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ossia

Molécula d’adhesi6 intercel-lular que reconeix la integrina CD11a/CD18
(LFA-1) i la integrina CD11b/CD18 (Mac-1); actua com a receptor de
rinovirus

Reconeix el C3b; intervé en el desacoblament de les C3/C5-convertases
Molécula d’adhesi6; isoforma de la molécula d’adhesio cel-lular
neuronal (MACN)

Molécula d’adhesi6 que reconeix el CD2; antigen associat a la funcié
leucocitaria (LFA-3)

Reconeix els factors del complement C8 i C9; evita I’acoblament del
complex d’atac a la membrana

Molécula d’adhesi6 leucocitaria que reconeix el CD34 i la GlyCAM;
mediador d’interaccions amb I’endoteli

Receptor d’IgG d’alta afinitat, reconeix, de més a menys afinitat, 1gG3,
IgG1, 1gG4 i IgG2; mediador de la fagocitosi; intervé en la captura
d’antigens

Té una funcié desconeguda; antigen d’activacio primerenca
Component del BCR analeg al CD3, necessari per a I’expressié del BCR a
la superficie cel-lular i per a la transduccié de senyals durant la
maduracio dels limfocits B

Component del BCR analeg al CD3, necessari per a I’expressié del BCR a
la superficie cel-lular i per a la transduccié de senyals durant la
maduracio dels limfocits B

S’associa al CD19 i CD21 per a formar el coreceptor del BCR

Receptor d’IgA

Inhibeix les cél-lules NK

Reconeix el CD11a/CD18 (LFA-1) perd no el CD11b/CD18 (Mac-1)
CD107a Proteina lisosomica de membrana translocada a la superficie cel-lular
després de I’activacio; té una funcié desconeguda

S’uneix al Illigand de c-kit (CSF)

Cadena B del receptor d’IL-2

Cadena y del receptor d’IL-2; subunitat del receptor d’IL-4, IL-7, IL-9 i
IL-15

Lligand de CD40, actua com a inductor de la proliferacié i activacié dels
limfocits T

Regula la funci6 de cél-lules NK i limfocits T; pot reconeixer el CD48
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1. MADURACIO LIMFOCITARIA

1.1 Caracteristiques generals

La maduracio dels limfocits, tant B com T, consta d’una seérie d’estadis
sequencials: maduracié precoc¢ (diferenciacio i proliferacid), expressié dels gens dels
receptors antigenics i seleccio del repertori madur de receptors antigénics (Taula 1).
L’existéncia de progenitors limfocitics es demostra per [I’aparici6, en animals
d’experimentacié i en pacients, de mutacions genétiques capaces de provocar una
aturada del desenvolupament de limfocits, pero no d’altres tipus cel-lulars derivats de
medul-la ossia. Els progenitors limfocitics donen lloc als limfocits B, T, cél-lules NK i

algunes cél-lules dendritiques.

A P’inici de la maduracié dels limfocits B i T es caracteritza per una proliferacio
de progenitors que és estimulada principalment per la interleucina 7 (IL-7) i es tradueix
en un increment en el nombre de cél-lules. Aquesta proliferacié assegura I’existéncia
d’una reserva cel-lular de progenitors suficientment gran per generar un repertori molt
divers de limfocits especifics per diferents antigens. La IL-7 es sintetitzada per cel-lules
de I’estroma de la medul-la ossia i del timus, i la seva activitat proliferativa a les fases
inicials es deté abans que I’expressié dels gens del receptor antigénic hagi finalitzat.
Quan els limfocits expressen aquests receptors antigénics sén aquestes molécules les
responsables d’estimular la proliferacié cel-lular. Per tant, I’expressié dels gens dels
receptors antigenics és el fenomen central de la maduraciéo dels limfocits, sent
necessaria per la generacié d’un repertori diversificat i pels processos que asseguren

una supervivéencia selectiva dels limfocits amb una especificitat atil [1].

CEL-LULA ) B efectora
Pro-B Pre-B B immadura B madura . .
PROGENITORA diferenciada
S - Selecci6 del

Maduracio inicial i expansié degut a - .

. Expressio del | repertori i . -
factors de creixement. L Resposta Realitzacio de les

L o receptor adquisicié de  ||. " -
Inici de la recombinacié dels gens N o inicial funcions efectores
o antigenic competencia
dels receptors d’antigen. "
funcional

Organs limfoides primaris (medul-la ossia o timus) Organs limfoides periférics o teixits
No dependéncia antigénica Antigen propi Antigen estrany

Taula 1. Estadis basics maduratius dels limfocits B.
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1.2 Processos de seleccié que configuren el repertori limfocitari

Una vegada els limfocits immadurs expressen els seus receptors antigenics, molts
d’ells seran eliminats mitjancant un procés de seleccié induida per I’assemblatge
d’aquests receptors, ja que aquests limfocits seran potencialment nocius i podran
reaccionar front a antigens propis. La conservacié dels receptors amb especificitats Utils
es coneix com a selecci6 positiva. Els limfocits pre-B i B immadurs poden ser
seleccionats positivament mitjancant un reconeixement debil d’alguns antigens propis.
Aix0 assegura que tots els limfocits B que completen la seva maduraci6 sén portadors de
receptors funcionals i podran arribar a teixits limfatics periférics per respondre a
antigens estranys. No obstant, no es coneixen els lligands que donen lloc a les senyals

donades per aquests receptors en limfocits B en desenvolupament.

Per altre banda, la seleccié negativa és el procés d’eliminacié de limfocits en
desenvolupament quan els seus receptors s’uneixen fortament a antigens propis
presents als organs limfoides primaris. Aixo passa en un breu periode de temps despreés
de I’expressio dels receptors antigenics. Els limfocits B immadurs fortament reactius a
antigens propis poden ser dirigits a fer reordenaments dels gens de les
immunoglobulines i aixi evadir aquesta autoreactivitat. Als limfocits madurs aquesta
seleccié negativa és un mecanisme molt important per mantenir la tolerancia enfront

antigens propis i s’anomena tolerancia central [1].

1.3 Maduraci6 dels limfocits B

Els esdeveniments principals en la maduracié dels limfocits B sén: el
reordenament i I’expressio dels gens d’lg en un ordre precis, la proliferacié dels
limfocits immadurs i la seleccié del repertori madur [1]. A I’inici de I’ontogenia, el
desenvolupament de cel-lules B té lloc a I’'omemtum i al fetge fetal, i al néixer a la
medul-la dssia. Recentment s’ha demostrat la preséncia de precursors de cél-lules B a la
sang de cordd; i cél-lules pre-B i B madures al timus de gent jove. Per tant, aquest fet
indica que després del naixement les cel-lules B es podrien desenvolupar a altres llocs

independentment de la medul-la ossia [2].
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Els limfocits es diferencien a la medul-la ossia a partir de cél-lules mare
immadures. Durant les primeres etapes es produeix un reordenament dels gens de les
immunoglobulines sent una fase independent de I’antigen. En aguest moment el procés
té lloc a medul-la ossia i el limfocit és gran i prolifera rapidament (limfoblast). La seva
posterior maduracio té lloc als ndduls limfatics i als fol-licles extralimfatics fent-se
petit, quiescent i madur (limfocit B). Quan aquests limfocits es posen en contacte amb
I’antigen, es transformen als centres germinals dels noduls limfatics, en cél-lules grans
amb gran capacitat proliferativa (immunoblasts o centroblasts). Hipermutacions
somatiques tenen lloc a les regions variables dels gens de les immunoglobulines
(reordenament) per millorar [I’especificitat antigénica. ElI canvi de classe
d’immunoglobulina també té lloc en aquesta etapa. Els limfocits petits sense capacitat
de proliferar anomenats centrocits (Gltima etapa madurativa al centre germinal) i les
cél-lules plasmatiques amb capacitat de produir IgG s’acumulen a la medul-la dels
noduls limfatics. Alguns centrocits migren a la zona marginal al voltant dels fol-licles

activats i romanen com a cél-lules B de memoria.

La diferenciaci6é i la maduracié dels limfocits depenen de canvis genétics que
tenen lloc a la cél-lula (Taula 2) [2]. Antigens presents a la superficie cel-lular implicats
en la diferenciacioé s’utilitzen com a diana d’anticossos especifics. Aquests antigens
s’utilitzen per identificar el llinatge cel-lular aixi com I’estadi de desenvolupament. A
més juguen diferents papers en la maduracié dels limfocits, en el reconeixement i en
I’adhesi6 a altres cél-lules i molécules. Dintre d’aquests antigens s’inclouen: el CD19 i
CD20, ambddés implicats en senyals de transduccio; CD22 implicat en la senyalitzacio;
CD40, implicat en la interacci6 amb la cél-lula T; CD45 (antigen leucocitari comu);
CD79a, implicat en senyals de transduccid. Els limfoblasts expressen a superficie el
intranuclear terminal deoxynucleotidyl transferase i el CD34, pero els hi manquen
alguns dels antigens associats a les cél-lules B madures. Contrariament, les cél-lules

plasmatiqgues madures perden els antigens pan-B-cell i adquireixen el CD38 [3].
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limfode | B lbros  |pres |Pre®U [Presn | B
Com precog gran petita immadura | madura
CD34 + + + — - _ _ _
CD10 + + + + + + + -
IL-7Ra + + + - - — — _
CD19 - - + + + + + +
CD79a - + + + + + + +
TdT - - + - - - - -
RAG - - + + - + + -
Vpre-B - + + + + - - -
pH - - t + + + + +
pre-BCR — - - - + — - _
IgH GL DJy ViDdy  ViDJy  ViDJy  VuDJy  ViDJ VyDJy
kL GL GL GL GL GL Vi ‘" ‘"
Pax-5 - - + + + + + +
slgM - - - - - - + +
slgD - - - - - - - +

Taula 2. Model de desenvolupament dels limfocits B humans.
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2. PROCESSOS LIMFOPROLIFERATIUS CRONICS

El terme de Sindrome Limfoproliferatiu Cronic (SLC) inclou una varietat
d’entitats clinic-biologiques resultants de la proliferacié clonal d’un limfocit B o T
madur i immunocompetent [4]. La caracteritzacié i el diagnostic precis dels diferents
processos limfoides és important perqué permet elucidar els possibles mecanismes
etiopatogenics responsables de la proliferacié clonal limfoide o neoplasia, al mateix
temps que fa variar ampliament el pronostic i la conducta terapeutica a seguir. De tal
manera, un diagnostic precis requereix del conjunt de dades cliniques aixi com d’un
exhaustiu estudi de laboratori incloent: citologia, histologia, marcadors immunologics i

estudis citogenétics i moleculars.

2.1 LEUCEMIA LIMFOCITARIA CRONICA

La leucémia limfocitaria cronica (LLC) és la leucémia més frequent en persones
d’edat avancada en el moén occidental, amb una incidéncia anual de 3-5 casos per
100000, representant aproximadament el 16-30% de totes les leucémies. La freqiiéncia
és 2:1 homes vs dones, i lleugerament més freqiient en blancs. El paper que juguen els
factors genetics en la seva etiologia esta ben establert. S’ha observat una agregacio

familiar pero es desconeix el tipus d’heréncia [5].

2.1.1 Caracteristiques cliniques

El 90% dels casos de LLC es déna en persones >50 anys, encara que també s’han
descrit casos en adults joves [6]. La malaltia és asimptomatica en aproximadament el
50% dels pacients, sent la durada d’aquesta fase asimptomatica extremadament
variable. Molts pacients presenten com a signes primerencs una limfocitosi persistent;
una lleu limfadenopatia cervical, supraclavicular i/o axil-lar; i una esplenomegalia. Als
primers estadis de la malaltia, un 50% i un 25% dels malalts presenten una lleu anémia i
trombocitopénia, respectivament. Un 5% dels pacients tenen invasié cutania que es
dona en forma d’infiltracions nodulars i difuses, eritrodermia, dermatitis exfoliativa i
infeccions secundaries. La infiltraci6 d’organs que es dona al progressar la malaltia
provoca adenopaties massives amb esplenomegalia, hiperesplenisme i conseqiientment

citopénies perifériques. Aquests pacients es presenten amb els simptomes B que
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inclouen febre, pérdua de pes i sudoracié nocturna. Finalment hi ha una infiltracid
massiva de cel-lules neoplasiques a la medul-la oOssia donant lloc a anemies,

trombocitopénies i neutropénies severes per substitucio de la cel-lularitat normal [5].

Els pacients amb LLC tenen un empitjorament significatiu de [I’activitat
immunologica. Aproximadament el 50% dels pacients tenen una hipogammaglobulinemia
[7]. Aquesta deficiéncia fa que augmenti la susceptibilitat a desenvolupar infeccions.
Infeccions bacterianes cutanies, del tracte respiratori i urinari, aixi com infeccions
virals del tipus herpes simple i zoster sén freqiients i contribueixen a la morbilitat i
mortalitat d’aquests pacients. Un 25% dels pacients desenvolupen en algun moment de
la malaltia una anémia hemolitica autoimmune coombs positiva. També poden
desenvolupar autoanticossos contra les plaquetes i els neutrofils donant lloc a una
purpura trombocitopénica autoimmune i una neutropenia. Es troba la paraproteina de
Bence Jones en >65% dels pacients i poden detectar-se paraproteines de cadenes

pesades IgG i IgM [5].
2.1.2 Fisiopatologia

Malgrat la disponibilitat de cél-lules tumorals de LLCs poques coses es coneixen
de la fisiopatologia de la malaltia. Aquestes cél-lules in vitro son marcadament inerts.
La falta de models animals fins els ultims anys també ha influit. El ratoli transgénic
TCL1 desenvolupa una malaltia limfoproliferativa de cél-lules B CD5+ agressiva, per la
qual cosa s’utilitza com a model de formes agressives, perd no serveix com a model de

malaltia indolent que és el més frequent [8].

El descobriment que I’estat mutacional dels gens de la regi6 variable de la
cadena pesada de les immunoglobulines (IgVH) afecta de manera important el pronostic
de la LLC, ha estat un bon estimul per la comprensié de la fisiopatologia d’aquesta
malaltia. De fet, els estudis es centren en 3 punts:

1.- Receptor de cel-lules B.

2.- Alteracions geneétiques.

3.- Equilibri entre proliferacio i apoptosi.

1.- Receptor de cel-lules B

El receptor de cél-lules B és un complex multimeric format per la unié d’una

immunoglobulina de superficie i un heterodimer Igo/IgB/CD79A/CD79B units no
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covalentment. Una baixa expressié d’aquest receptor és el segell dels limfocits de la
LLC [9]. ElI mecanisme responsable d’aquesta baixa expressio es manté sense aclarir. No
existeixen defectes genetics publicats [10, 11], a excepcié d’una mutacié en el CD79B
[12]. Contrariament a aquesta baixa expressio a superficie, la transcripcid i la sintesi
intracel-lular dels components d’aquest receptor s6n normals, no obstant aquests
components no es poden unir ni transportar des del reticle endoplasmic a la superficie
cel-lular per un defecte en el plegament i la glicosilacio de les cadenes u i CD79A [13].
També s’ha observat una baixa expressi6 de la molécula CD22 com a resultat de
defectes en el plegament del CD79A [14].

Un 50-70% de LLCs tenen mutacions somatiques dels gens IgVH. La preséncia o
abséncia de mutacions somatiques estan associades amb gens IgVH concrets. La
estimulacié del receptor de cél-lules B en ceél-lules de LLC esta alterada. Una baixa
expressié d’aquest receptor s’ha correlacionat amb una disminucié de I’activitat
tirosina cinasa i defectes tant en la mobilitzacié de Ca® intracel-lular com en la
fosforilacié de tirosines [15]. S’ha observat que les cél-lules leucémiques que expressen
gens IgVH no mutats tenen en molts casos una millor resposta davant I’estimulacié del

receptor de cél-lules B que aquelles cél-lules que expressen gens IgvVH mutats [16].

S’han detectat grans quantitats de ZAP70 (proteina de 70 KDa de la familia
tirosina cinasa que s’expressa normalment en cél-lules T i cél-lules NK, i juga un paper
important en la senyalitzacié de cel-lules T) en molts pacients de LLC sense mutacions
als gens IgVH [17]. Cél-lules B de LLC que expressen ZAP70 responen més davant la unié
d’una IgM, ja que augmenta la fosforilacié de tirosines i el flux de Ca®*, que les cél-lules
que no expressen ZAP70. Aixd pot ser degut a un o més d’aquests motius:

o Després de la unié del lligand al receptor de cel-lules B, el ZAP70 es fosforila i
s’associa amb una Ig de superficie i amb el CD79B [18].

e EI ZAP70 promou respostes inhibidores que finalitzen les senyals [19].

e L’expressid de ZAP70 s’associa a desavantatjoses respostes de supervivencia degut a
que potencia I’accés a centres de proliferaci6 [20].

Tot aix0 fa que I’expressié de ZAP70 permeti una efectiva senyalitzacio a través de la

IgM en ceél-lules B, la qual cosa podria conduir a una evolucido molt més agressiva de la

malaltia.

A ZAP70 també se li ha adjudicat un paper oncogenic [21]. No obstant és present

en diferents estadis de maduraci6 de les cél-lules B i en altres neoplasies
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hematologiques. Aixi, s’expressa en cel-lules pre-B i pro-B; i en leucemies agudes que
deriven d’aquestes cel-lules. A més en aquesta malaltia hi ha una major expressié de
ZAP70 en cél-lules dels noduls limfatics que en ceél-lules B de periféria [22]. A la vegada
una major expressido de ZAP70 incrementa la sensibilitat a senyals migratories per
quimiocines [20]. Per tant encara no esta clar si I’expressié de ZAP70 en la LLC és el
resultat de frequients visites a centres de proliferacio o és degut a una facilitat en el

accés a aquests centres.

Una altra molécula que s’expressa en un subgrup de cél-lules B de LLC és el
CD38. Aquesta molécula s’expressa durant el desenvolupament de les cél-lules B quan
les interaccions cél-lula-cél-lula so6n crucials. L’expressi6 de CD38 predomina en

pacients que no tenen mutacions als gens IgVH i s’associa amb un pitjor pronostic [23].

2.- Alteracions genétiques

Encara que el gran nombre de casos dintre de la mateixa familia i la baixa
frequencia d’aquesta malaltia en la poblacié japonesa suggereix la dominancia dels
factors genétics vers els ambientals, la naturalesa d’aquesta predisposicidé encara esta
per definir i s’han implicat defectes en diferents gens segons les families. Recentment
s’ha identificat una familia amb un polimorfisme en un nucledtid que provoca una
regulacié a la baixa de I’expressié de DAPK1. Aquest polimorfisme també s’ha observat
en un cas esporadic de LLC perd no en altres families. Cap de les alteracions genetiques
descobertes fins ara és constant a la LLC. Les més freqiients sbn mutacions, delecions o

trisomies [24].

Les alteracions cromosomiques en la LLC son dificils de detectar pels analisis
citogenétics convencionals, degut al baix grau de proliferacio cel-lular. Moltes cél-lules
es troben en fase GO amb una supervivéncia prolongada per defectes en I’apoptosi.
Degut al baix nombre de cél-lules en divisié es requereix estimular amb mitogens les
cél-lules per obtindre un nombre adequat de cél-lules en metafase. Les alteracions
genétiques més frequients on s’inclou alteracions cromosomiques i reordenaments genics
estan enumerades a la taula 3. La presencia de multiples alteracions cromosomiques a

la LLC s’ha implicat com un factor de mal prondstic.

Utilitzant els analisis citogenétics convencionals en les LLCs es detecten > 50%
d’alteracions cromosomiques. La meés frequent és la trisomia 12 (en el 15-20% dels

casos) seguida d’alteracions estructurals als cromosomes 11, 13 i 14, que es poden
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presentar soles o juntament amb delecions o traslocacions del cromosoma 13qgl4.
Pacients amb un cariotip normal o alteracions 13g— tenen una supervivéncia millor que
pacients amb trisomia del 12 o un cariotip complex. Amb les técniques d’hibridacio in
situ (FISH: Fluorescent In Situ Hybridization) ha estat possible la detecci6 d’alteracions
cromosomiques en ceél-lules que no estan en divisid. Encara que és una técnica més
sensible i especifica que la convencional no pot avaluar la totalitat dels cromosomes.
Amb aquesta técnica s’ha observat que aquests pacients tenen una major frequéncia
d’alteracions cromosomiques amb una distribucié diferent, sent les més freqlients les
delecions del 13q14, seguida de delecions del 11922.3-g23.1 i la trisomia del 12. EI 17p—

i el 11g- s’han associat amb una supervivéncia global menor [5].

Cromosoma Alteracio Gen afectat Pronadstic

13 del 13q14 RB1, Leu-1, Leu-2, Leu-5, CLLD6- Bon pronostic
CLLD8, KPNA3, miR15, miR16

11 del 11g22-23 FDX, ATM, MLL, PZLF, Mrell, RDX, Mal pronostic
NPAT, CUL5, PPP2R1B

17 del 17p13 p53 Mal pronostic

12 +12 CDK2, CDK4, STAT6, APAF-1, MDM-2,  Mal pronostic
CCLU1

6 del 6q Mal pronostic

14 t(14;19)(g32;q13) bcl-3 Desconegut

Taula 3. Alteracions cromosomiques a les LLC i I’efecte pronostic.

Molts farmacs citotoxics per ser efectius requereixen la via ATM/TP53 intacta.
Un test de cribatge mesura I’afectacié d’aquesta via [25]. Defectes en aquesta via sén
forts factors predictius de resisténcia al tractament estandard. Malgrat que la LLC té un
segell comu, les LLC més agressives sense mutacions als gens IgVH sobreexpressen els
gens ZAP70, LPL, BCL7A, distrofina i AKAP12; mentre que les LLC estables amb
mutacions als gens IgVH sobreexpressen WNT3, CTLA4, NRIP1, ADAM29 i TCF7 [24].

Aguests resultats indiquen que hi ha 2 variants de la mateixa malaltia.

3.- Defectes en la proliferacié-apoptosi

El segell de la LLC és el camul de cel-lules B madures que han escapat a la mort
programada i pateixen un arrest cel-lular en fase GO/G1. Les traslocacions en el gen
bcl-2 es troben en menys de 1% dels casos tenint en compte que hi ha grans quantitats
de la proteina bcl-2 [26]. Altres membres de la familia bcl-2 com sén les proteines

antiapoptotiques bclL-xL, BAG1, i MCL1, estan sobreexpressades, mentre que proteines
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proapoptdtiques com sén BAX i BCL-XS estan menys expressades [27]. La sobreexpressio
de la proteina CDKN1B, proteina que juga un paper important en la progressié del cicle
cel-lular, suggeriria que el major nombre de cel-lules B madures en la LLC seria degut a

un cimul cel-lular més que d’un increment en la proliferacio [28].

Contrariament als resultats in vivo, en cultius in vitro aquestes cel-lules entren
en apoptosi, indicant el paper del microambient en la supervivencia cel-lular. En aquest
sentit tant la IL-4 com I’estimulacio via CD40 prevenen aquesta apoptosi. La inhibicio
donada in vivo té lloc als pseudofol-licles dels noduls limfatics com a agrupacions
cel-lulars de la medul-la dssia. En els pseudofol-licles hi ha grans quantitats de cel-lules
CD4", en contacte amb les cél-lules B, que expressen CD40 lligand. Aquestes cél-lules T
activades poden haver estat reclutades per les cel-lules B tumorals ja que aquestes
Ultimes expressen les quimiocines CCL17 i CCL22. Aix0 recolzaria el model de que

determinats clons rebrien senyals selectives de supervivencies en llocs concrets [29].

Amb la utilitzacié de marcatges isotopics s’ha pogut observar que aquesta
malaltia és un procés dinamic on les cél-lules proliferen i moren a nivells a vegades

apreciables.
2.1.3 Criteris diagnostics

Els criteris diagnostics actuals de la LLC es basen en una revisié dels criteris
originariament proposats pel National Cancer Institute Sponsored Working Group [30].
Es requereix d’una limfocitosi a sang periférica (>5 x 10° cél/L) persistent (>1 mes) de
limfocits amb aparenca madura (Figura 1) en abséncia d’altres causes. L immunofenotip
d’aquests limfocits ha de ser CD20"(débil), CD19*(debil), CD5*, CD11c*, CD23", CD22

(debil o negatiu), FMC7~, CD79b™ i una expressio debil d’immunoglobulines de superficie

[5]-
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L’expressié de CD38 i ZAP-70 juga un paper més important en el pronostic que en
el diagnostic de la malaltia. S’han associat amb una evolucié més rapida i agressiva de
la malaltia. Altres marcadors on s’inclouen membres de la familia bcl-2, antigens de les
cél-lules T, molécules d’adhesi6 i antigens especifics de les cél-lules mieloides i
monocitiques, han estat publicats en malalts amb LLC, pero el seu significat queda per

aclarir.

Les cél-lules neoplasiques de la LLC tenen una resisténcia a I’apoptosi. Hi ha una
sobreexpressié de bcl-2, Bax, bcl-xL i MCL-1, membres antiapoptotics que contribueixen
a que fallin les terapies citotoxiques. En aquestes cél-lules hi ha en general una baixa
expressio de B-integrines, aixi s’han trobat nivells baixos de CD49d/CD29, CD11a/CD18,
CD11c/CD18, CD31, CD48 i CD58 [5].

2.1.4 Curs clinic, factors pronostic i estadiatge

El curs clinic de les LLC és extremadament variable degut a la heterogeneitat de
la malaltia, amb rangs de supervivéncies que van des de mesos a anys. La mitjana de
supervivéncia dels pacients és normalment de 7,5 anys; un 50% arriben als 5 anys
mentre que un 30% arriben als 10 anys [31]. Es pot presentar com una malaltia indolent,
asimptomatica amb un nombre de limfocits a sang periférica estable o que augmenta
lleugerament, sense necessitar tractament i progressant al cap de 10-15 anys del
diagnostic. Contrariament, aproximadament un 20% dels pacients tenen un curs clinic
agressiu amb limfocitosi progressiva a sang periféerica i a medul-la 0ssia,
limfadenopaties, esplenomegalia, anémia, neutropénia, trombocitopenia, fendomens
autoimmunes, i infeccions que progressen rapidament des del moment del diagnostic.
En aquests casos la mort es pot donar dintre del primer o segon any. No s’ha trobat una
explicacio contundent a la gran variabilitat observada entre els diferents pacients, pero
la recerca de factors clinics i bioldgics que puguin predir el pronostic dels pacients amb
LLC, i identificar els diferents estadiatges i grups de risc és un fet important pel maneig
del pacient afecte d’una LLC [32].

Entre els factors clinics que millor poden predir el pronostic de les LLC esta el
estadiatge clinic (Taula 4) [33, 34] i el temps de duplicaci6é limfocitaria. Entre els
factors pronostic bioldgics més extensament estudiats s’inclouen la timidina cinasa

sérica, A2 microglobulina sérica, CD23 soluble, més del 10% de prolimfocits a sang
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periférica i I’expressié de p53. S’han trobat altres marcadors biologics perd només el
nivell mutacional del gen IgVH, I’expressio a superficie del CD38, [I’expressid
citoplasmica de ZAP-70, i la preséncia de certes alteracions cromosomiques s’han
associat amb un curs clinic més rapid i una supervivéencia menor [31, 32]. No obstant,
actualment les decisions terapéutiques basades segons parametres bioldgics només

estan justificades als assajos clinics [35].

Estadiatge Clinica Supervi-

vencia

(CD)
Sistema d’estadiatge Rai
Original Modificat
0 Baix Limfocitosi persistent (>1 m) en SP i MO (=5 x 10° >10
limfocits/L en SP). Si <5 x 10° limfocits/L llavors >30%
limfocits a MO.
I Intermedi Limfocitosi i limfadenopatia 6-8
Il Limfocitosi i hepatomegalia amb o sense
limfadenopatia
1l Alt Limfocitosi i aneémia (Hb <11 g/dl)
v Limfocitosi i trombocitopenia (plaquetes <100 x
10°%/L)
Sistema d’estadiatge Binet
A Limfocitosi amb limfadenopatia en <2 regions
B Limfadenopatia en >3regions en abséncia d’anémia o 5

trombocitopénia
C Anéemia (Hb <10 g/dlL) i/o trombocitopénia (plaguetes 2

<100 x 10%/dL) amb o sense limfadenopatia

Taula 4. Estadiatge de la Leucémia Limfocitaria Cronica.
SP, sang periférica. MO, medul-la dssia. Hb, hemoglobina.

2.1.5 Tractament

El curs clinic natural de la LLC és molt variable i la quimioterapia normalment no
esta indicada en fases inicials i estables de la malaltia. En canvi, pacients simptomatics
0 en progressio deuen se tractats immediatament. Actualment les guies proposades per
instaurar el tractament quimioterapic, pel National Cancer Institute Sponsored Working
Group (NCISWG), estan ampliament acceptades. D’acord amb aquestes guies de treball

dintre dels criteris s’inclouen simptomes relacionats amb la malaltia (febre, péerdua de
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pes i fatiga extrema), fallada de la medul-la dssia, anémia i/0 trombocitopénia
autoimmune que responen malament al tractament corticosteroide, esplenomegalia i/o

limfadenopatia massiva i progressiva, limfocitosi progressiva i infeccions recurrents.

Breument es detallen a continuacié les diferents possibilitats terapéutiques: [36]

v' Agents alquilants.
Durant molts anys el clorambucil ha estat considerat el farmac de primera linia per
excel-lencia.
El bendamustin és un agent d’ds recent amb caracteristiques alquilants i com les
purines.

v" Analegs nucleosids de les purines (els més utilitzats).
Tenim la fludarabina, la cladribina i el pentostatin tots ells agents citotoxics amb
estructures similars a la adenosina i la deoxiadenosina.

v" Anticossos monoclonals.
Rituximab, anticos monoclonal quiméric dirigit contra [I’antigen CD20 i
alemtuzumab, anticos monoclonal humanitzat dirigit contra el CD52. Amb el
rituximab sembla ser que el nivell d’expressié antigénica o el nombre de receptors
presents a la superficie cel-lular es correlacionaria amb el grau de resposta clinica.
Per altre banda la resposta a I’alemtuzumab per pacients previament tractats és
alta, pero I’alta susceptibilitat a patir infeccions com a conseqiiéncia directe del seu
efecte bioldgic limita considerablement el seu Us.

v" Quimioimmunoterapia.
Els anticossos monoclonals i la quimioterapia tenen activitat sinérgica en pacients
amb LLC. Diferents estudis recents suggereixen que el rituximab associat als analegs
nucleosids de les purines poden augmentar la taxa global de resposta amb una
toxicitat acceptable quan es comparen aquests tractaments de manera individual

v' Agents en fase d’investigacio.
Noves terapies s’estan avaluant en estudis preclinics i en assajos clinics fase | i Il.
Aquestes terapies inclouen nous anticossos monoclonals, agents que tenen com a
dianes terapeutiques proteines antiapoptotiques de la familia bcl-2, receptors
implicats en senyals de supervivéncia, oligonucleotids antisense i altres.
- Lumiliximab, anticds monoclonal quiméric anti-CD23.
- Ofatumumab, anticos monoclonal totalment huma anti-CD20.
- Oblimersen sodium (Genasense), oligonucleotid antisense que reconeix els

primers sis codons del bcl-2, formant un DNA/RNA que inhibeix la traslacio de la

proteina.
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- Flavopiridol, una flavona semisintetica que interacciona amb llocs d’uni6
adenosina trifosfat.

v' Trasplantament de progenitors hematopoétics autoleg o al-logenic.

14
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3. ANTICOSSOS MONOCLONALS

La immunoterapia com a tractament comenca a principis del 1950 amb la
utilitzacié de preparacions d’anticossos policlonals. Perd, els avencos més importants
van ser al 1975 quan Georges Kohler i Cesar Milstein van desenvolupar una técnica capacg
de produir poblacions homogenies d’anticossos amb especificitats antigéniques
conegudes [37]. Va ser gracies a la produccié d’hibridomes i com a consequiéncia van

rebre el premi nobel de medicina al 1984.

Els primers anticossos monoclonals van ser murins, pero desafortunadament van
donar problemes sent el més important la immunogenicitat. La produccié d’anticossos
humans antiratoli bloqueja I’eficacia terapéutica dels anticossos monoclonals i provoca
un aclariment d’aquests molt rapid, limitant les possibilitats d’una resposta antitumoral
efectiva. Eren incapagos de reclutar i desenvolupar correctament les funcions efectores
del sistema immune innat, activacié del complement (CDC) i resposta immune
citotoxica (ADCC); a més només algunes subclasses eren capaces de desenvolupar una
correcta resposta immune. Per evitar tot aixd, mitjancant técniques de biologia
molecular i enginyeria genética, es van desenvolupar hibrids huma-ratoli que van ser els
anomenats anticossos quimerics i humanitzats (Figura 2) [38]. Al 1985 es van crear els
primers anticossos quimerics amb la tecnologia de I’ADN recombinant. Es van construir
fusionant les regions variables de les cadenes lleugeres i pesades d’un anticos muri amb
les corresponents regions constants humanes. Els anticossos quimérics tenen
aproximadament un 70% de I’estructura d’origen huma mentre que els humanitzats el
90% és d’origen huma i només les regions anomenades determinants de la
complementarietat (CDRs) que tenen menys d’un 10% de sequencies d’aminoacids, son
d’origen muri. Per altre banda, les noves técniques han permés també produir I’isotip

IgG1 per ser la subclasse més efectiva intervenint en I’ADCC i la CDC.

Encara que la humanitzacio dels anticossos monoclonals ha permés disminuir la
immunogenicitat, allargar la vida mitja i augmentar I’habilitat de reclutar funcions
efectores [39], s’han observat respostes exagerades en el 9% dels productes que s’han
utilitzat [40]. Actualment, la construccié d’anticossos monoclonals recombinants
mitjancant la tecnologia de biblioteques de fags amb gens que codifiquen les regions

variables de les Ig humanes és una de les estratégies millor establertes i optimitzades.
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LW,

Muri Quimeric Humanitzat Huma

Figura 2. Evolucio dels anticossos monoclonals.

L’eficacia d’aquests anticossos esta relacionada directament amb les
caracteristiques de I’antigen diana. Un antigen idoni és aquell que hauria de trobar-se
Unicament a les cél-lules tumorals, ja que la seva preséncia a cel-lules normals
augmentaria el risc de toxicitat. Perque I’activitat sigui optima, I’antigen diana ha
d’estar present en totes les cel-lules que provenen del mateix clon maligne, a una
densitat alta per permetre una millor unié. Ha de ser un antigen estable, és a dir que no
es secreti, ja que si I’antigen és soluble I’anticos s’enganxaria abans d’arribar a la
cél-lula diana i s’eliminaria rapidament de I’organisme. Finalment, és important que el

gen responsable d’aquest antigen no muti [41].
3.1 ANTICOSSOS MONOCLONALS APROVATS PER LA FDA

Des de I’any 1997 que es va aprovar el primer anticos monoclonal, el nombre
d’anticossos disponibles s’ha anat ampliant fins I’actualitat (Taula 5), a més el nombre
d’anticossos en fases d’experimentacié buscant noves dianes i noves indicacions

terapéutiques augmenta continuament.
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FDA ISOTIP NIANA NOM

26-11-1997 claGic ch20 Ritiiximah (Ritinan®)
12-10-1997 hlaG1 Il -2Ry (CN2RY Naclizimah (Zenanax®)
5-11-1997 cFah GPlIh/111aR Aheiximah (Rennrn®)
25-9-1998 hinG1« HER-2 Tractuiziimah (Hercentin®)
24-8-1998 claGic TNE-ov Infliximah (Remirada®)
19-6-1998 hlnG1 Prot F (VRS) Paliviziimah (Sunanic®)
5-12-1998 clnGlwe Il -2Ry (CN2RY Raciliximah (Similact®)
17-5-2000 HinGdx CD33 Gemtuziimah (Mviatara®)
7-5-2001 hlnG1sc CNh52 Alemtiiziimah (Camnath®)
19-2-2002 minG1 CDh20 Ihritimomah (7Zevalin®\
31-12-2002 hlnG1sc TNF-ov Adalimimah (Himira®\
27-3-2003 mlaG2al CDh20 Tocitimamah (Rexxar®)
27-10-2003 hinG1w« CD11a Ffalizimah (Rantiva®)
20-6-2003 hinG1« laE Omaliziimah (Xolair®)
12-2-2004 clnGlwe FGFR/HER-1 Cetiximah (Frhitix®)
23-11-2004 hinGdx ad-intearina Nataliziimah (Tvsahri®
26-2-2004 hlnG1sc VFGF Revaciziimah (Avastin®)
30-6-2006 hinG1« hVEGF-A Ranihiziimah (1 icentic®)
27-9-2006 hlnGosc FGFR Panitiimiimah (Vectihix®)
16-3-2007 hlnGa e C5 Feuliziimah (Soliric®)
22-4-2008 hFah TNE-ov Certalizimah neanl (Cimz7ia®)

Taula 5. Anticossos monoclonals aprovats per la FDA

3.2 RITUXIMAB

3.2.1 Caracteristiques del rituximab

El rituximab, anticos monoclonal quimeéric huma-ratoli, va ser el primer anticos
monoclonal aprovat per la FDA al 1997 pel tractament de malalties malignes. Va ser
sintetitzat per enginyeria genetica per unir-se especificament a I’antigen CD20. Conté

una cadena pesant IgG1 humana, la regié constant de la cadena lleugera kappa humana

i sequiéncies de la regi6 variable murina (Figura 3) [42].

Cadena pesant IgG1
humana
B Regi6 constant
Reglo cadena k humana
variable
murina

Figura 3. Rituximab.
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El rituximab es va aillar a partir d’un anticos anti-CD20 muri (IDEC-2B8) degut a
la immunitzacié de ratolins BALB/c(H-2%) amb la linia cel-lular SB limfoblastoide humana
que expressa I’antigen CD20, i a I’expressioé en cél-lules (CHO) d’ovari de hamster xines
[43].

