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Resumen

La terapia celular adoptiva y el uso de anticuerpos monoclonales son dos modalidades
de lainmunoterapia que se han combinado a lo largo de este trabajo. Por un lado, se han utilizado
diferentes células asesinas naturales (NK), y por el otro, el anticuerpo anti-CD38 daratumumab.

Daratumumab se combiné inicialmente con células NK activadas y expandidas (eNK) in
vitro, siguiendo un protocolo desarrollado con anterioridad en nuestro laboratorio. Esto result6 en
una considerable actividad citotoxica sobre lineas celulares de mieloma maditiple (MM) humano.
Dicha actividad fue dependiente mayoritariamente de la via de los granulos citotoxicos
(perforina/granzima B), mientras que los ligandos de los receptores mortales sélo ejercian un
efecto minoritario en base a la sensibilidad propia de cada linea. El problema de estas células
para ser consideradas como el modelo sobre el que seguir trabajando radicé en la variabilidad

entre donantes a partir de los cuales se extraian las células NK para ser activadas.

Como alternativa de modelo se utilizo la linea celular NK-92. Estas células presentaban
una actividad citotdxica mayor que la de las células eNK, aunque en este caso exclusivamente
dependiente de la via de los granulos citotoxicos. No obstante, al carecer de la expresion del
receptor CD16 no podian ser utilizadas junto a daratumumab. Se realiz6 por lo tanto una
transfeccion para resolver ese punto critico mediante una modificacion genética. Una vez
confirmada la expresién de CD16 en la nueva linea NK-92-CD16 generada, y su estabilidad, se
ensayaron estas células en combinacion con daratumumab sobre lineas celulares de MM
humano. Los resultados obtenidos sobre dichas lineas in vitro fueron excelentes en multiples
condiciones (cultivos en 2D y en 3D, a ratios efector-diana muy bajos, etc). Si bien la modificacion
genética no alter6 la dependencia exclusiva de la ruta de los granulos citotoxicos, si que parece
gque aumentd la expresion de moléculas citotdéxicas implicadas en ella y en otras vias
(granzima B y TRAIL). En vista del potencial terapéutico mostrado, las células NK-92-CD16 se
enfrentaron en presencia de daratumumab a células plasméticas de diversos pacientes de MM.
A pesar de tratarse de muestras reales mas complejas, los resultados fueron positivos, llegando

incluso a revertir situaciones de resistencia a tratamientos previos.

La irradiacion de las células NK-92-CD16 por cuestiones de seguridad a la hora de ser
administradas a los pacientes no parecié repercutir gravemente en su actividad citotoxica,

aunque si garantizé anular su potencial replicativo a tiempos superiores a 48 horas.

Posteriormente, sobre este modelo de células NK-92-CD16 se generd un receptor de
antigeno quimérico (CAR) anti-SLAMF7 con una segunda modificacién genética. Se consiguid
una transfeccion estable del CAR, pero el porcentaje de células positivas no super6 el 50% y su

actividad citotéxica sobre las lineas de MM no fue superior a la de las células NK-92-CD16.

Finalmente, se llevd a cabo un experimento in vivo en un modelo de ratones
inmunodeprimidos NSG xenoinjertado subcutdneamente con el MM humano MM.1S-GFP-Luc.
Aungue no llegaron a obtenerse resultados estadisticamente significativos, la tendencia positiva
obtenida sobre todo en el grupo tratado con las células CAR-NK-92-CD16 anti-SLAMF7

combinado con daratumumab indica la actividad terapéutica del modelo celular generado.
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1.1 EL CANCER

El cancer es la principal causa de mortalidad en el mundo si no se tienen en cuenta las
enfermedades cardiovasculares (Mattiuzzi & Lippi, 2019; Nagai & Kim, 2017). En el afio 2020 se
detectaron alrededor de 19,3 millones de nuevos casos de cancer y éste fue responsable de casi
10 millones de muertes en todo el planeta (Ferlay et al., 2021; Mattiuzzi & Lippi, 2019). En base
a la tendencia creciente que presenta la incidencia de cancer, se calcula que esa cifra se
duplicara para el afio 2060, momento en el que se prevé que superara a las enfermedades

cardiovasculares (Mattiuzzi & Lippi, 2019).

A diferencia de otras enfermedades, el cancer no es una patologia Unica y definida, sino
mas bien un conjunto de muchas. Hay descritos mas de 100 tipos distintos de cancer, existiendo
ademas subtipos de ellos que pueden encontrarse entre organos especificos (Hanahan &
Weinberg, 2000). Todos ellos tienen en comuan un crecimiento celular descontrolado en su tejido
de origen y la capacidad de diseminacion a otros diferentes, produciendose eventualmente un

fallo funcional del organismo que puede provocar la muerte.

No todos los tipos existentes de cancer tienen la misma incidencia y gravedad. Los que
mas frecuentemente se diagnostican son los canceres de mama/pecho (2,26 millones/afio), el
de pulmén (2,21 millones/afio), el de colon y recto (1,93 millones/afio), y el de préstata (1,41
millones/afio) (Ferlay et al., 2021). En cambio, los que producen mas muertes anuales son los
canceres de pulmén (1,79 millones/afio), el cancer de colon y recto (0,92 millones/afio), el cancer

de higado (0,83 millones/afio) y el cancer de estémago (0,77 millones/afio) (Ferlay et al., 2021).
1.1.1 Visién histérica y evolutiva

Los datos anteriores reflejan la enorme magnitud que ha adquirido el cancer hoy en dia
y subrayan la importancia de la investigacion para comprender mejor su compleja biologia y
desarrollar tratamientos efectivos. Pese a su creciente repercusién en el Ultimo siglo, no se trata
de un problema exclusivo de la sociedad actual. El primer registro escrito de esta patologia es
un papiro del antiguo Egipto datado en torno al afio 3000 A.C. (Faguet, 2015; Hajdu, 2011). Este
documento, conocido como el Papiro Edwin Smith, describe 8 casos de tumores de pecho
tratados de eliminar por cauterizacion y tilda la enfermedad de “incurable”. Otro escrito posterior
del afio 1500 A.C., el Papiro de Ebers, hace ya referencia a otro tipo de tumores incluyendo los

de piel, Gtero, estdmago y recto (Hajdu, 2011).

A pesar de las menciones historicas, la enfermedad permanecié mucho tiempo sin recibir
un nombre. Fue Hipocrates (460-370 A.C), considerado por muchos autores el “padre de la
medicina”, quien mil afios después acufio el término “cancer” para referirse a ella (Faguet, 2015;
Hajdu, 2011). En realidad, Hipdcrates utiliz6 los términos griegos carcinos y carcinoma para
describir los tumores en funcidon de si producian Ulceras o no. Estas palabras, referentes a un
cangrejo, fueron elegidas por la similitud que él encontraba entre la forma de las proyecciones
del tumor al crecer y dicho animal (Hajdu, 2011). Siglos después el término fue traducido al latin
como “cancer” por el médico romano Celsus (25-50 A.C) y este nombre ha perdurado hasta la
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actualidad. Posteriormente, el médico griego Galeno (130-200 D.C.) utiliz6 el término “oncos”
para describir los tumores, dando pie al prefijo utilizado para denominar la rama de la medicina
y a los especialistas que tratan el cancer (Hajdu, 2011).

Estas evidencias podrian hacer pensar que el cancer es tan antiguo como la especie
humana, pero su origen en realidad se remonta mucho mas atras. Asi lo atestiguan los hallazgos
paleontoldgicos de tumores en animales de tiempos prehistéricos (Hajdu, 2011). Y aunque se
han observado crecimientos tumorales a lo largo de practicamente todos los vertebrados (Aktipis
et al., 2015), las neoplasias no son exclusivas de los organismos de mayor orden. Este tipo de
eventos ocurren a lo largo de todo el rango de organismos pluricelulares, incluyendo a los
hongos, plantas y algas, y son consecuencia de la evolucion (Aktipis et al., 2015; Trigos et al.,
2018).

Las estructuras de las redes de expresion y regulacion génica actuales son el resultado
de la adaptacion a las presiones selectivas que han tenido lugar a lo largo de la historia de la
evolucion (Trigos et al.,, 2018). Sin duda alguna, uno de los mayores hitos evolutivos que
moldearon estas estructuras fue la transicion que se produjo de organismos unicelulares a
pluricelulares (Trigos et al., 2018). Los organismos pluricelulares se caracterizan por la
cooperacioén de sus células para desarrollar, mantener y reproducir el organismo completo por

encima de la integridad de las propias células (Aktipis et al., 2015).

Dicho salto evolutivo supuso la aparicion, diversificacion e innovacién de nuevos genes,
redes y procesos que conectaron de forma regulada con los ya existentes en los organismos
unicelulares previos (Trigos et al., 2018). Esto, junto con la expresion de nuevas proteinas
reguladoras de la sefalizacion intracelular y de la adhesién permitieron establecer una
comunicacién y coordinacién intercelular mas compleja (Trigos et al., 2018) y el desarrollo de lo

gue algunos autores denominan las cinco bases de la vida pluricelular (Aktipis et al., 2015):

- Inhibicién de la proliferacion: el control sobre el sistema de crecimiento primitivo

unicelular limité la divisién de las células, pasando de ser continua a producirse sélo en
funcion de las necesidades del organismo durante su desarrollo y mantenimiento (Aktipis
et al., 2015).

- Control de la muerte celular: la aparicion de la muerte celular programada (ver apartado

1.2) permiti6 eliminar las células o tejidos obsoletos que han perdido su funcién o dejado
de ser utiles al organismo, asi como mantener de forma precisa el nimero de tipos
diferentes de células y sus conexiones funcionales (Aktipis et al., 2015).

- Reparto de tareas: gracias a la diferenciacion celular surgieron distintos tejidos celulares,

cada uno de ellos especializado en funciones concretas (Aktipis et al., 2015).

- Asignacién de recursos: con la distribucion de funciones, una parte del organismo pasé

a encargarse de la obtencion y almacenamiento de nutrientes para todas las células del
mismo, repartiéndolos en funcion de las necesidades de cada momento (Aktipis et al.,
2015).
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- Mantenimiento del medio ambiente: se potencié la adaptabilidad del organismo a través

de la capacidad de ajustar el ambiente intracelular en respuesta a sefiales extracelulares
(Aktipis et al., 2015).

No obstante, todos estos avances crearon a su vez una serie de vulnerabilidades en las
conexiones entre ambos sistemas. Cuando esos puntos de control impuestos durante la
evolucion para mantener la homeostasis de los tejidos normales se desregulan, se produce
entonces la transformacién maligna. Por ejemplo, algunas moléculas y rutas comidnmente
desreguladas en el cancer, tales como Wnt, el factor de crecimiento transformante de tipo 3
(TGF-B), los receptores con actividad tirosin quinasa, Notch/Delta, el sistema JAK-STAT (Janus
Kinase - Signal Transducer and Activator of Transcription), Hedgehog, integrinas y cadherinas,
evolucionaron originalmente para controlar el crecimiento de los organismos unicelulares durante

la transicion a pluricelulares (Trigos et al., 2018).

Cuando esos puntos débiles se ven afectados, se generan células tumorales que
recuperan muchas propiedades del comportamiento de los organismos unicelulares y la
dependencia de sus procesos bhiolégicos (Trigos et al., 2018). De esa forma se produce un
cambio en las prioridades de dichas células, que anteponen su propia supervivencia y la de su
linaje a la del organismo. Como consecuencia promueven la proliferacion celular independiente
y actuan en contra de las mencionadas caracteristicas de la cooperacion multicelular (Trigos et
al., 2018).

Hay muchos ejemplos fenotipicos que evidencian esa similitud entre las células
tumorales y las de organismos unicelulares tales como bacterias y levaduras. Algunos de ellos
son el crecimiento competitivo en vez de cooperativo de las células, la dependencia energética
de procesos de fermentacion como la glucdlisis aerdbica y una elevada inestabilidad genémica
gue favorece la aparicién de fenotipos mutantes que permitan sobrevivir bajo condiciones
adversas (Trigos et al., 2018).

De hecho, entre los farmacos mas usados contra el cancer se encuentran los dirigidos
contra procesos celulares compartidos con los organismos unicelulares, incluyendo pemetrexed
(sintesis de purinas y pirimidinas), bortezomib (inhibidor del proteasoma), y paclitaxel y
viniblastina (ensamblaje del huso mitético). Dichos farmacos funcionan debido a la dependencia
de los tumores de procesos celulares primitivos, la mayoria relacionados con la proliferacion, que

tienen descontrolada (Trigos et al., 2018).
1.1.2 Bases moleculares del cancer

El cancer es una enfermedad que ocasiona cambios dindmicos en el genoma celular
(Hanahan & Weinberg, 2000). Su desarrollo en humanos, denominado carcinogénesis u
oncogeénesis, es un proceso de multiples pasos a lo largo de los cuales una célula normal se
transforma en tumoral (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011). Cada uno de esos pasos
refleja alteraciones genéticas o mutaciones que conducen a la transformacion progresiva, la cual

se produce de una forma similar a la evolucion darwiniana (Foulds, 1954; Hanahan & Weinberg,
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2000; Nowell, 1976). Si el cambio genético acontecido confiere una ventaja selectiva para el
crecimiento y/o la supervivencia de la célula frente a los sistemas de control del organismo, se
desencadena una expansion clonal de la misma (Foulds, 1954; Hanahan & Weinberg, 2000;
Nowell, 1976).

Para que una mutacion otorgue una ventaja selectiva a la célula y contribuya al avance

de la transformacion tumoral tiene que producirse uno de estos dos efectos:

- Pérdida recesiva de la funcion de genes supresores de tumores: estos genes

normalmente estan asociados al control del ciclo celular o de los dafios internos de la
célula. Su funcién es evitar la proliferacion en ausencia de sefiales inductoras (citoquinas
o factores de crecimiento) o impedir que una célula con dafios intracelulares prolifere
perpetuandolos en su linaje. Un ejemplo de esta categoria es p53, conocido como el
“guardian del genoma”. Su origen evolutivo se remonta a los organismos pluricelulares
primitivos, actuando como centro de regulacion para diversos conjuntos de procesos.
Pese a su gran relevancia, apenas tiene solapamiento funcional con otras moléculas
(Trigos et al., 2018). Esto le convierte en uno de los principales puntos débiles del
sistema de control comentados anteriormente. Cuando se detecta que la célula ha
perdido la integridad de su genoma, p53 induce la parada del ciclo celular para permitir
su recuperacién antes de que la célula prolifere. Si el dafio producido en el DNA es
excesivo y no se puede reparar, entonces p53 induce la muerte celular programada para
eliminar del organismo ese genoma alterado (Hanahan & Weinberg, 2000). Esta ruta de
sefializacion se pierde en muchos de los canceres humanos, de manera que las células
anomalas proliferan acumulando mutaciones que llevan a la progresién tumoral (Levine,
1997).

- Ganancia dominante de funcién de protooncogenes: estos genes codifican proteinas

implicadas en el control del crecimiento celular de manera fisioldgica. Al sufrir una
mutacién pueden codificar proteinas activas de forma patoldgica o sobreexpresarlas,
produciendo un crecimiento incontrolado de las células independientemente de la
presencia de sefiales de crecimiento en el entorno. Cuando se produce ese cambio, los
genes mutados se denominan oncogenes. En este grupo se encuentran por ejemplo las
ciclinas, los receptores de factores de crecimiento y las proteinas citoplasmaticas
encargadas de transducir la sefial de dichos receptores (Cantley et al., 1991). Un ejemplo
concreto es el del oncogen H-Ras, un transductor de sefial que al activarse
constitutivamente a causa de mutaciones estimula de forma autocrina las rutas de

proliferacién y supervivencia celular (Hanahan & Weinberg, 2011).

Una vez este suceso tiene lugar, las células transformadas empiezan a proliferar de
forma auténoma y descontrolada en el tejido de origen, formando un nuevo tejido o neoplasia
denominado tumor primario. Conforme avanza su crecimiento y se van acumulando mas cambios
genéticos, puede adquirir propiedades invasivas, pasando a considerarse un tumor maligno. Si
llegan a extravasarse a los vasos sanguineos, las células pueden abandonar el tejido originario
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y vigjar por el organismo colonizando otros tejidos en un proceso conocido como metastasis
(Steeg, 2016).

Con todas las mutaciones que se producen a lo largo de este desarrollo, el tumor termina
formado por una mezcla de células procedentes de distintas expansiones clonales, fenémeno
conocido como interferencia clonal (De Visser & Rozen, 2006). Este modelo policlonal
heterogéneo explica por qué el Sistema Inmunitario (SI) puede eliminar eficazmente sélo algunas
células cancerigenas o por qué un tratamiento no logra reducir completamente la masa tumoral.
Ademas, existe un modelo de crecimiento jerarquico dentro del tumor, en el que una poblacion
de células iniciadoras tendria la capacidad de autorrenovarse, conservar la tumorigenicidad y
diferenciarse en el resto de las poblaciones (Hermann et al., 2007). A dicha poblacion se la

denomina células madre tumorales (Sancho et al., 2016).

No obstante, los tumores no son simples masas formadas por mezclas de células que
proliferan. En los ultimos afios los investigadores se han percatado de que los tumores son una
especie de 6rganos cuya complejidad se aproxima e incluso supera a la de los tejidos normales
y que estan compuestos por mltiples tipos celulares que interaccionan entre si de manera
heterotipica. En ellos se pueden encontrar también células normales: células endoteliales,
pericitos, células inmunitarias con perfil inflamatorio, fibroblastos y células del estroma asociadas
al tumor. El conjunto de todas ellas forma lo que se conoce como microambiente tumoral, el cual
tiene un papel activo e importante en la biogénesis y progresion del tumor (Hanahan, 2022;
Hanahan & Weinberg, 2011).

Por Ultimo, existen diversos factores de riesgo que hay que tener en cuenta ante la
posibilidad de desarrollar un cancer. Algunos de ellos son prevenibles, como los factores
ambientales: obesidad, exposicion a radiaciones, la dieta y el consumo de alcohol y/o de tabaco
(Blackadar, 2016). Desafortunadamente, otros factores como la edad, el género o la
predisposicién genética no se pueden evitar. Cualquiera de estos factores puede producir dafios

en el DNA que favorezcan el inicio o la progresién de la oncogénesis.
1.1.3 Propiedades bioldgicas y caracteristicas del cancer

Tal y como se ha ido comentando, el cancer es una enfermedad muy heterogénea, tanto
por los mas de 100 tipos descritos como por la alta variabilidad entre las propias células de un
tumor concreto. A pesar de ello, durante su desarrollo las células tumorales adquieren una serie
de caracteristicas que son compartidas por la mayoria de tipos de cancer humanos (Hanahan,
2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Esto nos permite reducir las complejidades de la
enfermedad a un pequefio nimero de principios subyacentes, lo que facilita su estudio (Hanahan,
2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011; Trigos et al., 2018). Estas caracteristicas se han
denominado los “hallmarks” o marcadores del cancer, cuya lista se ha ido ampliando con el paso
de los afios (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011):

- Sefializacién proliferativa constante: los tejidos normales controlan meticulosamente la

produccién y liberacion de factores promotores del crecimiento para mantener la
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homeostasis del numero de células y la arquitectura funcional del tejido. La ganancia de
funcién de los oncogenes (receptores o transductores de estos factores) genera una
sefializacion positiva y permanente de la proliferacion (Hanahan & Weinberg, 2000).

- Evasidn de las sefiales inhibitorias del crecimiento: este tipo de sefiales detienen el ciclo

celular e inducen un estado quiescente. Existen factores solubles, pero también
proteinas inmovilizadas en la matriz extracelular o en la superficie de células contiguas
gue inhiben el crecimiento a través del contacto. Muchas de estas sefiales inhibitorias
dependen de la accién de genes supresores de tumores, por lo que cuando éstos se
pierden dejan de tener efecto (Hanahan & Weinberg, 2000).

- Resistencia a la muerte celular: las células tumorales durante el curso de la oncogénesis

y/o durante el tratamiento del cancer se enfrentan a estreses que en condiciones
normales inducirian la muerte celular programada. La ganancia de oncogenes que
inhiben este proceso o la pérdida de funcién de los encargados de inducirla en
circunstancias normales lleva a la resistencia contra este mecanismo (Hanahan &
Weinberg, 2000).

- Potencial replicativo ilimitado: las células normales tienen limitada su proliferacion por el

acortamiento progresivo de los teldmeros en cada division realizada, lo que termina
resultando en el colapso de los cromosomas y de la célula (Hayflick, 1997). La ganancia
de actividad de la enzima telomerasa (oncogén) en las células tumorales permite el
mantenimiento de los telébmeros y con ello superar el limite replicativo (Hanahan, 2022;
Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

- Induccién de angiogénesis: los nutrientes y el O2 suministrado por los vasos sanguineos

son cruciales para la funcién y supervivencia de cualquier tejido. El tumor en crecimiento
necesita la formacién de nuevos vasos sanguineos que lo irriguen para hacer frente a la
mayor demanda de estos factores. Este desarrollo vascular también aumenta las
posibilidades de que las células cancerigenas se extravasen e inicien una fase de
metéastasis (Hanahan & Weinberg, 2000).

- Activacién de la invasion y la metastasis: esto permite a las células cancerosas escapar

de la zona del tumor primario y reubicarse en otras donde inicialmente no tienen
limitaciones de espacio o nutrientes. Para ello las células sufren un cambio en el patrén
de expresion de las proteinas de adhesion celular y de las integrinas, encargadas de la
unién a la matriz extracelular. Para poder abrirse paso entre los tejidos y estructuras las
células tumorales también expresan proteasas extracelulares (Hanahan & Weinberg,
2000).

- Evasién de la eliminacion por el Sistema Inmunitario (SI): en realidad, la gran mayoria

de canceres incipientes son eliminados a tiempo por el Sl. Los tumores que se
diagnostican son los que han conseguido evadir su deteccion y destruccion a través de
la expresion de proteinas de superficie y factores solubles que inhiben la accién del Si
(Hanahan & Weinberg, 2011).
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- Desrequlacion del metabolismo energético: la proliferacion celular cronica e incontrolada

de las células tumorales requiere ajustes del metabolismo para proporcionar energia
suficiente que sustente el continuo crecimiento y division celular. En condiciones
aerobbicas, las células normales procesan la glucosa primero a piruvato via glucdlisis en
el citoplasma, y luego hasta CO:2 en la mitocondria. Bajo condiciones anaerobicas, la
glucdlisis es favorecida y apenas se procesa piruvato en la mitocondria ya que
consumiria O2. Otto Warburg fue el primero en observar que las células tumorales alteran
el metabolismo de la glucosa limitando su produccién de energia a la glucdlisis aun en
presencia de Oz, llevando a un estado denominado “glucdlisis aerdbica”. Esto se conoce
como “efecto Warburg” (Hanahan & Weinberg, 2011).

- Desbloqueo de la plasticidad fenotipica (desdiferenciacién): en muchos casos el

resultado final de la diferenciacion celular, un proceso propio de los organismos
pluricelulares, es antiproliferativo. Un estado de alta replicacion y diferenciacion celular
no puede coexistir simultaneamente, ejemplificando la incompatibilidad entre los
sistemas pluricelulares y unicelulares (Trigos et al., 2018). Las células tumorales
consiguen revertir ese estado terminal desdiferenciandose a estados progenitores
(Hanahan, 2022).

Todos estos marcadores del cancer pueden interpretarse como desregulaciones de
genes y procesos celulares establecidos durante la evolucion de los organismos pluricelulares
(Hanahan & Weinberg, 2011; Trigos et al., 2018). Como tal, dichos marcadores se correlacionan
con alteraciones de las cinco bases descritas de la vida pluricelular, tal y como se muestra en la
Figura 1.1.
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Figura 1.1. Relacién entre las bases de la vida pluricelular y los marcadores del cancer. Los
marcadores del cancer se corresponden con alteraciones en las bases de la vida pluricelular:
con su comportamiento unicelular y priorizando su propia supervivencia, las células tumorales
alcanzan un estado desdiferenciado perdiendo su funcién especifica en el organismo, proliferan
de manera descontrolada, resisten a los estimulos inductores comunes de la muerte celular
programada, acaparan recursos del organismo para su propio consumo y alteran y degradan su

entorno conforme lo invaden. Imagen modificada de (Aktipis et al., 2015).

1.2 MUERTE CELULAR

Las células, como cualquier entidad viva, terminan muriendo. En el caso de los
organismos pluricelulares, tal y como se ha explicado en sus caracteristicas (ver apartado 1.1.1),
muchas células del organismo mueren con el propésito de mantenernos vivos. A lo largo de la
historia ha habido distintas clasificaciones de la muerte celular. Actualmente se distingue, en
base a aspectos funcionales, entre muerte celular accidental y muerte celular programada (D.
Tang et al., 2019).
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La muerte celular accidental, también conocida comUnmente como necrosis, ocurre de
forma no regulada como resultado de un grave trauma celular (Singh et al., 2019). Por ejemplo,
el ataque de muchos patégenos produce necrosis. Otros tipos de traumas como quemaduras,
cortes o lesiones por compresion también causan necrosis y a la vez facilitan la infeccion por

parte de patégenos que podrian provocar mas ataques (R. C. Taylor et al., 2008).

En cuanto a la muerte celular programada, ésta implica cascadas precisas de
sefializacion muy conservadas evolutivamente. Es ejecutada por un conjunto de moléculas
efectoras definidas y tiene consecuencias bioquimicas, funcionales e inmunitarias especificas
(Carneiro & El-Deiry, 2020; D. Tang et al., 2019). La primera observacion cientifica al respecto
se remonta al afio 1842, cuando Karl Vogt observé células muriendo en sapos (D. Tang et al.,
2019). Desde entonces se han descubierto y descrito multiples subtipos de muerte celular
programada en funcidon de sus caracteristicas moleculares y de la respuesta a los distintos
estreses causantes (D. Tang et al., 2019). De todas ellas, la méas estudiada y fisiolégicamente
predominante es la apoptosis, responsable de la desaparicion de mas de 60.000 millones de
células de nuestro organismo cada dia (Cotter, 2009; Ichim & Tait, 2016; Singh et al., 2019).

1.2.1 Apoptosis

Descrita en 1972 por John Kerr, Andrew Wyllie y Alastair Currie, la apoptosis es una ruta
de muerte celular conservada evolutivamente en los organismos pluricelulares (Ichim & Tait,
2016; Kerr et al., 1972; Singh et al., 2019; D. Tang et al., 2019; R. C. Taylor et al., 2008). Permite
eliminar las células dafiadas, disfuncionales o ya no necesarias de manera segura y controlada,
evitando o minimizando dafiar y alterar las células vecinas. Los restos de las células apoptéticas
son retirados por el Sl, y en caso de ser necesario, son reemplazadas por progenie derivada de
células madre (Singh et al., 2019; R. C. Taylor et al., 2008). A diferencia de la necrosis, al tratarse

de una ruta regulada es un proceso activo que requiere gasto de energia (Singh et al., 2019).

La apoptosis estad implicada en procesos fisiol6gicos como la homeostasis celular, el
desarrollo, maduracion y mantenimiento de tejidos y 6rganos, la ejecucién de funciones efectoras
inmunitarias y la prevencién del cancer (Ichim & Tait, 2016; Singh et al., 2019; D. Tang et al.,
2019). Por ejemplo, el desarrollo del cerebro perinatal esta asociado con una proliferacion masiva
de los progenitores neuronales, seguido por una oleada de apoptosis que afecta
aproximadamente a la mitad de las células para eliminar las que sobran o las que no han

establecido una conexién sinaptica apropiada (Singh et al., 2019).

Existen dos subtipos de apoptosis en funcion de la ruta y los estimulos que la inicien,
pero ambos convergen en las proteinas responsables de destruir la célula en Ultima instancia
(ver Figura 1.2) (D. Tang et al., 2019). Dichas proteinas son las enzimas caspasas, cistein-
proteasas con especificidad de corte tras un residuo de Asp (D. Tang et al., 2019; R. C. Taylor
et al., 2008). En condiciones normales las caspasas se encuentran en los tejidos sanos como
precursores inactivos (zimogenos). Sin embargo, bajo los estimulos iniciadores de la apoptosis

se activan y efectlan la protedlisis de miles de proteinas de la célula resultando en su
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desmantelamiento y muerte (Carneiro & El-Deiry, 2020; R. C. Taylor et al., 2008). Dentro de las
caspasas se distingue entre iniciadoras y efectoras. Las primeras son capaces de autoactivarse
y activar a las efectoras, y las segundas son quienes llevan a cabo la mayor parte de la protedlisis
apoptotica (Carneiro & El-Deiry, 2020; R. C. Taylor et al., 2008). Las caspasas 2, 3,6, 7, 8,9y
10 estan implicadas en la apoptosis, pero no es el Unico proceso en el que interviene esta familia
de proteinas. Las caspasas 1, 4, 5y 12 producen inflamacion en relacién a otros tipos de muerte
celular regulada (R. C. Taylor et al., 2008).

1.2.1.1 Apoptosis intrinseca

La primera de las vias de apoptosis es la llamada ruta intrinseca, la cual puede ser
iniciada por un amplio abanico de estimulos intracelulares (Bock & Tait, 2020; Ichim & Tait, 2016;
Singh et al., 2019). Entre ellos se incluyen dafios al DNA (por radiaciones ionizantes, agentes
quimioterapicos etc.), dafios en los organulos celulares, dafio mitocondrial, estrés oxidativo,
estrés del reticulo endoplasmatico (RE), inhibicién de rutas de sefializacion intracelular, excesiva
estimulacién de la mitosis 0 muerte inducida por oncogenes. Las células también pueden sufrir
apoptosis intrinseca por la falta de estimulos propios positivos, como la privaciéon de nutrientes,
citoquinas o factores de crecimiento (Bock & Tait, 2020; Ichim & Tait, 2016; Singh et al., 2019).
Todos estos estreses apoptéticos tienen en comun que terminan provocando la permeabilizacion
de la membrana externa mitocondrial (MOMP), un punto clave en la apoptosis que se considera
de no retorno (Bock & Tait, 2020; Carneiro & El-Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016).

Debido a su gran relevancia, el proceso de MOMP estd muy regulado por interacciones
entre los miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), cuyos miembros
contienen uno o mas dominios de homologia con Bcl-2 (BH, BH1-BH4) (Bock & Tait, 2020; Ichim
& Tait, 2016; Singh et al., 2019). Dentro de ella hay tres subfamilias:

- Bcl-2 proapoptéticas multidominio: Bax, Bak y Bok/Mtd. Son los efectores centrales de

la apoptosis intrinseca. Al ser activadas en la superficie mitocondrial sufren cambios
conformacionales y oligomerizan formando macroporos en la membrana externa de la
mitocondria, produciendo la MOMP (Bock & Tait, 2020; Carneiro & El-Deiry, 2020; Singh
et al., 2019).

- Bcl-2 proapoptéticas s6lo BH3: estas proteinas tienen sélo el tercer dominio BH y se

encargan de activar directa o indirectamente a las proapoptéticas efectoras (Carneiro &
El-Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016). Dentro de ellas se distingue entre:
o Activadoras: Bim, Bid y PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis). Se
unen y activan directamente a las proapoptoticas activadoras (Carneiro & El-
Deiry, 2020). La protedlisis de Bid por la caspasa-8 genera su forma activa tBid
(Singh et al., 2019).

activan eficientemente a Bax y Bak. Por el contrario, inhiben a las proteinas

Bcl-2 antiapoptéticas, liberando a las proapoptéticas efectoras y a las
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proapoptoticas solo BH3 activadoras secuestradas (Carneiro & El-Deiry, 2020;
Singh et al., 2019).
- BCL-2 antiapoptéticas: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Bcl-2-Al, Mcl-1. Contienen los cuatro

dominios BH (BH1-BH4) y se encargan de oponerse a la cadena de eventos
proapoptoticos. En condiciones basales bloquean la apoptosis uniendo y secuestrando
a los monomeros de Bax y Bak o a las proteinas s6lo BH3 (Bock & Tait, 2020; Ichim &
Tait, 2016; Singh et al., 2019).

Los niveles de las proteinas de la familia Bcl-2 modulan la sensibilidad y resistencia a la
apoptosis (Carneiro & El-Deiry, 2020). Los distintos estreses celulares o sefiales de dafio regulan
normalmente de manera positiva a las proteinas proapoptoticas favoreciendo su activacién
(Singh et al., 2019). Por ejemplo, el dafio que produce la radiacién ionizante sobre el DNA induce
apoptosis mediante el gen supresor de tumores p53. Al no poder repararse el dafio producido,
p53 induce la transcripcion de genes diana proapoptoticos entre los que se incluyen los genes
gue codifican a Bax, PUMA y Noxa (Singh et al., 2019).

Una vez se ha producido la MOMP, se liberan moléculas apoptogénicas como el
citocromo c y la proteina SMAC/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases)
desde el espacio intermembrana. Cuando estas moléculas se encuentran presentes en el
citoplasma, promueven directa o indirectamente la activacion de las caspasas (Carneiro & El-
Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016; Singh et al., 2019; D. Tang et al., 2019).

El citocromo c interacciona con APAF1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) a través
de un proceso dependiente de adenosin trifosfato (ATP) y forma un complejo citoplasmatico
heptamérico. Este complejo, conocido como el apoptosoma, recluta a la procaspasa iniciadora 9
y la activa (Carneiro & El-Deiry, 2020; Singh et al., 2019; Tait & Green, 2010; R. C. Taylor et al.,
2008). Esta, a su vez, activa posteriormente a las caspasas efectoras 3, 6 y 7 que proceden a
proteolizar y destruir la célula (D. Tang et al., 2019). En cuanto a SMAC, bloquea e inhibe a XIAP
(X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) y a otras proteinas de la familia IAP (Inhibitors of
Apoptosis Proteins) que son inhibidores de las caspasas, facilitando asi su activacion (Carneiro
& El-Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016).

1.2.1.2 Apoptosis extrinseca

La otra via es conocida como la ruta de apoptosis extrinseca. A diferencia de la

intrinseca, requiere estimulos extracelulares para ser iniciada.

Estos estimulos son reconocidos por la familia de los denominados receptores mortales
(DRs), ubicados en la membrana plasmética. Entre sus miembros debemos citar a Fas (también
conocido como CD95), TRAILR1 (TRAIL Receptor 1, también conocido como DR4), TRAILR2
(TRAIL Receptor 2, también conocido como DR5), TNFR1 (TNF Receptor 1) y TNFR2 (TNF
Receptor 2). FasL (Fas Ligand) es el ligando de Fas, TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand) es el ligando de DR4 y DR5, y TNF (Tumor Necrosis Factor) es el ligando de TNFR1 y
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TNFR2 (Carneiro & El-Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016; D. Tang et al., 2019). Los dos primeros,
FasL y TRAIL, son los ligandos de mayor importancia fisiolgica.

Estos ligandos de los DRs, también conocidos como ligandos mortales, son proteinas
transmembrana de tipo Il que ejercen su actividad biologica en forma de trimeros (Locksley et
al., 2001). Estan expresados en la superficie de distintas células, incluyendo varias de las células
del SI (ver apartado 1.3.2.1 y apartado 1.3.3.1), aunque también pueden ser liberados como
ligandos solubles o asociados a exosomas (Anel et al., 1994; LeBlanc & Ashkenazi, 2003;
Martinez-Lorenzo et al., 1996, 1999).

Cuando se produce la interaccion con sus respectivos ligandos mortales, los DRs
trimerizan y se agregan. Esto conlleva el reclutamiento de diversas proteinas a la region
intracelular de los DRs gracias a un dominio conservado en ellos conocido como dominio mortal
(DD) (Carneiro & El-Deiry, 2020). Las proteinas en cuestion son la proteina adaptadora FADD
(Fas-Associated Death Domain protein) y las procaspasas 8 y 10. FADD induce la dimerizacion
de cada una de las procaspasas y entre las tres forman el complejo DISC (Death-Inducing
Signaling Complex), en el que son proteolizadas y activadas las caspasas iniciadoras 8 y 10.
Posteriormente ellas activan a las caspasas efectoras 3y 7, y éstas a su vez ala 6, conduciendo
a la apoptosis (Carneiro & El-Deiry, 2020; Ichim & Tait, 2016; D. Tang et al., 2019).

Al igual que en la ruta intrinseca, en ésta también existen proteinas encargadas de
regular negativamente la activacion de las caspasas, como por ejemplo FLIP (FLICE-Like
Inhibitory Protein). Por otra parte, la caspasa 8 ademas de activar a las caspasas efectoras
también puede proteolizar a la proteina de la familia Bcl-2 Bid, generando su forma activa tBid
gue sirve de puente para conectar ambas rutas apoptéticas. Esta conexién permite amplificar la
sefializacion apoptética en aquellas células en las que la ruta extrinseca no es suficiente para
producir su muerte directamente (Bock & Tait, 2020; Carneiro & El-Deiry, 2020; Singh et al.,
2019).
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Figura 1.2. Vias de la apoptosis: extrinseca e intrinseca. En la via extrinseca, una vez que FasL
(Fas Ligand) y TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) se unen a sus respectivos
receptores mortales (Fas y DR4/DR5), se activan las caspasas iniciadoras (caspasa 8 y caspasa
10) a través de la dimerizacion mediada por proteinas adaptadoras tales como FADD (Fas-
Associated Death Domain protein). Las caspasas 8 y 10 activan a su vez a las caspasas
efectoras 3 y 7 que ejecutan la apoptosis. En cuanto a la ruta intrinseca (o mitocondrial), se
requiere la permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria (MOMP). Distintos
estreses celulares promueven la activacion de las proteinas sélo BH3, provocando en Ultima
instancia por medio de Bax y Bak la MOMP. Se liberan asi proteinas del espacio intermembrana
mitocondrial como SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases) y el citocromo ¢
al citoplasma celular. El citocromo c al interaccionar con APAF1 (Apoptotic Protease Activating
Factor 1) induce el ensamblaje del apoptosoma, que activa a su vez a la caspasa 9.
Seguidamente, la caspasa 9 activa a las caspasas efectoras 3 y 7 conduciendo a la apoptosis.
Imagen tomada de (Ichim & Tait, 2016).
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1.2.1.3 Caracteristicas de la apoptosis

En ambas vias de la apoptosis la accion de las caspasas tiene como resultado la
protedlisis de miles de proteinas (Carneiro & El-Deiry, 2020). La degradacion de algunas de ellas,
como factores de transcripcion, factores de inicio de traduccion, proteinas ribosomales, enzimas
y proteinas constitutivas ocurre sin mayor repercusion que la pérdida de funcién y la interrupcion
de los procesos moleculares en los que estan involucradas (R. C. Taylor et al., 2008). En cambio,
la degradacion de otras proteinas implicadas en el mantenimiento de estructuras celulares
mayores produce una serie de cambios morfologicos caracteristicos de la apoptosis (Ichim &
Tait, 2016; R. C. Taylor et al., 2008).

Este es el caso de la protedlisis de muchos de los principales constituyentes del
citoesqueleto celular, incluyendo filamentos de actina, miosinas, tubulinas, etc. También se
degradan los sitios de adhesion de la célula a sus vecinas y a la matriz extracelular. El efecto
conjunto de estos eventos es que las células se redondean y retraen de las células vecinas en
las etapas iniciales de la apoptosis. Después, hay un intervalo prolongado en el que se forman
ampollas en la membrana (blebbing), ya que el citoplasma fluye contra areas sin soporte donde

el citoesqueleto se ha debilitado (R. C. Taylor et al., 2008).

Las laminas A, B y C también son dianas de las caspasas, resultando en la
desintegracién de la lamina nuclear y el colapso de la envoltura nuclear. La fragmentacion del
nacleo lleva a su vez a la degradacion del DNA gendmico debido al corte de la cromatina por
endonucleasas en los sitios internucleosomales (Larsen & Sgrensen, 2017; Novo et al., 2022).
Posteriormente, las estructuras nucleosomales del DNA hidrolizado se condensan (Carneiro &
El-Deiry, 2020; R. C. Taylor et al., 2008).

El ndcleo no es el Unico organulo celular que se ve afectado por la accion de las
caspasas. El aparato de Golgi, la red mitocondrial y el RE también sufren una fragmentacion
pronunciada durante la apoptosis (R. C. Taylor et al., 2008). Los fragmentos generados y los
organulos restantes son redistribuidos en las ampollas apoptéticas, y si éstas terminan
escindiéndose pueden quedar empaquetados en pequefias vesiculas independientes conocidas

como cuerpos apoptéticos (R. C. Taylor et al., 2008).

Toda esta serie de eventos se producen en un lapso de tiempo de entre 30 y 120 minutos
tras la induccién de la apoptosis (Wyllie et al., 1980). Por ultimo, la fase terminal de la apoptosis
en condiciones fisiologicas consiste en la retirada de las células moribundas (y sus cuerpos
apoptoticos) por parte de los fagocitos, células del Sl (ver apartado 1.3.1). Las células que sufren
apoptosis son rapidamente reconocidas, engullidas y eliminadas gracias a que la membrana
plasmética experimenta una serie de cambios bioquimicos. Estas alteraciones sirven de
sefalizacion, atrayendo a los fagocitos (R. C. Taylor et al., 2008). Hay varios ejemplos, pero sin
duda el mejor caracterizado es la translocacion del fosfolipido de membrana fosfatidilserina (PS).
En condiciones normales la PS se encuentra confinada en la cara interna de la bicapa lipidica de

la membrana plasmatica. En cambio, durante la apoptosis, la PS es translocada en un proceso
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dependiente de caspasas, a la cara externa de la membrana. Al quedar expuesta, actia como
ligando de reclamo e induce la fagocitosis de la célula apoptética (R. C. Taylor et al., 2008).

En general, la mayor parte de esta secuencia de cambios morfoldgicos y bioquimicos
pueden ser utilizados como marcadores moleculares de la apoptosis (Ichim & Tait, 2016).
Algunos de ellos son detectables directamente a través de la microscopia Optica (cambios
morfoldgicos, blebbing), y otros son detectables gracias al uso de sondas fluorescentes a través
de la microscopia de fluorescencia (fragmentacién del DNA) y de la citometria de flujo (pérdida
del potencial mitocondrial debido a la permeabilizacion y fragmentacién de las mitocondrias, y
externalizacion de PS) (Carneiro & El-Deiry, 2020).

Es importante recalcar que a pesar de las alteraciones que sufre, la membrana
plasmatica mantiene su integridad durante la apoptosis. Esta caracteristica marca una importante
diferencia con la necrosis que, al ser una muerte celular accidental no regulada, esta
acompafiada por una rapida pérdida de integridad de membrana y la liberacion del contenido
celular al espacio extracelular. Esto puede producir dafio a las células vecinas y generar una
respuesta inflamatoria por parte del Sl, (ver apartado 1.3.5) (R. C. Taylor et al., 2008).

1.2.1.4 Alteraciones de la apoptosis

La apoptosis es crucial para mantener la homeostasis en el organismo, pero como
cualquier otra ruta molecular puede verse alterada por mutaciones. Tanto la ausencia o el exceso
de apoptosis puede llevar al desarrollo de diferentes enfermedades humanas entre las que se
encuentran algunas de las primeras causas de muerte en el mundo, tales como el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades autoinmunes y las enfermedades
infecciosas (Ichim & Tait, 2016; Linkermann et al., 2014; Singh et al., 2019; D. Tang et al., 2019).

La pérdida excesiva de células por una apoptosis desmedida puede ser perjudicial. Es
el caso de la muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, la de Parkinson o la de Hungtinton (Singh et al., 2019; D. Tang et al., 2019). Por
ejemplo, la acumulacién de los péptidos B-amiloides en la enfermedad de Alzheimer puede
activar la caspasa 3 e inducir apoptosis. Dichos péptidos también regulan negativamente a
Bcl-2 y positivamente a Bax, ademas de producir estrés oxidativo (Paradis et al., 1996; Rohn,
2010). Todo esto lleva a la disfuncién y muerte de las neuronas por apoptosis, o que resulta en

la demencia progresiva que eventualmente termina siendo fatal.

De la misma manera que si hay excesiva apoptosis, la ausencia de ella también tiene
consecuencias negativas. Si las células que tienen que morir no lo hacen, se empiezan a
acumular en el organismo, pudiendo dafarlo por diversos mecanismos. En este sentido, existen
varios ejemplos de una apoptosis insuficiente. Es el caso de desdrdenes autoinmunitarios como
el lupus eritematoso sistémico, en el que se ha observado una alta expresién anormal de la
proteina antiapoptoética Bcl-2 en linfocitos T y B de sangre periférica (Singh et al., 2019). Esto
también puede ocurrir en algunas infecciones causadas por patdgenos. La bacteria
Mycobacterium tuberculosis es atrapada e internalizada por los fagocitos, pero es capaz de
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sobrevivir dentro de ellos. Para impedir que se induzca la apoptosis de la célula en la que se
refugian, la bacteria promueve la produccion de la proteina antiapoptética Mcl-1, que inhibe la
apoptosis intrinseca (Singh et al., 2019).

Sin embargo, no hay ningin conjunto de enfermedades en el que se haya caracterizado
mejor la apoptosis que en el cancer. Al inicio de una transformacion neoplasica, casi todas las
células desregulan el factor de transcripcion Myc, el cual controla genes implicados en el
crecimiento y la proliferacion (Singh et al., 2019). Estos cambios promueven a la vez la induccion
de la apoptosis, ya que Myc también controla genes proapoptoticos y la expresion de éstos se
ve incrementada. El resultado es una mayor susceptibilidad a la apoptosis y la muerte con
frecuencia de las células malignas generadas (Singh et al., 2019). Estos mecanismos protegen
al organismo pluricelular de que esas células alteradas proliferen y adquieran un comportamiento

“unicelular”.

Por tanto, la evasion de la apoptosis en ese estado de transformacion celular es vital
para la proliferacién continua del cancer, y la habilidad de suprimir la apoptosis es uno de los
marcadores del cancer (ver apartado 1.1.3) (Hanahan & Weinberg, 2000). Para ser capaces de
evadir la apoptosis muchos tumores humanos sobreexpresan por ejemplo proteinas
antiapoptoticas como Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 o la familia IAP, o regulan negativamente proteinas
proapoptéticas como Bim, Bid, Bad, Noxa, PUMA, Hrk, Bax o Bak (Carneiro & El-Deiry, 2020;
Singh et al., 2019). No obstante, a pesar de ser capaces de sobrevivir a la apoptosis durante la
transformacion neoplésica, algunos tumores son igual o incluso mas sensibles a la apoptosis que
sus células de origen (Ichim & Tait, 2016). Es por ello que las células cancerosas, particularmente
aquellas de origen hematopoyético, muestran una alta sensibilidad a la quimioterapia citotoxica
y a las radiaciones ionizantes (Singh et al., 2019). Aun asi, estos tratamientos no suelen erradicar
el 100% de las células malignas, resultando en la seleccion y expansion de las células capaces

de desarrollar una mayor resistencia a la terapia (Singh et al., 2019).
1.2.2 Otras formas de muerte celular programada

Aunque la apoptosis es la muerte celular fisiolégica predominante, a partir de la década de 1990
se empezaron a descubrir otras modalidades de muerte celular regulada no apoptoética (D. Tang
et al., 2019). Entre ellas se encuentran las siguientes (ver Figura 1.3):

- Necroptosis: aunque las primeras observaciones de este tipo de muerte se produjeron
en 1996, no fue descrita como tal hasta 2005 por Junying Yuan. Este tipo de muerte
celular se trata de una forma regulada de necrosis, con la que comparte algunas
caracteristicas morfologicas. Se produce Unicamente bajo condiciones de inhibicién de
las caspasas (la inactivacion de la caspasa 8 es un requisito). En esas circunstancias,
varios estimulos (por ejemplo, la sefializacion a través de los DRs) pueden terminar
induciendo la oligomerizacién de la proteina MLKL y la formacion de poros en la
membrana, llevando a su ruptura. Al ser una muerte litica, se produce la liberacién de

contenido intracelular al espacio extracelular induciendo una fuerte respuesta
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inflamatoria (de Miguel et al., 2022; D. Tang et al., 2019). Estd mejor caracterizada en el
contexto de la sefalizacion del TNF y su papel fisioldgico parece estar relacionado con
el Sl (ver apartado 1.3.5).

- Piroptosis: término acufiado en 2001 por Brad Cookson. Es una forma litica de muerte
celular regulada que presenta diferencias morfolégicas con la apoptosis. Se caracteriza
por ser ejecutada por miembros de la familia de proteinas llamadas gasderminas
(GSDMs). Su principal miembro es la gasdermina D (GSDMD) y es necesaria su
expresion en las células para que tenga lugar este tipo de muerte. En caso de
expresarse, las GSDMs pueden ser activadas proteoliticamente por las granzimas (ver
apartado 1.3.2.1.3) o por las caspasas (inicialmente se creia que las proinflamatorias,
pero ahora se sabe que también la caspasa 3 es capaz). Una vez activadas las GSDMs
por protedlisis, se libera un fragmento amino-terminal con capacidad de oligomerizar en
la membrana plasmatica, formando poros. La pérdida de integridad de la membrana
causa un grave choque osmoético y una rapida liberacién de contenido citoplasmatico que
produce inflamacion (de Miguel et al., 2022; Ramirez-Labrada et al., 2022; D. Tang et
al., 2019). Esta modalidad de muerte esta relacionada también con el Sl (ver apartado
1.3.5).

- Ferroptosis: descrita por primera vez en 2003, el término se emplea desde 2012 gracias
a Brent Stockwell (D. Tang et al., 2019). Consiste en una forma regulada de necrosis,
caracterizada por producir un dafio terminal en la membrana plasmética a causa de un
incremento de la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados (de Miguel et al., 2022;
D. Tang et al., 2019). Dicha peroxidacion se debe a la interaccién de iones libres de
hierro (Il) con especies reactivas de Oz (ROS) en la reaccion de Fenton. Esta muerte
puede ser por tanto inhibida con quelantes de hierro.

A pesar de ser consideradas generalmente como entidades independientes, estas modalidades
de muerte en el fondo estan molecularmente interconectadas entre si y con la apoptosis.
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Figura 1.3. Otras modalidades de muerte celular regulada. a) Bajo inhibicion de
caspasas, distintos estimulos pueden activar a la proteina MLKL para que oligomerice y se
produzca la ruptura de la membrana en la necroptosis. Entre los posibles inductores iniciales se
incluyen por ejemplo los receptores mortales (DR) y la accién de virus. b) La piroptosis es
principalmente causada por la activacion de la proteina GSDMD tras ser proteolizada por las
caspasas en respuesta a patrones moleculares asociados a patégenos o a peligro (PAMP y
DAMP respectivamente) o en respuesta a lipopolisacéridos (LPS) citosélicos. c) La ferroptosis
es una forma de muerte celular que recae en el balance entre la produccién de ROS inducida
por la acumulacion de hierro y los sistemas antioxidantes durante la peroxidacion de lipidos.
Imagen tomada de (D. Tang et al., 2019).

1.3 EL SISTEMA INMUNITARIO HUMANO

El Sistema Inmunitario (SI) constituye las defensas que protegen al organismo contra un
ambiente potencialmente peligroso.

1.3.1 Conceptos generales

Anteriormente se ha hablado del origen y evolucion de los organismos pluricelulares (ver
apartado 1.1.1), pero ésta no termind alli. La continua presion que ejerce la seleccién natural dio
lugar a una enorme variedad de organismos pluricelulares, parte de ellos ya extintos.
Centrdndonos en los animales, tanto los que han perdurado como los que no han tenido que
hacer frente a lo largo de la historia a distintas amenazas externas, siendo a veces las mas

pequefias las méas peligrosas. Una buena prueba de ello es que, hasta la aparicién de los
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antibidticos, las infecciones por microorganismos lideraban las causas de muerte a lo largo del
mundo.

La presencia, por tanto, de algun tipo de sistema defensivo efectivo ha ido de la mano
con el éxito evolutivo (Nicholson, 2016). Cuando los animales primitivos eran invadidos por un
microorganismo, tenian que eliminarlo o expulsarlo rapidamente de su organismo para mantener
su integridad. Para ello producian barreras de proteinas defensivas, liberaban moléculas
guimicas destructivas o atrapaban los patdgenos en células capaces de engullirlos (fagocitos).
En caso de no ser suficiente con esos mecanismos, podian sacrificar la parte del cuerpo afectada
y regenerarla después (Yatim & Lakkis, 2015). No obstante, la arquitectura y las funciones
tisulares se volvieron cada vez mas diferenciadas y complejas a la par que los organismos
seguian evolucionando. Debido a ello la capacidad de regenerar tejidos fue disminuyendo hasta
perderse en la mayoria de animales, salvo en contadas excepciones como las estrellas de mar

o0 algunos reptiles, por ejemplo.

Ante la necesidad de un sistema de defensa mas sofisticado, la seleccién natural
preservo lo mejor del sistema primitivo previo y promovié el desarrollé sobre su base de uno
nuevo con células mas especializadas (Yatim & Lakkis, 2015). El conjunto resultante de todas
las células y proteinas actuales encargadas de defender los organismos animales de agentes

patégenos o dafiinos se denomina Sl.

En concreto, el SI humano es una red interactiva de 6rganos linfoides, células, factores
humorales y citoquinas. Se divide en dos tipos en funcion de la velocidad y especificidad de la
respuesta inmunitaria que se produce, los cuales se corresponden con la transicion evolutiva
entre sistemas de defensa (Parkin & Cohen, 2001; Yatim & Lakkis, 2015).

- Sistema inmunitario innato: es de respuesta rapida y proporciona proteccién inmediata,

pero carece de especificidad molecular por lo que responde igual ante todas las
infecciones y puede dafar los tejidos normales (ver apartado 1.3.2) (Parkin & Cohen,
2001; Yatim & Lakkis, 2015). Se denomina asi porque sus mecanismos de defensa estan
codificados en la linea germinal, habiendo sido seleccionados por la evolucion y
transmitidos de generacibn en generacion con pequefios refinamientos. Esta
practicamente conservado en todo el filo animal, hasta en los individuos mas simples, lo
que refleja su probada eficacia y versatilidad (Parkin & Cohen, 2001; Yatim & Lakkis,
2015). Ademas, es clave para mantener la homeostasis de los tejidos normales,
detectando y reparando los tejidos dafiados o eliminando las células senescentes o
apoptoticas (Yatim & Lakkis, 2015).

- Sistema inmunitario adaptativo: la respuesta que produce depende del tipo de infeccion

sufrida, adaptandose sobre la marcha a cada situacion (ver apartado 1.3.3). El
reconocimiento molecular lo consigue gracias a receptores especificos generados por
recombinacién genética, por lo que cada individuo tiene un S| adaptativo distinto. Esta
respuesta es precisa, pero necesita varios dias 0 semanas para desarrollarse. Una vez

erradica la infeccion, genera lo que se conoce como “memoria inmunitaria”, activandose
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de manera mas rapida y potente en caso de reinfeccion (Nicholson, 2016; Parkin &
Cohen, 2001; Yatim & Lakkis, 2015). Es caracteristica de los animales de mayor grado
de desarrollo.

Todas las células que componen el Sl se generan a partir de una célula madre
hematopoyética, que también da lugar a otros elementos de la sangre como los eritrocitos y las
plaquetas. Las células madre hematopoyéticas son pluripotentes, teniendo la capacidad de
regenerarse, y se localizan en la médula 6sea. Alli pueden dar lugar a dos precursores
distintintos. Por un lado, el progenitor mieloide, a partir del que se derivan los granulocitos
(neutrofilos, eosindfilos, baséfilos y mastocitos), monocitos/macrofagos, células dendriticas
(DCs), eritrocitos y plaquetas. Por otro lado, el progenitor linfoide, a partir del que se forman los
linfocitos (B y T), y las células linfoides innatas (ILCs), entre las que se encuentras las células
asesinas naturales (Natural Killer, NK). ElI conjunto de neutréfilos, eosindfilos, basofilos,
monocitos, linfocitos y células NK constituye lo que se conoce como glébulos blancos o leucocitos
(Nicholson, 2016).

La mayoria de estas células producen diversas citoquinas, proteinas de pequefio peso
molecular, generalmente solubles, que actian como mensajeros para alterar el comportamiento
de la célula productora o de otras vecinas. En verdad las citoquinas son producidas
practicamente por todas las células del organismo y tienen una gran variedad de funciones,
dependiendo de la citoquina y de las células implicadas. Los efectos biologicos suelen afectar a
la activacion celular, divisién, movimiento o muerte celular programada (Nicholson, 2016; Parkin

& Cohen, 2001). Entre las citoquinas producidas por el S| destacan:

- Interleuquinas (IL): son las citoquinas producidas por los leucocitos y que tienen efecto

principalmente sobre otros leucocitos (Parkin & Cohen, 2001).

- Quimioquinas: son las citoquinas que tienen actividad quimioatractiva, es decir, producen
la migracién de los leucocitos mediante un gradiente de concentracion (Parkin & Cohen,
2001).

- Interferones (IEN): son las citoquinas que interfieren la replicacién viral (Parkin & Cohen,
2001).

Ademés de estas células, varios 6rganos componen el Sl. Los 6rganos linfoides
primarios (médula 6sea y timo) se encargan de la produccién y maduracion de las células
inmunitarias recién nacidas. Por su parte, los 6rganos linfoides secundarios (bazo, ganglios
linfaticos y tejido linfoide asociado a mucosas) se encargan de albergar a las células del Sl una
vez ya han superado esos procesos. Aparte de en los 6rganos linfoides secundarios, las células
del SI pueden encontrarse circulando por el organismo a través de los vasos sanguineos y
linfaticos (Yatim & Lakkis, 2015).

1.3.2 Sistema Inmunitario Innato

Constituye la primera linea de defensa del organismo y cuenta con varios puntos de

accion. La piel y las membranas mucosas actian como barreras fisicas, quimicas (presencia de
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enzimas como la lisozima) y microbiolégicas, dificultando el acceso de los patégenos a las células
del organismo (Nicholson, 2016; Parkin & Cohen, 2001). Si esas barreras son superadas se
produce la infeccion. Entonces entran en juego el sistema del complemento y las células del SI

innato: granulocitos, monocitos/macréfagos, DCs y células NK.

El sistema del complemento se compone de mas de una treintena de proteinas
plasmaticas, la mayoria producidas por el higado (Murphy & Weaver, 2017). Circulan en la
sangre como precursores inactivos hasta que se produce una infeccion. Entonces se activan en
una secuencia proteolitica en cascada, en la que en cada paso se va amplificando la sefial. La
activacion del complemento se produce en el exterior de la célula u organismo diana por la unién
del primer eslabén de la cadena a un elemento superficial de la membrana plasmatica. Las
células normales del organismo expresan los receptores adecuados que inhiben su activacion.
Existen tres rutas posibles de activacion, en funcién de la molécula que produzca la interaccion:
la clasica (anticuerpos), la alternativa (polisacaridos de levaduras y bacterias Gram-negativas) y
la de lectinas (residuos de manosa). Las 3 rutas convergen en la activacion del componente
central, C3. A partir de ese punto la ruta comin induce el ensamblaje del complejo C5-C9,
conocido como complejo de ataque a la membrana. Este complejo forma un poro transmembrana

en la superficie de la célula diana y produce su muerte por lisis osmotica (Parkin & Cohen, 2001).

