAE y MDX1338 inhibe eficazmente la invasion de células de

rabdomiosarcoma, implantacién tumoral y metéastasis.

Como se menciond, NK expresa constitutivamente CXCR4 y también lo
hacen las células NKAE ( 41). Por lo tanto, el efecto de anti CXCR4
sobre NKAE debe tenerse en cuenta en la terapia combinada
propuesta. En ratones, la administraciéon del antagonista de CXCR4,
AMD-3100 / plerixafor a ratones C57BL / 6 indujo una fuerte
reduccion de las células NK en la médula 6sea y aument6 su nimero en
sangre y bazo ( 42 ). Estos resultados son transponibles a nuestro
modelo, ya que los genes CXCR4 y CXCL12 se conservan notablemente
en diversas especies. El CXCL12 humano y murino difiere en un
aminoacido y es reactivo cruzado ( 43 ). De manera similar, en un
modelo de macaco rhesus, el tratamiento con AMD-3100 condujo a la
movilizaciéon de NK, junto con subpoblaciones de células By T en la
sangre periférica ( 44) En nuestro modelo, planteamos la hipétesis de
que MDX1338 bloquea no solo la migracién metastasica de células de
sarcoma CXCR4 - a los pulmones, sino que también bloquea las células
terapéuticas NKAE que se dirigen a la médula 6sea y favorece su
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permanencia en el torrente sanguineo, donde es méas probable que

encuentren y maten células neoplasicas metastasicas.

Se han publicado ensayos clinicos de la transferencia adoptiva de
células NK. Estos ensayos hicieron uso de células NK en reposo

(45, 46 ) o células NK cultivadas con IL-2 ( 47 - 49 ). El uso de células
NK activadas y expandidas cocultivadas con células presentadoras de
antigeno derivadas de humanos, como se propone aqui, es una
alternativa emergente ( 14 , 15, 50, 51 ). Nuestros resultados y los de
otros indican que las terapias con células NKAE autblogas y
haploidénticas son seguras, sin efectos adversos graves y factibles para
su uso en el tratamiento de varios tipos de cancer.

Los resultados presentados aqui demuestran que el tratamiento
combinado con el mAb anti-CXCR4 MDX1338 y la terapia con células
NKAE evita que las células de rabdomiosarcoma migren, invadan, se
implanten tumores y se formen metastasis pulmonares. Apoyan el
establecimiento de un ensayo clinico para evaluar este esquema
pionero de tratamiento combinado. Estudios anteriores han indicado
que ambos tratamientos son bien tolerados, al menos cuando se usan
por separado, por lo que la traduccion de este enfoque a la practica
clinica deberia ser sencilla. Este es un punto importante dada la
urgente necesidad de nuevas estrategias para mejorar la eficacia del

tratamiento en pacientes con sarcoma con enfermedad metastasica.

Disponibilidad de datos

Todos los conjuntos de datos generados para este estudio se incluyen

en el manuscrito y / o en los archivos complementarios .
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Sarcoma is one of the most severe forms of pediatric cancer and
current therapies -chemotherapy and surgery- fail to eradicate
the disease in half of patients. Preclinical studies combining
new therapeutic approaches can be useful to design better
therapies. On one hand, it is known that CXCR4 expression is
implicated in rhabdomyosarcoma progression, so we analyzed
relapses and chemotherapy-resistant rhabdomyosarcoma
tumors from pediatric patients and found that they had
particularly high levels of CXCR4 expression. Moreover, in
assays in vitro, anti-CXCR4 blocking antibody (MDX1338)
efficiently reduced migration and invasion of alveolar
rhabdomyosarcoma RH30 cells. On the other hand, activated
and expanded natural killer (NKAE) cell therapy showed high
cytotoxicity against sarcoma cells in vitro and completely
inhibited RH30 tumor implantation in vivo. Only the
combination of MDX1338 and NKAE treatments completely
suppressed metastasis in mice. In this study, we propose a novel
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therapeutic approach based on anti-CXCR4 blocking antibody
in combination with NKAE cell therapy to prevent
rhabdomyosarcoma tumor implantation and lung metastasis.
These results provide the first evidence for the efficacy of this
combined immunotherapy for preventing sarcoma disease
dissemination.

Introduction

Sarcomas principally affect children and young adults. Almost half the
children with solid tumors, such as rhabdomyosarcoma, osteosarcoma
and Ewing sarcoma, have progressive disease despite aggressive
treatment. The prognosis is particularly poor for patients with
metastatic disease, in at least two thirds of whom the disease
progresses (1—3). New therapeutic approaches bypassing the cellular
mechanisms of drug resistance are therefore urgently required,

particularly for patients with high-risk features.