3.2.1.1 ANTIGEN CD20
Expressi6 del CD20

El receptor CD20 o0 MS4A1l (membrane-spanning 4-domain, group A, member 1)
esta expressat en un llinatge cel-lular especific amb un desenvolupament regulat [44,
45]. El seu gen esta localitzat al cromosoma 11g12-13 molt a prop de la traslocacio
t(11;14)(g13;932) que es troba en un subgrup de limfomes de ceél-lules B. Aquesta
localitzaci6 podria explicar les alteracions observades en I’expressi6 del gen CD20
després de la traslocacié t(11;14) [46]. La seva expressi0 és a la superficie de les
cel-lules B al llarg de la seva maduracio, pero és absent als estadis inicials (cel-lula pro-
B) i es perd al final quan passa a ser cél-lula plasmatica; també es troba débilment
expressat en un subgrup de cél-lules T [47]. S’expressa en més del 95% de les cel-lules B
dels LNH i en altres malalties neoplasiques de cél-lules B, perd no es troba a la cél-lula
mare limfoide B, ni a cél-lules dendritiques ni a cél-lules plasmatiques, per la qual cosa
€s una diana terapéutica ideal [48]. Dos grups independentment van aillar i clonar
simultaniament I’antigen CD20 [49, 50], observant que les cél-lules B normals i les linies
de cél-lules B tenien una expressio del CD20 heterogénia. Aquestes cél-lules tenien un
ARNm predominant de 2,6 Kb i un altre de 3,3 Kb, sent probable que tots dos
provinguessin d’un mecanisme de splicing alternatiu [50, 51]. L’analisi per transferéncia
de I’ADN va revelar que I’ARNm del CD20 es transcriu des d’un gen de copia Unica de 16
Kb composat per 8 exons [52]. Per tant, aquesta proteina té dues isoformes: una de 33

KDa que representa el 75-80% i un altre de 35 KDa que representa el 20-25%.
Estructura del CD20
A nivell estructural el CD20 té 4 dominis que s’estenen a través de la membrana

amb les terminacions tant carboxi com amino localitzades al citoplasma, i a nivell

extracel-lular Unicament té un curt segment d’aproximadament 43 residus entre la
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tercera i la quarta regio transmembrana. Es un 73% idéntica a la murina amb una gran
similitud en la sequencia d’aminoacids a la regi6 transmembrana, pero al domini
extracel-lular és diferent en 16 dels 43 aminoacids, cosa que explica parcialment
perqué el rituximab no s’uneix al CD20 muri [50, 53]. Aquesta configuracio,
profusament ancorada a la membrana, protegeix a I’antigen de la seva externalitzacio.
Per altre banda aquesta proteina esta intimament associada a altres proteines, en
particular a la proteina p75/80, també anomenada C-terminal src kinase-binding
protein (Cbp), aixi com al CD40 i al MHC de classe Il (Figura 4) [54, 55]. Aquesta
associacio pot fer que a I’unir-se I’anticos monoclonal al CD20 es vegi afectada la

funcionalitat de les molécules veines [56].

Fins ara es pensava que la part extracel-lular de la proteina tenia només 2 grups
de determinants antigénics, un que era reconegut per la majoria dels anticossos
monoclonals antiCD20 (com sén B1, 2H7, rituximab) amb efectes inhibidors en la
proliferaci6 de cel-lules B, i un altre que era reconegut per tant sols el monoclonal 1F5
amb activitat estimuladora [57]. Pero, Ultimament s’ha demostrat una gran diversitat
de determinants antigenics, cosa que explicaria la diversitat d’efectes tant bioquimics
com biologics observats in vitro dels diferents monoclonals antiCD20 [53, 58]. Finalment
s’ha de tenir en compte que a nivell extracel-lular juguen un paper molt important en
la caracteritzaci6é dels determinants antigenics I’alanina i la prolina a les posicions 170 i

172 respectivament, aixi com els residus del voltant i I’estat del complex oligomeric.

La uni6é de I’anticos al CD20 provoca una rapida traslocacié de la molécula a les
basses lipidiques (lipids rafts), que so6n microdominis enriquits en colesterol i
esfingolipids, importants en la transduccio de senyals, ja que permeten la colocalitzacié
de receptors i senyals efectores. Aquesta uni6 depen d’una petita sequéncia a la
membrana proximal citoplasmatica (residus 219-225) que és diferent en humans i en
ratolins [55, 59]. Molts dels efectes biologics dels anticossos antiCD20 (agregacié
homotipica, induccié del C-myc pel 1F5) depenen de la tirosina-cinasa [60, 61]. La
presencia del Cbp associat al CD20 en els lipids rafts podria concentrar a les cinases Src
C-terminal (Lyn, Fyn, o Lck) que fosforilen a Cbp, permetent I’autofosforilacié de Csk i
la inducci6 d’activitat cinasa [62, 63]. Dades recents, suggereixen a més la implicacio

de ceramides i de I’acid esfingomielinasa en la senyalitzacié del CD20 (Figura 4) [64].
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Figura 4. Estructura i organitzacié de I’antigen CD20 a la bicapa lipidica.

Funcions del CD20

La funcié exacta in vivo del CD20 roman en gran mesura desconeguda. Les
cel-lules B del ratoli deficient en CD20 no semblen tenir defectes evidents ni en la
diferenciacié ni en la funcié [65]. Pero per altre banda dades recents indiquen que el
CD20 podria jugar un paper important en I’influx de Ca* a través de la membrana
plasmatica, mantenint la concentracié de Ca* intracel-lular i permeten I’activacié de
les cél-lules B [66]. Aixi, quan s’activa el CD20 mitjangcant anticossos monoclonals
agonistes, sembla ser que aquest antigen és responsable de regular el cicle cel-lular i
també d’induir una amplia varietat de respostes bioldgiques, com: augment d’expressio
de MHC de classe Il o0 moléecules d’adhesié (LFA-1, LFA-3) [61], secreci6 al medi del CD23
expressat per les cél-lules B [67], regulacié a la baixa del receptor de cel-lules B [68] i

induccié d’apoptosi [55] o, al contrari, rescatar de I’apoptosi [69].
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Modulacio de I’expressié del CD20

Diferents estudis focalitzats en la modulaci6 de I’expressi6 del CD20 han

demostrat que:

¢

La IL-4 recombinant regula a la baixa I’expressié del CD20 en cel-lules B
normals i leucémiques, tant no estimulades com preactivades, mentre que la
IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IFN-a, IFN-y, GM-CSF, TGF-B, TNF-a i la limfotoxina no
té efectes en la modulacié de I’expressio del CD20. Els autors postulen que
probablement la causa sigui una modificacio en la conformaci6 del CD20, més
que una internalitzaci6 o una inhibicié en la produccié [70].

El tractament in vitro amb IL-4, TNF-a, i GM-CSF de cél-lules de LLC regula a
I’alca el CD20 mentre que altres citocines (eritropoetina, factor stem cell,
TGF-B, G-CSF, IL-1, IL-2, IL-3) no modulen I’expressié del CD20 [71].

L’IFN-o (500-1000 U/ml, 24-48h) indueix una regulacié a I’al¢a significativa
del CD20 en limfocits de sang periferica de pacients amb LLC-B, sense
augment significatiu en limfocits normals [72].

La IL-2 i els mitdgens indueixen I’expressio del CD20 en cel-lules T dels
noduls limfatics activades [73].

L’IFN-y (100-1000 U/ml, 48-72h) en cel-lules humanes de mieloma augmenta
I’expressio a superficie del CD20 [74].

Baixes dosis de radioterapia externa (10 Gy) so6n capaces in vitro

d’augmentar de manera significativa I’expressio a superficie del CD20 [75].

CD20 com a diana terapéutica

L’antigen CD20 és una diana ideal i molt efectiva degut a que, a més de la

restringida expressié a cél-lules B, es troba en general a una concentracié molt elevada

a la superficie cel-lular (aproximadament 250000 molécules/cel), el que permet una

gran acumulacié d’anticos monoclonal a la membrana plasmatica. No circula a plasma

com a proteina lliure que podria bloquejar la unié de I’anticos a les cel-lules B de

limfoma [76] i, per ultim, no es secreta ni s’internalitza com a conseqiiéncia de la unio

a I’anticos, romanent a la superficie cel-lular unit a I’anticos durant hores fins i tot dies

[48, 50, 77, 78]. Aquest ultim fet, fa que s’allargui el reclutament de cél-lules efectores
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immunologiques i per tant el seu efecte. A més, el fet que no s’internalitzi reduira el

consum de I’anticos monoclonal per les cel-lules diana.

Com a resultat de la unié de I’anticos a I’antigen es provoca la mort de cél-lules
B in vitro i la deplecié de cél-lules B de sang periférica in vivo [79, 80]. En humans la
deplecié de ceél-lules B a medul-la ossia, melsa i noduls limfatics probablement és menor

que en sang periférica com s’ha pogut observar en micos [81].

3.2.2 Pauta de tractament del rituximab

La dosi establerta de rituximab de 375 mg/m? intravenosa setmanal durant 4
setmanes es fonamenta en els resultats de I’assaig clinic pilot realitzat amb limfomes
de cél-lules B no Hodgkin indolent [82]. Pero, sembla ser que I’administraciéo de 2
infusions de 1000 mg separades amb un interval de 2 setmanes seria el tractament
estandarditzat per malalties autoimmunes [83]. Les dues pautes donen lloc a pics en
sang de 400-500 pg/ml [84]. Després de completar la dosi, el rituximab es metabolitza
amb una vida mitja d’aproximadament 20 dies, trobant-se quantitats de 1-10 pg/ml als
6 mesos d’haver iniciat la terapia [85]. Una modalitat nova de tractament consisteix en
I”administracié de rituximab de forma frequent (per exemple cada 2-3 mesos) durant un

periode prolongat de temps, el que es denomina tractament de manteniment [86].

Després d’una terapia convencional, es produeix una rapida deplecié a sang
periférica de cél-lules CD20 positives (menys de 5 cél-lules B/uL), i la recuperacio de les
cél-lules B normals es dona entre 9 i 12 mesos després del tractament [87, 88]. Estudis
preliminars van demostrar que el perfil farmacocinetic del rituximab variava segons el
pacient fos responedor o no a la terapia [87, 89], existinti una correlacié entre el grau
de deplecio de cel-lules B normals i els nivells circulants a sang de rituximab [90].
Malgrat aixd, s’han trobat pacients que mantenen aquesta deplecié durant periodes
llargs (en alguns casos fins 2 anys), fet que no es relaciona amb una persisténcia de

I’anticos a sang.
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3.2.3 Resisténcia al tractament amb rituximab

Han hagut casos publicats de pacients que presenten una resisténcia innata, on
no hi ha resposta malgrat la preséncia de I’antigen CD20 i la uni6 del rituximab a la
superficie cel-lular [91]. També casos de resistencia adquirida al rituximab, ja que s’ha
observat que Unicament el 40% dels que han respost inicialment a I’anticos, responen a
un tractament posterior [92]. El grau de resposta esta en funcié del nombre de
tractaments previs que ha rebut el pacient i del tipus histologic [82, 87]. Per altre
banda, tenim [|’aparicié d’una resposta immune per part del pacient contra el
rituximab, degut a I’aparici6 d’anticossos humans antiquimérics [93]. En els primers
assajos amb limfomes I’aparicié d’aquests anticossos Unicament es va veure en menys
d’un 3% dels pacients amb titols de menys de 40 ng/ml, pero aquesta frequencia ha

augmentat considerablement en pacients amb malalties autoimmunes [94].

3.2.4 Mecanisme d’accio del rituximab

El mecanisme d’accié concret pel que I’anticos monoclonal fa [I’efecte
antitumoral o anticel-lula B encara no esta ben definit actualment, pero esta acceptat
el paper que juga de manera important la resposta immune de I’hoste (Figura 5) [95,
96].

Entre els mecanismes d’accio implicats trobem:

1. La citotoxicitat cel-lular dependent d’anticossos (ADCC).

2. La citotoxicitat dependent del complement (CDC).

3. L’efecte directe d’ inhibici6 de la proliferacié o d’induccié de I’apoptosi.
4

Efecte sinérgic amb la quimioterapia.

23



Introduccié

Macrofags, Monocits

Cel-lula NK

- 'I'I | FeyRI, FoyRI o FoyRIll

Rituximab & &,
° CD20
.‘\ LISI
| CEL-LULAR
Cb20 o, o a ,
Q
° ADCC
CcDC
Activacié del complement
C1qC1rC1s
” L]
(%
CD20 LIS|

* CEL-LULAR

| Apoptosi |
\ /

Figura 5. Esquema que il-lustra alguns mecanismes d’accid del rituximab.

3.2.4.1 ADCC

L’ADCC és un dels principals mecanismes efectors immunologics en I’eradicacio
de patogens intracel-lulars i ceél-lules tumorals. La unié de I’'lgG als antigens de la
cél-lula diana provoca el reclutament de cél-lules efectores que expressen receptors
especifics Fcy. Les cél-lules efectores a través d’aquests receptors especifics

interaccionen amb la regié6 Fc de les immunoglobulines, induint la fagocitosi de les
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cél-lules diana o bé [I’alliberacié dels seus granuls citotoxics, provocant la mort

cel-lular.

Receptors Fcy

Els receptors Fcy son un grup de glicoproteines de superficie que pertanyen a la
superfamilia de les immunoglobulines [97]. Aquests receptors regulen I’activacié
cel-lular, I’aclariment d’immunocomplexes (IC), I’homedstasi d’immunoglobulines
circulants i I’activacié de respostes immunes. Dels receptors Fc, els receptors Fcy i els
receptors Fca, s’uneixen a les regions Fc de la IgG i de la IgA respectivament, implicant-
se en I’ADCC. En funcié de I’afinitat pel lligand que tenen aquests receptors es poden
dividir en receptors de baixa i alta afinitat. Els receptors d’alta afinitat s’uneixen a la
IgG monomeérica i normalment estan ocupats per I’lgG del plasma. Els receptors de

baixa afinitat s’uneixen a agregats d’IgG i als IC d’IgG [98, 99].

Hi ha tres tipus de receptors Fcy que poden ser tant activadors com inhibidors: el
FcyRl (CD64), el FcyRlIl (CD32) i el FcyRIll (CD16). Aquests receptors es poden
coexpressar a la mateixa cel-lula, per tant la unié de I’IC a la cél-lula pot activar les
vies de senyalitzaci6 tant de receptors activadors com de receptors inhibidors, i la
magnitud de la resposta estara en funcié de la fixacié d’un llindar (Figura 6) [100]. El
FcyRla, FcyRlla, FcyRllc i FcyRllla son receptors activadors degut a la preséncia d’un
motiu ITAM en el domini citoplasmatic (FcyRlla, FcyRIllc) o en la cadena y accessoria
(FcyRla, FcyRIlla). La unié d’aquests receptors activadors amb les cél-lules
sensibilitzades amb la IgG o amb IC IgG indueix la fosforilacié de la tirosina del motiu
ITAM per Src tirosin cinasa. Com a consequéncia d’aix0 es produira una cascada de
senyals que provoquen respostes cel-lulars del tipus fagocitosi, exocitosi de granuls,
ADCC o sintesi de citocines. Només s’ha identificat un receptor Fc inhibidor tant en
humans com en ratolins que és el FcyRIIb. Aquest receptor inclou 2 isoformes, FcyRIIbl i
FcyRIIb2, i conté un motiu ITIM en el seu domini citoplasmatic. A les cél-lules B, que no
expressen receptors activadors, el FcyRIlb regula les cascades de senyalitzacio
activadores iniciades pel receptor dels limfocits B (BCR) com la seva activacio [98, 101-
103]. Es molt important tenir present que lligands amb baixa afinitat donen complexes
no productors de senyals, que no sén capacos de continuar la cascada de senyalitzacio i,

fins i tot que poden comportar-se com antagonistes [104].
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Figura 6.
inhibidors.

Els IC s’uneixen a les cél-lules efectores del sistema immune innat i donen
lloc de manera simultania a senyals activadores i inhibidores. Lyn/Lck fosforila
ambdés motius ITIM i ITAM al domini citoplasmatic, iniciant les dues cascades de
senyalitzacié. Les linies vermelles indiquen els punts on les senyals inhibitories
interfereixen amb les activadores. A dalt es troben els factors que poden variar el
balanc de I’expressio de receptors activadors i inhibidors.

Regulacié conjunta de les senyals dels receptors Fc activadors i

Recentment, s’ha descrit un nou membre de la familia de receptors Fcy en
ratolins, encara que I’lhomoleg en humans no es coneix. Aquest receptor és el FcyRIV
que s’expressa en neutrofils, monocits, macrofags i cel-lules dendritiques. S’uneix a
I’lgG2a i I’lgG2b amb una afinitat intermédia, perd no als isotips IgGl o IgG3, i sembla
ser que té funcions efectores activadores [105, 106]. L’expressié d’aquests receptors

esta en funcidé del tipus cel-lular (Taula 6).

FcyRl | FeyRlla | FeyRIlb | FeyRlle | FeyRllla | FeyRlllb
Monacits/macrofags + + + - + —
Cél-lules NK - - - + + -
Neutrofils + + - — _ +
Limfocits B — — 1 - _ _
Cél-lules dendritiques + + + — + -
Mastocits + 4 + - - _
Plaquetes — + — - _ _

Taula 6. Expressio dels receptors Fcy.
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L’ADCC és un classic exemple de cooperacié entre la resposta immune innata i
I’adaptativa davant infeccions i tumors. Dintre de I’ADCC trobem com a cél-lules
efectores: les cel-lules NK, monocits-macrofags i leucocits polimorfonuclears
(especialment neutrofils). D’aquestes ceél-lules, les més importants son les cél-lules NK
portadores dels receptors de superficie FcyRllc (CD32c) i FcyRllla (CD16a) [107-109].
Destrueixen les cél-lules diana principalment alliberant granuls citotoxics (perforina,
granulisina i granzim). Els macrofags fagociten les cél-lules tumorals cobertes
d’anticossos alliberant oxid nitric, radicals d’oxigen i una varietat de proteases. A més a
meés, poden destruir les cél-lules diana per interaccions Fas/FasL [110]. EI mecanisme
d’accio dels neutrofils no queda clar. En principi fan I’ADCC via FcaRl (CD89), pero
alguns autors han suggerit que transfereixen caspases activades a la ceél-lula diana
durant la formacio del conjugat [111, 112]. No obstant, el receptor CD16 juga un paper
primordial en I’ADCC via cel-lules NK per la qual cosa en ocasions s’ha anomenat
receptor de I’ADCC [113].

Els anticossos monoclonals citotoxics dirigits contra tumors interaccionen amb
els receptors Fcy tant activadors (FcyRIll) com inhibidors (FcyRIIb) presents a les
cél-lules mieloides. Certs estudis han demostrat que la regressi6 tumoral és més
important en el ratoli deficient del receptor FcyRIIb que en el ratoli no modificat; per
altre banda el ratoli deficient del receptor FcyRIll no pot evitar el creixement tumoral
en presencia d’anticossos monoclonals terapéutics [98]. A més, la depleci6 de limfocits
B pel rituximab depén dels receptors FcyRI i FcyRIIl [114]. Un polimorfisme al receptor
FcyRIlla descriu que els pacients homozigots per I’al-lel Vall58 responen millor al

tractament amb rituximab que els homozigots per I’al-lel Fe158 [115, 116].

3.2.4.2 CDC

La CDC també és un mecanisme efector important en I’eradicacié d’agents
estranys i cél-lules neoplasiques. El sistema del complement actua a través de tres vies,
la via classica, I’alternativa i la de les lectines, que convergeixen i generen a la fi les
mateixes molécules efectores. La via classica requereix d’immunoglobulines, mentre
gue les altres dues s’activen directament a través de productes microbians. El primer
pas en I’activacié de la via classica, és la unié del component C1q a la Fc de la IgG o de

la IgM. Aquesta uni6 desencadena una cascada proteolitica donant lloc a grans
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quantitats del component C3b, principal molecula efectora del sistema del
complement. Aquesta molecula actua per una banda com una opsonina i per altre unint-
se a la C3 convertasa per donar lloc a la C5 convertasa, i posteriorment formar-se el
complex d’atac a la membrana (MAC) que matara a les cél-lules mitjangant la disrupcio
de la membrana cel-lular (Figura 7). La molécula C3 esta en grans quantitats al plasma i
s’encarrega d’inactivar rapidament les molecules C3b que es van generant i no
s’uneixen al complex C5 convertasa. EI C3b també es pot unir als receptors del
complement expressats en cel-lules efectores, com son granulocits, macrofags o

cél-lules NK, i pot induir lisi cel-lular o fagocitosi [57].

C3b
C2aC4b
Clq

Céb

C2a > II'
CD35 (DAF) E

O CD46 C5 convertasa MAC CD59 .
C3 convertasa

Rituximab ’ O
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CD20

Cél-lula B

Figura 7. Activaci6 de la via classica del complement.

Diferents estudis in vitro han demostrat que el rituximab indueix CDC en linies
cel-lulars de limfoma B i en cel-lules primaries de limfoma B [96, 117-119];
correlacionant-se aquesta lisi en part amb els nivells d’expressié de I’antigen CD20
[117, 118, 120]. La capacitat que tenen els diferents anticossos monoclonals en induir
CDC sembla ser que depén de la seva capacitat en traslocar el CD20 dintre dels lipids
rafts i aquest efecte podria dependre del determinant antigénic reconegut per I’anticos
monoclonal. Després del tractament amb rituximab s’ha pogut observar un augment de

productes d’activacié del complement i una correlacié d’aquests amb els efectes
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secundaris observats després de la primera infusi6 [121]. La primera publicacio
demostrant que I’activacio del complement és un requisit indispensable per I’accié del
rituximab va ser en un model de ratoli deficient en Clq al que s’inoculaven cél-lules de
limfoma isogénic (EL4) transducides amb CD20 huma i quan aquest ratoli es tractava
amb rituximab era incapa¢ de curar-lo [122]. Resultats similars s’han obtingut en un

model de xenoempelt de limfoma deplecionat de complement [123].

Per prevenir el dany a teixits existeixen una série de proteines reguladores del
complement (PRC) que inhibeixen aquest sistema, sent les més importants CD46, CD55 i
CD59. EI CD55 o DAF (factor accelerador de la degradacid) accelera la degradacio6 del C3
i C5 convertasa; el CD46 o MCP (proteina cofactora de membrana) actua com a cofactor
pel trencament del C3b i C4b. ElI CD59 prevé la formacio de porus pel MAC. Encara que
les cél-lules B neoplasiques expressen proteines reguladores del complement [117, 118],
cosa que permetria que aquestes cel-lules s’escapessin de I’atac del complement, no
s’ha observat una relacio directe entre I’expressié del CD20/PRC i la induccié de CDC
pel rituximab [74, 117-119, 124] ni correlaci6 amb la resposta clinica [119]. El que si
s’ha vist és que neutralitzant el CD59 (i menor mesura el CD55 i CD46) amb anticossos

monoclonals bloquejants augmenta in vitro la CDC [74, 118, 125].

3.2.4.3 APOPTOSI

L’apoptosi és una forma de suicidi cel-lular on la cél-lula, mitjancant I’activacié
d’un programa intern molt conservat evolutivament, inicia la seva propia mort [126-
130]. La integritat del citoesquelet es perd, la membrana forma invaginacions i exposa a
la cara externa molécules de fosfatidilserina [131]. S’activen endonucleases amb
afinitat per I’ADN internucleosomal que degradaran I’ADN i es perd la funcio
mitocondrial [132]. Per ultim, la fagocitosi de les cél-lules apoptdtiques no promou cap
resposta inflamatoria, ja que aquestes cel-lules formen els cossos apoptotics (restes

cel-lulars que mantenen integra la membrana cel-lular), fins que son fagocitats.

L’apoptosi principalment té lloc a través de 2 vies que donen lloc a I’activacié de
caspases (cytosolic cysteine-proteases). Les senyals d’estrés intracel-lulars indueixen
apoptosi a través de proteines de la familia bcl-2 provocant I’activacié de la caspasa-9
(via mitocondrial), mentre que la via de receptors de mort (Fas, lligand inductor

d’apoptosi relacionat amb el TNF [TRAIL], i receptors del factor de necrosi tumoral
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[TNF]) esta induida per senyals externes a través de la caspasa-8. Tant la caspasa-8 com
la caspasa-9 posteriorment indueixen |’activacio de caspases per sota de la cascada,

com seria el cas de la caspasa-3 que provocara la mort cel-lular (Figura 8).
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Figura 8. Principals vies d’activacié apoptotiques: receptors de mort i senyals
d’estrés intracel-lular.

S’ha publicat que I’activacio del Src a través del CD20 doéna lloc a una
fosforilacio rapida de la fosfolipasa C-y1l (PLC-y1) i de PLC-y2 [60], que indueixen I’influx
de Ca* i I’activaci6 de la caspasa-3 [63, 133]. L’apoptosi induida a través del CD20 es
redueix significativament a través d’inhibidors del Csk [63], inhibidors de les caspases, i
per quelants del Ca* [63, 134, 135], fets que van a favor de que la uni6é del CD20
provoca I’activitat del Csk, donant lloc a la fosforilaci6 de PLC-y, un augment dels
nivells de Ca** citoplasmatic, i posteriorment I’activaci6 de la caspasa-3 [62, 63]. Un fet
important de I’apoptosi és la seva modulacié a través de membres tant proapoptotics
com antiapoptotics de la familia del gen bcl-2 (per exemple la proteina bcl-2 trenca
aquesta maquinaria de mort cel-lular bloquejant I’activitat de les caspases, regulant el

flux de Ca®" o exercint una activitat antioxidativa) [136-138].
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3.2.4.4 EFECTE SINERGIC AMB LA QUIMIOTERAPIA

El rituximab té sinergisme amb la quimioterapia perqué sensibilitza les cél-lules
malignes a I’efecte apoptotic i citotdoxic de nombrosos farmacs (doxorrubicina, cisplati,
dexametasona, fludarabina, retinoids) [139, 140]. Regula a la baixa la IL-10 en algunes
linies cel-lulars de limfoma, que en condicions normals promou I’expressié de bcl-2 en
cel-lules B, fent-les d’aquesta manera més susceptibles a I’estimul apoptotic [141, 142].
Aix0 s’ha de tenir en compte en pacients amb LNH on les seves cél-lules B

sobreexpressen bcl-2 [143].

3.2.5 |Indicacions terapeutiques del rituximab al LNH

Des del 1997, que es va aprovar pel tractament dels LNH de cél-lules B, CD20",
refractaris 0 en recaiguda, s’estan tractant amb rituximab altres malalties malignes de
cél-lules B CD20" com son la malaltia de Hodgkin, la LLC, el limfoma d’alt grau i la

malaltia de Waldenstrom, obtenint-se uns resultats prometedors.

Actualment la FDA té aprovat el rituximab per:

v Pacients amb limfoma fol-licular o de baix grau en recaiguda o refractari al
tractament.
Com a primera linia associat a quimioterapia (CVP) en limfoma fol-licular.
Com a manteniment en limfoma de baix grau amb malaltia estable o que han
respos de manera parcial o complerta a la terapia d’induccié amb CVP.

v Com a primera linia associat a CHOP en limfoma difus de ceél-lules B grans.

Molts pacients amb limfoma reben rituximab en algun moment del seu
tractament, pero en un percentatge alt la resposta és parcial i no tots responen de la
mateixa manera al tractament amb rituximab. Sembla ser que aquestes diferéncies son
degudes en part als nivells d’expressi6 de I’antigen CD20, ja que el percentatge de
resposta varia des d’un 75% de resposta en limfomes fol-liculars no tractats préviament
(limfomes que histologicament presenten una alta densitat antigénica) fins a un 15% en
limfomes limfocitics de cél-lules petites tractats previament (limfomes amb baixa
densitat antigénica) [82, 87, 88, 144]. No obstant, el potencial del rituximab no s’ha

vist fins que s’ha combinat amb quimioterapia convencional, com CHOP (ciclofosfamida,
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doxorubicina, vincristina i prednisona), on el grau de resposta ha millorat
significativament amb un percentatge de resposta més alt i una supervivéncia meés
llarga [145]. L’impacte més alt d’aquestes combinacions ha estat en el limfoma difus de
cél-lules B grans on la combinacié amb CHOP esta considerada de primera linia en tots

els pacients [146].

3.2.6 Efectes secundaris del rituximab

Encara que normalment el rituximab és un farmac molt bé tolerat per la majoria
de pacients, existeixen una série d’efectes secundaris relacionats amb la infusié de la
primera dosi [87]. Aquests efectes indesitjables s’han relacionat amb I’activacio del
complement i amb el nombre de cel-lules B circulants [121]. Dintre d’aquests
simptomes tenim calfreds, febre, hipotensié i debilitat. La correlacié d’aquests
simptomes amb els nivells de citocines circulants és controvertida, en algun estudi s’ha
trobat relaci6 amb els nivells d’IL-6 i TNF-o [147] per0, en altres estudis no s’ha
observat una correlacié amb els nivells de citocines [121, 147]. Per tant, el responsable
de la severitat d’aquests efectes secundaris podria ser I’activacié del complement. De
fet una reducci6é en la taxa d’infusi6 és normalment efectiva per controlar aquests
efectes indesitjables [148, 149]. No obstant, és important tenir en compte que en
alguns pacients han estat greus i han acabat amb la vida dels malalts [150], com és el
cas de: la hipoxia i el col-lapse cardiovascular, la sindrome de lisi tumoral, i una reaccio

mucocutania severa (efectes confinats a pacients amb limfoma) [151].
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4 RESPOSTA IMMUNITARIA TUMORAL

L’aparici6 de neoplasies es ddéna com a conseqiiéncia d’una proliferacio
incontrolada i una propagacioé de clons de cél-lules transformades. El creixement dels
tumors malignes depén en gran mesura de la capacitat que tenen les cél-lules
neoplasiques de proliferar i de I’habilitat per envair teixits de I’hoste i metastatitzar a
distancia. El concepte de “vigilancia immunitaria” proposat per Macfarlane Burnet als
anys cinquanta, proposa que el sistema immunitari posseeix una funcié fisiologica
consistent en detectar i destruir clons cel-lulars potencialment malignes, abans que
causin I’aparicio de tumors, i eliminar els tumors si finalment apareixen. A més, un dels
factors que influeixen en el creixement dels tumors malignes és la capacitat que
adquireixen les seves cél-lules per evadir o superar els mecanismes de defensa de

I’hoste.

S’ha demostrat que els mecanismes efectors de la immunitat tant cel-lular com
humoral poden destruir les cél-lules tumorals in vitro. Un dels desafiaments presents a
les terapies antitumorals és poder contribuir en les respostes immunitaries protectores
front als tumors, potenciant mecanismes efectors, perqué es converteixin en especifics

del tumor.

Una de les funcions princeps del sistema immunologic en la resposta antitumoral
és discernir entre una cél-lula tumoral i una cél-lula normal. Pel sistema immune innat,
probablement el fet distintiu sigui I’alt grau d’apoptosi i de remodelament tissular que
existeixen en aquests processos. Un gran nombre de heat shock proteins (HSP)
alliberades per les cél-lules apoptotiques i de fragments proteolitics procedents de la
remodelacié tissular presents a la matriu extracel-lular, poden ser reconeguts pels
lligands dels receptors Toll like (TLRs) i provocar reaccions inflamatories en aquest
context. A més, I’estrés oxidatiu associat al creixement de cél-lules neoplasiques
indueix I’expressio de proteines a la superficie cel-lular que seran reconegudes per
receptors activadors presents a cel-lules efectores, com sén les de cél-lules NK, NKT i
cel-lules Tyd. En aquest grup de proteines s’inclouen MIC-A | MIC-B (proteines del MHC
de classe | like) que activen per exemple a les cél-lules NK i a algunes cel-lules Tyd a
través del receptor NKG2D. Per tant, el reconeixement immune innat probablement és
el que inicia la resposta inflamatoria i la produccido de citocines a les zones de

creixement tumoral. A la vegada, aquestes citocines inflamatories mobilitzaran cél-lules
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dendritiques immadures perqué presentin antigens associats a cél-lules tumorals a les

cel-lules Taf, i d’aquesta manera iniciar la resposta immune adaptativa (Figura 9)[1].

IFN-a, IFN-B, IL-2
. >
Cél. < N
dendritica IFN-y
eceptor inhibidor
MICA HC classe llow
IL-12
Cel. tumoral
@ HSP
@
@
<4—
erforina
IFN-y
Perforina
IFN-y
Cel. tumoral
apoptotica

Figura 9. Encreuament de la immunitat innata i I’adaptativa als tumors.

L’activacio de les cél-lules NK a través de les cél-lules dendritiques pot afectar
I’habilitat d’aquestes lisant el tumor (perforines) o bé reduir el creixement i capacitat
metastatica del tumor (IFN-y). Les cél-lules NK que han interaccionat amb les cél-lules
diana tumorals poden secretar citocines que afecten la maduracié de les cél-lules
dendritiques, i aixi participar en la generaci6 i/o manteniment de la resposta especifica
de cel-lules T contra el tumor. A més, tumors que secreten certes proteines, com HSP, s6n
rebutjats per respostes antitumorals dependents dels limfocits T citotoxics, generats en

preséncia de cél-lules NK.

4.1 CEL-LULES NK

Les cél-lules NK juntament amb els neutrofils i els macrofags son les principals
cel-lules efectores de la resposta immune innata. Son limfocits que reconeixen cel-lules
estressades i/0 infectades per directament matar-les i que secreten citocines
inflamatories. Estan implicades en la destruccié de molts tipus de cel-lules tumorals. In
vitro, tenen la capacitat de destruir cél-lules infectades per virus i determinades linies
cel-lulars tumorals, sobretot de tipus hematopoétic. In vivo, no es coneix amb claredat
la participacio d’aquests limfocits en la immunitat tumoral, perd s’ha postulat que el

fet que ratolins deficients en limfocits T no tinguin un augment en la incidéncia de
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tumors espontanis, podria ser degut a que aquests ratolins tenen un nombre de cél-lules
NK normals; sent aquestes cel-lules NK les responsables de fer la funcié de “vigilancia
immunitaria”. A més, s’ha descrit que pacients amb deficiéncia de cel-lules NK tenen

una incidéncia major de limfomes associats al VEB.

4.1.1 Caracteristiques de les cel-lules NK/NKT

La cél-lula NK és un limfocit granular gros que juga un paper molt important en
la immunitat innata, com a primera linia de defensa contra cel-lules infectades per
virus i cél-lules tumorals. No necessiten sensibilitzacié prévia per matar aquests tipus
cel-lulars, a la vegada que alliberen citocines immunoreguladores i quimiocines. Les
cel-lules NK reconeixen les seves cél-lules diana a través de receptors que reconeixen a
I’MHC de classe | propi i a I’MHC de classe | like, i d’aquesta manera poden inhibir o
potenciar la mort cel-lular.

Hi ha un grup de cél-lules NK que expressen la molécula CD3 (cél-lules NKT).
Aquestes cél-lules tenen funcionalitat innata i comparteixen, tant funcions com

estructures de receptors amb les cel-lules T i les cel-lules NK convencionals.

4.1.2 Desenvolupament de les cél-lules NK

Durant les ultimes tres décades s’havia acceptat que el desenvolupament primari
de les cél-lules NK tenia lloc a la medul-la 6ssia. No obstant, la possibilitat que cel-lules
precursores de medul-la ossia o estadis intermedis d’aquestes cél-lules poguessin anar a

teixits periférics i madurar no ha estat mai exclosa.

L’analisi combinat de:
- lineage differentiation potentials
- la capacitat de produir citocines
- la capacitat de tenir citotoxicitat natural
- el perfil d’expressio de gens
- el perfil fenotipic a superficie
donen lloc, en base a dades prévies en humans i ratolins, als diferents estadis de

desenvolupament d’aquestes cél-lules.
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Es important tenir present que el procés de desenvolupament als teixits
limfoides secundaris é€s un procés dinamic continu. La totalitat de cel-lules d’un subgrup
no es troben sincronitzades en el mateix estadi maduratiu, i encara que aquestes
poblacions exhibeixen caracteristiques diferenciadores sempre queden alguns fets
heterogenis que fan possible I’existéncia de subgrups addicionals. A continuaci6 es pot
observar el model proposat de desenvolupament in vivo de cél-lules NK humanes (Figura
10)[152].

Estadi 1 Estadi 2 Estadi 3 Estadi 4 Estadi 5
CD122— CD122+ compromesa CD56P oM CD56%™
HSC Pro-NK Pre-NK iNK NK NK

CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CD38- CD117- CD117+ CD117+ CD117+/- CD117-

CD94- CD94- CD94- CD94— CD94+/-

CD16— CD16- CD16— CD16- CD16+

— _/
Estadi compromes llinatge NK
— _/
Maduraci6 funcional
— /
Adquisicié KIR

Figura 10. Model proposat pel desenvolupament de cel-lules NK in vivo.

4.1.3 Biologia de les cel-lules NK

Aquestes cél-lules fenotipicament expressen a la seva superficie I’antigen CD56 i
perden el CD3. Dintre de les seves funcions s’inclou la produccié de citocines
immunoreguladores com son I’INF-y, TNF-a, IL-10 i GM-CSF, aixi com varies quimiocines
que donen lloc a una resposta immune immediata [153]. Tenen activitat citotoxica
espontania contra cel-lules infectades per virus, cel-lules leucémiques i altres ceél-lules
tumorals; a la vegada que produeixen la citotoxicitat cel-lular mitjangada per anticossos
a través del receptor FcyRIll (CD16).[154] Existeixen 2 subclasses de cél-lules NK en

funcio del grau d’expressio de I’antigen CD16 (Taula 7) [155].
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CD56dim CD56brigh

Aproximadament el 90% Aproximadament el 10%

(+++) CD16 (+) CD16

Molta capacitat citotoxica Poca capacitat citotoxica

Afinitat intermédia pel IL-2Rp, Afinitat alta pel IL-2Rqg,

(no respon a baixes dosis d'IL-2) (si respon a baixes dosis d'IL-2)

Poca sintesi d'IFN-y, TNF-a, TNF-B, GM- | Sintetitzen grans quantitats d'I[FN-y, TNF-a,
CSF, IL-10 TNF-B, GM-CSF, IL-10

(+++) receptors KIRs (+) receptors KIRs

(+++) receptors de la familia de les (+++) receptors de la familia de les lectines de
lectines de tipus C CD94/NKG2 tipus C CD94/NKG2

Taula 7. Subclasses de cél-lules NK.