Ademés de este efecto de muerte directa, el sistema del complemento tiene otras
funciones anti-infecciones. Miembros como C3b y C4b opsonizan las dianas promoviendo su
fagocitosis. Otros, como C3a, C4a y Cba, son anafilotoxinas solubles que incrementan la
permeabilidad vascular y generan un gradiente quimiotactico, induciendo inflamacién y
permitiendo la llegada y penetracién tisular de células del Sl y anticuerpos (Murphy & Weaver,
2017; Parkin & Cohen, 2001).

Con respecto a las células del Sl innato, las DCs, los granulocitos y los macréfagos
expresan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Se trata de patrones moleculares
asociados tanto a agentes patdgenos externos (patrones moleculares asociados a patégenos, o
PAMPSs) como a potenciales peligros internos (patrones moleculares asociados a peligro, o
DAMPSs). Los patrones en cuestion son estructuras muy conservadas pero que no se encuentran
presentes en las células de mamiferos (por ejemplo, lipopolisacaridos o manosas de paredes de
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y levaduras). De esa forma el Sl innato, a pesar de no
ser especifico, puede discriminar con respecto a las moléculas propias del organismo (Matzinger,
1994; Parkin & Cohen, 2001).

Otras células del organismo, como las endoteliales y epiteliales, también expresan los
PRRs. Asi, cuando se produce una infeccion, éstas células y las del Sl innato presentes en el
tejido afectado interaccionan con ellos y liberan citoquinas. Las citoquinas secretadas por un lado
estimulan la division de los precursores mieloides en la médula ésea para generar mas células
que hagan frente a la infeccion. Por otro, junto a algunos de los efectos del sistema del
complemento, inducen inflamacion y reclutan a la zona infectada monocitos y granulocitos. Los

monocitos al extravasarse al tejido afectado se activan y diferencian a macréfagos. En cuanto a
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los granulocitos, principalmente se reclutan neutrdéfilos (infecciones de bacterias y hongos). Los
eosinofilos y basofilos quedan relegados a las infecciones por parasitos (sobre todo nematodos)
y a las respuestas alérgicas, respectivamente (Parkin & Cohen, 2001).

Los neutrdéfilos y macréfagos reclutados son de las células mas importantes al inicio de
una respuesta inmunitaria. Son las primeras en llegar y tienen alta eficacia eliminando patégenos
de dos formas posibles. Pueden hacerlo engulléndolos en un proceso conocido como fagocitosis.
Quedan entonces recluidos en unas estructuras intracelulares donde son eliminados por la
produccién de metabolitos toxicos de Oz (H20: y radicales hidroxilo). También pueden liberar
enzimas (mieloperoxidasa y lisozima) inductoras de toxicidad al espacio extracelular en donde
se encuentra la infeccion. Esta segunda es una estrategia suicida, en la que las células del Sl
innato se sacrifican para poner fin a la infeccion y proteger al resto del organismo, matando
ademas indiscriminadamente al resto de células sanas presentes en el area (Nicholson, 2016;
Parkin & Cohen, 2001). Queda patente de nuevo una de las bases descritas de la vida pluricelular
(ver apartado 1.1.1). El resultado es un absceso de pus formado por todos los restos celulares,

gue deben ser eliminados por los fagocitos para mantener la homeostasis.

El Gltimo tipo de célula del Sl innato, pero no por ello menos importante, son las células
asesinas naturales (Natural Killer, NK). Reciben este nombre porque una vez han eliminado a
una célula diana, pueden matar rapidamente de manera similar a multiples células diana
adyacentes como si fueran un “asesino en serie” (Shimasaki et al., 2020). Debido a la relevancia
gue tienen en esta tesis doctoral, se les dedica una seccidn entera (ver apartado 1.3.2.1)

1.3.2.1 Células NK

Estas células son uno de los mejores ejemplos del proceso de evolucién que ha habido
en el desarrollo del SI. Esto se debe a que presentan caracteristicas tanto del Sl innato como del
S| adaptivo, a modo de eslabén perdido, desafiando los sistemas tradicionales de clasificacion
(Yatim & Lakkis, 2015).

1.3.2.1.1 Caracteristicas generales de las células NK

Las células NK son un subconjunto de linfocitos citotdxicos del Sl innato descubiertos al
inicio de la década de 1970. Descritas como pequefias células linfoides granulares, suponen sélo
el 10-15% de los linfocitos totales presentes en sangre periférica (Herberman et al., 1975;
Kiessling et al., 1975; Reina-Ortiz et al., 2022; Song et al., 2016; Yan et al., 1998; Y. Zhu et al.,
2016). Se desarrollan en la médula 6sea a partir del mismo precursor linfoide que los linfocitos T
y B. Sin embargo, se diferencian en que las células NK carecen de receptores especificos y no
requieren un encuentro previo con su diana que las sensibilice y active (Kennedy et al., 2000;
Lodolce et al., 1998; Reina-Ortiz et al., 2022; Scoville et al., 2019; Sportoletti et al., 2021).

Pueden distinguirse por su inmunofetipo, ya que al carecer de los receptores especificos
generados por recombinacion genética también carecen de la molécula CD3 asociada a ellos.

Dado que si expresan la molécula CD56, implicada en adhesiones celulares e importante en su

24



Introduccion

papel citotoxico para unirse a las dianas, se identifican como linfocitos CD56*CD3 (Abel et al.,
2018; Shimasaki et al., 2020). En base al nivel de expresion de CD56 se clasifican en dos
subgrupos de células NK, cada uno con sus propias funciones y caracteristicas (Freud et al.,
2017). Las que tienen mayor nivel de expresion se denominan CD56"9" producen citoquinas
proinflamatorias (principalmente IFNy y TNFa), tienen baja expresién de receptores reguladores
y son relativamente inmaduras y muy poco citotdxicas. Las células NK CD56""9" son mas
abundantes en tejidos y en los nodulos linfaticos, y reaccionan con una intensa proliferacion
frente al estimulo de IL-2 o IL-15. El otro subgrupo tiene algo menos de intensidad de expresion
de CD56 y se denominan CD56%™. Estas células estan diferenciadas completamente y tienen
una gran y rapida capacidad citotoxica y de secrecion de citoquinas cuando son activadas. Este
tipo de células constituyen la mayoria de células NK circulando en sangre periférica (Freud et al.,
2014, 2017; Reina-Ortiz et al., 2022; Sportoletti et al., 2021; Stabile et al., 2017). CD16 es otro
marcador caracteristico de las células NK, el cual se detallara mas adelante (ver apartado
1.3.2.1.2) y cuya expresion es mayor en las células CD56%™ que en las CD56P"9", Se considera
que la secuencia de desarrollo de las células NK sigue los siguientes cambios: CD56""9"CD16
a CD56MMCD169™m, a CD569MCD16%™, a CD569™CD16* (Abel et al., 2018; Freud et al., 2014).

En el momento de su descubrimiento se consideraron células especializadas en eliminar
células tumorales, debido a su habilidad para matarlas in vitro (Kiessling et al., 1975). De hecho,
con el paso del tiempo cada vez hay mas evidencias de que estan implicadas en la
inmunovigilancia del cdncer siendo una de sus primeras lineas de defensa (Dunn et al., 2004;
Malmberg et al., 2017; Slaney et al., 2013). No obstante, su principal funcién es el control de
diversas infecciones viricas, incluyendo los virus de Epstein-Barr (Chijioke et al., 2013; Orange,
2013), herpes simple (Dai & Caligiuri, 2018), inmunodeficiencia humana, gripe y hepatitis C (Jost
& Altfeld, 2013; Lam & Lanier, 2017). También hay evidencias de que pueden reaccionar a la
infeccién con citomegalovirus y prevenir su reactivacion (Foley et al., 2012).

En general, las células NK tienen una tasa de renovacion en sangre de aproximadamente
dos semanas (Shimasaki et al., 2020), tienen un papel importante en la defensa antivirica y
antitumoral (Reina-Ortiz et al., 2022; Sportoletti et al., 2021; Yu et al., 2009), y son capaces de
ejecutar rapidas respuestas inmunitarias (normalmente en cuestion de dias). Ademas,
Ultimamente hay crecientes evidencias de que las células NK pueden adquirir caracteristicas
funcionales similares a las de memoria inmunitaria, caracterizadas por elevar la actividad y
generar respuestas especificas ante un desafio repetido (Paul & Lal, 2017; Shimasaki et al.,
2020).

1.3.2.1.2 Mecanismos de activacion de las células NK

Debido a que tienen un papel diferente a los otros tipos celulares del Sl innato, las células
NK tienen que ser capaces de discriminar entre células propias sanas y células propias diana
(infectadas, transformadas o estresadas). Al carecer de receptores especificos, las células NK 'y
sus funciones quedan reguladas por un conjunto de receptores de membrana. Estos receptores

interaccionan con sus correspondientes ligandos expresados en las células diana, produciendo
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sefiales activadoras o inhibidoras segun el receptor y el ligando (ver Figura 1.4 y Figura 1.5). El
balance global de las sefales es el que determina si la célula adyacente debe ser eliminada o
no, y activa o bloquea la citotoxicidad de las células NK (Abel et al., 2018; Chiossone et al., 2018;
Paul & Lal, 2017; Reina-Ortiz et al., 2022; Shimasaki et al., 2020; Sportoletti et al., 2021).

Las sefales inhibitorias son mediadas por receptores que reconocen el complejo mayor
de histocompatibilidad de clase | (MHC-I), también denominado en humanos como HLA-I
(Human Leukocyte Antigen) (Chiossone et al., 2018; S. Kim et al., 2005; Kumar, 2018; Orr &
Lanier, 2010; Paul & Lal, 2017; Reina-Ortiz et al., 2022; Shimasaki et al., 2020). Esta molécula,
sobre la que se hablara en detalle en el Sl adaptativo (ver apartado 1.3.3), se expresa en todas
las células sanas del organismo. Esta circunstancia permite que los tejidos sanos autoinhiban a
las células NK maduras y que éstas solo ataquen a las células “estresadas” por una infeccién
viral o una transformacion neopldasica, asi como a los tejidos enfermos que no expresan el
HLA-I (Anfossi et al., 2006; Kéarre, 2008; S. Kim et al., 2005; Orr & Lanier, 2010; Reina-Ortiz et
al., 2022; Shimasaki et al., 2020).

La mayoria de estos receptores inhibitorios son miembros de la familia KIR (Killer cell
Immunoglobulin-like Receptor) y reconocen distintas moléculas clasicas de HLA-I (A, By C)
(Figura 1.4) (Chiossone et al., 2018; Paul & Lal, 2017; Reina-Ortiz et al., 2022; Shimasaki et al.,
2020). Los principales receptores (y sus respectivos ligandos) en humanos son: KIRDL1
(HLA-C), KIR2DL2 y KIR2DL3 (HLA-C y HLA-B), KIR3DL1 (HLA-B y HLA-A(Bw4)) y KIR3DL2
(HLA-A) (Pende et al., 2019). Existe otro miembro de esta familia con caracter inhibitorio,
KIR2DL4, pero en este caso se une a la molécula no clasica HLA-G (Rajagopalan & Long, 2012).
El otro tipo de receptor con papel inhibitorio es el heterodimero CD94/NKG2A y su isoforma
NKG2B, que reconocen con alta afinidad otra molécula no clasica del HLA-I (HLA-E) (Borrego et
al., 2005; Braud et al., 1998; Carretero et al., 1997).
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Figura 1.4. Receptores inhibitorios de las células NK y sus respectivos ligandos. Los receptores
inhibitorios compensan las sefiales transducidas por los receptores activadores. Tienen por lo
general una estructura similar a las inmunoglobulinas o a las lectinas, con un dominio
extracelular, un dominio transmembrana, y un dominio intracelular con motivos ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif). Estos motivos ITIM actian como sitios de
anclaje para reclutar a tirosina-fosfatasas que previenen la activacion celular. Imagen adaptada
de (Shimasaki et al., 2020).

En contrapartida, las células NK expresan un gran namero de receptores activadores
gue reconocen determinantes virales o ligandos celulares inducidos por estrés (ver Figura 1.5)
(Reina-Ortiz et al., 2022). Entre ellos destaca la familia de los NCRs (Natural Cytotoxicity
Receptors), compuesta por tres miembros: NKp30 y NKp46, expresados constitutivamente, y
NKp44, adquirido tras la activacion (Barrow et al., 2019; Chiossone et al., 2018; Paul & Lal, 2017;
Reina-Ortiz et al., 2022; Shimasaki et al., 2020). Los tres tienen ligandos comunes, como las
hemaglutininas viricas y los heparan-sulfato-glicosamiglicanos (Hecht et al., 2009). En cuanto a
ligandos particulares, NKp30 reconoce a B7-H6 y BAT3 (Brandt et al., 2009; Vivier et al., 2008),
NKp44 reconoce a una variante de 21spe-MLL5 (Baychelier et al., 2013), y NKp46 reconoce a
CFP, uno de los factores del sistema del complemento (Nevins et al., 2016). Salvo en el caso de
las hemaglutininas viricas y de CFP, que se trata de actividades antivirales y antimicrobianas, el
resto de ligandos estan ausentes en las células normales y sobreexpresados en un amplio rango
de tumores (Baychelier et al., 2013; Brandt et al., 2009).

Otro receptor activador de gran importancia es el homodimero NKG2D, el cual reconoce
las glicoproteinas A y B relacionadas con el MHC-I: MIC-A y MIC-B (MHC class | polypeptide-
related sequence A/B) (Chiossone et al., 2018; Paul & Lal, 2017; Schmiedel & Mandelboim, 2018;
Sportoletti et al., 2021). Ademas, tiene otros ligandos, llegando hasta un total de 8. Se tratan de
los 6 miembros de la familia ULBP (UL16 Binding Protein 1-6) cuya expresion esté restringida en
las células benignas, pero se encuentran reguladas positivamente en las células estresadas y
transformadas (Dhar & Wu, 2018; Schmiedel & Mandelboim, 2018).

Por otra parte, hay receptores activadores que reconocen especificamente moléculas de
HLA-I. Es el caso del resto de miembros de la familia de receptores KIR: KIR2DS1 (HLA-C),
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KIR2DS2 (HLA-C), KIR2DS4 (HLA-C) y KIR3DS1 (HLA-B) (Blunt & Khakoo, 2020; Pende et al.,
2019; Stewart et al., 2005). El receptor heterodimérico CD94/NKG2C también es especifico de
HLA-I, aunque en este caso se une con baja afinidad a la molécula no clasica HLA-E (Braud et
al., 1998; Saez-Borderias et al., 2009).

Otros receptores coestimuladores que cooperan con los NCRs y NKG2D amplificando la
activacion de las células NK son DNAM-1 (DNAX Accesory Molecule-1) y 2B4. El primero de
ellos compite con TIGIT (T cell immunoreceptor with Immunoglobulin and ITIM domains) y CD96
para unirse a sus ligandos CD155 (también conocido como PVR, Polio Virus Receptor) y CD112,
expresados en algunos canceres, induciendo actividad antitumoral (Fionda et al., 2015; Pende
et al., 2005). El segundo de ellos se une a CD48, molécula que presenta altos niveles de
expresion en linfomas y en células infectadas con EBV (Epstein-Barr Virus) (McArdel et al., 2016).
Las células NK también expresan el correceptor CD59 y la molecula de adhesion LFA-1
(Lymphocyte Function-associated Antigen 1), importantes para una degranulacion polarizada
(Bryceson et al., 2005; Marcenaro et al., 2003).
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Activating and co-stimulatory receptors
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Figura 1.5. Receptores activadores de las células NK y sus respectivos ligandos y proteinas
adaptadoras. Los receptores activadores tienen por lo general una estructura similar a las
inmunoglobulinas o a las lectinas, con un dominio extracelular, un dominio transmembrana que
promueve el agrupamiento entre ellos, y la mayoria de ellos tienen asociadas proteinas
adaptadoras con motivos ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). Entre dichas
proteinas adaptadoras se incluyen DAP10, DAP12, la cadena CD3( y la cadena FceRly del
receptor CD16. Los receptores activadores generan una fuerte sefial intracelular, resultando en
una rapida y transitoria fosforilacion de los motivos ITAM. Esta sefial funciona como un interruptor
de encendido-apagado que conecta con la maquinaria de sefializacion intracelular,

transduciéndola. Imagen adaptada de (Shimasaki et al., 2020).

Sin embargo, no cabe duda de que el receptor activador mas potente es CD16,
expresado en la mayoria de las células NK de sangre periférica. Es un receptor de baja afinidad
del fragmento cristalizable (region Fc) de los anticuerpos, elementos del Sl adaptativo que se
detallardn més adelante (ver apartado 1.3.3.2). Esta formado por la cadena FcyRIlla asociada a
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la cadena CD3C (Shimasaki et al., 2020). Tras la uniéon a dianas recubiertas de anticuerpos,
induce la muerte de la célula diana activando los mecanismos citotdxicos de las células NK en
un proceso conocido como citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Battella et
al., 2016; Maki et al., 2001; Ochoa et al., 2017; Suck et al., 2016). La ADCC, tal y como se vera
mas adelante, tiene una gran relevancia clinica para la terapia del cancer (ver apartado 1.3.6.2
y apartado 1.4.5.2.1) (Sanchez-Martinez et al., 2018; Sportoletti et al., 2021).

En general, para el balance final de sefiales no solo hace falta que haya ausencia de
ligandos inhibitorios sino también presencia de ligandos activadores. La ligacién de receptores
activadores de forma individual generalmente es insuficiente para desencadenar la citotoxicidad
o la secrecion de citoquinas (Shimasaki et al., 2020). CD16 a través de la ADCC supone una
excepcion. Se trata de una activacion y sefializacion tan potente que una vez seleccionada la
diana por la unidn al anticuerpo se ignora la presencia de los ligandos inhibitorios. Respecto al
papel de las citoquinas, la IL-2 potencia la sefial de los receptores activadores; y la IL-15
(secretada principalmente por monocitos, macréfagos y DCs) también activa las células NK y

promueve su supervivencia y proliferacion (Shimasaki et al., 2020).
1.3.2.1.3 Mecanismos citotoxicos de las células NK

Una vez las células NK han encontrado una diana y se han activado mediante los
ligandos correspondientes, pueden eliminarla por varios mecanismos distintos o por la
combinacion de ellos.

Por un lado, las células NK tienen un citoplasma rico en granulos de tipo lisosomal que
contienen proteinas citotéxicas como perforina y varios tipos de granzimas (serin proteasas)
(Martinez-Lostao et al., 2015; Reina-Ortiz et al., 2022; Shimasaki et al., 2020; Sportoletti et al.,
2021). Tanto la perforina como al menos las granzimas A y B se consideran necesarias para la
muerte de las células tumorales por parte de las células NK (Pardo et al., 2002; van den Broek
et al., 1995). Cuando se produce la activacién, los granulos convergen hacia la zona de contacto
entre ambas células y se fusionan con la membrana plasmatica. De esa forma liberan su
contenido en el espacio comprendido entre las células, denominado sinapsis inmunitaria
(Shimasaki et al., 2020). Una vez libres en ese espacio, la perforina oligomeriza y crea, de forma
similar a las proteinas del sistema del complemento, poros en la membrana de la célula diana.
Esto permite la entrada de las granzimas al citoplasma de las dianas. Una vez dentro las
granzimas pueden inducir diversos tipos de muerte celular, incluyendo apoptosis (para algunos
autores se considera propiamente como una tercera ruta de la apoptosis), necroptosis, 0
piroptosis dependiendo de la diana tumoral y de las granzimas (de Miguel et al., 2022; Pardo et
al., 2004; R. C. Taylor et al., 2008). Por ejemplo, la granzima B es una serin proteasa que
protealiza algunas dianas celulares y activa tanto a las caspasas iniciadoras como a las
ejecutoras. La granzima B puede desencadenar de forma rapida la apoptosis de la célula diana,
pero también podria iniciar la necroptosis si las caspasas se encuentran inactivas o la piroptosis
si se expresan GSDMs (Carneiro & El-Deiry, 2020; de Miguel et al., 2022; Pardo et al., 2009; D.
Tang et al., 2019).
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Por otro lado, las células NK también pueden producir la muerte directa de sus dianas
activando la sefializacion de los DRs (Martinez-Lostao et al., 2015; Shimasaki et al., 2020; Y.
Zhu et al., 2016). Para ello deben expresar FasL y TRAIL en su membrana o bien liberarlos al
exterior en microvesiculas. Aunque se ha visto que ejercen la citotoxicidad a través de ambos
ligandos mortales, TRAIL parece ser el mas relevante (Reina-Ortiz et al., 2022; Screpanti et al.,
2001; Smyth et al., 1998). La interaccion de los ligandos mortales con sus respectivos DRs en
las células diana activa y desencadena por lo general la ruta extrinseca de la apoptosis. No
obstante, como ya se ha comentado anteriormente, en caso de inhibicion de la caspasa 8, la
estimulacion de los DRs podria inducir la necroptosis de las células (de Miguel et al., 2022; D.
Tang et al., 2019).

Ademas, las células NK también producen y liberan citoquinas con potencial citotoxico,
tales como IFNy y TNFa, capaces de inducir apoptosis en ciertas circunstancias (Dunn et al.,
2006; Fauriat et al., 2010; Shimasaki et al., 2020; Voskoboinik et al., 2006). También esta descrito
gue dichas citoquinas puedan inducir ferroptosis y necroptosis respectivamente (de Miguel et al.,
2022; D. Tang et al.,, 2019). Por si fuera poco, las células NK también pueden mediar
indirectamente respuestas inmunitarias produciendo citoquinas proinflamatorias, quimiogquinas y
factores de crecimiento, tales como IL-13, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1 y GM-CSF, influyendo en

la actividad de otras células inmunitarias (Shimasaki et al., 2020; Sportoletti et al., 2021).
1.3.3 Sistema Inmunitario adaptativo

Dado que muchos de los mecanismos de estimulacion del Sl innato requieren exposicion
de la superficie del patégeno, éste es incapaz de detectar los organismos intracelulares (virus,
micobacterias, y algunos hongos, protozoos o patdgenos facultativos intracelulares). Cuando
esto ocurre, o cuando el Sl innato no es capaz de erradicar la infeccién en sus compases iniciales

y ésta se prolonga, entonces entra en juego el Sl adaptativo (Parkin & Cohen, 2001).

Este sistema esta formado por los linfocitos T y los linfocitos B, y su principal
caracteristica es el uso de receptores especificos capaces de distinguir entre moléculas propias
y extrafias, hasta el punto de discriminar entre cada tipo de extrafias. La interaccién del receptor
con su molécula especifica inicia una respuesta inmunitaria dirigida contra cada tipo de infeccion
(Parkin & Cohen, 2001). Estas moléculas reconocidas por el S| adaptativo son normalmente una
proteina (o un fragmento suyo) y reciben el nombre de antigenos. En caso de ser una estructura
del propio organismo la que inicie la respuesta inmunitaria se denomina autoantigeno (Nicholson,
2016; Yatim & Lakkis, 2015).

Los receptores especificos en cuestion son el resultado de una serie de recombinaciones
genéticas producidas durante el desarrollo de los linfocitos, las cuales afectan a los segmentos
gue codifican las zonas de los receptores que identifican y se unen a los antigenos (Parkin &
Cohen, 2001). Dichos reordenamientos aleatorios en el DNA afectan a los 4 segmentos de genes
implicados en la formacion del receptor: Variable (V), Diversidad (D), Union (J) y Constante (C).

Estos genes tienen multiplicidad de regiones (por ejemplo, los linfocitos T tienen entre 25-100
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genes V, alrededor de 25 genes D y alrededor de 50 genes J) y libertad combinatoria, pudiendo
unirse cualquiera de los genes a los otros para formar la regién final VDJ (Parkin & Cohen, 2001).
Este elegante truco molecular permite a partir de un nimero finito de genes adyacentes generar
un enorme numero de receptores de antigeno, cada uno de ellos Gnico (Yatim & Lakkis, 2015).
El resultado es la produccion de mas de 102 receptores para los linfocitos T, y mas de 10
receptores para los linfocitos B. Los linfocitos B tienen mas repertorio de receptores porque
durante su activacion ocurren méas reordenamientos génicos (hipermutacion somética) (Parkin &
Cohen, 2001).

1.3.3.1 Linfocitos T

Los linfocitos T son generados como el resto de células del Sl en la médula 6sea, aunque
posteriormente migran al timo para su maduracién. Su receptor de membrana especifico es el
TCR (T-Cell Receptor), compuesto comunmente por un heterodimero de cadenas a y B (menos
del 10% de linfocitos T tienen un heterodimero de y y 8) (Parkin & Cohen, 2001).

Pese a su gran variabilidad y especificidad, los TCR no pueden reconocer a los antigenos
gue se encuentran circulando libremente por el organismo. Para que se produzca la interaccion
receptor-antigeno que dé inicio a la respuesta inmunitaria, los antigenos tienen que estar
correctamente procesados en péptidos lineales de 8-9 residuos de aminoédcidos (aa) y
presentados en unas estructuras denominadas complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
(Nicholson, 2016; Parkin & Cohen, 2001). Como ya se ha comentado previamente, en humanos
también se denomina HLA (Human Leukocyte Antigen). Existen dos tipos de MHC localizados
en lamembrana celular y que exponen los antigenos a las células del S| adaptativo, dependiendo
del correceptor del TCR con el que interaccionan.

- MHC de clase | (MHC-1): se expresa en todas las células del organismo (a excepcién de

los glébulos rojos) para que ninguna parte del cuerpo quede sin vigilancia (Nicholson,
2016). Con el MHC-I las células exponen antigenos enddgenos, es decir, una seleccién
de antigenos procesados a partir de las proteinas que producen. Con esta estrategia el
Sl distingue entre proteinas propias de células normales y proteinas de bacterias. No
solo eso; si las células han sido infectadas por un virus o se han transformado en
tumorales y estan sintetizando proteinas viricas o aberrantes, el SI también lo detecta.

- MHC de clase Il (MHC-II): para controlar la activacion de los linfocitos, su expresion esta

limitada a un grupo especializado de células con capacidad fagocitica y de presentacion
de antigenos. Este grupo de células se conoce como células presentadoras de antigenos
(APCs) e incluye a las DCs, los macréfagos y los linfocitos B. Con el MHC-II las APCs
exponen antigenos procesados a partir del material que fagocitan a lo largo del

organismo. Esto incluye tanto patégenos como células muertas del propio organismo.

Debido a que los TCR y su especificidad por los antigenos se generan de forma aleatoria,
existe la posibilidad de que se produzcan TCR poco funcionales o autorreactivos que reconozcan

autoantigenos. Por esa razon, mientras maduran en el timo, los linfocitos T son sometidos a un
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proceso de doble seleccidn. Primero sufren una seleccion positiva en la que los linfocitos cuyo
TCR tiene una unién débil o no reconoce al MHC son eliminados. Después, sufren una seleccion
negativa en la que los linfocitos cuyo TCR reconoce fuertemente al MHC presentando
autoantigenos son eliminados ya que supondrian un riesgo para el organismo. En el global de
estos dos procesos mas del 90% de los linfocitos T son eliminados a través de la apoptosis
(Nicholson, 2016), en otro ejemplo de sacrificio celular en pos de preservar mas adelante el
organismo. El resultado es una poblacion de linfocitos T que tienen potencial para reconocer
fuertemente antigenos ajenos y que no reconocen antigenos propios, con lo que pueden ser

exportados de forma segura desde el timo.

Asociado al TCR se encuentra el complejo CD3. Esta formado por 4 cadenas distintas
gue se encargan de transducir hasta el nacleo la cascada de sefiales que llevan a la activacién
y proliferacion de los linfocitos T. Entre ellas destaca CD3¢. Para que la activacién sea completa
se necesita ademas de la interaccion TCR-antigeno-MHC la sefializacion a través de
interleuquinas y de diversos correceptores. Los principales correceptores para los linfocitos T
son las moléculas de superficie CD40, CD80 y CD86 (también conocidas estas dos Ultimas como
B7-1 y B7-2), que se unen a CD40L, CD28 y CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated
Antigen-4), respectivamente (Parkin & Cohen, 2001). Sin esas sefiales adicionales la célula se

volveria anérgica o llevaria a cabo la muerte celular programada.

Si los linfocitos reciben todas las sefales, se activan y se convierten en células T
efectoras. Se distinguen dos tipos en base del correceptor que expresan para interaccionar con

el MHC y la funcién que ejercen:

- Linfocitos T citotéxicos (Tc): su correceptor para el MHC es CD8, que interacciona

Unicamente con el MHC-I. Estan implicados en la actividad antiviral y antitumoral, y su
funcién es eliminar las células que portan su antigeno especifico (Nicholson, 2016;
Parkin & Cohen, 2001). Sus mecanismos citotoxicos son similares a los descritos
anteriormente para las células NK: granulos citotéxicos que contienen perforina y
granzimas, Yy los ligandos mortales (Martinez-Lostao et al., 2015). Una subpoblacién
conocida como Treg Se encarga de regular y suprimir la respuesta inmunitaria del resto
de las poblaciones.

- Linfocitos T auxiliares (Th): en su caso el correceptor que expresan para interaccionar

con el MHC es CD4, siendo especifico del MHC-Il. Una vez activados orquestan la
respuesta inmunitaria adaptativa, reconociendo antigenos externos y activando otras
partes de la respuesta mediada por células, como los linfocitos Tc y los linfocitos B
(Nicholson, 2016; Parkin & Cohen, 2001). Se subdividen segun las citoquinas que

producen y la respuesta inmunitaria generada.
1.3.3.2 Linfocitos B

A diferencia de los linfocitos T, los linfocitos B permanecen en la médula 6sea para su
maduracion. Su receptor de membrana especifico de antigeno es el BCR (B-Cell Receptor), que
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consiste en una inmunoglobulina (Ig) unida a membrana. Las lg, también conocidas como
anticuerpos, estan formadas por la combinacion de dos cadenas pesadas iguales y dos cadenas
ligeras idénticas (Nicholson, 2016). La union de estas cadenas entre si por puentes disulfuro da
lugar a una estructura en forma de Y, tal y como se puede ver en la Figura 1.6.

Light chain

Hinge region

Disulphide bridges
(S-8)

Heavy chain —»

Glycosylation
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Figura 1.6. Estructura general de una inmunoglobulina (Ig). La molécula tipica de una Ig consiste
en cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas (H) y dos ligeras (L), unidas entre si por puentes
disulfuro (mostrados como lineas rojas). Las cadenas ligeras constan de un dominio variable (V)
y de un dominio constante (C.), mientras que las cadenas pesadas constan de un dominio
variable (Vu) y de varios dominios constates (Cn) en tandem, cuyo nimero depende de cada
isotipo. La base de las cadenas pesadas constituye el fragmento cristalizable (Fc), capaz de
interaccionar con el receptor de anticuerpos (CD16). Por su parte, los extremos donde se
emparejan los dominios V_y C. con los de la cadena pesada conforman los fragmentos de union
a antigeno (Fab). Imagen tomada de (O’Kennedy et al., 2016).

Hay diferentes clases de anticuerpos, llamadas isotipos. Segun sus cadenas pesadas
hay 5 isotipos: IgD, IgM, IgG, IgE e IgA. Cada uno de ellos puede ser a su vez isotipo A 0 K en
funcion de sus cadenas ligeras. La predominancia de cada isotipo varia segun la zona o situacion
del organismo. Las IgD son un marcador de maduracién de los linfocitos; las IgM se encuentran
principalmente intravascularmente, ademas de expresadas como BCR; las IgG son el principal
anticuerpo presente en la sangre y los tejidos; las IgE se encargan de la respuesta contra
parasitos y alérgenos y las IgA se encuentran en secreciones, proporcionando inmunidad a las

mucosas (Nicholson, 2016).

Ambos tipos de cadenas se componen de dominios estructurales globulares conectados
por uniones flexibles. Estos dominios pueden ser constantes, o en el caso de ser producto de las
recombinaciones genéticas, variables. Cada cadena pesada consta de varios dominios
constantes en tandem, cuyo nimero depende de cada isotipo, y un Unico dominio variable. Las

cadenas ligeras en cambio son mas cortas y sélo tienen un dominio de cada tipo.

La base de las cadenas pesadas constituye el fragmento cristalizable (Fc), capaz de

interaccionar con el receptor de anticuerpos (CD16). Por su parte, los extremos de la 'Y donde se
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emparejan las cadenas pesadas y ligeras son los fragmentos de union a antigeno (Fab). Los Fab
incluyen un dominio constante de cada cadena y los dominios variables de ambas. Estos Ultimos
son los que constituyen la zona de reconocimiento de los antigenos (paratopos). En caso de
aislar un Unico Fab, éste se denomina scFv (single-chain variable Fragment). Los antigenos de
los anticuerpos no requieren procesamiento previo ni molécula presentadora, ya que son
estructuras conformacionales (epitopos). Por ello la mayoria de anticuerpos reconocen de forma
libre proteinas enteras en su estado nativo (Nicholson, 2016; Parkin & Cohen, 2001).

Los linfocitos B también sufren en la médula 6sea varios procesos de seleccion para
eliminar por apoptosis aquellos linfocitos cuyo BCR reconoce autoantigenos. El BCR expresado
en membrana es una IgM, que al principio del desarrollo de los linfocitos actia como receptor de
antigeno. El BCR es capaz de inducir transduccion de sefial ademas de internalizar el antigeno
para procesarlo y presentarlo a los linfocitos T expuesto en el MHC-II. Este punto es importante
para la correcta activacion de los linfocitos B, ya que ademas de reconocer su antigeno especifico

necesitan la coestimulacion de un linfocito Th que tenga la misma especificidad de antigeno.

Cuando la activacion tiene lugar (principalmente en los nddulos linfaticos), ocurre la
hipermutacion soméatica que produce una mayor variabilidad en los anticuerpos. Aquellas células
a cuyo anticuerpo de superficie se une mas avidamente el antigeno proliferan mas
eficientemente, con lo que la respuesta madura y gana afinidad. Ademas, se produce un cambio
de isotipo y las células empiezan a secretar los anticuerpos producidos. Llegados a ese punto
los linfocitos B activados abandonan el tejido linfoide como células plasméticas, cuya funcion es

la produccién de anticuerpos.

Los anticuerpos secretados circulan por la sangre y se encuentran en érganos y fluidos
intersticiales, actuando de esa forma en sitios adonde los linfocitos T no pueden llegar. Sirven
para neutralizar toxinas, prevenir la adhesién de organismos a las mucosas y potenciar

elementos del Sl innato tales como:

- Activacién del complemento: la region Fc del anticuerpo inicia la ruta clasica,

desencadenando la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) (Parkin & Cohen,
2001).
- Opsonizacion de bacterias para su fagocitosis: los macrofagos también expresan una

variante del receptor CD16, reconociendo asi la region Fc de los anticuerpos que han
recubierto a una bacteria e induciendo su fagocitosis (Parkin & Cohen, 2001). Este
proceso se conoce como fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (ADCP).

- Induccién de la muerte de tumores y de células infectadas por virus a través de las

células NK: la interaccién del receptor CD16 con la region Fc sirve de fuerte sefial de
activacion para las células NK, que proceden a eliminar la célula marcada por el
anticuerpo mediante la ADCC (Parkin & Cohen, 2001).
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1.3.3.3 Homeostasis de la respuesta adaptativay generacion de la memoria inmunitaria

Durante la respuesta inmunitaria las distintas células implicadas, especialmente los
linfocitos, empiezan a proliferar una vez que son activadas. Cada uno de los linfocitos puede
llegar a generar una progenie de hasta 1.000 nuevas células (Parkin & Cohen, 2001). El proposito
es aumentar el nimero de defensas y conseguir una respuesta amplificada que elimine el
estimulo que la ha desencadenado. Si la respuesta no es lo suficientemente potente, la infeccién
podria llegar a matar al individuo; pero si la respuesta es demasiado fuerte, también podria
matarlo ella misma. En casos no tan extremos, una respuesta deficiente puede llevar al desarrollo
de infecciones graves o tumores, mientras que una sobreactividad puede producir alergias o

enfermedades autoinmunes.

Por lo tanto, esta respuesta tiene que alcanzar un punto intermedio apropiado,
provocando la suficiente muerte celular para manejar la infeccién o amenaza, pero no demasiada
como para comprometer al organismo atacando tejidos sanos. Ademas, una vez eliminada la
infeccion eficazmente y superada la prioridad de salvar el organismo, el exceso de células
inmunitarias generadas gastaria muchos recursos y supondria un potencial peligro si no son

eliminadas.

Por ambas razones, el Sl termina autorregulandose tras un tiempo activado tanto si ha
tenido éxito como si no (caso de las enfermedades cronificadas). La mayor parte de los linfocitos
expandidos durante la respuesta inmunitaria adaptativa son eliminados a través de la apoptosis.
Esta homeostasis se debe a que los linfocitos activados expresan los DRs, aunque inicialmente
son resistentes a la apoptosis mediada por sus ligandos. Conforme pasan ciclos de activacion
(sobreactivacion), los linfocitos se van haciendo progresivamente mas susceptibles a los ligandos
mortales expresados o secretados por muchas de las otras células inmunitarias (Martinez-
Lorenzo et al., 1998). Por otra parte, los linfocitos (y otras células que no forman parte del SI
adaptativo como las células NK) también aumentan la expresion en membrana de receptores
inhibitorios que regulan negativamente sus funciones citotdxicas (puntos de control inmunitarios,
ver apartado 1.3.6.1 y apartado 1.3.6.2). Ademas, la expansion de linfocitos reguladores
especificos del antigeno (Treg Y Breg) lleva a la secrecion de citoquinas antiinflamatorias que

limitan la respuesta inmunitaria y promueven la curacion de los tejidos (Nicholson, 2016).

Los pocos linfocitos que sobreviven se convierten en células de memoria inmunitaria, la
tltima y una de las mas significativas caracteristicas del Sl. Estas células de memoria tienen
mayor esperanza de vida, una respuesta mas rapida, mayor tasa de proliferacion y mayor acceso
a los tejidos, permaneciendo, de forma latente, preparadas para una posible reinfeccién (Yatim
& Lakkis, 2015).

En el caso de los linfocitos T de memoria, se incrementa la fraccién de poblacion que
expresa un TCR capaz de reconocer la infeccién, y algunas subpoblaciones migran a los tejidos
donde se origind la misma. Otras permanecen en los nédulos linfaticos pudiendo llegar a vivir 10

0 mas afios (Parkin & Cohen, 2001). Ademas, las células que ya han interaccionado con el
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antigeno son mas faciles de activar, responden a menores concentraciones de antigeno,

reaccionan mas rapido y tienen un tiempo de division mas corto.

En cuanto a los linfocitos B de memoria, son células plasméticas que mantienen el
potencial de desarrollar anticuerpos de alta afinidad durante muchos afos. Parte se localizan en
la médula 6sea y las mucosas, y otras se mantienen en circulacion a largo plazo (Nicholson,
2016). Ademas, todos los anticuerpos secretados y con afinidad mejorada circulan por la sangre
y se distribuyen por todo el cuerpo. La medicion de la memoria inmunitaria generalmente se

centra en la respuesta de anticuerpos (Nicholson, 2016).

Todo esto permite que cuando se produzca un segundo encuentro con el mismo antigeno
la respuesta sea mas rapida y eficaz (por ejemplo, el pico maximo de produccion de anticuerpos
se reduce de 10 a 1-3 dias), protegiendo en muchos casos al individuo de la reinfeccion y
limitando la propagacion dentro de una comunidad (Nicholson, 2016). Dicha proteccion puede
ser de plazo muy largo. Por ejemplo, en un estudio sobre las infecciones de sarampion vieron
gue la memoria inmunitaria generada decaia tan lentamente, que se habrian necesitado 300
afios para perder la mitad de ella (Nicholson, 2016). Estos beneficios de la memoria inmunitaria

son el fundamento detras de las estrategias de vacunacion.
1.3.4 Interaccidén entre el Sistema Inmunitario innato y el Sistema Inmunitario adaptativo

La respuesta inmunitaria mas deseable seria aquella que detuviese la infeccion incluso
antes de producirse. La piel y las membranas mucosas del Sl innato, como primera linea de
defensa, dificultan el aproximamiento y entrada de los microorganismos y patégenos al
organismo. En caso de tratarse de una reinfeccion, esas barreras se veran reforzadas por los
anticuerpos producto de la memoria del Sl adaptativo. Los anticuerpos pueden unirse a los
patdégenos y neutralizarlos conforme entran (por ejemplo, interrumpen la transmisién de los virus
entre células al bloquear las proteinas de superficie necesarias). Su gran sensibilidad facilita una
respuesta rapida y dirigida capaz de detener una infeccion antes de que llegue a provocar ningdn
sintoma.

Si la infeccion supera estas defensas y llega a establecerse dentro del organismo,
entonces los fagocitos del Sl innato son generalmente la primera oleada de respuesta. Activados
y reclutados por las moléculas secretadas a raiz de la deteccién de los DAMPs y PAMPSs, los
neutréfilos y macréfagos fagocitan microorganismos y los eliminan. Esta ingestién y eliminacién
es 100 veces mas eficaz silas dianas han sido previamente opsonizadas (Parkin & Cohen, 2001).
La opsonizacién puede ocurrir tanto por la presencia de anticuerpos (que inducirian la ADCP)
como por la accion del sistema del complemento, el cual esti presente actuando en paralelo.

Este ultimo también puede verse potenciado por los anticuerpos gracias a la CDC.

Si estas medidas no bastan para eliminar la infeccion, al menos frenan su propagacion
dando tiempo a la activacion del Sl adaptativo. De hecho, algunas infecciones como las causadas
por Mycobacterium tuberculosis y Legionella pneumophila son capaces de escapar del Sl innato

resistiendo los mecanismos citotdxicos intracelulares de los fagocitos (Nicholson, 2016). Para
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poder eliminarlas es precisa la participacion del S| adaptativo para que los linfocitos T reconozcan
las sefales de la infeccion a través del MHC-.

Si el S| adaptativo entra en juego es en realidad debido a que, a la par de neutrdéfilos y
macroéfagos, hay otras células fagociticas del Sl innato actuando, las APC. Estas células,
principalmente las DCs, fagocitan a los patégenos o a los restos que quedan de ellos y producen
antigenos que presentan asociados tanto al MHC-I como al MHC-II. De esa forma se aseguran
que cualquier péptido extrafio sea presentado a los linfocitos. Para que el encuentro que produce
la activacion no quede al azar, las DCs migran a través de los vasos linfaticos hasta los nédulos
linfaticos, donde se encuentran los linfocitos T y B que no estan circulando en la sangre (Yatim
& Lakkis, 2015). También hay linfocitos B presentes en el bazo, al que las DCs y los antigenos
libres llegan a través de la sangre (Nicholson, 2016; Parkin & Cohen, 2001). A raiz de ese
encuentro, las DCs proporcionan las sefiales de activacién y coestimulacion que requieren los
linfocitos Th. Estos subsecuentemente aportan las sefiales adicionales que requieren los
linfocitos Tc y B para garantizar su completa proliferacion y diferenciacion, tras lo cual llevan a
cabo sus funciones (eliminacion de los patdgenos y produccién de anticuerpos, respectivamente)
y generan la memoria inmunitaria. No sélo eso, los linfocitos Th también estimulan al Sl innato a
través de la produccion de diversas citoquinas, como por ejemplo IFNy, que activa la eliminacion

intracelular de los macréfagos e induce la citotoxicidad de las células NK (Parkin & Cohen, 2001).

Por su parte, las células NK del Sl innato estan continuamente controlando que todos los
tejidos expresen el MHC-I, ya que la estrategia de algunas infecciones o células tumorales es
inhibir su expresion para escapar del S| adaptativo. En caso de encontrar células sin MHC-I, las
células NK se activan y las eliminan mediante rapidas respuestas inmunitarias en ausencia de
presentacion de antigenos y de anticuerpos (Y. Zhu et al., 2016). Ademas, en presencia de
anticuerpos son capaces de eliminar la correspondiente diana mediante la ADCC.
Adicionalmente, las células NK también producen citoquinas pleiotrépicas como IFNy, el cual

activa y conecta las respuestas innatas y adaptativas (Dunn et al., 2006; Sportoletti et al., 2021).

Por ultimo, el S| se autoregulara para inhibir la actividad inmunitaria y eliminar el exceso
de células producidas. Solamente quedara un pequefio remanente de células de memoria

preparadas ante una posible reinfeccién.
1.3.5 El Sistema Inmunitario y la muerte celular

El SI responde de manera distinta a las células en funcién de qué tipo de muerte han
sufrido. Puede permanecer inalterado como en el caso de la apoptosis, que en condiciones
normales se considera un proceso silencioso a nivel inmunitario. La razon es que a pesar de las
alteraciones que sufre la membrana plasmatica durante el proceso, ésta mantiene su integridad.
Esto, sumado a la rapida eliminacion de las células apoptéticas por los fagocitos permite que el
proceso se realice sin inflamacién o minimizando la activacién del SI (D. Tang et al., 2019; R. C.
Taylor et al., 2008). Teniendo en cuenta la desorbitada cantidad de células del organismo que

mueren por apoptosis (se estima que un millén por segundo (Ichim & Tait, 2016)) y el coste de

37



Introduccion

iniciar una respuesta inmunitaria, esto es de gran relevancia. No interesa que el Sl reaccione a
todas esas muertes, no solo por el gasto de recursos sino también por las posibles
consecuencias que esas respuestas pudieran tener sobre los tejidos sanos. Ademas, varios de
los mecanismos de las células del S| terminan induciendo apoptosis en sus células diana, por lo

gue su propia accion generaria bucles de respuestas.

Respecto a los fagocitos que eliminan a las células apoptoticas, es llamativo su papel
en el proceso ya que normalmente estan implicados en eventos de reconocimiento y eliminacion
de lo extrafo (R. C. Taylor et al., 2008). Ademas, pueden llevar a cabo presentacion cruzada de
péptidos de las células apoptoticas: los péptidos antigénicos producidos a partir de las células
apoptoticas fagocitadas pueden entrar en la ruta de presentacion del MHC-I (R. C. Taylor et al.,
2008).

En cambio, otros tipos de muerte celular tienen la capacidad de activar al Sl, o, dicho de
otra manera, tienen potencial inmunogénico. La muerte celular inmunogénica es un concepto
originado en 2005 segln el cual la muerte celular inducida por determinados estimulos puede
alertar al SI generando inmunidad contra los antigenos de las células muertas (D. Tang et al.,
2019). Se caracteriza por la liberacién al medio extracelular o la exposicion en la superficie celular
de diferentes DAMPs que inician una respuesta inmunitaria (por ejemplo, moléculas como la
calreticulina, el ATP y HMGBJ1). Aqui las DCs ejercen una actividad esencial en la presentacion
cruzada via MHC-I de antigenos exdgenos que han capturado previamente a partir de los restos
celulares implicados (Jaime-Séanchez et al., 2020; Minute et al., 2020).

Las células muertas accidentalmente por necrosis (ya sea por un trauma o una infeccion)
desencadenan casi invariablemente una inflamacion via neutréfilos, macréfagos y otras células
del Sl innato. Esto es debido a que al perder la integridad de membrana se produce la liberacién
de DAMPs al espacio extracelular que estimulan uno o mas PRRs en los macréfagos, DCs y
células NK. Las DCs adquieren antigenos para presentar y activar a los linfocitos T que inician
respuestas inmunitarias mayores. La presencia de células necréticas en un tejido es interpretada
frecuentemente como algo peligroso por parte del Sl, y la respuesta generada puede llevar a una

mayor muerte celular (R. C. Taylor et al., 2008).

De manera similar, la necroptosis, piroptosis y ferroptosis al ser de caracter litico estan
entre las modalidades inmunogénicas de la muerte celular programada (Jaime-Sanchez et al.,

2020). De hecho, sus funciones conocidas se encuentran vinculadas con el Sl:

- Necroptosis: su principal papel fisioldgico parece ser el control de infecciones durante la
respuesta innata del Sl. Es un mecanismo de refuerzo de la apoptosis, creando un
robusto componente proinflamatorio que alerte al SI. También tiene un papel controlando
la homeostasis de los linfocitos Tc (de Miguel et al., 2022).

- Piroptosis: esta ruta esta conectada con la muerte celular activada en macréfagos y
células epiteliales como mecanismo protector del anfitrion contra infecciones bacterianas

intracelulares (de Miguel et al., 2022).
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- Ferroptosis: se ha descrito que los linfocitos Tc CD8* inducen ferroptosis en células
tumorales durante el tratamiento con inhibidores de los puntos de control inmunitarios
(ver apartado 1.3.6.1 y apartado 1.3.6.2). En dichos casos la peroxidacion fue mediada

aparentemente por el IFNy secretado por los linfocitos Tc (de Miguel et al., 2022).

La conexion entre estos tipos de muerte celular inmunogénica con la apoptosis (ver
apartado 1.2.1) y el Sl podria explicarse nuevamente desde un punto de vista evolutivo. Cuando
se produce la infecciébn de un patégeno, las defensas inicialmente activarian la apoptosis
dependiente de caspasas. Su activacién completa y exitosa eliminaria el foco infeccioso y
ademas inhibiria la induccion de las modalidades inflamatorias de la necroptosis y piroptosis. Sin
embargo, en situaciones en las que los patdégenos o tumores hayan desarrollado formas de
bloguear o inactivar la primera linea de defensa para permitir la supervivencia, la necroptosis y/o
piroptosis se activarian en funcién del contexto celular, dando pie a una inflamacién capaz de
iniciar una respuesta inmunitaria. Actuarian asi como un mecanismo protector, desarrollado por
los organismos pluricelulares como producto de millones de afios de co-evolucién con patdgenos

gue han evolucionado para evadir los mecanismos de muerte celular (de Miguel et al., 2022).
1.3.6 El Sistema Inmunitario y el cancer

Una vez vistas sus caracteristicas, queda claro que el S| es muy sofisticado. Tanto, que
a veces hasta es un problema. Es el caso de los trasplantes de érganos. Salvo que el érgano
transplantado tenga un perfil genético muy parecido al original, el S| adaptativo lo reconocera
como extrafio, lo atacara y se producird un rechazo, aunque eso comprometa la vida del
organismo (Yatim & Lakkis, 2015).

A pesar de ello, el funcionamiento del Sl no es perfecto. Una prueba es que el cancer se
desarrolla porque el tumor termina escapando de la vigilancia de las células del Sl (células NK y
linfocitos). De hecho, en algunos casos se aprovecha de los mecanismos de autoregulacion del
S| para su propio beneficio. No obstante, la evasion no es inmediata, sino algo progresivo

resultado de la variacién de la capacidad inmunogénica del tumor (O’'Donnell et al., 2019).
1.3.6.1 Inmunoedicion del cancer

El proceso por el cual el SI puede tanto frenar como promover el desarrollo tumoral se
denomina inmunoedicion del cancer. En su forma mas compleja consta de 3 fases: eliminacion,
equilibrio y escape (ver Figura 1.7) (Mittal et al., 2014; O’'Donnell et al., 2019):

- Eliminacion: durante la fase de eliminacién, el Sl innato y el S| adaptativo cooperan en
reconocer y eliminar las células transformadas que han escapado de los mecanismos
celulares intrinsecos de control y supresién tumoral (reparacion genética, apoptosis,
etc.). Por ejemplo, si las células transformadas dafan los tejidos liberando DAMPS, esto
reclutara células del Sl y se podra iniciar una respuesta. Por su parte, las células NK
eliminan a las células transformadas que han perdido la expresion del MHC-I o que

expresan ligandos de estrés a raiz de su transformacién. En cuanto a los linfocitos,
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Non-

tissue

malignant Interferons, IL-12,

también podran reconocerlas y eliminarlas si las células transformadas expresan
antigenos especificos de tumor contra los que no se ha producido tolerancia inmunitaria
(por ejemplo, neoantigenos producto de proteinas aberrantes por la traduccion de genes
con mutaciones sométicas debido a carcindgenos o defectos de reparacion) (Mittal et al.,
2014; O’Donnell et al., 2019). Si la destruccién de las células tumorales es completa,
eliminando el tumor sin que sea clinicamente detectable, ésta es la Unica fase.
Equilibrio: sin embargo, hay ocasiones que la eliminacidon no es completa. Esto ocurre
debido a que la presion constante del S| adaptativo junto a la inestabilidad genética de
las células tumorales puede seleccionar determinados subclones tumorales con una
capacidad inmunogénica reducida. De esa forma se evaden del reconocimiento y
destruccion del Sl, sobreviviendo a la primera fase y entrando en la fase de equilibrio.
En este punto, aunque el Sl no haya podido eliminarlas, todavia es capaz de controlar el
crecimiento de la red tumoral, viéndose éste limitado o incluso estancado durante un
periodo de tiempo indefinido, que puede llegar a ser de afios (Mittal et al., 2014;
O’Donnell et al., 2019).

Escape: no obstante, durante la fase de equilibrio el Sl sigue ejerciendo su presion y en
consecuencia puede seguir inmunoeditando el tumor. En el momento en el que las
modificaciones adquiridas por el tumor permiten que su crecimiento ya no esté
restringido, entra en la fase de escape. A partir de este punto el tumor empezara a
proliferar de forma descontrolada y la enfermedad se convertird en evidente desde el
punto de vista clinico (Mittal et al., 2014; O’Donnell et al., 2019). De hecho, cuando se

detecta el tumor clinicamente significa que ya se han superado las fases de eliminacién
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Figura 1.7. Fases de la inmunoedicién del cancer. a) Durante la fase de eliminacién el Sl innato

y el Sl adaptativo cooperan para reconocer las células que han sido capaces de evadir los

mecanismos intrinsecos supresores de tumores y eliminarlos. b) Los tumores que sobreviven a

la fase de eliminacién progresan a la fase de equilibrio, durante la cual su crecimiento esta

limitado y su inmunogenicidad es editada por el S| adaptativo. c) Los tumores editados logran

pasar a la fase de escape, donde su crecimiento deja de estar restringido (principalmente por la

activacion de rutas inmunosupresoras). Los tumores que escapan son aquellos clinicamente

detectables y visibles. Imagen modificada de (O’Donnell et al., 2019).
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Alolargo de estas fases la capacidad inmunogénica del tumor es editada continuamente,
y existe la posibilidad y el riesgo de que se adquieran mecanismos inmunosupresores que
permitan el progreso de la enfermedad (O’Donnell et al., 2019). Entre dichos mecanismos de

escape se pueden describir:

- Menor expresién del MHC-I: al reducirse su expresién hay menos presentacion de

antigenos y se disminuye la posibilidad de que los linfocitos reconozcan al tumor y lo
ataquen. Una de las posibles formas por las que se regula negativamente su expresion
es a través de la insensibilizacion al IFNy secretado por los linfocitos T y las células NK
(O’Donnell et al., 2019; J. S. Weber & Rosenberg, 1988). Ademas, si se pierde su
expresion de manera parcial pero no total, se impide que las células NK ataquen al tumor
(Watson et al., 2006).

- Menor expresion de ligandos y receptores activadores de las células NK: de forma similar

a lo que ocurre con el MHC-I y los linfocitos, también puede verse reducida la expresion
de elementos como MIC-A, MIC-B o ULBP1, por ejemplo. Esto afecta negativamente a
la activacion de las células NK (Schmiedel & Mandelboim, 2018).

- Alteracion de las rutas de apoptosis: por un lado, esta descrito que pueden expresarse

en los tumores variantes truncadas de los DRs, lo cual imposibilita que se transduzca la
sefial apoptotica (Vesely et al., 2011). Por otra parte, es muy frecuente que se produzca
un aumento de la expresion de las proteinas antiapoptéticas, dificultando a varios niveles
el curso de la apoptosis. De todas las proteinas antiapoptéticas, las que mas se
sobreexpresan habitualmente son c-FLIP en la ruta extrinseca (Y. Kim et al., 2002), Bcl-
xL, Bcl-2 o Mcl-1 en la ruta intrinseca (Hata et al., 2015) y XIAP en ambas rutas
(Krajewska et al., 2003). Con respecto a la ruta intrinseca, también es tipico la regulacién
negativa o inactivacion de las proteinas proapoptoéticas incluyendo Bim, Bid, Bad, Noxa,
PUMA y Hrk, o de las proteinas formadoras de poro Bax y Bak (Carneiro & El-Deiry,
2020; Singh et al., 2019).

- Refuerzo de los puntos de control inmunitario: estos puntos son receptores expresados

en las células inmunitarias que producen su agotamiento al interaccionar con sus
respectivos ligandos. El agotamiento se entiende como un estado potencialmente
permanente de disfuncion caracterizado por la ausencia o reduccién de la funcién
efectora de la célula y la inhibicién de su proliferacion. Estas interacciones permiten
prevenir fisiol6gicamente una reaccion excesiva del Sl y evitar dafiar al tejido normal,
manteniendo la homeostasis inmunitaria durante las respuestas antimicrobianas o
antiviricas, asi como limitando la extension de la inflamacion autoinmune (Cai et al.,
2021; Johnson et al., 2022). No obstante, este mecanismo de control puede ser
explotado por las células tumorales para mantener la tolerancia inmunitaria. Al expresar
o imitar los ligandos de los puntos de control inmunitario inhiben a las células inmunitarias
y evaden la inmunovigilancia. Los principales puntos de control son PD-1 (Programmed
cell Death protein 1) y su ligando PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), CTLA-4, TIM-3
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y LAG-3. Son particularmente relevantes en los linfocitos T, aunque pueden afectar a
otras células del SI como las células NK (Cai et al., 2021; Johnson et al., 2022).

El inmunoeditado ocurre originalmente durante la progresion natural del tumor, pero
vuelve a producirse en respuesta a determinados tratamientos, ya que se terminan
seleccionando subclones que causan la resistencia (O’Donnell et al., 2019). Estos mecanismos
de resistencia a las terapias parecen solapar con los que usan los canceres conforme van

sufriendo la inmunoedicién para evadir la deteccién del SI (O’Donnell et al., 2019).

Ademas de lo previamente mencionado, las propias células tumorales pueden crear
progresivamente un microambiente tumoral inmunosupresor en funcidon de como van modelando
las células de su entorno y del reclutamiento de células del Sl favorables a su crecimiento. Entre
esas células inmunitarias se encuentran los linfocitos Treg, neutréfilos asociados al tumor,
macroéfagos asociados al tumor (cambian su perfil de secrecién de M1, proinflamatorio, a M2 que
favorece la regeneracion de tejidos y del tumor) y células supresoras derivadas de mieloides
(MDSCs) que promueven la angiogénesis. Todas estas células en su conjunto influyen
negativamente en la respuesta inmunitaria contra el tumor (Hui & Chen, 2015; Janssen et al.,
2017; O’Donnell et al., 2019). Entre los mecanismos que generan dicho microambiente tumoral
se encuentran la hipoxia y la produccion de metabolitos solubles por parte de las células

tumorales que alteran al resto de células (O’'Donnell et al., 2019).
1.3.6.2 Inmunoterapia del cancer

Dado que el Sl del organismo queda comprometido conforme se va desarrollando el
tumor, se han ideado estrategias para mejorarlo o reponerlo y asi recuperar una actividad
antitumoral adecuada que permita frenarlo o eliminarlo. Este tipo de tratamiento se conoce como

inmunoterapia del cancer y suele centrarse en potenciar la respuesta inmunitaria adaptativa.