Chemokines interacting with the chemokine receptors expressed by
metastasizing tumor cells play a crucial role in directing the migrating
cells to secondary organs. This is well documented for the chemokine
CXCL12 and CXC chemokine receptor 4 (CXCR4). Miiller et al.
discovered a CXCL12—CXCR4 homing axis in cancer metastasis and
demonstrated the preferential migration of CXCR4-expressing breast
cancer cells toward protein extracts from the lung, which has high
levels of CXCL12 expression (4).

CXCL12 binding to CXCR4 stimulates intracellular calcium flux,
activates the AKT and ERK signaling pathways, and upregulates the
formation of focal adhesions, ultimately increasing migration along
gradients of locally expressed and secreted chemokines (5). It also
leads to the transcription of genes promoting cell survival and
proliferation. CXCR4 is found in various tissues and is predominantly
expressed on hematopoietic cells, including B and T cells, monocytes,
macrophages, natural killer (NK) and dendritic cells, and on

CD34+ bone marrow progenitor cells (6). CXCR4 is also weakly
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expressed on endothelial and epithelial cells, astrocytes and neurons
(z, 8).

Khune et al. (Bristol-Myers Squibb) recently developed a fully human
monoclonal antibody (mAb), MDX1338/ulocuplumab, specific for
human CXCR4 (9). MDX1338 is a high-affinity mAb that blocks
CXCL12 binding to CXCR4, thereby inhibiting the cell proliferation and
migration promoted by this binding. MDX1338 treatment has been
shown to induce apoptosis in vitro and anti-tumor activity in vivo in
hematologic cancers. MDX1338 is an IgG4 isotype mAb. It does not,
therefore, mediate antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC).
Its pro-apoptotic effect is associated with the production of reactive
oxygen species and does not require caspase activation, as described in

a chronic lymphocytic leukemia model (10).

Immune cells are known to recognize and kill tumor cells, suggesting
that they could be used in anticancer treatment. NK cells kill cancer
stem cells and genotoxically altered cells with a high degree of
precision but are tolerant to healthy cells. These properties suggest that
they might make good therapeutic effectors for all cancer forms,
including metastases (11). Fujisaki et al. (12) and Imai and Iwamoto
(13) reported that the K562 leukemia cell line genetically modified to
express membrane-bound interleukin (IL)-15 and 4.1-BB ligand (K562-
mb15-41BBL) specifically activates human NK cells, driving them into
the cell cycle to generate highly cytotoxic NK cells. Furthermore, the
K562-mb15-41BBL stimulation method has already been scaled up to
large-scale clinical-grade conditions in accordance with good clinical
manufacturing practice guidelines, for the production of large numbers
of highly cytotoxic NKAE cells, and FDA-approved clinical trials are
already underway in patients with hematologic cancers and childhood

solid tumors.

Our team has leaded five clinical trials using adoptive NK cell
immunotherapy in patients with pediatric refractory solid tumors
(NCTo01337544), relapsed or refractory acute leukemia/lymphoma
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(NCT01944982 and NCT02074657), acute myeloid leukemia
(NCTo02763475) or multiple myeloma (NCT02481934). Our results
show it is a promising and feasible therapy (14—16). Based on our
experience with NKAE cell therapy, we hypothesized that the anti-
metastatic MDX1338 mAb and cytotoxic NK cell therapy would have
complementary effects, thereby increasing the efficacy of the
therapeutic strategy.

We analyzed CXCR4 expression in tumor samples from pediatric
rhabdomyosarcoma patients. We present preclinical data showing the
ability of NKAE cell therapy to kill sarcoma cells and of MDX1338 mAb
to inhibit the migration and invasion of CXCR4+ sarcoma cells in vitro.
We also used an orthotopic model of alveolar rhabdomyosarcoma to
evaluate the complementary antitumoral and antimetastatic effects of
combined NKAE + MDX1338 immunotherapy in vivo.

Materials and Methods
Determination of CXCR4 Expression on Patients'
Samples by Immunohistochemistry

Human samples were obtained after informed patient consent in
accordance with the Helsinki Declaration. Research was approved by
the La Paz Hospital Ethics Committee (PI-2295).

For tumor CXCR4 immunohistochemistry, formalin-fixed, paraffin-
embedded tumor slides were deparaffinized, hydrated, stained using
anti human CXCR4 mAb (dilution 1:10; clone 44716; R&D systems),
visualization system EnVision FLEX+ (mouse, high pH, Agilent) and
hematoxylin counterstained. Specificity of the antibody was confirmed
by immunostaining of tonsil tissue. The percentage of CXCR4+ tumor
cells was assigned a score between 0 and 5, and the staining intensity a
score between 0 and 3. These 2 values were added. Both cytoplasmic
and nuclear staining were assessed and equally weighted to produce
the final staining score.