4.1.4 Receptors de les cel-lules NK

Per combatre amb rapidesa un procés, les cél-lules NK han d’haver aconseguit
tenir un reconeixement especific de cél-lules infectades o alterades mantenint la
tolerancia per lo propi. La hipotesi del “missing-self” [156] aposta pel paper dels
receptors inhibidors i les seves dianes (MHC de classe ) com a responsables d’aquesta
especificitat. Hi ha dades que suggereixen que la quantitat de molecules d’MHC de
classe | a la superficie de les cél-lules diana és proporcional al grau d’inhibici6. No
obstant, sembla bastant clar que els receptors activadors contribueixen substancialment
en I’especificitat d’aquestes cel-lules. En models experimentals, quan molts receptors
activadors estan units simultaniament o quan un nombre suficient de receptors
activadors potents estan estimulats, les cel-lules NK so6n capaces d’eliminar
eficientment cel-lules que fins i tot tenen els seus receptors inhibidors units a les
molécules d’MHC de classe | [157-159]. Per tant, la falta de resposta pot ser degut tant
per I’activacié de receptors inhibidors com per I’abséncia d’una senyal activadora

suficientment potent per iniciar la resposta (Figura 11).
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No resposta NK

MHC classe | No resposta NK

Lligands activadors

Activacié NK

INHIBICIO NK

ACTIVACIO NK

Figura 11. Esquema d’activacié i inhibicio de les ceél-lules NK.

La quantitat de receptors activadors i inhibidors presents a les cél-lules NK, i la
guantitat de lligands a les cel-lules diana, aixi com les diferencies qualitatives a les
senyals transduides, determina el grau de resposta de les cel-lules NK.

S’han caracteritzat un gran nombre de receptors activadors estructuralment
diferents. A diferéncia dels receptors inhibidors, molts es troben expressats en totes les
cél-lules NK. A més, indueixen cascades de senyalitzacié diferents, mentre que els
inhibidors sembla ser que utilitzen un mecanisme comu pel seu funcionament [154,
160]. Alguns dels receptors activadors i inhibidors amb els seus Iligands es poden trobar

enumerats a la taula 81 9.
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CD16 (FcyRllla) [s]€]
NKp46 (CD335) Hemaglutinina viral
NKp30 (CD337) No determinat
NKp44 (CD336) No determinat
NKp80 AICL
<§( KIR2DS1 (CD158h) HLA-C (baixa afinitat)
= KIR2DS2 (CD158j) No determinat
KIR2DS3 (CD158i) No determinat
KIR2DS4 (CD158i) HLA-C (baixa afinitat)
KIR2DS5(CD158g) No determinat
KIR3DS1 (CD158e2) No determinat
NKG2C (CD94/159c) HLA-E
NKG2D (CD314) ULBPs, MIC-A, MIC-B
2B4 (CD244) CD48
CD2 LFA-3 (CD58)
CRACC (CD319) CRACC (CD319)
NTB-A NTB-A
DNAM-1 (CD226) PVR (CD155), nectina-2 (CD112)
= CD96 PVR (CD155), nectina-2 (CD112)
< cp7 SECTM1, Galectin
C_> Ccb27 CD70
b CD28 CD80, CD86
CD69 No determinat
CD122 (IL-2RB) IL-2, IL-15
CD59 Cs8, C9
BY55 (CD160) HLA-C
KIR2DL4 (CD158d) HLA-G soluble
CD44 Hialuronan
< LFA-1 (aLp2, CD11a/18) ICAM-1-5
= MAC-1 (aMB2, CD11b/18) ICAM-1, iC3b, Fibrinogen
05)7 CD11c/18 ICAM-1, iC3b
= VLA-4(a4p1, CD49d/29) VCAM-1, Fibronectina
- VLA-5(a5p1, CD49e/29) Fibronectina

Taula 8. Receptors activadors presents a cél-lules NK amb els seus lligands.

KIR2DL1 (CD158a) HLA-Cw4
KIR2DL2/3 (CD158b) HLA-Cw3
KIR2DL4 (CD158d) HLA-G
KIR2DL5 (CD158f) No determinat <
KIR3DL1 (CD158e1) HLA-Bw4 =
KIR3DL2 (CD158K) HLA-A3 i A1l

= LIR-1/ILT2 (CD85) Multiples HLA classe | (A, B, G)

- NKG2A (CD94/CD159a) HLA-E

- KLRG1 E/N/P-cadherina
NKR-P1 (CD161) LLT1 O
Siglec-7 (CD328) Acid sialic L
Siglec-9 (CD329) Acid sialic o
IRp60 (CD300a) No determinat =
TGF-BR Familia TGF-$

Taula 9. Receptors inhibidors presents a cel-lules NK amb els seus lligands.

39



Introduccio

4.1.4.1 RECEPTORS KIRs (Killer immunoglobulin-like receptors)

La familia de gens KIR humans conté 15 gens i 2 pseudogens que estan
intimament relacionats al cromosoma 19qg13.4. El nombre de gens KIR al genoma de
cada individu varia dintre de la poblacié. Aquests gens s’expressen a cél-lules NK,
TySTCR*, TaPTCR® memoria/efectores (normalment CD8" i algunes CD4", perd no
timocits o T naif) [161, 162]. Una vegada els gens KIR s’expressen a les cél-lules NK o al
clon de cél-lules T, aqguests es mantenen estables a la progenie d’aquestes cél-lules
[163, 164].

Els receptors KIRs pertanyen a la superfamilia d’immunoglobulines i sén
glicoproteines de transmembrana de tipus |, caracteritzant-se per tenir 2 o 3 dominis
“immunoglobulin-like” a la regié extracel-lular. Aquests receptors reconeixen
especificament els al-lels HLA-A, HLA-B i HLA-C i produeixen tant senyals estimuladores
com inhibidores en funcio de la seqiéncia del domini intracel-lular [165, 166]. A nivell
extracel-lular tant els KIRs activadors com els inhibidors tenen els mateixos dominis i
per tant es poden unir als mateixos lligands. S6n receptors de cadena Unica amb dos
(KIR2D) o tres (KIR3D) dominis immunoglobulin-like, que posteriorment es poden
subdividir en KIR2DL i KIR3DL si tenen una cua citoplasmatica llarga o en KIR2DS i
KIR3DS si la cua es curta [167]. Els que tenen la cua citoplasmatica llarga generen
senyals inhibitdries mentre que els que tenen la cua curta les senyals son activadores
[168]. Els receptors inhibidors tenen al seu domini citoplasmatic un motiu d’inhibici6 de
I”immunoreceptor per tirosina (ITIM) que després de la uni6 del receptor amb el lligand,
es fosforilen els residus tirosina per I’accié de les cinases de la familia src permetent el
reclutament de tirosina fosfatases SHP-1 (i possiblement SHP-2) que desfosforilaran
multiples dianes de la via de motius d’activacié de I’immunoreceptor per tirosina (ITAM)
[169, 170]. La via activadora té motius ITAMs que quan es fosforilen per cinases de la
familia src permeten que s’activin tirosina cinases de la familia Syk donant lloc a una

activacio de la cascada per sota [171].
L’afinitat que tenen els receptors inhibidors pels lligands MHC de classe | és molt

més alta que la que tenen els receptors activadors [169, 172]; aixi quan s’uneixen tots

dos tipus de receptors la senyal resultant és inhibidora i no s’activen les cél-lules NK.
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4.1.4.2 RECEPTORS C-TYPE LECTIN LIKE

Els gens d’aquests receptors es troben al cromosoma huma dintre del complex
NK 12p12.3-p13.2. Els receptors de la familia de les lectines de tipus C so6n
heterodimers que contenen genéticament una cadena invariant (CD94) relacionada
intimament amb 4 gens de la familia NKG2 (NKG2A, -C, -E i -F). Aquests receptors
s’expressen a cel-lules NK, TySTCR® i en un subgrup de ToaBTCR" CD8"
memoria/efectores; i la seva expressio esta modulada per citocines (IL-15, TGF-B, IL-12)
presents a I’ambient [173, 174]. EI NKG2A té un motiu ITIM citoplasmatic i
I’heterodimer CD94/NKG2A funciona com a receptor inhibidor. Per altre banda,
I’heterodimer CD94/NKG2C és un receptor activador i requereix de I’associacié amb la
proteina adaptadora DAP12 perqué la seva expressié a superficie i la seva senyalitzacio
sigui estable [154]. Els clons de cél-lules NK selectivament porten receptors activadors o
inhibidors, encara que hi ha alguns clons que poden coexpressar els receptors NKG2A i
NKG2C [175].

Els receptors CD94/NKG2A i CD94/NKG2C s’uneixen a I’HLA-E. Aquest HLA
s’uneix a péptids que provenen de segments d’altres proteines MHC de classe |. Per
tant, I’expressio i estabilitzacio d’HLA-E a la superficie cel-lular dependra de la
disponibilitat dels péptids liders proporcionats per I’HLA-A, -B, -C i -G; a més, aquests
receptors son capacos de controlar la situacié a la cél-lula de proteines de MHC de

classe | classiques i no classiques (HLA-G) utilitzant a I’HLA-E com a substitut [154].

4.1.4.3 RECEPTORS DE CITOTOXICITAT NATURAL

Els receptors NKp30, NKp44 i NKp46 es van identificar arrel de la seva implicacio
en la mort de cél-lules tumorals [176]. La seva expressio en cel-lules NK es correlaciona
directament amb la capacitat que tenen per matar cel-lules tumorals. NKp44 nomes
s’expressa en cel-lules NK activades amb IL-2 [177]. Aquests receptors es poden associar
amb diferents proteines transductores de senyals, de manera que en ratolins amb
disrupcions en els gens de DAP12, Fcy, o CD3( s’observa deficiéncies selectives en la
capacitat de matar determinats tumors [171]. Fins ara pero no s’han identificat els
Iligands d’aquests receptors que faria entendre millor el mecanisme d’interaccio entre
cél-lules tumorals i ceél-lules NK. Hi ha experiments indicant que NKp46 s’uneix a

hemaglutinines virals [178, 179].
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4.1.4.4 RECEPTOR NKG2D

El gen del receptor NKG2D es troba en el complex NK al cromosoma 12p12.3-
pl3.2. Esta codificat per un Unic gen que en principi no ha mostrat polimorfismes i

funcionalment és un receptor activador [154].

Es una glicoproteina ancorada a la transmembrana que s’expressa com un
homodimer unit per ponts dissulfur a la superficie cel-lular de [180]:
e Totes les cél-lules NK.
e Totes les cél-lules T CD8".
e FEs regula a I’alca rapidament en cél-lules T CD4" després de la seva activacid in
vitro.
e En un subgrup de cél-lules NKT.

e En un subgrup de cél-lules Tys.

L’expressi6 de NKG2D a la superficie cel-lular requereix de I’associacié amb
DAP10. El receptor NKG2D sense estar associat a cap proteina adaptadora és retingut al
citoplasma i degradat [181, 182].

Els seus lligands sén proteines de les families MIC i ULBP que tenen homologies

estructurals amb I’MHC de classe | [180]:
1. MIC (MHC class | chain related): MIC-A i MIC-B

o El gen dels membres de la familia MIC es troben dintre del gen HLA.

o No s’associen a la 2-microglobulina ni uneixen péptids antigénics.

o No s’expressen en ratolins.
2. ULBPs: ULBP1, ULBP2, ULBP3 i ULBP4

o No formen part del complex MHC i es troben al cromosoma 6.

o Comparteixen només un 25% d’aa amb les proteines MIC.

o Hi ha molta variacié dintre d’aquesta familia exhibint tant sols un 35% de

sequiéncies d’aa idéntiques.
Els gens MIC s6n molt polimorfics amb 54 al-lels el MIC-A i 18 al-lels el MIC-B,

observant-se que les variants al-léliques pel MIC-A poden unir-se amb diferent afinitat al
NKG2D. A diferéncia els gens ULBP no sén tant polimorfics [183, 184].
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Els Iligands del NKG2D s’expressen [180]:

e En persones sanes MIC-A i MIC-B només s’expressa en cel-lules epitelials
gastrointestinals.

e L’expressié de MIC-A i MIC-B es regula a I’alga en algunes linies tumorals i alguns
tumors primaris (sobretot els d’origen epitelial). També, en condicions d’estrés com
és una infeccid viral o en el heat shock syndrome.

e Les molécules ULBP també s’expressen molt poc en cel-lules normals pero
normalment la seva expressio es regula a I’alca en cél-lules infectades i
transformades.

L’expressio d’ULBPs a nivell tumoral potencia el reclutament de cel-lules NK i

cél-lules T en el tumor [185].

4.1.4.5 RECEPTOR FcyRIll (CD16)

Els receptors per les immunoglobulines (receptors Fc) estan ampliament
expressats al sistema immunologic i també en tipus cel-lulars més especifics com per
exemple cél-lules endotelials, mesangials i osteoclasts [186]. La uni6 a la porcié Fc
proporciona un lligam entre I’especificitat del sistema immune adaptatiu i les potents

funcions efectores que desencadenen les cel-lules del sistema immune innat.

Caracteristiques del receptor FciRIlI

Aquest receptor és una glicoproteina de 50-80 kDa. Existeixen 2 gens diferents

per aquest receptor i la seva expressio a la cel-lula és especifica:

1. El gen A codifica el receptor FcyRllla (CD16a) que és una glicoproteina de
transmembrana de classe | i s’expressa en cél-lules NK, macrofags, monocits,
cel-lules mesangials renals, mastocits i una petita fraccié de cél-lules T
circulants. Recentment s’ha demostrat que el 10-20% de les cél-lules T CD8"
estimulades amb IL-2 expressen CD16a, donant Illoc a [I’ADCC
independentment de la seva activacié via TCR [187]. El CD16a és un complex
heterooligomeéric, format per un homodimer de cadenes y unides amb ponts
dissulfur o, per un heterodimer de cadenes y i . Quan la mort cel-lular és via
ADCC I’ultima cadena es fosforila en el residu tirosina, perd quan la mort
cel-lular és de forma natural aixd0 no passa [188]. Es significatiu que

I’estimulacio de les cel-lules NK activades Unicament via CD16 indueix I’AICD.
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A més, el CD16a expressat en cél-lules NK i en mondcits pot variar I’afinitat

per la IgG segons el patro de glicosilacio del receptor [189].

2. ElI gen B codifica una versi6 del CD16 (CD16b), que perd la regi6
transmembrana i la cua citoplasmica, ancorant-se a la membrana via glicosil
fosfatidil inositol (GPI). Aquest receptor s’expressa en neutrofils i s’implica
en la desgranulacié i generacio de radicals d’oxigen per aquestes cél-lules
[190]. Les cél-lules efectores d’ADCC de la linia mieloide principalment
utilitzen aquest receptor per fagocitar patogens coberts d’IgG i cél-lules
apoptotiques. Malgrat aixo, aquestes cél-lules poden utilitzar altres receptors
Fc i jugar un paper en la destrucci6 de cél-lules tumorals mitjancant
anticossos. ElI CD16b té menor afinitat d’uni6 per la IgG humana que el CD16a
[113].

Polimorfisme del receptor FciRllla

El gen FCGR3A que codifica el receptor FcyRllla huma presenta un dimorfisme al
nucleotid 559. Aquest dimorfisme al-lelic funcional genera al-lotips amb un residu
fenilalanina o un residu valina a la posicié 158 [191, 192]. Aquest residu interacciona
directament amb la regi6 “bisagra” inferior de la 1gG1 [193]. Estudis de citometria de
flux han demostrat que les cél-lules NK que provenen de donants homozigots per la
valina s’uneixen més a la IgG1 i IgG3 que les cél-lules NK que provenen dels homozigots
fenilalanina. Aquesta diferéncia pot ser deguda a un augment d’afinitat d’unié [192] o a

un augment d’expressio a membrana d’aquest receptor quan son FcyRIlla-158VV [194].

4.1.5 Etapes en I’activacio de les cel-lules NK
4.1.5.1 CONTACTE

El contacte cel-lular entre cél-lules NK i céel-lules diana ddna lloc a una série de
canvis moleculars en les cél-lules NK que condueixen a I’adhesid, polaritzacié de
granuls, desgranulacio i produccié de citocines [195]. Els receptors que proporcionen

aquestes senyals encara estan per determinar amb claredat.
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4.1.5.2 ADHESIO

Es pensa que I’adhesié és un prerequisit per les funcions efectores de les
cél-lules NK. La interaccié de I’LFA-1 amb ICAM-1/2 és suficient per induir I’adhesi6 de
cél-lules NK humanes en repos. Adhesid que es veu incrementada per la coexpressio de
Iligands pel CD2, CD16 i 2B4 [196].

L’adhesio i senyalitzacié per I’LFA-1 és un procés orquestrat amb molta cura. Els
receptors activadors poden proporcionar senyals de dintre a fora, que augmenten
I’afinitat de I’LFA-1 com a consequeéencia de canvis conformacionals. A la vegada senyals
de receptors activadors poden també induir agrupacions de I’LFA-1, que potencien la
seva avidesa (Figura 12) [196, 197]. Encara que les evidéncies genétiques suggereixen
una contribucié molt important de I’LFA-1 en la adhesio de cél-lules NK, la contribuci6

d’altres receptors queda encara per definir.

Figura 12. Regulacié de
I’adhesi6 proporcionada
per I’LFA-1.

Les senyals des
dels receptors activadors
de les cél-lules NK poden
;Ef.‘i;’f,‘;i donar lloc a canvis

conformacionals conduint

’ n—)> I I a una major afinitat d’uni6
e de I’LFA-1. També poden
promoure una major

canvi agrupacions i
conformacional

LFA-1

avidesa amb senyals que
\1: \1: facin agrupacions de I’LFA-
1.
MAJOR AFINITAT MAJOR AVIDESA

4.1.5.3 POLARITZACIO

En general, en les cél-lules citotoxiques la polaritzacié dels lisosomes secretors
(també anomenats granuls citotoxics) precedeix a la citotoxicitat de les cél-lules diana.
Hi ha dades que impliquen a I’LFA-1 en la senyalitzaci6é de la citotoxicitat i suggereixen
que aquest receptor pot activar a la cél-lula NK per la citotoxicitat. No obstant, la

polaritzacié de granuls pot ocoOrrer en abséncia de la interaccié de I’LFA-1 quan es
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combina amb senyals que provenen del CD16 i del 2B4 [198]. Es necessiten nous estudis
genetics per elucidar les vies responsables d’aquesta polaritzacié de granuls en aquestes

cel-lules.

4.1.5.4 DESGRANULACIO

Les perforines i altres proteines citotoxiques estan constitutivament expressades
en cel-lules NK en repos i emmagatzemades a lisosomes secretors especialitzats. La
desgranulacié (exocitosi de lisosomes secretors) es pot mesurar per I’alliberacié de
granzim B als sobrenedants. Un altre assaig per mesurar la desgranulaciéo a nivell
quantitatiu es mesurar I’aparici6 de CD107a (proteina-1 de membrana associada a
lisosomes) a la superficie cel-lular. EI CD107a és una proteina lisosomica de membrana
que es colocalitza amb la perforina en els lisosomes secretors i es redistribueix a la

superficie cel-lular quan els granuls es fusionen amb la membrana plasmatica.

La interaccié del CD16 en cel-lules d’insectes cobertes d’anticossos produeix
desgranulacié en abséncia de la senyal de I’LFA-1 [199]. Contrariament, la lligacié del
NKG2D o del 2B4 no produeix desgranulacié. No obstant quan es combinen NKG2D i 2B4
si que s’indueix desgranulacio sinergisticament de cel-lules NK en repos [200]. Per altre
banda, s’ha vist que es requereix de la preséncia de calci i s’indueix per senyalitzacions
dependents de la proteina G i la PKC [201]. Pero, es necessiten més estudis per elucidar
com la mobilitzacié de Ca®* depenent de PLC-y i I’activaci6 de PKC donen lloc a la

desgranulacié.

4.1.6 Funcions efectores de les cel-lules NK

La principal funcié efectora de les cél-lules NK és la citotoxicitat. Un dels
mecanismes productors de citotoxicitat és I’alliberacié de granuls citoplasmatics, com
sén les perforines i els granzims, que lisen les cel-lules diana. Aquestes cel-lules
almenys expressen tres lligands de la familia TNF (Fas lligand, TNF, i lligand inductor de
I’apoptosi relacionat amb el TNF [TRAIL]) que indueixen apoptosi de cél-lules tumorals
[202]. També s’ha vist que secreten citocines Thl i Th2. La produccié d’aquestes
citocines esta en funci6 de I’estat maduratiu d’aquestes cél-lules, aixi les cél-lules NK

madures perden la capacitat de produir citocines Th2 i adquireixen la capacitat de
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produir IFN-y [203]. A més, proporcionen lligams entre la immunitat innata i I’adquirida
mitjancant respostes bidireccionals amb les cél-lules dendritiques (DCs) (Figura 13). A
les fases inicials d’una reacci6 inflamatoria i posterior contacte amb cél-lules tumorals
autologues, les DCs immadures sintetitzen TNF-a amb o sense IFN-y, citocines que
provoguen I’activacié de cél-lules NK en repos i la seva maduracié. Les cél-lules NK
activades lisen les cél-lules tumorals i proporcionen a les DCs madures detritus cel-lulars
gue els internalitzen per poder-los presentar posteriorment a cél-lules T presents als
noduls limfatics. A les fases finals de la resposta antitumoral les cél-lules NK tornen a
tenir un paper rellevant ja que rodegen i lisen les DCs que estan al voltant del tumor i

d’aquesta manera inhibeixen la presentaci6 antigenica [204].

(A) Activacio cel-lules NK per DCs

% patdaen Contacte

cel-lular

TLR (NKG2D,
Senvals viaTLR LFAL)

>

IFN-a, IFN-B
IL-2, IL-12,
IL-15, IL-18

e CitoONisi

e IFN=y

DC

(BY Proliferacié cel-lules NK per DCs
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IL-12. IL-18

(C) Activacié DCs per cel-lules NK

IFN-v. TNF

(D) Eliminacioé DCs per cél-lules NK
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Figura 13. Respostes bidireccionals entre cel-lules dendritiques i cél-lules NK.

Les cel-lules dendritiques poden afectar la funcié de les cel-lules NK induint
activacié (a) i/o proliferacio (b) de les cél-lules NK. Reciprocament, les cél-lules NK
poden afectar les funcions de les cél-lules dendritiques i donar lloc a una activacié (c) o
una eliminacié (d) d’aquestes ultimes.
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5 MECANISMES D’EVASIO TUMORAL

El concepte de vigilancia immunitaria defineix que el sistema immune pugui
reconéixer precursors tumorals i en moltes ocasions pugui destruir-los abans que el
tumor es faci clinicament aparent. Recentment, s’ha vist que el sistema immune no
nomes protegeix a I’hoste del desenvolupament tumoral si no que pot també promoure

el creixement tumoral degut a una tolerancia immune induida pel tumor.

Estudis fets amb ratolins deleccionats de determinats gens diana (components
especifics tant de la immunitat innata com de I’adaptativa) han proporcionat les millors
evidéncies de que la vigilancia immunitaria influencia el desenvolupament de
determinats tumors. Aixi, per exemple tenim [1]:

e Ratolins sense perforines presenten un augment de limfomes.

e Ratolins sense les proteines RAG i STAT-1, presenten deficiencies en certs
mecanismes de la resposta immune innata i adaptativa, desenvolupant tumors
epitelials intestinals i mamaris.

¢ Ratolins sense limfacits Tyd tenen una susceptibilitat augmentada de patir cancer de
pell després de I’aplicacid topica de carcinogens, reflexant la importancia que tenen
els limfocits intraepitelials en la supervivéncia i mort de les cél-lules epitelials

anormals.

No es sorprenent que cél-lules T no puguin rebutjar tumors que apareixen
espontaniament. Aix0 probablement es degut a una perdua dels antigens que els fan
diferents, de molécules d’adhesié o de les molécules coestimulatories necessaries per
conduir una resposta de cél-lules T primaria. S6n antigens processats per cél-lules
presentadores i presentats als limfocits T, perd0 que en abséncia de senyals
coestimulatories provoquen anergia o delecié de cél-lules T. Fins i tot, hi ha tumors que
expressen antigens especifics tumorals que s6n reconeguts com a propis al no presentar

un procés inflamatori simultani [1].

Existeixen altres mecanismes pels quals els tumors fan que el sistema
immunologic no els ataqui evadint-se d’ell. Els tumors tenen tendencia a ser
genéticament inestables. Aquesta inestabilitat podria generar mutants que perdrien
antigens i s’escaparien a la resposta immune. Alguns tumors, com son el cancer de

colon i el de cervix, perden I’expressié d’una molecula concreta de I’MHC de classe |,

48



Introduccio

potser degut a una immunoseleccié de cél-lules T especifiques pel péptid presentat per
aquesta molecula de MHC de classe |. Estudis experimentals han demostrat que quan un
tumor perd I’expressié de moléecules de MHC de classe | no pot ser reconegut per
cel-lules T citotoxiques, encara que continua sent susceptible al reconeixement per
cél-lules NK. No obstant, es pot evitar el reconeixement de cél-lules T CD8" citotoxiques
especifiques i a la vegada ser resistents a les cel-lules NK, conferint al tumor un

avantatge selectiu in vivo.

Un altre mecanisme d’evasié immune tumoral a esmentar és la produccié de
citocines immunosupressores (TGF-B, IL-10) pel tumor i la creacié per part d’aquest
d’ambients immunologicament privilegiats. Aquests tumors creixen en noduls envoltats
per barreres fisiques de col-lagen i fibrina fent-se invisibles al sistema immune, de
manera que aquest ignora la seva existéncia. Poden créixer fins que la seva massa
tumoral és incontrolable i destrueixen la barrera fisica, o provoquen un procés

inflamatori al seu voltant [1].

Dintre dels mecanismes d’evasié immune a I’ADCC I’estrategia més frequent,
qgue utilitzen les cél-lules canceroses, és la modulacié de I’expressi6 d’antigens de
I’MHC. Per exemple, les cél-lules leucémiques regulen a la baixa antigens classics de
I’MHC de classe | per evadir-se de la resposta de I’hoste tant per CTLs com per cél-lules
NK. S’ha observat que regulen a la baixa antigens al-loespecifics HLA-Bw6 i HLA-A perd
no s’ha vist el mateix amb I’HLA-Bw4 [205]. Els antigens de I’HLA-Bw4 serveixen com a
lligands dels receptors inhibidors KIRs presents a les cél-lules NK [171, 206]. Com les
senyals inhibidores via receptors KIR dominen vers les senyals activadores via CD16 o
CD32, la interacci6 KIR/Bw4 podria evitar la mort de cél-lules tumorals per les cél-lules
NK durant la reaccié d’ADCC. Aquests resultats suggeririen que les terapies contra
leucémies, que es basen en la utilitzacié de cel-lules T, podrien utilitzar al-loantigens
restringits a I’HLA-Bw4, ja que si les cél-lules canceroses modularen a la baixa I’HLA-
Bw4 tornarien a ser susceptibles a la mort cel-lular per les cél-lules NK. A més,
I’expressid de receptors KIR en cel-lules NK esta augmentada en alguns pacients amb
cancer. Cal destacar que en un model de ratoli singénic de leucémia, el bloqueig dels
receptors inhibidors presents a les cél-lules NK LY-49C i LY-491 amb un anticos especific
(fragment F(ab’)2) pel receptor augmenta I’efecte antitumoral tant in vitro com in
vivo. Igual que la transferéncia de cel-lules NK abans del tractament amb fragments

d’anticos confereix una proteccié més alta al ratoli [207].
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Les cél-lules canceroses també tenen una expressio més alta d’antigens de MHC
no classics. Per exemple un 38% de cancers mamaris expressen HLA-G [208]. L’HLA-G
normalment esta expressat a les cél-lules trofoblastiques que envaeixen la decidua
materna durant I’embaras i es creu que €s per inhibir la resposta immune
semial-logénica materna front el fetus. S’ha trobat que els cancers de mama expressen
HLA-G (tant la forma soluble com la unida a membrana) mentre que els teixits veins no
cancerigens no I’expressen. Els receptors per I’HLA-G sén ILT-2, ILT-4, KIR2DL4 i el
coreceptor CD8 de les CTL que s’expressen en monocits, macrofags, cel-lules NK i
limfocits T CD8' [155, 209]. La interaccié amb aquests receptors fa que disminueixi o
s’inhibeixi I’activitat funcional d’aquestes cél-lules. Per altre banda, I'HLA-E
interacciona amb la familia de receptors CD94/NKG2A, presents a les cél-lules NK i a un

subgrup de cél-lules T, inhibint la migracié endotelial de les cél-lules NK [210].

5.1 ESTRATEGIES PER POTENCIAR L’ADCC

Com s’ha mencionat anteriorment, la citotoxicitat i per tant les cél-lules que tenen
com a principal funcié efectora la citotoxicitat, estan implicades en molts mecanismes
d’evasié tumoral. Dintre dels mecanismes d’accidé dels anticossos monoclonals es
postula la importancia de I’ADCC, per la qual cosa s’han descrit una amplia varietat

d’estratégies que tenen com a finalitat potenciar I’ADCC. Exemples d’aixo tenim:

e Utilitzaci6 d’associacions d’anticossos monoclonals on les seves dianes son diferents
epitops d’un mateix antigen.
Una de les limitacions de I’eficacia terapeutica dels anticossos monoclonals és una
expressié limitada d’antigens diana a les cel-lules canceroses [101, 211]. Aquesta
limitaci6 es podria superar utilitzant un grup d’anticossos que com a diana
tinguessin diferents epitops en el mateix antigen. De fet, s’ha demostrat en un
model animal de cancer de mama, que tant in vivo com in vitro, és més efectiu la

utilitzacié d’una associacio d’anti-Her-2 [212].

e Bloqueig de receptors inhibidors en cel-lules efectores portadores de receptors Fc.
En ratolins genoanul-lats pel receptor Fcyllb s’ha demostrat que els anticossos
monoclonals antitumorals s6n molt més eficagos [103, 213], suggerint que els
anticossos monoclonals s’uneixen a aquests receptors inhibidors i regulen de manera

negativa el seu propi efecte antitumoral. A més, com s’ha discutit anteriorment
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diferents receptors inhibidors (com per exemple: KIR, ILT-2), que s’uneixen a
molecules d’MHC de classe | classiques i no classiques, estan regulats a I’alga en
cel-lules efectores de pacients amb cancer. Poden expressar I’HLA-G, que al unir-se
als seus receptors, inhibiran la mort de cél-lules tumorals per cél-lules NK i mondcits
[155, 214]. Per tant, el bloqueig d’aquests receptors inhibidors faria possible que
augmentés I’efecte antitumoral dels anticossos monoclonals. Aix0 es podria arribar a
aconseguir per mitja d’anticossos amb fragments F(ab’), especifics pel receptor o

per peptids que mimetitzessin a aquests anticossos [113].

Utilitzacié de citocines humanes recombinants i altres molécules per augmentar les
funcions efectores de les cél-lules portadores dels receptors Fc.

Petites dosis d’IL-2 humana recombinant expandeix in vitro les cel-lules NK
CD3°CD56" i poténcia la seva capacitat citolitica augmentant, tant in vivo com in
vitro, la Herceptin-ADCC contra cel-lules de cancer de mama [215, 216]. De la
mateixa manera, el G-CSF i el GM-CSF, mobilitzen neutrofils i monocits des dels
precursors de medul-la ossia a la circulacio. Tant els neutrofils com els monocits son
cel-lules portadores de receptors Fc, que juntament amb les cel-lules NK, seran
cél-lules importants portant a terme els efectes antitumorals dels anticossos
monoclonals [97, 217]. Per tant, la utilitzacié dels anticossos monoclonals en
combinacié amb aquestes citocines, podria augmentar la seva eficacia en pacients
amb cancer. Com a enfocament alternatiu, es podria crear la fusié proteica d’un
anticos monoclonal i una citocina, essent les cél-lules diana preferents les cél-lules
NK i les CTLs no especifiques [218]. Per altre banda, en un model muri de limfoma
singénic, s’ha observat que els CpG ODN potencien eficagcment I’efecte antitumoral

de varis anticossos monoclonals, tant in vitro com in vivo, augmentant I’ADCC [219].

Infusio de cél-lules NK autologues expandides in vitro o infusié d’una linia cel-lular
NK aprovada clinicament.

La combinaci6é d’aquestes infusions cel-lulars amb els anticossos monoclonals seria
atil en pacients amb cancer que tenen afectada la funcié de les cél-lules NK, de

manera adquirida o congenita [113].

Combinacié d’un anticos anticadherina E juntament amb el monoclonal antitumoral.
Els anticossos anticadherina E quan s’utilitzen sols no tenen efectes sobre el tumor,
perd en combinacié trenquen els agregats multicel-lulars tumorals i augmenten
I’ADCC [220].
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e Anticossos monoclonals antitumorals biespecifics.
S6n anticossos que, per poder ser més efectius reclutant cél-lules efectores com
cel-lules NK, monocits i neutrofils, tenen com a diana un antigen Unic especific del
tumor i diferents receptors Fc (per exemple: CD16, CD64 i CD89) [221].

e Anticossos amb major afinitat d’unio pels receptors Fc.

Com a exemple tenim un rituximab amb major capacitat d’unio pel Fc [222].

5.2 POTENCIACIO DE LES FUNCIONS EFECTORES DE L’HOSTE

A I’apartat anterior s’ha descrit com la immunitat cel-lular front a tumors pot
reforcar-se fent que les cel-lules tumorals expressin moléecules coestimuladores i
citocines, o bé administrant als pacients amb cancer citocines o altres molécules que

activin i estimulin la proliferacio i diferenciacié dels limfocits T i de les cél-lules NK.
5.2.1 Citocines - IL-15

Les citocines son polipeptids produits en resposta a microorganismes i altres
antigens que intervenen i regulen les reaccions immunitaries i inflamatories. Encara que

les citocines entre elles son estructuralment diferents, comparteixen varies propietats:

e La secreci6 de citocines és un esdeveniment breu i autolimitat.

e Les accions de les citocines solen ser pleiotropiques i redundants.

¢ Normalment influeixen en la sintesi i accions d’altres citocines.

e El seu efecte pot ser local i sistemic.

e La seva funcié s’inicia quan s’uneixen a receptors especifics de membrana presents
a cel-lules diana.

e Les senyals externes regulen I’expressio dels receptors de citocines i, per tant, la
resposta de les cél-lules a aquestes citocines.

e Les respostes cel-lulars a la majoria de citocines consisteixen en canvis en
I’expressi6 de gens a les cel-lules diana, el que provoca un canvi en el patrd
funcional i, en ocasions una proliferacio de les cel-lules diana.

e La resposta cel-lular a citocines esta fortament regulada, i existeixen mecanismes

de retroalimentaci6 inhibidors per disminuir aquesta resposta.

52



Introduccio

Les citocines es poden classificar en tres categories funcionals segons les seves

accions biolodgiques principals [1]:

1)

2)

3)

Mediadores i reguladores de la immunitat innata.

Es produeixen principalment pels fagocits mononuclears en resposta a agents
infecciosos. Els productes bacterians com el LPS, i els virics com I’ARN bicatenari,
s’uneixen als TLRs a la superficie cel-lular o als endosomes dels macrofags i
estimulen la sintesi i secrecié de citocines importants en la resposta immune innata.
Aquestes citocines també es poden secretar pels macrofags activats pels limfocits T
estimulats per un antigen (immunitat adaptativa). La majoria de citocines d’aquest
grup actuen sobre les cél-lules endotelials i els leucocits per estimular les reaccions
inflamatories precoces front a microorganismes i controlar aquestes respostes. A
més, les cél-lules NK i les NKT també sintetitzen aquestes citocines durant la

resposta immune innata (Taula 10).

Mediadores i reguladores de la immunitat adaptativa.

Aquestes citocines majoritariament son sintetitzades pels limfocits T en resposta al
reconeixement especific d’antigens estranys. Algunes actuen principalment regulant
el creixement i diferenciacié6 de diferents poblacions limfocitaries i, per tant,
participant de manera important a la fase d’activacié de les respostes immunitaries
que depenen dels limfocits T. Altres citocines d’aquest grup poden atraure, activar i
regular cel-lules efectores especialitzades (macrofags, neutrofils i eosindfils) per

eliminar antigens en la fase efectora de la resposta immune adaptativa.
Estimuladores de I’hematopoesi.