La inmunoterapia es un campo en auge y continua evolucién. Durante los Ultimos afios
ha ganado mucha repercusion y notoriedad en los medios de comunicacion gracias a que ha
demostrado buenos resultados en multitud de ensayos clinicos en pacientes con distintos tipos
de cancer. De hecho, fue seleccionada en el afio 2013 por la revista Science como el “Avance
del afo” (H. Zhang & Chen, 2018). Aunque esto pueda hacer creer que se trata de una técnica
novedosa, en realidad el concepto de inmunoterapia se origind en la década de 1890 cuando
William B.Coley inyectd bacterias en tumores (Coley, 1893). Dentro de la inmunoterapia, existen

varias modalidades distintas en funcion del enfoque con el que aborden la reactivacién del Sl:

- Uso de anticuerpos monoclonales (mAbs) contra dianas tumorales: tal y como se ha

descrito anteriormente, los anticuerpos tienen un papel potenciador sobre el sistema del
complemento (CDC), las células NK (ADCC) y los macréfagos (ADCP). Al utilizar mAbs
disefiados contra marcadores o0 antigenos tumorales, se consigue reorientar dichos
elementos del Sl innato para que reconozcan y eliminen las células tumorales que los
expresen. Este tipo de inmunoterapia se ha convertido en clave para el éxito del

tratamiento de muchos cénceres. El principal ejemplo es rituximab, un anticuerpo

42



Introduccion

quimérico anti-CD20. Fue el primero utilizado en la clinica y supuso un éxito y una
revolucion en el tratamiento de varias neoplasias de linfocitos B como el linfoma folicular
o el linfoma no-Hodgkin (Frerichs et al., 2018; Maloney, 2003; W. Wang, 2015). Hoy en
dia existe una amplia lista de mAbs aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) y utilizados en clinica contra distintos canceres, como por ejemplo
cetuximab (cancer colorrectal), pertuzumab y tastuzumab (cancer de mama),
dinatuximab (neuroblastoma) y daratumumab (mieloma mdltiple, MM) (Zahavi & Weiner,
2020). También se pueden usar mAbs indirectamente para que reconozcan y bloqueen
ILs o factores de crecimiento solubles necesarios para el tumor (Zahavi & Weiner, 2020).

Inhibidores de los puntos de control inmunitarios: para evitar que el tumor regule

negativamente la actividad de las células del Sl a través de los puntos de control
inmunitarios, se han desarrollado diversos inhibidores. En general, se tratan de mAbs
disefiados contra los ligandos de las células tumorales o contra los receptores de las
células del S| que forman parte de estos puntos de control. A diferencia de los
anticuerpos del apartado anterior que buscan eliminar las células diana, estos
anticuerpos persiguen bloguear la interaccion entre ambos elementos del punto de
control inmunitario. Por ejemplo, ipillumab y tremelimumab son anticuerpos anti-
CTLA-4 que al interaccionar con él impiden su unién con CD80/CD86; y pembrolizumab
y nivolumab son anticuerpos anti-PD-1 que al unirse a él bloquean su unién con PD-L1.
También existen anticuerpos anti-PD-L1 como atelizumab y avelumab (Webb et al.,
2019; Zahavi & Weiner, 2020). Ante el éxito de este tipo de inmunoterapia (sobre todo
en cancer de pulmén y melanomas avanzados), Tasuku Honjo y Jim Allison recibieron
el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina del afio 2018 por su investigacién sobre
PD-1/PD-L1 y CTLA-4 respectivamente.

Factores inmunomoduladores: tanto las citoquinas como otras moléculas pueden

estimular o inhibir la actividad de diferentes componentes del Sl. Entre ellas, el uso de
IL-2 est& aprobado en distintos tipos de cancer (melanoma avanzado y cancer renal
metastasico). El IFN-y también estd aprobado, aunque en este caso para la
tricoleucemia. Otras citoquinas como IL-12 o IL-15 contindan siendo evaluadas en la
clinica. A diferencia de los tipos de inmunoterapia descritos previamente, en este caso
los resultados no han sido tan positivos o incluso han sido indeseados. Esto se debe a
que no siempre se alcanzan las concentraciones adecuadas en el microambiente
tumoral. Ademas, al tratarse en muchos casos de moléculas pleiotropicas con efecto
sobre muchos tipos celulares, pueden generar efectos secundarios. Por todo ello se est4
investigando combinarlas con otras modalidades de terapia anti-tumoral (Waldmann,
2018).

Vacunas terapéuticas: aparte de las vacunas existentes para prevenir canceres

inducidos por infecciones viricas (virus oncogénicos como el virus del papiloma humano
o el virus de la hepatitis B), se esta investigando inyectar vacunas que contengan

antigenos tumorales adyuvantes que generen una respuesta inmunitaria antitumoral.
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Muchos de los antigenos tumorales seleccionados consisten en péptidos derivados de
proteinas que pueden estar presentes en las células sanas, pero que se sobreexpresan
en las células tumorales. Se han llevado a cabo varios ensayos clinicos durante las dos
tltimas décadas, aunque por el momento sin demasiado éxito (Finn, 2018).

- Terapia celular adoptiva: debido a la relevancia que tiene esta estrategia en esta tesis

doctoral, se le dedica una seccién entera (ver apartado 1.3.6.2.1)
1.3.6.2.1 Terapia celular adoptiva

Este tipo de terapia consiste en aislar células del Sl del paciente o de donantes sanos
para estimularlas y expandirlas ex vivo. De esta forma se consigue activar las células inmunitarias
y que tengan mas capacidad de atacar al tumor cuando se reinyecten en el paciente. Puede

realizarse con:

- Linfocitos T: del paciente infiltrados en el tumor, expandiéndolos in vitro y reinyectandolos
después (Rosenberg et al., 1986).

- Células NK: en este caso alogénicas (es decir, de un donante), para que su accion no
se vea contrarrestada por el HLA-I del tumor del paciente (Morvan & Lanier, 2016).
Pueden aislarse a partir de sangre periférica o de sangre de cordén umbilical (Calvo et
al., 2020; Pittari et al.,, 2017; Reina-Ortiz et al.,, 2020) y después ser activadas y
expandidas mas de 1.500 veces (en promedio) in vitro (Pittari et al., 2017; Sanchez-
Martinez et al., 2018; Sanchez-Martinez et al., 2016). La inmunoterapia basada en
células NK es una aproximacion terapéutica prometedora, ya que se consiguen potentes
respuestas antitumorales de forma selectiva respetando a lavez alas células sanas. Aun
asi, el microambiente tumoral representa un potencial obstaculo ya que contribuye a la

adquisicion de resistencia a las terapias (Mahaweni et al., 2018).

Inicialmente, la terapia celular adoptiva se realizaba directamente con las células
extraidas del propio paciente, una vez activadas y expandidas. Actualmente ha evolucionado y
por ingenieria genética se modifican las células para que expresen un receptor de antigeno
guimérico (CAR) (Koéhler et al., 2018).

Los CAR son receptores sintéticos capaces de reconocer antigenos e inducir la
activacion de las células inmunitarias que los expresan. Consisten en proteinas de fusiéon que
comprenden un dominio extracelular de unién a antigeno (generalmente un scFv), un dominio
espaciador, un dominio transmembrana y uno o0 mas dominios intracelulares (An et al., 2018; N.
Kim et al., 2019; Kohler et al., 2018; Lee et al., 2012; Sadelain et al., 2013). El nimero y tipo de
dominios intracelulares varia en funcion de la generacion a la que corresponda el CAR (Figura
1.8).
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Figura 1.8. Estructura de las 3 primeras generaciones de un receptor de antigeno quimerico
(CAR). Las distintas generaciones de CAR parten de la misma base de un dominio extracelular
con el scFv (single-chain variable Fragment) especifico de antigeno, un dominio espaciador
(hinge), un dominio transmembrana y una parte intracelular encargada de transducir la sefial de
activacion. El numero de dominios intracelulares ha ido aumentado desde tener sélo el dominio
de sefalizacién de CD3{ a que éste esté acomparnado por uno o varios dominios coestimuladores
como CD28, 4-1BB u OX040. Imagen modificada de (Rallis et al., 2021).

Los CAR de primera generacién Unicamente poseen el dominio de sefializacion de CD3C.
Este dominio esta presente en todos los tipos de CAR, ya que es esencial para que se transduzca
la sefial de activacién una vez se ha unido el CAR a su antigeno. Los CAR de segunda
generacion incorporan otro dominio intracelular coestimulador, derivado de proteinas tales como
CD28 0 4-1BB, y los CAR de tercera generacién incluyen los tres dominios intracelulares (An et
al., 2018; Jayaraman et al., 2020; Kohler et al., 2018; Lee et al., 2012; Rallis et al., 2021). Tras
tres décadas de desarrollo, los CAR son un campo en el que se sigue innovando y siguen
produciéndose nuevas generaciones basadas en cambios tanto en los dominios extracelulares

como en los intracelulares.

Los CAR fueron desarrollados originalmente en los linfocitos T (CAR-T) para redirigir su
especificidad contra antigenos de superficie expresados en la superficie de las células tumorales
diana. Gracias al reconocimiento a través de un receptor artificial la activacion de los CAR-T es
independiente de la molécula MHC/HLA, solventando asi una de las principales limitaciones de
los linfocitos T (Eshhar et al., 1993; Friedmann-Morvinski et al., 2005; Gross et al., 1989; N. Kim
et al., 2019; Koéhler et al., 2018; Pule et al., 2003).

Esto les convierte en una estrategia prometedora contra muchos céanceres (An et al.,
2018; N. Kim et al., 2019). De hecho, los impresionantes resultados de un CAR-T anti-CD19 en
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neoplasias de linfocitos B fueron un hito en la historia de la inmunoterapia contra el cancer
(Brentjens et al., 2013; Grupp et al., 2013; Jackson et al., 2016; Kochenderfer et al., 2010; Maude
et al., 2014; Porter et al., 2011; Turtle et al., 2016). Sin embargo, a pesar de su tremenda eficacia,
los CAR-T presentan una serie de problemas tales como toxicidad, sindrome de liberacion de
citoquinas, aplasia medular prolongada, enfermedad de injerto contra huésped y dafios celulares
colaterales (en tejidos sanos que expresen el mismo antigeno) (Pittari et al., 2017). Por eso, uno
de los primeros desafios en el desarrollo de un CAR-T efectivo y seguro es identificar un antigeno
que esté expresado uniformemente en las células tumorales y ausente o expresado en niveles

significativamente inferiores en tejidos normales (Kohler et al., 2018).

De todas formas, se ha postulado que varios de estos problemas podrian solucionarse
modificando y expresando los CAR en células NK. Las células CAR-NK presentan potenciales
ventajas, como por ejemplo no tener excesivas toxicidades (Pittari et al., 2017), ni producir
enfermedad de injerto contra huésped, y tener menos costes (H. Klingemann et al., 2016). Ya se
han disefiado diversas células CAR-NK y se estan evaluando en ensayos clinicos (Albinger et
al., 2021). Aun asi, todavia quedan varias etapas para optimizar su paso a la clinica. En

particular, la eleccién de la fuente mas 6ptima de células NK.

Este es un problema comun con las terapias adoptivas con células NK normales. Al ser
una poblacidén tan minoritaria en sangre y con bastantes requisitos para activarse y expandirse,
resulta dificil obtener grandes cantidades de ellas para los tratamientos in vivo, sobre todo si se
plantea su uso a gran escala. Todo ello, junto con el hecho de que el genotipo de cada individuo
afecta a la funcionalidad de sus células NK, provoca una gran variabilidad en los resultados
dependiendo del donante que se utilice para su activacion y expansién. Las lineas inmortalizadas
de células NK, como las células NK-92, son una fuente mas estable, independiente de donante
y pueden ser eficientemente transfectadas y expandidas (H. Klingemann et al., 2016; Pittari et
al., 2017; Suck et al., 2016).

1.3.6.2.1.1 Linea celular NK-92

La linea celular NK-92 fue establecida en 1992 a partir de células de sangre periférica
de un paciente de 50 afios diagnosticado con un linfoma no-Hodgkin de células NK. Estas células
crecen formando agregados esferoides en suspensién y al ser de origen tumoral su capacidad
de expansioén es casi ilimitada (Gong et al., 1994; Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016;
Williams et al., 2017; Yan et al., 1998).

Aun asi, su crecimiento y también sus funciones citotoxicas son dependientes de la
presencia de IL-2 exdgena. Su privacion conduce a la pérdida de citotoxicidad a las 24 horas y a
la muerte de estas células a las 72 horas. Una dosis minima de 10 Unidades Internacionales
(Ul/ml de IL-2 humana recombinante es suficiente para mantener la proliferacion, aunque
comunmente se mantienen a 100 Ul/ml para asegurar una alta actividad citotoxica (Gong et al.,
1994; Maki et al., 2001; Suck et al., 2016; Williams et al., 2017; Yan et al., 1998).
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De su inmunofenotipo destaca que son CD3", CD56""9" y CD16", por lo que no son
capaces de mediar una respuesta ADCC (Gong et al., 1994; H. Klingemann et al., 2016; Maki et
al., 2001; Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016; Williams et al., 2017; Yan et al., 1998). Este
fenotipo es tipico de un subconjunto de células NK de la sangre periférica con funciones
inmunomoduladoras. A pesar de ello, las células NK-92 son altamente citotoxicas, por lo que se
cree que estas células derivan de un progenitor temprano indiferenciado de las células NK (Suck
et al.,, 2016). Expresan en gran cantidad las moléculas de las rutas citotéxicas, tales como
perforina y granzima B (Maki et al., 2001; Suck et al., 2016), mientras que la expresion de otras
moléculas como los ligandos mortales no esta tan clara (lannello et al., 2009; Maki et al., 2001;
Song et al., 2016; Yu et al., 2009).

De forma similar a las células CD56"9", |as células NK-92 carecen de casi todos los
receptores de la familia KIR y por lo tanto apenas tienen receptores inhibitorios (Maki et al., 2001;
Suck et al., 2016; Williams et al., 2017). Los Unicos que expresan son KIR2DL4 (CD158d) y las
moléculas NKG2A y NKG2B, todos ellos receptores de moléculas de HLA no clasicas (Maki et
al., 2001; Suck et al., 2016). En cambio, tienen un alto nimero de receptores activadores
incluyendo NKp46, NKp30, NKG2D, NKG2E, DNAM-1y 2B4 (Maki et al., 2001; Suck et al., 2016).
Por dltimo, también tienen una elevada expresion de moléculas ICAM (Intercellular Adhesion
Molecules), implicadas en la adhesion a sus dianas (Maki et al., 2001). La combinacién de los
niveles de expresion de las moléculas de adhesion y de los receptores activadores, asi como la
falta de receptores inhibitorios produce que las células NK-92 estén activadas constitutivamente
(H. Klingemann et al., 2016; Shimasaki et al., 2020; Williams et al., 2017). Esto explica su alta
citotoxicidad y que sean altamente efectivas contra un amplio espectro de dianas tumorales
(tanto tumores primarios como lineas establecidas), que incluye leucemias, leucemias mieloides
agudas, linfomas, el mieloma multiple y tumores sélidos como el cancer de prostata, el cancer
de mama, el neuroblastoma y el glioblastoma (Gong et al., 1994; H. Klingemann et al., 2016;
Suck et al., 2016; Yan et al., 1998).

En general, las células NK-92 tienen caracteristicas funcionales y fenotipicas similares a
las células NK humanas activadas o a las células NK primarias (Gong et al., 1994; Maki et al.,
2001; Shimasaki et al., 2020; Yan et al., 1998; Yu et al., 2009). No obstante, su alta actividad
citotdxica resulta superior a ellas (a ratios iguales de células efector-diana, las células NK-92
matan mas de 20 veces mas rapido que las células NK primarias recién aisladas (Y. Zhu et al.,
2016)). Otro aspecto destacable de su fuerte actividad citotdxica es que es robusta y universal
(H. Klingemann et al., 2016). De hecho, es la Unica de las siete lineas de células NK conocidas
(NK-92, NK-YS, KHYG-1, NKL, NKG, SNK-6 e IMC-1) que han mostrado alta citotoxicidad
antitumoral de forma consistente y reproducible (H. Klingemann et al., 2016).

La suma de estos factores hace que las células NK-92 sean interesantes como modelo
de investigacion. Ademas, presentan ventajas en comparacion con otras terapias como las
células NK autélogas o las células CAR-T: estan constitutivamente activadas, no tienen ni

limitaciones de expansion ni variaciones especificas de los donantes (Williams et al., 2017), no
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producen enfermedad de injerto contra huésped, y su manipulacion es mas sencilla (no necesitan
células estimuladoras) y sobre todo, méas barata (unas diez veces menos de coste de preparacion
y administracion que los CAR-T) (H. Klingemann et al., 2016; Suck et al., 2016). Todo esto en
conjunto hace que tengan un gran potencial para la inmunoterapia adoptiva por generar grandes
cantidades de células efectoras con elevada citotoxicidad potencial para su uso en clinica (Maki
et al., 2001; Suck et al., 2016; Yan et al., 1998).

Aunque administrar células de origen maligno a los pacientes de cancer pueda parecer
contradictorio, existen muchas evidencias que indican que es un proceso seguro. Entre ellas hay
un gran namero de ensayos en ratones inmunocomprometidos SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) con tumores xenotransplantados en los que las células NK-92 no s6lo los
eliminan y prolongan la supervivencia de los ratones, sino que ellas tampoco resultan
tumorigénicas (Chu, Deng, et al., 2014; Suck et al., 2016; Tam et al., 1999; Yan et al., 1998; G.
Zhang et al., 2013). En otros estudios se ha comprobado la ausencia de toxicidad contra células
sanas, como células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) o células hematopoyéticas
de sangre periférica, y la ausencia de riesgo de que se produzcan complicaciones de injerto
contra tejido (H. G. Klingemann, 2013; Suck et al., 2016).

A raiz de estos resultados preclinicos, a partir del afio 2001 las células NK-92 han sido
utilizadas en varios ensayos clinicos (NCT00900809, NCT00990717, NCT02727803) (Reina-
Ortiz et al., 2022; Suck et al., 2016). Los ensayos de fase | (NCT00900809 y NCT00990717) se
completaron demostrando seguridad y una expansion a gran escala de las células NK-92
(H. Klingemann et al., 2016; Swift et al., 2012). Ademas, se observaron beneficios clinicos tales
como una mayor citotoxicidad que terapias con células NK primarias autdlogas y alogénicas

(Swift et al., 2012) y efectos secundarios minimos (H. Klingemann et al., 2016).

En todos estos ensayos, a pesar de la seguridad que mostraron preclinicamente, las
células NK-92 fueron administradas por infusién sanguinea habiendo sido previamente
irradiadas. De esa forma se previene su proliferacion in vivo dentro del paciente, a la par que se
mantiene su capacidad citotéxica (H. Klingemann et al., 2016; Suck et al., 2016). Aunque in vitro
y preclinicamente se han probado distintas dosis de irradiacién (H. Klingemann et al., 2016; Liu
et al., 2020; Yan et al., 1998), en los ensayos clinicos se han utilizado irradiadas a 10 Gy (X.
Tang et al., 2018; Williams et al., 2017). Por ejemplo, en el ensayo NCT00990717 las células
NK-92 irradiadas a 10 Gy se administraron a dosis muy altas en pacientes que habian sufrido
recaidas de canceres hematolégicos (entre los que habia MM) produciendo toxicidades minimas
(Williams et al., 2017). La conclusion de dicho ensayo fue que la terapia a altas dosis de células
NK-92 es segura y muestra algunas evidencias de eficacia en dichos pacientes (Williams et al.,
2017). De todas formas, dada su habilidad para actuar sobre células clonogénicas resistentes a
los farmacos, se piensa que la terapia con células NK pueda ser mas (til erradicando la
enfermedad minima residual que quede tras la quimioterapia (Swift et al., 2012).

Por otra parte, su crecimiento robusto y continuo de forma clonal como linea celular

establecida supone una atractiva plataforma para la modificacion genética (Suck et al., 2016).
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Sobre todo, teniendo en cuenta que pueden ser manipuladas genéticamente utilizando métodos
no viricos de manera mas facil que las células NK primarias aisladas de muestras sanguineas
(H. Klingemann et al., 2016).

Por lo tanto, se estan desarrollando versiones de estas células que expresen el receptor
CD16 para permitir el reconocimiento de antigenos tumorales al combinar con mAbs
(H. Klingemann et al., 2016; Suck et al., 2016). Estas nuevas células podrian a su vez volver a
modificarse con uno o dos scFv 0 mAbs, obteniendo asi células NK-92 bi- o triespecificas (BiIKEs
o TriKEs) (Suck et al., 2016).

También se han generado diversos CAR-NK-92 especificos de distintos tumores con
propositos clinicos (Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016; C. Zhang et al., 2017). Entre las
dianas utilizadas se encuentran CD19, CD20, CD33, CD38 (para MM), CD138 (para MM) EpCAM
(Epithelial Cell Adhesion Molecule), EBV, HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2), y
SLAMF7 (Signaling Lymphoytic Activation Molecule Family member 7, para MM) (Chu, Deng, et
al., 2014; Rezvani et al., 2017; Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016; X. Tang et al., 2018; C.
Zhang et al., 2017). Estos CAR-NK tienen mejores resultados que las células NK activadas
parentales y algunas ventajas respecto a los CAR-T, como por ejemplo ser independientes de
donantes, ya que es una linea establecida (H. Klingemann et al., 2016). La mayoria se tratan por
el momento de estudios preclinicos, pero algunos de ellos ya se encuentran en ensayos clinicos
(X. Tang et al., 2018; Williams et al., 2017).

Su limitacién, compartida con los CAR-T, seria que son especificos para el antigeno
contra el que se han disefiado. Por ello también se estan empezando a estudiar CAR-NK-92 con
moléculas adaptadoras que permitan con un mismo CAR reconocer distintos antigenos, como
por ejemplo UniCAR (Universal CAR) y AACAR (Adapter CAR) (Grote et al., 2021; Mitwasi et al.,
2020).

1.4 MIELOMA MULTIPLE
1.4.1 Caracteristicas generales

El mieloma mudltiple (MM) es una neoplasia de células plasmaticas monoclonales
diferenciadas a partir de linfocitos B (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Se trata, por
tanto, de un cancer hematoldgico. En los paises desarrollados es el segundo mas frecuente de
este tipo, Unicamente por detras del linfoma no-Hodgkin (R. L. Siegel et al., 2016); y globalmente
supone el 1% de todas las malignidades (Cowan et al., 2018). Los pacientes afectados tienen
una media de edad en torno a los 70 afios (Cowan et al., 2018) y su incidencia anual se ha
incrementado en un 126% en las dltimas décadas (desde 1990 a 2016), alcanzando una
incidencia de 4,5-6 por cada 100.000 habitantes (Cowan et al., 2018).

Las células plasmaticas malignas residen inicialmente en la médula 6sea, donde se

acumulan de forma latente (van de Donk et al.,, 2021). Conforme la enfermedad progresa,
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también pueden encontrarse en sangre periférica y en sitios extramedulares tales como tejidos
blandos y 6rganos (Gonsalves et al., 2014). Dichas células plasmaticas anbmalas se caracterizan
por expandirse de manera clonal, tener un indice proliferativo bajo a la vez que un ciclo de vida
extenso, y, sobre todo, por secretar en la mayoria de pacientes una inmunoglobulina monoclonal
(también conocida como proteina M o proteina monoclonal) (Kumar et al., 2017; van de Donk et
al., 2021).

1.4.2 Origen y patogénesis

Existen evidencias de que el MM siempre va precedido por una gammapatia monoclonal
precursora, que a pesar de compartir caracteristicas como la infiltracién de células plasmaticas
clonales en la médula ésea y la secrecion de proteina M, es asintomatica (Kumar et al., 2017;
Landgren et al., 2009; van de Donk et al., 2021).

El méas frecuente de estos desérdenes es la gammapatia monoclonal de significado
incierto (MGUS) (Kumar et al., 2017; Landgren et al., 2009). También existe un estado intermedio
conocido como mieloma multiple latente (SMM) (Kumar et al., 2017; Kyle et al., 2007). Ante la
ausencia de signos o sintomas, s6lo una minoria de casos son detectados (Kumar et al., 2017).
En el plazo de 5 afios tras ser diagnosticados, el 5-7% de pacientes con MGUS y alrededor del
50% de pacientes con SMM terminaran desarrollando MM (Kyle et al., 2006, 2007).

Es importante detectar con antelacion estos estados precursores del MM y desarrollar
modelos eficaces de progresion, ya que se ha demostrado que conocerlo previamente y tratarlo
de forma temprana tiene efectos positivos sobre la supervivencia y puede prolongar el tiempo de
desarrollo a MM (Kumar et al., 2017; Mateos et al., 2022).

Dicho desarrollo es un proceso que consta de multiples etapas (Kumar et al., 2017), la
suma de las cuales conduce a la mencionada evolucion clonal (ver Figura 1.9). Los principales
cambios genéticos ocurren de manera temprana en la evolucién de la enfermedad, con menos
modificaciones identificadas entre el SMM y el MM que entre la MGUS y el SMM (Boalli et al.,
2018).

La mayoria de todos esos eventos genéticos convergen en la desregulacion del ciclo
celular (Bergsagel et al., 2005). Las principales rutas de sefializacion que también se ven
afectadas, induciendo la proliferacién celular, son la de NF-kB (sobre todo la no canédnica) y la
de las MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), pudiendo verse desregulada también la

apoptosis (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021).
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Figura 1.9. Modelo de evolucion clonal del mieloma multiple. Este modelo representa las
mutaciones coexistentes mas frecuentes que dan pie a la evoluciéon clonal desde una
gammapatia de significado incierto (MGUS) hasta el mieloma multiple (MM). Los eventos
genéticos primarios que afectan a determinados clones (ilustrados en gris) incluyen las
translocaciones de los genes que codifican las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGH),
las hiperdiploidias (HRD) y la deleciébn 13q. Los eventos genéticos secundarios (clones
coloreados) estan representados en el fondo de los eventos primarios con los que estan
asociados. Imagen tomada de (Manier et al., 2017).

1.4.2.1 Eventos genéticos primarios

Hay dos tipos de alteraciones genéticas que conducen al desarrollo de la MGUS, el SMM
y el MM (Alagpulinsa et al., 2020; Kumar et al., 2017; Kumar & Rajkumar, 2018; Manier et al.,
2017; van de Donk et al., 2021):

- Translocaciones cromosdmicas: se trata de translocaciones que afectan al locus del gen

de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH, 14932.33) (Alagpulinsa et al., 2020;
Gonzalez et al., 2007; Kumar et al., 2017; Kumar & Rajkumar, 2018). Para generar la
amplia diversidad de inmunoglobulinas del Sl, los linfocitos B inmaduros llevan a cabo
en la médula 6sea entre otros procesos el reordenamiento de los segmentos VDJ vy,
posteriormente, la rotura en las dos hebras del DNA en el locus IGH (Kumar et al., 2017).

Cuando esas roturas se fusionan con otras presentes en distintas partes del genoma,
dan lugar a fusiones aberrantes con translocaciones entre cromosomas (Kumar et al.,

2017). Si alguna de ellas implica a alglin oncogén, éste pasa a estar controlado por el
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enhancer fuerte del gen IGH. Es el caso de las translocaciones t(11;14), t(4;14), t(14,;16),
t(14;20) y t(6;14), cuya informacion se recoge en la Tabla A.1 en el Apéndice. Como
resultado, la expresion del oncogén se ve aumentada otorgando una ventaja para el
crecimiento del clon y pudiendo llevar al desarrollo de los estados patoldgicos
mencionados previamente (MGUS, SMM y MM) (Bergsagel et al., 1996; Bergsagel &
Kuehl, 2005; Manier et al., 2016; Morgan et al., 2012; van de Donk et al., 2021).

- Adquisicion de aneuploidia: el otro tipo de alteracion genética inicial posible es el
desequilibrio de la dotacion cromosomica. El 35% de pacientes de MM tienen
hipodiploidia (<46 cromosomas), el 13% pseudodiploidia (46 cromosomas), y el 52%
restante hiperdiploidia (HRD, >47 cromosomas) (Kumar et al., 2017). Esta ultima es el
tipo de aneuploidia mas frecuente, y se caracteriza por varias trisomias co-existentes
entre los cromosomas 3, 5, 7, 9, 11, 15y 19 (Kumar et al., 2017; Manier et al., 2017).

1.4.2.2 Eventos genéticos secundarios

A diferencia de los eventos primarios, las alteraciones genéticas secundarias se
encuentran en las poblaciones subclonales, y con mayor frecuencia segun evoluciona la
enfermedad (desde la MGUS a SMM y luego a MM, incluyendo sus recaidas) (Kumar et al., 2017;
Morgan et al.,, 2012; van de Donk et al., 2021). Estos eventos adicionales, ademas de ser
responsables de la progresién del MM, lo convierten en una enfermedad clinica y biolégicamente
heterogénea (Kumar et al., 2017; Morgan et al., 2012). En este grupo de modificaciones se

distinguen tres tipos:

- Pérdida o ganancia de regiones cromosémicas: se terminan produciendo debido a la

existencia en muchos pacientes de anomalias en el nUmero de cromosomas. Por
ejemplo, es frecuente la pérdida de genes supresores tumorales (van de Donk et al.,
2021).

- Alteraciones epigenéticas: este tipo de defectos incluye alteracion de la metilacién del
DNA (mayor hipometilacion en el MM) (Agirre et al., 2015; Heuck et al., 2013), de la
estructura de la cromatina y de los niveles de miRNA (micro Ribonucleic Acid) (Kumar et

al., 2017). Se ha observado que los pacientes con este tipo de des6rdenes tienen mayor
riesgo de progresion de la enfermedad (Kumar et al., 2017).

- Mutaciones somaticas: en el MM no existe una mutacion universal desencadenante, sino

gue hay presencia de subclones coexistentes con mutaciones Unicas que se solapan
entre si (Kumar et al., 2017). Los ratios de mutaciones son altamente variables, pero las
mas frecuentes ocurren en los genes de la ruta Ras/MAPK (aproximadamente el 50%

de pacientes la tienen afectada) (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021).

En la Tabla A.1 del Apéndice se recoge la informacién de los principales tipos de estas

alteraciones secundarias.
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1.4.3 Papel del microambiente tumoral

En el microambiente de la médula 6sea se encuentra una gran variedad de tipos
celulares (linfocitos B y T, células NK, MDSCs, osteoclastos, osteoblastos, fibroblastos, células
del estroma, células endoteliales y adipocitos) (Ghobrial et al., 2018; Schinke et al., 2018),
ademas de matriz extracelular y vasos sanguineos (Reina-Ortiz et al., 2022). Todas ellas,
individual o colectivamente, pueden interaccionar de manera directa o a través de factores
secretados con las células de MM, resultando cruciales para el desarrollo, tratamiento y
progresion de la enfermedad (Figura 1.10) (Kumar et al., 2017).

Por ejemplo, las células de MM migran a la médula 6sea a causa de factores como
CXCL12 y ciclofilina A, que son secretados por el microambiente (Cyster, 2003; D. Zhu et al.,
2015). Por otra parte, la interaccion de las células de MM con las células del estroma favorece la
proliferacién y supervivencia de las primeras (Mahindra et al., 2010). Como resultado de esa
interaccion también se produce la secrecién de factores como RANKL e IL-6, que activan a los
osteoclastos (encargados de la resorcion dsea), o factores como DKK1 y SOST que inhiben a
los osteoblastos (encargados de la formacion 6sea). El desequilibrio que se genera entre el
ndamero y actividad de estas dos poblaciones celulares produce la pérdida de hueso y el
desarrollo de enfermedad 6sea (Kumar et al., 2017; Roodman, 1997; van de Donk et al., 2021).
Ademas, como producto de la resorcion 6sea se liberan IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1) y
TGF-B. Estas citoquinas ocasionan una mayor proliferacién del MM y la pérdida de la funcion
inmunitaria en la zona, generando un ambiente inmunosupresor (Pérez-Persona et al., 2007;
Terpos et al., 2018).
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Figura 1.10. Microambiente tumoral de la médula ésea. En esta imagen se muestran las
interacciones mas importantes que tienen lugar en el microambiente tumoral entre las células de
mieloma multiple (MM) y la gran variedad de tipos celulares presentes: células dendriticas (DCs),
linfocitos T, células NK, células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs), osteoclastos,
osteoblastos, fibroblastos, macroéfagos, células endoteliales, células del estroma, etc. Las células
del estroma de la médula 6sea (BMSCs) tienen un papel central, creando un nicho favorable para
el crecimiento del MM. Producen quimioquinas (tales como CXCL12) importantes para la
migracion de las células de MM a la médula 6sea. Los osteoclastos, diferenciados por factores
como RANKL y CCL3, estan implicados en la destruccion del hueso. Células de perfil inmunitario
como los linfocitos T y B y los monocitos producen IL-6, la cual promueve la proliferacion de las
células de MM vy resistencia a la apoptosis. Las células de MM, que expresan PD-L1
(Programmed Death-Ligand 1), inhiben la actividad de los linfocitos T, evadiendo la accién del

Sistema Inmunitario. Imagen tomada de (Kumar et al., 2017).

Dicho ambiente inmunosupresor incapacita a las células presentes del S| y permite la
progresién del tumor. Ademas de los comentados previamente, otros factores que contribuyen
al desarrollo de un microambiente tumoral supresor son: expresion de ligandos de los puntos de
control inmunitarios en las células plasmaticas y de sus receptores en las células del Sl (Ray et
al., 2015), hipoxia, prostaglandina E2, lactato, galectina-3, PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor), TGF-B1 (Mahaweni et al., 2018), adenosina y/o niveles elevados de receptores de

adenosina (Deaglio et al., 2007; Zarek et al., 2008) y presencia de otras células inmunitarias
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como las MDSCs vy los linfocitos Treg (Binsfeld et al., 2014; Feyler et al., 2009; Roeven et al.,
2014, Serrano Del Valle et al., 2022).

Ademés de disminuir la reactividad de las células del S| contra el tumor, este
microambiente o la interaccién del MM con las células del estroma también puede contribuir a la
adquisicion de resistencia a ciertas terapias (Damiano et al., 1999; Mahaweni et al., 2018). Aparte
de los ya citados, otros elementos del microambiente tumoral que juegan un papel son los
exosomas, en los que se observan diferencias en el contenido en miRNAs y proteinas entre
pacientes de MM e individuos sanos, y factores angiogénicos como VEGFA (Vascular Endothelial
Growth Factor A) que empeoran el pronéstico (Rajkumar et al., 2002).

En el caso concreto de las células NK, hay maneras adicionales por las que el
microambiente tumoral las inhibe (Figura 1.11). Ya se ha explicado previamente que para que
las células NK actlen dependen de un balance de sefiales en el que predominen las activadoras
(ver apartado 1.3.2.1.2). El ligando del receptor activador NKG2D mas expresado por el MM es
MIC-A, pero conforme la enfermedad progresa MIC-A es retirado de la superficie celular del MM.
Como consecuencia, NKG2D se internaliza en las células NK y se impide la activacion por esa
via (Bedel et al., 2011; Jinushi et al., 2008; Lazarova & Steinle, 2019; Reina-Ortiz et al., 2022).
Asimismo, la expresién de DNAM-1 también se ve reducida conforme el MM progresa mientras
su ligando PVR se regula positivamente. De la misma forma, también se ha observado menor
expresiéon de SLAMF7 y CD16 en las células NK infiltradas en los pacientes con respecto a
controles sanos (Pazina et al., 2021; Reina-Ortiz et al., 2022). De manera inversa, las células NK
ven aumentada la expresion de PD-1, volviéndose susceptibles a la inhibicién a través de PD-L1

si esta expresado en el MM.

Por dltimo, una de las citoquinas mas abundantes en el microambiente tumoral es IL-6
(Lad et al., 2019; Reina-Ortiz et al., 2022). Esta citoquina, ademas de estimular la proliferacién
celular del tumor, la metastasis y su supervivencia (Konjevi¢ et al., 2019; Reina-Ortiz et al., 2022),
ejerce un efecto inmunosupresor en las células NK reduciendo la expresién de perforina y otros
factores citotoxicos (Cifaldi et al., 2015; Fisher et al., 2014).

Como consecuencia de todo lo aqui mencionado, las células NK presentes en el
microambiente tumoral se encuentran incapacitadas y su activacion y funcionalidad decrecen
conforme la enfermedad progresa (Jurisic et al., 2007; Reina-Ortiz et al., 2022). De hecho, se ha
observado que estos cambios producidos en las células NK estan implicados en el progreso de
la MGUS a MM (Bernal et al., 2009).

55



Introduccion

Disease Progression

-
.
o (' ’. R
.
MM NK Cell
NKG2D
internalization
MICA N ) MICAL NKG2D ) .,
shedding o O
14 . .
D11 PD1 :"l_l‘Fva"w
» .
—-—
PVRT DNAM-1}
HLA-I T
< '\Wv SLAMF7 §
.
L ®
6t* . 0
Decrease | Increase

Effector Tcells  Dysfunctional Tregs MDSCs
DCs

Figura 1.11. Efecto inhibitorio del microambiente tumoral de la médula 6sea sobre las células NK.
Las células de mieloma mdultiple (MM) pueden incapacitar la activacion y funcionalidad de las
células NK a través de la reduccién de la expresién de ligandos activadores de las células NK
como MIC-A (MHC class | polypeptide-related sequence A), aumento de la expresién de ligandos
inhibitorios como HLA-I (Human Leukocyte Antigen) o de puntos de control inmunitarios como
PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), y/o producir citoquinas como IL-6 e IL-10. Imagen tomada
de (Reina-Ortiz et al., 2022).

1.4.4 Sintomatologia y diagnéstico

Los pacientes pueden ser identificados circunstancialmente al detectar la proteina M en
analisis rutinarios de sangre u orina, en cuyo caso se requiere un diagnéstico detallado para
discernir entre MM o sus estados precursores (van de Donk et al., 2021). La mayoria de casos
en realidad se detectan a raiz de presentar sintomas y dafios en 6rganos (Kumar et al., 2017;
van de Donk et al., 2021).

Las distintas manifestaciones clinicas se producen principalmente a causa de la
proteina M, de las células malignas o de las citoquinas que éstas secretan. Los cuatro sintomas
predominantes son hipercalcemia, insuficiencia renal (los rifiones se saturan por los altos niveles
de proteina M circulantes) (Kumar et al., 2017), anemia y fracturas patoldgicas o lesiones liticas
en los huesos (en este caso se producen por un desequilibrio entre la resorcién y reparacion
0sea) (Roodman, 1997). Todos ellos colectivamente se denominan caracteristicas CRAB (Kumar
et al., 2017; van de Donk et al., 2021).
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Actualmente, el criterio de diagnostico mas aceptado es el criterio actualizado del IMWG
(International Myeloma Working Group). Se basa en los niveles de proteina M, la infiltracion en
la médula 6sea de las células plasmaéticas, las caracteristicas CRAB y nuevos biomarcadores

validados tales como el nivel de cadenas ligeras libres en el suero (Kumar et al., 2017).
1.4.5 Tratamiento

Con el paso del tiempo los resultados clinicos y la supervivencia de los pacientes de MM
ha mejorado considerablemente (van de Donk et al., 2021). Esto se debe a una comprensién
cada vez mejor de la biologia de la enfermedad y a la introduccién de nuevos agentes
terapéuticos (Kumar et al.,, 2017). Entre ellos destacan los inhibidores del proteasoma
(bortezomib, carfilzomib e ixazomib) y los farmacos inmunomoduladores (IMiDs: talidomida,
lenalidomida y pomalidomida) (Frerichs et al., 2018; Kumar et al., 2017; Nooka et al., 2019; van
de Donk et al., 2021).

Debido a su gran impacto en la Ultima década, estos dos tipos de compuestos son
actualmente los pilares de la terapia del MM (van de Donk et al., 2021). Su combinacién es una
de las aproximaciones mas eficaces en pacientes recién diagnosticados (Kumar et al., 2017) y
en los ensayos clinicos son normalmente el estdndar de cuidado sobre el que afiadir nuevos
farmacos (van de Donk et al.,, 2021). Por ejemplo, suelen administrarse junto a esteroides
(dexametasona o prednisona) y/o agentes alquilantes (ciclofosfamida y melfalan) (Kumar et al.,
2017; van de Donk et al., 2021). Otro tipo de farmacos aprobados por la FDA para tratar el MM

son los inhibidores de las histona deacetilasas (panobinostat) (Nooka et al., 2019).

Pero no todo son nuevos tratamientos. Terapias como el trasplante autélogo de células
madre (ASCT) se siguen utilizando tras mas de dos décadas desde su introduccién. Esta técnica,
en la que células madre hematopoyéticas del paciente son reinyectadas tras someterle a 1-2
dias de altas dosis de quimioterapia, continda siendo un factor crucial a la hora de decidir la
terapia inicial (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Esto es debido a que la media de
supervivencia global en los pacientes seleccionables para ASCT (generalmente aquellos en
buena forma y menores de 70 afios) se estima en 10 afios aproximadamente (Attal et al., 2017;
Cavo et al., 2020; Ntanasis-Stathopoulos et al., 2020), frente a los 4-5 afios de media en los
pacientes no seleccionables (Attal et al., 1996; Child et al., 2003; Palumbo et al., 2014; Rosinol
Dachs et al., 2018; Tacchetti et al., 2018).

No obstante, ningun tratamiento para el MM es en realidad verdaderamente curativo
todavia (van de Donk et al., 2021). Debido al aumento de la complejidad genémica de los tumores
con el paso del tiempo, por la adquisicién de nuevas mutaciones y alteraciones subclonales, la
mayoria de los pacientes terminan padeciendo recaidas y necesitando terapias adicionales.
A medida que los pacientes sufren multiples recaidas, éstas son cada vez mas frecuentes y la
eficacia de los tratamientos se va reduciendo a causa del aumento de resistencias (Kumar et al.,
2017; van de Donk et al., 2021).
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Una vez se produce una recaida, el nuevo tratamiento debe iniciarse si hay sintomas
relacionados con el MM (caracteristicas CRAB) o si hay un rapido incremento de la proteina M
(duplicacion de sus niveles en 2 meses) (van de Donk et al., 2021). El tratamiento de las recaidas
esta condicionado por la terapia inicial recibida. Si los pacientes recaen sin haber sido tratados
con lenalidomida, entonces se les administran regimenes que la contengan. En cambio, si ya
han desarrollado resistencia a dicho farmaco, son cambiados a tratamientos basados en los
inhibidores del proteasoma (M. Dimopoulos et al., 2007). Los regimenes duales establecidos
para el tratamiento de la primera recaida son lenalidomida-dexametasona (M. Dimopoulos et al.,
2007; D. M. Weber et al., 2007), bortezomib-dexametasona (Richardson et al., 2005) y
carfilzomib-dexametasona (M. A. Dimopoulos, Moreau, et al., 2016; M. A. Dimopoulos et al.,
2017). Actualmente también hay aprobados 4 regimenes triples basados en la lenalidomida,
incluyendo 2 con un inhibidor del proteasoma: carfilzomib-lenalidomida-dexametasona (D. S.

Siegel et al., 2018) e ixazomib-lenalidomida-dexametasona (Moreau et al., 2016).

Aparte del tratamiento propio para las células malignas, los pacientes pueden necesitar
también tratamiento para los sintomas subyacentes de la enfermedad, en especial el dolor. Este
debe ser controlado regularmente en todos los estadios de la enfermedad, evitando mientras sea
posible los analgésicos opioides (Kumar et al.,, 2017). Las principales complicaciones o
morbilidades asociadas que pueden presentar los pacientes incluyen infecciones, enfermedad
Osea, enfermedad cardiovascular, tromboembolia pulmonar, neuropatia periférica y fallo renal
(van de Donk et al., 2021).

Cuando la enfermedad no puede seguir siendo tratada, los cuidados paliativos ayudan a
los pacientes a vivir de la forma mas activa posible y aliviando en lo posible el dolor y estrés
(Kumar et al., 2017). Finalmente, mueren debido a la propia enfermedad o a las complicaciones
relacionadas con ella o con el tratamiento (van de Donk et al., 2021), siendo las infecciones, las
enfermedades cardiovasculares y el fallo renal las principales causas de muerte temprana en el
MM (Augustson et al., 2005; Blimark et al., 2015).

1.4.5.1 Nuevos agentes quimioterapéuticos

La ausencia de un tratamiento definitivo que resulte realmente curativo deja patente que
todavia queda un largo camino que recorrer para combatir al MM. Se necesitan nuevos farmacos
gue por si mismos o combinados con otros convencionales prevengan o eviten el desarrollo de
clones resistentes (van de Donk et al., 2021). Es por ello que en los ultimos afios estan siendo
sometidas a ensayos clinicos como monoterapia o en combinacién una gran variedad de nuevas
moléculas. Entre ellas se encuentran nuevos farmacos de los principales grupos terapéuticos
nombrados en el apartado anterior, tal y como se puede ver en la Tabla 1.1.
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Identificador del

Farmaco Combinado con: Mecanismo L.
ensayo clinico
Marizomib Pomalidomida y Inhibidor del 1l NCT02103335
dexametasona proteasoma
Carfilzomib Inhibicion de la
Selinexor* y proteina de exporte I NCT03110562
dexametasona
nuclear
Ricolinostat Bortezomib y Inhibidor de_ la histona I NCT01323751
dexametasona deacetilasa 6
Melflulen Dexametasona Agente alquilante Il NCT02963493

Tabla 1.1. Farmacos combinados en ensayos clinicos durante los Ultimos afios. *Selinexor ya ha
sido aprobado recientemente. Informacién extraida de (Kumar et al., 2017; van de Donk et al.,
2021).

Debido a que la ruta de la apoptosis esta alterada de forma negativa en muchos tumores
humanos (ver apartado 1.2.1.4), ésta se ha convertido en una diana para nuevas estrategias
terapéuticas (Carneiro & El-Deiry, 2020). Por ejemplo, se han desarrollado agonistas de DR4 y
DR5 para tratar de inducir la apoptosis extrinseca de las células tumorales. Para ese mismo
proposito se ha utilizado TRAIL recombinante soluble (STRAIL), aunque éste presenta una
actividad limitada, probablemente por tener una menor capacidad de inducir el agrupamiento de

receptores necesario para iniciar la sefializacion (Carneiro & El-Deiry, 2020).

No obstante, la principal atencion recae sobre la ruta intrinseca de la apoptosis. Debido
a que muchas proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 o la familia IAP estan
frecuentemente sobreexpresadas, se han producido farmacos que las inhiben (Carneiro & EI-
Deiry, 2020). Entre ellos destacan los miméticos BH3, pequefias moléculas que imitan la union
de las proteinas proapoptéticas sélo BH3 a las proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2. De
esa forma bloquean la actividad de éstas Ultimas y liberan a las proteinas s6lo BH3, facilitando
la induccién de apoptosis (Carneiro & El-Deiry, 2020).

Estos agentes han tenido resultados prometedores en los estudios preclinicos (Singh et
al., 2019) y algunos como venetoclax, un inhibidor selectivo de Bcl-2, ya han sido aprobados
como linea principal de tratamiento para pacientes con leucemia linfocitica cronica (Carneiro &
El-Deiry, 2020; Roberts et al., 2016). En el caso del MM existen varios de estos compuestos en
ensayos clinicos, tal y como se puede ver en la Tabla 1.2.
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Identificador del ensayo

Farmaco Mecanismo Fase .
clinico

S55746 Mimético BH3 (inhibidor selectivo de | NCT02920697
BCL-2) NCT02603445
s N NCT03797261
AMG 176 Mimético BH3 (inhibidor de MCL1) | NCT02675452
NCT02992483
MIK665 Mimético BH3 (inhibidor de MCL1) | NCT02979366
NCT03672695
AZD5991 Mimético BH3 (inhibidor de MCL1) I NCT03218683
. L NCT02649673
LCL161 Mimético de S'MAC|£;hlbldor de Uil NCT03111992
proteinas IAP) NCT02098161

Tabla 1.2. Nuevos farmacos en ensayos clinicos y sus mecanismos de accion (Carneiro & El-
Deiry, 2020).

1.4.5.2 Nuevos agentes inmunoterapéuticos

Ademas de estos nuevos agentes quimicos, las inmunoterapias constituyen actualmente
una aproximacioén innovadora y prometedora contra el MM (Frerichs et al., 2018; Kumar et al.,
2017; van de Donk et al., 2021). El primer tratamiento de inmunoterapia antitumoral fue el
anticuerpo anti-CD20 rituximab, que se introdujo en el tratamiento del linfoma no-Hodgkin en
1997 (Coiffier, 2003; Frerichs et al., 2018; Maloney, 2003; Maloney et al., 1997).

Pese a su revolucionario éxito en los casos mencionados, los linfocitos B al diferenciarse
a células plasméticas pierden la expresion de CD20, por lo que rituximab resulta ineficaz contra
el MM (de Weers et al.,, 2011). Como consecuencia, los antigenos diana éptimos para el
desarrollo de inmunoterapias contra el MM han sido objeto de amplia discusién (Nooka et al.,
2019). Existe una gran cantidad de marcadores de superficie de MM identificados: SLAMF7,
CD38, CD138, CD74, CD162, BCMA (B-Cell Maduration Antigen), B2-microglobulina y GM-2
(van de Donk & Lokhorst, 2013; van de Donk et al., 2012). Para que las terapias sean efectivas
las dianas no solo tienen que estar altamente sobreexpresadas en las células malignas, también
deben ser moléculas que jueguen un papel importante en su crecimiento y/o supervivencia (de
Weers et al., 2011).

Entre las principales dianas potenciales para la inmunoterapia del MM se encuentran:

- BCMA: esta proteina transmembrana de tipo |, de =20 kDa de peso molecular, es
miembro de la superfamilia del receptor de TNF (Raje et al., 2019). Esta implicada en la
diferenciacion de linfocitos B inmaduros a células plasmaticas y tiene un papel importante
en su proliferacion y supervivencia (Cho et al., 2018). Por lo tanto, esta expresada
exclusivamente en el linaje de linfocitos B y altamente expresada en las células de MM
(Bu et al., 2018; Kohler et al., 2018; Raje et al., 2019).

- SLAMF7: también conocida como CS1, CRACC y CD319, es una glicoproteina

transmembrana de tipo | de =37 kDa de peso molecular. Forma parte de la superfamilia
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de las Ig y de la familia SLAMF (Signaling Lymphoytic Activation Molecule Family)
(Malaer & Mathew, 2017; Pittari et al., 2017). Aunqgue inicialmente no se asoci6 con las
células de MM, esté altamente expresada de forma practicamente universal (>95%) en
la membrana de las células de MM de la médula 6sea (Hsi et al., 2008; Mahaweni et al.,
2018; Pittari et al., 2017). En lo que respecta a los tejidos normales, su expresion esta
restringida a los linfocitos B, a los linfocitos T CD8*, a las células NK y a las DCs (Hsi et
al., 2008; Mahaweni et al., 2018; Malaer & Mathew, 2017; Pittari et al., 2017).

Este receptor participa en la regulacion de la respuesta inmunitaria, en la adhesién
celular y en la supervivencia de los linfocitos B, estando implicado en la proliferacion
descontrolada de las células de MM (Friend et al., 2017; Malaer & Mathew, 2017). En lo
gue respecta a las células NK, es un receptor que puede inducir tanto sefiales
activadoras como inhibidoras, en funcion de la expresion o no del adaptador EAT-2
(Malaer & Mathew, 2017; Pittari et al., 2017).

CD38: es una glicoproteina transmembrana de tipo I, de 45-46 kDa de peso molecular
(de Weers et al., 2011; Deaglio et al., 2001; Malavasi et al., 2008; Quarona et al., 2015;
van de Donk et al.,, 2016). Consta de una cola amino-terminal citoplasmatica de 21
residuos de aa, un dominio transmembrana de 21 residuos, y un dominio extracelular de
258 residuos (Frerichs et al., 2018).

Debido a su alta y ubicua expresién en las células plasmaticas (Kéhler et al., 2018;
Krejcik et al., 2016; Nooka et al., 2019), CD38 es un marcador de superficie validado
para identificar las células de MM (Plesner & Krejcik, 2018). No obstante, en condiciones
normales se expresa también a niveles relativamente bajos en otras células y tejidos, en
particular: linfocitos T y B, células NK, monocitos, MDSCs, leucocitos, eritrocitos,
plagquetas, células inmaduras de la médula ésea, células neuronales, células gliales del
sistema nervioso central, nervios periféricos, islotes pancreéaticos, osteoclastos, células
del musculo esquelético y cardiaco, epitelio de la prostata, epitelio de los bronquios, etc.
(An et al., 2018; de Weers et al., 2011; Frerichs et al., 2018; Krejcik et al., 2016; Malavasi
et al., 1994; Plesner & Krejcik, 2018).

Esta circunstancia generé un cierto debate a la hora de decidir usarlo como diana
terapéutica. La razén para seguir adelante y desarrollar agentes inmunoterapéuticos
contra él fue que los niveles de expresién de CD38 en las células de MM son muy altos
(Plesner & Krejcik, 2018).

CD38 tiene varias funciones en las células que lo expresan. Se trata de un receptor de
membrana que promueve sefiales de activacion y proliferacion (Kohler et al., 2018;
Nooka et al., 2019). Por ejemplo, en los linfocitos T al interaccionar con CD31 induce una
cascada de sefializacion intracelular que los activa e induce la secrecién de IL-6, IFNy y
otras citoquinas (Nooka et al., 2019). Ademas, es una molécula de adhesion al endotelio
(Deaglio et al., 2008; Frerichs et al., 2018; Nooka et al., 2019; Y. Wang et al., 2018). Por
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otra parte, es una ectoenzima multifuncional implicada en el catabolismo de nucle6tidos
extracelulares (Deaglio et al., 2001; Frerichs et al., 2018; Horenstein et al., 2013;
Malavasi et al., 2008). En concreto, procesa la sintesis e hidrolisis de la reaccién de NAD*
a adenosin difosfato (ADP) ribosa (Krejcik et al., 2016; Malavasi et al., 2008; Plesner &
Krejcik, 2018), un proceso con implicaciones importantes en la adhesion celular, en la
regulacion de los niveles de calcio intracelulares y en la modulacion de la respuesta
inmunitaria (Deaglio et al., 2008; Malavasi et al., 1994, 2008).

1.4.5.2.1 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) ya estan siendo utilizados para tratar otros
muchos tipos de tumores, a los cuales pueden eliminar en la mayoria de los casos via CDC,
ADCC y/o ADCP (van de Donk et al., 2012; van de Donk et al., 2016). En lo que respecta al MM,
existen varios mAbs contra algunas de las dianas descritas en el apartado anterior.

Elotuzumab es un mAb humanizado, de tipo IgG1k, dirigido contra SLAMF7 (Kéhler et
al., 2018; Pittari et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Fue aprobado por la FDA y la EMA
(European Medicines Agency) para el tratamiento del MM en los pacientes con recaidas,
combinado con lenalidomida y dexametasona, o con pomalidomida y dexametasona (Kdhler et
al., 2018; Pittari et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Actta via ADCC y ADCP (Kéhler et al.,
2018; Pittari et al., 2017; van de Donk et al., 2021), ademas de inhibir las interacciones del MM
con el estroma (van de Donk et al., 2016) e inducir la activacién de las células NK al unirse a su
propio SLAMF7 (Kéhler et al., 2018; Pittari et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Curiosamente,
a pesar de que las células NK expresan SLAMF7, no se observa fratricidio con elotuzumab
(Y. Wang et al., 2018).

En el caso de CD38, hay una mayor variedad de mAbs producidos. Daratumumab, el
primero que fue desarrollado y por ello el méas utilizado en el &mbito clinico, es objeto de estudio
en esta tesis doctoral. Por esa razén se le dedica un apartado especifico mas adelante (ver
apartado 1.4.5.2.1.1).

Respecto a los demas, isatuximab es un mAb quimérico de tipo IgGk dirigido contra
CD38 que puede inducir directamente una potente actividad proapoptética (Deckert et al., 2014;
van de Donk et al., 2021). Esta capacidad probablemente se debe al epitopo especifico al que
se une. También tiene mecanismos inmunitarios clasicos dependientes de la regién Fc, tales
como ADCC y ADCP, y efectos inmunomoduladores. Pese a la alta actividad demostrada en
monoterapia (Frerichs et al., 2018), por el momento esta aprobado por la FDA y la EMA para el

tratamiento de recaidas en combinacion con otros agentes (van de Donk et al., 2021).

Otros mAbs anti-CD38 son MOR202 y TAK-079. El primero de ellos, a pesar de tener
resultados esperanzadores induciendo muerte tumoral por CDC, ADCC y ADCP (Frerichs et al.,
2018), ha visto interrumpido su desarrollo (Nooka et al., 2019). El segundo ha demostrado
preclinicamente que mata eficazmente células del linaje de linfocitos B humanas via tanto CDC

y ADCC, aunque todavia no ha sido evaluado en pacientes de MM (Frerichs et al., 2018).
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1.4.5.2.1.1 Daratumumab
1.4.5.2.1.1.1 Datos técnicos

Es el primer mAb humanizado de clase IgG1 y subclase k dirigido contra el antigeno
CD38 para el tratamiento de MM (Frerichs et al., 2018; Krejcik et al., 2016; Kumar et al., 2017;
Nooka et al., 2019; Pittari et al., 2017; van de Donk et al., 2021; Viola et al., 2021).

Elegido entre 42 candidatos disefiados para unirse a CD38 (Frerichs et al., 2018), fue
desarrollado por la compariia biotecnolégica danesa Genmab en colaboracion con cientificos del
Hospital Universitario de Utrecht (Plesner & Krejcik, 2018). Daratumumab es producido
actualmente en la linea celular CHO (Chinese Hamster Ovary) mediante tecnologia de DNA
recombinante (de Weers et al., 2011) y suministrado por Janssen como solucién para perfusion

bajo el nombre comercial Darzalex®.

El andlisis combinado de los primeros ensayos clinicos (GEN501 y SIRIUS) de
daratumumab como monoterapia para recaidas de MM permitié establecer la dosis efectiva en
16 mg/kg (Frerichs et al., 2018; Krejcik et al., 2017; Lokhorst et al., 2015; Plesner & Krejcik,
2018). Los estudios farmacocinéticos determinaron que a esa dosis se podia conseguir la
saturacion de la diana (Plesner & Krejcik, 2018) asi como mantener la concentracién en suero
de daratumumab por encima de 10 pg/ml mas de 190 dias después de la primera dosis del

régimen completo (Clemens et al., 2017).