Cell Culture
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143B (CRL-8303), MG-63 (CRL-1427) and A673 (CRL1598) cell lines
were from the American Type Culture Collection. RH30 (ACC-489)
was from the Leibniz-Institut DSMZ. A4573 and CW9019 were kind
gifts from Dr. Javier Alonso (Institute of Health Carlos III) and Dr.
Josep Roma (Vall d'Hebron Research Institute), respectively.

Bioluminescent RH30 cells (RH30-GFP-Luc) were generated by
infection with a recombinant lentivirus encoding green fluorescent
protein (GFP) and firefly luciferase (Luc) under EF1a promoter and
with Neomycin marker (Amsbio). Infected cells expressing high GFP
levels were isolated by fluorescence activated cell sorting, cloned,
expanded, and used for in vivobioluminescence assays. RH30-GFP-
Luc cell growth kinetics was similar to parental RH30 cells and they
retained surface CXCR4 expression.

Cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM,
Lonza) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS, Gibco), 2 mM L-glutamine, 50 U/ml penicillin, and 50 pg/ml

streptomycin (complete medium).

NK Cells Activation and Expansion

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors
were isolated by centrifugation over a density gradient (Ficoll-Paque,
GE Healthcare) (400 g, 30 min).

The genetically modified K562-mbIL15-41BBL cell line, kindly
provided by Professor D. Campana (National University of Singapore)
was irradiated with 100 Gy.

NKAE cells were obtained by co-culturing donor's PBMCs with
irradiated K562-mb15-41BBL cells in a 1:1.5 ratio plus 100 U/ml of IL-
2 (Miltenyi) over 14—21 days in stem cell growth medium (SCGM,
Cellgenix) supplemented with 10% human AB serum (Sigma). Fresh
medium was added every 2—3 days to a final concentration of 1 x

106 cells/ml. Percentage and phenotype of NK cells (CD3-, CD56+), T
cells (CD3+, CD56-) and NKT cells (CD3+, CD56+) was weekly



monitored by flow cytometry (Navios, Beckman Coulter)
(Supplementary Figure 1). A list of labeled antibodies used in this study

is provided in Supplementary Table 1.

Determination of CXCR4 Expression on Sarcoma
Cell Lines by Flow Cytometry and qRT-PCR

For staining, 2 x 10s cells/well were centrifuged in V-bottom 96-well
plates and washed with phosphate-buffered saline (PBS, Lonza)
containing 0.5% bovine serum albumin (Lonza), 1% FBS and 0.1%
sodium azide. Non-specific binding was blocked by pre-incubating the
cells with 40 pg/ml rat IgG (Sigma; 100 pl final volume, 20 min, 4°C).
Cells were incubated with anti CXCR4-APC mAb (BD Pharmingen;
clone 12G5) or isotype matched mAb (30 min, 4°C). Samples were

analyzed on a Navios cytometer (Beckman Coulter).

For qRT-PCR, cell culture RNA was obtained using RNeasy Mini Kit
(Qiagen) according to the manufacturer's protocol. The relative
expression level of mRNA encoding human CXCR4 was determined by
quantitative RT-PCR using GUS gene expression as internal control.
cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA with the Superscript IV
First-Strand Synthesis System (Invitrogen). The cDNA was amplified
in duplicate with primers for human CXCR4 (Hs00237052_m1,
Applied Biosystems) and for human GUS (Fw: 5'-
GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’, Rv: 5'-
CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’; Probe: 5'-[6FAM]
CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA[TAMRA]-3’; all from Sigma).
Amplification (1 cycle: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min; 50 cycles: 95°C
for 15 s, 60°C for 1 min) was monitored using the Roche LightCycler
480. Relative expression was analyzed using 2-2cr method, where ACT =
(Ct gene of interest- Ct internal control).

Cell-Mediated Cytotoxicity Assays

NKAE and RH30-GFP-Luc target cells were co-cultured (4 h) at
indicated ratios in DMEM- 10% FBS, then stained with 7-AAD (10 min,
4°C) and analyzed by flow cytometry. Gating on 7-AAD-cells within the
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GFP+ population indicated the proportion of dead target cells. Specific
killing was calculated as 100 x [(% dead target cells in sample—%
spontaneous dead target cells)/(100—% spontaneous dead target
cells)]. Target cells incubated without effector cells were used to assess
spontaneous cell death. In Supplementary Figure 2, RH30-GFP-Luc

cells were pre-incubated with MDX1338 or isotype IgG4 control mAb
(30 min, 100 ug/ml) prior to the assay.