Les sintetitzen les cel-lules de I’estroma de la medul-la 0ssia, els leucocits i altres

cél-lules, per estimular el creixement i diferenciacié dels leucocits immadurs.
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Citocina Pes molecular Principal font cel-lular Principals cél-lules diana i
efectes biologics
TNF 17 kD; Macrofags, limfocits T Cel. endotelials: activacio
homotrimer de 51 kD (inflamacid, coagulacio)
Neutrofils: activacio
Hipotalem: febre
Fetge: sintesi de proteines de fase
aguda
Muascul, teixit adipés: catabolisme
(caquexia)
Altres tipus cel-lulars: apoptosi
IL-1 Forma madura de 17 kD; Macrofags, cel. Ceél. endotelials: activacio
Precursors de 33 kD endotelials, algunes cel. (inflamacio, coagulacio)
epitelials Hipotalem: febre
Fetge: sintesi de proteines de fase
aguda
Quimiocines |8-12 kD Macrofags, ceél. Leucocits: quimiotaxis, activacio;
endotelials, limfocits T, Migracio a teixits
fibroblasts, plaquetes
IL-12 Heterodimer de 35 kD + Macrofags, cel. Limfocits T: diferenciacié Thl
subunitats de 40 kD dendritiques Limfocits T i NK: sintesi d’IFN-y,
augment d’activitat citolitica
IFN de tipus | | IFN-a.: 15-21 kD IFN-a.: macrofags Totes les cel: estat antiviric,
(IFN-a., IFN-B) | IFN-B: 20-25 kD IFN-B: fibroblasts augment de I’expressié d’MHC de
classe |
NK: activacio
IL-10 Homodimer de 34-40 kD; Macrofags Macrofags, cél. dendritiques:
Subunitats de 18 kD Limfocits T (sobretot Th2) inhibicié de la sintesi d’IL-12 i
expressio de coestimuladors i
molécules d’MHC de classe |
IL-6 19-26 kD Macrofags, ceél. Fetge: sintesi de proteines de fase
endotelials, limfocits T aguda
Limfocits B: proliferacio6 de cel.
productores d’anticossos
IL-15 13 kD Macrofags, altres NK: proliferacio
Limfocits T: proliferacié (CD8"
memoria)
IL-18 17 kD macrofags NK i T: sintesi d’IFN-y
IL-23 Heterodimer de 19 kD Macrofags, cel. Limfocits T: manteniment de les
subunitat i 40 kD dendritiques cel. T productores d’IL-17
subunitat de la IL-12
IL-27 Heterodimer de 28 kD i  Macrofags, cel. Limfocits T: inhibici6 de les
13 kD subunitats dendritiques cel-lules Thl; paper en la
diferenciacié Th1?
Cel. NK: sintesi d’IFN-y

Taula 10. Principals caracteristiques de citocines implicades en la immunitat innata [1].

IL-15

La IL-15 inicialment es va identificar com una citocina capa¢ de fer proliferar
cel-lules T mimetitzant I’efecte de la IL-2. Com a consequéncia d’aix0 es va iniciar un
estudi exhaustiu de la relacié funcional i bioquimica existent entre aquestes dues
citocines. El receptor de la IL-15 és un receptor heterotriméric. La cadena y (y. o també
anomenada CD132) la comparteix amb altres citocines (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, i IL-21)

(Figura 14) i li confereix I’habilitat d’estimular la via de les MAP cinases i PI3 cinases
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que donen lloc a senyals antiapoptotiques i mitogéniques. La subunitat  de la IL-15
també és comu a la IL-2 i és la responsable de I’estimulacié de les vies de senyalitzacio
dependents de JAK-3, STAT-5 i AKT que aporten supervivéncia cel-lular i proliferacio.
Per altim, els receptors d’alta afinitat, tant de la IL-2 com de la IL-15, contenen la
tercera subunitat anomenada IL-2Ra (CD25) o IL-15Ra, respectivament. La IL-15Ra

uneix la IL-15 amb alta afinitat (Kd=10"'M) i te un Gnic domini d’uni6 al lligand [223].

El fet que aquestes dues citocines comparteixen cadenes comuns als seus
receptors i vies de senyalitzacié fara que tinguin funcions comuns. No obstant, a la
resposta immune adaptativa poden tenir funcions diferents, i fins i tot poden competir
entre elles [224-228]. Aixi s’observa que la IL-2 a través de la mort cel-lular induida per
I’activacié (AICD) i la seva participacié en el manteniment de cél-lules T reguladores
perifériques CD4'CD25" és una citocina important en [I’eliminacié de cél-lules T
autoreactives i juga un paper crucial a la patogénesi de les malalties autoimmunes [229-
232]. Per altre banda, la IL-15 és important en el manteniment a llarg termini de
cel-lules T de gran avidesa front a respostes de patogens invasors, ja que augmenta la

supervivencia de cel-lules T CD8" amb fenotip de memoria [224-226, 233, 234].

IL-15Ra

-4

Ye Ye Ye

IL-4Ra

Extracel-lular

Intracel-lular

Figura 14. Estructura de la familia de receptors de citocines que tenen en comu la
cadenay.
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5.2.1.1 FUNCIONS DE LA IL-15

Pel fet de compartir estructures comuns amb la IL-2, les funcions d’aquesta

citocina es classifiquen segons siguin comuns a la IL-2 o propies de la IL-15.
Funcions comuns a la IL-2

e Estimula la proliferacié de cel-lules T activades CD4°CD8~, CD4'CD8", CD4" i CD8"
[227, 228, 235-237].

e Facilita la induccio6 de CTLs.

e Indueix la proliferacié i la sintesi d’immunoglobulines per les cél-lules B que han
estat estimulades amb anticossos especifics IgM 0 amb el CD40 lligand.

e Estimula la generaci6, proliferacio i activacié de cél-lules NK [228].
Funcions propies de la IL-15

e Senyals a través de la transpresentaciéo d’IL-15 regulen estretament in vivo la
supervivencia de les cél-lules NK madures en repos [238].

e La IL-15 i el IL-15Ra s’expressen en timus, per tant les senyals de la IL-15 podrien
mantenir la diferenciacié intratimica de les cel-lules T [239].

e Promou el manteniment de les cél-lules T de memoria CD8'CD44" [224-227, 233,
234].

¢ El ratoli transgénic d’IL-15 inhibeix I’AICD induida per la IL-2 [226].

e Els ratolins IL-157" i IL-15Ra™”" tenen pérdues selectives de cél-lules T CD8" amb
fenotip memoria, cél-lules NK, cél-lules NKT i subgrups de limfocits intraepitelials.
El fenotip d’aquestes dos soques de ratolins és molt similar, indicant que el IL-15Ra
probablement es requereix per senyals de la IL-15 rellevants fisioldgicament [240-
242].

e L’abséncia de la transpresentacio mitjancada pel IL-15Ra fa que les cél-lules NK no
es generin a partir dels seus precursors de medul-la 0ssia [243].

e La transpresentacié d’IL-15 per cél-lules presentadores d’antigens, com son les
cél-lules dendritiques, és necessaria per la generacio a llarg termini de cél-lules T
CD8" amb fenotip de memoria antigen-especific de forta avidesa. Degut a I’abséncia
de cel-lules NK i de cél-lules T CD8" memoria, els ratolins deficients d’IL-15 sén més
susceptibles a patir infeccions letals per microorganismes que no sén letals en
ratolins no modificats [233, 234].
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Existeixen explicacions perqué la IL-15 té funcionalitat propia malgrat aquestes dues
citocines s’uneixen a receptors que comparteixen 2 subunitats i tenen vies de
senyalitzacié comuns. Entre aquestes tenim:

e Una distribucio diferent de les cadenes a. El receptor o de la IL-15 (IL-15Ra)
s’expressa principalment en monocits activats i DCs, mentre que el receptor o de la
IL-2 (IL-2Ra) s’expressa principalment en cél-lules B i T activades [244].

o Les cél-lules en presencia d’IL-15 produeixen una modulacio a la baixa en I’expressio
del IL-15Ra, mentre que la preséncia d’IL-2 provoca la induccié de I’expressio del IL-
2Ra [245].

e La IL-15 indueix la proliferacio de cél-lules T principalment a través de FKBP1A, que
per la proliferacio induida per la IL-2 no es requereix, encara que la IL-2 podria
activar aquesta via en alguna ocasio [244]. Mentre que FKBP1B esta implicat en la
resposta T a la IL-2 perd no a la IL-15.

e TRAF2 i SYK s6n reclutats per la cua citoplasmatica del IL-15Ra [246].

e La IL-15 contrariament a la IL-2 es secreta en petites quantitats i principalment esta

unida a la membrana, induint la senyal en un context de contacte cel-lular.

5.2.1.2 MECANISME D’ACCIO DE LA IL-15

La IL-15 envia les senyals a la sinapsi immunoldgica juntament amb senyals
coestimuladores que modifiqguen la resposta de la cél-lula [247]. L’estimulacié de
monocits o cél-lules dendritiques amb interferons | o I, juntament amb I’activaci6 del
factor nuclear «B (degut a la unié CD40-CD40 lligand o TLR 4-polisacarid) provoca una
expressié coordinada d’IL-15 i IL-15Ra. El IL-15Ra i la IL-15 expressats per aquests
monocits o cel-lules dendritiques s’associen a la superficie cel-lular i es poden reciclar
en vesicules endosomiques durant dies sobrevivint a la degradacié lisosomal, per
posteriorment reexpressar-se a la superficie cel-lular, fent d’aquesta manera que
persisteixi el IL-15Ra i la IL-15 associada units a la membrana. El IL-15Ra presenta la IL-
15 en trans a ceél-lules que expressen IL-2/IL-15RB i y. perd no IL-2Ra. Dintre de les
cel-lules diana que expressen el receptor IL-2/IL-15Rp i y. estan les cél-lules NK i les
cél-lules T CD8* de memoria (Figura 15) [247].
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Reciclatge IL-15 — IL-15Ro. Cel. dendritica
0
Vesicula endocitica mondcit activat

[mm]

IL-15R0. El'L'15

Transpresentacio
d’IL-15

IL-2/IL15RB

Dimer STAT5

NUCLI

Cel. NK

CD8+

Figura 15. L’IL-15Ra presenta la IL-15 en trans a cél-lules NK i cél-lules T CD8"
veines.
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5.2.2 CpG Oligodesoxinucleotids (ODN)

El sistema immune innat s’activa per I’exposicié a patogen-asosciated molecular
patterns (PAMPs) sent I’ADN bacteria un PAMP. Motius especifics presents a la seqiiéncia
de I’ADN bacteria son els responsables de desencadenar la resposta immune innata.
Aquests motius son dinucleotids CpG no metilats flanquejats per dos purines 5’ i dos
pirimidines 3’ [248, 249]. Aquests motius CpG son aproximadament 20 vegades menys
freqlients a I’ADN dels mamifers que a I’ADN bacteria, degut a una diferéncia en la

frequencia d’utilitzacio i al patré de metilacio en eucariotes vers procariotes [250, 251].

L’ADN bacteria i els oligodesoxinucleotids sintétics que expressen motius CpG no
metilats donen lloc a I’estimulacié de cascades immunologiques que culminen en la
maduracié, diferenciacio, i proliferacio de mdultiples cél-lules immunologiques, on
s’inclouen limfocits B i T, cél-lules NK, monocits, macrofags i cél-lules dendritiques
[249, 252-255]. Ni I’ADN dels mamifers ni els CpG ODN control on els dinucledtids CpG
critics han estat eliminats, per inversié de bases o per metilacions, desencadenen

aquests efectes immunologics estimuladors [249, 256].

5.2.2.1 MECANISME D’ACTIVACIO DELS CpG ODN

En el procés de reconeixement dels CpG ODN estan implicats els receptors Toll-
like i en concret el receptor que reconeix CpG ODN (TLR9). Aquests receptors son una
gran familia de pattern recognition receptors (PRR) composada per 10 subtipus
diferents. Estudis amb ratolins deficients en TLR9 han demostrat que la preséncia
d’aquest receptor és imprescindible pels efectes que provoquen els CpG ODN. A més,
s’ha observat la reconstitucié de la resposta in vitro a CpG ODN una vegada s’ha
transfectat a la mateixa cel-lula el TLR9. El TLR9 huma s’expressa en cel-lules B,
cel-lules NK i en pDC (en ratolins també al compartiment mieloide). Per la seva
activacio és necessaria la internalitzacié del CpG ODN i la posterior maduracié a
I’endosoma, colocalitzant-se amb el receptor a nivell intracel-lular als diferents
compartiments segons el tipus de CpG ODN (Figura 16) [256-259]. La interaccié del TLR9
amb el CpG ODN desencadena I’acidificacié i augment de mida de la vessicula,

esdeveniments critics en la senyalitzacio ja que agents que inhibeixen la maduracié o
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acidificaci6 endosomal (com és el cas de la cloroquina) bloquegen [’activacio

immunologica [260, 261].

Extracel-lular

Intracel-lular

CpG ODN

endosoma

TLR9

/V
c-JUN/ATF1
/V

IRAK
INK/P38
TRAF6
—> | INKK1 et

- = " "

Complexe IKK

Citocines inflamatories

Figura 16. Senyalitzacio cel-lular dels CpG ODN.

S’han descrit tres classes estructuralment diferents de CpG ODN sintétics
capacos d’estimular cél-lules que expressen el TLR9 huma:
e Classe B (també anomenat tipus K o ODN 2006)
Es un potent adjuvant Thl. Porta a terme la diferenciacio d’APCs i, la proliferacio i
activacio de cél-lules B secretant IgM, IL-10 i IL-6 [262-264].
e Classe A (també anomenat tipus D o ODN 2216)
Es especialment potent en I’activacié de pDCs humanes que produiran grans quantitats

d’IFN-a,, i com a consequéncia una forta activacié i sintesi d’IFN-y per ceél-lules NK i

cel-lules Tyd [265].
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e Classe C

Estimula fortament les cél-lules B a secretar IL-6, de la mateixa manera que produeix in
vitro grans quantitats d’IFN-a per les pDCs (per tant combina propietats estimuladores
de la classe B i A) [266].

Estudis examinant I’activitat de PBMCs van mostrar que tots els primats
responien als mateixos CpG ODN. Contrariament, els ratolins només responien a alguns

dels que havien estat molt potents en primats [267].

3.2.4.2 APLICACIONS TERAPEUTIQUES DELS CpG ODN
Activitat immunoprotectora

L’efecte immunoprotector dels CpG ODN té el pic alguns dies després de la seva
administracié i persisteix durant algunes setmanes. En primer lloc, el CpG ODN provoca
que les pDCs secretin IFN de tipus I, que limiten el creixement d’un ampli espectre de
bactéries i virus, degut en part a I’activacio dels macrofags. A més de les pDCs altres
tipus cel-lulars contribueixen a aquesta proteccio. Les cél-lules B que expressen el TLR9
i son directament estimulades pel CpG ODN produeixen immunoglobulines polireactives
que ajuden a eliminar alguns patogens. De la mateixa manera, cel-lules NK i macrofags

gue son indirectament activats pels IFNs també actuen eliminant patogens [268-270].

També s’ha observat en pacients immunosuprimits, a I’embaras i en animals
nounats que aquests CpG ODN milloren la capacitat de resisténcia a infeccions. Encara
que s’ha de tenir present que aquesta proteccié no és per tots els patogens. Es probable
que la resposta Thl que indueixen els CpG ODN podria reduir I’habilitat de I’hoste a
controlar infeccions que requereixen una forta resposta Th2 per la seva eliminacio
[267].

Adjuvant de vacunes
El CpG ODN promou la producci6 de citocines proinflamatories i Thl, a la vegada
gue indueix I’activacié i maduracio d’APCs. L’efecte adjuvant té tres components: (1)

potencia la funci6 de les APCs; (2) indueix un microambient de citocines i quimiocines

que mantenen la immunitat antigen especifica; (3) millora el processament antigénic
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per la unié del DNA a receptors en APCs. Com a consequiéncia dels efectes derivats de la
produccié de citocines Thl, els CpG ODN preferentment indueixen la producci6 d’IFN-y
per les cél-lules NK i les cel-lules T, que milloren la secreci6 d’anticossos IgG2a i facilita

el desenvolupament de limfocits T citotoxics antigen especifics [271].
Prevencio i tractament d’al-lérgies

L’asma és una malaltia inflamatoria de les vies respiratdories que reflexa una
sobreproduccio de citocines Th2 (especialment IL-4 i IL-5). Citocines que promouen una
resposta Thl (com sén I’IFN-y i la IL-12) milloren aquest procés. Un dels factors que
influencia I’equilibri immunologic sén les infeccions. De fet s’ha postulat que la
incidéncia augmentada d’asma a les ciutats industrialitzades es deu a una disminuci6
d’infeccions bacterianes pels programes de vacunacio infantil i I’increment d’antibiotics
utilitzats. En aquest context és interessant I’Us de CpG ODN per redirigir la resposta

immunitaria cap a una resposta Thl.

62



OBJECTIUS






Objectius

L’evolucié clinica de la leucémia limfocitaria cronica (LLC) és amb freqiiéncia
indolent, perod és una malaltia que roman incurable. Els pacients simptomatics tenen
una supervivencia entre 1-7 anys, fins i tot utilitzant les millors opcions terapéutiques.
Diferents estudis en Fase Il han mostrat que I’associacié del Rituximab a la
quimioterapia ha millorat el percentatge de resposta i el periode lliure de malaltia. No
obstant, tots els pacients a la llarga experimenten una progressié de la malaltia. En
aquest punt el nombre d’opcions terapéutiques, especialment en aquells pacients que

sén refractaris a la fludarabina, queda bastant limitat.

Encara que han estat avaluades tot una seérie de combinacions terapéutiques en
pacients amb recaiguda o refractaris als tractaments, cap alternativa ha demostrat ser
superior. Per tant, és evident la necessitat de trobar alternatives terapéutiques per

aquests pacients.

Un dels principals mecanismes d’accié del rituximab és la citotoxicitat cel-lular
depenent d’anticossos. Les principals ceél-lules efectores implicades en aquest
mecanisme d’acci6 son les cel-lules portadores de receptors Fcy. Dintre d’aquest grup

les que juguen un paper primordial sén les cél-lules NK.

El CpG ODN A mimetitzant I’activitat estimuladora del DNA bacteria, a través del
TLR 9 provoca una forta activacio i sintesi d’IFN-y per cel-lules NK. Per altre banda, la
IL-15 és una citocina estretament relacionada en la supervivencia, proliferacié i

activaci6 de les cel-lules NK.

La hipotesi de treball general va ser I’analisi del CpG ODN A i de la IL-15, com a
molécules potenciadores de la capacitat citotdxica de les cél-lules NK i de I’ADCC, per
poder ser utilitzades associades al rituximab com a adjuvants en el tractament de les

leucemies limfatiques croniques.
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Objectius especifics:

Analitzar en una linia cel-lular de limfoma B huma (Raji, CD20") i posteriorment en
leucémies limfocitaries croniques, la potenciacié de la citotoxicitat natural i de
I’ADCC, de PBMCs sense estimular i estimulades amb CpG ODN A i IL-15.

Caracteritzar la poblacié efectora responsable de I’activacid i I’increment citotoxic

guan s’administra CpG ODN A i IL-15 com a molécules estimuladores.

Analitzar els canvis, en [|’expressi6é de receptors activadors implicats en la
citotoxicitat i en la produccié de citocines implicades en la resposta immunitaria

innata, de la poblaci6 efectora estimulada.

Analitzar la implicaci6 del TGF-B, com a citocina immunosupressora i moduladora de
la resposta citotoxica en cél-lules leucémiques i en la produccié de citocines, durant

I’estimulacio de la poblaci6 efectora.

Valorar I’efecte del polimorfisme FcyRllla present a les cél-lules efectores en la

resposta citotoxica in vitro.
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Materials i métodes

1. MOSTRES CEL-LULARS

1.1 Obtencid i purificacié de cel-lules mononuclears i de LLC

Les cel-lules mononuclears provenen de donacions voluntaries de sang periferica
del Centre de Transfusid i Banc de Teixits (CTBT - Barcelona). Les cél-lules de LLC
provenen de pacients diagnosticats a I’ hospital de la Santa Creu i Sant Pau préviament

al seu tractament i després del consentiment informat.

1.2 Purificacido de concentrats de cel-lules sanguinies a partir de ““buffy

coats”

Buffy-coat és un terme que pot traduir-se per “capa leuco-plaquetaria”. Aquesta
capa s’observa després de la centrifugacié de sang total a 2500 xg durant 10 minuts a
temperatura ambient (T.A.). Trobarem tres fraccions clarament diferenciades: la
superior que és plasma, la intermedia que correspon al buffy coat i la inferior on
trobarem el concentrat d’eritrocits. Posteriorment [I’obtencio de les cél-lules
mononuclears es va dur a terme amb la técnica de centrifugacio mitjangant un gradient
de densitats. D’aquesta manera, els leucocits no sedimenten practicament i es poden
recol-lectar de la part superior del tub. Amb aquesta finalitat es va utilitzar el

Lymphoprep™ (Axis-Shield), fent-se tot en condicions d’esterilitat (Figura 17).

Procediment de purificacié amb Ficoll-Hypaque®

o0 Diluci6 del concentrat cel-lular amb sérum fisioldgic (dilucié 1/2).

o0 Afegir 4 ml de ficoll a tubs de 15 ml.

0 Lliscar lentament sobre el ficoll el concentrat cel-lular diluit sense trencar el
gradient.

0 Centrifugar durant 20 minuts, a 2000 rpm (Beckman TJ-6), a T.A.

0 Recuperar la interfase cel-lular on es troben les cel-lules mononuclears (limfocits i
monocits principalment) aspirant amb pipeta Pasteur. Tenir en compte que al bot6
cel-lular hi ha eritrocits i granuldcits que han pogut travessar la capa de ficoll.

0 Resuspendre les cél-lules mononuclears en RPMI 1640 (PAA) i centrifugar a 1750 rpm,
5 minuts, a 4°C (HERMLE Z 400K) per rentar les cel-lules.

0 Amb una aliquota, fer una dilucid en liquid de Turck 1/10 de les cél-lules purificades

| 4

i fer el recompte cel-lular en una camera de Neubauer.
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Liquid Turck
Acid acetic 10%

Blau metilé 1%

- N
N
m Plasma i plaquetes
Sang i i
= = | imfocits
Lymphoprep™

Figura 17. Centrifugacio per gradient de densitats.

1.3 Congelacio de cel-lules mononuclears

Actualment el millor métode d’emmagatzematge és la congelacio6 en y, liquid. La
suspensio cel-lular ha de ser congelada lentament (descens aproximat 1°C/min) en

preséncia d’un agent com el glicerol o el dimetilsulfoxid (DMSO).

Procediment de congelacié cel-lular

0 Obtencié del boto6 cel-lular de cel-lules mononuclears mitjancant la centrifugacio de
les cél-lules en cultiu a 1750 rpm (HERMLE Z 400K), durant 5 minuts a 4°C.

0 Descartar el sobrenadant i posar immediatament el bot6 cel-lular en un bany de gel.

0 El boté cel-lular es resuspendra a una concentracié de 30-40 10° cél/ml amb FCS
(PAA) + 10% DMSO (Sigma) fred.

0 Posteriorment es faran aliquotes de 1 ml per criotub (Nunc) i es dipositaran en un
container Cryo 1°C freezing (Nalgene) aproximadament 24 h, fins arribar a una
temperatura de —80°C.

0 Arribat a aquest punt, els criotubs seran transferits rapidament a nitrogen liquid
(-196°C) on s’emmagatzemaran submergits en N, o a la fase gasosa superior durant

llargs periodes de temps (anys) sense deteriorament cel-lular apreciable.
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1.4 Descongelacio cel-lular

Quan es treballa amb linies cel-lulars és important disposar d’aliquotes

congelades de cel-lules amb la finalitat de minimitzar I’acumulacié de canvis genétics

en les linies continues, evitar la senescéncia i la transformacié en linies finites, i evitar

la pérdua accidental d’una linia per mort o contaminaci6. A més, per questions

d’accessibilitat, fer aliquotes de cel-lules primaries ens permet rendibilitzar molt més la

mostra. La descongelacio dels estocs congelats s’ha de realitzar rapidament, diluint la

suspensio i eliminant I’agent preservant amb la maxima rapidesa.

(o]

Procediment de descongelacio cel-lular

Immediatament extret el vial del contenidor de nitrogen liquid s’ha de submergir la
meitat del vial en un bany a 37°C.

Agitar suaument fins a la desaparicié de practicament tot el gel de I’interior del vial.
En aquest moment s’ha de passar rapidament a un bany de gel.

Desinfectar el vial amb alcohol i resuspendre lentament (gota a gota) les cel-lules
amb FCS a 4°C.

Passarem les cel-lules amb FCS a un tub de 12 ml, afegint RPMI 1640 fred fins
emplenar el tub.

Agitar suaument i centrifugar a 1750 rpm/5 minuts/18-20°C.

El bot6 cel-lular es tornara a resuspendre en RPMI 1640 i es tornara a centrifugar en
les mateixes condicions.

En aquest moment les cel-lules estan preparades per ser cultivades en RPMI complet.

RPMI-1640 complert

RPMI 1640 (PAA)
FCS 10% (PAA)
L-glutamina 2mM (Invitrogen)
Penicilina 100 U/ml (Invitrogen)
Estreptomicina 100 ug/ml  (invitrogen)
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1.5 Comptatge i viabilitat cel-lular

Una vegada el bot6 cel-lular de cél-lules es trobava resuspés en un determinat
volum de medi de cultiu es va procedir a fer una dilucié % en Trypan Blue Solution 0,4%
(Sigma-Aldrich) durant 3-5° a T.A. Posteriorment en una camera de Neubauer es va
realitzar el recompte de cél-lules presents en 2 quadres de 9. Degut a que es va fer una
dilucié mitjana, el n° de cel-lules resultants del recompte es va multiplicar x2. Les
cél-lules han de estar ben resuspeses per evitar la seva agrupacio, si en el moment de
contar es veien agrupacions es comptabilitzaven com una sola cel-lula. A més, la

preséncia de molts hematies feia necessaria una tincié amb Liquid de Turck.

Comptatge cel-lular = n° cél x 5000 = n° cel/ml x volum cel-lular = n° cel-lules totals

Percentatge viabilitat cel-lular = (n° cél viables /n° cel totals) x 100

2. CULTIUS CEL-LULARS

En funcié del volum de cél-lules a cultivar es varen utilitzar les seglents plaques

(Nunclon):

N° DE POUS VOLUM CEL-LULAR
96 200 pl

48 500 ul

24 1ml

12 2 ml

6 3ml
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2.1 Cultiu linies cel-lulars

Linia cel-lular Raji

Tipus cel-lular: Es una linia de limfoma de Burkitt huma.

Immunologia: CD3-, CD10+, CD13(+), CD19+, CD20+, CD34-, CD37+, CD80+, CD138-,
HLA-DR+, smlgG(+), cylgG—, smigM(+), cylgM+, sm/cykappa—, sm/cylambda—.

Morfologia: Cel-lules rodones que es mantenen en suspensid i que parcialment fan
agrupacions.

Condicions de cultiu: Les cél-lules s’han de cultivar en RPMI 1640 complet. El medi s’ha

de canviar cada 2-3 dies, recol-lectant les cél-lules per centrifugacio i resuspenent-les a
una concentracio de 5 x 10° ceél/ml.
Incubacio: A 37 °C amb un 5 % de CO, (Incubador NUAIRE™).

Linia cel-lular Nalm-6

Tipus cel-lular: Es una linia de leucémia humana pre-B.

Immunologia: CD3-, CD10+, CD13-, CD19+, CD34-, CD37-, CD138+, HLA-DR+,
sm/cylgG—, cylgM+, smigM—, sm/cykappa—, sm/cylambda—

Morfologia: Cél-lules rodones petites individuals en suspensio.

Condicions de cultiu: Les cél-lules s’han de cultivar en RPMI 1640 complet. El medi s’ha

de canviar cada 2-3 dies, recol-lectant les cél-lules per centrifugacié i resuspenent-les a
una concentraci6 de 1-2 x 10° cél/ml.
Incubacid: A 37 °C amb un 5 % de CO, (Incubador NUAIRE™).

2.2 Cultiu de cel-lules mononuclears

En primer lloc es procedia a descongelar el nombre d’aliquotes de ceél-lules
mononuclears necessaries, en funcié dels requeriments cel-lulars de I’experiment.
Depenent del nombre de cél-lules es repartien en plaques de cultiu de 25 cm? o 75 cm?
amb filtre (NUNC®) a una concentracié de 1 x 10° cél/ml. Immediatament s’afegien els
diferents estimuls (IL-2, IL-15, CpG ODN A, CpG ODN control) a les plaques a diferents
concentracions i es posaven a I’incubador (37°C, 5% CO,, 95% d’humitat NUAIRE™) el
temps necessari segons cada experiment. El medi de cultiu utilitzat per les cél-lules

mononuclears va ser RPMI 1640 complet.
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IL-2 Peprotech, London, UK
IL-15 Peprotech, London, UK
TGF-B2 Peprotech, London, UK
CpG ODN control MWG-Biotech AG, Ebersburg, Germany
CpG ODN A MWG-Biotech AG, Ebersburg, Germany

2.3 Cultiu de limfocits B (LLC-B)

Les mostres de sang fresques de LLC es processaven rapidament mitjancant un
Ficoll i es congelaven en N, liquid en aliquotes fins el moment del seu Us. En la majoria
d’experiments es va descongelar 1 vial de cél-lules B per experiment. Aquestes cel-lules
es van rentar dues vegades fent centrifugacions de 5 minuts a 1750 rpm a 4°C amb RPMI
1640, per eliminar qualsevol resta que pogués quedar de DMSO. Posteriorment es van

cultivar en medi de cultiu B a una concentracié de 1 x 10° cel/ml.

Medi B

Iscove’s Dulbeco Medium (Sigma-Aldrich)

FCS 2% (PAA)

BSA 0,5% (Calbiochem, Armstadt)

Holotransferrina humana 50 pg/ml (Sigma-Aldrich)

Insulina 5 pg/ml (Sigma-Aldrich)
Gentamicina 15 ug/mi (Invitrogen)
IL-4 2 ng/ml (PeproTech)

3. PURIFICACIO DE CEL-LULES NK

Per I’aillament de cél-lules NK es van utilitzar:
1.- El “NK Cell isolation Kit II”” (Miltenyi Biotec).
Metode de seleccié negativa.
2.- El “EasySep® Human CD56 selection kit” (StemCell Technologies).

Metode de seleccid positiva.
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3.1 Purificacio de cél-lules NK per seleccio negativa

L’aillament es va realitzar utilitzant el “NK Cell isolation Kit I1”. Es un métode de
seleccid negativa, on les cél-lules que no expressen marcadors de superficie de cel-lules
NK es marquen magnéticament amb un coctel d’anticossos monoclonals conjugats amb
biotina i posteriorment amb anticossos monoclonals antibiotina conjugats amb
microparticules. Les cel-lules que no s6n NK marcades magnéticament quedaran
retingudes en una columna LS MACS® (Miltenyi Biotec) col-locada en un camp magnétic
MACS™ Separator (Miltenyi Biotec). La columna conté una coberta hidrofilica que
permet un omplert rapid, de manera que les cél-lules NK no marcades passaran a través

de la columna.

Procediment de marcatge magnétic (selecci6 negativa)
(durant tot el procediment s’ha de treballar rapid, mantenint les céel-lules en fred, igual que

els tampons i amb volums de 107 cél-lules totals)

0 Abans de comencar s’ha de passar el botd cel-lular per una membrana de nil6 de 30
um (CellTrics®, Immunotools) per eliminar els possibles grumolls de cél-lules que
podrien obturar la columna.

o0 Determinar el nombre de cel-lules.

o Centrifugar la suspensié cel-lular a 300 xg durant 10 minuts i retirar completament el
sobrenadant.

0 Resuspendre el bot6 cel-lular en 40 ul de tamp6 (medi purificacio NK (1)) per un total
de 107 cel-lules.

0 Afegir 10 ul de coctel d’anticossos conjugats amb biotina per un total de 10’ cél-lules.

o0 Posteriorment s’ha de barrejar tot i incubar durant 15 minuts a 4-8°C.

0 Passats aquests 15 minuts, afegir 30 ul de tampé per un total de 10” cél-lules.

0 Afegir pel mateix nombre de cel-lules 20 ul d’anticossos antibiotina conjugats amb
microparticules.

0 Barrejar tot perfectament i fer una incubacié addicional de 20 minuts a 4-8 °C.

0 Rentar les cel-lules amb un volum de tamp6 10-20 vegades el volum que tenim i
centrifugar-les a 300 xg durant 10 minuts.

0 Resuspendre el boté cel-lular amb tamp6 a una proporcié de 500 pl per 10° cél-lules.
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Procediment de separacié magnética

0 Col-locar la columna dintre del camp magnétic que proporciona el MACS™ Separator.

0 Preparar la columna rentant-la amb 3 ml de tampd.

0 Aplicar la suspensi6 cel-lular a la columna, fent possible que la fraccié no marcada
passi a través de la columna.

0 Tornar a rentar la columna 3 vegades amb un volum total de tamp6 de 9 ml. En
aquest moment tindrem tota la poblacié de cél-lules NK recol-lectada en un tub.

0 Retirar la columna del camp magnétic i rentar-la amb 9 ml de tamp6 per eluir la

poblacio retinguda a la columna. Aguesta poblaci6 sera la marcada magnéticament

7

(cél-lules que no s6n NK) (Figura 18).

f:i/l

Camp magnetic

Columna
[ ]
cél-lules NK Ceél-lules mononuclears

depleccionades de cel-lules NK

l l

Fraccié negativa Fraccio positiva

Figura 18. Purificacié magnetica. Métode de seleccio negativa.

Tampé purificacié NK (1)

PBS (pH 7,2)
BSA 0,5%
EDTA 2 mM
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Reactius del “NK Cell isolation Kit II”’:

v Coctel d’anticossos monoclonals humans conjugats amb biotina contra CD3, CD4,
CD14, CD15, CD19, CD36, CD123 i Glicoforin A.

v Anticossos monoclonals antibiotina conjugats amb microparticules (clon:Bio3-
18E7.2;ratoli IgG1).

3.2 Purificacio de cél-lules NK per seleccio positiva

L’aillament es va realitzar utilitzant el “EasySep® Human CD56 selection kit”. Es
un metode de seleccid positiva, on les cel-lules que expressen I’antigen CD56 es
seleccionaran per la uni6é de nanoparticules magnétiques recobertes de dextra utilitzant
un complex d’anticossos tetramerics biespecifics. Aixi, aquests complexes reconeixen el
dextra i I’antigen present a la superficie cel-lular. Posteriorment les cél-lules marcades
magnéticament es separaran de les no marcades mitjancant el camp magnétic

EasySep®.

Procediment de marcatge magnétic (selecci6 positiva)

0 Abans de comencar s’ha de passar el boté cel-lular per una membrana de nil6 de 30
um (CellTrics®, Immunotools) per eliminar els possibles grumolls de cél-lules que
podrien obturar la columna.

0 Determinar el nombre de cél-lules.

0 Centrifugar la suspensio6 cel-lular a 300 xg durant 10 minuts i retirar completament el
sobrenadant.

0 Resuspendre el boté cel-lular en tampé (medi purificacié NK (2)) a una concentracié
de 1 x 10° cél-lules/ml.

0 Afegir els anticossos a una concentracié de 100 ul/ml de cél-lules.

o0 Posteriorment s’ha de barrejar tot i incubar durant 15 minuts a T.A.

0 Passats aquests 15 minuts, afegir les nanoparticules a una concentracié de 50 ul/ml
de cél-lules.

0 Barrejar tot perfectament i fer una incubacié addicional de 10 minuts a T.A.

0 Posteriorment afegir a la suspensio cel-lular medi NK fins arribar a un volum total de

2,5 ml i resuspendre-ho be.
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Procediment de separacié magnética

0 Col-locar el tub amb la suspensio cel-lular resuspesa en un volum total de 2,5 ml
dintre del camp magnétic EasySep® magnet.

0 Mantenir en tub dintre del camp magnétic durant 5 minuts.

o Decantar el sobrenadant invertint el tub dintre del camp magnétic i mantenint-lo
invertit durant 2-3 segons.

o Tornar el tub a la posicio original sense intentar eliminar cap gota amb moviments
bruscs.

0 Retirar el tub del camp magnétic i rentar la suspensié cel-lular amb 2,5 ml de medi
NK (2) repetint tot el procediment de separacid 2 vegades.

0 Les cél-lules recuperades del sobrenadant sera la fraccié de cél-lules mononuclears
depleccionades de cél-lules NK. Les cél-lules recuperades del tub al extreure’l del
camp magnétic sera la fraccio positiva de cél-lules NK (Figura 19).

Anticossos
incubacio
15" T.A.

Nanoparticules
magnéetiques

10° T.A. SOBRENADANT
mononuclears

depleccionades

¥ de cél-lules NK
e.:o
Incubaci6 5’ FRACCIO
T.A. dintre o POSITIVA
camp magnétic —
cél-lules NK

Figura 19. Purificacidé magnética. Métode de seleccid positiva.
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Tampo purificacié NK (2)
PBS (pH 7,2)

FBS 2%

EDTA 1 mM

4. MARCATGE CEL-LULAR AMB RADIONUCLIDS

El marcatge cel-lular és una técnica utilitzada tant per I’obtencié d’imatges a
medicina nuclear com per estudis de cinética cel-lular.
Per considerar que un radionuclid és un bon marcador ha de complir:
1. Romandre associat a la cél-lula durant tot el temps que duri I’assaig.
2. Laseva energia i la vida mitjana han de ser apropiades per I’estudi.

3. Ha de preservar la funcio cel-lular.

Els radionuclids utilitzats als nostres experiments han estat el *Cr pels estudis de
citotoxicitat i la timidina-[°H] pels assajos de proliferaci6. Pel seu maneig ha estat
necessari realitzar els experiments a la zona isotopica. Com el *’Cr emet radiacions
gamma, era necessari el blindatge amb plom (5 mm). Pel control d’una possible
contaminacio es varen utilitzar Comptador Geiger (LUDLUM 3) i dosimetria personal de

termoluminescéncia (TLD).

5. PROLIFERACIO CEL-LULAR

La proliferaci6 cel-lular ha estat quantificada mitjancant la técnica
d’incorporacio de timidina tritiada al DNA. El parametre que es mesura €s la sintesi de
DNA. Les cél-lules al sintetitzar el nou DNA incorporaran timidina-[*H], a la vegada que
timidina no marcada present en el medi. La incorporacié a la cadena de DNA d’una
timidina-[°H] fa que es bloquegi el procés de sintesi fent que el DNA es repliqui pero
que la cél-lula no es divideixi. La incorporacié de timidina-[*H] és proporcional a la
sintesi total de DNA i es mesura en un comptador de centelleig beta una vegada s’ha
descartat la timidina tritiada no incorporada. (Curs de formacié de supervisors. Unitat

de proteccio radiologica -OSSMA. Barcelona 2002.)
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Procediment d’incorporaci6 de timidina-[H]

0 Cultivar les cél-lules afegint per pou un volum cel-lular de 200 ul a una concentracié
de 1,25 x 10° cél/ml (Incubador NUAIRE™).