Los ratios de respuesta total en ambos estudios fueron similares. Un 36% de los
pacientes en GEN501 y un 29% en SIRIUS alcanzaron al menos una respuesta parcial (Krejcik
et al., 2016; Lokhorst et al., 2015; Lonial et al., 2016; Usmani et al., 2016; van de Donk et al.,
2012). Hubo un 5% de pacientes que llegaron a conseguir una respuesta completa (Lokhorst et
al., 2015; Lonial et al., 2016; van de Donk et al., 2012). Todas estas respuestas fueron duraderas,
con una media de supervivencia libre de progresion de 6,9 y 7,4 meses respectivamente (Frerichs
et al., 2018; Lokhorst et al., 2015; Lonial et al., 2016), y un 65% de pacientes no mostraron
progresion durante los 12 meses posteriores (Frerichs et al., 2018). Ademas, la fraccion de
pacientes que no lleg6 a alcanzar una respuesta también tuvo una prolongacién significativa de

la supervivencia (Plesner & Krejcik, 2018).

Después de haber demostrado una alta y prometedora actividad como agente en solitario
en esos primeros resultados (Krejcik et al., 2016; Nijhof, Casneuf, van Velzen, et al., 2016),
daratumumab fue aprobado inicialmente en noviembre de 2015 por la FDA como monoterapia
de cuarta linea (Frerichs et al., 2018; K&hler et al., 2018; Nijhof, Casneuf, van Velzen, et al., 2016;
Nooka et al., 2019). Su eficacia y buena tolerancia llevd rapidamente a combinarlo con
estdndares de cuidado anti-MM (Plesner & Krejcik, 2018), con los que también ha resultado
eficaz (Frerichs et al., 2018). Junto a IMiDs o inhibidores del proteasoma ha llegado a conseguir
respuestas de enfermedad minima residual negativas en pacientes con recaidas previas (M. A.
Dimopoulos, Oriol, et al., 2016; Lokhorst et al., 2015; Palumbo et al., 2016). En el afio 2019 habia
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maés de una treintena de ensayos clinicos en marcha con daratumumab combinado con distintos
agentes (Nooka et al., 2019).

Actualmente esta aprobado por la FDA y la EMA para el tratamiento de MM recién
diagnosticado combinado con bortezomib-melfalan-prednisona, lenalidomida-dexametasona o
bortezomib-talidomida-dexametasona (van de Donk et al., 2021; Viola et al., 2021). Para el
tratamiento de MM que ha sufrido recaidas también esta aprobado como monoterapia o
combinado con lenalidomida-dexametasona, bortezomib-dexametasona, pomalidomida-
dexametasona o carfilzomib-dexametasona (van de Donk et al., 2021; Viola et al., 2021). Esta
inmunoterapia ha resultado muy eficaz, especialmente en los pacientes que han sufrido recaidas,
con una mejora muy importante de la supervivencia libre de progresion cuando daratumumab se

combina con bortezomib-melfalan-prednisona (Frerichs et al., 2018).
1.4.5.2.1.1.2 Mecanismos de accion

Daratumumab comparte mecanismos inmunoefectores clasicos dependientes de la
regién Fc tales como CDC, ADCC y ADCP (van de Donk et al., 2012; van de Donk et al., 2016)
con el resto de mAbs anti-CD38 aprobados o en desarrollo (van de Donk et al.,, 2021). No
obstante, se diferencia por ejercer efectos adicionales (Deckert et al., 2014; Touzeau et al., 2017).

Los multiples mecanismos de accién de daratumumab, recogidos en la Figura 1.12, son:

- Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC): daratumumab ha demostrado en

distintos ensayos poseer una gran eficacia para matar a las células tumorales via CDC
(Alegre et al., 2020; de Weers et al., 2011; Frerichs et al., 2018; Kohler et al., 2018;
Krejcik et al., 2016, 2017; Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et al., 2016; Nooka et al., 2019;
Plesner & Krejcik, 2018). Esta circunstancia se debe a que daratumumab se une
especificamente a un epitopo de CD38 diferente al del resto de anticuerpos (residuos
233-246 y 267-280) (de Weers et al., 2011; Frerichs et al., 2018).

Esto promueve que la region Fc del anticuerpo se posicione y agrupe de una manera
que facilita la unién y activacién éptima de las proteinas del complemento (de Weers et
al., 2011). De hecho, es tan alta su capacidad de inducir CDC que daratumumab es

eficaz incluso bajo condiciones que limitan el complemento (de Weers et al., 2011).

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC): este mecanismo es uno de los

principales modos de accion de daratumumab (Alegre et al., 2020; Frerichs et al., 2018;
Kohler et al., 2018; Krejcik et al., 2016, 2017; Nijhof et al., 2015; Nijhof, Casneuf, Van
Velzen, et al., 2016; Plesner & Krejcik, 2018). Est4 mediado por las células NK CD38" y
CD16* (Viola et al., 2021; Y. Wang et al., 2018). Daratumumab induce una activacion
sustancial de las células NK a través de la sefializacion de CD16 al unirse a la region Fc
del anticuerpo, potenciando su citotoxicidad (Viola et al., 2021; Y. Wang et al., 2018).
Ademas de desencadenar la degranulacion de los granulos citotoxicos de las células NK,
también se libera IFNy tras incrementarse sus niveles de RNA mensajero (MRNA) y

proteina (Viola et al., 2021).
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Se ha observado que daratumumab es capaz de inducir ADCC contra el MM incluso en
presencia de BMSCs, lo que sugiere que también podria inducir ADCC en el
microambiente de la médula 6sea (de Weers et al., 2011). También ha resultado efectivo
bajo ciertas condiciones que imitan el microambiente supresor, potenciando la muerte en
células tumorales mediada por células NK en presencia de hipoxia, hipoxia/lactato e
hipoxia/prostaglandina E2 (Mahaweni et al., 2018).

Fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (ADCP): en este caso son los macréfagos
presentes en el microambiente tumoral los que actian (Alegre et al., 2020; Frerichs et
al., 2018; Kohler et al., 2018; Krejcik et al., 2016, 2017; Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et
al., 2016; Overdijk et al., 2015; Plesner & Krejcik, 2018). Dichos macréfagos engullen a
las células opsonizadas por daratumumab, unido a CD38, al reconocer su region Fc que
queda expuesta (Frerichs et al., 2018; Overdijk et al., 2015).

Apoptosis: este efecto es directo (Alegre et al., 2020; Frerichs et al., 2018; Kéhler et al.,
2018; Krejcik et al., 2016, 2017; Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et al., 2016; Y. Wang et al.,
2018) y se produce cuando varias moléculas de daratumumab se han unido a CD38 y
sufren entrecruzamiento. El entrecruzamiento puede producirse por anticuerpos anti-Fc
o por células que expresen el receptor Fcy (Kbhler et al., 2018; Krejcik et al., 2016;
Overdijk et al., 2016). Como resultado se induce la apoptosis en las células sobre las
gue se ha unido y entrecruzado daratumumab.

Inmunorequlacion: el MM esta asociado a una situaciéon de disfuncién inmunitaria

(Dosani et al., 2015) debido a los distintos factores inmunosupresores del microambiente
tumoral. Por esa razéon el efecto inmunomodulador de daratumumab supone un
mecanismo de accién muy importante en la terapia.

Las células inmunosupresoras que expresan CD38 son eliminadas de la misma forma
que las células de MM (Krejcik et al., 2016; Nooka et al., 2019; Plesner & Krejcik, 2018;
Y. Wang et al., 2018). Este conjunto de células inmunitarias CD38* con papel regulador
incluye a las MDSCs, a los linfocitos Breg y a los linfocitos Treg (Krejcik et al., 2016, 2017;
Nooka et al., 2019; Plesner & Krejcik, 2018). Los dos primeros tipos de células estan
presentes en el microambiente tumoral contribuyendo al crecimiento del tumor, a la
evasion inmunitaria, a la angiogénesis, a la metastasis y a la produccién de citoquinas
supresoras (Qu et al., 2016). Por su parte, los linfocitos Treg Se infiltran en la médula 6sea
(Serrano Del Valle et al., 2022) y suprimen la proliferacién del resto de linfocitos T (Krejcik
et al., 2016).

Por otra parte, la activacion y degranulacién de las células NK mediada por daratumumab
durante la ADCC induce a su vez la activacion y polarizacion de monocitos,
incrementando su actividad anti-MM (Viola et al., 2021). Como consecuencia de esto, se
ha observado un aumento significativo en la médula ésea de células CD14* (monocitos
y macrofagos) e incremento de la expresion de los antigenos CD80/CD86 en su
superficie (Viola et al., 2021).
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El aumento de expresion de estos ligandos, necesarios para la coestimulaciéon de los
linfocitos T a través de la unién a CD28, asi como la eliminacion de las células
inmunoreguladoras que inhibian su proliferacion resulta en la activacion y expansion
clonal de los linfocitos T, tanto Tc como Th (Alegre et al., 2020; Frerichs et al., 2018;
Krejcik et al., 2016; Nooka et al., 2019; Viola et al., 2021). Todo esto puede reducir la
supresion inmunitaria local dentro del microambiente y permitir a las células inmunitarias
efectoras positivas expandirse y contribuir a mejorar la respuesta inmunitaria adaptativa
antitumoral del paciente (Krejcik et al., 2016).

- Modulacion de funciones de CD38: como ya se ha comentado previamente, CD38 es

una ectoenzima multifuncional. Cuando daratumumab se une a esta proteina es capaz
de modular directamente sus actividades enzimaticas comprometiendo al MM (Kohler et
al., 2018; Nooka et al., 2019).

Ademas, CD38 contribuye a la generacion de adenosina en el microambiente tumoral.
La adenosina es una molécula inmunosupresora que bloquea la actividad de las células
efectoras (Frerichs et al., 2018; Plesner & Krejcik, 2018). Ese proceso puede ser inhibido
por daratumumab (Costa et al., 2017; Horenstein et al., 2015), contribuyendo asi a

potenciar la actividad antitumoral del SI (Plesner & Krejcik, 2018).
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Figura 1.12. Mecanismos de accién de daratumumab. Daratumumab tiene mecanismos
inmunoefectores dependientes del reconocimiento de su regién Fc: citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (ADCP) y citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC). En la ADCC las células NK tienen una gran
importancia, aunque se desconoce la posible accién adicional de otras células efectoras como
los macréfagos, los neutrédfilos o los eosindfilos. Daratumumab también tiene efectos
inmunomoduladores a través de la eliminacién de los linfocitos Treg, l0s linfocitos Breg Y las células
supresoras derivadas de mieloides (MDSCs) que sean CD38*, produciendo una mejor respuesta
inmunitaria antitumoral. Ademas, daratumumab puede inducir de manera directa la apoptosis de
las células diana mediante el entrecruzamiento de varias moléculas de CD38, o influir
negativamente sobre las células de mieloma multiple (MM) inhibiendo la actividad enzimatica de
CD38. Imagen modificada de (van de Donk & Usmani, 2018).

1.4.5.2.1.1.3 Efectos adversos, negativos y resistencia al tratamiento

La administracién de daratumumab tiene buena tolerancia, siendo el principal efecto
secundario las reacciones alérgicas relacionadas con la primera infusion intravenosa (Frerichs et
al., 2018; Plesner & Krejcik, 2018). Para evitarlas actualmente los pacientes reciben medicacion

previa (Plesner & Krejcik, 2018). Los efectos adversos mas frecuentes aparecidos en los ensayos
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clinicos fueron linfopenia, trombocitopenia, neutropenia y anemia (Alegre et al., 2020). Otros
también comunes pueden ser fatiga, nauseas, tos, diarrea, espasmos musculares, fiebre e
hipertension. (Nooka et al., 2019). El tratamiento con daratumumab puede interferir también en

la monitorizacion de la proteina M (Plesner & Krejcik, 2018).

A pesar de los diversos mecanismos por los que puede actuar daratumumab y su alta
eficacia, al final se terminan produciendo recaidas. La mayoria de los pacientes que reciben

daratumumab mueren debido a la progresion de la enfermedad (Nooka et al., 2019).

Al comienzo del uso clinico de daratumumab, se observd que se reducian
considerablemente los niveles de expresion de CD38 en la superficie de las células de MM tanto
circulantes como de las presentes en la médula 6sea (Frerichs et al., 2018; Nijhof et al., 2015;
Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et al., 2016; Nooka et al., 2019; Plesner & Krejcik, 2018). Al principio
se creyd que este fendmeno podria causar resistencia del MM a daratumumab y planted la
posibilidad de contrarrestarla combinandolo con farmacos que aumentasen la expresion de
CD38, como por ejemplo panobinostat (Nooka et al., 2019), lenalidomida o pomalidomida (Krejcik

et al., 2017), con los que, de hecho, consigue sinergia (Krejcik et al., 2017).

No obstante, se determind que esa pérdida de CD38 se produce en todos los pacientes,
incluidos los que responden al tratamiento, excluyendo asi la posibilidad de que fuera un
mecanismo de resistencia (Krejcik et al., 2017). Es mas, los pacientes resistentes a daratumumab
suelen mantener la expresion de CD38 en las células de MM, por lo que éstas deben estar

rodeadas de células inmunitarias efectoras con funcién alterada (Viola et al., 2021).

Posteriormente, ese descenso se ha atribuido en parte a la muerte preferencial de las
células con mayor expresion de CD38 (Frerichs et al., 2018), a la endocitosis y degradacién de
complejos daratumumab-CD38 (Plesner & Krejcik, 2018) y a la trogocitosis (R. P. Taylor &
Lindorfer, 2015). La trogocitosis es un proceso que se caracteriza por la transferencia activa de
complejos de daratumumab y CD38 junto a fragmentos de la membrana celular, desde las células
de MM a los granulocitos y monocitos (Frerichs et al., 2018; Joly & Hudrisier, 2003; Plesner &
Krejcik, 2018; R. P. Taylor & Lindorfer, 2015) u otras células efectoras como los linfocitos T
(Dopfer et al., 2011). Este suceso no es exclusivo de daratumumab. Otros anticuerpos como
epratuzumab (anti-CD22), daclizumab (anti-CD25) o rituximab (anti-CD20) también regulan

negativamente sus proteinas diana por medio de la trogocitosis (Krejcik et al., 2017).

En relacion a esta variacion, la correlacion entre los niveles de CD38 vy la respuesta
obtenida en el tratamiento es todavia motivo de controversia (Viola et al., 2021). Si bien es cierto
gue la respuesta a daratumumab es parcialmente dependiente del nivel basal de CD38 en las
células tumorales (Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et al., 2016), no se puede usar CD38 como
marcador de respuesta (Nooka et al., 2019).

68



Introduccion

Un proceso que esta realmente comprobado es el incremento de la expresion de CD55
y CD59 que acomparfia a la aparicion de resistencias (Nijhof, Casneuf, Van Velzen, et al., 2016).
Estas proteinas actian como inhibidoras del complemento (CIP) interfiriendo con la CDC (Nijhof,
Casneuf, Van Velzen, et al., 2016; Nooka et al., 2019; Plesner & Krejcik, 2018).

En cuanto a las células NK, por un lado, daratumumab las activa y potencia su
citotoxicidad via ADCC. Pero por otro, también expresan niveles altos de CD38 y daratumumab
termina induciendo su fratricidio (Mahaweni et al., 2018; Y. Wang et al., 2018). Esto se traduce
en una reduccion del numero de células NK en sangre periférica y médula 6sea de los pacientes
tratados con daratumumab, pudiendo alterarse a largo plazo de forma perjudicial la eficacia de
la ADCC contra el MM (Mahaweni et al., 2018; Y. Wang et al., 2018). Curiosamente, elotuzumab
no induce fratricidio a pesar de que las células NK también expresan SLAMF7 (Benson & Byrd,
2012; van de Donk et al., 2012).

Finalmente, el fratricidio no es la Unica forma por la que la ADCC puede perder eficacia.
Se ha demostrado que las células estromales del microambiente tumoral confieren proteccién
contra la ADCC mediada por daratumumab (de Haart et al., 2016; Frerichs et al., 2018).

1.4.5.2.2 Otros agentes inmunoterapéuticos

Ademés de los mAbs mencionados dirigidos contra los antigenos especificos del MM,
existen otras estrategias inmunoterapeuticas. Algunas de ellas son los anticuerpos bi- o tri-
especificos, capaces de reconocer dos o tres antigenos distintos, y los conjugados farmaco-
anticuerpo. Un ejemplo de esto Ultimo es belantamab-mafodotin (van de Donk et al., 2021), un
inmunoconjugado ya aprobado, compuesto por un mAb anti-BCMA y un farmaco que altera la

estabilidad de los microtubulos de las células (van de Donk et al., 2021).

Por otra parte, en el microambiente tumoral de la médula 6sea se pueden expresar
puntos de control inmunitario. Por ejemplo, junto al incremento en la expresién de PD-L1 en las
células de MM, las células NK también presentan regulacion positiva en la expresion de PD-1
(Benson et al., 2010). Por lo tanto, también se han hecho ensayos sobre el MM con mAbs
dirigidos contra estas moléculas, entre ellos: durvalumab (anti-PDL1), nivolumab (anti-PD1) y

pembrolizumab (anti-PD1).

Sin embargo, la FDA tuvo que interrumpir uno de esos ensayos clinicos en fase Il por
un exceso de mortalidad en el grupo de pacientes tratados con los mAbs inhibidores de los
puntos de control inmunitarios (Plesner & Krejcik, 2018; Reina-Ortiz et al., 2022). Los ensayos
clinicos que se realizaron combinando dichos inhibidores de los puntos de control inmunitarios e
IMIDs para el tratamiento del MM (NCT02579863, NCT02576977, NCT02726581 vy
NCT02431208) también han resultado decepcionantes y se han interrumpido (Costa et al., 2021;
Jelinek et al., 2018; Reina-Ortiz et al., 2022).

Rompiendo esta tendencia negativa, un estudio reciente combinando pembrolizumab

con lenalidomida-dexametasona y ASCT si consiguid proporcionar buenos resultados (Biran et
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al., 2021). A pesar de todo ello, cuando el eje PD-1/PD-L1 estd bloqueado gracias a estos
inhibidores de los puntos de control inmunitarios no se consigue un incremento de la actividad
citotoxica de las células NK, porque la expresion de PD-1 parece ser un marcador de agotamiento
(Beldi-Ferchiou et al., 2016; Reina-Ortiz et al., 2020).

Al margen de los mAbs, también existen terapias basadas en linfocitos T, como los BIiTE
(Bi-specific T cell Engagers) y los CAR-T (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Tras el
gran éxito del CD19-CAR-T en el tratamiento de leucemias y linfomas, se han desarrollado un
gran numero de CAR-T dirigidos especificamente contra antigenos expresados en las células
plasmaticas malignas (Mikkilineni & Kochenderfer, 2021; Rodriguez-Otero et al., 2020; Simon &
Riddell, 2020). Aungue los CAR-T anti-BCMA son el centro de atencién en los ultimos tiempos,
con resultados preliminares prometedores (Ali et al., 2016; Berahovich et al., 2018; Carpenter et
al., 2013; Ormhgj et al., 2017; Smith et al., 2018), también hay CAR-T anti-CD38 (Drent et al.,
2016; Mihara et al., 2012), anti-CD138 (Guo et al., 2016; Jiang et al., 2014), anti-SLAMF7 (Chen
et al., 2018; Chu, He, et al., 2014; Gogishvili et al., 2017), anti-NKG2D (Leivas et al., 2021) y
anti-Cd44v6 (Casucci et al., 2013) en evaluacion en ensayos clinicos. Dado que estas terapias
tampoco son completamente curativas, se estan desarrollando CAR duales contra dos dianas
distintas para tratar de limitar el escape del tumor (Fernandez de Larrea et al., 2020; Mikkilineni
& Kochenderfer, 2021; Simon & Riddell, 2020). Todos los CAR-T generados para el MM que han

entrado o estan en ensayos clinicos han sido CAR-T de segunda generacion (Kohler et al., 2018).

Por dltimo, como alternativa a los problemas que presentan las terapias basadas en
linfocitos T, estan emergiendo las basadas en células NK. Aparte de los ensayos hechos con
células NK expandidas a partir de sangre periférica o de sangre de cordén umbilical, se ha
propuesto usar mAbs bloqueantes de los KIR con el objetivo de aumentar su actividad (Pittari et
al., 2017). No obstante, los ensayos en marcha con SMM se han interrumpido porque los
blogueantes, al contrario de lo esperado, terminan produciendo anergia en las células NK al ser

eliminados los receptores KIR de su superficie por trogocitosis (Carlsten et al., 2016).

Yendo un paso mas alla, se ha conseguido modificar genéticamente con lentivirus las
lineas de células NK humanas NKL y NK-92 para generar CAR-NK anti-SLAMF7 y anti-CD138,
los cuales han mostrado buenos resultados preclinicos tanto in vitro como in vivo (Chu, Deng, et
al., 2014; Pittari et al., 2017; C. Zhang et al., 2017). Aungue todavia se deben implementar varias
etapas para optimizar y validar los CAR a partir de células NK modificadas antes de ser

evaluados en clinica, el posible uso de estas células abre nuevas perspectivas.
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Antecedentes y Objetivos

Aunque las terapias contra el cancer han avanzado mucho en los Ultimos afios, el
mieloma multiple (MM) continGia siendo una enfermedad incurable. Entre los Ultimos avances
terapéuticos destaca la inmunoterapia, un campo en pleno auge y continua evolucién que
persigue mejorar o estimular al Sistema Inmunitario (SI) comprometido del paciente para que
recupere la actividad antitumoral 6ptima. Existen diferentes modalidades de inmunoterapia en
funcion del enfoque que se utilice para reactivar al Sl (ver apartado 1.3.6.2).

Una de esas modalidades, que ha mostrado buenos resultados en multitud de ensayos
clinicos en pacientes con distintos tipos de cancer, es el uso de anticuerpos monoclonales
(mAbs) terapéuticos. Los mAbs estan siendo utilizados para tratar una gran variedad de tumores,
a los que pueden eliminar via citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o fagocitosis celular dependiente de anticuerpo
(ADCP) (van de Donk et al., 2012; van de Donk et al., 2016). En el caso particular del MM, de
entre los varios mAbs existentes se destaca daratumumab, un anti-CD38. En el momento de
iniciarse esta tesis doctoral, este mAb era el mas avanzado clinicamente, ya que estaba
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) y la EMA (European Medicines Agency)
para el tratamiento de casos de nuevo diagnéstico y para recaidas. Daratumumab tiene mejores
efectos que la mayoria de mAbs anti-CD38 y aunque puede actuar a través de varias vias (ver
apartado 1.4.5.2.1.1.2), la més relevante es sin duda la mediada por células asesinas naturales

(Natural Killer, NK), que son la base de este trabajo.

Precisamente las células NK se utilizan también en otra modalidad de la inmunoterapia,
concretamente en la terapia celular adoptiva. Esta estrategia se basa en aislar células del Sl del
paciente o de donantes sanos, estimularlas y expandirlas ex vivo y reinyectarlas al paciente con
una mayor capacidad de atacar al tumor. Si bien para este tipo de terapia se usan sobre todo
linfocitos T, existen también numerosos estudios y ensayos clinicos basados en células NK, las
cuales presentan ventajas respecto a los linfocitos T, como por ejemplo no requerir un encuentro
previo con su diana para su sensibilizacion y activacion (Kennedy et al., 2000; Lodolce et al.,
1998; Reina-Ortiz et al., 2022; Scoville et al., 2019; Sportoletti et al., 2021).

Las células NK llevan afios formando parte de las lineas de trabajo de nuestro grupo de
investigacion. Durante la Ultima década nuestro grupo, en colaboracion con el de Martin Villalba
(INSERM, Montpellier), ha desarrollado un protocolo que produce una potente activacion y
expansion in vitro de células NK a partir de muestras de sangre periférica, lo que permitiria
utilizarlas seguidamente in vivo (Calvo et al., 2020; Reina-Ortiz et al., 2020; Sanchez-Martinez et
al., 2018). Siguiendo este protocolo, las células NK se pueden activar y expandir in vitro mas de
1.500 veces en promedio, consiguiendo una media de 2,5-108 células efectoras activas y que,
en la mayor parte de los casos, no expresan PD-1 (Programmed cell Death protein 1), lo que
evita que reciban sefalizacion inhibitoria si las células diana expresan PD-L1 (Programmed
Death-Ligand 1) (Reina-Ortiz et al., 2020; Sanchez-Martinez et al., 2018; Sanchez-Martinez et
al., 2016).
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Teniendo en cuenta que uno de los principales problemas que surgen a la hora de
trasladar a la clinica los tratamientos con células NK es encontrar una fuente éptima que permita
obtener grandes cantidades de estas células, protocolos como el desarrollado por nuestros
grupos suponen una aportacion interesante. Una alternativa a esta fuente podria ser la linea
celular NK-92, que presenta a su vez ventajas como su alta actividad citotoxica, su activacion
constitutiva y su homogeneidad y reproducibilidad (ver apartado 1.3.6.2.1.1).

Ademas, la terapia celular adoptiva también ha evolucionado. Actualmente buena parte
de las células utilizadas son modificadas genéticamente para que expresen un receptor de
antigeno quimérico (CAR) dirigido contra el tumor al que se van a enfrentar. Al igual que en la
terapia original, la opcion méas extendida utiliza linfocitos T (CAR-T), pero también existe la
posibilidad de emplear células NK (CAR-NK) (Liu et al., 2020), que de nuevo presentan algunas
ventajas. Por ejemplo, éstas Ultimas tienen menos efectos adversos (Pittari et al., 2017), no
producen enfermedad de injerto contra huésped, y son mas baratas de desarrollar: los CAR-T
cuestan del orden de 250.000 $ por tratamiento, mientras que los CAR-NK a partir de células
NK-92 supondrian menos de 20.000 $ (Klingemann et al., 2016).

Teniendo en cuenta toda la informaciéon mencionada a lo largo de este apartado, se

plantearon los siguientes objetivos para la presente tesis doctoral:

- Estudiar la muerte celular producida por daratumumab en combinacién con células NK,
y la implicacion de cada uno de sus mecanismos citotéxicos.

- Generar un modelo de terapia celular basado en células NK combinadas con
daratumumab a partir de las células NK activadas y expandidas (eNK), obtenidas segun
el protocolo de nuestro grupo de investigacion, o bien a partir de lineas celulares
establecidas como las células NK-92.

- Previamente a su utilizacién con fines terapéuticos, las células NK-92 deberian
modificarse genéticamente para conseguir en ellas una expresion estable de CD16 (linea
NK-92-CD16). ElI comportamiento y la actividad citotoxica de esta nueva linea
transfectante NK-92-CD16 deberian ser caracterizados.

- Unavez establecido el modelo de terapia celular, producir un CAR anti-SLAMF7 a partir
de él (células CAR-NK-92-CD16 anti-SLAMF7).
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3.1. CULTIVOS CELULARES

A lo largo de esta tesis doctoral se han utilizado diversos cultivos celulares humanos,

incluyendo tanto lineas celulares inmortalizadas como cultivos primarios.
3.1.1. Lineas celulares

De forma generalizada, en base a su modo de crecimiento, las lineas celulares

inmortalizadas se pueden dividir entre cultivos adherentes y cultivos en suspension.

- Lineas celulares adherentes: este tipo de cultivos crecen formando una monocapa

sobre la superficie de los frascos y placas de cultivo, a la cual se adhieren mediante
la interaccién de proteinas de su membrana. Esto implica que su crecimiento esta
limitado por el area de la superficie en la que se encuentren, y que manipularlas
requiere un paso previo para despegarlas. La Unica linea celular empleada con estas
caracteristicas ha sido:

o HEK-293T: células embrionarias humanas de rifion que expresan el
antigeno SV40 T y tienen una morfologia de tipo fibroblasto. Dada su
facilidad para transfectarse, se han utilizado como células empaquetadoras
para la produccion de sobrenadantes virales con los que transfectar otras
lineas celulares més complicadas. Esta linea celular fue proporcionada por
el Dr. José Alberto Carrodeguas, del Departamento de Bioquimica
(Universidad de Zaragoza, Espafia).

- Lineas celulares en suspension: este tipo de células, a diferencia de las anteriores,

crecen flotando en el medio de forma individual o agrupadas segun las

caracteristicas de cada linea o cultivo. En este caso su manipulacién es més sencilla

y su crecimiento se ve limitado por la concentracién o densidad celular.

o NCI-H929: linea celular humana de mieloma multiple (MM) establecida a

partir del derrame pleural maligno de una paciente de 62 afios. La proteina
M que produce esta linea celular es de isotipo IgAk (Gazdar et al., 1986).
Estas células fueron cedidas por el Dr. Antonio Campos del Hospital Puerta
del Mar (Cadiz, Espafia).
previamente en 1986 a partir de sangre periférica de una paciente de 42
afios (MM.1). En este caso, la proteina M que produce es de isotipo IgAA.
Pese a crecer en suspension, presenta la caracteristica de crecer en semi-
adherencia (Goldman-Leikin et al., 1989; Greenstein et al., 2003). Estas
células fueron adquiridas del ATCC (American Type Culture Collection).
genéticamente la linea MM.1S para que exprese la proteina fluorescente
verde (GFP) y la enzima luciferasa (Luc). Esta linea fue cedida amablemente
por el Dr. Ignacio Melero y la Dra. M2 del Carmen Ochoa (Centro de

Investigacion Médica Aplicada, Pamplona, Espafia).
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sangre periférica de un paciente de 61 afios. En lo que respecta a la proteina
M, no hay evidencias de produccion de cadenas pesadas, pero si de
cadenas ligeras A (Matsuoka et al., 1967). Esta linea celular fue
proporcionada por la Dra. Martine Amiot del INSERM U463 (Nantes, Francia)

o 721.221: linea inmortalizada humana de células B linfoblastoides. Se
caracteriza por estar transformada por el EBV (Epstein-Barr Virus) y carecer
de la expresion de las moléculas de HLA-I (Human Leukocyte Antigen).
Estas células fueron proporcionadas por el Dr. Carlos Vilchez.
humanas. Establecida en 1992 a partir de muestras de un paciente de 50
afios con linfoma No-Hodgkin, se caracteriza por su alta citotoxicidad basal,
asi como por no expresar ni CD16 ni los principales receptores inhibitorios
de las células NK (Gong et al., 1994; Yan et al., 1998). Estas células crecen
formando entre ellas agregados esferoides no adherentes (clusters). Esta
linea celular fue cedida amablemente por el Dr. Julian Pardo (Centro de
Investigacion Biomédica de Aragén, Zaragoza, Espafia).
modificando genéticamente con sobrenadantes lentivirales la linea NK-92
para que exprese la proteina fluorescente ZsGreen y el receptor CD16.

o CAR-NK-92-CD16: linea celular obtenida en el transcurso de esta tesis

doctoral tras modificar genéticamente a su vez con sobrenadantes

retrovirales la linea NK-92-CD16 para que exprese un CAR anti-SLAMF7.
3.1.2. Cultivos primarios

Ademas de las lineas celulares mencionadas en el apartado anterior, a lo largo de esta
tesis doctoral también se han utilizado células primarias extraidas de muestras de donantes

sanos y de pacientes:

- Células mononucleares de sangre periférica (PBMCSs): cultivos primarios generados

a partir de muestras de sangre de donantes sanos proporcionadas por el Banco de
Sangre y Tejidos de Aragon. El procedimiento se detalla mas adelante (ver apartado
3.1.7). Debido a su origen hematolégico, estas células crecen en suspension.

- Células NK expandidas (eNK): células NK primarias activadas y expandidas a partir

de cultivos de PBMCs. EIl protocolo de activacion y expansion se explica méas
adelante (ver apartado 3.1.7.1). Estas células crecen en suspension, formando
agregados celulares entre ellas (clusters).

- Linfocitos activados con PHA (blastos): células derivadas a su vez a partir de los

cultivos de PBMCs, tal y como se explica mas adelante (ver apartado 3.1.7.2). Al

igual que las PBMCs de las que provienen, crecen en suspension.
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- Células plasméticas de pacientes de MM: cultivos primarios humanos de distintos

estadios de MM obtenidas a partir de aspirados de médula 6sea de pacientes, tal y
como se describe mas adelante (ver apartado 3.1.8). Las muestras fueron
proporcionadas por los Servicios de Hematologia del Hospital Universitario Miguel
Servet y del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza, Espafia), gracias
a la Dra. Rosana Diez y a la Dra. Gemma Azaceta, respectivamente. Igual que las

lineas establecidas de MM, éstas células también crecen en suspension.
3.1.3. Medios de cultivo

Debido a la variedad de cultivos celulares con los que se ha trabajado, también se han

utilizado distintos medios de cultivo, todos ellos de Gibco, Invitrogen:

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): suplementado con un 10% en volumen de
suero fetal bovino (SFB, Gibco), 1% de GlutaMAX™ (Gibco) y 1% de antibiético (AB,
penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pg/ml, PAN Biotech). Al medio suplementado

se le denomin6é medio “DMEM completo”. Este medio, generalmente utilizado para las
células adherentes, fue el empleado para el cultivo de las células HEK-293T.

- Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI-1640): suplementado de la misma
manera que el medio DMEM (10% SFB, 1% de GlutaMAX™ y 1% AB), dando lugar a lo

que se denomindé medio “RPMI-1640 completo”. Este medio, empleado normalmente

para las células en suspension, fue el utilizado para el cultivo de las lineas celulares de
MM, asi como para las células 721.221, eNK y las PBMCs y los blastos. En el caso
particular de las células plasméticas de pacientes de MM, el medio RPMI-1640 se
suplementé con un 10% en volumen de SFB decomplementado y 1% de GlutaMAX™,
sin AB. En este caso el medio resultante se denominé “RPMI-1640 primario”.

- Opti-Minimum Essential Medium™ (Opti-MEM): medio optimizado para su uso en las

transfecciones. Se utilizdé suplementado sélo con un 10% en volumen de SFB (Gibco),
ya que el AB puede interferir en la eficacia de la transfeccion. Tal y como se puede
deducir de su descripcién, solo fue usado en determinados pasos de los experimentos
de transfeccion (ver apartado 3.3.1.1 y apartado 3.3.1.2).

- Minimum Essential Medium Alpha (MEMa): suplementado con un 12,5% en volumen de
SFB (Sigma), 12,5% de suero de caballo inactivado por calor (HS, Gibco), 1% de
GlutaMAX™ (Gibco) y 1% de AB (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml, PAN

Biotech). Al medio suplementado se le denominé medio “MEMa completo”. Este fue el

medio utilizado para las células NK-92 y las lineas celulares generadas a partir de ellas.
3.1.4. Materiales y productos utilizados para cultivos celulares

Dado que esta tesis doctoral gira en torno a los cultivos celulares, todo el material
fungible empleado para su mantenimiento y experimentacion se utilizé en condiciones estériles.
Parte de él se comercializa directamente estéril y sellado, como es el caso de frascos de cultivo

(TPP), placas de cultivo de 6, 12 y 96 pocillos (tanto de fondo cénico como plano, TPP), placas
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de Petri (TPP), pipetas (Colstar), tubos de fondo cénico (Corning™, Cultek), y criotubos (Nunc®,
Thermo Scientific). En cuanto al resto de materiales, como los tubos de microcentrifuga o
microtubos de 1,5 ml (Deltalab), las puntas de micropipeta (Daslab) y el material de vidrio, se
esterilizaron en un autoclave (Autester 4376, Selecta, Espafia) durante 20-30 minutos a
1,2 atmosferas de presion antes de ser utilizados. En caso de no poder autoclavar alguna
solucién o reactivo, se esterilizaron con filtros de 0,22 um de tamaiio de poro (Acrodisc®, Pall
Corporation) y jeringuillas (Terumo).

Todas las manipulaciones de los cultivos celulares se realizaron en cabinas de flujo
laminar vertical para mantener la esterilidad. En general se trabajo en una cabina de clase |
(PV-100, TELSTAR), a excepcién de cuando fue necesario manipular sobrenadantes virales para
las transfecciones. En dichas ocasiones se trabajé en una cabina de clase Il (Bio-lI-A/P,
TELSTAR). Por su parte, las células fueron cultivadas en un incubador de CO:> termostatizado

Hera-Cell 150 (Heraeus Cell) manteniendo unas condiciones constantes de 37 °C y 5% de CO..

A lo largo del mantenimiento continuo de los cultivos celulares y a la hora de llevar a
cabo los distintos experimentos de esta tesis doctoral se han empleado las siguientes

centrifugas:

- Centrifuga para microtubos: Microfuge® 16 (Beckman Coulter)

- Centrifuga para microtubos con regulacion de temperatura: Microfuge® 22R (Beckman
Coulter)

- Centrifuga para tubos de fondo cénico: SL8 Centrifuge (Thermo Scientific)

- Centrifuga para tubos de fondo cénico con regulacion de temperatura: Allegra® X-15R

(Beckman Coulter)
3.1.5 Determinacién de la viabilidad y densidad celular de los cultivos celulares

De cara al mantenimiento continuo de los cultivos y a la hora de preparar un experimento,
es preciso conocer su estado, entendiendo como ello su viabilidad y la cantidad de células
presentes. Ambos parametros se determinaron mediante un recuento con el colorante azul
trypan (Sigma-Aldrich). Este colorante tiene la capacidad de penetrar en las células que han

perdido la integridad de su membrana plasmatica, tifiéndolas asi de color azul.

De esta manera, al observarlas en el microscopio Gptico (Optiphot, Nikon) se puede
distinguir entre células azul trypan negativas (sin tefiir) y azul trypan positivas (tefiidas). Las
primeras, al conservar la integridad de su membrana se consideran células vivas o viables,

mientras que las segundas, por el contrario, se consideran células muertas.

Para llevar a cabo el recuento, se mezclaron volumenes de la suspension celular en
cultivo (previamente resuspendida) y de la solucion de azul trypan. Los voliumenes se decidieron
segun cada caso, siendo generalmente iguales para contar las lineas celulares (50 pl de ambos,
dilucién 1/2). Para contar cultivos primarios se hicieron diluciones mayores. La mezcla resultante

se coloco en una camara de Neubauer o hemocitometro, y ésta a su vez en el microscopio éptico
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para establecer la cantidad de cada tipo celular en base a su color o estado (tefiidas o sin tefiir).

Los valores obtenidos en cada recuento se utilizaron en las siguientes formulas:

Determinacién de la densidad celular:

células) _ N2de células viables - factor de dilucién - 10*

Densidad celular (
ml

N de cuadrantes contados

En esta ecuacién se tienen en cuenta dos parametros ademas de las células que se
hayan contado. Por un lado, 10* es el factor de correccién correspondiente al volumen de la
muestra presente en el hemocitdmetro para obtener la densidad con respecto a los ml de cultivo.
Por su parte, el factor de dilucion se utiliza para corregir la proporcién entre el volumen de
muestra y el volumen de azul trypan mezclados. Es decir, en el ejemplo mencionado de una

dilucion %4, el factor de dilucion utilizado seria 2.

Determinacion de la viabilidad celular:

N@ de células contadas viables

% de células viables =
0 ! N@ de células contadas totales

Todos los experimentos de este trabajo fueron realizados partiendo de células con una

viabilidad celular de, como minimo, el 90%.
3.1.6 Mantenimiento de las lineas celulares y deteccién de micoplasmas

Las distintas células utilizadas en el proyecto se cultivaron de manera rutinaria en frascos
de cultivo de 25 0 75 cm? (T25y T75, respectivamente), en funcion de la cantidad de células que
se fueran a necesitar para cada experimento. De forma habitual se comprobé el buen estado de
los cultivos observandolos en un microscopio invertido (Eclipse Ts2, Nikon). El cultivo de las
distintas células primarias se detalla en sus respectivos apartados, en los que también se explica

la obtenciéon de cada una.

Las células HEK-293T, dada su condicién de células adherentes, para cada subcultivo o
manipulacion primero fue necesario despegarlas del frasco incubandolas 5 minutos a 37 °C con
tripsina/EDTA (PAN Biotech). Posteriormente, la accion de la tripsina se inhibié afiadiendo un
volumen equitativo de medio complementado con SFB. Los pasajes se realizaron al encontrarse

las células confluentes, reajustandolas de nuevo bajo el punto de confluencia.

Las lineas celulares en suspension se sembraron a una densidad inicial de 2-10%-3-10°
células/ml segun las necesidades de cada experimento, y cada 2-3 dias se ajustaron de nuevo

a esa densidad. Las centrifugaciones realizadas en general con estas células fueron a 233 xg.

En cuanto a las células NK-92 y las lineas generadas a partir de ellas, se cultivaron en
presencia de 25 Ul/ml de IL-2 (Peprotech), renovandola cada 48-72 horas junto al medio de
cultivo MEMa completo. Las células se mantuvieron a una densidad entre 2-10°y 6-10° células/ml
procurando siempre manipularlas lo menos posible para no deshacer los clusters que forman, ya
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que afectaria a la viabilidad del cultivo. Las centrifugaciones realizadas en general con estas

células fueron a 114 xg.

De forma periédica se analiz6 la presencia o no de micoplasmas, una de las mayores
fuentes de contaminacion de los cultivos celulares. Para comprobarlo se emple6 un kit comercial
(Mycoplasma Gel Detection Kit, Biotools) basado en la amplificacion de su DNA por PCR
(Polymerase Chain Reaction). En caso de detectarse contaminacion y ser necesario eliminarla
en vez de poder descongelar un nuevo cultivo, se empleé durante 3 semanas una combinacién

comercial de ABs (BM Cyclin, Sigma).
3.1.7 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), tal y como su nombre indica,
se encuentran en la circulacion sanguinea y poseen un Unico y redondeado nucleo. Este grupo
de células en humanos estd compuesto principalmente por linfocitos T, linfocitos B y células NK,
y en menor medida por monocitos. Para su aislamiento, primero se prepar6 en tubos de fondo
conico de 50 ml un volumen de HistoPaque®-1077 (Ficoll) equivalente al volumen de sangre
proporcionado en las muestras. Seguidamente las muestras de sangre se diluyeron a la mitad
en tampon fosfato salino (PBS: NaCl 150 mM; K2HPQO4-3H20 8 mM; K2PO4 1,6 mM; pH 7,4) y se
afiadieron con sumo cuidado sobre el Ficoll, procurando que no se mezclaran ambas fases. Los
tubos se centrifugaron 15 minutos a 524 xg sin deceleracién manual. Una vez detenida la
centrifuga, se recogieron los tubos comprobando que se hubiera formado un “anillo blanco” en

la interfase, correspondiente a las PBMCs.

Dicho anillo se recogi6 y trasvasé a otro tubo de fondo cénico, donde las células se
lavaron con medio RPMI-1640 sin SFB ni AB y se centrifugaron 5 minutos a 524 xg, en esta
ocasion con la deceleracion activada. Finalmente, la fraccion celular obtenida se resuspendi6 en
medio RPMI-1640 completo y se procedié a determinar la viabilidad y la densidad celular de las
PBMCs (ver apartado 3.1.5) antes de utilizarlas para ensayos posteriores 0 para obtener otro

tipo de células.
3.1.7.1 Activacién y expansion de células eNK a partir de PBMCs

Las PBMCs aisladas previamente contenian una fraccién no mayoritaria de células NK,
cuantificada gracias al marcaje de la proteina de membrana CD56 por citometria de flujo (ver
apartado 3.5.2). Para purificar dicha fraccién lo maximo posible se realizdé una deplecién parcial
de linfocitos T, utilizando anticuerpos monoclonales (mAbs) anti-CD3 unidos a particulas
magnéticas y una aislacion inmunomagnética negativa con MACS (Magnetic-Activated Cell
Sorting, Miltenyi Biotec). Una vez comprobado por citometria de flujo el enriquecimiento en
células NK, 5-107 células totales de la fraccion aislada se sembraron a una densidad celular de
2-10° células/ml en presencia de 25 Ul/ml de IL-15 (Miltenyi Biotec) y 100 Ul/ml de IL-2.

Para estimular la activacion de las células NK, éstas fueron co-cultivadas en presencia

de células estimuladoras 721.221 inactivadas. Dicho co-cultivo fue a ratio 5-1 (NK-721.221). La
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inactivacion de las células 721.221 se realiz6 incubandolas 3 horas a 37 °C con 0,5 mg/ml de
mitomicina C (Bionova, Biorbyt). Las células NK se mantuvieron en cultivo durante 20-25 dias,
cambiando el medio de cultivo y renovando las interleuquinas, asi como nuevas células
estimuladoras inactivadas cada 5 dias. Aprovechando ese cambio cada 5 dias, se determiné por
citometria de flujo la viabilidad del cultivo y la expansién de las células NK, definida como la
fraccion CD3" CD56* de la poblacion (ver apartado 3.5.1 y apartado 3.5.2). Al final del periodo
de expansion (entre los dias 15-22 y/o 18-25) las células NK, ahora células eNK, se aislaron por
seleccién inmunomagnética positiva utilizando particulas magnéticas anti-CD56 (Miltenyi Biotec)

para utilizarlas en experimentos de citotoxicidad (ver apartado 3.4.1).
3.1.7.2 Activacion de linfocitos a partir de PBMCs para generar blastos

Una vez aisladas las PBMCs (ver apartado 3.1.7), se sembraron a una densidad celular
de 10° células/ml en medio RPMI-1640 completo. Se les aifiadié 10 pg/ml de fitohemaglutinina
(PHA; Ibian, Medicago) para inducir la activacion de los linfocitos presentes por su
entrecruzamiento con los receptores de membrana, y se dejé incubar durante la noche (O/N). Al
dia siguiente las células se lavaron con PBS y se volvieron a sembrar en los frascos de cultivo
con medio RPMI-1640 completo, afiadiendo en esta ocasién 100 Ul/ml de IL-2. Cada 48 horas
se renovo6 el medio y la IL-2, y al 5° dia de cultivo sin PHA los blastos generados se utilizaron

como dianas en experimentos de citotoxicidad (ver apartado 3.4.5).
3.1.8 Obtencién de células mononucleares de la médula ésea

En el caso de las muestras primarias de pacientes de MM, éstas eran aspirados de
médula 6sea en vez de muestras sanguineas. Se obtuvieron mediante puncién de la cresta iliaca,
tras haber sido informados los pacientes adecuadamente y haber firmado el consentimiento para
la manipulacién de las muestras por parte del grupo de investigacion. Generalmente los
pacientes eran de nuevo diagnéstico y por tanto no habian sido tratados con ninguna terapia
previamente, aunque a veces se trataban de casos de recaidas con resistencias a tratamientos

previos.

La médula ésea es el lugar de origen de todas las células hematopoyéticas, por lo que
las células plasméaticas de los pacientes de MM se encuentran entre todas las células
mononucleares de la médula ésea (BMMCs) asi como de los restos de tejido del estroma
medular. Para aislarlas se siguié el mismo protocolo empleado para aislar las PBMCs de las
muestras de sangre, mediante la centrifugacion en gradiente con Ficoll (ver apartado 3.1.7). El

medio utilizado en el procedimiento fue el denominado RPMI-1640 primario.

El volumen de medio y de Ficoll se adapté al volumen de las muestras de aspirado
medular, que habitualmente contenian 1-2 ml. Los tubos de fondo cénico utilizados fueron de 15
ml. En este caso, el anillo de células blancas que se formaba en la interfase correspondia a las
BMMCs. Una vez recogidas, lavadas y resuspendidas las BMMCs en el medio comentado, se
determiné su densidad y viabilidad celular (ver apartado 3.1.5).
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3.1.9 Congelacion y descongelacion celular

Con el propésito de tener muestras de reserva de los cultivos utilizados, las distintas
lineas celulares se criopreservaron congelandolas y almacenandolas en tanques de N: liquido
(Air Liquide). Entre 5-7-10° células de cada linea celular se centrifugaron durante 5 minutos a
233 xg y se desecho el sobrenadante. El pellet celular se resuspendié en 1 ml de volumen total,
consistiendo en la mayoria de los casos en una mezcla de 40% del medio de cultivo
correspondiente, 50% de SFB y 10% de dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma). En el caso de la linea

NK-92 y sus derivadas, se resuspendieron en 1 ml de medio MEMa completo, al 10% de DMSO.

La suspension celular resultante se trasvasé seguidamente a un criotubo de congelacion
estéril y se guardo lo mas rapido posible en un congelador a -80 °C. Tras dejar transcurrir un
minimo de 24 horas para suavizar la curva de descenso de la temperatura, los criotubos se
trasladaron a un contenedor de N: liquido (-196 °C) donde permanecieron hasta que fuera
preciso descongelarlos.

Llegado ese momento, se prepar6 un tubo de fondo cénico de 15 ml con 10 ml del medio
completo correspondiente al cultivo celular. Conforme el contenido del criotubo se fue
descongelando, se trasvaso al tubo de fondo cénico para ir diluyendo el DMSO presente y evitar
posibles efectos toxicos. Una vez descongelado por completo, el tubo de fondo cénico se
centrifugé durante 5 minutos a 524 xg para eliminar por completo el DMSO. El pellet celular se
resuspendio, en funciébn del nimero de células, con entre 5-10 ml del medio completo

correspondiente para sembrarlas a la densidad habitual.

3.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.2.1 Preparacién de medios y cultivos bacterianos

Todo el trabajo relacionado con cultivos bacterianos se llevé a cabo con material estéril
(en caso necesario, autoclavado al igual que el material para cultivos celulares, ver apartado
3.1.4), y al amparo del ambiente estéril que proporciona la llama de un mechero de alcohol. Esto
incluye tanto la manipulacion de las bacterias y la preparacion de los medios de cultivos

necesarios de este apartado, como procedimientos de los siguientes apartados.

Para expandir los cultivos bacterianos se preparé medio Luria-Bertani (LB) liquido
disolviendo en 1 L de H20 destilada 10 g de triptona (PanReac, AppliChem), 5 g de extracto de
levadura (PanReac, AppliChem) y 5 g de NaCl (PanReac, AppliChem). La disolucién resultante
se repartié en 4 botellas de vidrio de 250 ml. Una vez esterilizadas las botellas y su contenido en

el autoclave, se guardaron a 4 °C en la cdmara fria hasta el momento de su uso.

Para obtener los cultivos bacterianos en forma de colonias y asi poder aislar clones de
interés, se prepararon placas de LB-agar. En este caso se disolvieron 3,5 g de Plate Count Agar

(Fluka Analytical, Sigma) en 200 ml de H20 destilada. La disolucion se trasvaso a una botella de
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vidrio, se esterilizé en el autoclave y después se dejé atemperar durante 15-20 minutos. Al
enfriarse, pero antes de llegar a solidificar, se afiadieron 100 pug/ml de ampicilina (Sigma), el AB
de seleccién. La mezcla obtenida de agitar suavemente la botella se vertié en placas de Petri de
60,1 cm?, aproximadamente 10 ml por placa, y éstas se dejaron con las tapas semi-abiertas para
dejar solidificar el medio. Una vez solidificado, se cerraron las tapas y se sellaron las placas con

una pelicula termoplastica (Parafilm®), para después almacenarlas a 4 °C hasta su uso.
3.2.2 Obtencion de bacterias competentes y transformacion bacteriana

El método empleado para la transformacion de bacterias competentes fue el de choque
térmico. Dichas bacterias (Escherichia coli XLBlue), guardadas en microtubos, se descongelaron
en hielo y se les afadieron 200 ng del plasmido de interés en cada caso (pHIV-Luc-ZsGreen y
pBaBe-Bax). Después de incubar durante 20 minutos con el plasmido en el hielo, se procedi6 a

realizar el choque térmico.

Este consisti6 en incubar primero las bacterias durante 90 segundos a 42 °C, y
seguidamente 2 minutos en hielo. Tras ese contraste de temperatura, se afiadio a las bacterias
1 ml de medio LB liquido estéril, y se incubaron 1 hora en agitacién (700 rpm) a 37 °C en un
termobloque (ThermoMixer confort, Eppendorf). En ese plazo de tiempo, de ser exitosa la
transformacion, las bacterias adquieren resistencia al AB de seleccién gracias al gen codificado

en el pladsmido.

Finalizada la incubacién en agitacién, los microtubos con las bacterias se centrifugaron
5 minutos a 461 xg y se eliminé decantando la mayor parte del sobrenadante. Con el volumen
restante en el fondo del microtubo (50-100 pl) se resuspendié el pellet bacteriano. Dicha
suspension bacteriana se sembrd en una placa de LB-agar con ampicilina. Las placas se
incubaron invertidas O/N a 37 °C. Al dia siguiente se comprobé si habian crecido colonias, en
Cuyo caso se seleccionaron varias y se transfirieron a tubos de fondo cénico de 50 ml con 10 ml
de medio LB liquido. Para la seleccién se afiadié6 ampicilina a 100 pg/ml, y se llevaron a un
agitador orbital (Kuhner LT-W Lab Therm Table Top Incubator Shaker) donde se dejaron expandir
O/N a 37 °Cy 200 rpm de agitacion. Finalmente se recogieron para, o bien extraer los plasmidos,

0 bien para guardar alicuotas de las bacterias transformadas congeladas en gliceral.
3.2.3 Extraccion y cuantificacién de DNA plasmidico

Las bacterias expandidas en los 10 ml de medio de cultivo LB liquido se recogieron para
recolectar en gran cantidad los plasmidos de interés. Los tubos de fondo conico se centrifugaron
10 minutos a 1.455 xg y se desecho el sobrenadante. El pellet bacteriano se proceso para extraer
el DNA plasmidico con el kit comercial NZYMiniprep (Nzytech), siguiendo las indicaciones del

fabricante. Las eluciones se realizaron con el propio tampdn del kit.

La concentracién y la pureza del DNA plasmidico aislado se determinaron midiendo la
absorbancia de las muestras a 260 y a 280 nm mediante un especrofotometro (NanoVue,

Healthcare)
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3.2.4 Digestion de DNA plasmidico

Los plasmidos producidos, extraidos y cuantificados en los apartados anteriores tenian
como proposito emplearse para modificar la linea celular NK-92 y que ésta expresase distintas
proteinas de interés. En el caso de pBaBe-Bax, se trataba de una version del plasmido comercial
pBaBe que ya habia sido modificado previamente en nuestro grupo de investigacion, clonando
la secuencia del gen Bax (Figura 3.1). Para comprobar el estado del plasmido antes del nuevo
proceso de clonaje se llevd a cabo la digestion del mismo. La digestion se realizé en los sitios de
restriccion que se eligieron para insertar el gen Bax. 1 ug de plasmido se incub6 durante 3 horas
a 37 °C en 10 pl de mezcla de reaccion. Dicha mezcla se componia de 10 Ul de las enzimas de
restriccion EcoRI| (Xataka) y Sall (Xataka), 1 pl de tampén H 10X (Xataka) y H2Omq estéril
completando el volumen. El resultado de la digestion se analiz6 mediante una electroforesis de
DNA en gel de agarosa (ver apartado 3.2.5) comparando con respecto al plasmido sin digerir.

(5942) BspQI - Sapl DrdI (137)

BseYI (333)
PspFI (337)

(5261) Bmtl

(5257) Nhel

(5171) NotI
(5159) Accl
(5158) SalI
(5084) PmiI
(5041) Xcml
(4973) BcelI*
(4960) AleI

Fsel (796)

Fspl (1137)

Pvul (1285)

(4633) EcoRI Scal (1395)

pBaBe-Bax Dral (1492)
6029 bp XmnI (1514)
(4331) Ncol
(4311) SnaBI SspL (1719)

(4305) BtgZl

(4205) Ndel Aarl - BfuAI - BspMI (1838)

(3862) BspDI - Clal
(3861) NsiI

(3779) Dralll 3000

(3324) RsriI Afel (2709)

(3321) BspEIL* BsiWI (3264)

Figura 3.1. Mapa del vector pBaBe-Bax, generado al insertar el gen Bax entre los sitios de
restriccién EcoRI y Sall del plasmido pBaBe. Imagen realizada con el programa SnapGene®
Viewer v5.0.7.
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3.2.5 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

El porcentaje de los geles de agarosa utilizados fue del 1%. Los geles se prepararon
disolviendo 0,3 g de agarosa (Sigma) en 30 ml de tampdn TAE (Tris-Acetato EDTA, Gibco)
mediante agitacion y calentamiento. Una vez disuelta la agarosa y tras dejarla enfriar un poco,
se afiadi6 SYBER-safe (Invitrogen) en una proporcion 1-10000 y se mezclé la preparacion

agitando.

Seguidamente, la disolucion se vertié en los moldes, se colocaron los peines para los
pocillos y se dejo gelificar. Mientras tanto, a todas las muestras a analizar se les afiadio la
cantidad correspondiente de tampdén de carga 10X (Takara) para que quedase a 1X. Una vez
listo el gel, se cargaron las muestras (plasmido digerido y sin digerir) y un marcador de pesos
moleculares (AHindlll, Invitrogen) como referencia del tamafio de los fragmentos de DNA que se
pudieran observar. La electroforesis se llevé a cabo durante 45 minutos, a 90 V y 400 mA. Al

finalizar, el gel se visualiz6 en un transiluminador (GelDoc 2000, BioRad)
3.2.6 Clonaje de genes de interés en vectores virales

Para disefiar los genes de interés se consultaron diversas fuentes bibliogréaficas (Balkhi,
2020; Clémenceau et al., 2006, 2013; Ollier et al., 2017) y bases de datos (GenBank®) con el fin
de elegir las secuencias adecuadas. Para la comprobacién de las secuencias genéticas y de
aminoacidos (aa), asi como la visualizacién de los mapas de los vectores se utilizaron también
programas y herramientas informéticas (EMBOSS Programs, Snap Gene® Viewer v5.0.7 y
CodonCode Aligner v9.0.2).

Una vez establecidos los genes, se encarg6 a la empresa GenScript Biotech Corporation
(GenScript) su sintesis y clonaje dentro de los dos vectores que se utilizaron a lo largo de esta
tesis doctoral. Para ello, 5 pg de cada plasmido se absorbieron en papel de filtro y se enviaron
por correo a GenScript. En el caso de pBaBe-Bax, al haber sido modificado previamente, antes
de hacer el envio se comprobd la integridad del plasmido mediante una digestion enzimética y
una electroforesis en geles de agarosa (ver apartado 3.2.4 y apartado 3.2.5).