Cell Migration and Invasion Assays

Cells were incubated in starving buffer (DMEM-1% FBS) for 24 h. Next,
2 x 10s cells were suspended in 80 ul of migration buffer (DMEM-1%
human serum albumin, Grifols) and placed in the upper compartment
of 96-well transwell plates (8.0 um pore size, Neuroprobe). The lower
compartment was filled with 300 pl of: migration buffer alone
(unconditioned medium), migration buffer with 100 ng/ml CXCL12
(R&D systems) or migration buffer with 10% FBS. In invasion assays,
the upper compartment of the membrane was coated with 20 pl of 0.2

mg/ml Matrigel (Corning).

After 48 h of incubation to allow cells to migrate/invade through the
membrane, the cells remaining on the upper face of the membrane
were removed using a cotton wool swab, while the cells on the lower
side of the membrane were fixed with methanol and stained with
crystal violet. After washing with PBS, the number of
migrating/invading cells was determined using a Carl Zeiss Axiovert

200 microscope. Four fields per well were counted at 200x.

For migration/invasion neutralization experiments, 10s RH30 cells
were mixed with the indicated final concentration of anti CXCR4
MDX1338 mAb or control IgG4 mAb in a final volume of 9o pul of
migration buffer and proceeded as above indicated. In Supplementary

Figure 2, 500.000 NKAE cells (effector:target ratio, E:T = 5:1) were
also added in the upper well.

Xenograft Assays
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NSG mice (NOD.Cg-Prkdcsa [12rgmmwi/SzJ, Charles River Laboratories)
were maintained in the Alberto Sols Biomedical Research Institute
animal facility. All procedures were approved by Comunidad de Madrid
Animal Protection Area (PROEX 220/16) and CSIC Ethics Committee.

For the in vivo metastasis model, 6 weeks of age female mice were
inoculated intravenously (i.v.) with 0.5 x 106 RH30-GFP-Luc cells on
day o. Five treatment groups were established (5 mice/group):
untreated; isotype control IgG4 mAb; anti CXCR4 MDX1338 mAb;
NKAE cells; and MDX1338 + NKAE cells. Antibodies were inoculated
intraperitoneally (i.p.), 15 mg/kg, twice a week for 3 weeks. NKAE cells
were administered i.v., 5 x 10¢ cells/mouse, once a week for three

weeks.

Luminescent tumors were monitored weekly for 35 days. Briefly, D-
luciferin (150 mg/kg; Perkin Elmer) was administered i.p. 10 min
before analysis. During imaging, mice were anesthetized with
isoflurane in a lightproof chamber using a IVIS-Lumina II (Caliper
Lifesciences). Exposure time was 180 s. Living Image v4.5.2 (Perkin

Elmer) was used to quantify the data and produce pseudocolor images.

Histology and Identification of Lung
Micrometastases in Mice

Mice dissected organs were fixed overnight in 4% paraformaldehyde
(pH 7.4), washed in PBS, paraffin-embedded and cut (3 um).

The presence of RH30 cells in the lungs was studied by immune
staining using anti-human CXCR4 antibody (R&D, clone 44716,
dilution 1:50), visualization system EnVision FLEX+ (mouse, high pH;
Agilent) and hematoxilin/eosin counterstained.

For in situ hybridization, antigen retrieval was first performed with low
pH buffer (RiboCC, Roche) and protease III (Roche). Slides were then
incubated with the Alu positive control probe II (Ventana, Roche
05272041001). Three stringency washes were performed and slides

were incubated with rabbit anti-DNP anti serum. For visualization,



OmniRabbit system conjugated with horseradish peroxidase was used
(Ventana, Roche). Immunohistochemical reaction was developed using
silver as chromogen (Silver kit, Ventana, Roche) and nuclei were

counterstained with Carazzi's hematoxylin.

All images were captured on a Carl Zeiss Lab.A1 microscope with an
AxioCam ERC5S digital camera (Carl Zeiss).

qRT-PCR and Quantification of Lung
Micrometastases in Mice

One third of mice dissected organs were used for total RNA extraction
using RNAeasy Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer's
protocol. The relative expression levels of mRNA encoding human
CXCR4 and human GUS were determined by semi-quantitative RT-
PCR with RH30 cells pellet as control of 100% human cells. cDNA
synthesis and human CXCR4 and human GUS amplification was

performed as above indicated.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 software.
Statistical significance was established at p < 0.05 as evaluated by
unpaired Student's t-test or ANOVA test. Results are shown as mean +

SEM, unless otherwise indicated.