0 Immediatament afegir a cada pou els diferents estimuls a les diferents
concentracions en estudi (tot per triplicat).

0 A les 72 hores de cultiu en condicions d’esterilitat, 37°C, 5% CO, i 95% d’humitat,
s’incorpora la timidina tritiada [*H] (Amersham Biosciences), a una concentraci6 final
de 1 uCi per pou (25 mCi/mmol d’activitat especifica).

0 Passat 8 hores filtrar els cultius utilitzant I’aparell de filtraci6 SKATRONAS.

0 Una vegada els filtres (FilterMat. Skatron) estan secs (aproximadament a les 2 hores),
s’afegeix 1 ml de liquid de centelleig (OptiPhase “Hisafe” Vallac) i es mesura la

gquantitat de radiacié beta emesa per cada filtre durant 1 minut en un comptador de

centelleig (Tri-Carb 2100 TR Packard).

0 Els resultats s’expressaran en comptes per minut (cpm).

6. CITOTOXICITAT CEL-LULAR

La citotoxicitat cel-lular és un mecanisme d’accié molt important com a resposta
de I’hoste principalment front a la preséncia de tumors, en trasplantaments al-logénics
i en les infeccions viriques. Es basa en el reconeixement per part de les cél-lules
citotoxiques d’antigens a la superficie de les cel-lules diana per posteriorment matar-
les. Entre els mecanismes de citotoxicitat es troba la citotoxicitat cel-lular depenent
d’anticossos (ADCC). L’ADCC ens mostra I’habilitat que tenen les cél-lules portadores
dels receptors Fc a la seva superficie cel-lular (particularment cél-lules NK amb el
FcyRIIl) en reconéixer cél-lules diana cobertes d’anticossos 1gG i provocar-lis la mort

cel-lular.

In vitro, la citotoxicitat es pot mesurar marcant cél-lules diana amb °!Cr i
posteriorment enfrontant-les a cél-lules efectores a diferents ratios (efectores:diana).
En aquest enfrontament moriran les cél-lules diana alliberant al sobrenedant el *'Cr que
es quantificara en un lector de radiaci6 gamma. Comparant aquests nivells amb la
quantitat de °'Cr que alliberen els controls (cpm maxim, cpm espontani), calcularem el

percentatge de lisi per cada ratio de cel-lules efectores.
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Pel calcul del percentatge de lisi obtingut a cada pou utilitzarem la seglent

formula:

% lisi = (com experiment — com espontani) / (com maxim — com espontani) x 100

cpm = comptes per minut (lectura donada pel comptador gamma)
cpm maxim = son els comptes resultants de I’enfrontament de les cel-lules
diana amb Trité X 100 al 1%
cpm espontani = sdn els comptes resultants de I’enfrontament
de les cel-lules diana amb RPMI-1640 complet

Procediment de citotoxicitat per alliberaci6 de >'Cr (1)

Preparacié de les cél-lules diana

0 Les cél-lules diana (linea cel-lular Raji, linea cel-lular Nalm o limfocits B tumorals)
mantingudes la nit anterior en condicions d’esterilitat a 37°C i 5% CO,, es recuperaran
mitjancant una centrifugacié de 5 minuts/1750 rpm/4°C.

0 El boté cel-lular es resuspendra en RPMI-1640 complet en el cas de les linies cel-lulars
i en RPMI-5 en el cas dels limfocits B tumorals.

0 Realitzarem un contatge cel-lular per agafar la quantitat de cél-lules necessaria pel
nostre experiment i les tornarem a centrifugar en les mateixes condicions que hem
mencionat anteriorment.

o A aquest bot6 cel-lular afegirem el *’Cr (Amersham Bioscience), tenint en compte que
en el cas de les linies cel-lulars posarem 150 uCi de *'Cr per milié de cél-lules i amb
els limfocits B tumorals 50 pCi per milio.

0 Laincubaci6 del *'Cr amb les cél-lules sera de 2 hores a 37°C i un 5% de CO, (Precision
Scientific 5415). Després de 1 hora d’incubacio agitarem suaument les cél-lules.

0 Posteriorment es rentaran les cél-lules amb RPMI-1640 i es resuspendran a una
concentracié de 1 x 10° cél/ml en RPMI complet les linies cel-lulars i en RPMI-5 els
limfocits B tumorals.

o En aquest moment agafarem 100 ul per comprovar el marcatge cel-lular, posant-los
en un tub de 5 ml i contant-los en un comptador de radiaci6 gamma (Cobra auto-
gamma Packard®).

o El volum cel-lular ajustat a una concentraci6 de 1 x 10° cél/ml el dividirem en 2 tubs,
de manera que afegirem a 1 tub el rituximab a una concentraci6 de 10 ug/ml i al altre
tub 1gG control a la mateixa concentracio.

0 Aixo0 s’incubara durant 45 minuts a 37°C i un 5% de CO,.

0 Tornarem a rentar durant 10 minuts/2000 rpm/4°C.

o Finalment ajustarem les cél-lules a 1 x 10° cél/ml per aplicar 100 ul per pou (placa de

96 pous fons rodo), quantitat que correspon a 10000 cél/pou (Figura 20).
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Procediment de citotoxicitat per alliberacié de >'Cr (2)

Preparacio6 de les cél-lules efectores

(0]

Les cel-lules efectores descongelades el dia anterior es mantindran en cultiu amb
RPMI-1640 complet durant 20-24 h, en funcio de I’experiment a realitzar. El nombre
total de cel-lules efectores es dividira en diferents plagues de cultiu segons els
estimuls a estudiar a una concentraci6 de 1 x 10° cél/ml. Aixi depenent de
I’experiment tindrem:

> Placa de cél-lules efectores sense estimul.

> Placa de cél-lules efectores amb IL-15.

> Placa de cel-lules efectores amb CpG ODN.

Es recuperen les cél-lules efectores, resuspenent el bot6é cel-lular en RPMI-1640
complet.

Comptabilitzar el nombre de ceél-lules que hi ha a cada tub i distribuir-les segons els

ratios que haguem d’utilitzar.

Posteriorment, afegirem 100 pl/pou per triplicat.

Procediment de citotoxicitat per alliberacié de >'Cr (3)

Preparaci6 de la placa de citotoxicitat

(0]

O O o o

o

Una vegada s’han ajustat les cél-lules a les concentracions propies de cada
experiment, aplicarem a cada pou 100 pul tant de cél-lules diana com de cél-lules
efectores (volum final per pou de 200 pl).

Centrifugacié de la placa durant 1 minut a 1000 rpm sense fre (Beckman® J2-HC).
Incubacid de la placa durant 4 hores a 37°C i un 5% de CO, (Precision scientific 5415).
Centrifugacié de la placa durant 3 minuts a 1500 rpm sense fre.

Recuperar 100 ul de sobrenadant de cada pou.

Lectura de la radiacié emesa en un comptador gamma (Cobra auto-gamma Packard®).

'
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RPMI 5

RPMI 1640 medium HEPES modification 40 ml (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 60 ml (PAR)

Human serum AB from clotted male 5% (Sigma-Aldrich)

L-glutamina 1% (Invitrogen)

Gentamicina 15 ug/mi (Invitrogen)

Ceél- lules Raji PBMCs

LLCs Cel- lules diana Cel-lules efectores 9\ 1. [ules NK

— IL-15

51Cr + i CpG ODN

- th":b\A ScSsssgss o hores
Segsssse =

45 minuts

emissi6 radiacié gamma

Figura 20. Citotoxicitat cel-lular per alliberacié de >'Cr.
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7. ANALISI DEL POLIMORFISME FcyRllla (CD16)

7.1 Extraccié de DNA

L’objectiu dels diferents passos en la purificaci6 de DNA té com a finalitat
separar d’aquest els materials contaminants com el RNA i les proteines. La
desproteinitzacié s’aconsegueix en general agitant la barreja amb un volum de fenol (o
alternativament cloroform), ja que és un desnaturalitzador actiu de proteines que
suprimeix la solubilitat de les proteines de la preparacio i les precipita. EIl métode de
purificacié de DNA QlAamp® (QIAGEN) que es va utilitzar no requereix fenol/cloroform.
Amb aquest métode, el DNA va quedar absorbit en una membrana de silica-gel durant
una breu centrifugaci6é. Les condicions de pH i sals al lisat van assegurar que les
proteines i altres contaminants no quedessin retingudes a la membrana. Posteriorment,
el DNA unit a la membrana es va rentar amb dos tampons diferents per eliminar
completament qualsevol residu contaminant sense alterar la puresa del DNA. Finalment

el DNA purificat es va eluir de la columna amb aigua.

Lectura de la concentracié de DNA

La concentracio de DNA a I’eluit es determina per espectrofotometria, a partir
de la densitat optica, a una absorbancia de 260 nm. Les lectures obtingudes a aquesta
absorbancia s’han de trobar entre 0,1 i 1,0 (es considera que 1 ml de solucio amb
densitat optica a 260 nm igual a 1, equival a 50 ug de DNA de doble cadena). En la
calibracié de I’espectrofotometre (Gene Quant pro) es va utilitzar aigua, igual que per

fer les dilucions dels eluits.

Concentracié de DNA = lectura a 260 x dilucié x 50 = pg/ml

La puresa es va determinar calculant el ratio de I’absorbancia a 260 nm i a 280
nm (Azs0/Asg0). Aquest ratio ha d’estar entre 1,7-1,9 per considerar un DNA pur, valors
inferiors indiquen contaminacié proteica. Posteriorment aquest DNA purificat es va

emmagatzemar a -20°C per la seva posterior utilitzacio.
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Procediment d’extraccié de DNA

0 Posar 20 pl de la proteasa de QIAGEN (7,5 AU (Ansén Units)) en un tub de 1,5 ml.
0 Afegir 200 pul de Buffy Coat al tub i vortejar durant 15 segons.

o

Posteriorment afegir 200 ul de tampo AL (lisi cel-lular) i tornar a vortejar durant 15
segons.

Seguidament incubar la barreja durant 10 minuts en un bany sec a 56°C.

Passat aquests 10 minuts treure el tub del bany i deixar-lo atemperar durant 3 minuts.

Afegir 200 ul d’etanol absolut i vortejar durant 15 segons.

O O o o

Fer un pols a la centrifuga per treure les possibles gotes que hagin quedat a les parets

del tub i passar tot el volum a una columna (QlAamp spin column).

o

Centrifugar a 8000 rpm durant 1 minut (Centrifuge 5415C. Eppendorf).

0 Posar la columna en un nou tub recol-lector i afegir a aquesta 500 pl de tamp6 AW1
(soluci6 de rentat que conté un 57% d’etanol).

0 Centrifugar a 8000 rpm durant 1 minut.

0 Tornar a posar la columna en un nou tub recol-lector, afegint aguesta vegada 500 pl
de tampd AW2 (soluci6 de rentat que conté un 71% d’etanol i azida sodica 0,04%).

0 Centrifugar a 14000 rpm durant 3 minut.

0 Col-locar la columna en un tub de 1,5 ml i afegir a la columna 200 ul d’aigua
destil-lada.

0 Incubar la columna amb I’aigua 5 minuts a T.A.

0 Centrifugar a 8000 rpm durant 1 minut.

0 Es recuperara el tub eppendorf amb el DNA eluit en 200 ul d’aigua per la posterior

lectura de la seva concentracio.

7.2 Nested PCR

El genotipatge del polimorfisme es va realitzar tal com va descriure Koene et al.
1997 mitjancant una nested PCR (reaccié en cadena de la polimerasa) seguida d’una

digestio al-lel especifica utilitzant un enzim de restriccio.
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La PCR desenvolupada al 1983 per Kary Mullis, s’utilitza per amplificar
exponencialment un fragment de DNA mitjancant una replicacié enzimatica.

Esquematicament consisteix en (Figura 21):

1.- Desnaturalitzacié del DNA a 94-96°C.

A aquesta temperatura es produeix la disrupcié dels ponts d’hidrogen que uneixen les
bases complementaries.

2.-Aparellament a aproximadament 65°C.

Permet la unio6 dels cebadors al DNA i de la Taq polimerasa.

3.- Elongacio6 a 70-74°C.

Pas on la polimerasa sintetitza la cadena complementaria de DNA afegint dNTPs en la

direccio de 5 a 3’. La temperatura en aquest procés dependra de la polimerasa

utilitzada.
-5 Fom
\W
o /
Desnaturalitzaci6
<
3’ 5 4
- 5’ 3’
>
5° .3
< _pS Emparellament
3 5 '
5 3
>
- &

5 , .
< _—L Elongacio

= 3
(n) cicles

Figura 21. Reacci6 en cadena de la polimerasa.
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Una variacié d’aquesta tecnica és la Nested PCR que permet augmentar
I’especificitat del DNA amplificat reduint el soroll de fons d’amplificacions de DNA no
especifiques. S’utilitzen 2 parells de cebadors en 2 reaccions successives de PCR. El
producte de DNA generat en la primera reaccio de PCR inclou la diana pel segon parell

de cebadors de la segona PCR.

La Nested PCR necessaria pel nostre analisi va amplificar a partir del DNA
genomic un fragment de 1,2 Kb i la segona PCR un fragment de 94 pb. Al segon producte
de 94 pb és on es troba el lloc de restriccié per I’enzim Nlalll (CATG). Quan I’al-lel és
homozigot FCGR3A-158V, a la posicio 559 hi ha el nucleotid G, i I’enzim digereix el
fragment de 94 pb en 2 fragments més petits (61 pb i 33 pb). Mentre que el fragment
dels homozigots FCGR3A-158F no es digereix (Figura 22).

Enzim Nlalll
”  C ATG
Cebador A014 5°- AT CCT ACT TCT GCA GGG GGC AT -3’
Seqliéncia CT CCT ACT TCT GCA GGG GGC TTTTTGGG
GTT]|

FF FF VF W W FF VF

94 pb
61 nb

33 pb

Figura 22. Resultat de la digestio enzimatica de la Nested PCR.
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Procediment d’amplificacié del DNA. Nested PCR

Reactius
Primera PCR
100 ng DNA gendmic

O O o o

Segona PCR
o 1 ul del DNA amplificat

100 ng de cada cebador (Roche)
100 uM de cada dNTP (Amersham)
0,75 U de la Tag DNA polimerasa.(Biotools)

100 ng de cada cebador (Roche)

0
0 100 uM de cada dNTP
0

0,75 U de la Taq DNA polimerasa.

5'-GACTTGGTACCCAGGTTGAA-3’

[5‘-ATATTTACAGAATGGCACAGG-I%]

5-ACGTGCTGAGCTTGAGTGATGGTGATGTTCAC-3'

[ 5’-ATCAGATTCGATCCTACTTCTGCAGGGGGCAT-3’]

Amplificacié al termociclador (Biometra T Gradient) segons

condicions:

1" PCR

10 minuts a 95°C
1 minut a 95°C

2" Nested PCR
5 minuts a 95°C
1 minut a 95°C

30 segons a 58,5°C 35 cicles 30 segons a 65°C

1,5 minuts a 72°C 1 minut a 72°C

8 minuts a 72°C 9,5 minuts a 72°C
1,2Kb pes molecular dels productes resultants 94 pb

les seguents
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Procediment de I’electroforesi del DNA amplificat

Primera PCR - electroforesi en gel d’agarosa al 1,5%
o 200 ml TBE 0,5X

0 3 g Seakem LE agarosa (Iberlabo)

Escalfar la barreja fins que
I’agarosa estigui totalment dissolta.

0 5 ul bromur etidi (10 mg/ml), per obtindre una concentracié final al gel de 0,5 ug/ml,

gue s’afegeix quan el gel es refreda fins aproximadament 50°C.

Aplicacié 5 pl per pou del marcador de pes molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (GibcoBRL).
(Aquest marcador permet visualitzar mides de DNA que oscil-len entre 100 pb i 12 Kb)

Tampo de carrera TBE 0,5X.

Condicions electroforesi 200 V, 400 mA, 20 minuts.

Visualitzacié del gel amb llum UV (A = 302 nm).

Segona PCR - electroforesi en gel d’agarosa al 2%.

Marcador de pes molecular utilitzat de 50 pb (Invitrogen)

TBE 10x

Tris base 108 g
Acid boric 559
EDTA 0,5M pH8 40 ml
H.O g.s.p. 11

Ladder 1 Kb plus

Ladder 1 Kb plus (1 ug/ml) 50 ul
BlueJuice 6x 84 ul
H,0 q.s.p. 500 pl

BlueJuice 6x

Blau de bromofenol 0,125¢
Xilencianol 0,125 ¢
Glicerol (99%) 17 ml
H,0 q.s.p. 50 ml
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Procediment de la digestié enzimatica

Digestié enzimatica Nlalll (New England Biolabs)
0 10 pl Nested PCR
0 1 ul Nlalll (10 unitats)
0 5 pul Tampd 10x
0 5 ul BSA dilucié 1710
0 29 ulH,0

Condicions 3 hores a 37°C.

Electroforesi
Es pot realitzar de manera opcional en:
1.- Gel poliacrilamida al 10%
Tampo de carrera TBE 1X.
Cubeta XCell [I™ Mini Cell (Novex) i pous de 5 mm.
Es carrega un volum de 20 ul/pou (17 pl reacci6 enzimatica + 4 ul BlueJuice 6x).
Voltatge 1-8 V/cm.
Tincié del gel de poliacrilamida amb bromur d’etidi:
o 50 ml TBE 1X
o 0,5 ug/ml Bromur etidi
Condicions 45 minuts a T.A.
Visualitzaci6 del gel amb llum UV (A = 302 nm).

2.- Gel agarosa al 2,5% . Marcador de pes molecular de 50 pb.

Gel poliacrilamida 10%

Acrilamida 30% 33,1 ml
TBE 5x 20 ml
Persulfat amonic 10% 700 pl
TEMED 35 pul
H,0 q.s.p. 100 mi
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8. CITOMETRIA DE FLUX

La citometria de flux és una técnica destinada a la quantificaci6 de components
0 caracteristiques estructurals de les cél-lules. En base a aquesta particularitat pot

emprar-se per I’analisi dels diferents tipus cel-lulars en una barreja o suspensio.

Els parametres que tipicament es mesuren de manera simultania son:

1. Dispersio frontal de la llum (forward scatter), valor proporcional a la mida
cel-lular.

2. Dispersié de la llum ortogonal (side scatter), proporcional a la quantitat
d’estructures granulars o complexitat de la cél-lula.

3. Intensitats de fluorescencia a diferents longituds d’ona.

La dispersié de la llum s’utilitza en I’exclusi6 de les cel-lules mortes, agregats
cel-lulars, restes cel-lulars, aixi com per reduir el soroll de fons en el mesurament de la
fluorescéncia. Es suficient per discriminar limfocits de monocits i granulocits en mostres

leucocitaries hemolisades.

Les intensitats de fluorescéncia es mesuren a diferents longituds d’ona i de manera
simultania per cadascuna de les cél-lules. A fi de mesurar els components d’interés de
cada cel-lula, poden emprar-se diverses sondes fluorescents. Els anticossos conjugats
amb fluorocroms sén utilitzats molt sovint en la quantificacié de la densitat antigénica
de determinats marcadors, i distingir subpoblacions de tipus cel-lulars, fins i tot

aquelles cél-lules amb expressié de transgens.

La técnica de conjugacié a fluorocroms permet realitzar mesures de la unié de virus
o0 hormones als seus corresponents receptors de superficie. També es poden analitzar
components intracel-lulars amb sondes fluorescents especifiques, com per exemple el
contingut cel-lular d’ADN (permetent estudis de cicle cel-lular i ploidia), I’ADN
sintetitzat de novo, seqiiencies nucleotidiques especifiques, ARNm, filaments d’actina, i
en definitiva qualsevol estructura per a la que existeixi un anticos o una sonda
fluorescent disponible. A més, pot emprar-se en la monitoritzacié de canvis en el calci

intracel-lular, del potencial de membrana, el pH, o del contingut d’acids grassos.
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8.1 Expressio de marcadors de superficie

Existeixen molécules de superficie que estan relacionades per exemple amb

I’activacio cel-lular, diferenciacié o I’apoptosi. L’estudi de la seva expressié déna una

valuosa informacié sobre I’estat funcional de les cél-lules. Mitjancant la utilitzacio

d’anticossos monoclonals que reconeixen aquestes molécules es va determinar el seu

nivell d’expressié per citometria de flux.

Els anticossos utilitzats als nostres estudis foren els segients:

VOLUM
ESPECIFICITAT CLON ISOTIP CASA COMERCIAL (1 10°

cel-lules)
CD3 - FITC 16A9 Ratoli 19G,, Immunotools GmbH (Alemanya) 5ul
CD3 - PE MEM-57 Ratoli 19G, Immunotools GmbH (Alemanya) 5ul
CD4 - PCy5 RPA-T4 Ratoli 19G; x eBioscience 5ul
CD8 - PE MEM-31 Ratoli 19G,, Immunotools GmbH (Alemanya) 5ul
CD14 - FITC MEM-18 Ratoli 19gG; Immunotools GmbH (Alemanya) 5l
CD19 - PCy5 SJ25-C1 Ratoli 19G, Immunotools GmbH (Alemanya) 5ul
CD20 - FITC MEM-97 Ratoli 19G; Immunotools GmbH (Alemanya) 5ul
CD56 - FITC MEM-188 || Ratoli IgG,, Caltag (Alemanya) 5ul
CD56 - PE MEM-188 || Ratoli 19G,, Caltag (Alemanya) 5ul
CD56 - PCy5 B159 Ratoli IgG; x BD Pharmingen™ 5ul
CD16 - FITC 3G8 Ratoli 19G; x BD Pharmingen™ 5ul
LFA-1 - PE G43-25B Ratoli 19G,, x BD Pharmingen™ 3ul
NKG2D - PE 1D11 Ratoli IgG; x BD Pharmingen™ 5ul
CD69 - PE FN50 Ratoli 19G; x BD Pharmingen™ 3ul
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Expressio de marcadors de superficie cel-lular

Sang total

0 Marcar 100 ul de sang amb els anticossos corresponents durant 10 minuts a T.A.

0 Passar les mostres pel TQ-prep (Coulter) per lisar els eritrocits, estabilitzar el pH i
fixar les cél-lules, ja que dispensa:
Solucié A: acid formic (lisa els eritrocits)
Solucié B: carbonat sodic, clorur sodic i sulfat sodic (estabilitza el pH i I’osmolaritat)
Solucié C: paraformaldehid (fixa les cel-lules)

0 Posteriorment analisi de les mostres pel citometre de flux EPICS-XL MCL (Coulter).

Cel-lules mononuclears cultivades

Recuperar les cél-lules de la placa de cultiu i rentar-les amb RPMI 1640.

Eliminar el RPMI 1640 i resuspendre el boté cel-lular en tamp6 de marcatge, fent un
segon rentat.

Marcar les céel-lules amb els anticossos corresponents en un volum de 100ul de tamp6
de marcatge, durant 20 minuts i a 4°C.

Passat aquest temps, afegir 300 pl de isoton® Il diluent (Coulter) per tub, realitzar un

vortex i analitzar pel citometre de flux EPICS-XL MCL (Coulter).

Cél-lules purificades

Amb les ceél-lules purificades tant en suspensid com cultivades es va seguir el mateix

procediment descrit en el apartat de cél-lules cultivades.

Part dels marcadors es van analitzar individualment i en altres situacions es va procedir a fer

combinacions pel marcatge simultani de les cél-lules com es veu detallat a I’apartat de

resultats.

Totes les dades emmagatzemades a I’ordinador van ser analitzades utilitzant el software del

Coulter System Il (versié 3).

Tampod de marcatge

PBS

FCS 5%

Azida sodica 0,1%
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8.2 Apoptosi cel-lular

Els canvis morfoldgics en la membrana cel-lular s6n un dels primers processos
que es donen quan les cel-lules entren en mort per apoptosi. Una de les técniques es
basa en la detecci6 del fosfolipid fosfatidilserina, present a la cara interna de la
membrana cel-lular que quan s’inicia el procés d’apoptosi passa a la cara exterior.
L’Annexina-V, proteina depenent de Ca* que s’uneix amb elevada afinitat a la
fosfatidilserina, al ser conjugada amb un fluorocrom permet detectar per citometria de
flux aquelles cél-lules que es troben en apoptosi. La combinacié d’Annexina-V amb
iodur de propidi (Pl), permet discriminar les cel-lules que es troben a I’inici del procés
d’apoptosi (Annexina®, PI"), d’aquelles que ja es troben en moments més avancats de la
mort cel-lular (Annexina®, PI"). Per determinar la proporcié de cél-lules en apoptosi es

va utilitzar el Kit comercial Annexin V-FITC (Bender MedSystem™).

Marcatge d’apoptosi cel-lular (Bender MedSystem)

o Diluir el tampé de marcatge (4x) del kit a ra6 de 1:4 amb H,0O destil-lada.

0 Recuperar les cél-lules en cultiu i rentar-les amb PBS.

0 Resuspendre el bot6 cel-lular amb 200 pl del tampdé de marcatge i afegir 2,5 pl
d’Annexina-V marcada amb FITC.

0 Incubar 10 minuts a T.A.

0 Rentar les cél-lules amb PBS.

0 Resuspendre les cél-lules amb 200 ul del tamp6 de marcatge i afegir 5 ul de iodur de
propidi, vortex.

0 Analitzar pel citometre de flux EPICS-XL MCL (Coulter) en un histograma de dues

dimensions el percentatge de cél-lules positives per Annexina-V (tant PI* com PI7).

Totes les dades emmagatzemades a I’ordinador van ser analitzades utilitzant el software del

4

Coulter System Il (versié 3).

Tampo de marcatge (4x)
Hepes/NaOH pH=7,4 10 mM
NaCl 140 mM

CaCl, 2,5mM
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9. QUANTIFICACIO DE CITOCINES I QUIMIOCINES

La determinacié de la quantitat de citocines i quimiocines present als
sobrenedant dels cultius cel-lulars es va realitzar utilitzant la técnica d’ELISA (IFN-y i
TNF-a) i immunoassaig amb boles fluorescents (FlowCytomix) (IFN-y, IL-10, IL-5, IL-13,
MIP-1o i MIP-1B).

9.1 ELISA

Aquesta tecnica es basa en la deteccié d’un antigen immobilitzat en una fase solida
mitjancant anticossos que directa o indirectament produeixen una reaccié on el seu
producte final, que pot ser per exemple un colorant, es pot mesurar
espectrofotometricament. A I’inici del nostre assaig la placa es va recobrir amb un
primer anticos anticitocina. Després de rentar I’excés d’anticos es van afegir als pous
els sobrenedant on es trobaven les citocines que havien de ser reconegudes pel primer
anticos. Un segon rentat va eliminar tot el material no retingut, la qual cosa permet

aplicar un segon anticos antiantigen marcat (Figura 23).

Ig captura

Citocina

Ig biotinilada
Estreptavidina - HRP
OPD

1.
2.
3.
4.
5.

Figura 23. ELISA.

Els sobrenedant recuperats del cultius cel-lulars van ser centrifugats durant 10
minuts a 14000 rpm (Centrifuge 5415-R), i posteriorment es van congelar a —80°C fins el

moment del seu Us.
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Procediment de I’ELISA (ImmunoTools)
(Utilitzacio placa NUNC MAXISORP 96 pous)

0 ANTICOS DE CAPTURA.
Dilucié de I’anticds de captura 1/100 amb tampé de captura.

Posar 100 ul/pou d’aquesta solucio, cobrir la placa i deixar-la incubant tota la nit a

4°C,
0 Rentar 5 vegades amb PBS i deixar que la placa s’assequi bé.
0 BLOQUEIG.

Afegir 200 ul/pou de tampd de bloqueig i incubar 1 hora a T.A.
0 Rentar 5 vegades amb tampé de rentat.
0 INCUBACIO DE LES MOSTRES | ELS ESTANDARDS.
Diluir I’estandard des de 500 pg/ml fins 2 pg/ml i les mostres diluir-les 1/5 amb
tampé de dilucié.
Posar 100 ul/pou durant 1 hora a T.A.
0 Rentar 5 vegades amb tampé de rentat.
0 INCUBACIO DE L’ANTICOS CONJUGAT AMB BIOTINA.
Diluci6é 1/100 amb tampd de diluci6 i aplicar 100 pl/pou durant 1 hora a T.A.
0 Rentar 5 vegades amb tampé de rentat.
0 INCUBACIO DE L’ESTREPTAVIDINA CONJUGADA AMB PEROXIDASA (Pharmingen BD).
Dilucié 1/2000 amb el tamp6 de dilucid i aplicar 100 ul/pou durant 30 minuts a T.A.
0 Rentar 5 vegades amb tampé de rentat
0 INCUBACIO AMB EL SUBSTRACTE.
Incubacié 100 ul/pou de SIGMA FAST™ OPD a T.A., protegint la placa de la llum.
Parar la reaccio aproximadament entre 30-45 minuts amb 50 ul/pou d’acid sulfdric al
25%.
0 LECTURA DE LA PLACA.
Llegir en I’espectofotometre a una longitud d’ona de 450 nm i restar el valor obtingut

a 620 nm, per substraccid del fons.
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Tampo de captura
Carbonat/bicarbonat pH 9,6 100 mM

Tampo6 de bloqueig
PBS
BSA 1%

Tampo de rentat
PBS
Tween-20 0,01%

Tampo de dilucié
PBS

BSA 1%
Tween-20 0,05%

SIGMA FAST™ OPD

OPD 0,4 mg/ml

Urea H,0, 0,4 mg/ml
Tampd citrat fosfat 0,05 M
H.O 20 ml

9.2 Immunoassaig amb boles fluorescents (FlowCytomix)

En aquest assaig les boles estan recobertes amb anticossos que especificament
reaccionen amb cada particula a determinar pel sistema. Les boles es poden diferenciar
per la seva mida i per la intensitat de fluorescéncia. Una barreja de boles recobertes
amb anticossos especifics de cada particula a analitzar s’incuba amb els sobrenedant,
fent que les particules presents a la mostra s’uneixin als anticossos. Posteriorment
s’afegira un segon anticds conjugat amb biotina que s’unira a les particules capturades
pel primer anticos. | finalment, una estreptavidina-PE s’afegira per unir-se a la biotina

conjugada i emetre senyals fluorescents (Figura 24).
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Boles amb
I’anticos de
captura

Particules

Anticos

@\ . biotinilat
M<D—O<D—™
7 Oxp
@\ /L Estreptavidina-PE

.EWE.

Figura 24. Immunoassaig amb boles fluorescents.

Procediment FlowCytomix (1) (Bender MedSystem)

Reactius:
“Human Basic kit”
“Setup beads”
Tampo Assaig 10X (PBS amb 10% BSA)
Tampo Dilucid
Estreptavidina-PE
Placa de 96 pous amb filtre

Software d’analisi

“Human Simplex Kit” (IFN-y, IL-10, IL-13, IL-5, MIP-1c. i MIP-1B)
Boles recobertes amb I’anticos monoclonal
Standard

Anticos monoclonal conjugat amb biotina

94




Materials i métodes

Procediment FlowCytomix (2)
(Utilitzacio placa 96 pous amb filtre)

o O O O

Afegir 50 ul del Tampd Assaig 1x per pou per a humitejar els pous.

Treure el tamp06 aspirant fent buit amb el “Multi-Well Plate Vacuum Manifold” (PALL).
Afegir 25 ul de cada Standard per pou, 25 ul del Standard 1 en un pou més, als blancs
25 ul del Tampo Assaig 1x, i 25 ul dels sobrenadants a la resta de pous.

Seguidament 25 ul de la barreja de boles recobertes amb els anticossos (FL4) a tots
els pous (inclouent els blancs).

Finalment 50 ul de la barreja d’anticossos conjugats amb biotina, també a tots els
pous (inclouent els blancs).

Cobrir la placa amb paper adhesiu i paper d’alumini.

Incubacié de la placa durant 2 hores (18-25°C) en lleugera agitacié (500 rpm)
(Microplate shaker PBS-1000. Grant-bio).

Buidar els pous utilitzant el “vacuum filtration manifold”.

Afegir 100 pl del Tampd Assaig 1x i buidar amb el “vacuum filtration manifold”.
Repetir aquest ultim pas.

Afegir 100 ul del tamp6 Assaig a cada pou i seguidament 50 ul de la Estreptavidina-PE
(FL2) també a cada pou (inclou els blancs).

Cobrir la placa amb paper adhesiu i paper d’alumini.

Incubacid de la placa durant 1 hora (18-25°C) en lleugera agitacio (500 rpm).

Buidar els pous utilitzant el “vacuum filtration manifold”.

Afegir 100 pl del Tampd Assaig 1x i buidar amb el “vacuum filtration manifold”.
Repetir aquest ultim pas.

Afegir 200 ul del Tampo Assaig a cada pou.

Barrejar bé amb la pipeta el contingut de cada pou i transferir aquest volum de 200 pl
a un tub de citometria.

Afegir a tots els tubs de citometria 300 ul del Tamp6 Assaig per aconseguir un volum
final de 500 pl.

Els tubs es poden analitzar immediatament per citometria de flux EPICS-XL MCL
(Coulter) o guardar-se un maxim de 24 hores a 4°C protegits de la llum. Si no s’han

analitzat abans de 2 hores s’ha de fer un vortex dels tubs.
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Procediment FlowCytomix (3)

Condicions del citometre per I’analisi:

Preparacio del “Setup beads”
Vortex del vial durant uns segons i posteriorment agafar 500 ul i posar-los en un tub

de citometria.

Analisi del “Setup beads”
Ajustar els parametres FS/SSC.
Crear les regions per les poblacions de les boles.
Definir el nombre d’events.
Ajustar el voltatge de la FL2 de manera que les boles es trobin a la part esquerra del
panell ja que ens mesurara la quantitat de citocines i/o quimiocines presents a la

mostra.

Abans d’iniciar I’adquisici6 de les mostres s’ajustaran els voltatges FL2/FL4 i les

compensacions amb el standard 1.

Tampo Assaig 1x (48 pous)

Tampo assaig 10x 25 ml
H,O g.s.p 250 ml

Barreja dels standards (S1-S7)

Seguir protocol “Human Basic Kit”” en funcié del nombre d’especificitats a determinar

Barreja de les boles recobertes amb anticossos (48 pous)

Tapar de la llum

Vial boles amb I’anticos 75ul de cada especificitat

Tampo6 Dilucié g.s.p. 1500ul

Barreja dels anticossos conjugats amb biotina (48 pous)

Vial anticos conjugat amb biotina 150 ul de cada especificitat

Tampo Dilucié q.s.p. 3000 pl
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Estreptavidina-PE (48 pous)

Estreptavidina-PE 88yl
Tampo Assaig 1x q.s.p  2750ul

10. ANALISI ESTADISTIC

L’analisi estadistic de les dades obtingudes es va realitzar aplicant el test de la t
de Student. En tots els casos es va realitzar una prova T per mostres relacionades i el
nivell de significanca estadistica va ser p<0,05; a excepci6 de I’analisi del polimorfisme
on la prova T va ser per mostres independents perdo amb el mateix nivell de significanca
estadistica. Les dades van ser analitzades utilitzant el software SPSS (versié 15.0; SPSS

Inc., Chicago, IL. USA).
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1. POTENCIACIO DE L’ADCC DONADA PEL RITUXIMAB

Per valorar la capacitat citotoxica de cél-lules efectores activades presents a les
cél-lules mononuclears de sang periférica (PBMCs: principalment cél-lules T, cél-lules B,
cél-lules NK i monocits), quan aquestes s’enfronten a cél-lules de limfoma B
preincubades amb rituximab, I’estudi es va dissenyar en dos grans blocs. Primerament
els experiments es van adrecar a demostrar aquest efecte utilitzant com a ceél-lules
diana una linia cel-lular de limfoma B (Linia cel-lular Raji), i posteriorment es van
confirmar els resultats en mostres de Leucémies Limfatiques Croniques (LLC-B)

humanes.

2. LINIA CEL-LULAR RAJI

Com el rituximab és un anticos monoclonal dirigit contra la molecula CD20
present a cel-lules B, varem escollir pels nostres experiments com a cél-lula diana, la
linia cel-lular Raji (linia de limfoma de Burkitt huma) CD20" (Materials i meétodes,
apartat 2.1), i varem comprovar per citometria de flux (Materials i metodes, apartat

8.1) I’expressié antigénica en superficie d’aquesta molécula (Figura 25).

Figura 25. Expressio de I’antigen CD20 a la linia cel-lular Raji.
Percentatge de cél-lules CD20" marcades amb FITC.

98



Resultats

2.1 RESPOSTA CITOTOXICA DE LES PBMCs

2.1.1 EXPERIMENTS PRELIMINARS DE PROLIFERACIO

Per poder assolir els nostres objectius, el primer pas va ser determinar la dosi
minima d’IL-15 amb capacitat estimuladora de PBMCs. Amb aquesta finalitat es van
realitzar assajos de proliferaci6 (Materials i metodes, apartat 5) amb diferents

concentracions d’IL-15.
Incorporaci6 de timidina [°H]
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Figura 26. Experiment de proliferacié cel-lular.

PBMCs cultivades amb diferents concentracions d’IL-15 (0.01 - 500
ng/ml) durant 72 hores. Resultat expressat en c.p.m.. Mostra la mitjana + DS
dels pous per triplicat.

Tal com indica la figura 26, la minima dosi d’IL-15 amb capacitat proliferativa va

ser de 1 ng/ml.