El primero de los dos vectores empleados fue el plasmido comercial pHIV-Luc-ZsGreen
(Figura 3.2), de tipo lentiviral. Este plasmido expresaba dos genes reporteros distintos: uno de
ellos codificaba la proteina ZsGreen, que tras una excitacion apropiada emite fluorescencia
verde; y el otro codificaba la proteina luciferasa (Luc), una enzima que al procesar la luciferina
genera bioluminiscencia. Destacaba la presencia del promotor constitutivo EF-1a, el cual induce
una fuerte expresion de la proteina codificada tras él. También expresaba el gen de resistencia

a ampicilina, para la seleccién mediante dicho AB a la hora de transformar bacterias.
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(9315) Miul Spel (15)
(9131 .. 9150) pRS-marker Ndel (250)
(9085) SgrbI SnaBI (356)
AmMpR promoter CMV promoter
(8968) Sspl /CMV-F (535 .. 555)
(8714 .. 8733) Amp-R — . ___‘\\ 5' LTR (truncated)

BssHII (855)
HIV-1 W

(7412 .. 7431) pBR322ori-F
(7077) BspEI
(6565 .. 6581) pBluescriptks
(6563) BspDI - Clal
(6089) PfIFI - Tth111l

(5854) BstXI
(5721) PFIMI

(5662 .. 5681) IRES-F
%,
(5607) Aarl
(5584) PmiI PasI (3135)

(5435 .. 5452) IRES reverse PaeR7I - Xhol (3352)
(5419) AvrII 7 EFla-F (3513..3533)

KfII - PpuMI (2078)

EF-1a promoter

(5261) BamHI Notl (3567)
(5254) Smal EcoRI (3580)
(5252) TspMI - Xmal Mrel (3649)
(5243) Xbal BsaBI* (4033)

(4925) SexAI*
(4791) Hpal BIpI (4540)

pHIV-Luc-ZsGreen
9321 bp

Figura 3.2. Mapa del vector comercial pHIV-Luc-ZsGreen. Imagen realizada con el programa

SnapGene® Viewer v5.0.7.

En este vector se inserto la secuencia del gen de la variante de alta afinidad del receptor
CD16 (CD16V176), que es la siguiente:

ATGTGGCAGCTGCTGCTGCCAACCGCCCTGCTGCTGCTGGTGTCCGCCGGAATGAGGAC
AGAGGACCTGCCAAAGGCCGTGGTGTTTCTGGAGCCCCAGTGGTACAGAGTGCTGGAGA
AGGACTCTGTGACCCTGAAGTGCCAGGGCGCCTATTCTCCTGAGGATAACAGCACACAGT
GGTTTCACAATGAGAGCCTGATCAGCTCCCAGGCCTCTAGCTACTTCATCGACGCAGCAAC
CGTGGACGATTCCGGAGAGTATCGGTGCCAGACCAACCTGAGCACACTGTCCGATCCAGT
GCAGCTGGAGGTGCACATCGGATGGCTGCTGCTGCAGGCACCTAGATGGGTGTTTAAGGA
GGAGGATCCAATCCACCTGCGCTGTCACAGCTGGAAGAATACCGCCCTGCACAAGGTGAC
ATACCTGCAGAACGGCAAGGGCAGGAAGTACTTCCACCACAATTCTGACTTTTATATCCCC
AAGGCCACCCTGAAGGATTCCGGCTCTTATTTCTGCCGCGGCCTGGTGGGCAGCAAGAAC
GTGTCCTCTGAGACCGTGAATATCACCATCACACAGGGCCTGGCCGTGTCCACAATCAGC
TCCTTCTTTCCCCCTGGCTACCAGGTGTCTTTCTGTCTGGTCATGGTGCTGCTGTTTGCCG
TGGACACAGGCCTGTATTTCTCCGTGAAGACCAACATCCGGTCTAGCACAAGAGACTGGA
AGGATCACAAGTTCAAGTGGCGGAAGGACCCTCAGGATAAGTGA
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Dicha secuencia genética se corresponde a la siguiente secuencia de aa:

MWQLLLPTALLLLVSAGMRTEDLPKAVVFLEPQWYRVLEKDSVTLKCQGAYSPEDNSTQWFH
NESLISSQASSYFIDAATVDDSGEYRCQTNLSTLSDPVQLEVHIGWLLLQAPRWVFKEEDPIHL
RCHSWKNTALHKVTYLONGKGRKYFHHNSDFYIPKATLKDSGSYFCRGLVGSKNVSSETVNITI
TQGLAVSTISSFFPPGYQVSFCLVMVLLFAVDTGLYFSVKTNIRSSTRDWKDHKFKWRKDPQD
K*

Este clonaje se realizd entre los sitios de restriccion EcoRI y Xbal, reemplazando al gen
de la proteina luciferasa, de manera que el gen del receptor CD16 quedd bajo el control del
promotor constitutivo EF-1a. Se obtuvo asi el nuevo plasmido pHIV-CD16-ZsGreen (Figura 3.3).

(8423) MIul  Spel (15)
(8193) SgrDI NdeI (250)
AmMpR promoter SnaBI (356)

(8076) SspI— | CMV promoter
(7494) Fspl 5'LTR (truncated)

BssHII (855)
BspQI - Sapl (1246)

AleI (1721)

(6487) DrdI
KFII (2078)

(5671) BspDI - Clal Agel (2465)

(5513) BsrGI
(5197) PfIFI - Tth111I

(5050) SgrAl
(4962) BstXI
(4954) Mscl
(4829) PfIMI
(4692) PmiI

(4527) AvrIl

(4362) Smal
(4360) TspMI - Xmal
(4351) XbaI* SexAI* (4205)

PasI (3135)
PaeR7I - XhoI (3352)

NotI (3567)
EcoRI (3580)

pHIV-CD16-ZsGreen
8429 bp
Figura 3.3. Mapa del vector pHIV-CD16-ZsGreen generado al insertar el gen CD16 entre los
sitios de restriccion EcoRIl y Xbal del plasmido pHIV-Luc-ZsGreen. Imagen realizada con el

programa SnapGene® Viewer v5.0.7.

El segundo vector utilizado fue el plasmido pBaBe-Bax (ver Figura 3.1), una modificacion
del plasmido comercial pBaBe que se realizé anteriormente en nuestro grupo de investigacion al
clonar entre los sitios de restriccion EcoRI y Sall el gen de la proteina Bax. A diferencia del
anterior, este plasmido era de tipo retroviral y como gen reportero tenia el de resistencia al AB
puromicina. Ademas, expresaba el gen de resistencia a ampicilina, en este caso para la seleccion

de las bacterias transformadas.
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En este vector se insertd la secuencia quimeérica codificante para un nuevo receptor de
antigeno quimérico (CAR) dirigido contra la diana SLAMF7, especifica del MM. Dicha
construccion genética se basé en los CAR de segunda generacion (ver apartado 1.3.6.2.1) y para
el reconocimiento de la diana se utilizaron las secuencias codificantes de las regiones

determinantes de la complementariedad del anticuerpo anti-SLAMF7 hSF7.3.26A.

Este clonaje se realiz6 entre los sitios de restriccion EcoRI y Sall, reemplazando al gen
de la proteina Bax. Se obtuvo asi el nuevo plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR (Figura 3.4).

(6914) BspQI - Sapl

(6233) BmtI

(6229) Nhel
(6150) BamHI
(6131) AccI
(6130) SalI
(6050) Sl

(5820) Mrel - SgrAl
(5731) Apal
(5727) PspOM
(5726) Srfl

Fsel (796)

FspL (1137)

Pvul (1285)

Scal (1395)
Dral (1492)
Xmnl (1514)

Sspl (1719
(5228) PfIMI PL (1719)

(4692) Sphl
(4633) EcoRI
(4605) BbsI

CMV promoter

(4331) Ncol

(4311) BsaAlI - SnaBI Afel (2709)

(3862) BspDI - Clal
(3861) NsilI BsiWI (3264)
(3779) DralIll RsrII (3324)

pBaBe-SLAMF7-CAR
7001 bp

Figura 3.4. Mapa del plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR generado al insertar el gen del CAR
anti-SLAMF7 entre los sitios de restriccion EcoRI y Sall del plasmido pBaBe-Bax. Imagen

realizada con el programa SnapGene® Viewer v5.0.7.

3.3. GENERACION DE LINEAS ESTABLES MODIFICADAS GENETICAMENTE A PARTIR DE
LA LINEA CELULAR NK-92

3.3.1 Vectores virales para la sobreexpresion estable de proteinas

Existen virus, tales como los lentivirus y retrovirus, que tienen la capacidad de integrar

una porcién de su genoma en los cromosomas de aquellas células eucariotas que se encuentren
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en division. Esa capacidad puede ser aprovechada para obtener lineas celulares modificadas

genéticamente que sobreexpresen un gen de interés de forma estable.

Los virus que se utilizaron para este método habian sido modificados previamente para
que al infectar a las células diana inserten en su genoma Unicamente el fragmento del vector
comprendido entre las secuencias LTR (Long Terminal Repeat), que corresponde al gen o genes
de interés. De esa forma se impide que los virus puedan continuar propagandose ya que carecen

de las secuencias genéticas que codifican los factores de virulencia.

Una vez obtenidos ambos vectores virales (pHIV-CD16-ZsGreen y pBaBe-SLAMF7-
CAR) (ver apartado 3.2.6), se utilizé la linea celular HEK-293T como células empaquetadoras
para producir las particulas virales con las que infectar posteriormente las células a modificar.
De manera comun tanto para el vector lentiviral como el retroviral, se sembraron 3,8-10° células

HEK-293T en un volumen de 10 ml de medio DMEM completo en placas de 60,1 cm?.

Cuando las células ya se hubieron adherido, se cambi6 el medio por Opti-MEM 10% SFB
sin AB, se afiadio cloroquina 25 pM (Sigma-Aldrich) con el fin de evitar el posible transporte
autofagico y se incubaron las placas 10 minutos a 37 °C. Aprovechando ese intervalo de tiempo
se prepararon las mezclas de transfeccion. A partir de este momento el protocolo dejé de ser
idéntico, ya que la mezcla de transfeccion fue distinta segun el tipo de vector. Para evitar
interferencias con la transfeccion, todos los medios de cultivo utilizados en estos procedimientos

fueron sin AB.
3.3.1.1 Vectores lentivirales para la sobreexpresién estable de CD16

Como se ha explicado en la Introduccion (ver apartado 1.3.6.2.1.1), las células NK-92 no
expresan la molécula CD16. Para revertir esa situacion y poder combinarlas con mAbs
terapéuticos, se propuso modificarlas genéticamente con el gen del receptor CD16. De entre las
variantes existentes de CD16, se eligio la de alta afinidad con el objetivo de favorecer todo lo
posible la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). La secuencia de la variante
de alta afinidad se caracteriza por una mutacion en la posicion 176 de la cadena polipeptidica,
produciéndose el cambio de fenilalanina a valina. Para llevar a cabo esta modificacion se utilizé
el vector lentiviral pHIV-CD16-ZsGreen (ver Figura 3.3).

Con respecto a la produccién de las particulas lentivirales, se partié de las placas
sembradas de células HEK-293T (ver apartado 3.3.1). Mientras se incubaban con cloroquina

25 uM, se prepararon las mezclas de transfeccion, las cuales consistieron en:

- Mezcla A: 500 pl de medio Opti-MEM + 92 g de polietilenimina (PEI, Sigma-Aldrich)
- Mezcla B: 500 pl de medio Opti-MEM + 10 pg del vector pHIV-CD16-ZsGreen + 10 ug
de PAX2 (proteinas de la capside virica y las retrotranscriptasas virales encargadas de

la replicacién) + 3 pg de MDG2 (proteinas de la envuelta del virus)
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Una vez preparadas, se afiadié con suavidad la mezcla A sobre la mezcla B y se dejo
incubar a temperatura ambiente (RT) durante 20 minutos. Transcurrido ese tiempo, la mezcla
total se afiadio gota a gota sobre las células HEK-293T distribuyéndolas por distintas zonas de

la placa. Se homogeneiz6 agitando las placas suavemente y se incubaron O/N a 37 °C.

Al dia siguiente se reemplaz6 el medio por 10 ml nuevos de medio Opti-MEM 10% SFB
sin AB. Se dejaron incubar nuevamente las placas durante 48 horas, para dejar producir los
lentivirus. Finalizado ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos, en los que se
encontraban los virus, y se filtraron mediante filtros de 0,45 um (Acrodisc®, Pall Corporation) para

eliminar posibles restos celulares.

Al tratarse las células a transfectar de células en suspension, se utilizaron los
sobrenadantes virales filtrados para resuspender las células NK-92. Para cada infeccion se
sembraron 108 células por pocillo en placas de 6 pocillos, en 3 ml de volumen total por pocillo.
La distribucion por placa fue de un pacillo control con 3ml de medio MEMa completo sin AB, dos
pocillos con 3 ml de sobrenadante virico y dos pacillos con una mezcla de 2 ml de sobrenadante
virico y 1 ml de MEMa completo sin AB. A cada pocillo se afiadieron 100 Ul/ml de IL-2, 4 pg/ml
de polibreno (Merck, Sigma-Aldrich), y a la mitad de ellos 8 pg/ml de dextrano (Sigma-Aldrich).

Las placas se centrifugaron durante 90 minutos a 2.400 xg y 32 °C y seguidamente se
dejaron incubar 24 horas con los sobrenadantes virales. Después de ese tiempo se cambiaron
los medios por nuevos sobrenadantes virales y se repitieron la centrifugacién y la incubacion.
Transcurridas 24 horas de la segunda infeccién, las células se trasvasaron a tubos de fondo
cbnico de 15 ml y se centrifugaron 5 minutos a 58 xg. Se desecharon los sobrenadantes, se
lavaron las células con PBS y se sembraron en frascos de cultivos a una densidad de
4-10° células/ml en medio MEMa completo con 100 Ul/ml de IL-2.

Durante los dias posteriores a la transfeccién se monitorizé la presencia de fluorescencia
verde en los cultivos debida a la expresion de la proteina ZsGreen. Este seguimiento se realizd
con un microscopio invertido de fluorescencia (Eclipse TE300, Nikon) y otro microscopio directo
de fluorescencia (Eclipse 50i, Nikon). Una semana después de expandir los cultivos infectados
se seleccionaron las células transfectadas por citometria de flujo (ver apartado 3.5.3). Las células
seleccionadas se cultivaron en medio MEMa completo con 100 Ul/ml de IL-2 hasta alcanzar una
densidad celular alta que permitiera comprobar la expresion de CD16 por citometria de flujo (ver
apartado 3.5.2). A partir de ese momento el mantenimiento de los cultivos fue similar al de las

células NK-92 parentales, volviendo a usar una concentracion de IL-2 de 25 Ul/ml.
3.3.1.2 Vectores retrovirales para la sobreexpresion estable de un CAR anti-SLAMF7

Una vez que las células NK-92 expresaban CD16 gracias a la transfeccion con el
plasmido pHIV-CD16-ZsGreen, éstas eran capaces de ejercer la ADCC siempre y cuando se
afadiera un mAb terapéutico. Para eliminar esa dependencia, se decidid transfectarlas de nuevo
para que expresasen un CAR mediante el cual, en teoria, se desencadenaria directamente la
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actividad citotoxica de las células transfectadas. Para llevar a cabo esta modificacion se empleo
el vector retroviral pBaBe-SLAMF7-CAR (ver Figura 3.4).

Con respecto a la produccion de las particulas retrovirales, se partid de las placas
sembradas de células HEK-293T (ver apartado 3.3.1). Mientras se incubaban con cloroquina

25 uM, se prepararon las mezclas de transfeccidn, las cuales consistieron en:

- Mezcla A: 500 pl de medio Opti-MEM + 42 ug de PEIL.
- Mezcla B: 500 pl de medio Opti-MEM + 3 ug del vector pBaBe-SLAMF7-CAR + 5 ug de
pNVUL-MLV-gag-pol (proteinas de la capside virica y las retrotranscriptasas virales

encargadas de la replicacion) + 2,5 ug de pMDG-VSV (proteinas de la envuelta del virus)

Una vez preparadas, se afiadié con suavidad la mezcla A sobre la mezcla B y se dejo
incubar a RT 20 minutos. Transcurrido ese tiempo, la mezcla total se afiadié gota a gota sobre
las células HEK-293T distribuyéndolas por distintas zonas de la placa. Se homogeneiz6 agitando

las placas suavemente y se incubaron O/N a 37 °C.

Al dia siguiente se reemplazé el medio por 10 ml nuevos de medio Opti-MEM 10% SFB
sin AB y se dejaron incubar nuevamente las placas durante 48 horas, para dejar producir los
retrovirus. Finalizado ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos, en los que se
encontraban los virus, y se filtraron mediante filtros de 0,45 um para eliminar posibles restos

celulares.

Al igual que en la primera transfeccion, al tratarse las células a transfectar de células en
suspension, se utilizaron los sobrenadantes virales filtrados para resuspender las células NK-92-
CD16. Para cada infeccion se sembraron 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos, en 3 ml
de volumen total por pocillo. La distribucién por placa fue de un pocillo control con 3ml de medio
MEMa completo sin AB, dos pocillos con 3 ml de sobrenadante virico y dos pocillos con una
mezcla de 2 ml de sobrenadante virico y 1 ml de MEMa completo sin AB. A cada pocillo se
afiadieron 100 Ul/ml de IL-2 y 4 pg/ml de polibreno. En esta transfeccion también se afiadieron
a los pocillos 10 pg/ml de Vectofusin-1® (Miltenyi Biotec).

Las placas se centrifugaron durante 90 minutos a 2.400 xg y 32 °C y se dejaron incubar
24 horas con los sobrenadantes virales. Tras ese tiempo se cambiaron los medios por nuevos
sobrenadantes virales y se repitieron la centrifugacién y la incubacion. Transcurridas 24 horas
de la segunda infeccion, las células se trasvasaron a tubos de fondo cénico y se centrifugaron
5 minutos a 58 xg. Se desecharon los sobrenadantes, se lavaron las células con PBS y se
sembraron en frascos de cultivos a una densidad de 4-10° células/ml en medio MEMa completo
con 100 Ul/ml de IL-2.

Después de 48 horas en cultivo tras la transfeccidn, se afiadieron 2 pg/ml de puromicina
(InvivoGen) durante 3 semanas para la seleccion de las células transfectadas. De manera
complementaria también se hizo uso de la citometria de flujo para seleccionarlas mediante un
marcaje secundario (ver apartado 3.5.2 y apartado 3.5.3).
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3.4 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR

Para estudiar los mecanismos citotéxicos de las distintas células NK involucradas en este
trabajo, asi como la relevancia de cada uno de ellos, éstas se utilizaron como células efectoras
co-incubandolas con varios tipos de células diana (principalmente células de MM, pero también
PBMCs y blastos). Estos experimentos consistieron en determinar la muerte inducida por las
células efectoras sobre las células diana en diversas condiciones. En algunas variantes de los
experimentos, las células diana no fueron co-incubadas con las células NK sino con proteinas o

sobrenadantes de ellas.
3.4.1 Citotoxicidad de las células eNK sobre lineas celulares de mieloma multiple

Una vez aisladas (ver apartado 3.1.7.1), las células eNK necesarias para el experimento
se centrifugaron 5 minutos a 233 xg y se resuspendieron en PBS dejandolas a una densidad de
2,5-10° células/ml. Para poder distinguirlas en el experimento de las células diana, las células
eNK se incubaron durante 15 minutos a 37 °C con la sonda fluorescente CTG (CellTracker™
Green, Life Technologies) a una concentracion de 0,5 uM para marcarlas intracelularmente. Con
el fin de eliminar el exceso de sonda, las células eNK se centrifugaron después 5 minutos a
233 xg, se resuspendieron en un volumen equivalente de medio RPMI-1640 completo y se

incubaron 45 minutos a 37°C en el incubador de COa.

Una vez lavadas, las células eNK se centrifugaron de nuevo 5 minutos a 233 xg y se
resuspendieron en medio RPMI-1640 completo a una densidad de 1-108 células/ml. En el caso
de querer dilucidar la relevancia entre los distintos mecanismos citotoxicos posibles, las células
eNK se repartieron en volumenes iguales en tantos microtubos como condiciones distintas se
fueran a ensayar. En aquellas condiciones en las que se utilizaron reactivos blogueantes de los

mecanismos citotéxicos, las concentraciones empleadas fueron:

- EGTA (ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid, Sigma): 1 mM.
- Fas-Fc: 20 ng/ml.
- RIK-2 (BD Pharmingen™): 5 pg/ml.

Tras afadir los distintos bloqueantes, las células eNK se incubaron durante 1 hora a
37 °C en el incubador de CO:2 para dejarlos actuar. En el transcurso de ese tiempo, se prepararon
las células diana a una densidad de 1-10° células/ml. Después, se sembraron 5-10* células diana
por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo cénico, en tantos pocillos como correspondiera al

disefio del experimento. Siempre que fuera posible, cada condicion se sembré por duplicado.

En caso de existir condiciones en las que se ensayase la ADCC, los pocillos de las
células diana correspondientes se preincubaron 15 minutos con daratumumab a una

concentracion final de 5 pg/ml, antes de ser co-incubadas con las células efectoras.

Al finalizar las distintas incubaciones con los reactivos, se afiadi6 a sus correspondientes
pocillos de la placa la cantidad de células eNK requeridas de cada condicion en funciéon de los

ratios efector-diana establecidos. En caso de ser preciso, los pocillos se completaron con medio
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de cultivo RPMI-1640 completo hasta que todos tuvieran un volumen final de 200 pl/pocillo. Las
células permanecieron co-incubadas a 37 °C en el incubador de CO:z durante 4 horas, tras lo cual
se procedi6 a determinar la muerte celular producida mediante citometria de flujo (ver apartado
3.5.1).

En algunos casos, para comprobar si durante la co-incubacién se habia producido
trogocitosis entre las células efectoras y las células diana, se realizé sobre las células eNK el
marcaje de proteinas de superficie caracteristicas del MM, como CD38 (ver apartado 3.5.2)

3.4.2 Citotoxicidad de los sobrenadantes de las células NK-92 sobre lineas celulares de

mieloma multiple

Para comprobar si las células NK-92 producian y/o secretaban alguno de los principales
ligandos de los receptores mortales, o0 ambos, dichas células se centrifugaron durante 5 minutos
a 114 xg y se recolecto el sobrenadante del medio MEMa completo utilizado durante, al menos,
48 horas de cultivo. Seguidamente, el sobrenadante se filtré con filtros de 0,22 um de tamario de

poro para eliminar cualquier posible resto celular.

Se prepard una suspension de células diana a una densidad de 1-10° células/ml y se
sembraron 5-10* células diana por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo cénico, en tantos
pocillos como correspondiera al disefio del experimento. Siempre que fuera posible, cada
condicién se sembré por duplicado. Posteriormente, se afiadio el sobrenadante recogido y filtrado
0 los medios control (RPMI-1640 completo y MEMa completo) a los distintos pocillos hasta
completar 200 ul de volumen total por pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C en el incubador
de CO2durante 4 o 24 horas. Por ultimo, se procedio a determinar la muerte celular, en caso de
haberse producido, mediante citometria de flujo (ver apartado 3.5.1).

3.4.3 Citotoxicidad de sTRAIL sobre lineas celulares de mieloma mdltiple

Las células diana necesarias se resuspendieron a una densidad de 1-10° células/ml y se
sembraron 5-10* células diana por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo cénico, en tantos
pocillos como correspondiera al disefio del experimento. Siempre que fuera posible, cada
condicién se sembré por duplicado. Los pocillos se completaron con medio RPMI-1640 completo
hasta que todos tuvieron un volumen final de 200 ul por pocillo. A los pocillos pertinentes se
afiadioé 1 pug/ml de TRAIL recombinante soluble (STRAIL). Las placas se incubaron a 37 °C en el
incubador de CO: durante 4 o 24 horas y posteriormente se procedidé a determinar la muerte
celular producida mediante citometria de flujo (ver apartado 3.5.1).

3.4.4 Citotoxicidad de las células NK-92 sobre lineas celulares de mieloma multiple

Aunqgue el esquema del procedimiento fue similar al empleado con las células eNK (ver
apartado 3.4.1), para las células NK-92 se emple6 el medio MEMa completo y las
centrifugaciones fueron a 114 xg. Debido a su alta capacidad citotoxica, la concentracion utilizada
de EGTA se aumenté a 5 mM. Al carecer del receptor CD16, no se utilizé daratumumab en estos

experimentos.
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3.4.5 Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 sobre lineas celulares de mieloma multiple,
PBMCs y blastos

En este caso las propias células NK-92-CD16 eran fluorescentes, gracias a la proteina
ZsGreen codificada por el plasmido pHIV-CD16-ZsGreen con el que se transfectaron. Por esa
razén no fue necesario marcarlas con la sonda fluorescente CTG para poder distinguirlas de las
células diana. Por lo tanto, las células NK-92-CD16 necesarias para el experimento se
resuspendieron directamente en medio MEMa completo a una densidad de 1-10° células/ml. A
partir de ese punto el protocolo fue igual a lo descrito para las células NK-92 (ver apartado 3.4.4),
con dos salvedades. Por un lado, entre las distintas condiciones ensayadas con los reactivos

bloqueantes de la citotoxicidad, se afiadi6 la siguiente:
- Ferrostatina-1 (Med Chem Express): 1 uM.

Por otro lado, al expresar estas células el receptor CD16, se pudo ensayar la ADCC en
presencia de daratumumab. Para ello, los pocillos de las células diana correspondientes se
preincubaron 15 minutos con daratumumab a una concentracion final de 5 pg/ml, antes de ser

co-incubadas con las células efectoras.

Cabe destacar que con estas células efectoras se hicieron experimentos co-
incubandolas con distintos tipos de células diana, incluyendo las PBMCs y los blastos obtenidos
a partir de muestras de sangre (ver apartado 3.1.7 y apartado 3.1.7.2). Ademas, para comprobar
si durante la co-incubacion se habia producido trogocitosis entre las células efectoras y las
células diana se procedié como se indica con las células eNK (ver apartado 3.4.1).

3.4.6 Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 irradiadas sobre lineas celulares de mieloma

multiple

Las células NK-92-CD16 fueron irradiadas en colaboracién con Javier Jiménez,
especialista en Radiofisica hospitalaria, y el resto del departamento de Fisica y Proteccion

Radiolbgica del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

Para la irradiacion se utilizé un acelerador lineal de electrones de dicho hospital, modelo
Varian True Beam con colimador multildmina HD 120. Las distintas dosis administradas (10 y
15 Gy) fueron preparadas con el sistema de planificaciéon de tratamientos Eclipse v15.6.04,
utilizando el algoritmo Accuros XB, por parte del personal radiofisico del mencionado

departamento.

Dicho plan de tratamiento se realiz6 en base a imagenes de tomografia computarizada
tomadas con un escaner General Electric High Speed 120, consistente en dos haces isocéntricos
opuestos en la direccion horizontal (Angulo de Gantry de 90° y 270°, respectivamente) con
energia nominal de 10 MV con filtro aplanador, colimados en forma de cuadrado de 10-10 cm?
de superficie en el isocentro. En dicho isocentro se situd la muestra, y su posicion de irradiacion
se ajustod a la posicion de planificacion utilizando el sistema de imagen cone beam CT de

rayos X del acelerador.
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Cada irradiacion se produjo con la cantidad establecida de células alojada en un frasco
de cultivo T25 rellenado al méximo de su capacidad con medio de cultivo MEMa completo. El
frasco, sellado alrededor del cuello con una pelicula termoplastica (Parafilm®), se situé en una
cuba llena de H20 desionizada. Antes de colocarlo en la cuba, se resuspendid el contenido
celular del frasco. El volumen en la cuba fue el suficiente para que el espesor de H20 que la
radiacion incidente tenia que atravesar hasta llegar a la muestra fuera de unos 15 cm,
garantizando que se superase la zona de acumulacion de los haces.

Tras lairradiacion, una vez de nuevo en el laboratorio, las células se trasvasaron a tubos
de fondo cénico y se centrifugaron 5 minutos a 114 xg. Se elimind el exceso de medio utilizado
para rellenar el frasco de cultivo de manera que las células irradiadas quedaran sembradas a la
densidad habitual de mantenimiento de las células NK-92 y las lineas generadas a partir de ellas
(ver apartado 3.1.6).

A la hora de realizar los experimentos de citotoxicidad, las células NK-92-CD16
irradiadas necesarias para el experimento se resuspendieron directamente en medio MEMa
completo a una densidad de 1-10° células/ml. A partir de ese punto se siguié el mismo protocolo
de trabajo indicado para las células NK-92-CD16 (ver apartado 3.4.5).

3.4.7 Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 sobre lineas celulares de mieloma multiple
en condiciones de cultivo en 3D

Para generar las condiciones de cultivo en 3D se utilizé el hidrogel GrowDex® 1,5% (UPM
Biomedicals), que imita la matriz extracelular. Siguiendo las indicaciones del fabricante, el
hidrogel se preparé en un tubo de fondo cénico de 15 ml a una concentracion final de 0,25% en
medio RPMI-1640 completo. Las células de MM se resuspendieron en dicha preparacion, a una
densidad de 1-10° células/ml.

La suspension resultante de cada linea celular se dividié en dos volumenes iguales en
sendos microtubos. Uno de ellos se preincubé 15 minutos con daratumumab a una concentracion
final de 5 ug/ml, para las condiciones experimentales con ADCC. Transcurrido ese tiempo, se
sembraron 5-10* células por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo plano, en tantos pocillos
como correspondiera al disefio del experimento. Siempre que fuera posible, cada condicion se

sembré por duplicado.

Las células NK-92-CD16 necesarias para el experimento se resuspendieron
directamente en medio MEMa completo a una densidad de 1-108 células/ml. Se afadié a sus
correspondientes pocillos de la placa la cantidad de células NK-92-CD16 requeridas en funcion
de los ratios efector-diana establecidos. En caso de ser preciso, se completaron los pocillos con
medio de cultivo hasta que todos tuvieran un volumen final de 200 pl/pocillo, y las células
permanecieron co-incubadas a 37 °C en el incubador de CO:2 durante 24 horas. Una vez
finalizado ese tiempo, se utilizé6 GrowDase™ (UPM Biomedicals) siguiendo las indicaciones del
fabricante, para degradar enziméaticamente el hidrogel y asi poder determinar la muerte celular
producida mediante citometria de flujo (ver apartado 3.5.1).
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3.4.8 Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 sobre células plasmaticas de pacientes de
mieloma multiple

Una vez aisladas las BMMCs de los pacientes (ver apartado 3.1.8), se determiné el
porcentaje de células de MM presentes por citometria de flujo gracias al marcaje de proteinas de
membrana caracteristicas del MM, como CD38 y CD138 (ver apartado 3.5.2). Una vez
establecido, se recalcul6 la densidad celular de cada muestra en base Unicamente a las células
de MM.

De esa forma, las muestras se resuspendieron a una densidad de 1-10° células de MM/ml
en medio RPMI-1640 primario y se sembraron 5-10* células de MM por pocillo, en placas de 96
pocillos de fondo cénico, en tantos pocillos como correspondiera al disefio del experimento.
Siempre que fuera posible, cada condicion se sembré por duplicado. Se afiadieron 5 pg/ml de
daratumumab a los pocillos correspondientes a condiciones de ADCC y se incubd la placa en el

incubador de CO:2 a 37 °C durante 15 minutos para favorecer su unién a las dianas.

Durante ese periodo de incubacién, las células NK-92-CD16 necesarias para el
experimento se resuspendieron directamente en medio MEMa completo a una densidad de
1-10° células/ml. Al finalizar los 15 minutos, se afiadio a los pocillos de la placa pertinentes la
cantidad de células NK-92-CD16 requeridas en funcion de los ratios efector-diana establecidos.
En caso de ser preciso, se completaron los pocillos con medio de cultivo hasta que todos tuvieron
un volumen final de 200 pl/pocillo, y las células permanecieron co-incubadas a 37 °C en el
incubador de CO: durante 4 horas. Finalmente, se procedi6 a determinar la muerte celular
producida mediante citometria de flujo (ver apartado 3.5.1) sobre la poblacion especifica de MM,
gracias a un marcaje previo de CD138 en membrana (ver apartado 3.5.2).

3.5 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo permite el estudio de diversas caracteristicas celulares (viabilidad
0 muerte celular, expresion de proteinas, funcién metabdlica, etc.) mediante la monitorizacion de
técnicas de absorcion-dispersion de luz y de emision de fluorescencia. En el transcurso de esta

tesis doctoral se utilizaron dos citbmetros de flujo distintos.

El primero de ellos, usado de forma generalizada en los experimentos para analizar las
células, fue el citometro FACSCalibur (BD Biosciences) del Departamento de Bioquimica de la
Universidad de Zaragoza. Este citbmetro consta de dos laseres para excitar los fluoréforos (uno
de 488 nm y otro de 635 nm) y seis canales de deteccién. Cuatro de los canales (FL1-H-FL4-H)
detectan la emision de fluorescencia en funcion de las distintas longitudes de onda (A). Los dos
restantes, el Forward Scatter (FSC-H) y el Side Scatter (SSC-H), determinan en base a la luz

absorbida y dispersada el tamafio y la granulosidad de las células, respectivamente.

El otro citébmetro utilizado fue un citbmetro separador SH800S (Sony Biotechnology) del

Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud. Este citdmetro posee tres laseres colineales de 405,

98



Materiales y métodos

488 y 635 nm, y seis detectores de fluorescencia ademas del FSC-H y SSC-H. Su principal
caracteristica es que permite separar las células en funcién de las caracteristicas analizadas por
citometria de flujo, cargando eléctricamente las gotas que contienen las células de interés y
aplicando después un campo eléctrico. Esa fue la razon para utilizarlo eventualmente para aislar
subplobaciones de los cultivos celulares modificados genéticamente (ver apartado 3.5.3).

Los datos técnicos sobre los canales pertenecientes a cada laser y las longitudes de
onda de excitacion de ambos citdbmetros se recogen en la Tabla 3.1.

Excitacion con el laser de 488 nm

Canal: A Floréforos usados Canal: A Fluoréforos usados
FSC-H (Forward FSC-H (Forward
Scatter) Scatter)
SSC-H (Side Scatter) - SSC-H (Side Scatter) -
- - FL2-H: 525 + 25 nm ZsGreen
CTG, FITC, A488,
FL1-H: 530 + 15 nm FL3-H: 600 + 30 nm PE
ZsGreen
FL2-H: 585 + 21 nm PE FL4-H: 655 + 15 nm A647
FL3-H: 670 nm FL5-H: 720 £ 30 nm -
7AAD
Longpass (= 670 nm) FL6-H: 785 + 30 nm -
Excitacion con el laser de 635 nm
Canal: A Floréforos usados Canal: A Fluoréforos usados
FL4-H: 661 + 8 nm APC, DY634, A647 FL4-H: 655 + 15 nm A647

- - FL5-H: 720 £ 30 nm -
- - FL6-H: 785 + 30 nm -

Excitacion con el laser de 405 nm

Canal: A Floréforos usados Canal: A Fluoréforos usados
- - FL1-H: 450 £ 25 nm -
- - FL2-H-FL6-H -

Tabla 3.1. Propiedades técnicas de los citdmetros de flujo empleados a lo largo de esta tesis.

Fluoréforos: CellTracker™ Green (CTG), isotiocianato de fluoresceina (FITC), Alexa Fluor®
488/647 (A488/A647), ficoeritrina (PE), 7-aminoactinomicina D (7AAD) y aloficocianina (APC).

Los datos y resultados de las citometrias se recogieron a través del software
CellQuestPro, y se analizaron utilizando el programa informatico FlowJo vX.0.7.

3.5.1 Determinacion de la muerte celular por citometria de flujo

Para controlar de forma rutinaria la muerte celular de los cultivos celulares en
mantenimiento se empled la tincion con azul trypan, tal y como se ha descrito previamente (ver
apartado 3.1.5). En cambio, para analizar la muerte producida en cada experimento se utiliz la

citometria de flujo.
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3.5.1.1 Determinacion de la translocacién de fosfatidilserina

En la experimentacion in vitro, en ausencia de macréfagos, la translocacion de
fosfatidilserina (PS) es el indicador apropiado de la induccion de apoptosis en las células (ver
apartado 1.2.1.3). Para su deteccion se utilizd la proteina anexina-V, la cual presenta afinidad
especifica por la PS. La anexina-V utilizada a lo largo de esta tesis doctoral consisti6 en un

constructo unido al fluoréforo DY634 (Aabs = 635 nm, Aem = 658 nm).

El marcaje se realizé en las placas de 96 pocillos de dos formas distintas, en funcion del
tipo de experimento a analizar. Si las muestras o parte de ellas habian sido tratadas con EGTA,
la placa se centrifugd 2 minutos a 2.851 xg y se elimino el volumen de los pocillos. El pellet celular
de cada pocillo se resuspendié con 100 pl de una preparacion de tampén ABB (Annexin Binding
Buffer: NaCl 140 mM, CaCl: 2,5 mM y HEPES/NaOH 10 mM; pH 7,4) que incluia 0,05 pl/pocillo
de anexina-V DY634. En cualquier otro caso, si no se habia utilizado EGTA en el experimento,
se preparé una mezcla de ABB con 0,05 pl/pocillo de anexina-V DY634 y se afiadio a cada pocillo

el volumen de mezcla correspondiente al 10% del volumen presente en el pocillo.

En ambos casos, una vez afiadida a los pocillos la preparacion de anexina-V DY634 en
tampon ABB las placas se dejaron incubar durante 15-20 minutos a RT y en oscuridad.
Finalmente, las muestras se trasvasaron a tubos de citometria y se afiadieron 100 ul mas de

ABB atodas para tener suficiente volumen para analizarlas en el citometro de flujo FACSCalibur.
3.5.1.2 Determinacién de la pérdida de la integridad de membrana

La apoptosis no es el Unico tipo posible de muerte celular. Para cubrir mas opciones de
muerte celular, en determinadas ocasiones se utiliz6 el compuesto 7-aminoactinomicina D
(7TAAD, Aabs = 488 nm, Aem = 647 nm). Se trata de un fluoréforo con afinidad por el DNA, que se
intercala entre sus hebras. Es necesario para que se produzca esa unién que las membranas
celulares estén dafiadas y hayan perdido su integridad. Esto ocurre por ejemplo en la necrosis,
necroptosis, piroptosis o ferroptosis, aunque también puede producirse en fases tardias de la
apoptosis in vitro si no hay macréfagos en los cultivos que eliminen las células apoptoéticas.

En caso de utilizarse, la sonda 7AAD se marcé conjuntamente con anexina-V DY634,
afiadiendo 1 pl/pocillo de 7AAD a la mezcla de ABB y anexina-V DY634, y las placas de 96
pocillos se trataron tal y como se ha descrito en la seccion previa (ver apartado 3.5.1.1).

3.5.2 Anadlisis de la expresion de proteinas en la membrana celular por citometria de flujo

En numerosas ocasiones fue objeto de interés determinar la expresion o el nivel de
expresion de diversas proteinas en la membrana celular. A la hora de realizar estos andlisis se
sembraron 10° células por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo cénico. Las placas se
centrifugaron 2 minutos a 2.851 xg y se eliminaron los sobrenadantes mediante un giro rapido
(flick) de la placa. Los pellets celulares se resuspendieron en 100 pl de PBS al 5% de SFB (para
bloquear posibles uniones inespecificas). En ese momento se afiadié la cantidad adecuada de
cada mAb, en funcion de las proteinas a analizar, tal y como recoge la Tabla 3.2. Por cada
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marcaje se realizd un marcaje en paralelo con el control de isotipo del fluoréforo correspondiente,
para utilizarlo como control negativo o control de sefiales inespecificas. Los distintos controles
de isotipo empleados y la cantidad de cada uno se recogen en la Tabla 3.3.

Tras afiadir los distintos mAbs, las placas se incubaron 30 minutos a 4 °C y en oscuridad.
Una vez transcurrido ese tiempo, las placas se volvieron a centrifugar 2 minutos a 2.851 xg y se
elimin6 el volumen de los pocillos con otro flick. En esta ocasion, los pellets celulares se

resuspendieron en 200 yl de PBS y las muestras resultantes se trasvasaron a los tubos de

citometria para proceder a analizarlas en el citbmetro de flujo FACSCalibur.

) BD Pharmingen™
CD16 Alexa Fluor® 647 1gG1 K, ratén 1/125 (viv) o
(BD Biosciences)
1/10, 1/20, 1/50 )
i ) BD Pharmingen™
CD38 APC 1gG1 K, ratén (v/v), segun el o
) (BD Biosciences)
experimento
i BD Pharmingen™
CD138 PE 1gG1 K, ratén 1/50 (viv) o
(BD Biosciences)
CD262 ) Invitrogen
PE 1gG1 K, ratén 1/25 (vIv) o
(DR5) (eBioscience)
CD261 ) Invitrogen
PE 1gG1 K, ratén 1/50 (viv) o
(DR4) (eBioscience)
CD253 i BD Pharmingen™
PE IgG1 k, ratén 1/50 (v/v) o
(TRAIL) (BD Biosciences)
) Santa Cruz
FasL FITC IgG1 k, ratén 1/50 (vIv) ] ]
Biotechnologies
CD95 (Fas) FITC IgG1 K, ratén 1/50 (viv) eBiosciences
PD-1 Alexa Fluor® 488 IgG1 K, ratén 1/200 (viv) Biolegend
CD3 FITC IgG1 K, ratén 1/200 (viv) Miltenyi Biotec
CD56 APC IgG1 K, ratén 1/200 (viv) Miltenyi Biotec
CD319 ] Invitrogen
PE IgG2b K, ratén 1/100 (viv) o
(SLAMF7) (eBioscience™)
e re PE Policlonal, cab 1/80 (vIv) invitrogen
i oliclonal, cabra viv
(marcaj‘? (eBioscienceTM)
secundario)

Tabla 3.2. Informacién técnica y concentraciones de los anticuerpos monoclonales (mAbs)

empleados para el marcaje por citometria de flujo a lo largo de esta tesis doctoral. Fluor6foros:

aloficocianina (APC), ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluoresceina (FITC).
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Cabe destacar que en el caso del marcaje contra el fragmento cristalizable (Fc) de las
inmunoglobulinas de isotipo G (IgG Fc) se trataba de un marcaje secundario para detectar la
expresion del CAR anti-SLAMF7 en las células CAR-NK-92-CD16, generadas gracias a la
transfeccion con retrovirus (ver apartado 3.3.1.2). 10° células se sembraron por pocillo, en placas
de 96 pocillos, en 200 pl del propio medio de cultivo (el medio MEMa completo tiene tal porcentaje

de sueros que se considero suficiente para bloquear posibles uniones inespecificas).

Sobre dicho volumen se afadié6 1 pg de la proteina quimera SLAMF7-Fc (Acro
Biosystems) con el fin de que, en caso de expresarse, el CAR se uniera a la porcion de SLAMF7.
Seguidamente, se afiadi6 la misma cantidad del mAb anti-lgG Fc conjugado con ficoeritrina (PE)
para que se uniera sobre la porcién Fc de la proteina quimera unida a las células. A otro pocillo
en paralelo se afiadi6 directa y exclusivamente el mAb anti-IgG Fc PE, a modo de control de
sefiales inespecificas. El marcaje se incubd durante 30 minutos a 4 °C y en oscuridad, y una vez
finalizado ese tiempo se resuspendi6 el contenido de los pocillos y se trasvasé a los tubos de

citometria para proceder a analizarlas en el citémetro de flujo FACSCalibur.

BD Pharmingen™
1gG1 k Alexa Fluor®647 raton 1/125 (vIv) o
(BD Biosciences)
Lo mismo que de BD Pharmingen™
IgG1 k APC raton o
CD38 (BD Biosciences)
i 1/100 para DR4 Invitrogen
IgG1 k PE raton o
1/25 para DR5 (eBioscience)
1gG1 K PE ratén 1/25 para TRAIL Biolegend
i Invitrogen
19G2b k PE ratén 1/100 (viv) o
(eBioscience)
i BD Pharmingen™
1gG1 K FITC ratén 1/25 (viv) 1/50 (viv) o
(BD Biosciences)
IgG1 k Alexa Fluor®488 ratén 1/200 (v/v) Biolegend

Tabla 3.3. Informacién técnica y concentraciones de los anticuerpos monoclonales (mAbs)
usados como control de isotipo en los marcajes por citometria de flujo durante esta tesis doctoral.
Fluoréforos: aloficocianina (APC), ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluoresceina (FITC).

3.5.3 Separacion celular por citometria de flujo

Para poder seleccionar y aislar las células transfectadas se recurrié a la separacion
celular por citometria de flujo. La poblacién celular a analizar se resuspendio a una densidad de
entre 4-10% y 7-10° células/ml, en un volumen no superior a 1,5 ml de medio MEMa completo, y
se colocaron en un tubo de fondo cénico de 15 ml. En otro tubo igual se prepararon 4 ml de
medio MEMa completo con 100 Ul/ml de IL-2 en el que recoger la subpoblacién de interés.

Ambos tubos se colocaron en el citbmetro separador SH800S, y se analizd la poblacion celular.
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En la transfeccion lentiviral con el plasmido pHIV-CD16-ZsGreen se determind que la
subpoblacién ZsGreen* (con fluorescencia intrinseca) era la de interés. Una vez finalizado el
proceso, las células recogidas en el tubo de fondo cénico se sembraron en un frasco de cultivo
T25 trasvasando los 4 ml de medio, y se dejaron expandir para consolidar la nueva linea celular
NK-92-CD16 generada. Posteriormente, en una ocasion en la que el paso del tiempo disminuyo
ligeramente el nivel de intensidad de la expresién de CD16 en las células NK-92-CD16, se refind
la poblacion. En dicho caso, los preparativos se realizaron de la misma forma que la indicada
previamente, pero adedmas se empled un marcaje de CD16 (ver apartado 3.5.2) y se selecciond

en el citdbmetro separador SH800S la poblacion con mayor intensidad de expresién de CD16.

En la transfeccion retroviral con el plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR, se realizé primero el
marcaje secundario del CAR con la proteina quimera SLAMF7-Fc y el anticuerpo anti-lgG Fc PE
tal y como se describié anteriormente (ver apartado 3.5.2). Dicho marcaje se efectué en una
placa de 96 pocillos de fondo coénico, en tantos pocillos como fuera necesario para tener una
cantidad suficiente de células totales para analizar. Una vez finalizado el tiempo del marcaje, las
células marcadas se juntaron todas en un tubo de fondo conico de 15 ml en volumen no superior
a 1,5 ml de medio MEMa completo. En otro tubo igual se prepararon 4 ml de medio MEMa
completo con 100 Ul/ml de IL-2 en el que recoger la subpaoblacién de interés. Ambos tubos se
colocaron en el citbmetro separador SH800S, y se analizé la poblacion celular, seleccionando en
este caso la poblacién doble positiva para la sefial de ZsGreen y para el marcaje indicado
(ZsGreen*PE™"). Las células recogidas en el tubo se sembraron en un frasco de cultivo T25
trasvasando los 4 ml de medio, y se dejaron expandir para consolidar la nueva linea celular
CAR-NK-92-CD16 generada.

3.6 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING
3.6.1 Extraccién de proteinas celulares totales

Para estudiar mediante la técnica de Western Blotting la expresion intracelular de varias
proteinas citotdxicas de las diferentes células NK utilizadas en esta tesis doctoral, primero fue
necesario extraerlas mediante lisados de células totales. Para ello se prepararon frascos de
cultivo de cada tipo de célula NK de la misma manera anteriormente descrita (ver apartado 3.1.6).
Las células se dejaron crecer 48-72 horas en cultivo consiguiendo la mayor cantidad posible de
células totales, la cual se determiné mediante el recuento con azul trypan (ver apartado 3.1.5).

El contenido de cada frasco se trasvasé a tubos de fondo cénico de 15 ml y éstos se
centrifugaron 5 minutos a 524 xg. En todos los casos se eliminé el medio de cultivo y se
resuspendio el pellet en 1 ml de PBS. Dicho volumen se trasvas6 a microtubos, los cuales se
centrifugaron 5 minutos a 166 xg. Se elimind el PBS y en este momento se afiadid sobre los
pellets el tampdn de lisis (Tritdn-X100 al 1%, Sigma; NaCl 150 nM, Merck; Tris/HCI 50 mM,
pH 7,6; Sigma; glicerol al 10% v/v, Scharlau; EDTA 1 mM, Sigma; NasVOs 1 mM, Sigma; NasP207
10 mM, Sigma; leupeptina 10 pg/ml, Sigma; NaF 10 mM, Sigma; y F-SO2CH2CeHs 1 mM, Sigma)
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en una proporcion de 20 pl por cada 10° células. Una vez afiadido, las muestras se
resuspendieron utilizando el vortex brevemente y se incubaron 30 minutos en hielo. Tras el
tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 18.000 xg a 4 °C.
Después de ello, los sobrenadantes se trasvasaron a nuevos microtubos y se conservaron a

-80 °C hasta el momento de cuantificar las proteinas extraidas.
3.6.2 Cuantificacién de proteinas

La concentracion proteica de los lisados obtenidos se cuantificé mediante el ensayo del
4cido bicinconinico (BCA). Para ello se empled el kit comercial Micro BCA™ Protein Assay Kit
(Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del mismo. La reaccion colorimétrica resultante se
midi6 por absorbancia a 550 nm en un lector de placas (EZ Read 400 Microplate Reader,

Biochrom).

3.6.3 Separacion de las proteinas mediante SDS-Page y transferencia a membranas de

nitrocelulosa

Las proteinas se separaron en funcion de su peso molecular por SDS-Page (Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis). Durante la electroforesis se utilizaron geles
verticales discontinuos de acrilamida/bisacrilamida. Tanto el gel concentrador (stacking gel)
como el gel separador (resolving gel) fueron preparados en el laboratorio. La composicion de
ambos geles se recoge en la Tabla 3.4. Los geles se montaron en cubetas de electroforesis
verticales (BioRad), y éstas se rellenaron con el tampon de electroforesis o Running Buffer (Tris
base 19 mM, Sigma; Glicina 1,9 mM, Panreac; SDS al 0,01%, Merck).

12% 14%
30% Acrilamida/Bis, BioRad 0,5 ml 1,5ml 1,75 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (Stacking gel) 1,25 ml No aplica | No aplica
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (Resolving Gel) No Aplica 1,25 ml 1,25 ml
SDS 10% 50 ul 50 ul 50 pl
APS 10%, Sigma 150 ul 100 pl 100 pl
TEMED., Sigma 15 ul 10 10 ul
Agua destilada 3ml 2,1ml 1,85 ml
Total 5ml 5ml 5ml

Tabla 3.4. Composicion de los geles utilizados para las electroforesis realizadas a lo largo de
esta tesis doctoral. Reactivos: SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), persulfato de amonio (APS) y
tetrametiletilendiamina (TEMED).

A los lisados de células totales anteriormente preparados se les afadié el volumen
oportuno de tampén de carga 3X (Tris/HCI 150 mM, pH 7,4; SDS al 3%; Na2M0Oa4-2H20 0,3 mM;
NasPO7 30 mM; NaF 30 mM; glicerol al 30% v/v, HOCH2CH>SH al 30% v/v; y azul de bromofenol
al 0,06% p/v) para quedar a una concentracion final de 1X. Seguidamente se calentaron durante
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5 minutos a 95 °C en un bafio seco (Selecta), y se cargd en los carriles asignados el volumen
correspondiente a 100 pg de proteina siempre que fuera posible. En un pocillo adicional se
cargaron 3 pl del marcador de peso molecular BlueStar Plus Prestained Protein Marker (Cultek).

La electroforesis se realizé durante 90 minutos aproximadamente, a 180 V y 20 mA/gel.
Posteriormente, se realizd la electrotransferencia de las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa (GE Healthcare). Para ello se realiz6 un montaje tipo sandwich, en el cual entre una
doble capa de papeles de filtro Whatman (GE Healthcare) se colocé el gel sobre la membrana.
Los papeles de filtro fueron humedecidos previamente con tampon de transferencia (Tris/HCI
48 mM pH 8,3, Sigma,; glicina 39 mM, Sigma; SDS al 0,037%, Merck; y metanol al 20%, Panreac).
La electrotransferencia, de tipo semiseca, se realiz6 en un equipo Bio-Rad conectado a una
fuente de electroforesis (Bio-Rad) para transferir las proteinas durante 75 minutos a 20 V y
400 mA.

Finalizada la electrotransferencia, se recuperaron las membranas y se sumergieron en
una solucién de rojo ponceau al 0,1% en acido acético al 0,05%. Esta solucién colorea de manera
reversible las bandas protéicas, permitiendo comprobar si la electrotransferencia ha sido
correcta. Tras la comprobacion, las membranas se lavaron con H20 destilada y después se
procedié a bloguearlas incubandolas durante 1 hora a RT en agitaciéon con leche desnatada al
5% p/v en tampén B (Tris/HCI 10 mM, pH 8; NaCl 0,12 M; Tween-20 al 0,1%, Panreac; y timerosal
0,1 g/L).

3.6.4 Andlisis de proteinas mediante inmunotransferencia y deteccion de los

inmunocomplejos

Cuando las membranas estuvieron bloqueadas, se lavaron con tampoén B tres veces
durante 10 minutos en agitacién a RT. Tras el lavado, se incubaron con el anticuerpo primario
especifico para cada proteina citotéxica de las células NK durante toda la noche a 4 °C con
agitacion. Cada uno de los anticuerpos se preparé y utilizé a la concentracion recomendada por
el proveedor, diluido en tampén B con 5% de BSA y 0,05% de azida de sodio. Dichos datos

técnicos sobre los distintos anticuerpos utilizados se recogen mas adelante en la Tabla 3.5.

A la mafana siguiente se procedié al lavado del anticuerpo primario (3 lavados de 10
minutos cada uno con tampén B en agitacion) y a la incubacién con el anticuerpo secundario
durante 1 hora a RT y en agitacion. Los anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion de
las proteinas estaban conjugados a la enzima peroxidasa de rabano (HRP) y fueron preparados

a la concentracién indicada por el fabricante en tampén B con 2,5% de leche desnatada.

Después de la hora de incubacion el lavado del anticuerpo secundario se efectud en las
mismas condiciones que el del anticuerpo primario. Seguidamente se procedié a revelar la
membrana por quimioluminiscencia (ECL). Esta técnica se basa en la deteccién de la luz emitida
tras la oxidacidon de un sustrato quimioluminiscente. En este caso, la membrana se incubo
durante 2 minutos con la preparaciéon del sustrato de la enzima HRP (Pierce ECL 2 Western

Blotting Substrate, Thermo).
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Transcurrido dicho tiempo, la membrana se colocé dentro de una funda de plastico
evitando que se formasen burbujas en el interior y se eliminé el exceso de sustrato. La funda se
introdujo entonces en el aparato detector de luminiscencia Amersham Image 600 (GE
Healthcare), cedido amablemente por la Dra. Pilar Bayona, que capta directamente las sefiales

y las digitaliza sin necesidad de tener que usar peliculas fotograficas.

Todo este procedimiento se repitid para las distintas proteinas de interés y, ademas, en
cada membrana con una proteina de expresion constitutiva para tener un control de carga y una
referencia para la cuantificacion. Debido a los pesos de las proteinas estudiadas se eligi6 como
control la proteina a-Tubulina (=55 kDa), una proteina del citoesqueleto abundante en todas las
células.

Una vez hechos todos los revelados, sobre las imagenes digitalizadas obtenidas se
analizaron las bandas correspondientes a las proteinas por densitometria con el software
Image J (National Institutes of Health). De esta forma las sefiales obtenidas de las proteinas

reveladas se pudieron cuantificar y comparar de forma mas precisa respecto a los controles de

carga.

Anticuerpo (clon) Tipo, especie Concentracién | Proveedor, referencia
TRAIL (C92B9) Monoclonal, conejo | 1/1.000 y 1/500 | Cell Signaling, 32195
FasL (D1N5E) Monoclonal, conejo | 1/1.000 y 1/500 | Cell Signaling, 68405

granzima B (D2H2F) | Monoclonal, conejo 1/1.000 Cell Signaling, 17215

a-tubulina (B-5-1-2) | Monoclonal, ratén 1/10.000 Cell Signaling, 3873

IgG anti-conejo HRP | Monoclonal, ratén 1/20.000 Sigma, A9169

IgG anti-raton HRP | Monoclonal, cabra 1/20.000 Sigma, A9044

Tabla 3.5. Informacién técnica y concentraciones de los anticuerpos empleados en los

inmunoblots. IgG: inmunoglobulina de isotipo G. HRP: enzima peroxidasa de rabano.

3.7 MODELO ANIMAL DE MIELOMA MULTIPLE

Tras los resultados obtenidos in vitro con las células NK-92-CD16 y con las células
CAR-NK-92-CD186, se decidi6é ensayar in vivo su accion en solitario y en combinacion con el mAb
daratumumab. Se utilizé6 un modelo de xenoinjerto del mieloma multiple MM.1S transfectado con
las proteinas GFP y luciferasa (MM.1S-GFP-Luc) en ratones inmunodeprimidos NSG (NOD Scid
gamma). Estos ratones proceden de la estirpe NOD/ShiLtJ y tienen una doble mutacion en el
gen Prkdc, que impide la recombinacion de los segmentos VDJ tanto en los linfocitos T como en
los linfocitos B, asi como en el gen IL2rg, de forma que la cadena y del receptor de la IL-2 y de
otras citoquinas no se expresa (Cao et al., 1995; Greiner et al., 1998; L D Shultz et al., 1995;
Leonard D. Shultz et al., 2007). Como consecuencia de ello, estos ratones son extremadamente
inmunodeficientes, al no tener ni linfocitos T ni linfocitos B maduros y tener la funcion de las
células NK muy disminuida.
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Previamente a las inoculaciones se comprobd que todas las células empleadas en este
experimento estaban libres de micoplasmas. El dia inicial del experimento 25 ratones NSG fueron
inoculados con 5-10° células MM.1S-GFP-Luc de forma subcutéanea en la regién dorsal. Tras la
inoculacién los animales se dividieron en 5 grupos experimentales, cada uno de ellos incluyendo
5 individuos. Los animales estuvieron acomodados en las instalaciones del animalario del Centro
de Investigacion Biomédica de Aragon, en base a las recomendaciones europeas de ética en
animales y con la autorizacion de la Comision Etica de Experimentacion Animal del centro de
trabajo para el desarrollo de los protocolos planteados. Los ratones se mantuvieron en todo
momento en condiciones estandar (RT media de 24 °C y ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas),
libres de patdgenos y alimentados con agua y comida ad libitum durante todo el desarrollo del

experimento.

Los 5 grupos experimentales creados fueron: grupo control, grupo tratado con células
NK-92-CD16, grupo tratado con células NK-92-CD16 y daratumumab, grupo tratado con células
CAR-NK-92-CD16 y grupo tratado con células CAR-NK-92-CD16 y daratumumab. A partir de
ahi, el esquema del experimento fue el siguiente (Figura 3.5): el dia 16 tras la inyeccion de los
tumores se administraron a cada raton 5-108 células terapéuticas correspondientes a su grupo,
excepto a los del control. La inoculacion se realizé en 200 pl de PBS de manera intravenosa a
través de la vena caudal. En los grupos tratados también con daratumumab (50 pg/ratén), éste
se administré diluido en los 200 pl de PBS junto a las células. En dicho volumen de PBS también
se incluyé IL-2 para permitir la supervivencia temporal de las células terapéuticas. La cantidad
de IL-2 se determin6é de manera que, asumiendo que todos los ratones tuvieran una volemia de
2 ml, la IL-2 diluida en sangre quedara a una concentracion de 100 Ul/ml. El dia 30 desde la
inyeccién de las células tumorales se repitié la inoculacién de las células terapéuticas (y de

daratumumab si era el caso) siguiendo el mismo procedimiento.
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Figura 3.5. Esquema del experimento in vivo. En él se aprecia la secuencia de tiempo entre las
distintas inoculaciones celulares (flechas continuas) para el desarrollo del modelo de mieloma
animal. Las flechas discontinuas indican los dias en los que se tomd imagen in vivo gracias al
uso del IVIS® Lumina Ill, a excepcioén del dia 34, que se realizé una medida con calibre. El punto

final fue comudn para la mayoria de los ratones. Imagen realizada con la plataforma BioRender.