Results

CXCR4 Is More Strongly Expressed on Relapsed
Samples From Pediatric Rhabdomyosarcoma
Patients Than in Diagnostic Samples

New treatment options are urgently required for patients whose
tumors do not respond to chemotherapy and for relapses after surgery.
We investigated the potential role of CXCR4 in chemotherapy
resistance and relapse, by performing immunohistochemical analyses
to evaluate CXCR4 expression in rhabdomyosarcoma tumor samples.
Patients' characteristics are listed in Supplementary Table 2. We

analyzed 26 pediatric rhabdomyosarcoma specimens archived in the
biobank of La Paz University Hospital from 2010 to 2017. These
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specimens were taken from patients with a median age of 6.6 years
(range: 0.2—14.1) and a median follow-up of 7.9 years (range: 0.6—
18.4). Seventeen of the specimens were obtained at diagnosis, five are
refractory samples collected after chemotherapy and four specimens
corresponded to relapses. As recent studies have reported CXCR4 to be
expressed in the nucleus in some cancers (17, 18), we performed both
cytoplasmic and nuclear staining, with equal weighting given to the two
compartments during the analysis. Cytoplasmic staining for CXCR4
was observed on 68% of the specimens in our series and nuclear

staining was observed in 15% (Figure 1A).
FIGURE 1
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Figure 1. CXCR4 expression on the tumors of rhabdomyosarcoma
patients. (A)Representative staining corresponding to samples with
negative (a), medium (b) and high (c) levels of cytoplasmic CXCR4
expression. A specimen with a high level of nuclear CXCR4 staining is
also shown (d). Scale bar = 10 um. N = 26. (B) CXCR4 expression
score plot for primary tumors at diagnosis where alveolar vs.
embryonal rhabdomyosarcomas are compared and where localized vs.
already metastasized rhabdomyosarcomas are compared. (C) Primary
tumors at diagnosis CXCR4 expression vs. outcome (disease relapse or
patient's death). (D) Comparison of CXCR4 expression between
specimens obtained at diagnosis and after chemotherapy (refractory)
and during relapse. The values shown are the median + SD. Unpaired
Student's t-tests were performed. *p < 0.05.

For diagnostic samples, no difference in CXCR4 expression was
observed between embryonal and alveolar rhabdomyosarcomas or
between specimens from localized tumors and those from primary
tumors that already had metastasized (Figure 1B). A relationship was
observed between CXCR4 score and patient outcome, with higher


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#B17
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#B18
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.01814/full#F1
https://www.frontiersin.org/files/Articles/462430/fimmu-10-01814-HTML/image_m/fimmu-10-01814-g001.jpg

CXCR4 median score obtained for specimens from patients
subsequently suffering from relapses or dying from the disease (Figure
10).

Moreover, a comparison of CXCR4 expression score between
diagnostic (2.8 + 2.1) and relapsed/refractory (5.1 + 2.9)specimens
revealed a significant trend toward higher levels of CXCR4 expression

in relapse samples than in diagnostic samples (Figure 1D).

The RH30 Alveolar Rhabdomyosarcoma Cell Line
Had the Highest Levels of CXCR4 Expression,
Concomitant With Highest Migration and
Invasion Rates Toward CXCL12

We analyzed the surface expression of CXCR4 on confluent cultures of
various sarcoma cell lines: RH30, CW9o019, A4573, A673, MG-63, and
143B. The proportion of CXCR4+ cells was highest in RH30 cell
cultures, in which CXCR4 expression was detected on 98.6 + 0.7% of
the cells (Figure 2A). These results were consistent with the analysis of
CXCR4 mRNA levels by RT-qPCR analysis. RH30 cultures displayed
1.38 + 0.01 times higher levels of CXCR4 than of a control gene
expression (beta-glucuronidase, GUS) (Figure 2B).

FIGURE 2
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Figure 2. Analysis of CXCR4 expression, and of the migration and
invasion capacity of different sarcoma cell lines. (A,B) CXCR4
expression was strongest in the RH30 alveolar rhabdomyosarcoma cell
line. CXCR4 expression by two rhabdomyosarcoma cell lines (RH30
and CW9o019), two Ewing's sarcoma cell lines (A4573 and A673) and
two osteosarcoma cell lines (MG-63 and 143B) was analyzed by flow
cytometry (A) and by RT-qPCR (B). N = 3. (C,D) RH30 cells migrate
and invade along a gradient toward CXCL12 chemokine, CXCR4
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specific ligand. Their ability to migrate toward FBS (C) or

CXCL12 (D)was assessed in Transwell assays, with membranes with 8
um pores. Invasion capacity was measured under the same conditions,
with Matrigel-coated Transwell membranes. Each condition was
performed in duplicated wells. Representative results of one
experiment out of three performed.

We evaluated the migration and invasion capacity of sarcoma cell lines
in Transwell assays, which are considered to provide an in

vitro indication of metastatic potential in vivo. Several sarcoma cell
lines migrated toward chemoattractant FBS and displayed invasion
capacity (Figure 2C), but only the RH30 cell line migrated and invaded
specifically toward the CXCR4 ligand, CXCL12 (Figure 2D). The indices
of RH30 migration and invasion toward CXCL12 were 35.2 + 8.3 and
104.0 * 16.4, respectively.