2.1.2 EXPERIMENTS PRELIMINARS DE CITOTOXICITAT

Una vegada determinada la dosi minima d’IL-15 capa¢ de fer proliferar les
PBMCs, es va procedir a comprovar si aquesta dosi era també responsable de potenciar
la capacitat citotoxica de les PBMCs. Primerament va ser necessari veure si la linia
cel-lular Raji era una linia eficient pels assajos de citotoxicitat, aixi com determinar la

concentraci6 de rituximab a utilitzar.
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2.1.2.1 Linia cel-lular Raji

Varem comparar la linia cel-lular Raji amb la linia cel-lular Nalm-6 (linia de
leucémia humana pre-B) que no expressa I’antigen CD20 (Materials i métodes, apartat
2.1) per comprovar que la preséncia de rituximab incrementava el percentatge de lisi
de les cél-lules efectores en la linia cel-lular Raji. Com indica la figura 27, en I’assaig
d’ADCC (Materials i métodes, apartat 6) amb la linia cel-lular Raji (CD20%) la preséncia
del rituximab fa que el percentatge de lisi resultant de PBMCs activades amb IL-2 (10
U/ml) augmenti (19,1% vs 81,3%; control vs rituximab, respectivament); cosa que no es

reflecteix amb la linia cel-lular Nalm-6 per no expressar I’antigen CD20.

Linia cel-lular Raji Linia cel-lular Nalm-6
5 100 ~ 100
£ 80 £ 80
2 60 8
@ O control s 60 O control
@ 40 o o 40
£ 20 £ rituximab 2 PR ) [ rituximab
3 s 20 L
= 04 - 0 AR
30:1 30:1
ratio E:T ratio E:T

Figura 27. Experiment d’ADCC comparant, com a cél-lules diana, la linia cel-lular Raji amb la
linia cel-lular Nalm-6.

Es van utilitzar com a ceél-lules efectores PBMCs en cultiu amb medi complet activades amb
IL-2 (10 U/ml) durant 20 hores; i una concentraci6 de rituximab de 10 pg/ml. Ratio E:T
(efectores:diana) (3 x 10%:1 x 10%. Els resultats mostren la mitjana + DS dels pous per triplicat.

2.1.2.2 Determinaci6 de la concentraci6 saturant de rituximab

Revisant la literatura molts autors havien utilitzat als seus experiments una
concentracié de rituximab de 10 ug/ml per ésser una concentracio saturant i que es
podia comparar a concentracions seériques de pacients tractats amb rituximab [57, 89,
120, 124, 272]. No obstant, es van voler comprovar aquestes dades realitzant un
experiment de citotoxicitat amb diferents concentracions de rituximab. Com indiquen
els resultats de la figura 28, 10 ng/ml és una concentracio saturant de rituximab, essent

la concentracio utilitzada als posteriors assajos d’ADCC.
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Figura 28. ADCC amb la linia cel-lular Raji i diferents concentracions de rituximab.

PBMC en cultiu amb medi complet durant 20 hores. Concentracions de rituximab i/o
lg des de 0,01 - 10 pg/ml. Ratio E:T utilitzat en aquest experiment de 20:1. Els resultats
mostren la mitjana + DS dels pous per triplicat.

2.1.2.3 Calcul de la concentraci6 optima d’IL-15

Establertes les condicions de I’assaig citotoxic es va procedir a valorar si la
minima concentracié d’IL-15 amb capacitat proliferativa (1 ng/ml) era també capac

d’augmentar la capacitat citotoxica de les PBMCs (Figura 29).

citotoxicitat
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Figura 29. Citotoxicitat de PBMCs estimulades amb IL-15 (1 ng/ml).
PBMC en cultiu amb IL-15 (1 ng/ml) durant 20 hores. Els resultats mostren la mitjana
+ DS dels pous per triplicat.

Segons aquests resultats, la concentracié d’IL-15 de 1 ng/ml no és suficientment
potent per produir una activacio cel-lular capa¢ d’incrementar la capacitat citotoxica
natural de les PBMCs. Per la qual cosa, es va procedir a provar una concentracié
superior d’IL-15 (10 ng/ml).
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Figura 30. Citotoxicitat de PBMCs estimulades amb IL-15 (10 ng/ml).
PBMC en cultiu amb medi complet, IL-15 (1 ng/ml o 10 ng/ml) durant 20 hores. Els
resultats mostren la mitjana + DS dels pous per triplicat.

La preséncia d’IL-15 a una concentracié de 10 ng/ml durant 20 hores fa que les

PBMCs rebin I’estimul suficient per incrementar la capacitat citotoxica natural (10% vs

46%; control vs IL-15 (10 ng/ml), al ratio 30:1 respectivament) (Figura 30). Tant bon

punt es va trobar aquesta concentracid, va ser necessaria la confirmaci6 d’aquest

resultat en un nombre més alt d’experiments.
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Figura 31. Capacitat citotoxica natural de PBMCs estimulades amb IL-15 (10 ng/ml).

PBMCs en cultiu amb medi complet, IL-15 (1 ng/ml o 10 ng/ml) durant 20 hores.
Control 19,3 + 11,7 vs IL-15 10 ng/ml 45,3 +15,1; ratio 30:1 (*p=0,008). Els resultats mostren
la mitjana + DS de 4 experiments independents amb 3 donants diferents.

Com ens indica la figura 31 es va poder confirmar la concentracié de 10 ng/mi

com a estadisticament significativa (p=0,008) potenciant la citotoxicitat natural de les

PBMCs.
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2.1.3 CITOTOXICITAT DE PBMCs ACTIVADES AMB IL-15

En funci6é d’aquests resultats es va valorar si aquesta concentracio d’IL-15 seria
capa¢ d’incrementar la citotoxicitat de les PBMCs com a cel-lules efectores en

presencia de rituximab.
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Figura 32. ADCC de PBMCs estimulades amb IL-15 (10 ng/ml).

PBMCs en cultiu amb medi complet + IL-15 10 ng/ml durant 20 hores. Control 13,5 +
8,5 vs rituximab 37,8 + 4,9; ratio 30:1 (*p=0,001). Rituximab 37,8 + 4,9 vs IL-15 + rituximab
73,1 + 7,6; ratio 30:1 (**p<0,001). Els resultats mostren la mitjana £+ DS de 7 experiments
independents amb 5 donants diferents.

Al igual que haviem observat a I’experiment de citotoxicitat, 10 ng/ml d’aquesta
citocina potenciava I’ADCC de PBMCs de manera estadisticament significativa. No només
es va observar un increment estadisticament significatiu en presencia de rituximab vs la
presencia d’una IgG control (37,8% + 4,9% vs 13,5% + 8,5%; ratio 30:1 respectivament
(*p=0,001)), si no que també es va observar que aquesta citocina era capa¢ de potenciar
I’ADCC basal quasi el doble (37,8% + 4,9% vs 73,1% + 7,6%; PBMCs sense activar vs PBMCs
activades amb IL-15 respectivament; ratio 30:1 (**p<0,001)) (Figura 32).
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2.1.4 CITOTOXICITAT DE PBMCs ACTIVADES AMB CpG ODN A

Un altre dels nostres objectius va ser analitzar el CpG ODN A com a molécula
responsable de I’activacié de cél-lules NK a través dels receptors Toll like (TLR) i de la
potenciacié de la seva capacitat citotoxica. Per poder establir I’assaig d’ADCC amb
aquesta molécula, va ser necessari veure la capacitat citotoxica natural del CpG ODN A

vs un CpG ODN control (Materials i métodes, apartat 6).
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Figura 33. Citotoxicitat natural utilitzant CpG ODN control vs CpG ODN A.

PBMC en cultiu amb medi complet, CpG ODN control, CpG ODN A a una
concentracié de 5 pg/ml durant 20 hores. Els resultats mostren la mitjana + DS dels pous
per triplicat.

Segons el resultat de la figura 33, el CpG ODN control no exerceix cap efecte
estimulador sobre les PBMCs. El percentatge de lisi resultant en preséncia de CpG ODN
control és similar a I’obtingut quan les PBMCs estan Unicament cultivades en medi
complet. En canvi, el CpG ODN A si que va mostrar tenir capacitat potenciadora de la
citotoxicitat natural (5,8% + 1% vs 75,5% + 1,5%; CpG ODN control vs CpG ODN A, ratio
30:1 respectivament). Aixi, es va procedir a realitzar una série d’assajos d’ADCC per
corroborar aquest resultat preliminar i valorar I’efecte del CpG ODN A en preséncia de

rituximab en un nombre més alt de donants.
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Figura 34. ADCC amb PBMCs activades amb CpG ODN control vs CpG ODN A.

PBMCs en cultiu amb medi complet, + CpG ODN control, + CpG ODN A a una
concentracio de 5 pg/ml durant 20 hores. CpG ODN control 9,6 + 6,2 vs CpG ODN A 41,3 +
10,6; ratio 15:1 (*p=0,02). CpG ODN control + rituximab 36 + 8,4 vs CpG ODN A + rituximab
61 + 11; ratio 15:1 (**p=0,02). Els resultats mostren la mitjana + DS de 4 experiments
independents amb 4 donants diferents.

Els resultats de 4 experiments independents amb 4 donants diferents (Figura 34),
varen indicar que efectivament el CpG ODN A a una concentracié de 5 ug/ml era capac
de potenciar tant la capacitat citotoxica natural com I’ADCC de les PBMCs de forma

significativa (p=0,02).

2.2 RESPOSTA CITOTOXICA DE LES CEL-LULES NK

2.2.1 CITOTOXICITAT DE CEL-LULES NK ACTIVADES AMB IL-15

Per caracteritzar la poblacié responsable d’aquest increment en la capacitat
citotoxica que experimenten les PBMCs quan es cultiven amb IL-15, es va portar a terme
la purificacié per seleccidé negativa (Materials i métodes, apartat 3) de cél-lules NK

presents a les PBMCs (Figura 35).
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Figura 35. Purificacié de cel-lules NK.
Analisi per citometria de flux de la poblacié purificada. Marcatge
cel-lular de superficie (A) Control Isotip PE/PC5. (B) CD56-PC5 / CD16-PE.

Per comparar I’efecte d’aquesta poblacioé purificada respecte les PBMCs totals,
previament a la purificacio es va quantificar el percentatge de ceél-lules CD16" presents
a cada PBMC. Posteriorment, es va ajustar la ratio de cél-lules efectores segons aquest
percentatge. Aixi, si el percentatge de cél-lules CD16" era un 10%, la ratio E:T utilitzada
va ser de 2:1 (cél-lules NK:cél-lules Raji, respectivament) respecte a la ratio 20:1

(PBMCs:cél-lules Raji, respectivament)(Materials i métodes, apartat 6).
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Figura 36. ADCC de PBMCs vs NK purificades.

PBMCs i NK purificades del mateix donant es van mantenir en cultiu amb medi
complet durant 20 hores. PBMC + IgG 13,5 + 10 vs PBMC + rituximab 39,6 + 14,6; ratio 20:1
(*p=0,03). NK + IgG 5,5 £ 3,3 vs NK + rituximab 32,2 + 10,6; ratio 2:1 (p=0,06) Els resultats
mostren la mitjana + SEM de 3 experiments independents amb 3 donants diferents.

Al realitzar I’assaig d’ADCC amb PBMCs i NK purificades sota les mateixes

condicions, es va observar que el percentatge de lisi de les cél-lules NK purificades en
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presencia de rituximab (32,2% + 10,6%; ratio 2:1) fou proxim al de les PBMCs del mateix

donant (39,6% + 14,6%; ratio 20:1)(p=0,2)(Figura 36).
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Figura 37. ADCC de PBMCs vs NK purificades activades amb IL-15.

PBMC i NK purificades del mateix donant es van activar amb IL-15 (10 ng/ml) durant
20 hores. PBMC + IL-15 47,6 + 16,3 vs PBMC + IL-15 + rituximab 71,1 + 11,7; ratio 20:1
(*p=0,03). NK + IL-15 27 + 12,4 vs NK + IL-15 + rituximab 56,2 + 16,5; ratio 2:1 (**p=0,02). Els
resultats mostren la mitjana + SEM de 3 experiments independents realitzats amb 3 donants
diferents.

No obstant, a I’analitzar I’efecte de la IL-15 en aquest mateix experiment, es va
observar com les cél-lules NK purificades quan s’activen amb aquesta citocina
experimenten un increment de I’ADCC estadisticament significatiu (27% + 12,4% vs
56,2% + 16,5%; NK + IL-15 vs NK + IL-15 + rituximab respectivament, ratio 2:1 (p=0,02))
perd que és menor al produit per les PBMCs (47,6% + 16,3% vs 71,1% + 11,7%; PBMC + IL-
15 vs PBMC + IL-15 + rituximab respectivament, ratio 20:1 (p=0,03))(Figura 37). Al
trobar aquests resultats, va ésser necessari analitzar la fraccio de cél-lules presents a la
PBMC una vegada les cél-lules NK havien estat purificades, per mirar si aquesta fraccio
era la responsable de les diferéncies trobades a la figura 37. Per aix0, del mateix
donant es va analitzar (en el mateix experiment d’ADCC i sota les mateixes condicions)
la capacitat citotoxica de la PBMC, de les cél-lules NK purificades i de la fraccié restant

una vegada purificades les cel-lules NK (Figura 38).
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Figura 38. ADCC de PBMCs, NK purificades i PBMCs deplecionades de NK, activades amb
IL-15.

PBMCs, NK purificades i PBMCs deplecionades de NKs del mateix donant es van
activar amb IL-15 (10 ng/ml) durant 20 hores. PBMC (-NK) + IL-15 + rituximab 10,4 + 5,2 vs
PBMC + IL-15 + rituximab 71,1 + 11,7; (**p=0,01). PBMC (-NK) + IL-15 + rituximab 10,4 + 5,2 vs
NK + IL-15 + rituximab 56,2 + 16,5; (*p=0,05). Els resultats mostren la mitjana + SEM de 3
experiments independents amb 3 donants diferents.

Els resultats varen demostrar que les cél-lules NK eren les maximes responsables
de la potenciacio de I’ADCC per la IL-15 ja que el percentatge de lisi resultant de la
poblacié de PBMCs, una vegada havien estat deplecionades les cél-lules NK, era

practicament nul quan es comparava amb les altres 2 poblacions cel-lulars.

2.2.2 CITOTOXICITAT DE CEL-LULES NK ACTIVADES AMB CpG ODN A

Tant bon punt es va demostrar que el CPG ODN A actuava estimulant tant la
citotoxicitat natural com I’ADCC de les PBMCs, es va passar a identificar la poblacié
responsable d’aquesta potenciacio. Aixi, es va procedir a purificar per seleccié negativa
les cél-lules NK de les PBMCs (Materials i métodes, apartat 3), i posteriorment a

realitzar I’assaig d’ADCC amb aquesta poblacié purificada i estimulada amb CpG ODN A.
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Figura 39. ADCC de cél-lules NK activades amb CpG ODN control vs CpG ODN A.

Cel-lules NK en cultiu amb medi complet, CpG ODN control, CpG ODN A a una
concentracié de 5 pg/ml durant 20 hores. CpG ODN control 9,1 + 3,5 vs CpG ODN A 10,5 +
1,5; ratio 20:1. CpG ODN control + rituximab 69,1 + 2,9 vs CpG ODN A + rituximab 70,8 + 4;
ratio 20:1 (*p=0,005). Els resultats mostren la mitjana + DS de 2 experiments independents
amb 2 donants diferents.

En I’analisi d’aquests resultats, tal com indica la figura 39, es va observar que les
cel-lules NK purificades no s’activaven en presencia de CpG ODN A contrariament al que
passava amb les PBMCs. Com a consequéncia d’aix0 el percentatge de lisi resultant amb
les cel-lules NK purificades activades amb el CpG ODN A era similar al del CpG ODN
control (10,5% + 1,5% vs 9,1% + 3,5%; CpG ODN A vs CpG ODN control, ratio 20:3
respectivament). Paral-lelament, en concordanca amb aixo el CpG ODN A en preséncia
de rituximab tampoc provocava cap increment de I’ADCC respecte al CpG ODN control
(70,8% + 4% vs 69,1% +2,9%; CpG ODN A + rituximab vs CpG ODN control + rituximab;
ratio 20:1 respectivament), encara que la presencia de rituximab si que augmentava la
lisi de forma significativa (*p=0,005). Després de constatar que el CpG ODN A no
potenciava la capacitat citotoxica de les cél-lules NK, el seglient pas va ser analitzar si
la potenciacié observada pel CpG ODN A a les PBMCs era degut a I’activacio dels tipus
cel-lulars (limfocits T, limfocits B i monocits) que quedaven una vegada havien estat

deplecionades de cél-lules NK.
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Figura 40. ADCC de PBMCs deplecionades de cel-lules NK.

PBMCs deplecionades de cél-lules NK en cultiu amb medi complet, + CpG ODN
control, £ CpG ODN A a una concentracié de 5 ng/ml durant 20 hores. Resultat d’un donant
mostrant la mitjana + DS dels pous per triplicat; i representatiu de 3 experiments
independents.

Malgrat el CpG ODN A no tenia un efecte directe sobre la cél-lula NK, el que si es
va observar és que aquestes cél-lules continuaven sent les principals responsables
potenciant I’ADCC de les PBMC, ja que la deplecié de cél-lules NK feia que les PBMCs
perdessin tot tipus de capacitat citotoxica (Figura 40). Interaccions cel-lulars dels altres
tipus cel-lulars (probablement APCs) amb les cél-lules NK, podrien ser la causa d’aquest

increment en I’ADCC quan s’utilitzen PBMCs.
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2.3 QUANTIFICACIO DE LA PRODUCCIO D’IFN-y

Per aprofundir en el paper que juguen aquestes dues molécules (IL-15 i CpG ODN
A) al nostre sistema experimental, varem quantificar la produccié d’IFN-y per les
cel-lules efectores (PBMCs i cél-lules NK purificades) activades amb IL-15 (10 ng/ml) o
CpG ODN A (5 ug/ml) quan es cocultivaven en presencia de cel-lules diana (cel-lules
Raji) preincubades amb rituximab. Es va analitzar la produccié d’IFN-y tant per PBMCs
com per cél-lules NK purificades, a diferents intervals de temps mitjancant la técnica

d’ELISA (Materials i metodes, apartat 9.1).
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Figura 41. Quantificacié d’IFN-y als sobrenadants de PBMCs i cél-lules NK cocultivades
amb cél-lules Raji preincubades amb rituximab.

PBMCs i cel-lules NK activades amb IL-15 i CpG ODN A a diferents intervals de temps
(20, 48 i 72 hores). Els sobrenadants es van recollir en aquests intervals de temps i els
resultats indiquen quantitats acumulades d’IFN-y. Aquestes dades s6n d’un donant i
representatives de 3 experiments independents (* indetectable).

Els resultats varen mostrar que als sobrenedant de les PBMCs, cocultivades amb
cél-lules Raji preincubades amb rituximab, existia una major quantitat de IFN-y que als
sobrenedant dels cultius de cél-lules NK cocultivades també amb cél-lules Raji
preincubades amb rituximab. A més, aquesta produccié s’incrementava gradualment en

el temps i va ser més alta en preséncia de CpG ODN A que d’IL-15 (Figura 41).
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2.4 INFLUENCIA DEL POLIMORFISME DEL RECEPTOR FcyRIIIA

Segons resultats publicats per altres autors, la resposta clinica al rituximab en
alguns tipus de LNH es veu influenciada pel polimorfisme del receptor FcyRllla [115,
116]. La rellevancia d’aquestes dades ens va fer plantejar I’objectiu d’analitzar si
aquest polimorfisme es correlacionava amb la capacitat citotoxica de les cél-lules
efectores. Amb aquest proposit en primer lloc varem analitzar el polimorfisme del
FcyRllla-158V/F de totes les PBMCs que havien estat estimulades amb IL-15 (n=11), i que
posteriorment havien estat utilitzades als assajos d’ADCC. Dels 11 donants, 3 van ser
homozigots per la valina (V/V), 3 per la fenilalanina (F/F) i la resta van ser heterozigots
(V/F). Quan es va intentar trobar una relacié entre el genotip i el percentatge de lisi
resultant a cada experiment, les dades van indicar una gran variabilitat de la
citotoxicitat natural als tres grups, sense observar-se diferencies entre els tres grups
(Figura 42). A més, els resultats donats per I’activacié d’IL-15 no es veien modificats pel
genotip del receptor FcyRIlla-158V/F. Per tant, podem dir que sota les condicions en les
que es van realitzar els assajos d’ADCC el polimorfisme del receptor FcyRllla no

influenciava la resposta citotoxica cel-lular in vitro.
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Figura 42. Correlacié del polimorfisme FcyRIlla-158V/F amb el percentatge de lisi

resultant als assajos de citotoxicitat.

El genotipatge del polimorfisme es va realitzar a partir del DNA de 11 PBMCs. Analisi
de la relacié de la citotoxicitat natural i de I’ADCC amb PBMCs sense estimular i estimulades
amb IL-15, amb cadascu dels genotips (V/V, F/F i V/F).
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3. LEUCEMIES LIMFATIQUES CRONIQUES

La finalitat dels estudis realitzats amb la linia cel-lular Raji era trobar resultats
concloents potenciant I’ADCC per adrecar I’estudi a mostres de Leucemies Limfatiques
Croniques (LLC-B) humanes, degut a la resisténcia que presenten aquestes cél-lules al

tractament amb rituximab.

3.1 RESPOSTA CITOTOXICA DE LES PBMCs

3.1.1 EXPERIMENTS PRELIMINARS DE CITOTOXICITAT

En primer lloc va ser necessari establir les condicions idonies pels assajos de
citotoxicitat on s’utilitzaven limfocits de LLC-B com a cél-lules diana. Dintre d’aquests
parametres es va haver d’estudiar les concentracions optimes de rituximab, aixi com la

d’IL-15 i CpG ODN A.

3.1.1.1 Determinaci6 de la concentracié saturant de rituximab

Per buscar la concentracié optima de rituximab a utilitzar als experiments
d’ADCC amb cel-lules de LLC, es van valorar concentracions de rituximab progressives
que anaven de 0,1 - 100 pg/ml a una ratio de 30:1 (es varen utilitzar 3 x 10° efectores
vs 1 x 10* diana). El percentatge de lisi resultant va demostrar que 10 ug/ml era la
concentracié de rituximab saturant als assajos d’ADCC utilitzant cel-lules mononuclears

com a efectores i cél-lules de LLC com a diana (Figura 43).
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Figura 43. Concentracio saturant de rituximab.
Experiment d’ADCC amb una LLC i una PBMC sense estimular i cultivada amb medi

complet durant 24 hores. Es van utilitzar 3 x 10° cél-lules efectores vs 1 x 10* diana.
Concentracions de rituximab de 0,1-100 pg/ml. Aquests valors son la mitjana + DS dels pous
per triplicat.
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3.1.1.2 Calcul de la concentraci6 optima d’IL-15

Una concentracié d’IL-15 de 10 ng/ml va potenciar la citotoxicitat natural i
I’ADCC als experiments previs on la linia cel-lular es va utilitzar com a diana. Comprovar
si aquesta concentracié era igualment eficag amb cel-lules de LLC com a diana va ser un
prerequisit pels nostres experiments. De tal manera, varem comparar aquesta
concentracié6 amb una concentracié 10 vegades superior per poder observar petites
diferencies i analitzar si 100 ng/ml era a la vegada capa¢ d’incrementar la capacitat
citotoxica en la mateixa proporcié. Segons el resultat observat a la figura 44,
I’increment d’ADCC observat amb la concentracié de 100 ng/ml no era suficientment
important per justificar un augment de concentraci6 10 vegades a la utilitzada

préviament amb la linia cel-lular Raji.
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citotoxicitat ADCC
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© 20 @ IL-15 10 ng/ml o 60 0 1L-15 10 ng/ml
S S T
s E IL-15 100 ng/mi g 40 vt 0 IL-15 100 ng/mi
s 10 8 2 rgid ]
© 0 L = 0 | 1.1"_1-_1 5
= =

ratio 40:5 ratio 40:5

Figura 44. Concentraci6 d’IL-15 10 ng/ml vs 100 ng/ml.

Experiment de citotoxicitat i d’ADCC amb una LLC i una PBMC estimulada amb IL-15 10 vs 100
ng/ml durant 24 hores. Es van utilitzar 4 x 10° cél-lules efectores vs 5 x 10* dianes. La concentracié de
rituximab va ésser de 10 ug/ml. Aquests valors sén la mitjana + DS dels pous per triplicat.

3.1.1.3 Calcul de la concentracié optima de CpG ODN A

Basant-nos en la literatura, la concentracié utilitzada als experiments amb la
linia cel-lular va ser de 5 pg/ml. No obstant, es va voler valorar si concentracions
inferiors podien ser eficaces als assajos amb LLCs. Per la qual cosa, concentracions de
1, 2,51 5 pg/ml van ser analitzades per veure si responien de la mateixa manera
potenciant I’ADCC.
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Figura 45. Concentracido de CoGODN A 1, 2,5i 5 pg/ml.

Experiment d’ADCC amb una LLC i una PBMC estimulada amb diferents
concentracions de CpG ODN A durant 24 hores. Es van utilitzar 4 x 10° cél-lules
efectores vs 3 x 10* dianes. La concentracié de rituximab va ésser de 10 pg/ml.
Aquests valors son la mitjana + DS dels pous per triplicat.

Com es veu en la figura 45, una concentracio saturant de CpG ODN A es va
aconseguir a partir de 2,5 ng/ml. Aixo va fer que aquesta fos la concentracio utilitzada
posteriorment als assajos citotoxics per considerar-se la minima concentraci6 amb

maxima capacitat citotoxica.

3.1.2 CITOTOXICITAT DE PBMCs ACTIVADES AMB CpG ODN A | IL-15

Tenint en compte els resultats obtinguts en I’apartat anterior, a la resta
d’experiments de citotoxicitat detallats a continuacié es va utilitzar una concentracio
de rituximab de 10 ug/ml amb una ratio cel-lular de 40:3. De la mateixa manera, les

concentracions d’IL-15 i de CpG ODN van ser respectivament de 10 ng/ml i 2,5 ug/ml.
3.1.2.1 Activacié amb CpG ODN A vs activacié amb IL-15
Citotoxicitat

Es van realitzar experiments activant les PBMCs de manera independent amb
cadascun dels estimuls. Tots dos estimuls, tant el CpG ODN A com la IL-15, van

potenciar la citotoxicitat de manera significativa. Perd cal destacar que I’increment

induit per la IL-15 va ser superior a I’obtingut pel CpG ODN A. Aixi, les mateixes PBMCs
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estimulades amb IL-15 van resultar tenir més activitat citotoxica (33,8% + 3,9%) que

estimulades amb CpG ODN A (25,6% + 4,9%) (p=0,01) (Figura 46).

- , N )
citotoxicitat
115 |
j *%
Che DN A [T
*
CPGODNC [ j
T T T 1
0 20 40 60
% alliberacié 5'Cr
N y

Figura 46. Citotoxicitat de PBMCs activades amb CpG ODN control, CpG ODN A i IL-15.

PBMCs en cultiu amb medi complet, £ CpG ODN control, £+ CpG ODN A, + IL-15
durant 24 hores. CpG ODN control 6,6 + 2,1 vs CpG ODN A 25,6 + 4,9; ratio 40:3 (*p=0,04).
CpG ODN A 25,6 + 4,9 vs IL-15 33,8 + 3,9; ratio 40:3 (**p=0,01). Els resultats mostren la
mitjana + SEM de 3 experiments independents amb 3 donants i 3 LLC diferents.

ADCC

L’observacié d’aquests resultats als assajos de citotoxicitat va fer imprescindible

valorar el comportament d’aquestes dos molécules en presencia de rituximab (Figura

47).
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Figura 47. ADCC de PBMCs activades amb CpG ODN control, CpG ODN A i IL-15.

PBMCs en cultiu amb medi complet, + CpG ODN control, £+ CpG ODN A, + IL-15
durant 24 hores. CpG ODN control 18 + 4,1 vs CpG ODN A 35,9 + 6,3; ratio 40:3 (*p=0,006).
CpG ODN A 35,9 + 6,3 vs IL-15 43,5 + 4,8; ratio 40:3 (**p=0,02). Els resultats mostren la
mitjana + SEM de 5 experiments independents amb 5 donants i 5 LLC diferents.
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En preséncia de rituximab es va confirmar el mateix, I’ADCC es va potenciar tant
amb el CpG ODN A com amb la IL-15. Pero, si es comparava el CpG ODN A vs la IL-15, el
segon estimul va ser més potent i mantenia la significanca estadistica respecte el
primer (35,9% + 6,3% vs 43,5% +4,8%; CpG ODN A vs IL-15 respectivament, p=0,02).

3.1.2.2 Activacio6 simultania de CpG ODN Ai IL-15

El segiient punt a analitzar va ser veure si aquests dos estimuls podien tenir un
efecte sumatori o sinergic. Aixi, en un mateix experiment es van administrar els dos
estimuls per separat i conjuntament. Els resultats van mostrar que I’administracié
conjunta no aportava cap efecte additiu significatiu potenciant I’ADCC, no obstant
varem continuar trobant una diferéncia estadisticament significativa en I’administracio

dels dos estimuls per separat (Figura 48).
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Figura 48. ADCC de PBMCs activades amb CpG ODN A + IL-15.

PBMCs en cultiu amb medi complet, + CpG ODN A, + IL-15 durant o ambdds
estimuls a la vegada durant 24 hores. CpG ODN A 38 + 6,7 vs IL-15 47 + 4,7; ratio 40:3
(*p=0,05). CpG ODN A 38 + 6,7 vs CpG ODN A + IL-15 52 + 1,7; ratio 40:3 (p=0,1). IL-15 47
+ 4,7 vs CpG ODN A + IL-15 52 + 1,7; ratio 40:3 (p=0,2). Els resultats mostren la mitjana +
SEM de 3 experiments independents amb 3 donants i 3 LLC diferents.

3.1.2.3 Significanca estadistica de I’ADCC amb la IL-15

Fins aquest moment, tot i veient que el CpG ODN A era un estimul prou potent
per augmentar la citotoxicitat natural (p=0,008) i I’ADCC ( p=0,02) (Figura 49), els
resultats van apuntar a la IL-15 com un estimul encara més potent incrementant la

capacitat citotoxica cel-lular.
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Figura 49. Citotoxicitat natural i ADCC de PBMCs activades amb CpG ODN A.

PBMCs en cultiu amb medi complet i CpG ODN A durant 24 hores. (A) Citotoxicitat
natural. CpG ODN C 7,3 + 2,7 vs CpG ODN A 20 + 4,2; ratio 40:3 (p=0,008). (B) ADCC. CpG
ODN C 24,3 + 8,5 vs CpG ODN A 36,3 + 6,5; ratio 40:3 (p=0,02). Els resultats mostren la
mitjana + SEM de 4 experiments independents amb 4 donants i 4 LLC diferents.

A I’observar aquestes diferéncies, el seglient objectiu va ser focalitzar I’estudi
en I’analisi de la IL-15. Per aquest fet, un nombre de 10 PBMCs estimulades amb IL-15
van ser enfrontades amb 10 LLC diferents. La figura 50 ens indica que va ser
estadisticament significatiu I’increment en el percentatge de lisi que exerceix la IL-15
sobre les PBMCs. Aguest augment va ser tant en abséencia de rituximab (2,7% + 1,5% vs

17,6% + 4,4%; control vs IL-15 respectivament, p=0,002) com en preséncia de rituximab
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(13,4% + 2,5% vs 33,2% + 4,9%; control vs IL-15 respectivament, p<0,001). Resultats que
consoliden a aquesta citocina com una important potenciadora de la citotoxicitat

natural aixi com de la citotoxicitat cel-lular depenent del rituximab.
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Figura 50. Citotoxicitat natural i ADCC de PBMCs activades amb IL-15.

PBMCs en cultiu amb medi complet i IL-15 durant 24 hores. (A) Citotoxicitat. Control 2,7 £
1,5 vs IL-15 17,6 + 4,4; ratio 40:3 (p=0,002) (B) ADCC. Control 2,7 + 1,5 vs rituximab 13,4 £ 2,5;
ratio 40:3 (*p<0,001). Rituximab 13,4 + 2,5 vs IL-15 + rituximab 33,2 + 4,9; ratio 40:3 (**p<0,001).

Els resultats mostren la mitjana + SEM de 10 experiments independents amb 10 donants i 10 LLC
diferents.
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3.1.3

3.1.3.1 Sensibilitat citotoxica de les LLC

Resultats

INFLUENCIA DE LA LLC | DE LA PBMC A L’ASSAIG CITOTOXIC

Per conéixer I’impacte de la cél-lula leucemica a I’assaig citotoxic es van agafar

3 PBMCs diferents i 6 LLCs diferents, de manera que es va enfrontar cadascuna de les

PBMCs de manera independent, a 2 LLCs diferents (Figura 51).
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Figura 51. Citotoxicitat natural i ADCC de la mateixa PBMC enfrontada a 2 LLC
diferents.

Observant els percentatges de lisi resultants es podria deduir que la céel-lula

tumoral participaria activament a I’assaig citotoxic. Aixi, la mateixa PBMC mataria més

o0 menys cel-lules tumorals i per tant el percentatge de lisi seria més o menys alt en

120



Resultats

funcié de la sensibilitat i/o resisténcia citotoxica que presentés la cél-lula tumoral.

Aquests valors es veurien afectats tant a la lisi basal com a la lisi induida per la IL-15, a

la vegada que en preséncia o abséncia de rituximab.

3.1.3.2 Capacitat citotoxica de les PBMC

Seguidament, també es va valorar si la capacitat citotoxica de les cél-lules

efectores podrien jugar un paper igualment important a I’assaig citotoxic. En aguesta

situacié es van agafar 3 LLCs diferents i 5 PBMCs diferents, aixi una mateixa LLC es va

enfrontar de manera independent, a 2 PBMCs diferents (Figura 52).
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121



Resultats

L’experiment fou similar que a I’apartat anterior. Tres LLCs diferents es van
enfrontar de manera independent amb 2 PBMCs diferents. El resultat va mostrar que les
cel-lules efectores també hi participaven en trobar una més alta lisi tumoral. Aixi, les
mateixes cél-lules tumorals es lisaven, més o menys eficagment, segons la capacitat
citotoxica de la PBMC a la que s’enfrontaven. Aguesta observacio es va fer evident tant
a nivell basal, és a dir en PBMCs que no van rebre cap estimul, com després de

I’activaciéo amb IL-15.

3.1.4 IMPLICACIO DEL TGF-B A L’ASSAIG CITOTOXIC

Amb la utilitzacié de la linia cel-lular CCRF-CEM (linia cel-lular limfoblastoide T)
gue té una alta expressio de lligands del NKG2D, alguns autors havien demostrat que el
TGF-B a concentracions de 3-5 ng/ml disminuia la citotoxicitat de les cél-lules NK degut
a una disminucié en I’expressié del receptor NKG2D [273]. Tenint en compte aquests
resultats i sabent que el TGF-p és una citocina que podria actuar com un factor de
progressid tumoral pel seu paper immunosupressor, varem plantejar la hipotesi de
valorar I’actuacié d’aquesta citocina immunosupressora als cultius cel-lulars activats
amb IL-15 i la implicaci6 en modular I’ADCC donada pel rituximab de les cél-lules

efectores en preséncia o abséncia d’IL-15 quan s’enfronten a cél-lules de LLC.

3.1.4.1 Citotoxicitat en preséncia de TGF-B

La primera premissa va ser valorar la citotoxicitat en preséncia d’aquesta

citocina a diferents concentracions als cultius cel-lulars de PBMCs que no havien rebut

cap estimul.
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Petites concentracions de TGF-B (3 ng/ml) als cultius cel-lulars de PBMCs sense
activar van ser suficients per disminuir la capacitat citotoxica d’aquestes PBMCs.
Concentracions superiors no van incrementar aquesta inhibicid, observant-se una

saturacio a partir de 3 ng/ml (Figura 53).

3.1.4.2 ADCC en presencia de TGF-$

Veient que la citotoxicitat natural es veia afectada per la preséncia del TGF-, el
seguent pas fou valorar si aquesta disminucié es mantenia o es perdia en presencia de
rituximab. Aixi, es va valorar I’ADCC de PBMCs sense estimular cultivades a I’igual que

I’apartat anterior amb diferents concentracions de TGF-f.
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La presencia de rituximab no va modificar el resultat que s’havia observat
préviament. De la mateixa manera que a la citotoxicitat natural, I’ADCC amb PBMCs no
activades com a cél-lules efectores, es va veure disminuida en preséncia de tan sols 3
ng/ml de TGF-B (Figura 54).

3.1.4.3 Citotoxicitat en preséncia de TGF-B i IL-15

Fins aquest punt, es va confirmar la implicacié del TGF-B a I’assaig citotoxic
guan les PBMCs no havien rebut cap estimul. Tot seguit es va analitzar si aquest efecte
inhibitori també tenia lloc en preséncia d’IL-15. L’estudi es va realitzar en PBMCs
activades amb IL-15 durant 24 hores, cultivades sota les mateixes condicions utilitzades

als apartats anteriors.
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Figura 55. Citotoxicitat de PBMCs
estimulades, amb IL-15 i cocultivades en
un gradient de concentraci6 de TGF-B,
enfrontades a LLC-B.

PBMCs cultivades amb IL-15 10
ng/ml i cocultivades amb TGF-f a diferents
concentracions (3, 5, 10 i 20 ng/ml) durant
24 hores. El resultat mostra la mitjana + DS
dels pous per triplicat.

Encara que com ja s’havia demostrat préviament la IL-15 és una important

citocina potenciant la capacitat citotoxica de les PBMCs, tal com indica la figura 55, el

TGF-B va ser capa¢ d’actuar modificant la resposta de les PBMCs activades amb IL-15.

Una concentracié de 3 ng/ml va ser suficient per disminuir la citotoxicitat natural de

PBMCs estimulades amb IL-15 al igual que s’havia vist en PBMCs sense estimular.