Para monitorizar el desarrollo de la enfermedad y el efecto ocasionado por la
administracion de las distintas células terapéuticas y daratumumab, se tomaron imagenes de la
sefial bioluminiscente emitida por las células MM.1S-GFP-Luc mediante el empleo del aparato
IVIS® Lumina IIl. Se administraron intraperitonealmente 200 pl de luciferina a 1 mg/ml a cada
individuo antes de sedarlos mediante isoflurano y colocarlos dentro del aparato. Las imagenes
se adquirieron los dias 0 (5 horas después de la inoculacién), 6, 13, 16, 20, 27 y 36 (previamente
al sacrificio). Ante la imposibilidad de adquirirlas el dia 34, alternativamente se midié ese dia el

volumen de los tumores con un calibre, que ya habia sido usado el dia 27.

Como criterios de punto final se establecieron la presencia de displasia abdominal,
paraplejia, pérdida grave de peso o aparicion de tumores extramedulares. Ante cualquier indicio
de los eventos mencionados los individuos afectados serian sacrificados mediante el empleo de
CO:2 o por dislocacién cervical. Sin embargo, ante el incipiente riesgo de ulceracion de los
tumores en varios animales, se decidié terminar el experimento el dia 36 sacrificando a todos los

ratones que permanecian vivos.
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Una vez sacrificados, se les extrajo el bazo y los tumores sélidos formados en el punto
de inoculacién y se recogieron en un tubo de fondo conico de 15 ml con medio RPMI-1640 para
su posterior analisis. Después, en una campana de flujo laminar, se depositaron los diferentes
tejidos y organos en placas de Petri estériles que contenian medio RPMI-1640. Los bazos y
tumores solidos se disgregaron con una jeringuilla estéril y se traspasaron a un tubo de fondo
conico de 15 ml a través de un tamiz celular de 70 um (Corning, FisherScientific). Las placas de
Petri se lavaron con medio RPMI-1640 y la solucién resultante se pas6 de nuevo por el tamiz

para recoger todas las células disgregadas posibles.

Las distintas células recogidas se centrifugaron 5 minutos a 335 xg, se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron en tampoén de lisis de eritrocitos (NH4Cl 154 mM, KHCO3
10 mM, y EDTA 0,1 mM, pH 7,4) para eliminar los eritrocitos presentes. Después de dejarlas
incubar 10 minutos a RT, se centrifugaron 5 minutos a 300 xg y se elimind el sobrenadante.
Seguidamente se resuspendieron en un volumen apropiado de medio RPMI-1640 y se analizaron
por citometria de flujo para determinar la cantidad de células tumorales y terapéuticas presentes
en cada uno de los tejidos extraidos. La distincion entre ambos tipos celulares se hizo gracias a
la fluorescencia de las proteinas GFP y ZsGreen, respectivamente. Aunque ambas proteinas
emiten fluorescencia verde, la mayor intensidad de la proteina GFP permiti6 identificarlas

inequivocamente. Cada bazo o tumor se analizé por triplicado.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

La representacion gréfica, interpretacion y andlisis estadistico de los resultados se realizé
mediante el programa GraphPad Prism v9.0.2 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Segun el tipo de datos y el experimento, se realizé una de las siguientes pruebas estadisticas:
t test, multiple t test, Mann-Whitney test, Two-way ANOVA o Nested t test.

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar (SD), y el grado de

significancia se determiné en funcion de los siguientes valores:

- *sip-valor <0,05

- **sjip-valor <0,01

- **gjp-valor <0,001

- %% gj p-valor <0,0001
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4.1 CARACTERIZACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS LINEAS CELULARES DE
MIELOMA MULTIPLE A LA APOPTOSIS EXTRINSECA Y A LA CITOTOXICIDAD CELULAR
DEPENDIENTE DE ANTICUERPO

Tal y como se ha explicado en la Introduccion (ver apartado 1.3.2.1.3), las células
asesinas naturales (Natural Killer, NK) pueden inducir la muerte de las células diana
principalmente utilizando sus granulos citotéxicos, a través de los ligandos de los receptores
mortales (DRs, via extrinseca de la apoptosis) y mediante la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Por lo tanto, antes de proceder a estudiar los mecanismos de apoptosis
inducidos por las células NK, en solitario o en combinacidon con daratumumab, en las lineas
celulares de mieloma multiple (MM) humano, se caracterizd si éstas eran susceptibles a los
ligandos de los DRs, también conocidos como ligandos mortales, y a la ADCC. La sensibilidad
de las células de MM a las proteinas de los granulos citotdxicos liberados no se consider6 en

este momento, dado que es un factor que depende fundamentalmente de las células NK.

Con respecto a la via extrinseca de la apoptosis, los DRs de mayor relevancia son Fas,
receptor de FasL (Fas Ligand), y DR4 y DRS5, receptores de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand). Para que cualquier célula sea sensible a la apoptosis por la via extrinseca, es
necesario que exprese en la membrana celular todos o alguno de esos receptores. Por lo tanto,
se analizé por citometria de flujo si las lineas celulares de MM humano empleadas en esta tesis
doctoral (MM.1S, NCI-H929 y RPMI 8226) expresaban estos DRs en la membrana plasmatica.

N de células

MM.1S

NCI-H929

RPMI 8226

200 -

100 7

FL1-H+
97.1%

400

200

FL1-H+
90.4%

FL1-H+
77,3%

m]

Isotipo FITC

anti-Fas FITC

Fas

Figura 4.1. Expresién de Fas en la membrana plasmatica de las lineas de MM. El eje de abscisas
representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el nimero de
células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribucion de la
sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan el
marcaje con un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico anti-Fas en cada linea celular. Los
porcentajes indican la fraccion de la poblacion de cada linea celular que se considera positiva.
Histogramas representativos de un total de 2 experimentos.
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En primer lugar, se comprobé que las tres lineas celulares de MM humano expresaban
Fas, tal y como se recoge en la Figura 4.1. No obstante, se observé que la expresion no era
homogénea entre ellas. Mientras que las lineas celulares MM.1S y NCI-H929 eran las que més
expresaban este receptor, en casi la totalidad de sus poblaciones (97,1% y 90,4%,
respectivamente), la linea RPMI 8226 expresaba Fas en menor medida, en torno a tres cuartas

partes de su poblacion (77,3%).

En segundo lugar, se analiz6 la expresion de DR4. Si bien es cierto que se detect6 la
proteina en la superficie de las tres lineas celulares, esta expresion fue en general menor que la
de Fas. En la linea MM.1S, alrededor de la mitad de la poblacion expresaba DR4 (51,4%),
mientras que la expresion en la linea NCI-H929 fue todavia inferior (36,6%). En cambio, la linea
RPMI 8226 fue la Unica que presentd una expresion relativamente alta (81,6%). Estos resultados

pueden observarse en la Figura 4.2.

MM.15 NCI-H929 RPMI 8226

800

FL2-H# | o0 FL2-H+ FL2-H+
514% 36,6% 81.6%

[C]| 1sotipo PE
anti-DR4 PE

Ne de células

DR4

Figura 4.2. Expresion de DR4 en la membrana plasmética de las lineas de MM. El eje de abscisas
representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el numero de
células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribuciéon de la
sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan el
marcaje con un mAb especifico anti-DR4 en cada linea celular. Los porcentajes indican la
fraccion de la poblacion de cada linea celular que se considera positiva. Histogramas

representativos de un total de 2 experimentos.

En tercer lugar, se estudi6 la expresién del otro receptor de TRAIL, DR5. A diferencia de
DR4, en este caso las tres lineas celulares lo expresaron a mayor nivel. Ademas, tal y como se
puede ver en la Figura 4.3, la expresion en las tres lineas fue bastante homogénea en esta
ocasion. La linea celular RPMI 8226 presentd una mayor poblacion positiva (96,2%), seguida de
lalinea MM.1S (90,4%) y de la linea NCI-H929 (87,1%), pero todas ellas en torno al mismo rango.

114



Resultados y Discusion

MM.1S NCI-H929 RPMI 8226
600
o0 ] FL2-H+| o0 FL2-H+ 1 FL2-H+
904% 87,1% 1 96,2%
” /‘\ 1 ‘ 00 | [C]| I1sotipo PE
400
2 '\ 0] ' 1 \ anti-DRS PE
T ‘l ]
© 200 T ‘
% 00 ‘ 200 ] !
ol
Z ' 100 =] e
o T T T o = T T T o I/ T T
10 '|U' IU2 10 10 10 10‘ 10 103 10 mu 10‘ 102 10 10

DRS

Figura 4.3. Expresiéon de DR5 en la membrana plasmatica de las lineas celulares de MM. El eje
de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el
nimero de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la
distribucion de la sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules
representan el marcaje con un mAb especifico anti-DR5 en cada linea celular. Los porcentajes
indican la fraccion de la poblacién de cada linea celular que se considera positiva. Histogramas

representativos de un total de 2 experimentos.

Estos resultados concordaron en lineas generales con los obtenidos previamente por
nuestro grupo de investigacién (Goémez-Benito et al., 2007; Jarauta et al., 2016). Toméandolos en
conjunto (ver Figura 4.1, Figura 4.2 y Figura 4.3), alrededor del 90% de la poblacion celular de
cada linea de MM presentd expresion de receptores para FasL y TRAIL (DR5, en este caso) vy,

por tanto, las tres eran potencialmente susceptibles a sus efectos.

Sin embargo, la expresién de sus respectivos receptores no es el Unico requisito para
que los ligandos mortales puedan actuar. Dichos receptores podrian no ser funcionales. Por
ejemplo, por alteraciones o mutaciones en ellos, en alguna de las proteinas encargadas en la
transduccion de la sefial o en las proteinas inhibidoras. Para analizar esta contingencia, se hizo
una prueba de sensibilidad a TRAIL, tanto a 4 como a 24 horas, utilizando una forma

recombinante soluble de este ligando (STRAIL) disponible en nuestro laboratorio.

Los resultados de dicha prueba se muestran en la Figura 4.4. En ella se puede ver como
las lineas MM.1S y RPMI 8226 fueron sensibles a sTRAIL, especialmente tras 24 horas de
incubaciéon. Ambas lineas celulares, que tenian un nivel de expresién de DR5 muy parecido
(90,4% vs 96,2%), presentaron una cantidad de células apopt6ticas similar. En cambio, aunque
practicamente la misma fraccion de la linea NCI-H929 expresaba DR5 (87,1%), estas células
fueron resistentes a sTRAIL. A pesar de la inestabilidad genética de las lineas de MM, estos
resultados fueron nuevamente concordantes en lineas generales con los obtenidos previamente

en nuestro grupo de investigacion (Gomez-Benito et al., 2007; Jarauta et al., 2016).
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Figura 4.4. Sensibilidad de las lineas celulares de MM a TRAIL soluble (sTRAIL). Las células de
MM se incubaron 4 y 24 horas con 1 pg/ml de sTRAIL. Posteriormente se determind la apoptosis
producida mediante un marcaje con anexina-V DY634 y analisis por citometria de flujo. Los
graficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se
muestran como la media + desviacion estandar (SD) de 3 experimentos diferentes. **p<0,01;
#x<0,001; ****p<0,0001.

Tras verificar la bioactividad de sTRAIL (y la de los receptores de TRAIL), se hizo lo
mismo con la del anticuerpo RIK-2. RIK-2 es un anticuerpo monoclonal (mAb) que se une a
TRAIL y bloguea la apoptosis inducida por TRAIL. Para ello, se eligié a la linea celular MM.1S
por ser una de las mas sensibles a sTRAIL (ver Figura 4.4), y se incub6 24 horas con sTRAIL

so6lo o combinado con RIK-2.

En la Figura 4.5 se puede observar la eficacia del blogueante, dado que inhibié por
completo la muerte celular producida por sTRAIL. A su vez, el bloqueante por si solo fue inocuo
sobre las células.

Bloqueo de sTRAIL

+>I P *kk*k

S 100- 1

= T Em MM.1S Control

(0]

5: 80+ MM.1S + sTRAIL (1 ug/ml)
2 o B MM.1S + RIK-2 (5 pg/ml)
% MM.1S + RIK-2 + sTRAIL
S 401

(@]

&

@ 207 --—

E ]

g O' T

B3 q?\b

Figura 4.5. Efecto bloqueante de RIK-2 sobre sTRAIL. Las células MM.1S fueron incubadas 24
horas en presencia de 1 pg/ml de sTRAIL y/o 5 pg/ml de RIK-2. Posteriormente se determino la
apoptosis producida mediante un marcaje con anexina-V DY634 y analisis por citometria de flujo.
El grafico representa el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados

mostrados son la media + SD de 2 experimentos diferentes. ****p<0,0001
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Por otro lado, para estudiar la ADCC inducida por el mAb anti-CD38 daratumumab, era
un requisito indispensable que las células diana presentasen dicho antigeno. El analisis de la
expresion de CD38 en la membrana por citometria de flujo mostré tres patrones de expresion
distintos en las tres lineas de MM (Figura 4.6). Estas diferencias de nivel de expresion podrian

influir en el grado de ADCC que sufriera cada linea celular.

El 99,9% de las células de la linea NCI-H929 fueron positivas para CD38, con un nivel
de expresion muy elevado (Intensidad media de fluorescencia, MFI: 2958). Por su parte, la linea
celular MM. 1S fue mayoritariamente positiva (93,4%), aunque el nivel de expresién de CD38 fue
menor (MFI: 432) y mas heterogéneo que el de las células NCI-H929. Por ultimo, la linea RPMI
8226 presentd una poblacién con una menor expresién de CD38 (MFI: 276) y mucho mas

heterogénea, con una importante poblacién negativa (alrededor de un tercio de células CD38).

El resultado obtenido en las células RPMI 8226 no coincidié con articulos previos en los
gue se indica que la linea RPMI 8226 es una linea de MM con una elevada expresion de CD38
(Nijhof et al., 2016; Paino et al., 2014). Esta diferencia podria deberse a una disminucion de su
expresion con el tiempo en cultivo debido a la inestabilidad gendmica de las células RPMI 8226
(Diaz-Rodriguez et al., 2011). No obstante, la situacion actual permitia disponer de tres lineas
celulares de MM con un distinto nivel de expresion de CD38 en cada una de ellas y analizar como

influye el nivel de expresion de CD38 sobre la ADCC inducida.
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Figura 4.6. Expresién de CD38 en la membrana plasmética de las lineas de MM. El eje de
abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el
namero de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la
distribucion de la sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules
representan el marcaje con un mAb especifico anti-CD38 en cada linea celular. Los porcentajes
indican la fraccion de la poblacién de cada linea celular que se considera positiva. Histogramas

representativos de 4 experimentos diferentes.
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4.2 ESTUDIO DEL MECANISMO DE LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR
DARATUMUMAB (ANTI-CD38) EN COMBINACION CON LAS CELULAS eNK SOBRE
CELULAS DE MIELOMA MULTIPLE

4.2.1 Obtencidn, activacion y expansion de células eNK a partir de PBMCs

Se utilizaron células efectoras NK expandidas (eNK) para estudiar los mecanismos de
induccién de muerte sobre células de MM. Dichas células eNK se obtuvieron a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de donantes sanos, siguiendo el protocolo puesto
a punto anteriormente por nuestro grupo de investigacion (ver apartado 3.1.7 y apartado 3.1.7.1).

En nuestro caso, la deplecion de células CD3" realizada al inicio de cada expansién fue parcial.

Tras determinar por citometria de flujo el porcentaje de células NK (CD56") aisladas a
partir de las PBMCs, éstas se sembraron a una densidad de 2-108 células totales/ml en medio
RPMI-1640 completo, suplementado con 100 Ul/ml de IL-2 y 25 Ul/ml de IL-15. Para la activacion
se afiadieron en co-cultivo células linfoblastoides 721.221 inactivadas en una proporcion de 5-1
(eNK-721.221). Se usaron estas células como estimuladoras porque carecen de moléculas de
HLA-I (Human Leukocyte Antigen), y asi se evita cualquier cualquier sefial inhibidora sobre las

células NK, favoreciendo su activacion.

Todas las expansiones se mantuvieron en cultivo entre 18 y 25 dias. Cada 5 dias se
comprobd regularmente el crecimiento y viabilidad de las células por recuento con azul trypan y
la proporcion de células CD56" por citometria de flujo. Tal y como se indica en Materiales y
métodos (ver apartado 3.1.7.1), se aprovecharon esas manipulaciones periédicas para volver a
sembrar las células eNK a la densidad inicial y renovar el medio de cultivo, las células
estimuladoras y las citoquinas. En algunas de las expansiones, durante esas manipulaciones
también se caracterizé la expresién de diversas proteinas en la membrana plasmatica por

citometria de flujo.

A lo largo de la tesis doctoral se llevaron a cabo un total de 12 expansiones de células
eNK, cada una de ellas a partir de PBMCs de donantes distintos (PMBCs1-PBMCs12). Las
mejores expansiones (ver Figura 4.7) se emplearon en diferentes experimentos de citotoxicidad,
para ésta (ver Figura 4.12, Figura 4.13, Figura 4.14 y Figura 4.15) u otras investigaciones (Calvo
et al., 2020).

La Figura 4.7A muestra el nUmero de veces que las células eNK (CD56*) se expandieron
a cada tiempo de incubacion, normalizando por la cantidad de células eNK totales al inicio del
cultivo. Se puede comprobar que, en aquellos casos exitosos, el protocolo de expansion utilizado
permitié obtener una gran cantidad de células con un crecimiento de tipo exponencial (por
ejemplo, las expansiones PBMCsl, PBMCs4, PBMCs6 y PBMCs10). Las expansiones
comenzaron a hacerse evidentes en la mayoria de los casos entre los dias 10 y 15, aunque

existio cierta variabilidad, y algunas se prolongaron hasta los dias 22-23 de expansién.
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Figura 4.7. Expansion de las células eNK. A) Ratio de expansion de las células CD56* (eNK) en
los cultivos de las PBMCs durante el periodo de expansion in vitro de las mismas. Los resultados
se representan como el nimero de veces que se han expandido las células eNK a cada tiempo
respecto a la cantidad de células eNK puestas en cultivo inicialmente el dia 0. B) Crecimiento de
las células CD56"* (eNK) durante las expansiones in vitro. Los resultados se representan como
el nimero cumulativo de células eNK gue se habria obtenido en cada expansién a cada tiempo

si éstas no se hubieran diluido durante su mantenimiento.

Considerando Unicamente las expansiones exitosas, la media de la tasa de expansion
fue de 50 veces, con un maximo de 75 veces en el caso de la expansion PBMCs4 (Figura 4.7A).
Es probable que si todas las expansiones se hubieran mantenido hasta los dias 22-23, las cifras
hubieran sido mayores, pero en muchos casos se agotaron los cultivos para hacer experimentos
entre los dias 19-20. Por otra parte, si las depleciones de células CD3* hubieran sido completas,
ese factor seguramente también habria favorecido el proceso.

Con respecto al nimero de células eNK totales conseguidas gracias a las expansiones
(Figura 4.7B), la media a dia 20 fue de 1,9-10% células, mientras que en el punto de maximo
tiempo (dias 22-23) la media fue de 2,4-10% células. En otro trabajo de nuestro grupo de
investigacion con el mismo protocolo se alcanzé una media en el punto de maximo tiempo en
torno a 2,5-108 de células, por lo que los resultados son bastante similares entre si en ese sentido
(Reina-Ortiz et al., 2020).

4.2.2 Caracterizacion de las células eNK expandidas y activadas

Como ya se ha comentado en el anterior apartado, se caracterizé por citometria de flujo
la expresion en la membrana plasmética de diversas proteinas relevantes. Dependiendo de la

evolucion de los cultivos, se analizé la expresion de una u otra proteina.

Una de las proteinas estudiadas fue PD-1 (Programmed cell Death protein 1), que puede

expresarse en la superficie de células efectoras tales como las células NK y cuya actividad regula
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un importante punto de control inmunitario. La potencial aplicacion terapéutica de las células eNK
podria verse afectada si éstas expresaran PD-1, inhibiéndose su respuesta funcional en caso de
que las células de MM expresasen a su vez el ligando PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1). La
Figura 4.8 muestra dos ejemplos ilustrativos del marcaje de PD-1 en la membrana plasmatica de
dos expansiones distintas de células eNK. En ella se puede ver cémo el porcentaje de células
gue expresan PD-1 en membrana al final del proceso de activacion y expansion fue muy pequefio
(11%y 8,7%, respectivamente). Este hecho garantiza que las células eNK generadas segun este
protocolo no reciban sefializacion inhibitoria, aunque las células diana pudieran expresar PD-L1.
Estos resultados coinciden con otros obtenidos siguiendo el mismo protocolo de expansion
(Calvo et al., 2020; Reina-Ortiz et al., 2020; Sanchez-Martinez et al., 2018).
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Figura 4.8. Expresion de PD-1 en la membrana plasmatica de las células eNK. El eje de abscisas
representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el nimero de
células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribuciéon de la
sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan el
marcaje con un mAb especifico anti-PD1 en cada una de las expansiones. Los porcentajes
indican la fraccion de la poblacién de cada expansion de células eNK que se considera positiva.
Dichos valores se establecieron tomando como punto de corte una intensidad de fluorescencia
a la que el isotipo tuviera menos de 1% de sefal positiva. Histogramas representativos de 2

experimentos diferentes.

Anteriormente ya se habia comprobado que las lineas de MM expresaban DRs (ver
apartado 4.1). No obstante, para inducir muerte celular a través de ellos era preciso que las
células eNK expresaran FasL y TRAIL. En la Figura 4.9 se muestran dos ejemplos ilustrativos de
los resultados del marcaje en membrana de ambos ligandos mortales en distintas expansiones
de células eNK. En ella puede observarse que la expresion de FasL en la membrana fue
relativamente baja, y ademas, variable en las distintas expansiones (Figura 4.9A, 70,3% Yy 36,2%,
respectivamente). En cambio, no se detectd ninguna sefial de TRAIL en membrana ya que en
todos los casos analizados el control de isotipo dio méas sefial que el propio anticuerpo anti-TRAIL
(Figura 4.9B).
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Figura 4.9. Expresion de los ligandos mortales en la membrana plasmatica de las células eNK.
A) Expresion de FasL. B) Expresion de TRAIL. Los ejes de abscisas representan la intensidad
de fluorescencia de los marcajes, y los ejes de ordenadas el nimero de células que presentan
dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribucion de la sefial base de
fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan en cada
expansion el nivel de expresion de cada ligando con un mAb especifico anti-FasL y otro mAb
especifico anti-TRAIL, respectivamente. Los porcentajes indican la fraccion de la poblacion de
cada expansion que se considera positiva. Histogramas representativos de 2 experimentos
diferentes.

FasL y TRAIL también pueden ser secretados insertados en la membrana de exosomas
al activarse los linfocitos T (Martinez-Lorenzo et al., 1999), y esto también se ha descrito en el
caso de células NK humanas (Lugini et al.,, 2012). Por ello, se decidié estudiar también la
expresioén intracelular de estos ligandos mortales. En la Figura 4.10 se encuentran los resultados
del andlisis de una de las expansiones de células eNK mediante Western Blotting, en la que se

detectaron ambas proteinas.
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Figura 4.10. Expresion de los ligandos mortales en las células eNK. A) FasL. B) TRAIL. El lisado
resultante de 5-10° células eNK se analiz6 por SDS-PAGE y Western Blotting, utilizando los
anticuerpos anti-FasL o anti-TRAIL correspondientes. Como control de carga se utilizé a-tubulina.

Imagenes representativas de 3 experimentos diferentes.
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En la Figura 4.10A se puede observar de manera tenue tanto la forma transmembrana
glicosilada de FasL (40 kDa) como la forma soluble (26 kDa) (Kayagaki et al., 1995; Nagata,
1997; Tanaka et al., 1995). Por otra parte, si se detecto la presencia de TRAIL intracelular, tanto
el polipéptido de 32,5 kDa como la forma madura glicosilada de 41 kDa (Martinez-Lorenzo et al.,
1998, 1999). Por lo tanto, las células eNK generadas expresan FasL y TRAIL intracelularmente,
aungue su nivel de expresién en membrana sea bajo. Hay que tener presente también que el

nivel de expresion podria variar entre expansiones.

Conocer la expresion de CD38 en la membrana plasméatica de las células eNK también
se consideré importante, ya que se trata de la diana de daratumumab y se iban a utilizar
combinadas con dicho mAb. En la Figura 4.11 se muestra un ejemplo del marcaje de varias de
las expansiones realizadas. Aunque el nivel de expresion fue variable en cada expansion (desde
un 58,9% de las células eNK4 a un 96,4% en el caso de las células eNK®6), se podria decir que
CD38 se expresaba de manera general, al igual que en las células NK normales (An et al., 2018;
Krejcik et al., 2016). Esta expresion de CD38 en las células eNK podria inducir su fratricidio,
como se ha descrito para las NK aut6logas en varios articulos (Mahaweni et al., 2018; Wang et
al., 2018).
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Figura 4.11. Expresiéon de CD38 en la membrana plasmatica de las células eNK. El eje de
abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el
namero de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la
distribucion de la sefal base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules
representan el marcaje con un mAb especifico anti-CD38 en cada expansién de células eNK.
Los porcentajes indican la fraccion de la poblacién de cada expansion que se considera positiva.
Histogramas representativos de 2 experimentos distintos.

4.2.3 Actividad citotéxica de las células eNK sobre lineas celulares de mieloma multiple

En torno al dia 18 de expansion, las células NK se consideraron lo suficientemente
activadas (células eNK) como para poder utilizarse como efectoras en los experimentos de
citotoxicidad contra las células de MM. Dado que la pureza de las células eNK en el cultivo no
llegaba al 100% (presencia de otras PBMCs, especialmente células CD3*), se realiz6 primero un
enriquecimiento mediante seleccién inmunomagnética.
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Seguidamente, para distinguir a las células eNK de las células de MM a lo largo de los
experimentos, se marcaron las primeras con la sonda intracelular fluorescente CTG
(CellTracker™ Green). En la Figura 4.12A se muestra un ejemplo ilustrativo de la citometria de
flujo del marcaje obtenido, asi como la de las células de MM no marcadas (Figura 4.12B) y la
distincion de ambas poblaciones una vez co-incubadas para analizar la citotoxicidad (Figura
4.12D).
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Figura 4.12. Esquema del andlisis por citometria de flujo de la citotoxicidad producida por las
células eNK sobre las células de MM. Se muestran como ejemplo las células MM.1S. En (A) se
muestran las células eNK en solitario, marcadas con la sonda fluorescente CTG (CellTracker™
Green, 0,5 uM) frente al tamafio celular (FSC-H). Las células diana MM.1S (sin marcar) se
muestran de la misma forma en (B). La cantidad basal de células apoptoéticas de esta poblacién
se evalub mediante el analisis de la exposicion de fosfatidilserina (PS) por marcaje con
anexina-V DY634 (C). Ambas poblaciones se mezclaron en un ratio 1-1 (efector-diana) y se co-
incubaron durante 4 horas. Finalizado ese tiempo, el marcaje con CTG permiti6 distinguir entre
las células eNK y MM.1S (D). Por ultimo, para determinar la apoptosis producida en las células
MM.1S, se delimité la regién de células negativas para la sonda fluorescente CTG y se analizo
el porcentaje de células MM.1S anexina-V DY634" (E).
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Para estudiar la relevancia de los distintos mecanismos de muerte celular inducidos por
las células eNK, éstas se co-incubaron durante 4 horas con las lineas celulares de MM. Los
experimentos se realizaron a distintas condiciones de ratio efector-diana (eNK-MM), tanto en
ausencia como en presencia de reactivos bloqueantes de los principales mecanismos citotoxicos

de las células eNK.

Como bloqueantes de los ligandos mortales se utilizaron RIK-2 (mAb anti-TRAIL,
5 pg/ml) y Fas-Fc (un receptor quimérico soluble de FasL, 20 ng/ml). Para bloguear la liberacion
de los granulos citotdxicos se empleé 1 mM de EGTA (ethylene glycol-bis(8-aminoethyl ether)-
N,N,N',N-tetraacetic acid), un quelante especifico de Ca?*, i6bn necesario para los cambios en el

citoesqueleto necesarios para la secrecion.

Los resultados obtenidos, evaluando la citotoxicidad durante 4 horas sobre las células
MM.1S (Figura 4.13), indicaron que la presencia de los distintos bloqueantes por si solos no
afectaba a la viabilidad de los controles (entre un 10% y un 13% de media de células muertas,
en todos los casos). En segundo lugar, se observo que las células eNK en solitario produjeron
una considerable citotoxicidad en ese corto periodo de tiempo, con un 37% de media de células
MM.1S muertas a ratio 1-1, valor que se vio aumentado hasta un 62% de media a un ratio efector-
diana 3-1. La muerte producida se incrementé todavia mas en presencia de 5 ug/ml de
daratumumab (55% y 74% de células muertas, respectivamente), demostrando la efectiva
activacion del mecanismo de ADCC. Cabe sefialar que daratumumab por si solo no tuvo ningdn
efecto. En este caso, la muerte celular a ratio 3-1 también fue mayor que a ratio 1-1.

Con respecto a los bloqueantes, se puede ver que cuando EGTA estuvo presente en la
incubacion, la muerte celular se inhibié considerablemente, aunque no por completo (hasta un
23% de muerte celular, en el mejor de los casos). En cambio, el efecto de los bloqueantes de los
ligandos mortales fue mas sutil. Se pudo apreciar sobre todo a ratio 3-1, donde la muerte celular
se redujo hasta alrededor del 52% comparado con el 62% observado en su respectivo control.
La combinacién de los blogueantes de ambas rutas aumentd la inhibicién respecto a la que
produjeron Fas-Fc y RIK-2 en solitario, pero el resultado fue basicamente similar al obtenido al
usar solo EGTA.

Por lo tanto, en el caso de la linea celular MM.1S, el principal mecanismo citotéxico de
las células eNK fueron sus granulos citotoxicos, dado que EGTA producia la mayor inhibicion y
de que su combinacion con Fas-Fc y RIK-2 no mejoraba significativamente su efecto en solitario.
Aun asi, existe una cierta contribucion de los ligandos mortales.
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A pesar de que el tratamiento con EGTA inhibia significativamente la citotoxicidad, esta
inhibicion debida a los bloqueantes era menos eficaz cuando la muerte tenia lugar via ADDC en
presencia de daratumumab. Es decir, la ADDC potenciaba la citotoxicidad, y esencialmente la
degranulacion, ya que EGTA seguia bloqueando parcialmente, pero en estas condiciones RIK-2
y Fas-Fc no eran eficaces. Esto significaba probablemente que la ADCC potenciaba la apoptosis

inducida por la degranulacion.

Otro aspecto a resaltar es la existencia de una cierta variabilidad entre los resultados
obtenidos con cada expansion de células eNK. Este hecho es congruente con las peculiaridades
genéticas de cada donante. Esta variabilidad no sélo afectaba al nivel de muerte celular
producida, sino también a la dependencia relativa de los diferentes mecanismos citotéxicos. Por
ejemplo, en estos experimentos se usaron las células eNK9, en las que no habia efecto de los
blogueantes de los ligandos mortales. En cambio, con las células eNK1 y eNK6 si que se aprecio
algo de efecto de los ligandos, sobre todo a ratio 3-1. Por lo tanto, la implicacion en menor o
mayor medida de esta ruta dependeria del armamento caracteristico de las diferentes células

eNK expandidas.
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Figura 4.13. Citotoxicidad de las células eNK durante 4 horas sobre la linea celular MM.1S. Las
células eNK fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG (0,5 uM) y preincubadas durante
1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Las células de MM se preincubaron 15 minutos
con daratumumab (Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células durante
4 horas a diferentes ratios efector-diana y en presencia o ausencia de agentes bloqueantes, se
determind la apoptosis producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los
graficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se
muestran como valores individuales de cada experimento indicando la media global de cada uno

de los grupos de valores. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Los resultados fueron distintos a los anteriores en las células NCI-H929 (Figura 4.14).
En este caso las células eNK apenas tuvieron efecto citotoxico en solitario, con una media de
muerte inducida de 11-12% a ratio 1-1 y de 15-16% a ratio 3-1. Esto no se debia a que las
expansiones de células eNK no fueran activas, ya que se emplearon dos expansiones (eNK1 y
eNK9) previamente utilizadas en los experimentos con la linea MM.1S, en la que ejercieron una
elevada citotoxicidad a ratio 3-1 (ver Figura 4.13). De hecho, la expansion eNK9 fue la mas

citotoxica sobre la linea MM.1S.

Se descarté asimismo que este hecho pudiera deberse a una inhibicién de las células
eNK por la expresion de PD-L1 en las células diana ya que se comprob6 que las células eNK
apenas expresaban el receptor PD-1 (ver Figura 4.8). Por lo tanto, ese menor efecto citotoxico
de base podria tratarse de una diferencia en el patron de expresion de ligandos inhibidores y
activadores entre las lineas celulares de MM. De acuerdo con la informacién bibliografica
disponible, una posibilidad seria que las células NCI-H929 expresasen menor cantidad de
MIC-A/MIC-B (MHC class | polypeptide-related sequence A/B) que otras lineas de MM (Swift et
al., 2012).

En cambio, se observé un considerable incremento de la muerte celular en presencia de
5 pg/ml de daratumumab (42% y 60% de media de células muertas a ratios 1-1 y 3-1
respectivamente, con maximos de 84% a ratio 3-1). Este aumento de la muerte celular se produjo
probablemente gracias a la ADCC ejercida por las células eNK ya que daratumumab por si solo
no tuvo ningun efecto. El efecto de la ADCC fue mucho mas evidente en las células NCI-H929
gue en el caso de las células MM.1S. Este resultado es congruente con la mayor expresiéon de
CD38 en la linea NCI-H929 (ver Figura 4.6).

Con respecto a los blogueantes, se pudo ver que sélo EGTA redujo la muerte celular
producida por la ADCC préacticamente al nivel de los controles. El hecho de que los bloqueantes
de los ligandos mortales no tuvieran un efecto significativo concuerda con los resultados previos
de sensibilidad de la linea NCI-H929 a sTRAIL (ver Figura 4.4). En conclusién, la citotoxicidad
de las células eNK sobre la linea NCI-H929 se producia de forma casi exclusiva por la ruta de

degranulacion.
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eNK vs NCI-H929 (4 h)
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Figura 4.14. Citotoxicidad de las células eNK durante 4 horas sobre la linea celular NCI-H929.
Las células eNK fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG (0,5 uM) y preincubadas
durante 1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Las células de MM se preincubaron
15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células
durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana y en presencia o ausencia de agentes
bloqueantes, se determin6 la apoptosis producida analizando la translocacién de PS por
citometria de flujo. Los gréficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634".
Los resultados se muestran como los valores individuales de cada experimento, indicando

también la media correspondiente de cada grupo de valores. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Por otro lado, los resultados de los ensayos de citotoxicidad sobre la linea RPMI 8226
también presentaron diferencias con los de las lineas anteriores. El perfil de citotoxicidad de las
células eNK en solitario se asemejo al observado en la linea MM.1S (ver Figura 4.13), con una
tasa de muerte celular promedio de 32% a ratio 1-1 y de 58% a ratio 3-1. No se aprecié ningun

efecto potenciador de la ADCC en presencia de daratumumab.

Este hecho podria explicarse por dos motivos. Por un lado, la linea celular RPMI 8226
fue la que menor nivel de expresiéon de CD38 mostrd tanto en porcentaje de células como en
intensidad de fluorescencia (ver Figura 4.6). Por otro lado, se observé que las células eNK podian
llegar a expresar mas CD38 que la linea celular RPMI 8226, como fue el caso de las células
eNK6 (94% CD38* y MFI: 349, ver Figura 4.11), utilizadas en este experimento. Por lo tanto, a
pesar de preincubar con daratumumab las células diana, las células eNK con mayor expresion
de CD38 podrian matarse entre ellas mismas por fratricidio. De hecho, existen antecedentes
acerca del fratricidio inducido por daratumumab entre células NK (Mahaweni et al., 2018; Wang
et al., 2018).

Por lo que se refiere al efecto de los bloqueantes, de nuevo EGTA inhibi6é casi por

completo la muerte celular producida, reduciendo la media hasta un 16% a ratio 1-1 y a un 23%
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aratio 3-1 en ausencia del anticuerpo. En presencia de daratumumab el efecto fue practicamente
el mismo (18% y 25%), ya que su presencia afectaba poco a la muerte celular. En las células
RPMI 8226, asi como en las células MM.1S (ambas sensibles a sTRAIL, ver Figura 4.4), si se
apreci6 un cierto efecto de los bloqueantes de los ligandos mortales. En ausencia de anticuerpo,
a ratio 1-1 se redujo la media de muerte celular de 32% a 25%, y cuando daratumumab estuvo
presente, a ratio 3-1 la redujeron de 54% a 48%. Nuevamente, la combinacion de todos ellos no
consigui6 reducir los valores por debajo de los conseguidos por EGTA en solitario. Por ello, se
podria concluir que en las células RPMI 8226 participan las dos rutas citotoxicas de las células

eNK, aunque predomina mayoritariamente la de los granulos citotoxicos.

eNK vs RPMI 8226 (4 h)
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Figura 4.15. Citotoxicidad de las células eNK durante 4 horas sobre la linea celular RPMI 8226.
Las células eNK fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG (0,5 uM) y preincubadas
durante 1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Las células de MM se preincubaron
15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células
durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana y en presencia o ausencia de agentes
blogueantes, se determin6 la apoptosis producida analizando la translocacién de PS por
citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634".
Los resultados se muestran como los valores individuales de cada experimento, indicando

también la media correspondiente de cada grupo de valores. **p<0,01; ***p<0,001.

Los controles establecidos en los experimentos con las tres lineas celulares demostraron
gue ninguno de los bloqueantes ni daratumumab en solitario ejercieron ningun efecto toxico
significativo sobre las células de MM. Asimismo, en cada uno de los experimentos mencionados
se realizaron controles utilizando sélamente las correspondientes células eNK (Figura 4.16). En
estos controles las células eNK fueron tratadas de la misma forma que en los experimentos

precedentes, pero en ausencia de células tumorales.
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Tal y como puede observarse en la Figura 4.16, al igual que ocurria con las lineas de
MM, los bloqueantes no produjeron ningun efecto toxico sobre las células eNK. Por ello, se puede
asumir que la menor muerte celular inducida por las células eNK sobre células de MM en
presencia de agentes bloqueantes se debe al bloqueo de la ruta correspondiente y no a la
reduccion de viabilidad de las células eNK.

Sin embargo, como las células eNK expresan CD38 (ver Figura 4.11), daratumumab si
tuvo efecto citotoxico sobre ellas ya que inducia ADCC de forma fratricida. La cuantia de este
fratricidio es considerable, superando en varios casos el 50% de muerte celular, pero conviene
recordar que las células eNK de estos controles no se co-incubaron con células de MM. En
cambio, en los anteriores experimentos de citotoxicidad sobre las lineas de MM, éstas fueron
pretratadas con daratumumab para reducir el posible fratricidio por ADCC, como asi parecen
indicar los resultados. Aun asi, en el caso de las células RPMI 8226 quiza esto no se consiguio
y se produjo el fratricidio.

Se puede concluir también que el principal mecanismo citotéxico de este fratricidio fue la
degranulacion, ya que se inhibié en presencia de EGTA y no se observo ningun efecto de los
blogueantes de los ligandos mortales.
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Figura 4.16. Efecto de los distintos reactivos bloqueantes y daratumumab sobre las células eNK
durante 4 horas. Las células eNK fueron marcadas con la sonda fluorecente CTG (0,5 pM) y
preincubadas durante 1 hora con los distintos blogueantes. Después, se afiadié daratumumab
(Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados, y se incubaron durante 4 horas. Transcurrido este tiempo,
se determiné la apoptosis producida analizando la exposicion de PS por citometria de flujo. La
grafica muestra el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran
como los valores individuales de cada experimento y la media correspondiente de cada grupo de
valores. **p<0,01.
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Existe alguna evidencia de que las células NK son capaces de realizar trogocitosis
(extraccién de parches de membrana procedentes de la membrana plasmatica de la célula con
la que interactlan; literalmente, “comer a bocados”) con sus células diana durante el
establecimiento de la sinapsis inmunitaria (Caumartin et al., 2007; Cho et al., 2014; Krzywinska
et al., 2015). Por ello, se realizaron otros ensayos independientes para comprobar si las células
eNK generadas mediante nuestro protocolo de activacion y expansion también realizaban

trogocitosis.

Como molécula de membrana a monitorizar se eligio CD38, y dado que la linea celular
NCI-H929 era la que mas la expresaba, se escogio como célula diana. Para el experimento, las
células eNK se marcaron con la sonda fluorescente CTG, y se analizé en una alicuota el nivel de
expresion inicial de CD38 por citometria de flujo (ver apartado 3.5.2). El resto de células eNK se

co-incubaron durante 4 horas con las células diana en ausencia de bloqueantes y de

daratumumab.
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Figura 4.17. Trogocitosis de las células eNK: expresién de CD38 en la membrana plasmatica de
las células eNK antes y después de ser co-incubadas con células NCI-H929 durante 4 horas. El
eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas
el nimero de células que presentan dicha intensidad. El histograma rojo muestra la sefial base
de las células eNK marcadas con el control de isotipo. El histograma azul muestra el nivel de
expresion de CD38 de las células eNK antes de ser co-incubadas con el MM. El histograma
naranja, por su parte, corresponde al nivel de expresién de CD38 de las células eNK tras 4 horas
de co-incubacién con el MM. Por dltimo, el histograma verde corresponde al nivel de expresion
de CD38 de las células NCI-H929. Los nimeros que aparecen en cada histograma corresponden

a la MFI de cada condicion. Histogramas representativos de 2 experimentos independientes.
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Transcurrido este tiempo, se determind la expresion de CD38 tanto en las células
NCI-H929 como en las células eNK incubadas conjuntamente durante 4 horas. Los resultados
indicaron claramente (ver Figura 4.17) que la sefial de CD38 de las células eNK co-incubadas
con las células NCI-H929 (histograma naranja) se desplazé hacia la derecha con respecto a la
sefial de CD38 inicial (histograma azul). Esto significa que durante la co-incubacion aumenté la
cantidad de CD38 presente en la membrana de las células eNK, debido a su captacion de las
membranas de las células diana, en el transcurso de su interaccion. El aumento de la expresion
de CD38 también se puede comprobar mediante el incremento de la MFI (de 60 a 83). Por lo

tanto, las células eNK generadas fueron capaces de realizar trogocitosis.
Recapitulando la informacién obtenida acerca de las células eNK, se puede concluir que:

- Estas tienen una significativa citotoxicidad basal sobre las distintas lineas celulares de
MM, dependiendo del patrén de expresion de ligandos activadores y/o inhibidores. Las
células de la linea NCI-H929, que expresan menos MIC-A/MIC-B, son menos sensibles
a su accion.

- Las células eNK son capaces de llevar a cabo la ADCC sobre lineas celulares de MM
gracias a daratumumab. La magnitud de la muerte celular producida mediante la ADCC
esta relacionada con el nivel de expresién de CD38 en la membrana de la célula diana.

- Aunque en presencia de daratumumab existe un cierto nivel de fratricidio entre las
células eNK, debido a que ellas también expresan CD38, si las dianas tienen un nivel de
expresién de CD38 superior al suyo la accién anti-tumoral es eficaz.

- El principal mecanismo citotéxico empleado por las células eNK sobre las lineas de MM
tanto en presencia como en ausencia de daratumumab es la via de los granulos
citotdxicos. La participacion y la contribucién de la via de los ligandos de los receptores
mortales depende de su nivel de expresién en las células eNK y de la sensibilidad a los
mismos de las células diana.

- Las células eNK llevan a cabo trogocitosis sobre sus células diana.

- Todos los pardmetros mencionados varian en funcién del donante del que provengan
las PBMCs de partida y dependen del fenotipo particular de las células generadas en
cada expansion. Por lo tanto, puede existir una variabilidad considerable entre cada una

de ellas.
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4.3 ESTUDIO DEL MECANISMO DE MUERTE CELULAR INDUCIDA EN LAS CELULAS DE
MIELOMA MULTIPLE. PAPEL DE LAS CELULAS NK-92

Los resultados obtenidos con las células eNK mostraron que existia una variabilidad
significativa en la capacidad citotoxica de las células generadas en cada expansion. Esto podria
suponer un inconveniente para la potencial utilizacion terapéutica de estas células, ya que,
aunque generalmente produjeran una buena respuesta, su potencial seria variable y su
reproducibilidad deficiente. Otro inconveniente de este modelo serian los costes de produccion,
ya que se tendrian que aislar periédicamente las PBMCs y a partir de ellas, seleccionar las
células NK, expandirlas y activarlas.

Por todo ello, se decidié6 generar un modelo de células NK menos costoso y mas
reproducible. En ese momento existian varias lineas establecidas de células NK: NK-92, NK-YS,
KHYG-1, NKL, NKG, SNK-6 e IMC-1. De ellas, nuestro laboratorio disponia de la linea NK-92,
gue ademas era la mas citotoxica de entre ellas, segin la literatura (Klingemann et al., 2016).
Sin embargo, estas células no expresaban CD16 (Gong et al., 1994; Klingemann et al., 2016;
Maki et al., 2001; Suck et al., 2016; Williams et al., 2017; Y. Yan et al., 1998) y no eran capaces
de llevar a cabo la ADCC.

4.3.1 Caracterizaciéon de lalinea celular NK-92

Antes de empezar a realizar experimentos de citotoxicidad con las células NK-92,
elegidas como modelo, se analizaron varias de sus caracteristicas morfoldgicas y moleculares.
En primer lugar, se observé la morfologia celular y sus caracteristicas de crecimiento en cultivo.
En la Figura 4.18 se muestran fotografias representativas de los cultivos de células NK-92 en las

gue se aprecia la formacién de densas agrupaciones de células (“clusters”).

100X 7 200X

Figura 4.18. Morfologia de las células NK-92 en cultivo. Fotos tomadas en el microscopio 6ptico
a diferentes ampliaciones: 100x (izquierda) y 200x (derecha).
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En cuanto a sus caracteristicas bioquimicas, lo primero que se hizo fue comprobar la
falta de expresion de CD16 en estas células, tal y como se indica en la literatura. Para ello se
realiz6 un andlisis comparativo con células eNK por citometria de flujo (ver apartado 3.5.2). La
Figura 4.19 muestra los histogramas correspondientes a ambos marcajes. Efectivamente,
mientras las células eNK fueron CD16" (100% de expresion), las células NK-92 fueron negativas
para CD16.
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Figura 4.19. Expresién de CD16 en la membrana plasmatica de las células eNK y NK-92.
A) Células eNK. B) Células NK-92. El eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia
de los marcajes, y el eje de ordenadas el nUmero de células que presentan dicha intensidad. Los
histogramas rojos muestran la distribucién de la sefial base de fluorescencia debida al control de
isotipo. Los histogramas azules representan el marcaje con un mAb especifico anti-CD16 en
cada tipo celular. Los porcentajes indican la fraccién de la poblacion de cada tipo celular que es
positiva. Dichos valores se establecieron tomando como referencia la intensidad de fluorescencia
a la que el control de isotipo tuvo menos de 1% de sefial positiva. Histogramas correspondientes

a 1 experimento.

También se determiné el nivel de expresién de CD38 en las células NK-92. En la Figura
4.20A se recoge que las células NK-92 expresaban niveles elevados de CD38 (99,6% de
expresion), lo que podria acarrear problemas de fratricidio en caso de llegar a utilizar el
anticuerpo daratumumab. Otro factor que podria alterar la citotoxicidad de las células NK-92 era
la expresién de moléculas reguladoras como PD-1. No obstante, en la Figura 4.20B se puede
observar que las células NK-92 no expresaban PD-1, lo que hace improbable su inhibicion por

parte de las células tumorales.
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Figura 4.20. Expresion de diferentes proteinas en la membrana plasmatica de las células NK-92.
A) Expresion de CD38. B) Expresion de PD-1. En ambos casos los ejes de abscisas representan
la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y los ejes de ordenadas el nimero de células que
presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribucion de la sefial base de
fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan el marcaje con un
mAb especifico anti-CD38 y otro mAb especifico anti-PD1, respectivamente. Los porcentajes
indican la fraccién de la poblacion de células NK-92 que se considera positiva. Dichos valores se
establecieron tomando como punto de corte una intensidad de fluorescencia a la que el isotipo
tuviera menos de 1% de sefal positiva. Histogramas representativos de un total de 2

experimentos.

También se analizé la expresién de los ligandos mortales, ya que existia controversia en
la literatura acerca de si las células NK-92 los expresaban o no. Primero se efectué el marcaje
en membrana por citometria de flujo (ver apartado 3.5.2). Tal y como refleja la Figura 4.21, no se
detect6 la expresion de FasL en la superficie de las células NK-92 por este método (Figura
4.21A), y la sefial obtenida de TRAIL fue también residual (Figura 4.21B).
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Figura 4.21. Expresion de los ligandos mortales en la membrana plasméatica de las células
NK-92. A) Expresion de FasL. B) Expresion de TRAIL. En ambos casos los ejes de abscisas
representan la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y los ejes de ordenadas el nimero
de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran la distribucion de la
sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas azules representan el
marcaje con un mAb especifico anti-FasL y otro mAb especifico anti-TRAIL, respectivamente.
Los porcentajes indican la fraccién de la poblacién de células NK-92 que se considera positiva.
Dichos valores se establecieron tomando como punto de corte una intensidad de fluorescencia
a la que el isotipo tuviera menos de 1% de sefial positiva. Histogramas representativos de un

total de 2 experimentos.

Seguidamente, se realizé el estudio de la expresion intracelular de ambos ligandos por
la técnica de Western Blotting (ver apartado 3.6). Como se habia descrito previamente (Martinez-
Lorenzo et al., 1999), FasL presenté varias bandas entre 26 y 40 kDa (Figura 4.22A),
correspondiendo ésta Ultima a la forma madura glicosilada. Las bandas a pesos moleculares
entre 31,5 kDa, peso molecular del polipéptido, y 35 kDa pueden corresponder a formas
parcialmente glicosiladas. La banda a 26 kDa corresponderia al fragmento generado por accién
de proteasas. En cualquier caso, la forma madura parece ser la predominante y se confirma la
expresion de FasL en estas células, aunque solamente en el interior celular, probablemente
asociada a cuerpos multivesiculares, previamente descritos en linfocitos T activados (Bossi &
Griffiths, 1999; Monleén et al., 2001).

Un patrén similar de bandas se observo en el caso de TRAIL (Figura 4.22B), debido
también a diferentes niveles de glicosilacion de esta proteina (Martinez-Lorenzo et al., 1998,
1999). Es decir, de nuevo, este ligando mortal parece expresarse exclusivamente en el interior

de las células NK-92.
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Figura 4.22. Expresion intracelular de los ligandos mortales en las células NK-92. A) FasL.
B) TRAIL. El lisado resultante de 5-10° células NK-92 se analiz6 por SDS-PAGE y Western
Blotting, utilizando los anticuerpos anti-FasL o anti-TRAIL correspondientes. Como control de

carga se utilizé6 a-tubulina. Imagenes representativas de 3 experimentos diferentes.

Estos resultados fueron algo sorprendentes, ya que en los trabajos de la literatura
Unicamente se habia detectado el MRNA de FasL y el de TRAIL en las células NK-92 mediante
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), pero no las proteinas ni por
citometria de flujo, ni por Western Blotting ni por ELISA (lannello et al., 2009; Maki et al., 2001;
Song et al., 2016).

4.3.2 Actividad citotoxica de las células NK-92 sobre las lineas celulares de mieloma

multiple

Una vez caracterizada la expresion de estas proteinas, se analizd la actividad citotoxica
ejercida por las células NK-92 sobre las lineas de MM. En particular, se comprobé si las
condiciones experimentales utilizadas con las células eNK se podian utilizar también para las
células NK-92.

En primer lugar, se probaron diferentes ratios efector-diana. Comparando los resultados
obtenidos (Figura 4.23) con los de la seccién anterior (ver Figura 4.13, Figura 4.14 y Figura 4.15)
se pudo apreciar que la sensibilidad de las tres lineas de MM vari6 respecto a la que tenian a las
células eNK. Las lineas MM.1S y NCI-H929 fueron mas sensibles a las células NK-92, descritas
como muy citotoxicas (Gong et al., 1994; H. Klingemann et al., 2016; Suck et al., 2016; Yan et
al., 1998). Aun asi, las células NCI-H929 seguian siendo menos sensibles que las células MM.1S,
probablemente debido a su menor expresion de ligandos activadores como MIC-A/MIC-B (Swift
et al., 2012). En cuanto a la linea RPMI 8226, presentaban menor sensibilidad que a las células
eNK, siendo los resultados obtenidos con las células NK-92 similares a los descritos en la
literatura (Swift et al., 2012). Las diferencias en la citotoxicidad ejercida sobre las lineas de MM
dependiendo del origen de las células efectoras podria deberse a la diferente combinacién de

ligandos receptores y activadores en cada caso.
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Con respecto a los ratios efector-diana ensayados, la muerte celular producida aumento
progresivamente de forma escalonada y moderada al aumentar la razon efector-diana. Los ratios
3-1 y sobre todo 5-1 sobre las células MM.1S dieron resultados proximos al 100% de
citotoxicidad, por lo que se eligieron ratios mas bajos para poder observar el efecto sinérgico
debido a la ADCC mediada por daratumumab.

< MM.1S (4 h) < NCI-H929 (4 h) < RPMI 8226 (4 h)
é 1004 S 100~ S 1001
2 - < g0 < g0
g 80 < <
2 g 2
8 60 3 604 8 604
= - = =
Z Z 3
= 40 3 404 = 3 404
2 =) 2
© © © ——
o 207 g 201 — . g 207 _ l
S s S
: . = ol © . : ol B
O \ A A
2 RO A G A = PO A 2 PO A =
OoQ ® P
& & &

Figura 4.23. Sensibilidad de las lineas celulares de MM a las células NK-92. Las células NK-92
fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG (0,5 pM) y se co-incubaron con las células de
MM a diferentes ratios efector-diana durante 4 horas. Posteriormente se determiné la apoptosis
producida analizando la exposicion de PS por citometria de flujo. Los gréaficos representan el
porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media
+ SD de 2 experimentos diferentes.

En segundo lugar, al estar descrita la alta capacidad citotoxica de las células NK-92, en
parte debido a su elevada expresiéon de granzima B (Maki et al., 2001; Suck et al., 2016), se
decidié comprobar si la cantidad de blogueante utilizado era suficiente. En un ensayo preliminar
de las células NK-92 co-incubadas con la linea MM.1S a un ratio 3-1, se analiz6 el efecto de
concentraciones crecientes de EGTA. En efecto, debido a la alta citotoxicidad ejercida por las
células NK-92 la cantidad de EGTA utilizada con las células eNK (1 mM) no basté para inhibir la
muerte celular producida. En la Figura 4.24 se puede comprobar que en presencia de EGTA
1 mM la muerte sigui6 siendo mayor del 60%. El aumento de la concentracion de EGTA consigui6
reducir mas la muerte, aunque la inhibicion alcanzé un maximo en torno a una concentracion de
EGTA 5 mM. Al no haber diferencias de toxicidad sobre los controles, se eligio esta concentracion

para el andlisis del mecanismo de la muerte celular producida por las células NK-92.
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Figura 4.24. Efecto inhibidor de distintas concentraciones de EGTA sobre la citotoxicidad
de las células NK-92. Las células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente CTG (0,5 uM) y
se preincubaron durante 1 hora con EGTA a distintas concentraciones. Después, las células
MM.1S se co-incubaron durante 4 horas con las células NK-92 a un ratio efector-diana 3-1.
Posteriormente, la apoptosis producida se determiné analizando la translocacion de PS por
citometria de flujo. El grafico representa el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los

resultados se muestran como la media + SD de 2 experimentos diferentes. ****p<0,0001.

Una vez establecidos los ratios y la concentracion de EGTA a emplear, se estudiaron los
mecanismos de muerte celular inducidos por las células NK-92. El andlisis se realiz6 de la misma
manera que con las células eNK, con la salvedad de que no se utilizé6 daratumumab al carecer
las células NK-92 del receptor del fragmento cristalizable (Fc), CD16.

En el caso de la linea celular MM.1S (ver Figura 4.25), la muerte celular producida por
las células NK-92 fue mayor que la inducida por las células eNK (una media de 41% y 75% a
ratios 1-1y 3-1, respectivamente, vs 37% y 62%). Se observ6 también, que EGTA (5 mM) inhibié

casi por completo la citotoxicidad de las células NK-92 tanto a ratio 1-1 como 3-1.

En contraste con las células eNK, no se vio ningun efecto de los bloqueantes de los
ligandos mortales ni en solitario ni en combinacion con EGTA. Este hecho coincide con la
ausencia de expresion de estos ligandos en la superficie de las células NK-92 (ver Figura 4.21).
Por otra parte, aunque se expresen en el interior celular (ver Figura 4.22), no parecen secretarse

en su forma bioactiva asociados a exosomas.
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Figura 4.25. Citotoxicidad de las células NK-92 durante 4 horas sobre la linea celular MM.1S.
Las células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente CTG (0,5 pM) y se preincubaron
durante 1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Posteriormente, tras co-incubarse con las
células diana durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis
producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los gréficos representan el
porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media

+ SD de 3 experimentos diferentes.

A diferencia de lo observado con las células eNK, las células NK-92 produjeron una cierta
muerte celular sobre la linea celular NCI-H929 (Figura 4.26), principalmente a ratio 3-1 (36%). Al
ser esta linea celular insensible a la accion de FasL y TRAIL, s6lo EGTA produjo la inhibicién de
la citotoxicidad, tanto a ratio 1-1, como a ratio 3-1. La adicién de Fas-Fc y RIK-2 no tuvo ningln

efecto en la citotoxicidad ni aumento el efecto de EGTA sélo.