NKAE Cells Were Highly Cytotoxic to RH30 Cells,
and MDX1338 Efficiently Reduced RH30 Cell
Migration and Invasion Toward CXCL12

NK cells play an important role in the natural control of tumor cells. By
co-culturing these cells with the genetically modified cell line K562-
mb15-41BBL, large numbers of activated NK cells (NKAE cells) can be
obtained from healthy donors. We measured the cytolytic effects of
NKAE cells on RH30 sarcoma cells. NKAE cells induced 21.9 + 0.4%
specific lysis of RH30 cells, at an effector:target cell (E:T) ratio of 20:1
(Figure 3A). As expected, MDX1338 had no significant effect on the
observed cytotoxicity (Supplementary Figure 2A). MDX1338 is a fully
human IgG4 anti-CXCR4 mAb (9, 10), and would not, therefore, be

expected to induce ADCC (19).
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Figure 3. In vitro NKAE-mediated cytotoxicity and MDX1338-
mediated inhibition of the migration and invasion capacity of
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rhabdomyosarcoma cells. (A) NKAE cells were highly cytotoxic to
RH3o0 cells. Specific lysis was determined at the indicated NKAE:RH30
E:T ratios. (B) MDX1338 efficiently decreased the migration and
invasion of RH30 cells toward CXCL12. RH30 cell migration was
assessed with Transwell plates. Invasion capacity was measured under
the same conditions, with Matrigel-coated Transwell membranes.
Every condition was performed in duplicates. One representative
experiment is shown. N = 3. One-way ANOVA test. *p < 0.05, ***p <
0.0001.

The effect of MDX1338 on the CXCR4/CXCL12 axis was assessed in
RH3o0 cells, in migration, and invasion assays in vitro. MDX1338
significantly decreased the migration of RH30 cells toward CXCL12
and their invasion capacity: 54.4 + 4.4 vs. 10.5 + 2.0 for migration and
199.1 + 2.9 vs. 25.6 + 1.9 for invasion (Figure 3B). The combination of
MDX1338 and NKAE cells totally abolished the migration and invasion
capacities of these cells (Supplementary Figure 2B).

NKAE Cell Treatment Completely Inhibited the
Implantation of RH30 Tumor Cells in vivo

We assessed the antitumor potential of MDX1338 and NKAE cell

therapies, by generating an in vivo model of metastatic sarcoma, using

CXCR4+ RH30 cells, which grow as peritoneal xenografts when
implanted in immunodeficient NSG mice. Mice were inoculated
intravenously with RH30-GFP-Luc cells (day 0). They then received
one of the following treatments: MDX1338 mAb, isotype control IgG4
mAb, NKAE cells or combined MDX1338-NKAE cells treatment
(Figure 4A). The size of the developing tumors was assessed by
measuring the luminescent signal, until day 36, when the mice were
killed. NKAE cell therapy alone was sufficient to prevent the
intraperitoneal implantation of RH30 tumors entirely (Figure 4B).
Mice treated with MDX1338 mAb alone developed intraperitoneal
tumors slightly smaller than those of the control mice, whereas a
control IgG4 mAb had no significant effect.
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Figure 4. Inhibition of tumor implantation in vivo by NKAE

cells. (A) Administration schedule for the antibody and NKAE cells in
NSG mice bearing RH30 GFP- Luc- tumor cells injected intravenously.
Five treatment arms were established: untreated; IgG4; MDX1338;
NKAE; MDX1338+NKAE (5 mice/group). Two-way ANOVA test. Mice
received three doses of NKAE and six doses of mAb. Luminiscent
tumors were monitored for 35 days. (B) The NKAE treatment
completely prevented the peritoneal implantation of RH30 tumors in
mice. ***p < 0.0001.

Rhabdomyosarcoma Lung Micrometastases Were
Abolished by MDX1338 + NKAE Cell Treatment in
an in vivo Model

The primary peritoneal RH30 tumors were easy to monitor with the
luminescent detection system, but the sensitivity of this approach was
too low to determine whether RH30 GFP+ Luc-micrometastases were
present in distal organs. We therefore used RT-qPCR to assess the
presence of human cells by amplifying both human GUS and human
CXCR4 cDNAs from the lungs, liver, spleen and bone marrow of the
mice. Human gene expression was detected only in the lungs,

indicating the presence of RH30 cells in this organ.