3.1.4.4 ADCC en presencia de TGF-$ i IL-15

Fins ara s’ha vist que el TGF-B juga un paper important com a citocina

supressora de la capacitat citotoxica de les PBMCs activades (IL-15) i sense activar. El

seguent objectiu va ser valorar si aquesta disminucié era significativa en presencia de

rituximab.
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Figura 56. Citotoxicitat i ADCC de PBMCs + estimulades amb IL-15 i cocultivades amb TGF-p.

PBMCs cultivades amb medi de cultiu complet, IL-15 (10 ng/ml) i cocultivades amb TGF-$ (3

ng/ml) durant 24 hores. Control 6,7 £ 0,6 vs control + TGF-$ 3,6 + 1(* p=0,01); rituximab 23,3 £ 1,7 vs
rituximab + TGF-B8 17,6 + 1,9 (** p=0,02); IL-15 31,8 + 3,5 vs IL-15 + TGF-B 27,8 + 4,6 (p=0,2); IL-15 +
rituximab 45,5 + 5,1 vs IL-15 + rituximab + TGF-f 40,7 + 7,9 (p=0,2). Aquests valors sén la mitjana +
SEM de 3 experiments independents amb 3 LLC i 3 donants diferents.
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Tal com s’indica a la figura 56, I’ambient immunosupressor (TGF- 3 ng/ml) va
disminuir de forma estadisticament significativa la citotoxicitat natural (6,7% + 0,6% vs
3,6% + 1%; control vs control + TGF-B, ratio 40:3 respectivament; p=0,01) i I’ADCC
(23,3% + 1,7% vs 17,6% + 1,9%; rituximab vs rituximab + TGF-B, ratio 40:3
respectivament; p=0,02) de PBMCs sense estimular. No obstant, I’estimulacié de PBMCs
amb IL-15 va compensar I’efecte inhibitori del TGF-B sobre la citotoxicitat natural i
sobre I’ADCC perdent-se la significacio; IL-15 vs IL-15 + TGF-$ (p=0,2) i IL-15 + rituximab
vs IL-15 + rituximab + TGF-B (p=0,2). Aquests resultats posicionen a la IL-15, com una

potent citocina estimuladora de la capacitat citotoxica de les PBMCs, en un ambient
immunosupressor.

Demostrada la menor supressio de I’ADCC que va induir el TGF-B en preséncia
d’IL-15, es varen realitzar 4 experiments independents per analitzar si la potenciacié de

I’ADCC en un ambient immunosupressor continuava sent estadisticament significativa.
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Figura 57. ADCC en presencia de TGF-f de 4 LLC i 4 donants diferents.
PBMCs cultivades amb medi de cultiu complet, IL-15 (10 ng/ml) i cocultivades amb TGF-$ (3
ng/ml) durant 24 hores. A cada experiment els resultats mostren la mitjana + DS del pou per triplicat.
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Dels resultats obtinguts d’aquests 4 experiments, una primera valoraciéo ens
mostra que la presencia de TGF- no va impedir que la IL-15 potenciés I’ADCC a cap
d’ells (Figura 57). A més, I’analisi conjunt de les dades va evidenciar que els resultats
eren estadisticament significatius, tant si comparavem I’ADCC de les PBMCs quan no
havien estat estimulades (3% + 0,9% vs 14,6% + 3,2%; control vs rituximab, ratio 40:3
respectivament; *p=0,02), com si comparavem I’increment de I’ADCC en preséncia d’IL-
15 (14,6% + 3,2% vs 33,8% =+ 8,8%; rituximab vs rituximab + IL-15, ratio 40:3
respectivament; **p=0,05) (Figura 58).
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Figura 58. ADCC de PBMCs + estimulades amb IL-15 i cocultivades amb TGF-p.

PBMCs cultivades amb medi de cultiu complet, IL-15 (10 ng/ml) i
cocultivades amb TGF-B (3 ng/ml) durant 24 hores. Control + TGF- 3 + 0,9 vs
rituximab + TGF-p 14,6 + 3,2 (*p=0,02); rituximab + TGF-p 14,6 + 3,2 vs IL-15 +
rituximab + TGF-B 33,8 + 8,8 (**p=0,05). Aquests valors son la mitjana + SEM de 4
experiments independents amb 4 LLC i 4 donants diferents.
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3.1.5 IMPLICACIO DE L’IFN-y A L’ASSAIG CITOTOXIC

3.1.5.1 Quantificacio d’IFN-y

Una de les principals citocines sintetitzades per les cél-lules NK i responsable de
I’activaciéo de moltes cel-lules efectores en I’ambient tumoral és I’IFN-y. Degut a la
importancia d’aquesta citocina vam prosseguir a la seva quantificacio als sobrenedants
dels nostres cultius mitjancant un immunoassaig amb boles fluorescents - Flowcytomix

(Materials i métodes, apartat 9.2).

IFN-y
L5+ TGF
T TR = N Py, =
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Figura 59. Sintesi d’IFNy per PBMCs cultivades + IL-15 i cocultivades = TGF-B.

PBMCs cultivades durant 24 hores + IL-15 (10 ng/ml) i = TGF-B (3 ng/ml). Control 424,5 +
90,6 vs IL-15 2625,4 + 450,3 (*p=0,008); control + TGF-B 238,2 + 85,3 vs IL-15 + TGF-f3 1488,5 +
262,3 (**p=0,003); control vs control + TGF-B (***p=0,01). Aquests valors son la mitjana + SEM de
6 experiments independents.

Les PBMCs cultivades en preséncia d’IL-15 van secretar molta més quantitat
d’IFN-y que les mateixes PBMCs sense estimular, sent aquesta diferencia
estadisticament significativa (control vs IL-15; *p=0,008). La preséncia de TGF- en
aquests cultius va modificar la resposta. EI TGF- va disminuir la produccié d’IFN-y de
PBMCs tant activades amb IL-15 com sense activar. Pero, la diferéncia va continuar sent
significativa (TGF-p vs IL-15 + TGF-B; **p=0,003). No obstant, la preséncia d’IL-15 va fer
que aquesta disminucié de sintesi fos més petita i variable (p=0,06), contrariament a la

disminucié en abséncia d’IL-15 (***p=0,01) (Figura 59). Aixi, encara que la preséncia al
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medi d’una citocina immunosupressora com és el TGF-f afectaria la producci6é d’IFN-y

per PBMCs, la capacitat activadora de la IL-15 va superar en gran mesura aquest efecte.

3.1.5.2 Neutralitzaci6é de I’IFN-y

Aquest IFN-y una vegada secretat pot a la vegada actuar sobre les cél-lules T
CD8" citotoxiques potenciant la capacitat citolitica d’aquestes ceél-lules i fent que
proliferin; aixi com actuar sobre els macrofags activant-los. Per controlar el paper que
juguen aquestes poblacions cel-lulars en els experiments de citotoxicitat varem
introduir als nostres cultius (PBMCs sense estimular i estimulades amb IL-15) un anticos
anti-IFN-y que neutralitzés tot I’IFN-y secretat al medi. Si el paper d’aquestes cél-lules
fos important, neutralitzant aquesta citocina, s’hauria de veure una disminucié en el

percentatge de lisi resultant als nostres assajos.

3.1.5.2.1 Neutralitzacio de I'IFN-y als sobrenedants

Tres concentracions diferents d’anti-IFN-y (50 ng/ml, 200 ng/ml i 450 ng/ml) es
van utilitzar als cultius cel-lulars (minima, intermedia i maxima segons informacio
referenciada a la fitxa técnica del producte). Una vegada recuperats els sobrenedants
d’aquests cultius cel-lulars en preséncia d’anti-IFN-y es va procedir a la quantificacio
d’IFN-y en aquests sobrenedants mitjancant la realitzacié d’un ELISA (Materials i

metodes, apartat 9.1) per confirmar la neutralitzacio.

a-IFN-y
450 ng/ml [' *
200 ng/ml [I *
50 ng/ml [I *
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
IFN-y pg/ml

Figura 60. Sintesi d’IFNy per PBMCs sense estimular i cocultivades en un
gradient de concentraci6 d’anti-IFN-y.

Quantificacié d’IFN-y als sobrenadants de PBMCs sense estimular i
cultivades amb diferents concentracions d’anti-IFN-y (50, 200, i 450 ng/ml) durant
24 hores, mitjancant la técnica d’ELISA. Aquestes valors s6n d’un donant i
representatius de 2 experiments independents.(* indetectable)
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Els resultats van indicar que la presencia de tan sols 50 ng/ml d’anti-IFN-y, als
cultius cel-lulars de PBMCs sense estimular, va ser suficient per neutralitzar I’lFN-y
secretat al medi (Figura 60). Posteriorment, es va repetir I’experiment en PBMCs

estimulades amb IL-15 (10 ng/ml), per comparar els valors.

a-IFN-y
450 ng/ml [l *
200 ng/ml D
50 ng/ml | I
I T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
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Figura 61. Sintesi d’IFNy per PBMCs estimulades amb IL-15 (10 ng/ml) i
cocultivades en un gradient de concentracio d’anti-IFN-y.

Quantificacié d’IFN-y als sobrenadants de PBMCs estimulades amb IL-15 (10
ng/ml) i cultivades amb diferents concentracions d’anti-IFN-y (50, 200, i 450 ng/ml)
durant 24 hores, mitjancant la tecnica d’ELISA. Aquestes valors sén d’un donant i
representatius de 2 experiments independents. (* indetectable)

En el cas de PBMCs estimulades amb IL-15 (10 ng/ml), la quantitat de 50-200
ng/ml va ser insuficient per neutralitzar la totalitat de I’IFN-y present al medi. No
obstant, amb 450 ng/ml, concentracié més alta d’anti-IFN-y utilitzada a I’experiment,

no es va detectar la preséncia d’aquesta citocina als sobrenedants (Figura 61).

3.1.5.2.2 Neutralitzaci6 de I'IFN-y a I’assaig citotoxic

Valorar la citotoxicitat de PBMCs, sense estimular o estimulades amb IL-15, quan
al medi es neutralitza I’IFN-y, interferint d’aquesta manera en qualsevol influencia
d’aquesta citocina al microambient del cultiu cel-lular, va ser el nostre segient
objectiu. Tenint en compte els resultats descrits a I’apartat anterior, es va utilitzar una

concentracié de 450 ng/ml d’anti-IFN-y per neutralitzar I’l[FN-y dels cultius cel-lulars
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durant 24 hores. Posteriorment, es va procedir a realitzar I’assaig citotoxic (Materials i

metodes, apartat 6).

citotoxicitat / ADCC

_ 40+
5 = MC
Lf;g 30 A
(&) - -
g 20 ® a-IFN-g
[}
o]
= 10 4
©
= 5
\
© & N ®
S S \V S
I\ &{\'
X
NG
N\
ratio 40:3

Figura 62. Citotoxicitat i ADCC de PBMCs % estimulades amb IL-15 i cocultivades amb a-IFN-y.

PBMCs cultivades amb medi de cultiu complet, IL-15 (10 ng/ml) i cocultivades amb a-IFN-y
(450 ng/ml) durant 24 hores. Aquests valors sén la mitjana + DS del pou per triplicat d’un donant i
representatius de 2 experiments independents.

Com es pot observar a la Figura 62, encara que els resultats no mostren ser
significatius, en abséncia d’IFN-y al medi s’observa certa tendéncia a que el percentatge
de lisi resultant sigui menor que en presencia d’IFN-y. La qual cosa ens indica que la
participacié de I’lFN-y com a activador directe de les cel-lules NK en aquest context (24

hores d’activacié in vitro) no és significatiu pero a tenir en compte.

3.1.6 ANALISI DE CITOCINES | QUIMIOCINES

Préviament s’ha mostrat com la IL-15 i el TGF-f afecten la produccio d’IFN-y. A
part de I'IFN-y, es va quantificar la produccié d’altres citocines i quimiocines
involucrades en I’activaci6 de les cél-lules NK com sén el TNF-a., IL-5, IL-13, IL-10, MIP-
lo i MIP-1B. Per valorar la produccio es van recuperar els sobrenedants dels cultius
cel-lular i es va procedir a la seva quantificacié segons s’indica a Materials i métodes,

apartat 9 (Figura 63).
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Figura 63. Sintesi TNF-a, IL-10, MIP-1a i MIP-18 per PBMCs cultivades + IL-15 i cocultivades + TGF-f.

T T 1
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

pg/ml

PBMCs cultivades durant 24 hores + IL-15 (10 ng/ml) i £ TGF-B (3 ng/ml). (A) Quantificacié TNF-a..
Control 768,4 + 153,9 vs TGF-p 532,1 + 140,0 (p=0,04). (B) Quantificacid IL-10. Control 3418,0 + 1012,7 vs
TGF-p 3067,4 + 976,6 (p=0,01). (C) Quantificacié MIP-1a. (D) Quantificaci6 MIP-18. TGF-B 2221,5 + 100,8 vs

IL-15 2527,3 + 101,9 (p=0,007). Aquests valors sén la mitjana + SEM de 6 experiments independents.

El comportament del TNF-a i la IL-10 en preséncia de TGF-f va ser similar al del
IFN-y. Aixi, la produccié d’aquestes dues citocines va disminuir en presencia de TGF-§,
sent estadisticament significativa aquesta davallada només en abséncia d’IL-15. Pero,
no es va observar un increment de TNF-a i IL-10 quan les cél-lules s’activaven amb IL-
15. En aquests dos casos, sembla ser que la IL-15 protegiria en certa manera a la
cél-lula de I’efecte supressor del TGF-B. La produccié de quimiocines, MIP-1a i MIP-1f3,
no es va modificar en cap situaci6. Contrariament, la IL-5 i la IL-13 no estaven presents

als sobrenedants d’aquests cultius cel-lulars.
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3.2 RESPOSTA CITOTOXICA DE LES CEL-LULES NK

Ja haviem demostrat que la principal poblacié efectora responsable de la
citotoxicitat cel-lular i de I’ADCC front cel-lules de limfoma B eren les cél-lules NK. Per
corroborar aquest resultat front cél-lules de LLC-B, vam extreure aguesta poblacié de
les PBMCs mitjancant una seleccié positiva de cel-lules CD56" (Materials i métodes,
apartat 3.2). Posteriorment vam enfrontar la PBMC, amb i sense cél-lules NK, a la
mateixa LLC-B utilitzant els mateixos ratios E:T per valorar la capacitat citotoxica

d’ambdues poblacions.
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Figura 64. ADCC de PBMCs i PBMCs deplecionades de NK activades amb IL-15.

PBMCs i PBMCs deplecionades de NKs del mateix donant es van activar amb IL-15 (10
ng/ml) durant 24 hores. PBMC (-NK) + IL-15 + rituximab 8,8 + 4,2 vs PBMC + IL-15 + rituximab
47,2 + 2,8. PBMC (-NK) + rituximab 1,5 + 2,3 vs PBMC + rituximab 25,3 + 2,5. Resultat d’un
donant mostrant la mitjana + DS dels pous per triplicat; i representatiu de 3 experiments
independents.

Com era d’esperar, la perdua de cel-lules NK a les PBMCs va fer que es perdés
practicament la totalitat de la capacitat citotoxica de les PBMCs tant activades com
sense activar (Figura 64). Demostrant-se aixi, la importancia d’aquesta poblaci
efectora en la lisi de cél-lules leucemiques de LLC-B en abséncia i important pel nostre

estudi en preséncia de rituximab.
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3.3 EXPRESSIO DE RECEPTORS DE SUPERFICIE CEL-LULAR

Tal com s’ha pogut constatar a I’introduccio, I’ADCC es veu influenciada no
només per la unio de les cél-lules NK a les cél-lules diana, si no també pel seu estat
d’activacié i la seva capacitat de desgranulaci6. Aquests fets, van fer que un dels
objectius fos analitzar, en preséncia d’IL-15, els dos receptors activadors que estan

relacionats en un alt percentatge amb cél-lules NK en desgranulacio, CD69 i NKG2D.

3.3.1 POBLACIO CEL-LULAR “PBMCs”

3.3.1.1 Expressio del receptor CD69

En primer lloc es va analitzar I’expressié del receptor CD69 en PBMCs que havien

estat préeviament cultivades amb IL-15 durant 24 hores.

Taula 11. Expressié de CD69 en la poblacié CD16" activada + IL-15.

CD69" (%) en poblacié CD16"

CONTROL IL-15
PBMC 1 7,03 10,18
PBMC 2 1,17 4,5
PBMC 3 1,97 6,3
PBMC 4 4,90 11,18
. pomig+Ds  promig£Ds | p |
3727 8,0 +3,1 0,009

A la taula 11 es mostren els valors analitzats per citometria de flux (Materials i
métodes, apartat 8.1) i expressats en tant per cent, de les cél-lules CD16" que van ser
CD69*, marcades amb FITC/PE respectivament, de quatre PBMCs activades o no amb IL-
15 (10 ng/ml). A les quatre PBMCs es va observar un increment de I’expressio del CD69
quan les cel-lules es van cultivar en preséncia d’IL-15, essent aquest augment

estadisticament significatiu (p=0,009).
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3.3.1.2 Expressio del receptor NKG2D

De la mateixa manera que es va analitzar I’expressié del CD69, es va procedir a

analitzar I’expressio del receptor activador NKG2D (Figura 65).
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Figura 65. Expressio NKG2D-PE en poblacié CD16".
PBMCs activades + IL-15 (10 ng/ml) durant 24 hores. Imatge
representativa PBMC 3.

Taula 12. Expressi6 del NKG2D en la poblacié CD16" activada + IL-15.

NKG2D" (%) en poblacié CD16"

CONTROL IL-15
% (MFI) % (MFI)
PBMC 1 15,11 (1,67) 18,01 (1,73)
PBMC 2 9,58 (1,39) 10,67 (1,49)
PBMC 3 7,6 (1,41) 11,29 (1,78)
PBMC 4 13,4 (1,32) 17,46 (11,7)
| promig+DS  promig+Ds  p |
11,4+3,4(1,4+0,1) 14,3+3,9 (1,6 +0,1) 0,02

L activacio amb IL-15 (10 ng/ml) de la poblacié cel-lular CD16" durant 24 hores
va provocar un augment discret pero estadisticament significatiu (p=0,02) de I’expressio
d’aquest receptor a les 4 PBMCs que es van analitzar per citometria de flux amb els
fluorocroms CD16/FITC i NKG2D/PE (Taula 12).
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3.3.2 POBLACIO CEL-LULAR “CEL-LULES NK PURIFICADES”

Com s’ha comentat a la introduccid, sembla ser que perquée els receptors
activadors com el CD16 provoquin la desgranulacié i desencadenin la citotoxicitat, és
necessari I’existéncia d’una senyal d’adhesié/polaritzacié, donada pel receptor LFA-1, a
la cél-lula diana [198]. Segons aquesta informacio, es va voler valorar I’efecte de la IL-
15 sobre aquests dos receptors. Degut a que el receptor LFA-1 és un receptor que es
troba a tots els leucocits, pel seu analisi es va utilitzar cél-lules NK purificades.
Préeviament al cultiu, es va procedir a purificar cél-lules NK, per seleccié negativa a
partir de PBMCs (Materials i métodes, apartat 3), que posteriorment van ser cultivades

durant 24 hores en preséncia o abséncia d’IL-15 (10 ng/ml).

3.3.2.1 Efecte de la IL-15 en I’apoptosi espontania

Un dels objectius va ser analitzar I’apoptosi espontania de cél-lules NK en
abséncia d’estimuls externs i comparar-la amb els valors d’apoptosi obtinguts
d’aquestes mateixes cél-lules cultivades amb IL-15. Per tant, es van realitzar cultius de
cél-lules NK en medi complet i cultius en medi complet més IL-15 a una concentracié de
10 ng/ml . Després de 24 hores de cultiu es va determinar el percentatge de cél-lules

apoptotiques per citometria de flux (Materials i metodes, apartat 8.2).

A B
11 - IcJ1 C 12
18.9% 3.8% 17.1% 0.6%

PI/PE

Annexina-V/FITC

Figura 66. Percentatge d’apoptosi de ceél-lules NK purificades + activades amb IL-15.

Cel-lules NK purificades cultivades amb (A) medi de cultiu complet, (B) IL-15 (10 ng/ml)
durant 24 hores. Després de 24 hores de cultiu es van marcar amb Annexina-V i amb iodur de propidi
(PI). S’indica el percentatge de cel-lules NK positives per Annexina-V/FITC i PI/PE. Aquests valors
s6n d’un donant i representatius de 3 experiments independents.
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A les 24 hores, s’observa que el percentatge de cel-lules apoptotiques era
superior als cultius cel-lulars en medi complet que les que havien estat en presencia
d’IL-15 (Figura 66). Aix0 suggereix, que aquesta citocina a més d’activar i potenciar la
capacitat citotoxica, revertira I’apoptosi espontania que es dona en cél-lules en cultiu,

afavorint la supervivencia de les cel-lules NK.

3.3.2.2 Expressio del receptor LFA-1

Per continuar analitzant el paper de la IL-15 a I’expressi6 de receptors
activadors, es va realitzar el mateix experiment descrit a I’apartat anterior, per valorar
com s’afectava I’expressio del receptor CD16 (responsable de I’ADCC via cel-lules NK) i
I’expressié del receptor LFA-1 (receptor heterodiméric integrat per I’associacio de
CD1la i de CD18 que estableix un lligam d’uni6 critic entre les cél-lules NK i les

cél-lules diana) (Figura 67).
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Figura 67. Percentatge d’expressié CD16/LFA-1 en cél-lules NK purificades + activades amb IL-
15.

Cel-lules NK purificades cultivades amb (A) medi de cultiu complet, (B) IL-15 (10 ng/ml)
durant 24 hores. Després de 24 hores de cultiu es van marcar amb CD16-FITC i amb LFA-1-PE.
Aauests valors sén d’un donant i renresentatius de 4 experiments indenendents.

Varem observar, que a les 24 hores d’activaci6 amb la IL-15, les cél-lules NK
incrementavem el percentatge total de molécules CD16" (P=0,02) (Taula 13), mentre
que el percentatge de molécules LFA-1" no es va modificar practicament. No obstant, a
I’incidir en la poblacié LFA-1*, varem observar que el percentatge de la poblacié LFA-

1*/CD16 disminuia (Taula 15) a la vegada que s’incrementava el percentatge (p=0,05) i
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la MFI (p=0,04) de la poblacié LFA-1*/CD16" (Taula 14). La poblacié CD16" augmentava a
partir tant de la poblacié LFA-1" com de la poblacié LFA-1". No obstant, I’increment de
la poblacié CD16"/LFA-1" no va mostrar tenir significanca estadistica. Aquest resultat
ens va fer sospitar que la IL-15 incrementava la citotoxicitat natural i I’ADCC
possiblement afavorint per una banda, I’augment del nombre de molécules CD16"
implicades directament en la unié a la porcié Fc del rituximab, i per altre banda per

I’augment de la coexpressié dels receptors CD16"/LFA-1".

Taula 13. Expressio de CD16 en cél-lules NK purificades activades + IL-15.

CD16"
CONTROL IL-15
% (MFI) % (MFI)
NK 1 75,5 (48,1) 82,2 (49,6)
NK 2 70,2 (53,5) 74,6 (56,2)
NK 3 66,9 (26,6) 70,8 (27,4)
promig+DS promig+Ds p |

170,9+4,3 (42,7 + 14,2) 75,8 +5,7 (44,4 + 15) 0,02 (0,09)

Taula 14. Expressio de LFA-1 en la poblacio CD16" activada + IL-15.

CD16" / LFA-1"

CONTROL IL-15
% (MFI) % (MFI)
NK 1 71,83 (28,9) 72,61 (31,5)
NK 2 65,37 (50,4) 69,17 (52,8)
NK 3 71,31 (45,8) 76,62 (47,3)
NK 4 58,22 (40,1) 60,34 (40,5)
| promig+DS  promig+DS  p |
66,6 + 6,3 (41,3+9,2) 69,6 +6,9 (43 +9,1) 0,05 (0,04)
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Taula 15. Expressio de LFA-1 en la poblacié CD16™ activada + IL-15.

CD16™ / LFA-1*

CONTROL IL-15
% (MFI) % (MFI)
NK 1 16,56 (30,7) 15,37 (31,0)
NK 2 29,36 (47,0) 24,92 (48,3)
NK 3 23,91 (37,5) 17,47 (40,5)
NK 4 32,05 (26,5) 33,86 (30,8)
' promig£DS  promigDS p |
25,4+6,8(35,4+8,9) 22,9+8,3(37,6+8,4) 0,2 (0,08)
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3.5 INFLUENCIA DEL POLIMORFISME DEL RECEPTOR FcyRIIIA

Préviament s’ha descrit que, tant la citotoxicitat natural com I’ADCC, es veuen
influenciades tant per la capacitat que tenen les cél-lules efectores d’activar-se com
per la sensibilitat que presenten les cél-lules leucémiques a la lisi. D’observar que les
diferents PBMCs lisaven de diferent manera les mateixes cél-lules tumorals, el nostre
seguent pas fou analitzar si el polimorfisme del receptor FcyRllla tenia alguna
implicaci6. Es va realitzar el genotipatge de les 10 PBMCs utilitzades en els diferents
assajos de citotoxicitat on s’havien utilitzat LLCs com a cél-lules diana. Es va trobar que
d’aquestes 10 PBMCs, 5 van ser homozigotes per la fenilalanina i 5 heterozigotes.
Malgrat no haver cap PBMC homozigota per la valina es va prosseguir I’estudi, analitzant

possibles diferéncies entre aquests dos grups.
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Figura 68. Correlacié del polimorfisme FcyRllla-158V/F amb el percentatge de lisi
resultant als assajos de citotoxicitat amb LLCs.

El genotipatge del polimorfisme es va realitzar a partir del DNA de 10 PBMCs. Analisi
de la relacié de la citotoxicitat natural i de I’ADCC amb PBMCs sense estimular i estimulades
amb IL-15, amb cadascu dels genotips (F/F i V/F). Aquests valors sén la mitjana + DS de 7
experiments independents (F/F) i 9 experiments independents (V/F).

Tal com s’observa a la Figura 68, existeix una lleu diferéncia al percentatge de
lisi entre els donants FF i els VF. Les PBMCs FF tendeixen a presentar una menor
capacitat citotoxica que les PBMCs VF, no obstant aquesta diferéncia Unicament va ser
estadisticament significativa (p=0,05) als assajos d’ADCC on les PBMCs no van estar

activades amb IL-15.
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La citotoxicitat cel-lular depenent d’anticossos (ADCC) s’ha definit, en el camp
de I’oncologia, com un dels principals mecanismes d’acci6é en I’eradicacio de ceél-lules
tumorals. Dintre dels mecanismes d’accié in vivo del rituximab, I’ADCC juga un paper
molt important amb la unié del seu fragment Fc als receptors Fcy presents a les
cel-lules efectores (monocits/macrofags i cel-lules NK) [98, 115, 116, 274]. Estudis
realitzats in vitro amb linies cel-lulars de limfoma huma, han demostrat que aquest
anticos monoclonal indueix ADCC. Tant in vitro com in vivo, s’ha observat la
importancia de I’expressio d’aquests receptors en el mecanisme d’accié del rituximab.
Com en altres sistemes de regulacid, els receptors Fc inclouen receptors activadors i
inhibidors. En estudis in vivo amb ratolins genoanul-lats del receptor activador FCyRIII
(CD16), el rituximab va ser incapa¢ d’evitar el creixement tumoral [98], de la mateixa
manera que va ocorrer amb la utilitzacié d’anticossos neutralitzants vers un FcyR muri
[275]. Contrariament, I’efecte del rituximab es va potenciar en els ratolins deficients
del receptor inhibidor FcyRIllb (CD32) [98]. A més a més, la resposta antitumoral dels
anticossos també es veu afectada pels diferents productes al-lélics del gen polimorfic
del receptor Fc, ja que mostren habilitats diferents d’unir-se a les subclasses de les IgGs
i donar lloc a I’ADCC. Aixi s’ha observat que I’al-lel valina (158'*) del receptor FCyRllla
té major afinitat d’unié per la IgGl i la 19G3 que I’al-lel fenilalanina (158°"),
intervenint més eficagcment en I’ADCC. S’ha publicat que el genotip V/V del receptor
FcyRllla prediu una millor resposta clinica al rituximab en pacients afectats de limfoma
fol-licular tractats Unicament amb rituximab [115, 116] o en combinacié amb
quimioterapia que els genotips V/F i F/F [276]. Resultats que recolzen la hipotesi de

gue I’ADCC és un dels principals mecanismes d’acci6 del rituximab.

Les cél-lules NK han demostrat ser la poblacié efectora de I’ADCC més important
implicada en I’eficacia terapéutica antitumoral dels anticossos monoclonals. Pacients
amb cancer han mostrat tenir un nombre menor de cel-lules NK circulants, a més de
tenir compromesa I’ADCC [113]. Pacients diagnosticats de LNH, una hora després de la
infusié de 375 mg/m2 de rituximab, incrementaven el nombre de cél-lules NK en fase de
desgranulacié (CD107a") [277]. Per tant, I’estimulaci6 de ceél-lules NK efectores,
portadores del receptor FcyRllla, podria comportar una millor resposta clinica al
rituximab. Amb aquesta finalitat varem analitzar la capacitat de dues molécules
estimuladores de les cél-lules NK, com sén la IL-15 i el CpG ODN A, potenciant I’ADCC

donada pel rituximab contra cél-lules de limfoma B.
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1. Implicaci6 de la IL-15 potenciant el mecanisme d’acci6 del Rituximab

Tant la IL-2 com la IL-15 s6n citocines que comparteixen funcions, ja que la
cadena y. i B sO6n comuns, i aixi activen la proliferacio i capacitat citotoxica natural de
les cél-lules NK [223, 278]. La IL-2 ha estat utilitzada en la immunoterapia contra el
cancer associada al rituximab mostrant un augment de I’ADCC en els LNH [272, 279,
280]. Pero, tenint en compte la similitud funcional de la IL-15 amb la IL-2 i coneixent
que la IL-15 és 6 vegades menys toxica que la IL-2, ja que el seu index terapéutic és 2-3
vegades major que el de la IL-2 [281], la IL-15 apunta com un millor agent terapéutic a

utilitzar en la immunoterapia tumoral.

Valorant aquesta informacio, va ser de gran interés demostrar als nostres estudis
in vitro que PBMCs estimulades amb IL-15 potenciaven tant la citotoxicitat natural com
I’ADCC donada pel rituximab, quan s’enfrontaven a cél-lules B d’una linia cel-lular
(Resultats Fig. 32). A més, es va trobar una relaci6é directa dosi-resposta per part del
rituximab potenciant I’ADCC amb concentracions de 0,1-10 pg/ml. Cal remarcar que les
concentracions de rituximab mesurades en pacients que havien rebut una dosi estandard
de rituximab de 375 mg/m?, es trobaven dins d’aquest rang [57, 89]. Per sobre de 10
pg/ml de rituximab no es van observar increments de I’ADCC, sent molt probable que

per sobre d’aquesta concentracio el sistema es saturi [120, 124, 272].

1.1 Capacitat citotoxica de la cel-lula NK enfrontada a una linia cel-lular de

Limfoma B

Un gran nombre d’observacions cliniques i experimentals han derivat en la
demostracié d’una associacié entre alteracions en I’activitat de les cél-lules NK i una
progressié tumoral, suggerint que un defecte en aquesta poblaci6 efectora podria
desencadenar defectes immunitaris en una amplia varietat de cancers [282-286]. En
models murins, s’ha observat que la presencia de tumors bloqueja la maduraci6 final en
medul-la ossia de cél-lules NK [287]. El potencial paper que jugaria la IL-15 en la
immunoterapia vindria donat per I’efecte directe exercit sobre les cél-lules NK ja que
constitutivament expressen el seu receptor. Diferents estudis han demostrat que
aquesta citocina actua promovent el desenvolupament de cel-lules NK a partir dels seus
precursors, proporcionant senyals necessaries per la maduracié de les cél-lules NK i
activant la citotoxicitat del subgrup CD56%™ (CD16"") [227, 237, 288-290]. Aixi, el ratoli
deficient d’IL-15 mostra una disminuci6 drastica del nombre de cel-lules NK [241]. A
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nivell tumoral, és una citocina que promou més I’acumulacié de cél-lules NK als teixits
tumorals quan es compara amb la IL-2 [291]. Una sobreexpressié d’aquesta citocina en
models murins és capa¢ d’induir la maduracié de cél-lules NK bloquejada pels tumors;
bloqueig degut possiblement en part a factors anormals presents a medul-la 6ssia, com
seria el cas d’una regulacio a la baixa de cél-lules de I’estroma IL-15Ra" [287]. A més,
aquesta sobreexpressio confereix resisténcia als ratolins front als tumors [292]. Segons
aquesta informacid, possiblement la IL-15 a nivell tumoral actuaria desbloquejant la
maduracié de cél-lules NK i incrementant el nombre d’aquestes cél-lules; potenciant
paral-lelament I’ADCC per I’efecte directe sobre aquest tipus cel-lular. Ja s’havia
suggerit el paper de les cel-lules NK CD56°/CD16" com les responsables de I’activitat
litica contra cél-lules de limfoma, afegint que tant els monocits com els granulocits

contribuien minimament [279].

Per valorar la implicaci6 de les cél-lules NK estimulades amb IL-15 en la
potenciacio, tant de la citotoxicitat natural com de I’ADCC donada pel rituximab, es va
comparar la seva capacitat citotoxica amb les PBMCs del mateix donant. El nombre de
cél-lules NK utilitzades va ser I’equivalent al de cél-lules CD16" presents a les PBMCs. La
IL-15, tal com es va observar a les PBMCs, va potenciar directament la citotoxicitat
natural i I’ADCC donada pel rituximab de les cél-lules NK purificades (Resultats Fig. 36-
37). Sorprenentment, en ambdues situacions, I’augment observat per les PBMCs va ser
superior que I’observat per les cél-lules NK purificades. Aquesta diferéncia en la
capacitat citotoxica, va fer que la poblacié efectora que restava una vegada s’havien
purificat les cel-lules NK també fos estimulada amb IL-15 i analitzada citotoxicament. El
resultat va ser concloent; aguesta poblacié restant no presentava capacitat citotoxica ni
a nivell basal ni després de I’activacié amb IL-15 (Resultats Fig. 38). Per tant, la
poblacié cel-lular responsable de la resposta citotoxica, front cel-lules B tumorals, van
ser les cel-lules NK. Possiblement la major capacitat citotoxica de les cél-lules NK quan
es troben incloses a I’ambient de les PBMCs es derivi de que, en aquest context, les
cél-lules NK rebrien un primer estimul per I’efecte directe de la IL-15 sobre aquesta
cél-lula, i un segon estimul podria venir donat per I’efecte de la IL-15 sobre altres
cél-lules efectores presents a les PBMCs (com per exemple monocits). Com a
conseqliéncia de I’accio de la IL-15 sobre altres cel-lules efectores, aquestes ultimes
produirien citocines que a la vegada activarien les cél-lules NK potenciant la seva
capacitat citotoxica. De fet, vam observar que les PBMCs activades amb IL-15 en
preséncia de cél-lules Raji cocultivades amb rituximab, produien molta més quantitat

d’IFN-y que les cel-lules NK purificades en les mateixes condicions, fet que recolzaria la
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possible presencia de més d’una diana cel-lular per I’estimul activador a les PBMCs
(Resultats Fig. 41). A més, estudis recents han suggerit que les DCs tenen I’habilitat
d’activar les cél-lules NK a través del contacte cel-lular. L’expressié del receptor IL-
15Ra a les DCs és critic en aquesta activacid, fent probable que a nivell fisiologic la
transpresentacio de la IL-15 per les DCs activi les cél-lules NK. No obstant, perqué les
cel-lules NK produeixin una gran quantitat d’IFN-y es requereix tant de la preséncia del
IL-15Ra a les DCs com de la IL-12, mentre que I’activitat citolitica depén només del IL-
15Ra i és independent de la IL-12 [223, 293]. El potencial d’aquesta citocina també es
constata en el fet que I’activacio cel-lular es va donar en un periode breu de temps (20
hores) contrariament a altres estudis fets préviament per altres autors amb la IL-2 on

els cultius van ser a 48 hores [279].