Los resultados con las células NCI-H929 indicaron ademas que la linea celular NK-92
ofrecia una mejor reproducibilidad de los resultados con respecto a las células eNK. Los
resultados de citotoxicidad obtenidos con las células NK-92 mostraron una baja desviacion
estandar, mientras que en los obtenidos con las células eNK habia una mayor variabilidad en la

cantidad de muerte celular inducida (ver por ejemplo Figura 4.14).
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NK-92 vs NCI-H929 (4 h)
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Figura 4.26. Citotoxicidad de las células NK-92 durante 4 horas sobre la linea celular NCI-H929.
Las células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente CTG (0,5 pM) y se preincubaron
durante 1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Posteriormente, tras co-incubarse con las
células diana durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis
producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los gréaficos representan el
porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media
+ SD de 3 experimentos independientes.

En la ultima de las lineas celulares de MM utilizadas, RPMI 8226, el cambio de células
efectoras produjo el efecto contrario: menos sensibilidad y menos muerte celular (Figura 4.27).
De valores medios de muerte celular con las células eNK a ratios 1-1 y 3-1 de 32% y 58%
respectivamente, se pas6 a valores medios de 24% y 35% con las células NK-92. Asimismo,
aunque en las células eNK tanto EGTA (principalmente) como Fas-Fc y RIK-2 tenian efectos

blogueantes, en las células NK-92 no hubo efecto por parte de ninguno.

Esto podria deberse o bien a que las concentraciones de los bloqueantes eran
insuficientes como para llegar a inhibir completamente los mecanismos, 0 a que habia algin
mecanismo adicional implicado en la citotoxicidad sobre estas células. Dado que los resultados
obtenidos hasta ahora respecto a las células NK-92 descartaban la actuacién de FasL y TRAIL,
el bloqueante con concentracion insuficiente debia ser EGTA. De hecho, ya habia habido indicios
de que una concentracion de 5 mM de EGTA podria no bastar para lograr la inhibicién (ver Figura
4.24 y Figura 4.25).
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NK-92 vs RPMI 8226 (4 h)
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Figura 4.27. Citotoxicidad de las células NK-92 durante 4 horas sobre la linea celular RPMI 8226.
Las células NK-92 se marcaron con la sonda fluorescente CTG (0,5 pM) y se preincubaron
durante 1 hora con los distintos agentes blogueantes. Posteriormente, tras co-incubarse con las
células diana durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis
producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los gréaficos representan el
porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media
+ SD de 3 experimentos independientes.

Como era previsible, ninguno de los bloqueantes (Fas-Fc, RIK-2 y EGTA) resultdé nocivo
para las lineas celulares de MM en estos experimentos. Tampoco mostraron toxicidad sobre las
propias células NK-92. Los resultados de estos experimentos se recogen en la Figura 4.28.
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Figura 4.28. Citotoxicidad de los distintos reactivos bloqueantes sobre las células NK-92 durante
4 horas. Las células NK-92 fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG (0,5 uM) y
preincubadas durante 1 hora con los distintos agentes bloqueantes. Las células de cada
condicion se incubaron durante 4 horas y, transcurrido este tiempo, se determind la apoptosis
producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los gréaficos representan el
porcentaje de células de NK-92 anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media

+ SD de 9 experimentos diferentes.

A pesar de haber detectado en las células NK-92 cierta expresion de FasL y TRAIL por
la técnica de Western Blotting (ver Figura 4.22), no se observ ningun efecto significativo de sus
respectivos agentes bloqueantes en las distintas lineas de MM. Esta falta de efecto de los
anticuerpos bloqueantes de los ligandos mortales sobre las células NK-92 coincidié con lo

descrito en estudios precedentes (lannello et al., 2009; Maki et al., 2001).

En cualquier caso, ante la controversia acerca de la posible expresién de los ligandos
mortales se comprob6 su posible secrecion al medio extracelular por las células NK-92 en cultivo.
No obstante, en los experimentos anteriores, al tener qgue cambiar el medio de cultivo justo antes
de realizar los experimentos de citotoxicidad por obligaciones del protocolo (ver apartado 3.4.4),
la cantidad de ligandos secretados disponible seria minima y no ejerceria ningun efecto

significativo.

Para la verificacion, se recogieron sobrenadantes del medio de cultivo (MEMa completo)
de las células NK-92 cultivadas al menos 48 horas y se incubaron en ellos las lineas de MM
durante 4 y 24 horas. Como controles se emplearon células de MM cultivadas en su
correspondiente medio de cultivo (RPMI-1640 completo) y en medio MEMa completo fresco.
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En la Figura 4.29 se recogen los resultados obtenidos con las tres lineas celulares. Si
bien se observo un ligero aumento de la muerte celular con el tiempo de cultivo, apreciable sobre
todo en las células RPMI 8226, no hubo ninguna diferencia entre los tres medios empleados, en
ninguna de las tres lineas celulares de MM. Por lo tanto, se concluy6 que, aunque hubiera una

ligera expresion intracelular de FasL y TRAIL, éstos no se secretaban al medio extracelular.
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Figura 4.29. Efecto citotdxico de los sobrenadantes de las células NK-92. Las células de MM
fueron incubadas durante 4 o 24 horas en presencia de distintos medios de cultivo: medio propio
de las células de MM (medio RPMI-1640 completo), medio propio de las células NK-92 (medio
MEMa completo), y medio de las células NK-92 cultivadas al menos durante 48 horas
(sobrenadante de células NK-92). Posteriormente se determiné la apoptosis de las células de
MM evaluando la exposicién de PS por citometria de flujo. Los gréficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media = SD de 2
experimentos distintos.

Al haber constatado anteriormente que las células eNK efectuaban trogocitosis mientras
ejercian su citotoxicidad, se quiso comprobar si ocurria lo mismo con las células NK-92. Como
molécula de membrana a monitorizar se eligié nuevamente CD38, y dado que la linea celular
NCI-H929 era la que mas la expresaba, se escogid otra vez como diana. Para el experimento,
las células NK-92 se marcaron al igual que en los casos anteriores con la sonda fluorescente

CTG, y se analiz6 en una alicuota el nivel de expresion inicial de CD38 por citometria de flujo
(ver apartado 3.5.2).

Las células NK-92 se co-incubaron durante 3 horas con las células diana, en ausencia
de bloqueantes. Finalizado este lapso de tiempo, se determiné la cantidad de CD38 en la
membrana de las células NK-92 gracias a la sefial de la sonda CTG. En la Figura 4.30 se observa
que el histograma de la sefial de CD38 en las células NK-92 co-incubadas con las dianas
(histograma naranja) se desplaz6 hacia la derecha del marcaje de CD38 inicial (histograma azul).
Esto significa que durante la co-incubacién aumenté la cantidad de CD38 en la membrana de las
células NK-92, como consecuencia de su adquisiciéon de las membranas de las células diana. El
aumento de la expresion de CD38 también se puede comprobar mediante el incremento de la
MFI (de 430 a 475), tal y como refleja la tabla presente en la Figura 4.30. Por tanto, las células

NK-92 también fueron capaces de realizar trogocitosis.
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Figura 4.30. Trogocitosis en las células NK-92: expresion de CD38 en la membrana plasmatica

de las células NK-92 co-incubadas con las células NCI-H929 durante 3 horas. El eje de abscisas

representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el nimero de

células que presentan dicha intensidad. El histograma rojo muestra la distribucién de la sefial

base de fluorescencia debida al control de isotipo. El histograma azul muestra el nivel de

expresion de CD38 de las células NK-92 antes de su co-incubacion con las células de MM. El

histograma naranja corresponde al nivel de expresion de CD38 de las células NK-92 tras 3 horas

de co-incubacién con el MM. Los nimeros que aparecen en cada histograma corresponden a la

MFI de cada condicion. Histogramas representativos de 2 experimentos diferentes.

que:

Recapitulando la informacioén obtenida acerca de las células NK-92, se puede concluir

Las células NK-92, como se indica en la literatura, son muy citotéxicas. Comparando con
las células eNK, presentan mayor citotoxicidad basal sobre las lineas celulares MM.1S y
NCI-H929, aunque su citotoxicidad es menor sobre la linea RPMI 8226.

Aunque se haya detectado una cierta expresion intracelular de FasL y TRAIL, estos
ligandos no contribuyen significativamente a la citotoxicidad de las células NK-92 sobre
las lineas de MM.

El Gnico mecanismo citotoxico de las células NK-92 del que se ha tenido constancia
sobre las lineas celulares MM.1S y NCI-H929 es la via de los granulos citotéxicos.

En el caso de las células RPMI 8226 no se puede precisar si existe otro mecanismo
adicional ademas de la via de los granulos citotoxicos.

Las células NK-92 llevan a cabo trogocitosis durante su co-incubacion con sus células
diana.

Al ser una linea celular establecida, las células NK-92 presentan una mayor

reproducibilidad de resultados que las células eNK.
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4.4 ESTUDIO DEL MECANISMO DE MUERTE CELULAR INDUCIDA POR DARATUMUMAB
(ANTI-CD38) EN LAS CELULAS DE MIELOMA MULTIPLE. PAPEL DE LAS CELULAS NK-
92-CD16

4.4.1 Generacion de la linea celular NK-92-CD16

Como se ha explicado en la Introduccidn (ver apartado 1.3.6.2.1.1), las células NK-92 no
expresan la molécula CD16. Este receptor es necesario para poder reconocer la region Fc de los
anticuerpos y asi desencadenar la ADCC. Puesto que éste es uno de los principales mecanismos
citotoxicos de las células NK silvestres, se decidié modificar genéticamente las células NK-92
para que lo expresaran y para poder combinarlas con el anticuerpo daratumumab. Para ello, las
células NK-92 se transfectaron con el plasmido pHIV-CD16-ZsGreen (ver apartado 3.2.6 y Figura
3.3), que contenia la secuencia de la variante de alta afinidad del receptor CD16. La transfeccion

se llevé a cabo mediante lentivirus generados en las células empaquetadoras HEK-293T.

La transfeccion de las células NK-92 se realizd6 tomando como referencia estudios
previos que habian llevado a cabo una transfeccion similar (Clémenceau et al., 2006;
Clémenceau et al., 2013; Ollier et al., 2017). El protocolo se fue modificando progresivamente
para optimizar la transfeccion. Por ejemplo, se afiadié dextrano a los cultivos de las células

NK-92 para aumentar la eficiencia de la transfeccién (Nanbakhsh et al., 2018).

Finalmente, se consigui6 generar la linea NK-92-CD16 utilizando el protocolo final que
aparece descrito en Materiales y métodos (ver apartado 3.3.1.1). En la Figura 4.31 se muestra
cdmo se seleccionaron las células transfectadas aprovechando la proteina ZsGreen como
reportera. Esta seleccién fue imprescindible dada la baja eficiencia de la transfreccidén de las
células NK-92 (0,039% de células transfectadas en ausencia de dextrano y un 0,07% con
dextrano). Estos porcentajes distaron bastante de los conseguidos en los articulos tomados
como referencia (valores de hasta 41%) (Clémenceau et al., 2006; Clémenceau et al., 2013;
Nanbakhsh et al., 2018; Ollier et al., 2017). Una posible explicacion seria que en dichos trabajos
se titularon los virus, mientras que en nuestro caso se usaron volimenes fijos de sobrenadantes

virales.

La seleccion y purificacion de las células NK-92-CD16 gracias a la fluorescencia emitida
por la proteina ZsGreen se llevé a cabo mediante separacion celular por citometria de flujo
(sorting). En total, se recogieron 1.000 células con el citbmetro separador SH800S que se
sembraron en un frasco de cultivo tal y como se indica en Materiales y métodos (ver apartado
3.5.3).
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Figura 4.31. Eficiencia de las transfecciones iniciales en distintas condiciones experimentales.
En estos graficos (dot plot), el eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de la
proteina ZsGreen, y el eje de ordenadas la sefial del detector SSC-H (complejidad celular). Los
porcentajes indican la fraccion de la poblacion que es positiva. Se incluyeron controles sin y con

dextrano.

Una vez las células recogidas proliferaron lo suficiente, se volvio a analizar la
fluorescencia de la proteina ZsGreen para comprobar la pureza del cultivo y hacer una nueva
seleccién en caso necesario. En la Figura 4.32 se puede observar como se llegé asi a un cultivo
con el 1,27% de células transfectadas, incrementandose la poblacién NK-92-CD16 entre un
1.700% y un 3.150%.
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Figura 4.32. Porcentaje de células NK-92-CD16 en el cultivo tras la primera ronda del proceso
de seleccion. En las gréficas (dot plot), el eje de abscisas representa la intensidad de
fluorescencia de la proteina ZsGreen, y el eje de ordenadas la sefal del detector SSC-H
(complejidad celular). Los porcentajes indican la fraccion de la poblacién positiva respecto al

control.

A la vista de los resultados, se realiz6 una segunda ronda de seleccion usando el
citometro separador SH800S. En esta ocasion se recogieron y se sembraron, de la misma forma
que la vez anterior, 15.000 células totales. Cuando las células crecieron lo suficiente, se

distribuyeron en dos frascos de cultivo y se analizé nuevamente la sefial de ZsGreen por
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citometria de flujo para constatar la eficacia de la segunda seleccién (Figura 4.33A). Como se
puede ver en la mencionada figura, la segunda ronda del proceso de seleccion resulté aun mejor,
consiguiéndose alrededor de un 95% de pureza con respecto a la sefial de ZsGreen. Una vez
comprobada la expresion de la proteina reportera, se realiz6 un marcaje de membrana para

analizar por citometria de flujo la expresion de CD16, el verdadero objetivo de nuestro trabajo.
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Figura 4.33. Porcentajes de células NK-92-CD16 en el cultivo tras la segunda ronda de seleccién.
A) Porcentaje de células ZsGreen*. El histograma rojo muestra la sefial base de las células
control y el azul el nivel de expresion de ZsGreen en las células transfectadas. B) Porcentaje de
células CD16*. Los histogramas rojo y naranja muestran la sefial del marcaje con el control de
isotipo de las células sin transfectar y transfectadas respectivamente. Los histogramas azul y
verde muestran la sefial del marcaje con un mAb especifico anti-CD16 en las células control y
en las células transfectadas, respectivamente. C) Porcentaje de células CD16* ZsGreen*. En
este grafico (dot plot), los puntos rojos corresponden a las células control y los puntos azules a
las células transfectadas. En A y en B, el eje de abscisas representa la intensidad de
fluorescencia y el eje de ordenadas el nUmero de células que presentan dicha intensidad. En C,
se representa la intensidad de fluorescencia de la proteina ZsGreen (abscisas), y la del marcaje
de la proteina CD16 (ordenadas). Los porcentajes indican la fraccion de la poblacion celular
positiva para cada proteina, considerando que el control de isotipo tuviera menos del 1% de sefial

positiva.

En la Figura 4.33B se puede observar que si bien la expresion de CD16 era muy alta
(85,1%), la cantidad de células positivas era inferior a la cantidad de células positivas para
ZsGreen. Por su parte, en la Figura 4.33C se muestran los marcajes obtenidos para ambas
proteinas, con un 84,4% de células doble positivas, que expresaban de manera simultanea

ambas proteinas. La nueva linea celular obtenida se denominé como NK-92-CD16.
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Los resultados obtenidos permitieron demostrar que el plasmido lentiviral fue
correctamente disefiado y que la proteina CD16 se expresaba en la membrana plasmatica.
Quedaba por comprobar que la proteina expresada fuera funcional. Para ello, con las células
NK-92-CD16 disponibles en ese momento se realizaron ensayos de citotoxicidad (ver apartado
3.4.5) afadiendo daratumumab, para comprobar si en presencia del anticuerpo aumentaba la
muerte celular producida debido a la ADCC. Puesto que estas nuevas células expresaban la
proteina fluorescente verde ZsGreen, ya no era necesario marcarlas con la sonda CTG. El
analisis de citometria de flujo fue similar al realizado con las células eNK (ver Figura 4.12), con
la salvedad de que la fluorescencia utilizada para distinguir las células efectoras de las dianas

procedio de ZsGreen.

En la Figura 4.34 se recogen los resultados de la citotoxicidad ejercida por las células
NK-92-CD16 sobre las tres lineas de MM. En las tres se pudo comprobar un aumento significativo
de la muerte celular producida en presencia de daratumumab a ratio 1-1 y también a ratio 3-1
sobre las células MM.1S y NCI-H929. Estos datos demuestran que el receptor CD16 ademas de
expresarse era funcional, ya que el incremento de la muerte producida se debia al
reconocimiento del anticuerpo presente y a la consecuente induccién de ADCC. En este
experimento también se observé que existian diferencias entre los diferentes frascos de células
en cultivo, selecciondndose en lo sucesivo aquellas células NK-92-CD16 que producian una

mayor citotoxicidad.
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NK-92-CD16 vs MM.1S (4 h)
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Figura 4.34. Funcionalidad del receptor CD16 expresado
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células NK-92-CD16. Citotoxicidad y ADCC de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre
las lineas de MM. A) MM.1S B) NCI-H929 C) RPMI 8226. Las células de MM se preincubaron

15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en los casos

indicados. Tras afadir las células

NK-92-CD16 a las células de MM y co-incubarlas durante 4 horas a diferentes ratios efector-

diana, se determiné la apoptosis producida en las células de MM analizando la exposicion de PS

por citometria de flujo. Los gréficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V

DY634*. Los resultados se muestran como la media + SD de 3 experimentos diferentes. *p<0,05;

#*p<0,01.
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Al mismo tiempo que se realizaron estos experimentos, también se afiadié daratumumab
a las células NK-92-CD16. El proposito fue ver si al estar generadas a partir de células NK-92
con alta expresion de CD38 (ver Figura 4.20A), sufrian también fratricidio. A pesar de que las
células NK-92 parentales expresaban mas CD38 que las células eNK, en la Figura 4.35 se puede
apreciar que, aunque se producia algo de fratricidio, éste era menor que el observado en las
células eNK (ver Figura 4.16), no superandose el 25% de muerte en promedio.

NK-92-CD16 Fratricidio (4 h)
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Figura 4.35. Fratricidio en las células NK-92-CD16. Las células NK-92-CD16 se incubaron
durante 4 horas con daratumumab (Dara, 5 pg/ml). Transcurrido ese tiempo se determiné la
apoptosis producida analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. Los gréficos
representan el porcentaje de células NK-92-CD16 anexina-V DY634*. Los resultados se

muestran como la media = SD de 4 experimentos diferentes. *p<0,05.

Una vez comprobada la funcionalidad del receptor CD16, se realizd una tercera ronda
de seleccion celular por citometria de flujo. En esta ocasion, antes de pasar por el citémetro
separador, las células fueron sometidas a un marcaje de membrana de CD16 (ver apartado
3.5.2). De esa forma se utilizé la expresion de la proteina de interés como criterio para
seleccionar las células transfectadas. Se recogieron 150.000 células totales, se sembraron de
igual manera que en las rondas de seleccion previas, y se cultivaron. En la Figura 4.36 se
encuentran los resultados de la expresién de ambas proteinas en las células expandidas a partir
de las recogidas en la tercera ronda de seleccién, con un porcentaje proximo al 100%. Por lo

tanto, a partir de este momento se consideré la nueva linea celular como homogénea.
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Figura 4.36. Abundancia relativa de las células NK-92-CD16 en cultivo tras la tercera ronda de
seleccion. En este grafico (dot plot), el eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia
de la proteina ZsGreen, y el de ordenadas la intensidad de fluorescencia del marcaje con un mAb
especifico anti-CD16. Los parametros de cada célula aparecen representados como puntos. El
control de isotipo se utilizd para determinar la fluorescencia inespecifica. Los porcentajes indican
la fraccion de la poblacién de células NK-92 transfectadas que es negativa o positiva para cada

proteina.
4.4.2 Caracterizacién de lalinea celular NK-92-CD16 generada

Una vez establecida la nueva linea celular, se procedié a su caracterizacién. En primer
lugar, se verificd al microscopio éptico si la morfologia y la forma de crecimiento en cultivo se
habian visto afectados. En la Figura 4.37 (A, C y E) se puede apreciar el aspecto y la morfologia
de las nuevas células NK-92-CD16, similar al de las células parentales NK-92. Las células
crecieron agrupandose en clusters en suspension tal y como se habia observado en las células
NK-92 (ver Figura 4.18). A su vez, la Figura 4.37 (B, D y F) muestra la sefial de la proteina
ZsGreen detectada por microscopia de fluorescencia sobre el mismo campo éptico que las

células visualizadas con luz blanca.
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100X

200X

400X

Figura 4.37. Fotografias de microscopia optica (A, C y E) y de microscopia de fluorescencia (B,
Dy F) de las células transfectantes NK-92-CD16. Las fotos fueron tomadas a distintos aumentos:
100x (Ay B), 200x (Cy D) y 400x (Ey F).

Como las células NK-92 transfectantes expresaban ahora el receptor CD16 y podian
llevar a cabo ADCC utilizando el anticuerpo daratumumab, se analiz6 la expresion de CD38 en
su membrana por si se hubiera visto modificada respecto a la de las células NK-92 parentales
(ver Figura 4.20A). En la Figura 4.38 se puede ver que, aunque las células NK-92 ya tenian una
expresion elevada, la expresion en membrana de CD38 aumentd en las células NK-92-CD16.
Por consiguiente, se podria pensar que al expresar mayores niveles de CD38 podrian sufir
también un mayor fratricidio en presencia de daratumumab. Sin embargo, los resultados de la
Figura 4.35 muestran que el nivel de fratricidio fue en realidad relativamente bajo.
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Figura 4.38. Expresion de CD38 en la membrana plasmética de las lineas celulares NK-92 y
NK-92-CD16. El eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, v el
eje de ordenadas el nimero de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojo y
azul muestran el marcaje con el control de isotipo en las células NK-92 y NK-92-CD16,
respectivamente. El histograma naranja representa el marcaje con un mAb especifico anti-CD38
en las células NK-92. El histograma verde representa el marcaje con dicho mAb especifico anti-
CD38 en las células NK-92-CD16. La tabla de la derecha indica la MFI de cada condicion.

Histogramas representativos de 2 experimentos diferentes.

Con la nueva linea NK-92-CD16 considerada homogénea tras tres rondas de seleccion
se realizaron experimentos adicionales para caracterizar su capacidad citotéxica. Se realizé una
comparacién con las células NK-92-CD16 de la ronda de seleccién anterior. Los resultados de
dicha comparacién se muestran en la Figura 4.39. En ella se puede apreciar una diferencia
significativa entre las células sometidas a dos o tres rondas de seleccion. Esta diferencia quiza
podria atribuirse a un mayor nivel de expresién de CD16 en las células de la tercera ronda de
seleccion (ver Figura 4.33 y Figura 4.36). De acuerdo con esta hipétesis, el incremento de

citotoxicidad observado estaria ligado a la expresién incrementada de CD16 en la membrana.
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Efecto de las rondas de seleccién de las células NK-92-CD16 sobre la
citotoxicidad inducida sobre las células MM.1S
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Figura 4.39. Evolucion progresiva de la citotoxicidad de las células NK-92-CD16 generadas. Las
células NK-92-CD16 de distintas rondas de seleccion se co-incubaron durante 4 horas con las
células MM.1S, preincubadas, en su caso, 15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml).
Transcurrido ese tiempo se determiné la apoptosis producida analizando la translocacién de PS
por citometria de flujo. El gréfico representa el porcentaje de células MM.1S anexina-V DY634".
Los resultados se muestran como la media + SD de 2 experimentos distintos. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

Ya que la capacidad citotéxica de las células NK-92-CD16 habia ido aumentando a lo
largo del proceso de seleccién, se analiz6 comparativamente la citotoxicidad ejercida por la linea
parental NK-92 frente a la de la nueva linea NK-92-CD16. Los resultados se recogen en la Figura
4.40, en la que se aprecia una diferencia significativa entre la muerte celular provocada por las
células NK-92 y NK-92-CD16. A la vista de estos resultados, se puede concluir que la expresion

de CD16 tras la transfeccién aumenta la citotoxicidad celular.
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Comparativa células NK-92 vs células NK-92-CD16 (4 h)
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Figura 4.40. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 comparada con la de sus células
parentales. Las células NK-92 y NK-92-CD16 se co-incubaron durante 4 horas con las lineas
celulares de MM a diferentes ratios efector-diana. Transcurrido ese tiempo, se determind la
apoptosis producida analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. Los gréaficos
representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran
como la media + SD de 3 experimentos distintos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001.

Al observarse que la citotoxicidad basal ejercida por las células eNK fue inferior a la
observada en las células NK-92, y ésta a su vez inferior a la de las células NK-92-CD16, se
decidié analizar la expresion de las principales proteinas citotdxicas en los distintos grupos de
células, teniendo en cuenta también las diferencias entre las propias células NK-92-CD16
durante las rondas de seleccion. La expresién de las proteinas se analizé por la técnica de
Western Blotting, utilizando extractos proteicos de lisados celulares.

Ya que la citotoxicidad de las células NK-92 se debia sobre todo a sus granulos
citotéxicos, se analiz6 en primer lugar la expresion de granzima B. En la Figura 4.41 se muestra
un inmunoblot ilustrativo de este experimento. Comparadas con las células NK-92, las células
eNK de esa expansion expresaron alrededor de 4 veces menos granzima B (26% vs 100%). Esto
podria explicar la mayor citotoxicidad basal de las células NK-92 comparadas con las células
eNK. Con respecto a las células NK-92-CD16 tras dos rondas de seleccion, también se observo
un moderado incremento del nivel de expresién de granzima B (110% vs 100%) con respecto a
las células NK-92 parentales, lo cual correlacionaba de nuevo con su mayor capacidad citotoxica.
Tras tres rondas de seleccién en las células NK-92-CD16 nuevamente se incrementé ligeramente
la expresion de granzima B (128% vs 110%), de acuerdo también con el aumento de capacidad
citotdxica observado. El conjunto de estos resultados parece indicar que el nivel de expresién de
granzima B correlaciona con la capacidad citotoxica.
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Figura 4.41. Expresion intracelular de granzima B en los distintos tipos de células NK empleadas
en el presente trabajo. Las distintas células NK-92 (5-108 células de cada tipo) se recogieron, se
lisaron, y el extracto resultante se analizd por SDS-PAGE y Western Blotting. Los extractos de
las células eNK, analizados de la misma manera, procedian de muestras congeladas. Como
control de carga se utilizé la proteina constitutiva a-tubulina (50 kDa), y para comparar entre las
distintas células se estableci6 la sefial de la linea NK-92 respecto a su control de carga como el

100% de expresion. Imagen representativa de 2 experimentos diferentes.

Seguidamente, se evalud la expresién de TRAIL en las mismas membranas empleadas
para analizar la granzima B, como indican los controles de carga (Figura 4.42). Respecto al
control de carga, las células eNK de esa expansion mostraron un nivel de expresion intracelular
de TRAIL unas dos veces superior al de las células NK-92 (235% vs 100%). Aunque se volvid a
detectar expresion intracelular de TRAIL en éstas Ultimas, se debe recordar que no hemos
logrado demostrar su implicacion en la citotoxicidad ejercida por las células NK-92 a 4 horas, al

contrario de lo que ocurrié con las células eNK.

En cuanto a la expresion de TRAIL en las distintas células NK-92-CD16 durante su
proceso de seleccion, se vio también aumentada con respecto a las células parentales, de
manera parecida a lo ocurrido con granzima B (166% y 138% vs 100%). La posible implicacion

de TRAIL en la citotoxicidad ejercida por las células NK-92-CD16 se analizara mas adelante.
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Figura 4.42. Expresion intracelular de TRAIL en los distintos tipos de células NK empleadas en
este trabajo. Las distintas células NK-92 (5-10° células de cada tipo) se recogieron, se lisaron, y
el extracto resultante se analizoé por SDS-PAGE y Western Blotting. Los extractos de las células
eNK, analizados de la misma manera, procedian de muestras congeladas. Como control de
carga se utilizoé la proteina constitutiva a-tubulina (50 kDa), y para comparar entre las distintas
células se estableci6 la sefial de la linea NK-92 respecto a su control de carga como el 100% de

expresion. Imagen representativa de 2 experimentos diferentes.

Por Ultimo, en otros geles independientes se estudié la expresion intracelular de FasL.
En la Figura 4.43 se puede comprobar que las células eNK de esa expansién tuvieron

aproximadamente tres veces menos FasL que las células NK-92 (35% vs 100%).

En cuanto a las células NK-92-CD16, a diferencia de lo encontrado con las proteinas
granzima B y TRAIL, expresaron una menor cantidad de FasL que las células NK-92 parentales,

tanto de la forma madura de 40 kDa como de la forma soluble de 26 kDa.
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Figura 4.43. Expresion intracelular de FasL en los distintos tipos de células NK empleadas a lo
largo del presente trabajo. Las distintas células NK-92 (5-10° células de cada tipo) se recogieron,
se lisaron, y el extracto resultante se analizé por SDS-PAGE y Western Blotting. Los extractos
de las células eNK, analizados de la misma manera, procedian de muestras congeladas. Como
control de carga se utilizé la proteina constitutiva a-tubulina (50 kDa), y para comparar entre las
distintas células se estableci6 la sefial de la linea NK-92 respecto a su control de carga como el

100% de expresion. Imagen representativa de 2 experimentos diferentes.

4.4.3 Actividad citotéxicade las células NK-92-CD16 sobre las lineas celulares de mieloma

multiple

Después de haber caracterizado los parametros mencionados de las células NK-92-
CD16, se procedi6 a ensayar su capacidad para ejercer ADCC en combinacién con

daratumumab.

En estos ensayos ademas de los agentes bloqueantes vistos anteriormente se utilizd
ferrostatina-1 (Fer-1), un inhibidor de la ferroptosis, dado que se habia descrito en la literatura
gue los linfocitos T citotdxicos eran capaces de inducir ferroptosis, otro tipo de muerte celular
(ver apartado 1.2.2). Al proceder las células NK de los mismos precursores hematopoyéticos, y
compartir mecanismos citotéxicos con los linfocitos, se consideré conveniente analizar si las

células NK-92-CD16 también podian inducir este tipo de muerte.

Ferrostatina-1 elimina los radicales libres generados en la peroxidacion de los &cidos
grasos poliinsaturados (Zilka et al., 2017) constituyentes de los fosfolipidos de membrana, por lo
gue se decidio analizar la posible implicacion de los radicales libres en la citotoxicidad de estas
células. Antes de llevar a cabo estos ensayos, se determin0 la sensibilidad a la ferrostatina-1 de
las lineas de MM para seleccionar dosis que no fueran citotoxicas per se. Como puede
apreciarse, ferrostatina-1 no resulté citotoxica para estas células hasta dosis superiores a 5 uM

(Figura 4.44), por lo que se eligié una dosis inocua de 1 uM para los siguientes experimentos.
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Sensibilidad a ferrostatina-1 de las lineas de MM (24 h)
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Figura 4.44. Sensibilidad de las lineas de MM a ferrostatina-1. Las células de MM se incubaron
durante 24 horas con distintas concentraciones de ferrostatina-1. Transcurrido ese tiempo, se
determiné la apoptosis producida analizando la exposicion de PS por citometria de flujo. Los
graficos representan el porcentaje de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se
muestran como la media + SD de 3 experimentos diferentes. *p<0,05; **p<0,01.

Una vez escogida la concentracion de ferrostatina-1, se realizaron los ensayos de
citotoxicidad de la misma manera descrita previamente, aunque sin la necesidad del marcaje
previo de las células NK-92-CD16 ya que estas células eran fluorescentes gracias a la expresion
de la proteina ZsGreen. Se utilizé ferrostatina-1 como agente bloqueante sola, y también
combinada con EGTA para inhibir la via de degranulacion.

En la Figura 4.45 se muestran los resultados obtenidos con la linea MM.1S en presencia
y en ausencia de daratumumab. Se constaté una vez mas que las células NK-92-CD16 tenian
mayor actividad citotoxica que las células NK-92 (66% y 89% de media a ratios 1-1 y 3-1,
respectivamente, vs 41% y 75%, ver Figura 4.25). De hecho, la citotoxicidad inducida por las
células NK-92-CD16 en solitario era tan alta que el aumento debido a la ADCC sélo se aprecio a
ratio 1-1 (81% de media de muerte celular). A ratio 3-1, tanto en presencia como en ausencia de
daratumumab, se alcanzaron valores medios de muerte celular iguales o superiores al 90%. Por
otra parte, ninguno de los agentes bloqueantes resultd toxico por si mismo (la viabilidad celular
de los controles fue igual o superior al 90% de media).

En cuanto al efecto de los agentes bloqueantes, al igual que ocurria con las células
parentales, hubo una inhibicién completa con EGTA 5 mM a ratio 1-1 (de una media de muerte
celular del 66% al 14%, similar al nivel de los controles) y casi completa a ratio 3-1 (de una media
de muerte celular del 89% al 20%). En cambio, no hubo ningln efecto bloqueante ni de Fas-Fc
y RIK-2, ni de ferrostatina-1, ya que ni por separado ni cuando se combinaron con EGTA se
redujo la muerte celular producida.
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Figura 4.45. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre la linea celular
MM.1S. Las células NK-92-CD16 fueron preincubadas durante 1 hora con los distintos agentes
bloqueantes, incluida ferrostatina-1 (Fer-1), mientras que las células de MM se preincubaron
15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células
durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la muerte celular producida
analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 3
experimentos distintos. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001.

En cuanto a los resultados con la linea NCI-H929 (Figura 4.46), éstos siguieron el mismo
patrén observado en experimentos anteriores. Las células NK-92-CD16 produjeron mas muerte
celular per se que las células NK-92 (30% y 62% de citotoxicidad media a ratios 1-1 y 3-1,
respectivamente, vs 19% y 36%, ver Figura 4.26). Ademas, se observ una significativainduccion
de ADCC cuando se afiadié daratumumab (5 pug/ml) llegando a valores de citotoxicidad cercanos
al 100% tanto a ratios 1-1 como 3-1. La menor sensibilidad de la linea NCI-H929 a las células
NK-92-CD16 (en comparacion con la linea MM.1S) combinada con su alta expresion de CD38
(ver Figura 4.6) podria explicar la ADCC incrementada para ambos ratios.

Los agentes bloqueantes no resultaron téxicos per se (muerte celular promedio de los
controles entre un 7% y un 10%) y tuvieron el mismo efecto que en la linea MM.1S (ver Figura
4.45). Hubo una inhibicion de la citotoxicidad completa con EGTA (5 mM) a ratio 1-1 (de una
muerte celular de 30% a 14%, al nivel de los controles) y casi completa a ratio 3-1 (muerte celular
de 62% a 22%). En cambio, no hubo ningun efecto bloqueante ni de Fas-Fc y RIK-2, ni de
ferrostatina-1, solos o en combinacion con EGTA (Figura 4.46).
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Figura 4.46. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre la linea celular
NCI-H929. Las células NK-92-CD16 fueron preincubadas durante 1 hora con los distintos
agentes bloqueantes, incluida ferrostatina-1 (Fer-1), mientras que las células de MM se
preincubaron 15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las
células durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis producida
analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los gréficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 3
experimentos diferentes. ****p<0,0001.

En lo que respecta a las células RPMI 8226, que expresan bajos niveles de CD38 (ver
Figura 4.6), y al contrario de lo encontrado con las células eNK (ver Figura 4.15), como puede
apreciarse en la Figura 4.47 con las células NK-92-CD16 se produjo algo de ADCC (42% de
muerte celular con daratumumab a ratio 1-1 en presencia de Fas-Fc y RIK-2 frente a 29% de

media en las mismas condiciones pero sin daratumumab).

Este resultado es algo paraddjico, ya que habiamos observado que las células eNK al
expresar mas CD38 que las células RPMI 8226 actuaban sobretodo de forma fratricida. En
cambio, aunque las células NK-92-CD16 presentaban un nivel de expresion de CD38 mayor que
el de las células eNK y que las células RPMI 8226 (ver Figura 4.6, Figura 4.11 y Figura 4.38),
fueron capaces de realizar ADCC mediada por daratumumab. Aunque la diferencia de
citotoxicidad observada entre las células RPMI 8226 co-incubadas con las células NK-92-CD16
y las co-incubadas con las células NK-92-CD16 en presencia de daratumuab no fue
estadisticamente significativa, debido a la amplia SD, la tendencia fue manifiesta.

Los blogueantes, de nuevo, no presentaron toxicidad por si mismos (muerte celular en
los controles entre 12% y 16%), similar a lo encontrado en las demas lineas de MM. El Unico
agente capaz de inhibir la citotoxicidad fue EGTA (5 mM) a ratio 1-1 (muerte celular de 30% al

15%). A ratio 3-1 la inhibicion fue parcial (muerte celular de 40% al 30%). No hubo ningun efecto
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bloqueante ni de Fas-Fc ni RIK-2, ni de ferrostatina-1, ni por separado ni en combinacion con
EGTA.

NK-92-CD16 vs RPMI 8226 (4 h)
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Figura 4.47. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre la linea celular
RPMI 8226. Las células NK-92-CD16 fueron preincubadas durante 1 hora con los distintos
agentes bloqueantes, incluida ferrostatina-1 (Fer-1), mientras que las células de MM se
preincubaron 15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las
células durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis producida
analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 3
experimentos distintos. *p<0,05.

Los resultados obtenidos con las tres lineas de MM, considerados en su conjunto, indican
gue a pesar de haberse detectado nuevamente la expresion intracelular de FasL y TRAIL por
inmunoblot (ver Figura 4.42 y Figura 4.43), que incluso se incrementa en las células NK-92-
CD16, estos ligandos no parecen contribuir a la citotoxicidad inducida por estas células con
daratumumab.

El tratamiento con EGTA (5 mM) si result6 eficaz en la inhibicién de la citotoxicidad de
las células NK-92-CD16 a 4 horas, lo que indica que el mecanismo de citotoxicidad empleado en
esas condiciones por las células NK-92-CD16 fue el de la degranulacion. La observacion de que
al pasar de ratio 1-1 a ratio 3-1 se perdiera parte del efecto inhibidor de EGTA es probable que
se debiera al aumento de la cantidad de células efectoras, siendo la concentracion de este
reactivo insuficiente para bloguearlas a todas.

En experimentos independientes, realizados en paralelo, se comprob6 que la actividad
de las células NK-92-CD16 no se veia afectada por ninguno de dichos compuestos. Los
resultados de todas las células NK-92-CD16 se recogen en la Figura 4.48.
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El dnico agente que caus6é la muerte de las células efectoras fue el anticuerpo
daratumumab, que indujo fratricidio debido al CD38 que expresan también ellas mismas (ver
Figura 4.38). Este fratricidio fue inhibido por el efecto bloqueante de EGTA (5 mM) pero no por
los agentes bloqueantes de FasL y TRAIL y tampoco por ferrostatina-1, del mismo modo que lo

observado en las lineas de MM.
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Figura 4.48. Citotoxicidad de los distintos agentes bloqueantes y daratumumab sobre las células
NK-92-CD16 durante 4 horas. Las células NK-92-CD16 se preincubaron durante 1 hora con los
distintos agentes bloqueantes, incluida ferrostatina-1 (Fer-1). Después, en los casos indicados
se afiadi6 daratumumab (Dara, 5 pg/ml), y todas las células se incubaron durante 4 horas.
Transcurrido este tiempo, se determiné la apoptosis producida analizando la translocacién de PS
por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje de células NK-92-CD16
anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 9 experimentos distintos.
***p<0,001; ****p<0,0001.

Aungue con los resultados de la Figura 4.45, de la Figura 4.46 y de la Figura 4.47 se
descarto la posibilidad de que la ferroptosis participara en la muerte celular producida, se podria
estar cometiendo un error experimental. En los experimentos mencionados, la muerte celular
producida se determiné en base al marcaje por citometria de flujo de la exposiciébn en membrana
de PS. Este evento es un marcador biomolecular de la apoptosis (D. Tang et al., 2019; Taylor et
al., 2008), pero en realidad la ferroptosis no cursa con exposicion de PS, sino con dafio de

membrana entre otros marcadores (D. Tang et al., 2019; B. Yan et al., 2021).
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En consecuencia, se realiz6 otro experimento de citotoxicidad con las células
NK-92-CD16 sobre las tres lineas de MM llevando a cabo un doble marcaje con anexina-V DY634
y con 7-aminoactinomicina D (7AAD), una sonda fluorescente muy utilizada como marcador de
muerte producida por dafio o permeabilizacion de la membrana. Estos ensayos de citotoxicidad

se realizaron tanto con las células NK-92-CD16 en solitario como combinadas con daratumumab.

En la Figura 4.49 puede comprobarse que en realidad el componente exclusivamente
necrético o necroptoético marcado sélo con 7AAD fue residual. La muerte inducida por las células
NK-92-CD16 sobre las lineas celulares de MM era esencialmente apoptética, tal y como reflejaba
el hecho de que casi la totalidad de las células muertas presentasen marcaje con
anexina-V DY634. Por lo tanto, se confirmé que la implicacién de la ferroptosis en la citotoxicidad

de estas células era nula.

NK-92-CD16 vs MM, doble marcaje
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Figura 4.49. Doble marcaje de la citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante
4 horas sobre las lineas celulares de MM. Las células de MM se preincubaron 15 minutos con
daratumumab (Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células durante 4 horas
a diferentes ratios efector-diana se determiné la muerte celular producida mediante un doble
marcaje por citometria de flujo con anexina-V DY634 y 7AAD. Los graficos representan el
porcentaje de células de MM muertas. Los resultados se muestran como la media = SD de cada

tipo de marcaje en 3 experimentos distintos.

Seguidamente, se analizo la potencia citotoxica de las células NK-92-CD16 en solitario
0 en combinacion con daratumumab, reduciendo progresivamente la relacion entre células
efectoras y diana desde 3-1 hasta 1-10 en los experimentos de citotoxicidad durante 4 horas. En
la Figura 4.50 se muestran los diferentes resultados obtenidos con las tres lineas celulares de
MM.
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En el caso de la linea MM.1S, la mas sensible a la toxicidad inducida por las células
NK-92-CD16, se observé un incremento practicamente lineal de la muerte celular producida al
aumentar el ratio efector-diana desde 1-4 a 3-1. Cuando las células NK-92-CD16 se combinaron
con daratumumab la muerte celular aumenté debido a la ADCC, pero se mantuvo esa misma
tendencia casi lineal. De hecho, el incremento de la muerte celular debida a la ADCC resulto casi
constante, con un incremento medio en torno al 15%. A ratio 3-1 las células NK-92-CD16 en
presencia de daratumumab eliminaron en 4 horas a méas del 90% de las células de MM. Por otro
lado, al ratio efector-diana mas bajo analizado (1-10) las células NK-92-CD16 con daratumumab

fueron capaces de eliminar hasta un 40% de la poblacién tumoral en 4 horas.

Por su parte, las células NCI-H929, poco sensibles en general a las células NK,
confirmaron una vez mas esa baja sensibilidad. En la Figura 4.50 se muestra que a ratios
inferiores a 1-1 la citotoxicidad ejercida por las células NK-92-CD16 fue insignificante, aunque
ésta aumento exponencialmente al incrementar los ratios efector-diana. Al aumentar el ratio
hasta 3-1 se consiguié un efecto citotéxico significativo (54% de muerte celular). Al afadir
daratumumab a las co-incubaciones la muerte celular aumenté en gran medida gracias a la

ADCC, debido a la alta cantidad de CD38 expresada por estas dianas (Figura 4.6).

Por ejemplo, a ratios efector-diana superiores a 1-3 hubo un incremento de mas del 60%
en la muerte celular gracias a la ADCC. El punto de mayor diferencia fue el de ratio 1-1 (del 23%
al 92% de muerte celular con daratumumab). En tan sélo 4 horas en presencia de daratumumab,
a ratio 3-1, se eliminaron practicamente todas las células de MM (96% de muerte celular) y aun

a ratio 1-10, en presencia de daratumumab, se consiguié eliminar al 40% de las células de MM.

En cuanto a la linea RPMI 8226, los resultados no fueron tan positivos. En ausencia de
anticuerpo su comportamiento se asemejé al de la linea NCI-H929. La citotoxicidad de las células
NK-92-CD16 fue minima, aunque fue aumentado algo al incrementar los ratios efector-diana. Al
afiadir daratumumab se detect6é de nuevo ADCC a ratios 1-1 y 3-1, de manera mas significativa
gue en los experimentos anteriores (ver Figura 4.47). No obstante, conforme disminuyé la
proporcién de células efectoras respecto a las células diana el efecto de la ADCC desaparecioé.
Probablemente, las pocas células efectoras actuando sobre células diana poco sensibles debido

a la poca expresion de CD38 no fueron capaces de producir un efecto citotéxico significativo.
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NK-92-CD16 vs MM (4 h)
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Figura 4.50. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre las lineas celulares
de MM, en funcion del ratio entre células efectoras y dianas. Las células de MM se preincubaron
durante 15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en las condiciones indicadas. Tras co-incubar
las células durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana se determiné la apoptosis producida
analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media + SD de 4
experimentos diferentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ***p<0,0001.

A continuacion, se repitieron los experimentos incrementando el tiempo de co-incubacion
de las células hasta las 24 horas con el fin de intentar aumentar la citotoxicidad. No se evaluaron
a 24 horas los ratios efector-diana que a las 4 horas ya habian presentado citotoxicidades muy
altas (ratios 1-1 y 3-1). Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 4.51.

A las 24 horas las células MM.1S mantuvieron a grandes rasgos el comportamiento
observado a las 4 horas. La relacion entre el incremento en el ratio efector-diana y el aumento
de la muerte celular mostré6 nuevamente una tendencia lineal, sobre todo cuando se afiadio
daratumumab, y el incremento que produjo la ADCC (alrededor del 14%) fue otra vez
practicamente constante e independiente del ratio. Ese incremento también fue independiente
del tiempo de co-incubacion de las células (alrededor del 15% a las 4 horas vs 14% a las 24
horas), lo que indica que la muerte inducida por ADCC era muy rapida. Comparando las curvas
de citotoxicidad a 4 y 24 horas se puede apreciar un aumento del porcentaje de muerte celular a
tiempos de co-incubacion mas prolongados. Dicho aumento con respecto al tiempo fue
practicamente idéntico en todas las condiciones y ratios (alrededor de un 26-27%) y supuso en
algunas condiciones, a pesar de tener menos células efectoras que dianas, eliminar casi por
completo a las células de MM en 24 horas (92% de media de muerte celular a ratio 1-2 por
ejemplo). Aunque esta circunstancia no se repitié en todas las condiciones, si se alcanzaron
importantes resultados teniendo en cuenta las pocas células NK-92-CD16 enfrentadas a los

tumores (por ejemplo, 71% de media de citotoxicidad a ratio 1-10 en presencia de daratumumab).

En cuanto a las células NCI-H929, los resultados fueron diferentes a los observados en
los experimentos a 4 horas (ver Figura 4.50). Si entonces las células NK-92-CD16 sin

daratumumab tenian una actividad casi inapreciable en ratios por debajo de 1-1, a las 24 horas
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tuvieron un efecto significativo. A partir del ratio 1-5 se super6 el 40% de citotoxicidad, llegandose
hasta aproximadamente un 85% de muerte celular a ratio 1-2. En lo que respecta a la ADCC, a
los ratios efector-diana més bajos (1-10, 1-5y 1-4) se aprecid un aumento con respecto al tiempo
de co-incubacion: alrededor de un 20% mas de muerte celular respecto a la observada a las
4 horas. Los resultados obtenidos a 4 y 24 horas, a bajos ratios efector-diana, indican que la
adicion de daratumumab acelera la citotoxicidad sobre esta linea celular, logrando un efecto
comparable al obtenido con las células NK-92-CD16 en solitario, a ratios superiores.

Por dltimo, la citotoxicidad sobre la linea RPMI 8226 aument6 algo a las 24 horas. La
muerte celular producida pasé de un 30% a las 4 horas a un 67% a las 24 horas, a un ratio
efector-diana 1-2. Respecto a la ADCC, ésta mejoro solo significativamente a los ratios efector-
diana mas bajos (1-10 y 1-5).

NK-92-CD16 vs MM (24 h)
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Figura 4.51. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 24 horas sobre las lineas celulares
de MM, en funcién del ratio entre células efectoras y dianas. Las células de MM se preincubaron
durante 15 minutos con daratumumab (5 pg/ml) en las condiciones indicadas. Tras co-incubar
las células durante 24 horas a diferentes ratios efector-diana se determiné la apoptosis producida
analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 3
experimentos diferentes. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ****p<0,0001.

Los resultados de ambos experimentos demostraron que las células NK-92-CD16
pueden ser muy eficaces incluso a ratios efector-diana relativamente bajos (1-10), especialmente
sobre las lineas que expresan altos niveles de CD38, como MM.1S y NCI-H929. Dado el poco
incremento de citotoxicidad inducida por daratumumab observado en los experimentos
realizados sobre la linea celular RPMI 8226, que expresa bajos niveles de CD38 (ver Figura 4.6),

se decidi6 seguir analizando s6lo el comportamiento de las otras dos lineas celulares (MM.1S y
NCI-H929).

Se estudi6 a continuacién la actividad de la linea NK-92-CD16 en cultivos
tridimensionales frente a la de los cultivos convencionales (bidimensionales), denominados en

adelante como “cultivos en 2D”. En estos Ultimos, las células efectoras y diana se co-incubaban
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en suspension al afiadirlas a los pocillos, y luego decantaban por gravedad en el fondo de los
pocillos. De esa manera podria argumentarse que las altas citotoxicidades conseguidas pudieran
deberse, en parte, al enfrentamiento forzado entre las células NK-92-CD16 y sus dianas y que

esta situacion no sucederia en condiciones fisioldgicas.

Para comprobar como seria el comportamiento de las células NK-92-CD16 en unas
condiciones experimentales que se asemejaran mas a las fisiolégicas, se empled el hidrogel
GrowDex®. Este gel se utilizd para realizar experimentos de citotoxicidad celular en condiciones
denominadas en adelante como “cultivos en 3D”. En este tipo de cultivos las células de MM
fueron embebidas en la matriz del hidrogel, y las células NK-92-CD16 se afadieron sobre él
externamente (ver apartado 3.4.7).

Ambos tipos de condiciones experimentales (cultivos en 2D y 3D) se analizaron en
paralelo para compararlas adecuadamente. Para dar oportunidad a que las células NK-92-CD16
se infiltraran a través de la matriz, y reconocieran a sus dianas, se realizaron experimentos de

24 horas de incubacion.

NK-92-CD16 vs cultivos de MM en 2D y en 3D (24 h)
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Figura 4.52. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 en cultivos en 2D y en 3D. Las células de
MM se resuspendieron en el hidrogel GrowDex® y se sembraron embebidas en él. En los casos
indicados, las células de MM fueron preincubadas con daratumumab (Dara, 5 pg/ml). Las células
NK-92-CD16 se afiadieron en suspension sobre el correspondiente hidrogel. Tras cultivarlas
durante 24 horas a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis producida
analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como la media + SD de 3

experimentos diferentes.

Los resultados obtenidos con las células MM.1S y NCI-H929 se recogen en la Figura
4.52. En ella se puede comprobar que, en experimentos de 24 horas, no se observaron
diferencias significativas entre la magnitud de la muerte celular producida en ambos tipos de
cultivo en cualquiera de las dos lineas de MM.
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Se puede concluir, por lo tanto, que en las condiciones experimentales empleadas las
células NK-92-CD16 fueron capaces de infiltrarse a través de la matriz tridimensional y encontrar
y matar a las células de MM, validando los resultados anteriores obtenidos utilizando cultivos

bidimensionales.
4.4.4 Estabilidad de la expresion de CD16 y ZsGreen en lalinea celular NK-92-CD16

Desde el momento en que se realizé la transfeccion de las células NK-92 con el plasmido
pHIV-CD16-ZsGreen, se analiz6 de manera rutinaria la expresion de CD16 en las células
obtenidas y este analisis periédico se mantuvo durante todo el periodo de realizacion de esta
tesis doctoral. De esta forma se monitorizd como evolucionaba la poblacion de células
NK-92-CD16 vy si la expresion de las dos proteinas transfectadas se mantenia estable o se iba
perdiendo con el tiempo. La Figura 4.53 recoge la evolucion de la expresion de CD16 y ZsGreen

durante un periodo aproximado de casi dos afios.

En dicho gréfico se puede observar un rapido incremento del porcentaje de células
positivas desde los reducidos valores iniciales, debidos a la baja eficiencia de transfeccion (ver
Figura 4.31), y como tras las rondas de seleccion, una vez alcanzado un alto nivel de expresion,
el porcentaje de células que expresaban las proteinas se mantuvo siempre por encima del 80%
y en la mayor parte de las veces por encima del 90%. Cada proceso de enriquecimiento por
citometria de flujo (sorting) se indica con una linea roja discontinua vertical, mientras que las
lineas discontinuas horizontales naranja y verde indican el 80% y 90% del nivel de expresion

respectivamente.

En ocasiones el porcentaje de células que expresaban el transgen fluctué ligeramente,
pero ese hecho se puede atribuir mas bien a variaciones en la viabilidad de los cultivos. Tal y
como se indic6 al describir el comportamiento de la linea parental NK-92, estas células son muy
sensibles al agotamiento de nutrientes del medio de cultivo o ala privacion de IL-2. Si se producia
alguna de esas circunstancias se observaba que algunas células empezaban a morir y perdian
la expresion en membrana de CD16. Sin embargo, una vez renovado el medio de cultivo y tras
la adicién de IL-2 se recuperaba la viabilidad y la expresion de CD16. Por todo ello, la expresion
de CD16 y ZsGreen en la linea NK-92-CD16 se considerd estable.
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Estabilidad de la expresion de CD16y ZsGreen en la linea
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Figura 4.53. Evolucion temporal de la expresion de CD16 y ZsGreen en las células NK-92-CD16.
La expresion de ambas proteinas se determind por citometria de flujo. En el grafico se
representa, en el eje de ordenadas, el porcentaje de células doble positivas (CD16*ZsGreen*) y
en el de abscisas el tiempo en cultivo. Las lineas discontinuas verticales rojas indican los
momentos en los que las células transfectadas se seleccionaron por citometria de flujo (sorting).
A su vez, las lineas discontinuas horizontales naranja y verde indican el 80% y 90% de nivel de

expresion, respectivamente.

4.4.5 Evaluacién del potencial terapéutico de las células NK-92-CD16 en células de

pacientes de mieloma mualtiple

El conjunto de los experimentos mostrados en el apartado 4.4.3 demostré una gran
capacidad citotéxica de las células NK-92-CD16 sobre las lineas celulares de MM, especialmente
al combinarlas con daratumumab incluso a ratios efector-diana relativamente bajos. Estos datos

sugerian que este tratamiento podria tener una aplicacion terapéutica a nivel clinico, a priori.

No obstante, habia que considerar que estas células se habian generado a partir de las
células NK-92 y por tanto carecian de los principales receptores inhibitorios (Maki et al., 2001;
Suck et al., 2016; Williams et al., 2017). Esto, unido a la alta actividad de estas células podria

suponer un riesgo de citotoxicidad sobre las células sanas del organismo.

Para evaluar esta posibilidad, se analizé la citotoxicidad de las células NK-92-CD16
sobre PBMCs quiescentes y células activadas con PHA (blastos) obtenidas de donantes sanos.
Estas células se encuentran principalmente en la circulacion sanguinea, al igual que las células
NK-92-CD16 que se pudieran infundir, y por lo tanto seria facil que interaccionasen entre si en
caso de su uso terapéutico. Los experimentos se realizaron a diferentes ratios efector-diana,

utilizando ratios tan altos como 5-1.
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En la Figura 4.54 se muestran los resultados obtenidos con las PBMCs. De la misma
forma que ocurria al generar las células eNK a partir de PBMCs, se apreciaron diferencias de
sensibilidad individuales debido a la idiosincrasia de cada donante. Las PBMCs del donante 2
fueron, por ejemplo, mas sensibles a las células NK-92-CD16 que las del resto de donantes. Aun
asi, la muerte celular media producida durante 4 horas sobre las PBMCs del donante 2 al mayor
de los ratios (5-1, 29%) fue baja.

En comparacion con los resultados obtenidos sobre las tres lineas de MM, la media de
los valores de la muerte celular producida sobre todas las PBMCs a ratio 5-1 (17%) fue bastante
menor que la producida a ratio 1-1 sobre las células MM.1S, NCI-H929 y RPMI-8229 (62%, 24%

y 33% de media respectivamente, ver Figura 4.50).
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Figura 4.54. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre linfocitos (PBMCSs)
de donantes sanos. Las células NK-92-CD16 se co-incubaron durante 4 horas con PBMCs de
distintos donantes a diferentes ratios efector-diana. Después, se determiné la apoptosis
producida analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. El gréfico representa el
porcentaje de PBMCs anexina-V DY634* en cada caso. Los resultados se muestran como los
valores individuales de cada experimento y la media global de todas las PBMCs de los diferentes

donantes.

Con respecto al estudio sobre blastos (Figura 4.55), los resultados fueron més
homogéneos que los obtenidos sobre las PBMCs (Figura 4.54). Aunque los valores medios de
la muerte celular fueron ligeramente mas elevados en todas las condiciones (incluso el control)
respecto a las PBMCs, las observaciones fueron en esencia las mismas. La media de los valores
de la muerte celular producida sobre todos los blastos a ratio 5-1 (20%) fue bastante menor que
la muerte celular producida a ratio 1-1 sobre las células MM.1S, NCI-H929 y RPMI-8229 (62%,

24% y 33% de media respectivamente, ver Figura 4.50).
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NK-92-CD16 vs Blastos (4 h)
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Figura 4.55. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 durante 4 horas sobre linfocitos activados
con PHA (blastos) procedentes de donantes sanos. Las células NK-92-CD16 se co-incubaron
durante 4 horas con blastos de distintos donantes a diferentes ratios efector-diana. Después, se
determiné la apoptosis producida analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. El
gréfico representa el porcentaje de blastos anexina-V DY634*. Los resultados se muestran como
los valores individuales de cada experimento y la media global de todos los blastos de los

diferentes donantes.

Los resultados obtenidos con las PBMCs y los blastos indicaron que las células NK-92-
CD16 son en gran medida selectivas sobre las células tumorales sin necesidad de ser
direccionadas por un mAb, incluso utilizando cinco veces mas células NK-92-CD16 que con las
lineas de MM. Por ello, las células NK-92-CD16 no supondrian un riesgo significativo para los

pacientes que se pudieran someter a esta terapia celular adoptiva.

Después de haber comprobado la escasa toxicidad de las células NK-92-CD16 sobre las
células sanas, se analiz6 su efecto sobre muestras procedentes de pacientes de MM (ver
apartado 3.4.8). Las muestras de aspirados de médula ésea de los pacientes de MM se
centrifugaron en un gradiente de Ficoll (ver apartado 3.1.8) para purificar las BMMCs. Para
determinar la cantidad de células plasmaticas de MM presentes en las BMMCs se analiz6 la

presencia de CD38 en su membrana por citometria de flujo.