NKAE cell treatment alone was insufficient to prevent RH30 lung
micrometastases. The relative level of expression for human GUS was
14.5 X 10-3 + 5.4 % 10-3 in untreated mice and 8.3 x 103 + 2.7 x 103 in
NKAE-treated mice. For human CXCR4, relative expression levels were
11.4 X 10-3 £ 4.7 x 103 in untreated mice and 10.7 x 10-s + 4.1 x 103 in
NKAE-treated mice. MDX1338 treatment alone significantly decreased
the formation of micrometastases, but only the combination of
MDX1338 and NKAE treatments led to undetectable levels of both
human GUS and CXCR4 gene expression in the mouse lungs analyzed
(Figure 5A). We have performed a RT-PCR to confirm that the human
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cells present in the mice lungs were RH30 cells. RH30 cells have ¢,
schromosomal translocation resulting in PAX3-FOXO1 fusion protein
(20). We detected specific chimeric gene transcript PAX3-FOXO1 (21),
in untreated, IgG4-, MDX1338- and NKAE-treated mice, whereas we
could not detect it in NKAE+MDX1338-treated mice lungs

(Supplementary Figure 3).
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Figure 5. Abolition of the formation of lung micrometastases of
rhabdomyosarcoma by MDX1338. (A) NKAE-treated mice develop
RH30 micrometastases in the lung, but this is entirely prevented by the
combination of MDX1338 and NKAE. Micrometastases were detected
and quantified by RT-qPCR with a human GUS- or human CXCR4-
specific probe. Each sample was analyzed in duplicates, 5 mice per
group were analyzed. Two-way ANOVA test. (B) The presenceof
rhabdomyosarcoma micrometastases was confirmed by histological
methods. Lung micrometastases in untreated mice were identified by
Alu sequence hybridization (a) and CXCR4-specific mAb staining (b).
Scale bar = 20 um. *p < 0.05, ***p< 0.001.

For further confirmation of the presence of RH30 micrometastases,
lung samples were stained with an Alu sequence probe or the anti-
human CXCR4 mAb. Human cell aggregates were found in the lungs of
untreated mice for both staining procedures (Figure 5B).

Discussion

Sarcomas, such as Ewing's sarcoma, osteosarcoma, and soft tissue
sarcomas like rhabdomyosarcomas, form a group of relatively rare
mesenchyme-derived tumors (22). They account for only a small
percentage of human cancers overall, but are the second most
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prevalent solid tumor in children. Despite advances in adjuvant
chemotherapy and surgical wide resection, prognosis remains poor,
mostly due to the high frequency of lung metastasis, the leading cause
of death in these patients.

Chemokines and their interaction with their receptors have been
shown to play a fundamental role in the mechanisms of cancer
development and metastasis (23). The expression levels of chemokines
and their receptors are altered in malignant cells. This has been shown
for CXCR4, the chemokine receptor most frequently overexpressed in
tumor cells. The interaction of CXCR4 with its ligand, CXCL12,
activates a cascade of cellular signaling promoting the survival,
proliferation, adhesion, and migration of the CXCR4-expressing tumor
cells. This may lead to a relapse of the primary tumor, and it increases
the likelihood of distant metastases in organs in which the ligand is

secreted, such as the bone marrow and lungs in particular (5, 24).

Aberrant CXCR4 expression has been observed in more than 23 human
cancers. The prognostic significance of CXCR4 has been studied in
detail in patients with bone and soft tissue sarcomas (25—30). In a
recent meta-analysis of 12 studies including a total of 9977 sarcoma
patients, CXCR4 expression was found to be significantly associated
with poor overall survival, higher rates of metastasis and higher tumor
stage (18). In our cohort of pediatric rhabdomyosarcoma patients, we
found a correlation between higher levels of CXCR4 expression at
diagnosis and relapse. Tumor-initiating cells (TICs) are a
subpopulation of chemoresistant tumor cells that have been shown to
cause tumor recurrence and metastasis. One of the hallmarks of these
cells is an upregulation of CXCR4 (24). Consistent with this finding, we
observed that the tumors that continued to grow after chemotherapy or
that relapsed after surgery and chemotherapy were those with the
highest CXCR4 levels (Figure 1C). The elimination of TICs is therefore
a priority in the development of new modes of treatments. These cells
are the target of our combined anti-CXCR4 mAb and NKAE treatment.
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The hijacking of the CXCL12/CXCR4 signaling pathways by tumor cells
for the purposes of metastasis and protection from apoptosis rapidly
identified the blockade of this axis as a potential treatment target for
cancer. A pioneering study by Miiller et al. (4) demonstrated the in
vivorelevance of CXCR4 as a target for cancer therapy, linking the
expression of CXCR4 in breast carcinomas with their ability to generate
regional lymph node and lung metastases. These data were supported
by experiments in which a neutralizing anti-human CXCR4 antibody
(murine mAb, clone 44717.111) significantly decreased the frequency of
lung, inguinal and axillary lymph node metastases. Similar results were
subsequently obtained with another murine anti-human CXCR4
antibody (clone 12G5) (31—33). In a human intratibial osteosarcoma
xenograft model, the 12G5 mAb reduced metastatic spread to the lung
(34). Interestingly, in a rhabdomyosarcoma xenograft model, a third
murine anti CXCR4 mAb (clone CF172) showed some resistance to
lymph node metastasis while had little effect on the primary tumor
volume (35). Consistent with these previous findings, our results for
MDX1338, a fully human mAb blocking the CXCR4/CXCL12 axis, show
that this mAb can efficiently decrease the migration and invasion
indices of metastatic RH30 rhabdomyosarcoma cells in vitro.
Similarly, in vivo, the combination of MDX1338 and NKAE treatments
not only abolished implantation of the RH30 tumor, but also its ability
to disseminate, thereby preventing the formation of lung