1.2 Paper de la cél-lula activada enfrontada a cel-lules leucémiques
(LLC-B)

La IL-15 ve ser capa¢ de potenciar la capacitat citotoxica natural i I’ADCC
donada pel rituximab de PBMCs quan s’enfrontaven a cél-lules tumorals de la linia
cel-lular Raji. Perd, el nostre segiient objectiu era aconseguir els mateixos efectes en
cél-lules leucémiques de pacients diagnosticats de LLC-B. Aquests pacients tenen una
pobre resposta a la terapia amb rituximab comparativament a altres limfomes de
cel-lules B. Entre les possibles explicacions hi trobem la baixa expressiéo de CD20 a les
cel-lules leucémiques i I’existéncia de CD20 circulant. EI CD20 s’expressa en moltes
cél-lules B de limfomes a una densitat de 100000 molécules per cél-lula, perd a la LLC
s’expressa a una densitat de 10000 molécules per cél-lula [294, 295]. Aixi, poder
potenciar I’efecte biologic del rituximab sobre aquestes cel-lules leucémiques era de
gran importancia. La citotoxicitat basal que reflexaven les PBMCs en preséncia de
cel-lules leucemiques de LLC-B era 5 vegades menor que la trobada en presencia de
cél-lules Raji, indicant que realment les cél-lules leucémiques de LLC-B eren molt
menys sensibles a la lisi cel-lular. No obstant, I’activaci6 amb IL-15 feia que
s’incrementés el percentatge de lisi resultant, a nivell basal i més important en
preséncia de rituximab. L’analisi de I’enfrontament d’un nombre de 10 LLCs amb 10
PBMCs activades amb IL-15 va confirmar els resultats anteriors (Resultats Fig. 50).
Aquesta citocina era capa¢ de potenciar les cel-lules NK suficientment com per
incrementar tant la citotoxicitat natural com I’ADCC donada pel rituximab quan les
cél-lules diana eren cél-lules tumorals leucemiques de pacients amb LLC-B, perd amb

una gran variabilitat entre els diferents experiments. Aquesta variabilitat, entre els
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percentatges de lisi trobats en els diferents assajos citotoxics, era conseqiéencia de la
sensibilitat i/o resisténcia de la cél-lula leucemica a la lisi i a la capacitat que tenen les
cel-lules NK segons el donant per activar-se amb la IL-15. Aixi, I’enfrontament d’una
mateixa PBMC, activada o no amb IL-15, a diferents LLCs va concloure amb resultats
que indicaven que en funcié de la sensibilitat a la lisi de la ceél-lula tumoral, les
mateixes cel-lules efectores induien més o menys mortalitat de cél-lules leucemiques
(Resultats Fig. 51). La situacio inversa, és a dir, quan la mateixa LLC-B era enfrontada a
diferents PBMCs, va reflexar que les cel-lules efectores dels diferents pacients
manifesten diferents graus d’activacié (capacitat citotoxica) amb la mateixa dosi d’IL-
15 (Resultats Fig. 52). Pero, independentment de la primera variable, és a dir, de la
sensibilitat de la cél-lula leucemica, la IL-15 va demostrar exercir una activitat
estimuladora sobre les cél-lules NK suficientment potent com per incrementar I’efecte
antitumoral del rituximab en el 90% de les LLCs estudiades (9 LLC-B amb resposta vs 1

LLC-B sense resposta).

1.3 Canvis en I’expressié de receptors presents a les cel-lules NK en

presencia d’IL-15

Les cel-lules NK purificades activades amb IL-15 també van patir canvis a nivell
de I’expressié d’un receptor implicat en I’adhesio cel-lular com és I’LFA-1. La preséncia
d’un augment en el percentatge de cel-lules NK que sén CD16'/LFA-1" fa pensar que
aquesta citocina també prepararia a la cél-lula NK per realitzar una bona execucié
funcional (Resultats Fig. 67). L’LFA-1 és un receptor heterodiméric format per
I’associaciéo del CDl1lla (cadena o, de les integrines) i del CD18 (cadena B, de les
integrines) que s’expressa a tots els leucocits [296]. Les cél-lules NK, una vegada s’han
trobat amb la ceél-lula diana, pateixen canvis moleculars que condueixen a I’adhesid,
polaritzaci6 de granuls, desgranulacié i produccié de citocines [195]. Les dades
suggereixen que la interacci6 LFA-1/ICAM-1,2 pot proporcionar senyals autonomes per
I’adhesié de cél-lules NK en repos [196]; i que I’adhesié s’acompanya de la polaritzacio
del citoesquelet d’actina, aparell de Golgi i dels microttbuls cap a la interfase de la
cél-lula diana (Sinapsi NK). Pero, malgrat I’LFA-1 s’ha implicat en la senyalitzacié de la
citotoxicitat, aquesta interaccié LFA-1/ICAM-1,2 no és suficient per la desgranulacio,
contrariament a la desgranulaci6 que es produeix amb la lligaci6 del CD16 per
anticossos, com s’ha vist en estudis realitzats en cél-lules d’insecte [199]. No obstant
s’ha descrit que un bloqueig de I’LFA-1 per anticossos inhibeix la citotoxicitat de
cel-lules NK [297, 298] i per altre banda cél-lules NK que provenen de ratolins deficients
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en aquest receptor perden la capacitat de matar cél-lules diana [188, 299]. El conjunt
d’aquestes observacions ens indicaria que les senyals que regulen la polaritzacié de
granuls a les cél-lules NK estan encara per definir amb claredat. ElI que semblaria és que
I’LFA-1 estaria jugant un paper a tenir en compte en el mecanisme efector citotoxic; i
la IL-15 augmentant el percentatge de cél-lules LFA-1* dintre de la poblacié CD16",
incrementaria el nombre de cél-lules NK preparades per: (a) contactar de manera
estable amb la cél-lula efectora i donar lloc a la formacié d’una sinapsi immunologica, i

(b) polaritzar els granuls citotoxics i donar lloc a la desgranulacid.

Un altre fet important a valorar en aquest context és que el grau de resposta de
les cél-lules NK, com per exemple la citotoxicitat i la produccié d’IFN-y, queda
determinat per la quantitat de receptors activadors i inhibidors presents en les cél-lules
NK, la quantitat de lligands presents en les cél-lules diana, aixi com les diferéncies
qualitatives en les senyals transduides [300]. La majoria de cél-lules NK en fase de
desgranulacié expressen el fenotip activador CD56%™, CD69*, NKG2D*, NKp30~, NKp46™ i
CD94™ [277]. En preséncia d’IL-15 es va veure incrementat tant el percentatge
d’expressio del receptor CD16 (Resultats Taula 13), la preséncia del qual anteriorment
s’havia correlacionat amb la capacitat que exhibien les cel-lules NK matant cél-lules en
reaccions d’ADCC [113], com el percentatge de cél-lules NKG2D* en la poblacié CD16"
(Resultats Taula 12). Senyals activadores procedents del receptor activador NKG2D,
expressat de forma ubiqua a les cél-lules NK i a les etapes primerenques del
desenvolupament d’aquestes cél-lules [301, 302], poden induir la mort de cél-lules
canceroses, tant in vitro com in vivo, al desencadenar el mecanisme de citotoxicitat
cel-lular i en alguns casos la induccié de secrecié de citocines i quimiocines. Un dels
estimuls inductors de I’expressio de lligands del NKG2D és la tumorigenesi, on I’estres
genotoxic present als tumors indueix I’expressi6 de tots els lligands del NKG2D que
s’han examinat [303]. Quan s’estimulen les cél-lules NK de sang periférica amb lligands
solubles recombinants del NKG2D es provoca una activacio de les vies de senyalitzacio
PI3K i AKT, perd també una fosforilacié de JAK2, STAT5, ERK1/2 i MEK1/2 [304]. La IL-
15, incrementant aquest receptor, possiblement a part d’augmentar directament la
capacitat litica de la cél-lula, la prepara per tenir un nombre més alt de punts d’unié a
Iligands anomenats d’estrés cel-lular expressats en un alt nivell als tumors, com sén
MIC-A, MIC-B, ULBPs, etc. Per exemple, els lligands ULBPs es troben expressats en
diferents tumors inclosos neuroblastomes [305], gliomes malignes [306], leucemies [307]
i carcinomes ovarics [308], observant-se correlacions entre la seva expressio i un millor

pronodstic [307, 308]. S’ha de fer émfasi en el fet que aquest receptor activador és
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excepcional, per tenir una gran varietat de lligands, a diferéncia de la resta de
receptors activadors que normalment tenen 1 o com a maxim 2 lligands. La importancia
d’aquest receptor ve donada per aquesta diversitat de lligands, que poden estar
expressats en ceél-lules tumorals, ja que dificulta al tumor que es pugui evadir d’una
resposta immunologica donada pel NKG2D [309]. S’han observat tumors que es poden
evadir de la resposta donada pel NKG2D modulant a la baixa aquest receptor [185]. Aixi,
la IL-15 esta afectant directament dos receptors afavoridors de la citotoxicitat,
incrementant d’aquesta manera el potencial citotoxic de les cél-lules NK, ja que: (1) és
una citocina requerida pel desenvolupament de la resposta citotoxica induida pel
receptor NKG2D com a consequliéncia d’un acoblament de les senyalitzacions d’ambdos
receptors [310], i és capac de potenciar la resposta immune dirigida contra tumors que
expressen lligands del NKG2D [185]; i (2) provoca un augment significatiu d’aquest
receptor en la poblacié CD16. En consonancia amb el fenotip activador de cel-lules NK
en desgranulacio, la IL-15 també va afectar a I’al¢a I’expressid del receptor activador
CD69 en cél-lules NK CD16" (Resultats Taula 11). Per tant, aquesta citocina potenciaria
I’ADCC donada pel rituximab contra ceél-lules leucémiques per la suma de diferents
factors. En resum, és important I’efecte directe que fa la IL-15 sobre cél-lules efectores
i no menys important és el paper que fa sobre els receptors. Afavoreix I’expressio en
cél-lules NK del receptor CD16, i dintre de la subpoblacié CD16" I’expressi6 del receptor
LFA-1 implicat en fases inicials de contacte i adhesié cel-lular, a més d’afavorir

I’expressio de receptors lligats directament al fenotip desgranulador CD69" i NKG2D".

1.4 Implicacio de la presencia d’una citocina immunosupressora, com és el
TGF-B

Un altre questi6 a tenir en compte en els pacients amb cancer és que
normalment estan immunodeprimits, fenomen parcialment relacionat amb un augment
en la produccié de certs factors solubles immunosupressors com sén el TGF-$ i la IL-10.
El TGF-B va ser la primera citocina identificada al sobrenedant d’un cultiu cel-lular i
funcionalment inhibeix la resposta inflamatoria de cél-lules T i la immunitat cel-lular,
necessaries per controlar el creixement tumoral. La IL-10 produida en diferents teixits
tumorals (melanoma, carcinoma ovaric i limfoma B) disminueix el desenvolupament i
I’activitat tant de les DCs com d’altres cél-lules del sistema immunoldgic [1].
Concentracions elevades d’aquests mediadors a sang periférica de pacients amb cancer,
alteren la funcionalitat de les cel-lules NK, disminuint la seva capacitat citotoxica i la

produccié d’IFN-y [113]. Efectivament, la preséncia de TGF-B va fer que la capacitat
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citotoxica de les PBMCs quan s’enfrontaven a cel-lules leucémiques de LLCs in vitro es
veiés afectada, observant-se una disminucio significativa tant de la citotoxicitat natural
com de I’ADCC donada pel rituximab. Pero, I’activacié cel-lular de PBMCs produida per
la IL-15 va contrarestar I’efecte negatiu del TGF-B en la capacitat citotoxica (Resultats
Fig. 56). Quan als cultius en presencia de TGF-p s’afegia IL-15, es continuava potenciant
significativament I’ADCC donada pel rituximab (Resultats Fig. 58). D’acord amb el que
s’havia postulat [311], aquests resultats tenen una transcendéncia en el camp de la
immunoterapia. L’efecte de la IL-15 a nivell de la citotoxicitat natural i sobretot de
I’ADCC donada pel rituximab es va veure minimament afectat pel TGF-B. En preséncia
d’IL-15 es va percebre una molt lleu davallada de la capacitat citotoxica que no té cap

significanca estadistica.

Va ser important conéixer que I|’activacié cel-lular produida per la IL-15 en
presencia de TGF-B, no va afectar la potenciacio de la citotoxicitat natural ni de I’ADCC
front ceél-lules leucémiques de LLC-B. Els tumors que, tant per part de les cél-lules
tumorals com de les cel-lules de I’estroma, produeixen grans quantitats de TGF-f, no
només progressen si no que permeten al tumor evadir-se del sistema de vigilancia
immunitaria [312-314]. En aquesta vigilancia tumoral, com s’ha mencionat
anteriorment, s’ha de fer émfasi en el paper que juga el receptor NKG2D, ja que el
dany al DNA de les cel-lules tumorals ajuda a la induccié de lligands del NKG2D i
augmenta la sensibilitat de les cél-lules lesionades a ser destruides per cel-lules NK o
cel-lules T, possiblement imposant una barrera immune front la tumorigénesi [315,
316]. Un increment dels nivells de TGF-$ en sérum o I’alliberacié per cél-lules tumorals
de lligands del NKG2D a sérum s’ha relacionat en una regulacio a la baixa del receptor
NKG2D. A la vegada, una expressid disminuida del receptor NKG2D en cél-lules NK,
d’una fraccio de pacients amb carcinoma de colon i prostata, s’ha traduit en factor de
mal pronostic [317, 318]. Per tant, semblaria que el TGF-p estaria disminuint aquest
receptor com un mecanisme d’evasidé tumoral. A més, el TGF-B és una citocina que té
efectes negatius en I’expressié de la cadena B del receptor de la IL-15 i aquest fet
s’havia traduit en una afectacio de la proliferacio de cél-lules T CD8" induida per la IL-
15 [319].
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1.5 Canvis en la sintesi de citocines i quimiocines en presencia d’IL-15 i
TGF-B

L’activitat invasiva dels tumors fomenta un ambient inflamatori que potencia
respostes immunes antitumorals on estan implicades tant la resposta innata (ceél-lules
NK, polimorfonuclears, monocits) com la resposta adaptativa (cél-lules T CD4" i CD8")
del sistema immunologic. Posteriorment a I’activacié de les cel-lules NK, aquestes
cél-lules secreten citocines i quimiocines que poden afectar directament la
supervivencia dels patogens (per exemple IFN-y), el creixement i disseminacié dels
tumors (per exemple, IFN-y i TNF), la regulaci6 de la diferenciacié de cél-lules
hematopoétiques, i la posada a punt d’efectors immunes que sén crucials per la
subseglient resposta immune adaptativa. Per tant, les cél-lules NK juguen un paper
primordial al sistema dinamic que es crea als microambients immunologics, on es donen
multiples interaccions i es porta a terme la resposta immune. L’IFN-y, proteina
homodimerica, produida per les cél-lules NK, és la principal citocina activadora dels
macrofags. Actua sobre les cél-lules T naif, generant una resposta Thl i activant CTLs. A
més, activa neutrofils i té certa capacitat d’estimular I’activitat citolitica dels limfocits
NK [1, 204]. Fins i tot, pot incrementar I’expressio de receptors Fc activadors en
cel-lules del sistema immune innat [186]. Al nostre estudi la produccié d’IFN-y va seguir
un comportament paral-lel a la funcié citotoxica. La IL-15, com va ocoérrer a nivell
citotoxic, va incrementar la produccio d’IFN-y de manera significativa; i la preséncia de
TGF-B també va modificar a la baixa la produccié d’IFN-y en PBMCs activades amb IL-15
i sense activar, encara que aquest descens només va ser significatiu quan les PBMCs no
estaven activades amb IL-15. Aixi, la capacitat activadora d’aquesta citocina va
contrarestar en gran mesura I’efecte supressor del TGF-B (Resultats Fig. 59).
L’afectacié minima que provoca el TGF-B en preséncia d’IL-15 en la sintesi d’IFN-y, té
un pes important en la vigilancia immunitaria ja que I’'IFN-y, produit per les cel-lules
NK, Tyd o T CD8 activades, es considera una molécula clau en aquest punt. Les cél-lules
NK sén les principals cel-lules efectores en la resposta innata contra infeccions virals i
tumors, de la mateixa manera que en la resposta adaptativa ho sén els limfocits T
citotoxics, que es generen després d’una estimulacié antigénica. L’IFN-y potencia
directament I’immunogenicitat de les cél-lules tumorals i estimula la resposta immune
contra cel-lules transformades [320, 321]. S’ha observat que els ratolins deficients en
IFN-y, en el seu receptor o en components de la seva cascada de senyalitzacidé, com
seria el cas de STAT1, tenen una incidéncia molt més alta de tumors que els ratolins

normals [1]. En consonancia amb aix0, un possible mecanisme d’evasio de la resposta
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immune innata per part dels tumors podria ser el bloqueig que provoquen de la
maduracié de les cél-lules NK en medul-la 0ssia, ja que indirectament es disminuiria la
produccié d’IFN-y [287]. Amb aquestes dades no es pot posar en dubte la importancia de
I’IFN-y en la immunovigilancia tumoral, pel seu paper tant en la immunitat innata com
en |’adaptativa. No obstant, la seva neutralitzacié als cultius cel-lulars va afectar
lleugerament la capacitat citotoxica de les PBMCs, del que es dedueix que encara que
té un efecte directe activador sobre les cél-lules NK, la rellevancia d’aquesta citocina a
les PBMCs va més enlla del paper que exerceix sobre la capacitat citotoxica d’aquestes

cel-lules.

La producci6 de citocines activadores i supressores, aixi com de quimiocines que
actuen com a factors quimioatraients, sabem que és un procés regulat i ben orquestrat
on s’entrecreuen diferents components del sistema immune innat i adaptatiu. La
literatura ha descrit una serie de citocines i quimiocines que poden estar sintetitzades
per les cél-lules NK com a consequéncia de la seva activacié [322]. D’acord amb
observacions fetes per altres autors, la implicacid directe de les cél-lules NK en
I’activitat d’algunes malalties inflamatories, vindria donada per una correlacié directe
en la produccié de citocines per aquestes céel-lules [186]. Hem pogut constatar com la
IL-15 principalment per una activacié directa i indirecta de les cél-lules NK, potencia la
citotoxicitat cel-lular aixi com la produccié d’IFN-y a les 24 hores de la seva
administracié, i com la preséncia del TGF-B ho modifica. En aquest context varem
quantificar algunes d’aquestes citocines i quimiocines descrites a la literatura, per
analitzar una possible relacié entre els fets detallats anteriorment i la seva preséncia
(Resultats Fig. 63). EI TNF-a, la IL-10, el MIP-1a i el MIP-1p estaven presents a les 24
hores de cultiu, a diferéncia de la IL-5 i la IL-13. Només es va observar una induccio
moderada de TNF-a. en preséncia d’IL-15. Amb aquests resultats podriem dir que la
resposta cel-lular a curt terme fruit de la preséncia d’IL-15 és especialment
consequencia de la produccié d’IFN-y amb contribuci6 menor del TNF-a. Per altre
banda, la influéncia del TGF-B com a citocina inhibidora de la proliferacié i de funcions
efectores cel-lulars es va traduir en menor presencia de TNF-a i IL-10 als cultius
cel-lulars. Segurament, s6n necessaris cultius a llarg terme per poder valorar
modificacions més significatives en aquest microambient, de citocines i quimiocines,
alterat per la presencia d'IL-15 i TGF-p [237].
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1.6 Consideracions a tenir en compte vers la IL-2

Un grup cel-lular de gran rellevancia per la seva implicacid directe en promoure
la tumorigénesi son les cél-lules TregCD4'CD25" [323]. Ha estat de gran interés observar
com I’eliminaci6é d’aquestes cél-lules provoca una potenciaci6 de la immunitat
antitumoral [324-326]. En aquest sentit el TGF-B produit per les cel-lules tumorals
també s’ha vist que indueix la diferenciacid6 d’aquestes ceél-lules Treg. Pacients
portadors de tumors presenten un augment de cél-lules Treg Foxp3® a sang periférica
[327], nivells que disminueixen després del tractament [328]. Anteriorment s’ha
mencionat que el receptor funcional, tant de la IL-2 com de la IL-15, consta d’una
cadena a que defineix I’especificitat d’uni6 i unes cadenes B i y. compartides per on
aquestes citocines comparteixen les activitats biologiques. La IL-2 ha estat provada com
a tractament en la immunoterapia tumoral amb respostes que no han arribat a les
expectatives. En pacients amb LNH la IL-2 s’ha associat al tractament amb rituximab
[329-331], i actualment esta aprovada com a tractament en alguns tumors com és el cas
del carcinoma renal metastatic i melanoma maligne [332]. Perd entre les funcions
efectores d’aquesta citocina n’hi ha que es consideren un inconvenient pel tractament
de tumors. La IL-2 afavoreix la generacidé de CTLs que reconeixen el tumor i pateixen
AICD, o per altre banda pot inhibir la resposta immune que indueix ja que pot activar un
grup de cél-lules Treg que depenen d’aquesta citocina. A més, també hem mencionat
que la IL-2 és una citocina essencial en la diferenciaci6 de TregCD4+CD25+Foxp3+
induida pel TGF-p, aixi com per la seva expansio [333]. Es a dir, si a I’ambient tumoral
on el TGF-B estaria present afegim la IL-2, afavorirem la diferenciacidé i expansié
d’aquest grup cel-lular regulador implicat en la tumorigénesi. Contrariament, la IL-15
amb la seva capacitat d’activar cel-lules NK i cel-lules T, d’inhibir la AICD, i de
mantenir les cél-lules T memoria CD8", podria ser una millor opci6 terapéutica pel
tractament del cancer i com a adjuvant de vacunes [227, 235, 243]. Més dades a favor
arriben del fet que cel-lules NK activades amb IL-15 adquireixen la capacitat de lisar
cél-lules Treg amb implicacié directe del receptor NKG2D [334]. Amb tot aix0, ha estat
important comprovar que I’efecte activador de la IL-15 incrementant la citotoxicitat
cel-lular, la produccié d’IFN-y i I’expressio de receptors activadors, es veu minimament
afectat en presencia de TGF-B, citocina alliberada per molts tipus tumorals i com a

consequencia present a I’ambient tumoral on han d’actuar les terapies immunoldgiques.
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1.7 LLC i altres citocines

En aquest punt és important mencionar una citocina recentment identificada que
pertany a la familia de receptors que tenen en comu la cadena y, com és la IL-21. La
importancia d’aquesta citocina a la LLC radica en el paper que juga induint apoptosi
directa sobre cél-lules leucémiques. Aquesta apoptosi depén directament del nivell
d’expressio del receptor IL-21Ra a les cél-lules de LLC, encara que aquesta expressio es
baixa i variable. Contrariament, altres citocines d’aquesta familia com la IL-2 i la IL-15,
o també la IL-12 estudiades per la seva capacitat d’estimular les cél-lules NK i activar el
sistema immune innat, presenten I’inconvenient d’afavorir la proliferacié de cel-lules
de LLC. Per altre banda, també incrementa I’ADCC en presencia de rituximab. Aixd, ha
conduit a que actualment s’estigui portant a terme un fase | en neoplasies de cél-lules B
CD20" amb IL-21 i rituximab [335, 336]. Encara que no ens hem d’oblidar que existeixen
moltes evidéncies que suggereixen que la IL-21 actua com una citocina supressora de

I’activacio de les cél-lules NK i de moltes altres funcions d’aquestes cél-lules [337].

No obstant, la complexitat del sistema immunologic fa que qualsevol molécula
que intervingui en aquest sistema, no es pugui valorar en termes del tot o res. Les
terapies combinades, les dosis minimes i els intervals adequats poden ajudar en gran
mesura a trobar I’equilibri d’actuaci6. Aixi per exemple, s’ha observat in vitro que
sobre les cel-lules de LLC, la IL-21 combinada amb la IL-15, inhibeix la proliferacio
induida per la IL-15 i disminueix la fosforilaci6 de ERK1/2 responsables possiblement
dels efectes antiapoptotics d’aquesta citocina. A meés, coopera incrementant la
proliferaciéo i funci6 de cél-lules T CD8" [338]. Si a aquesta combinaci6 afegim

rituximab, inhibidor de ERK1/2, també es contraresta I’efecte antiapoptotic [339].

No ens hem d’oblidar de la contribuci6 d’altres poblacions cel-lulars en
I’activitat antitumoral. A part de produir diferents mediadors citotoxics, els neutrofils
expressen receptors Fc (FcyRlla i FcyRIlIb) capacos d’induir ADCC. S’ha observat que
I’ADCC induida pels neutrofils també contribueix in vivo en I’activitat antitumoral del
rituximab [340]. Aixi, I’administraci6 de GM-CSF potencia I’activitat biologica del
rituximab en un model de limfoma (ratolins SCID deplecionats de cél-lules NK). Encara
que aquesta citocina per si sola no va mostrar activitat antitumoral [341]. Per altra
banda, sembla ser que en pacients amb LLC en recaiguda, la preséncia de GM-CSF
combinada amb fludarabina i ciclofosfamida incrementa el nombre de respostes parcials

i complertes sense disminuir I’incidéncia de neutropénia febril [342].
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1.8 Paper del polimorfisme del receptor FcyRllla en la citotoxicitat

Quan varem analitzar el resultat dels assajos citotoxics en funcié del
polimorfisme del receptor FcyRllla varem observar resultats diferents segons si la
cél-lula diana fos la linia cel-lular Raji o les cél-lules leucemiques de LLCs. No es va
trobar cap diferencia entre els tres genotips quan es van enfrontar les cel-lules a la linia
cel-lular tumoral (Resultats Fig. 42). Aquesta falta d’associacié podria ser deguda a un
nombre baix de PBMCs per grup i a lutilitzaci6 de concentracions saturants de
rituximab [274]. Perd, si es van trobar diferéncies quan les cél-lules diana van ser
cél-lules de LLCs. Malgrat existir una més o menys sensibilitat a la mort cel-lular segons
la LLC analitzada, el genotip VF en general presentava valors de lisi lleugerament més
alts que el genotip FF. En aquesta situacié no es va poder valorar el genotip VV ja que
no va haver-hi cap en aquest grup. A més, quan varem utilitzar PBMCs sense activar, la
diferencia en I’ADCC entre aquests dos genotips va ser estadisticament significativa
(Resultat Fig. 68). Aquestes dades estan en consonancia amb observacions fetes per
altres autors. Les cél-lules NK d’individus sans que son VV i VF, és a dir, expressen

58val  tenen augmentada I’expressié de CD16, la uni6 al

almenys una valina al FcyRllla
rituximab i I’ADCC donada pel rituximab [343]. Aix0 podria explicar en part la millor
resposta clinica al rituximab que tenen els pacients amb aquests genotips. Aixi per
exemple, pacients amb limfoma B de cel-lules grans difus (DLBCL) tractats amb R-CHOP
van respondre millor al tractament si eren VV (88%) vs VF (79%) i FF (50%) [276]. Encara
qgue hi ha dades publicades en pacients amb LLC que no recolzen aquests resultats. Els
mateixos autors troben que aquest polimorfisme no prediu el grau de resposta en

pacients amb LLC tractats amb rituximab ni amb alemtuzumab [344, 345].
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2. Implicaci6 del CpG ODN A potenciant el mecanisme d’acci6 del

Rituximab

Un altre via d’activacié del sistema immune innat, que inclou I’activaci6 de
cél-lules NK, és I’activacié de receptors pel reconeixement de patrons (PRR). Agquests
receptors es troben a la superficie, vesicules endosomiques i citoplasma cel-lular
preparats per reconeixer als microorganismes a qualsevol d’aquestes localitzacions. A
més, es troben vinculats a les vies de senyalitzacié intracel-lular activadores de
respostes que afavoreixen la inflamacio i la defensa de I’hoste front microorganismes.
Dintre d’aquests receptors pel reconeixement de patrons es troba la familia Toll, que
ocupa un lloc fonamental a la immunitat innata. Entre els productes microbians que
estimulen les seves senyals tenim les sequencies d’oligodesoxinucledtids amb
guanosines-citosines no metilades amb certs nucledsids que les flanquegen, que
indueixen respostes immunologiques a través del receptor TLR9. La localitzacio
endosomica d’aquest receptor permet una deteccié eficient, prevenint possibles
estimulacions accidentals per motius CpG inclosos al propi DNA [346], encara que s’ha
de tenir present I’existéncia d’una via citosolica de deteccié del DNA independent del
TLR9 [347, 348]. Aquests fets indiquen possiblement la importancia que té aquesta

resposta a la immunitat innata.

Degut a que les unions fosfodiésters presents al DNA natiu sén rapidament
degradades per endonucleases, els CpG ODN d’aplicacié terapéutica estan sintetitzats
parcialment amb bases modificades (fosforotioats) que proporcionen resistencia a les
nucleases incrementant aixi la vida mitjana dels CpG ODN (de pocs minuts el DNA natiu
no modificat a aproximadament 48 hores el modificat), i provocant normalment efectes
immunes estimuladors molt més potents [349]. Hi ha almenys tres classes de CpG ODN
estimuladors amb diferents caracteristiques estructurals i biologiques; funcions algunes
d’elles divergents perd que sorprenentment sembla ser que totes son resultat de
I’activacio del TLR9 [350, 351]. El perque diferents agonistes del TLR9 donen lloc a
activacions diferents segueix sent un fet desconegut. Una de les activitats més
importants, especialment del CpG ODN A és I’estimulacié de cél-lules NK [254].
Cel-lules mononuclears de sang periférica activades amb CpG ODN A van potenciar la
citotoxicitat cel-lular depenent del rituximab contra cel-lules de limfoma B de la linia
cel-lular Raji al mateix nivell que la IL-15 (Resultats Fig. 34). Les cel-lules NK i altres

cel-lules del sistema immune innat s’activen amb els CpG ODN secundariament per les
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pDCs a través de vies tant dependents de I’IFN com independents. S’ha descrit una
activacio directa de cél-lules NK a través del TLR9 [352]. No obstant, el CpG ODN A no
va incrementar ni la citotoxicitat natural ni la citotoxicitat en preséncia de rituximab de
cél-lules NK purificades, comportant-se exactament igual que un CpG ODN control no
estimulador (Resultats Fig. 39). Per tant, es requereixen senyals addicionals procedents
d’altres tipus cel-lulars, activats amb CpG ODN A, presents a les PBMCs perque la
capacitat citotoxica de les ceél-lules NK es potencii. Tot i aixi les principals cél-lules
efectores responsables de la potenciacié de la citotoxicitat van ser les cél-lules NK. La
resta de poblacions van participar minimament ja que la capacitat citotoxica tant
natural com en preséncia de rituximab de cél-lules mononuclears de sang periférica
deplecionades de cel-lules NK i activades amb CpG ODN A va ser practicament nul-la
(Resultats Fig. 40). De la mateixa manera, les PBMCs activades amb CpG ODN A van
produir una molt més gran quantitat d’IFN-y que les cél-lules NK purificades activades
(Resultats Fig. 41). De fet, les cel-lules NK purificades i activades van produir poca
guantitat d’IFN-y, a diferéncia de I’observat per altres autors [352, 353]. Aquesta
discrepancia es podria donar com a conseqiiéncia de condicions de cultius diferents,
com van ser un nombre més alt de cél-lules NK i un més perllongat temps de cultiu

utilitzat per aquests autors.

Els efectes immunologics deguts a I’administracio de CpG ODNs en humans
esdevenen com a consequéncia de I’activacié (directa i indirecta) de cél-lules que
constitutivament expressen el TLR9 (cél-lules B, pDCs, NKs) [354]. Pero, I’activacio
cel-lular indueix I’expressié d’aquest receptor en neutrofils, monocits (aixi com
cél-lules derivades de monocits) i cél-lules T CD4"; de la mateixa manera que en
cel-lules no hematopoetiques com son ceél-lules epitelials pulmonars, cancers
pulmonars, queratinocits i epiteli intestinal, sense conéixer del cert el paper bioldgic
que exerceix [355]. L’estimulacié del TLR9 per qualsevol dels 3 tipus de CpG ODN
provoca una activacié de la immunitat innata amb una secrecié de citocines i
qguimiocines per cél-lules B i pDCs ( i altres cel-lules que s’activen secundariament) que
tenen un perfil predominantment Thl. L’activaci6 Thl és una resposta oOptima per
lluitar contra infeccions intracel-lulars i en ella participen CTLs i cél-lules NK activades
amb capacitat de lisar les cél-lules infectades. Aquest tipus d’activacié immune és la
més desitjada a les terapies tumorals, ja que les mateixes defenses es poden redirigir
perqué destrueixin a les cel-lules tumorals. La immunitat innata per I’activacio del TLR9
pot promoure la regressié tumoral, a través de I’activitat antitumoral de factors com

son el IFN-a i el TRAIL, o indirectament per [I’activacio de cel-lules NK [349].
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Posteriorment a I’activacio de la immunitat innata, es produira una resposta adaptativa
antigen-especifica. Les pDCs activades a través del TLR9 es transformen en cel-lules
competents per induir respostes en cél-lules T CD4" i CD8" [356]. Tant la classe A com la
B augmenten I’habilitat que tenen les pDCs de induir cél-lules T CD8" antigen-
especifiqgues amb fenotip memoria [357]. A més, les cél-lules B reben una forta
coestimulacié quan estan unides a un antigen especific a la vegada que s’estimulen pel
TLR9 [349]. De manera que es potencia el desenvolupament d’anticossos antigen-
especifics. Aix0 invita a utilitzar als CpG ODN com a adjuvants en vacunes,
especialment per induir respostes Thl. Amb tot aixd, no es d’estranyar que
I’estimulacio repetida amb agonistes especifics d’aquest TLR, sigui I’Unica que estigui

evidenciant activitats antitumorals en fases inicials de desenvolupament clinic.

Ja s’ha mencionat previament que la citotoxicitat basal que resulta de
I’enfrontament de cél-lules mononuclears de sang periferica amb cel-lules de LLC-B va
ser 5 vegades menor que la trobada amb la linia cel-lular de limfoma B (Resultats Fig.
50A). Aquesta menor capacitat litica, com s’ha pogut observar en els experiments
portats a terme amb la IL-15, es deu tant a la sensibilitat i/0 resisténcia de les cél-lules
leucemiques a la lisi, com a la capacitat d’activar-se que presenten les cél-lules
efectores a un determinat estimul. EI CpG ODN A va resultar ser un estimul activador de
les PBMCs prou potent com per incrementar la citotoxicitat basal i I’ADCC de manera
significativa (Resultats Fig.49). No obstant, comparativament amb la IL-15, aquesta
altima va potenciar molt més la capacitat citotoxica de les cel-lules efectores, trobant-
se diferéncies significatives entre la menor activacié donada pel CpG ODN A i la major
activacio de la IL-15 (Resultats Fig. 46-47). A més, la IL-15 va resultar ser un estimul
suficientment potent com perqué la suma dels 2 estimuls no provoqués cap efecte, ni

sinérgic ni molt menys additiu (Resultats Fig.48).

Dintre de les tres classes de CpG ODN descrites fins aguest moment cal destacar
les diferéncies funcionals entre la classe B (utilitzada actualment als assajos clinics)
[355] i la classe A (utilitzada al nostre estudi). La classe B indueix una forta
diferenciacio i proliferacio de cél-lules B amb una induccié d’expressié de molécules
coestimuladores a les pDCs, i modesta secrecido d’IFN-o. Contrariament, la classe A
indueix una forta secrecio d’IFN-a. per pDCs amb moderada expressio de molécules
coestimuladores, i una molt petita activacié de cél-lules B [356]. Hi ha dades in vitro
indicant que en cél-lules leucémiques de pacients amb LLC de mal pronostic (Vy no

mutats), el CpG ODN B no afecta la supervivéncia de les cél-lules leucémiques o fins i
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tot pot disminuir I’apoptosi espontania, a diferéncia de les cél-lules leucémiques de
pacients amb bon pronostic (V4 mutats) on sembla ser que provoca un arrest del cicle
cel-lular i una induccié de I’apoptosi [358]. Per la qual cosa, el tractament amb CpG
ODN B de pacients amb LLC-B (Vi no mutats) es troba en discussio [359]. Tenint en
compte que el CpG ODN A sembla ser que actua debilment sobre les cél-lules B, pero
que contrariament provoca una forta activacié de cél-lules NK i resposta via IFN,
postulem que aquest CpG ODN podria ser considerat una millor opci6é terapéeutica en
aquests pacients. Actualment s’esta portant a terme un assaig clinic Fase | amb el CpG
ODN B en pacients diagnosticats de LLC-B sense tenir en compte I’estat mutacional, on

caldra valorar atentament els resultats.
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Conclusions

La IL-15 i el CpG ODN A s6n 2 molécules estimuladores que potencien
significativament la capacitat citotoxica de PBMCs enfrontades a una linia cel-lular
de limfoma B huma tant en preséncia (ADCC) com en abséncia (citotoxicitat natural)

de rituximab.

Tant la IL-15 com el CpG ODN A sén molécules amb capacitat de potenciar
significativament la citotoxicitat natural i I’ADCC de PBMCs enfrontades a cel-lules

leucémiques de LLC-B.

La principal poblacié efectora responsable de potenciar la capacitat citotoxica de
PBMCs estimulades amb CpG ODN A i IL-15 son les cél-lules NK.

La IL-15 incrementa la capacitat citotoxica de la cel-lula NK tant directament com
indirectament, mentre que el CpG ODN A ho fa només indirectament. Requereix de
senyals addicionals presents a les PBMCs per incrementar la capacitat citotoxica de

la cel-lula NK.

Les PBMCs activades amb CpG ODN A potencien I’ADCC contra cél-lules de limfoma B
d’una linia cel-lular, al mateix nivell que la IL-15. Pero, quan les PBMCs s’enfronten
a cel-lules leucemiques de LLC, la IL-15 és un estimul significativament més potent

que el CpG ODN A incrementant la citotoxicitat natural i I’ADCC.

La IL-15 incrementa I’expressié de receptors relacionats amb cél-lules NK en fase de
desgranulacié com son el CD16, CD69 i NKG2D. A I’igual que el receptor LFA-1

implicat en la senyalitzacio de la citotoxicitat (adhesio cel-lular).

A les 24 hores d’estimular les PBMCs amb IL-15 només es produeix un augment
significatiu d’IFN-y. La producci6 d’altres citocines com TNF-a, IL-10, MIP-1a i MIP-
1B no s’afecta o és minima. Pero aquest IFN-y present als cultius en aguest moment

afecta poc la capacitat citotoxica de les PBMCs.

El TGF-B disminueix de manera significativa la citotoxicitat natural i I’ADCC de

PBMCs enfrontades a cél-lules leucémiques de LLC.
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Conclusions

La IL-15 és un estimul prou potent incrementant la capacitat citotoxica de PBMCs
per poder contrarestar I’efecte supressor del TGF-p en la citotoxicitat natural i en
I’ADCC.

La presencia durant 24 hores de TGF-B als cultius de PBMCs sense estimular
disminueix de manera significativa la produccié d’IFN-y, TNF-a i IL-10. Pero aquesta

disminuci6, en preséncia d’IL-15 és menor i més variable no sent significativa.

L’ADCC de PBMCs de donants amb el genotip VF és major que la de donants FF.
Sembla ser que la preséncia d’un al-lel val158 confereix a les PBMCs més capacitat
citotoxica front cél-lules de LLC. No obstant, quan les PBMCs estan estimulades amb

IL-15 aquesta diferéncia no s’observa.
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