micrometastases.

In physiological non-pathological conditions, CXCL12, and CXCR4 are
important for the development of the central nervous system, the heart
and the immune system (36, 37). It will therefore be essential to
monitor potential adverse effects very carefuly in any therapeutic
approach involving a blockade of this axis. Plerixafor, a small-molecule
antagonist of CXCR4, is widely used to mobilize hematopoietic stem
cells for autologous transplantation in non-Hodgkin's lymphoma and
multiple myeloma (38). No serious adverse effects related to
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CXCL12/CXCR4 blockade have been reported following the
administration of plerixafor in patients. MDX1338 has already been
tested in phase I and II clinical trials for the treatment of
Waldenstrom's macroglobulinemia, leukemia, solid tumors, acute
myelogenous leukemia, diffuse large B-cell leukemia, chronic
lymphocytic leukemia, follicular lymphoma, and multiple myeloma. Its
antitumor effect is mediated by a mobilization of myeloma cells from
the bone marrow or by the direct induction of apoptosis, rather than
through cellular cytotoxicity, because it is an IgG4 isotype antibody

(9, 10, 39). No serious adverse effects due to CXCL12/CXCR4 blockade
by MDX1338 have been reported in these trials, either.

In this study, we propose a novel immunotherapy for the treatment of
sarcomas. This treatment combines the ability of NK cells to eliminate
tumor cells without prior sensitization with anti-CXCR4 treatment to
decrease the incidence of metastasis. We previously showed that
osteosarcoma cells are susceptible to NKAE lysis both in vivo and in
vitro, and that this cytolytic activity is dependent on interactions
between the NKG2D receptor and its ligands (40). The NKAE cells
targeted sarcoma cells, including the TICs compartment. We therefore
decided to test the potentially additive effects of MDX1338 and NKAE
cell therapy for the treatment of rhabdomyosarcoma. We show here
that a combination of NKAE cells and MDX1338 efficiently inhibits

rhabdomyosarcoma cell invasion, tumor implantation and metastasis.

As mentioned, NK constitutively express CXCR4 and so do NKAE cells
(41). The effect of anti CXCR4 on NKAE should, therefore, be taken
into account in the proposed combined therapy. In mice, the
administration of the CXCR4 antagonist, AMD-3100/plerixafor to
C57BL/6 mice induced strong reduction of NK cells in the bone
marrow and increased their number in blood and spleen (42). These
results are transposable to our model, since the CXCR4 and CXCL12
genes are remarkably conserved across diverse species. The human and
murine CXCL12 differs by one amino acid and is cross reactive (43).
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Similarly, in a rhesus macaque model, AMD-3100 treatment led to
mobilization of NK, together with B and T cell subpopulations into the
peripheral blood (44). In our model, we hypothesize that MDX1338
blocks not only metastatic CXCR4+ sarcoma cells migration to the
lungs, but also blocks therapeutic NKAE cells homing to the bone
marrow and favors their permanence in the blood stream, where they

are more likely to find and kill metastatic neoplastic cells.

Clinical trials of the adoptive transfer of NK cells have been published.
These trials made use of resting NK cells (45, 46) or NK cells cultured
with IL-2 (47—49). The use of activated and expanded NK cells
cocultured with human-derived antigen-presenting cells, as proposed
here, is an emerging alternative (14, 15, 50, 51). Our and others' results
indicate that both autologous and haploidentical NKAE cell therapies
are safe, with no serious adverse effects, and feasible for use in the

treatment of various types of cancer.

The results presented here demonstrate that combined treatment with
the anti-CXCR4 mAb MDX1338 and NKAE cell therapy prevents
rhabdomyosarcoma cells from migrating, invading, tumor
implantation and the formation of lung metastases. They support the
establishment of a clinical trial to evaluate this pioneering combined
treatment scheme. Previous studies have indicated that both these
treatments are well tolerated, at least when used separately, so the
translation of this approach into clinical practice should be
straightforward. This is an important point given the urgent need for
new strategies to improve treatment efficacy in sarcoma patients with

metastatic disease.
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