Por otro lado, la expresion de ZsGreen por parte de las células NK-92-CD16 permitio
diferenciarlas de las BMMCs en el andlisis por citometria de flujo. En la Figura 4.56A se muestra
un ejemplo ilustrativo de la sefial de ZsGreen obtenida por citometria de flujo en las células
NK-92-CD16, asi como la de las BMMCs sin ZsGreen (Figura 4.56B) y la distincién entre ambas

poblaciones una vez co-incubadas para realizar el experimento (Figura 4.56E).
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No obstante, para poder distinguir a las células plasméaticas de MM del resto de células
mononucleares presentes en los aspirados medulares fue preciso hacer otro marcaje de
membrana. En este caso no se pudo emplear el marcaje de CD38, ya que al ser la diana de
daratumumab y haber estado en cultivo 4 horas con él, los epitopos para el anticuerpo del
marcaje estarian ocupados o habria competicion. Por lo tanto, se eligio la molécula CD138, un
marcador molecular de membrana bastante especifico de las células de MM, para identificarlas.
En la Figura 4.56C y en la Figura 4.56F se muestra un ejemplo ilustrativo de los marcajes de
CD138 de las BMMCs en solitario o co-incubadas con las células NK-92-CD16. Tras seleccionar
la poblacién de células de MM gracias al marcaje con CD138 se analiz6 en ellas la muerte celular

producida gracias al marcaje con anexina-V DY634.

Los resultados obtenidos con las muestras de células plasmaticas de 20 pacientes de
MM distintos aparecen recogidos en la Figura 4.57. En esta ocasién, como algunas de las
muestras presentaban un porcentaje basal de muerte celular se determiné la muerte especifica
restando a la muerte celular de cada condicion experimental la muerte de sus respectivos
controles. En el grafico puede apreciarse como las células NK-92-CD16, a los dos ratios
ensayados, con y sin daratumumab, produjeron una muerte especifica significativa. Con el ratio
3-1 se obtuvieron mejores resultados que con el ratio 1-1, y la presencia de daratumumab
aumento significativamente la citotoxicidad tanto a ratio 1-1 como a 3-1. En general, a ratio 3-1
en presencia de daratumumab se consiguid eliminar especificamente alrededor del 40% de las
células de MM en tan sélo 4 horas, aunque se observd una mayor toxicidad en algunos casos

individuales.
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Figura 4.56. Esquema del andlisis de la citotoxicidad ejercida por las células NK-92-CD16 sobre
las células plasmaticas de pacientes de MM por citometria de flujo. En la figura se muestra como
ejemplo el caso de la co-incubacion de las células NK-92-CD16 con las células procedentes del
paciente MM-03-22, tratadas con daratumumab. En (A) se muestra la fluorescencia de la proteina
ZsGreen expresada por las células NK-92-CD16. Las células diana MM-03-22 que no expresan
dicha proteina se muestran en el panel (B). En el panel (C) se recoge el marcaje con un mAb
especifico anti-CD138 en la membrana de las células de MM. El porcentaje de positividad se
refiere a las BMMCs con alta expresion de CD138, que se corresponden con las células de MM
en la muestra. La muerte celular en esta poblacién se estimé evaluando la translocacion de PS
por marcaje con anexina-V DY634 y andlisis por citometria de flujo (D). En este caso, ambas
poblaciones se mezclaron a un ratio efector-diana 3-1 y se co-incubaron durante 4 horas en
presencia de daratumumab. Finalizado ese tiempo, la fluorescencia de ZsGreen permitié
distinguir entre las células NK-92-CD16 y las del paciente (E). En el panel (F) se recoge el
porcentaje de BMMCs con alta expresién de CD138 remanentes, y que corresponden a las
células de MM restantes en la muestra. Por Ultimo, para determinar la muerte de las células de
MM producida por las células NK-92-CD16 se analizé la translocacion de PS mediante marcaje
con anexina-V DY634 de las células CD138", por citometria de flujo (G). El porcentaje se refiere
a las células de MM anexina-V DY634".

Es interesante sefialar que varias de las muestras analizadas procedian de pacientes
gue habian sufrido una recaida. En particular, las muestras MM-06-22 (recaida tras 2 lineas de
tratamiento), MM-08-22 (recaida) y MM-18-22 (recaida tras 4 lineas de tratamiento). En los dos
ultimos casos se puede observar (Figura 4.57) como la sensibilidad inicial del tumor a las células
NK-92-CD16, a ratio 3-1, era casi nula al igual que la muestra MM-10-22, de nuevo diagndstico.

No obstante, al afiadir daratumumab se consiguio un importante incremento en la muerte celular
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especifica, gracias a la ADCC (por ejemplo, mas de un 60% de muerte especifica a ratio 3-1 en
la muestra MM-18-22).

NK-92-CD16 vs células plasmaticas de pacientes de MM (4 h)
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Figura 4.57. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 sobre las células de MM procedentes de
pacientes durante 4 horas. Las muestras procedentes de pacientes que habian sufrido una
recaida se muestran subrayadas. En las condiciones indicadas, las BMMCs se preincubaron
durante 15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml). Tras co-incubarlas con las células NK-92-
CD16 a diferentes ratios efector-diana durante 4 horas, se determind la apoptosis producida
evaluando la translocacion de PS por citometria de flujo. Los gréaficos representan la muerte
celular especifica, calculada para cada muestra restando el porcentaje de células de MM
anexina-V DY634" del control al porcentaje de células de MM anexina-V DY634" totales en cada
condicion. Los resultados se muestran como los valores individuales de cada experimento y la

media de cada grupo de valores. ****p<0,0001.

Un analisis mas detallado del papel de la ADCC en el incremento de la muerte observada
en presencia de daratumumab indicé que las muestras MM-64-21, MM-05-22 y MM-18-22 fueron
las mas sensibles, mientras que las muestras HUMS-2-21 y MM-65-21 fueron de las mas
resistentes. También se observé que, sorprendentemente, en las muestras MM-06-22 y MM-15-
22 la adicion de daratumumab disminuia la muerte especifica. Por ello se analizé si estos
resultados se podian interpretar en funcién del nivel de expresion de CD38 en las células
plasméticas de cada muestra, a semejanza de lo observado en las lineas celulares de MM. El
nivel de expresion de CD38 en las 20 muestras de pacientes analizadas se muestra en la Figura
4.58.
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N2 de células

Figura 4.58. Expresion de CD38 en la membrana de las células plasmaticas de los
pacientes de MM. El eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes,
y el eje de ordenadas el nimero de células que presentan dicha intensidad. La identificacion de

cada muestra se indica en uno de los laterales de la figura y el valor de su correspondiente MFI
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Atendiendo tanto a los histogramas como a la MFI de las diferentes muestras, puede

verse que existia un perfil de expresion de CD38 variado entre todas ellas. Las que mas CD38
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expresaron fueron las muestras MM-02-22 (MFI: 706), MM-17-22 (MFI: 437), MM-18-22 (MFI:
837) y MM-20-22 (MFI: 616), mientras que las que menos CD38 expresabaron fueron las
muestras MM-63-21 (MFI: 58), MM-04-22 (MFI: 45), MM-06-22 (MFI: 18), MM-08-22 (MFI: 12) y
MM-10-22 (MFI: 62). En la muestra MM-18-22 el alto nivel de citotoxicidad observado se
correlacionaba con el elevado nivel de expresién de CD38. Sin embargo, las cinco muestras que
mostraban los menores niveles de expresion de CD38 presentaban valores de muerte especifica
en presencia de daratumumab en torno a la media general, a pesar de su baja expresion de
CDa38. Este resultado sugiere que utilizar inicamente el nivel de expresién de CD38 no sirve para
predecir la respuesta a células NK, ex vivo, coincidiendo con observaciones previas al respecto
(Nooka et al., 2019), y que los ligandos de activacion expresados en las células de MM también

estarian interviniendo.

No obstante, el nivel de expresion de CD38 sirvid para explicar otros fendmenos. La
muestra MM-18-22, constituida por células resistentes a 4 tandas de tratamiento, in vivo, y a las
células NK-92-CD16, era una de las muestras mas sensibles a daratumumab y mostraba una
elevada expresion de CD38 (MFI: 837). En cuanto a las demas muestras de pacientes que
habian sufrido recaidas, MM-06-22 y MM-08-22, expresaban bajos niveles de CD38 (MFIs de 18
y 12, respectivamente). En el momento de redactar esta tesis se desconoce si entre los
tratamientos previos que recibieron estos pacientes se encontraba el anticuerpo daratumumab,
por lo que no se pudo saber si esa baja expresion se debia a la eliminacion previa de las células
con mayores niveles de expresion de CD38, produciéndose una seleccién de células de MM con
baja expresion de CD38. De todas formas, la muestra MM-08-22 co-incubada con células
NK-92-CD16 a ratio 3-1 y en presencia de daratumumab pasoé de valores de muerte especifica

casi nulos a valores en torno a la media general.

Por otra parte, las muestras MM-06-22 y MM-15-22 redujeron su muerte especifica
inducida por las células NK-92-CD16 cuando el ensayo se realiz6 en presencia de daratumumab.
Este resultado podria correlacionarse con su baja expresién de CD38. Esa circunstancia, junto
con el conjunto de ligandos activadores e inhibitorios de las células de MM favorecerian el
fratricidio de las células NK-92-CD16 en vez del ataque al tumor. Finalmente, la muestra MM-10-
22, de nuevo diagndstico, fue completamente resistente a la accién de las células NK-92-CD16,
pero resulté muy sensible a la adiciéon de daratumumab, a pesar de expresar un nivel bajo de
CD38 (MFI: 62).

En su conjunto, los resultados (ver Figura 4.57) indicaron una citotoxicidad significativa
de las células NK-92-CD16, con casos de hasta un 80% de eliminacion de las células de MM,
especialmente en presencia de daratumumab, como en el caso del paciente MM-64-21 a ratio
3-1, aunque la media general estuvo en torno al 40%. Si se comparan los resultados obtenidos
con las células de pacientes con los obtenidos utilizando las lineas celulares de MM, con éstas
Ultimas se conseguian mayores niveles de muerte celular. Hay que tener en cuenta que, en las
lineas celulares, todas las células eran tumorales mientras que, las muestras de pacientes

(BMMCs) estaban compuestas por una mezcla de células plasmaticas y una gran cantidad de
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células sanas presentes en el aspirado medular. En esta mezcla celular hay muchas células
insensibles a las células NK-92-CD16. Ademas, es probable que estuvieran presentes células
inmunosupresoras (Serrano Del Valle et al., 2022), lo que podria explicar el menor efecto toxico
de las células NK-92-CD16 sobre las células de pacientes. No obstante, habria que tener otro
factor en cuenta. Podria suceder que en el analisis por citometria de flujo se estuviera
subestimando la cantidad de muerte celular producida. Por un lado, algunas células de MM
guedan destruidas y fragmentadas como resultado de la accion citotéxica de las células NK-92-
CD16 y sus restos eran considerados como restos celulares por el citémetro de flujo. Por otro
lado, porque las células de MM al morir pierden la expresion de CD138 en la membrana (Jourdan
et al., 1998) al igual que ocurre con otras proteinas y como se ha observado en este trabajo con
CD16.

En el esquema de andlisis de las citometrias de flujo mostrado en la Figura 4.56 hay un
claro ejemplo de este fenomeno. En todos los experimentos de citotoxicidad realizados la
cantidad de células diana sembradas fue siempre la misma (50.000 células de MM/pacillo),
mientras que la cantidad de células efectoras se ajustd en funcion del ratio efector-diana. Asi, en
el caso de las muestras de pacientes la cantidad de BMMCs sembradas fue la misma en todos
los casos, pero la abundancia relativa de células plasmaticas en la muestra varié de un paciente
a otro. Sin embargo, en dicha figura se puede observar como la cantidad de células CD138*
(MM) presentes en el control tras 4 horas de cultivo (24,9%, Figura 4.56C) fue mucho mayor que
la cantidad de células CD138" remanentes tras el co-cultivo durante 4 horas con las células NK-
92-CD16 en presencia de daratumumab (3,5%, Figura 4.56F). Esta pérdida aparente de células

de MM durante el andlisis ocurri6é en la gran mayoria de pacientes.

Teniendo en cuenta esta circunstancia, en los experimentos con las muestras de
pacientes de MM se recalculé la cantidad de células muertas en cada situacion, asumiendo que
el porcentaje perdido de células CD138* correspondia a células muertas. La poblacion analizada
anteriormente correspondia Unicamente a la fraccién conservada de células CD138* (vivas o0 en
apoptosis temprana). Las nuevas estimaciones de la tasa de muerte especifica, recalculada
mediante esa correccion, se muestran en la Figura 4.59. Al comparar con la Figura 4.57 se puede
apreciar que la muerte especifica producida aumentd, en general, incluso cuando se afiadié
Unicamente daratumumab. Este resultado sugiere la presencia de células NK y macréfagos entre
las BMMCs de los pacientes con potencial antitumoral a través de ADCC vy fagocitosis celular

dependiente de anticuerpo (ADCP), respectivamente.
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NK-92-CD16 vs células plasmaticas de pacientes de MM (4 h)
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Figura 4.59. Calculo mejorado de la citotoxicidad de las células NK-92-CD16 sobre las células
de MM procedentes de pacientes durante 4 horas. Las muestras procedentes de pacientes que
habian sufrido una recaida se muestran subrayadas. En las condiciones indicadas, las BMMCs
se preincubaron durante 15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml). Tras co-incubarlas con
las células NK-92-CD16 a diferentes ratios efector-diana durante 4 horas, se determiné la
apoptosis producida evaluando la translocacion de PS mediante un marcaje por citometria de
flujo. Los gréficos representan la muerte celular especifica, calculada para cada muestra
restando el porcentaje de células de MM anexina-V DY634* del control al porcentaje de células
de MM anexina-V DY634"* totales en cada condicion. Los resultados se muestran como los
valores individuales de cada experimento y la media de cada grupo de valores. ****p<0,0001.

En cualquier caso, los resultados del andlisis de la citotoxicidad de las células NK-92-
CD16 sobre las células plasméticas de pacientes de MM fueron muy positivos. Estas células
demostraron un gran potencial terapéutico debido a la induccién especifica de muerte celular, en

especial cuando se combinaban con daratumumab.
4.4.6 Estudio del potencial terapéutico de las células NK-92-CD16 irradiadas

Quedaba todavia un aspecto pendiente de solucionar, concerniente a la seguridad, antes
de poder plantear una posible aplicacion clinica de estas células. Las células de la linea NK-92-
CD16 son células tumorales humanas que, tal y como se explico en la introduccion (ver apartado
1.3.6.2.1.1), provienen de un linfoma no-Hodgkin de tipo NK (Gong et al., 1994; Yan et al., 1998)
y tienen un potencial proliferativo ilimitado, in vitro. En teoria, una vez erradicasen el tumor contra
el que se utilizaran podrian generar una nueva neoplasia si proliferasen de manera continuada
dentro del organismo del paciente. Por ello, antes de poder inyectar las células NK-92-CD16 a

los pacientes deben ser irradiadas para anular su potencial proliferativo (X. Tang et al., 2018).
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Diferentes cantidades de células NK-92-CD16 (2-10°, 4-10° y 8-106) fueron sometidas a
una dosis de radiacién de 10 Gy con un acelerador lineal de electrones (ver apartado 3.4.6). Esta
dosis se eligié por haber sido utilizada en distintos ensayos clinicos con terapias celulares
basadas en células NK-92 (X. Tang et al., 2018; Williams et al., 2017). Aunque una dosis de
radiacion de esa magnitud es suficiente para impedir el crecimiento de las células NK-92, también

se irradiaron 8-10° células NK-92-CD16 a una dosis mayor (15 Gy).

Para determinar los efectos producidos sobre las células se hizo un seguimiento de las
mismas durante las semanas posteriores a la irradiacion, determinandose la densidad celular, la
viabilidad celular y la expresion de CD16. Los resultados se muestran en la Figura 4.60. En ella
puede comprobarse como durante las primeras 48 horas post-irradiacion la densidad celular se
mantuvo en general en torno a la inicial (4-10° células/ml) o incluso se redujo un poco. Es decir,
no hubo proliferacién de las células irradiadas durante esas 48 horas. Ademas, a partir de las 48
horas post-irradiacion la densidad celular cayé bruscamente, de manera mas pronunciada cuanta

mas radiacién habian recibido las células, hasta tender progresivamente a cero.

Simultaneamente se analiz6 la viabilidad celular (Figura 4.60B), y ésta fue congruente
con los resultados obtenidos respecto a la densidad celular (Figura 4.60A). A las 24 horas post-
irradiacion la viabilidad se mantuvo en valores similares a los iniciales y a las 48 horas se produjo
un aumento de la cantidad de células muertas, llegando hasta el 40% y correspondiendo con el
descenso observado en la densidad celular. A partir de ese momento, la cantidad de células

muertas aumento rapidamente hasta llegar al 100%.

Dado que las células NK-92-CD16 se disefiaron para ser utilizadas en combinacién con
daratumumab o con otros anticuerpos que indujeran ADCC, se estudié también como afectaba
la irradiacion a la expresion del receptor CD16. En la Figura 4.60C se muestra el porcentaje de
células viables que expresaban CD16 y capaces por lo tanto de llevar a cabo la ADCC. A
diferencia de los anteriores parametros estudiados, que se mantuvieron relativamente estables
las primeras 48 horas, la expresion de CD16 en las células NK-92-CD16 disminuy6 desde el
mismo momento desde el momento de la irradiacién. La reduccion de la expresion de CD16
durante las primeras 24 horas fue considerable, llegando hasta el 50% de pérdida en el caso de
las células irradiadas a 15 Gy. Esto quiere decir que la expresion de CD16 se perdia antes de

gue las células murieran. La pérdida fue mayor cuanta mas radiacién recibieron las células.
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Figura 4.60. Efecto de la irradiacion sobre diferentes parametros de las células NK-92-CD16.
A) Densidad celular. B) Viabilidad. C) Expresién de CD16. En los 3 casos, el eje de abscisas
representa el tiempo transcurrido desde el momento de la irradiacion de las células, mientras que
el eje de ordenadas indica en cada caso los valores del parametro en cuestion. En los paneles
Ay B los resultados se representan como la media £ SD de los correspondientes valores. En el
panel C los resultados que se indican son valores individuales.

Para averiguar si la actividad citotéxica se encontraba afectada por la irradiacién,
especialmente la ADCC, se analizé la citotoxicidad celular ejercida por las células NK-92-CD16,
tanto irradiadas como sin irradiar, sobre las lineas MM.1S y NCI-H929 durante las primeras
48 horas post-irradiacion (Figura 4.61). Los resultados obtenidos sobre la linea MM.1S mostraron
gue las células irradiadas a 10 Gy mantuvieron una citotoxicidad cercana al 80% de los valores
obtenidos con las células sin irradiar. Con las células irradiadas a 15 Gy, la pérdida de

citotoxicidad fue mayor, igual o superior al 50% en todos los casos.

Respecto a los resultados obtenidos utilizando como diana la linea NCI-H929, a ratio
1-1, las células NK-92-CD16 irradiadas a cualquiera de las dosis empleadas produjeron una
muerte similar a la de las células sin irradiar. Debemos recordar que la linea celular NCI-H929
se habia mostrado, en general, bastante resistente a la accion de todos los tipos de células NK,
sobre todo a bajos ratios efector-diana, condicién en la que el nivel de muerte celular es reducido.

En el resto de situaciones, los resultados fueron parecidos a los obtenidos con la linea MM.1S,
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con unas pérdidas de actividad en torno al 20% al irradiar a 10 Gy, y superiores al 50% al irradiar
a 15 Gy.

NK-92-CD16 irradiadas vs MM (4 h)
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Figura 4.61. Capacidad citotoxica de las células NK-92-CD16 irradiadas comparada con la de las
células NK-92-CD16 sin irradiar. Con ambos tipos de células se realizaron experimentos de
citotoxicidad celular sobre las lineas celulares de MM durante 4 horas. En las condiciones
indicadas, las células de MM se preincubaron 15 minutos con daratumumab (Dara, 5 pg/ml). Tras
co-incubar las células NK-92-CD16 con las célulasd de MM durante 4 horas a diferentes ratios
efector-diana, se determiné la apoptosis producida analizando la translocacién de PS por
citometria de flujo. La cantidad de apoptosis inducida por las células NK-92-CD16 no irradiadas
se tomé como referenciay se le adjudicé el valor del 100% de citotoxicidad. La apoptosis inducida
por las células NK-92-CD16 irradiadas se refirié a dicha referencia. Los graficos representan el
porcentaje de capacidad citotéxica que presentan las células irradiadas respecto al nivel de las
células control, indicado por una linea horizontal discontinua. Los resultados se muestran como
la media + SD de 3 experimentos diferentes en el caso de las células irradiadas a 10 Gy, y la
media = SD de 2 determinaciones individuales de 1 experimento en el caso de las irradiadas a
15 Gy.

Por lo tanto, se puede concluir que la irradiacion de las células NK-92-CD16 a 10 Gy
permitiria una aplicacion segura en los pacientes, ya que pierden su potencial replicativo y a
partir de las 48-72 horas empezarian a morir. En esa ventana de tiempo, las células conservarian
todavia una considerable actividad citotoxica (alrededor del 80% de su citotoxicidad inicial) para
actuar sobre el tumor.
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Recapitulando la informacién obtenida acerca de las células NK-92-CD16, se puede

concluir que:

- La molécula CD16 se expresa correctamente en la membrana de las células NK-92-
CD16 y es funcional, permitiendo llevar a cabo la ADCC

- Laexpresion de CD16 regula positivamente la expresion de moléculas citotoxicas como
granzima B.

- Las células NK-92-CD16 son muy citotdxicas, per se, dependiendo de la linea tumoral a
la que se enfrenten. Ejercen mas citotoxicidad que sus células parentales, las células
NK-92.

- Su elevada citotoxicidad directa o a través de la ADCC permite que incluso a ratios
efector-diana muy bajos puedan eliminar un alto porcentaje de la poblacion tumoral.

- La citotoxicidad de las células NK-92-CD16 esta mediada por la via de los granulos
citotoxicos.

- A pesar de expresar altos niveles de CD38, la tasa de fratricidio de las células NK-92-
CD16 en presencia del anticuerpo anti-CD38 daratumumab no es un impedimento para
llevar a cabo su accién antitumoral.

- Las células NK-92-CD16 son capaces de infiltrarse a través de matrices en 3D y
encontrar a sus células diana, eficazmente.

- La expresion de CD16 y ZsGreen es estable, habiéndose mantenido su expresion
durante casi dos afios.

- Las células NK-92-CD16 ejercen niveles marginales de citotoxicidad sobre PBMCs 0
blastos T obtenidos de donantes sanos, lo que sugiere una cierta especificidad hacia las
células tumorales, o al menos las de MM.

- La irradiacién de las células NK-92-CD16 (10 Gy) permite su utilizacion segura como
agente terapéutico manteniendo una elevada actividad citotdxica.

- Las células NK-92-CD16 son citotoxicas para las células plasmaticas procedentes de
pacientes de MM, especialmente en combinacién con daratumumab, incluso en células
de pacientes con poca expresién de CD38. También son eficaces contra algunas células

resistentes a tratamientos previos.
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4.5 GENERACION Y ACTIVIDAD ANTITUMORAL DE CELULAS CAR-NK-92-CD16
4.5.1 Generacion de la linea celular CAR-NK-92-CD16

En los resultados expuestos hasta este momento se ha visto un gran potencial de las
células NK-92-CD16, especialmente cuando son combinadas con un mAb anti-CD38
(daratumumab), en el caso de células de MM. Como posible alternativa terapéutica se decidid
generar células que expresasen un receptor de antigeno quimérico (CAR) a partir de las células
NK-92-CD16. Se prefiri6 utilizar dicha linea para generar las células CAR, en vez de la parental
NK-92, ya que al expresar de esa forma CD16, las células CAR podrian también combinarse con

mADbs para aumentar su capacidad citotoxica.

Como diana del CAR se eligié la molécula SLAMF7 (CS1, CD319), otro marcador
molecular del MM (ver apartado 1.4.5.2). Para la transfeccion, se construyd en primer lugar la
secuencia quimérica del CAR con los scFv disefiados contra el antigeno en cuestion. Después,
a diferencia de la primera transfeccion (ver apartado 4.4.1), al tratarse en este caso de un
plasmido que ya habia sido manipulado previamente, se comprobé antes del clonaje la integridad
de diferentes alicuotas del plasmido pBaBe-Bax mediante digestion del DNA plasmidico.
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Figura 4.62. Electroforesis en gel de agarosa de diferentes alicuotas del plasmido pBaBe-Bax.
En los carriles impares se cargaron las digestiones, mientras que en los carriles pares se
cargaron las alicuotas del plasmido sin digerir como referencia. Por su parte, en la parte izquierda
se compara el marcador de peso correspondiente a A DNA/Hindlll, que se cargd en el carril M.

Imagen representativa de dos geles.
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En la Figura 4.62 se puede observar que las alicuotas se encontraban en buen estado.
En los carriles pares se encuentran el plasmido pBaBe-Bax completo, de 6029 pares de bases,
con sus formas superenrrollada (aproximadamente a la altura del marcador de 4361 pares de
bases) y circular abierta (algo por debajo de la altura del marcador de 9416 pares de bases). Por
su parte, en los carriles impares se encuentran las digestiones realizadas, en las que se aprecia
el inserto del gen Bax, de 525 pares de bases (a la altura del marcador de 564 pares de bases)
y el esqueleto del plasmido de 6029 pares de bases (justo por debajo de la altura del marcador

de 6557 pares de bases).

Tras la comprobacién, se genero el plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR insertando el
constructo con la secuencia quimérica del CAR en el plasmido pBaBe-Bax, de manera que se
reemplazase el gen de Bax (ver apartado 3.2.6 y Figura 3.4.). Una vez obtenido el nuevo
plasmido, la transfeccién se llevé a cabo con sobrenadantes retrovirales generados previamente
gracias a las células empaquetadoras HEK-293T. La incubacion de las células NK-92-CD16 con
los sobrenadantes se realizé siguiendo el mismo protocolo empleado en la transfeccion del
receptor CD16 y ZsGreen (ver apartado 3.3.1.1 y apartado 3.3.1.2), con la salvedad de la adicién

de Vectofusin®.

Se desconoce la eficiencia inicial de esta transfeccién porque una vez finalizada la
incubacion con los sobrenadantes, las células se pusieron en cultivo en presencia de puromicina.
En teoria, este antibidtico (AB) permitia seleccionar las células transfectadas ya que el gen de
resistencia a puromicina también estaba codificado en el plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR. Una
vez las células NK-92-CD16 control cultivadas en paralelo con puromicina murieron por efecto
del AB, éste fue retirado del medio de cultivo de las células transfectadas que, a partir de ese
momento, se denominaron células CAR-NK-92-CD16 anti-SLAMF7, aunque para simplificar, en

adelante se refieren como células CAR-NK-92-CD16.

A partir del momento en el que las células CAR-NK-92-CD16 supervivientes de la
seleccion por AB se expandieron lo suficiente, se analizd la expresion del CAR por citometria de
flujo (ver apartado 3.5.2). Para que el analisis fuera posible se realiz6 un marcaje secundario
mediante una proteina quimérica (SLAMF7-Fc) reconocida por el propio CAR (ver apartado
3.5.2). En la Figura 4.63A se muestra el primer marcaje realizado tras la seleccién con
puromicina, enfrentado a la sefial de fluorescencia de la proteina ZsGreen introducida en la

anterior transfeccion.

Tal y como puede apreciarse, el porcentaje de células que expresaban el CAR era adn
muy bajo (7,2%). También se control6 la especificidad de este marcaje, analizando la expresion
del CAR en la linea parental NK-92-CD16, para de esta manera comprobar la ausencia de
sefales inespecificas por la posible interaccion del receptor CD16 con la proteina quimérica y el
mAb utilizados (anti-IgG1 Fc). En la Figura 4.63B se puede comprobar como, en efecto, este

marcaje secundario del CAR era especifico y daba muy poca sefial en las células NK-92-CD16.
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Figura 4.63. Porcentaje de células CAR-NK-92-CD16 en el cultivo tras la primera ronda de
seleccion. En estos graficos (tipo dot plot), el eje de abscisas representa la intensidad de
fluorescencia de la proteina ZsGreen, y el eje de ordenadas la intensidad de fluorescencia del
marcaje secundario sobre el CAR. Los valores de cada célula aparecen representados como un
punto en el sistema de coordenadas. Los porcentajes indican la fraccion de la poblacion de
células transfectadas que es negativa o positiva para cada proteina. Dichos valores se
establecieron tomando como punto de corte una intensidad de fluorescencia en la que el isotipo
o control tuviera menos de 1% de sefial positiva. A) Células CAR-NK-92-CD16. Los puntos rojos
corresponden a las células incubadas s6lo con el mAb anti-IgG1 Fc. Los puntos azules, por su
parte, representan las células incubadas con el marcaje secundario completo (SLAMF7-Fcy mAb
anti-lgG1 Fc. B) Células NK-92-CD16 control.

Tras la seleccion con puromicina el porcentaje de células transfectadas en el cultivo fue
bajo, por lo que el marcaje secundario también se utiliz6 como herramienta para varias rondas
de seleccion aislando por citometria de flujo la poblacién celular que expresaba el CAR (ver
apartado 3.5.3). En la Figura 4.64A se muestra el maximo nivel de expresion del CAR que se
alcanz6 a lo largo de las distintas rondas de seleccion realizadas (46,3%). Aunque este
porcentaje era claramente mayor que el obtenido en el primer marcaje (46,3% vs 7,2%), aln se
estaba lejos de obtener una linea celular CAR-NK-92-CD16 anti-SLAMF7 pura. En ese momento,

en torno a la mitad de las células del cultivo expresaba el CAR y la otra mitad no.

Se determind también la expresion en membrana de CD16, para verificar que sus niveles
no hubieran disminuido o se hubiesen visto alterados por la segunda transfeccién. En la Figura
4.64B se muestra que el porcentaje de células positivas fue similar al de las células antes de
efectuar esta segunda transfeccion (ver Figura 4.36), aunque algo menores en nivel de expresion
(MFI de 64,6 vs 179).
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Figura 4.64. Expresion del CAR anti-SLAMF7 y CD16 en la membrana plasmatica de las células
CAR-NK-92-CD16. En estos graficos (tipo dot plot), el eje de abscisas representa la intensidad
de fluorescencia de la proteina ZsGreen, y el eje de ordenadas la intensidad de fluorescencia del
marcaje realizado sobre el CAR o CD16. A) Marcaje secundario para la deteccion del CAR anti-
SLAMF7. B) Marcaje primario para la deteccion de CD16. Los valores de cada célula aparecen
representados como un punto en el sistema de coordenadas. Los porcentajes indican la fraccién
de la poblacién de células transfectadas que es negativa o positiva para cada proteina. Dichos
valores se establecieron tomando como punto de corte una intensidad de fluorescencia en la que
el control del marcaje secundario o del isotipo tuviera menos de 1% de sefial positiva. Los puntos
rojos corresponden a las células con el mAb control o de isotipo, y los puntos azules a las células

con el marcaje de interés. Diagramas representativos de 2 experimentos diferentes.

Al igual que en el caso previo de la transfeccién de CD16, la expresién en membrana del
CAR anti-SLAMF7 se analiz6 de manera rutinaria. De esta forma se pudo monitorizar si la
expresion de las proteinas transfectadas se mantenia estable o se iba perdiendo con el tiempo.
La Figura 4.65 recoge el resultado de los analisis realizados durante un afio de la expresién de

las proteinas CAR y ZsGreen (introducida en la primera transfeccion).

Al contrario que en el caso del analisis de la expresion y estabilidad de CD16, en el que
se observaba un rapido incremento inicial de la expresion hasta los niveles maximos absolutos
(ver Figura 4.53), el aumento en el porcentaje de poblacién que expresaba el CAR fue lento,
progresivo e incompleto. Con cada ciclo de seleccion (se hicieron varios ciclos tanto por
citometria de flujo como utilizando puromicina) el porcentaje se incrementdé moderadamente,
hasta llegar a un maximo relativo de 46,3% de células transfectadas con el CAR anti-SLAMF7.
No se consiguid superar la barrera del 50% de células transfectadas, pero la expresion del

transgén se mantuvo estable.

Los sucesivos procesos de seleccion por citometria de flujo aparecen representados en
la Figura 4.65 por lineas rojas discontinuas verticales, mientras que las lineas discontinuas
verticales moradas y azules indican el inicio y final, respectivamente, de los procesos de
seleccién con puromicina. Por su parte, la linea discontinua horizontal naranja indica el nivel del

50% de expresion.
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Figura 4.65. Evolucion temporal de la expresion del CAR anti-SLAMF7 y ZsGreen en las células
CAR-NK-92-CD16. La expresion de ambas proteinas se determiné por citometria de flujo. En el
gréfico se representa, en el eje de ordenadas, el porcentaje de células doble positivas
(CAR*ZsGreen®) mientras que en el de abscisas el tiempo en cultivo. Las lineas discontinuas
verticales moradas indican el inicio de los periodos de seleccidn por puromicina, mientras las
lineas discontinuas verticales azules indican el final de dichos periodos. Por su parte, las lineas
discontinuas rojas indican los momentos en los que las células transfectadas se seleccionaron
por citometria de flujo. La linea discontinua horizontal naranja indica el nivel del 50% de expresion

del transgén en las células.

Una vez conseguida la expresion del CAR anti-SLAMF7, aunque sélo en la mitad de las
células, el siguiente aspecto a estudiar fue la capacidad citotéxica de las células CAR-NK-92-
CD16 y comprobar si era igual o superior a la de las células NK-92-CD16. Dado que el efecto del
CAR dependia de la expresion de su diana, en primer lugar, se analiz6 el nivel de expresion de
SLAMF7 en las dianas celulares empleadas a lo largo de esta tesis doctoral. En la Figura 4.66
puede observarse que existia una gran diferencia entre las tres lineas de MM. Por un lado, la
linea MM.1S expresaba SLAMF7 significativamente (99,5% de células SLAMF7*, MFI: 130), pero
la linea RPMI 8226 no expresaba esta proteina (0,1% de células SLAMF7*). De forma mas
intermedia, la linea NCI-H929 expresaba SLAMF7, pero sin llegar a los valores porcentuales o
de intensidad de las células MM.1S (79,1% de células SLAMF7*, MFI: 79).
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Figura 4.66. Expresion de SLAMF7 en la membrana plasmatica de las lineas celulares de MM.
El eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de
ordenadas el nimero de células que presentan dicha intensidad. Los histogramas rojos muestran
la distribucion de la sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. Los histogramas
azules, por su parte, representan el marcaje con un mAb especifico anti-SLAMF7 en cada linea
celular. Los porcentajes indican la fraccion de la poblacién de cada linea celular que se considera

positiva. Histogramas representativos de 2 experimentos diferentes.

Dado que las células NK suelen expresar SLAMF7 (Hsi et al., 2008; Malaer & Mathew,
2017; Pittari et al., 2017), también se analiz6 su expresion en las células CAR-NK-92-CD16. En
la Figura 4.67A se muestra el resultado del andlisis por citometria de flujo, y se puede observar
gue la nueva linea generada tenia una expresién mayoritaria (90,5% de células SLAMF7*) de

dicha proteina.

Este resultado sugeria que los problemas encontrados para purificar las células CAR-
NK-92-CD16 podrian deberse a la alta expresion de la diana de su propio CAR. Es decir, que se
estuviera induciendo fratricidio en el cultivo y no se pudiera aumentar el porcentaje de células
CAR-NK-92-CD16 por haberse alcanzado el equilibrio entre proliferacion y fratricidio. No
obstante, el andlisis de las células CAR-NK-92-CD16 del cultivo por citometria de flujo demostré
una elevada viabilidad (Figura 4.67B). Ademas, este resultado permitié constatar que las células
CAR-NK-92-CD16 no sufrian fratricidio a pesar de expresar la diana del CAR anti-SLAMF7. Este
resultado concuerda con el hecho de que los anticuerpos dirigidos contra SLAMF7 y utilizados
en la clinica (como Elotuzumab) no producen fratricidio sobre las células NK efectoras (Benson
& Byrd, 2012; van de Donk et al., 2012; Wang et al., 2018).
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Figura 4.67. Expresion de SLAMF7 en la membrana plasmatica de la linea celular CAR-NK-92-
CD16 y efecto sobre su viabilidad. A) Expresion de SLAMF7. El eje de abscisas representa la
intensidad de fluorescencia de los marcajes, y el eje de ordenadas el niumero de células que
presentan dicha intensidad. El histograma rojo muestra la distribucion de la sefial base de
fluorescencia debida al control de isotipo. El histograma azul, por su parte, representa el marcaje
con un mAb especifico anti-SLAMF7. El porcentaje indica la fraccién de la poblacion de la linea
celular que es positiva. Dichos valores se establecieron tomando como punto de corte una
intensidad de fluorescencia a la que el control del isotipo tuviera menos de 1% de sefial positiva.
B) Analisis de la viabilidad. La apoptosis basal de esta linea celular se evalué determinando la
translocacion de PS por marcaje con anexina-V DY634 mediante citometria de flujo. El porcentaje
hace referencia a las células CAR-NK-92-CD16 anexina-V DY634*. Diagramas representativos

de 3 experimentos distintos.
4.5.2 Actividad antitumoral de las células CAR-NK-92-CD16

Para realizar el estudio de la capacidad citotoxica de la linea CAR-NK-92-CD16, los
experimentos se realizaron Unicamente sobre la linea celular MM.1S, ya que era la que
expresaba mayores niveles de SLAMF7 (ver Figura 4.66). Los experimentos se realizaron
durante 4 horas de manera similar a los mostrados anteriormente, utilizando como controles a
las células NK-92-CD16. En la Figura 4.68 se puede apreciar que no existieron diferencias

significativas entre los dos tipos de células efectoras.
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Figura 4.68. Citotoxicidad de las células CAR-NK-92-CD16 sobre la linea celular MM.1S durante
4 horas. Las células de MM se preincubaron durante 15 minutos con daratumumab (Dara,
5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar las células de MM con las distintas células
efectoras durante 4 horas a diferentes ratios efector-diana, se determiné la apoptosis producida
analizando la translocacién de PS por citometria de flujo. Los graficos representan el porcentaje
de células de MM anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la media + SD de 2

experimentos distintos. Ctrl; Control.

Esta falta de diferencias podria significar, o bien que el CAR anti-SLAMF7 expresado no
era funcional (o0 no estaba bien disefiado), 0 que se necesitaria conseguir un mayor porcentaje
de purificacién para que su accidn destacase sobre las propias células NK-92-CD16 presentes
todavia entre las células CAR-NK-92-CD16. Otra posibilidad que habria que tener en cuenta es
gue, al tener en las condiciones in vitro a las células diana facilmente accesibles, y ser éstas muy
sensibles de base a la accion de las células NK-92 y las generadas a partir de ellas, esta

circunstancia no diera opcidn a que se ejerza un papel diferencial en ese margen de tiempo.

Recapitulando toda lainformacion obtenida acerca de la transfeccion de las células CAR-

NK-92-CD16, se puede concluir que:

- EICAR anti-SLAMF7 disefiado se expresa en membrana, y si bien no se ha conseguido
generar una linea celular que lo exprese al 100%, la expresién obtenida es estable.

- Las lineas celulares de MM utilizadas en este trabajo expresan niveles variables de
SLAMF7, siendo la linea MM.1S la que lo expresa en toda la poblacién.

- Las células CAR-NK-92-CD16 no presentan, al menos a este nivel de purificaciéon y en
experimentos in vitro, diferencias de actividad citotoxica respecto a las células NK-92-
CD16.
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4.6 ACCION DE LAS CELULAS NK-92-CD16 Y CAR-NK-92-CD16 EN UN MODELO IN VIVO
DE MIELOMA MULTIPLE

Todos los experimentos mostrados hasta el momento fueron realizados in vitro. Para
poder evaluar la accion tanto de las células NK-92-CD16 como de las células CAR-NK-92-CD16
in vivo, como Ultima parte del proyecto se decidid realizar un experimento en un modelo animal

humanizado de MM.

Como modelo animal se eligieron los ratones NSG (NOD scid gamma mouse), que no
poseen linfocitos B, T, ni células NK y son uno de los modelos experimentales mas
inmunodeficientes, permitiendo el injerto de tumores humanos. En cuanto a las células
tumorales, teniendo en cuenta los resultados de la expresion de SLAMF7 (ver Figura 4.66), se
eligio a la linea celular MM.1S. Para poder realizar el seguimiento del desarrollo tumoral in vivo
mediante andlisis de imagen (ver apartado 3.7) se utilizé la linea MM.1S-GFP-Luc, modificada
genéticamente a partir de las células MM.1S para expresar la proteina fluorescente verde (GFP)

y la enzima luciferasa (Luc).
4.6.1 Caracterizaciéon de lalinea MM.1S-GFP-Luc

Antes de llevar a cabo el experimento se realizaron varias pruebas para comprobar que
no existian diferencias importantes entre las células MM.1S utilizadas hasta el momento y las
células MM.1S-GFP-Luc. En primer lugar, se comprob6é que mantuvieran la expresion en
membrana de CD38, fundamental para la acciéon de daratumumab. En la Figura 4.69 se puede
encontrar el resultado del andlisis de expresidén por citometria de flujo (ver apartado 3.5.2).
Comparando con los correspondientes resultados de la linea parental MM.1S (ver Figura 4.6), la

linea MM.1S-GFP-Luc mantenia unos niveles de expresion similares.
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Figura 4.69. Expresién de CD38 en la membrana plasmatica de la linea celular MM.1S-GFP-Luc.
El eje de abscisas representa la intensidad de fluorescencia del marcaje, y el eje de ordenadas
el nimero de células que presentan dicha intensidad. El histograma rojo muestra la distribucion
de la sefial base de fluorescencia debida al control de isotipo. El histograma azul, por su parte,
representa el marcaje con un mAb especifico anti-CD38.de la linea celular. El porcentaje indica
la fraccién de la poblacion de la linea celular que es positiva. Histograma representativo de 3
experimentos distintos.

En segundo lugar, aungque se podria presuponer que la sensibilidad a las células NK-92-
CD16 y CAR-NK-92-CD16 seria similar a la vista en los resultados obtenidos con la linea MM. 1S,
se llevaron a cabo experimentos de citotoxicidad celular para comprobarlo. En este caso las dos
lineas de células co-incubadas expresaban una proteina fluorescente verde (ZsGreen y GFP,
respectivamente), lo que podria suponer un problema para distinguirlas por citometria de flujo.
Sin embargo, en la Figura 4.70 se puede ver como la proteina GFP mostraba més intensidad de
fluorescencia que la proteina ZsGreen. Esto permitia que ambas poblaciones se pudieran

diferenciar facilmente al realizar el andlisis por citometria de flujo.

193



Resultados y Discusidn

A NK-92-CD16 B MM.15-GFP-Luc

10 10 ks

10 3 10 3
I 10 I 102 E
A <
-} -
[N .

101 E 101 3

100 10

o 200 400 600 800 1.0K o 200 400 600 800 1.0K
FSC-H FSC-H
C  NK-92-CD16 + MM.1S-GFP-Luc D
10 1,0k 7
4-->MM.1S-GFP-Luc-------+ --=

10 3
| - - ~NK-92-CD16 (ZsGreen) = | 1
jl 8 400 T
[N iy 4

3 200 ] FL4-‘H, FSC-H subset:

481%
10O o
FSC-H Anexina-V DY634

Figura 4.70. Esquema del andlisis de citotoxicidad sobre la linea MM.1S-GFP-Luc por citometria
de flujo, utilizando células NK-92-CD16 como efectoras. En (A) se muestran las células
NK-92-CD16 en solitario, localizadas por la sefial fluorescente de ZsGreen (FL1-H) frente al
tamafio celular (FSC-H). Las células diana MM.1S-GFP-Luc y la sefial fluorescente de GFP
(FL1-H) se muestran a su vez en el panel (B). Ambas lineas celulares se mezclaron a diferentes
ratios efector-diana y se co-incubaron durante 4 horas. Finalizado ese tiempo, la diferencia de
intensidad entre la fluorescencia de las proteinas GFP y ZsGreen permitié distinguir entre las
células MM.1S-GFP-Luc y NK-92-CD16 (C). Para poder determinar la apoptosis de las células
MM.1S-GFP-Luc, se delimit6 la region de células con mayor intensidad de fluorescencia y se
analiz6 el marcaje con anexina-V DY634, indicativo de la translocacién de PS (D). El porcentaje
indicado se refiere a las células MM.1S-GFP-Luc anexina-V DY634*.

En cuanto a los resultados del ensayo de citotoxicidad sobre las células MM.1S-GFP-
Luc, puede verse en la Figura 4.71 que en este caso parecia haber una pérdida de actividad de
las células CAR-NK-92-CD16 respecto a las células NK-92-CD16, aunque ésta se recuperaba

totalmente a ratio 3-1 en presencia de daratumumab.
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Figura 4.71. Citotoxicidad de las células NK-92-CD16 y CAR-NK-92-CD16 sobre la linea celular
MM.1S-GFP-Luc durante 4 horas. Las células de MM se preincubaron durante 15 minutos con
daratumumab (Dara, 5 pg/ml) en los casos indicados. Tras co-incubar a las diferentes células NK
con sus dianas durante 4 horas, a diferentes ratios efector-diana, se determind la apoptosis
producida analizando la translocacion de PS por citometria de flujo. El gréfico representa el
porcentaje de células MM.1S-GFP-Luc anexina-V DY634". Los resultados se muestran como la

media + SD de 3 determinaciones individuales de 1 experimento. Ctrl: Control.

4.6.2 Efecto in vivo de las células NK-92-CD16 y CAR-NK-92-CD16 en combinacién con

daratumumab (anti-CD38) en un modelo humanizado de mieloma multiple

El experimento con el modelo animal se llev6 a cabo siguiendo la metodologia descrita
previamente (ver apartado 3.7). Tres de los veinticinco ratones inoculados con las células de
MM, fallecieron sUbitamente antes de poder inyectar las células terapéuticas, aun sin exhibir
tumores detectables a simple vista. Otros cuatro fallecieron repentinamente de la misma manera
mas adelante, cada uno de un grupo experimental diferente. Todos los ratones restantes se
sacrificaron alavez el Ultimo dia del experimento (dia 36, ver Figura 3.5.) por riesgo de ulceracion
de los tumores. Al no haber conseguido alcanzar los criterios de punto final, no se analiz6 el

impacto de los tratamientos en la supervivencia.

Durante el transcurso del experimento se realizdé un seguimiento del crecimiento de los
tumores por dos técnicas diferentes. Por un lado, se midié el volumen de los tumores utilizando
un calibre. Este procedimiento no se realizé hasta el dia 27 porque fue la primera ocasion en la
que los tumores eran detectables a simple vista. En la Figura 4.72 se puede observar como los
tumores crecieron con el paso de los dias, aunque sin diferencias significativas entre los
diferentes grupos, debido a la alta variabilidad entre individuos del mismo grupo experimental.

Sin embargo, tanto a los 27 como a los 34 dias, pudo observarse como el tamafio medio de los
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tumores tratados con las células CAR-NK-92-CD16 en presencia de daratumumab era menor
que el del grupo control (un 49% menor a dia 27 y un 18% a dia 34).

VOLUMEN DE LOS TUMORES
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Figura 4.72. Crecimiento tumoral en funcién del volumen. El eje de abscisas indica los dias en
los que se realizd la medida y en el eje de ordenadas se representa el volumen determinado en
cada uno de los grupos experimentales. A) Dia 27. B) Dia 34. Los resultados de los volumenes
calculados a partir de las medidas con el calibre se representan como la media + SD de los

valores de los ratones de cada grupo experimental.

Por otro lado, se determind la bioluminiscencia producida por la luciferasa, enzima
expresada por las células tumorales MM.1S-GFP-Luc, al procesar la luciferina. En la Figura 4.73
se muestra la luminiscencia observada en los veinticinco ratones al principio del experimento
(dia 0). Estos datos permitieron organizar inicialmente a los ratones en los cinco grupos

experimentales de forma equilibrada.
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Figura 4.73. Bioluminiscencia de los tumores in vivo a las 5 horas de su inyeccién. Los ratones

fueron sedados con isoflurano, y se les administraron intraperitonealmente 200 pl de luciferina a
1 mg/ml. La sefial de bioluminiscencia resultante se capturo mediante un aparato IVIS®
Lumina Ill. Se trata de una imagen representativa de los distintos ratones a las 5 horas de haber
inyectado las células MM.1S-GFP-Luc. No se indican aun los diferentes grupos experimentales

ya que no se les habian inoculado todavia los distintos tipos de células NK.

Los resultados de la evolucion de la bioluminiscencia de todos los ratones a lo largo del
experimento se muestran en la Figura 4.74. En ella puede observarse que el crecimiento pas6
primero por una fase de evolucién lenta hasta el dia 20, y a partir de ahi por una fase exponencial
de crecimiento. La débil sefial aparente registrada en los primeros dias se debe a la diferencia

de magnitud entre las sefiales al inicio (dia 0) y al final (dia 36) del experimento.
Bioluminiscencia de los tumores
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Figura 4.74. Crecimiento tumoral en funcion de su bioluminiscencia. Los ratones fueron sedados
con isoflurano, y se les administraron 200 pl de luciferina a 1 mg/ml via intraperitoneal. La sefal
de bioluminiscencia resultante se capturé6 mediante un aparato IVIS® Lumina Ill. El eje de
abscisas indica los dias en los que se analizo el tamafio de los tumores a lo largo del experimento
hasta el sacrificio de los ratones. Por su parte, el eje de ordenadas representa la intensidad de
sefial de bioluminiscencia captada por el aparato en cada uno de esos dias. Los resultados se

representan como la media £ SD de los valores de los ratones de cada grupo experimental.
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Como se ha descrito en las medidas de tamafio (ver Figura 4.72), de nuevo el grupo
experimental tratado con las células CAR-NK-92-CD16 combinadas con daratumumab mostré
una sefial de bioluminiscencia media méas baja que la del grupo control, especialmente a dia 36
(un 23% de inhibicion). No obstante, esta diferencia no resultd estadisticamente significativa,

debido a la alta variabilidad entre individuos del mismo grupo.

Dado que los valores de bioluminiscencia obtenidos el dia 0 no podian apreciarse en el
grafico anterior, en la Figura 4.75A se muestran de manera separada y ampliada. S6lo aparecen
representados los veintidés ratones que llegaron a ser inoculados con las células terapéuticas y,
por tanto, asignados a grupos experimentales concretos. Aunque se intentd que las medias de
bioluminiscencia en los diferentes grupos fuera similar, si que puede observarse que la media

del grupo control fue algo mas baja que en el resto de los grupos.

Para tratar de corregir este factor, se calculé el nimero de veces que la bioluminiscencia
aumento para cada raton a lo largo del transcurso del experimento. En la Figura 4.75B se recogen
los datos del ratio entre la bioluminiscencia del dia final y la del dia inicial + la SD en cada grupo.
Obviamente, so6lo se han tenido en cuenta datos correspondientes a los ratones que
sobrevivieron hasta ese dia. De esta manera puede verse que el grupo control fue el que mayor
media de crecimiento tumoral tuvo, en base al incremento de la bioluminiscencia. En este analisis
alternativo, los cuatro grupos que recibieron tratamiento tuvieron un menor incremento medio de
la bioluminiscencia, y, por ende, un menor crecimiento medio del tumor, siendo el de menor
media el grupo tratado con las células CAR-NK-92-CD16 combinadas con daratumumab, que ya
era el grupo que menor media presentaba en las mediciones de crecimiento por volumen y por
sefial de bioluminiscencia (ver Figura 4.72 y Figura 4.74). Sin embargo, de nuevo la alta
variabilidad en este caso del grupo control impide que estos resultados sean estadisticamente
significativos. Se puede observar que parte de esta variabilidad se debe a los dos ratones del
grupo control que empezaron el experimento siendo los que menor carga tumoral presentaban
(ver Figura 4.75A), lo cual habria influido negativamente en el desarrollo de estos tumores.
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Figura 4.75. Evolucion de la bioluminiscencia a lo largo del experimento in vivo. Los ratones
fueron sedados con isoflurano, y se les administraron 200 pl de luciferina a 1 mg/ml via
intraperitoneal. La sefial de bioluminiscencia resultante se capturo mediante un aparato IVIS®
Lumina Ill. A) Bioluminiscencia al inicio del experimento. El eje de abscisas indica el dia de la
adquisicion de sefial, y el eje de ordenadas representa la intensidad de sefial de bioluminiscencia
obtenida en cada animal. B) Incremento de la bioluminiscencia con el tiempo. Se calculé el ratio
entre la sefial bioluminiscente de cada ratén el Ultimo dia de experimento y la sefial inicial. El eje
de ordenadas representa el nUmero de veces que la sefial de bioluminiscencia aument6 desde
el principio hasta el final del experimento. En ambos casos los resultados aparecen como la
media £ SD de los valores de los ratones de cada grupo experimental, con los valores individuales
de cada ratén indicados como un punto.

Los resultados anteriores mostrados corresponden a mediciones realizadas en los
ratones in vivo, pero también se obtuvieron datos adicionales post-mortem. El Ultimo dia del
experimento, se extrajeron los tumores y los bazos de los ratones, una vez fueron éstos
sacrificados. Las muestras se procesaron (ver apartado 3.7) y se analizaron por citometria de
flujo para determinar el porcentaje relativo tanto de las células tumorales (MM.1S-GFP-Luc) como
de las células terapéuticas (NK-92-CD16 y CAR-NK-92-CD16). La deteccion y distincion de cada
uno de estos tipos celulares fue posible gracias a la diferente intensidad de emision de las
proteinas fluorescentes (GFP en el caso de las células de MM, y ZsGreen en el caso de las
efectoras) tal y como se ha indicado previamente (ver Figura 4.70).

En primer lugar, se analiz6 la cantidad de células MM.1S-GFP-Luc presentes en los
diferentes grupos de tumores. En la Figura 4.76 aparecen los resultados, desglosados de manera
individual para cada ratén. El grupo control fue bastante homogéneo (a excepcién del ratén
n° 4), con una media de 42,4% + 3% de células tumorales. En el resto de grupos, pudo

comprobarse que la tendencia de los cuatro tratamientos fue reducir la cantidad de células
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presentes en el tumor. Los grupos tratados con las células NK-92-CD16 en solitario y con las
células CAR-NK-92-CD16 combinadas con daratumumab tuvieron resultados algo més
heterogéneos, pero aun asi la media grupal fue inferior a la del control: 36,1% + 4% y 37,4% *
6% respectivamente. Los dos grupos restantes, los tratados con células NK-92-CD16
combinadas con daratumumab y con las células CAR-NK-92-CD16 en solitario, tuvieron unos
valores con menor variabilidad individual ademas de una media grupal inferior a la del control.
De hecho, estos dos grupos tuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control. En concreto, sus valores medios fueron de un 33,1% * 0,3% de células tumorales en el
grupo tratado con las células NK-92-CD16 y daratumumab, y un 37% + 1% en el grupo que
recibio las células CAR-NK-92-CD16.

Efecto de los tratamientos sobre la cantidad de células tumorales
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Figura 4.76. Cuantificacién de la cantidad de células de MM presentes en el tumor. Las
suspensiones celulares obtenidas de los tumores se analizaron por citometria de flujo, y las
células MM.1S-GFP-Luc se detectaron y cuantificaron gracias a la fluorescencia de la proteina
GFP. En el eje de abscisas se indican los ratones pertenecientes a cada grupo experimental,
aunque de aquellos ratones que fallecieron antes del dltimo dia del experimento no se tienen
datos. Por su parte, el eje de ordenadas representa el porcentaje de células MM.1S-GFP-Luc
detectadas. Dado que cada muestra se analiz6 por triplicado, los resultados se muestran como

los valores individuales para cada ratén, ademéas de su media + SD. *p<0,05; **p<0,01.

Al poder distinguir las células terapéuticas (tanto las células NK-92-CD16 como las
células CAR-NK-92-CD16) de sus dianas por la fluorescencia emitida por la proteina ZsGreen,
éstas también pudieron ser analizadas por citometria de flujo. La cantidad de células efectoras

detectadas y cuantificadas en los tumores extraidos fue infima comparada con las cifras de las
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células tumorales. En la Figura 4.77 puede apreciarse que en ninguno de los grupos que

recibieron tratamiento se supero el 1,5% de células terapéuticas infiltradas en el tumor.

A priori, éste podria parecer un mal resultado, pero hay que tener en cuenta la alta
dependencia de las células NK-92 y las generadas a partir de ellas respecto a la IL-2, asi como
que la dltima tanda de células terapéuticas fue inyectada 6 dias antes del sacrificio de los ratones
y el andlisis de los datos. Teniendo en cuenta la informacion obtenida en los cultivos in vitro, un
periodo de 6 dias seria un tiempo demasiado largo para que las células sobrevivieran sin haber
afiadido més IL-2 (tras 72 horas en cultivo sin IL-2, las células NK-92 empiezan a morir). Por
tanto, las pocas células terapéuticas detectadas serian las Unicas que todavia perduraran. No
podemos estimar con precision el nimero real de células que podrian haber llegado a infiltrarse,
pero esto significa que tanto las células NK-92-CD16 como las células CAR-NK-92-CD16 fueron
capaces de infiltrarse en cierta medida para llevar a cabo su accion antitumoral, puesta de
manifiesto en una menor tasa de crecimiento de las células de MM (ver Figura 4.75B) y en la

menor cantidad de células tumorales observadas en presencia de células NK (ver Figura 4.76)

Infiltracion y presencia de las diferentes células NK en los tumores in vivo
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Figura 4.77. Cantidad de células NK infiltradas y presentes en los tumores. Las suspensiones
celulares obtenidas de los tumores de células de MM se analizaron por citometria de flujo, y las
células NK-92-CD16 o CAR-NK-92-CD16 (dependiendo del grupo experimental) se detectaron y
cuantificaron gracias a la fluorescencia de la proteina ZsGreen. El eje de abscisas indica los
valores en los diferentes ratones pertenecientes a cada grupo experimental. No se pudieron
obtener datos de aquellos ratones que fallecieron antes del dltimo dia del periodo experimental.
En el eje de ordenadas se indica el porcentaje de células terapéuticas detectadas. Dado que
cada muestra se analizé por triplicado, los resultados se muestran como los valores individuales

para cada ratén, ademas de su media + SD.

En lo que respecta al analisis de los bazos extraidos, la cantidad de células tanto
efectoras como tumorales detectadas no superé en ningun caso el 0,06%. Esto supone del orden
de 100 veces menos células NK-92-CD16 6 CAR-NK-92-CD16 y 1.000 veces menos células
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MM.1S-GFP-Luc que las encontradas en los tumores. Al igual que se ha comentado
anteriormente, los bajos valores de células terapéuticas en circulacion se explicarian por la falta
de renovacion de IL-2 en el experimento. Por otra parte, el hecho de haber detectado en el bazo
células MM.1S-GFP-Luc podria significar que los tumores estaban iniciando ya la fase de

metastasis.

Si bien estos resultados en su conjunto no son concluyentes, si que resultan
prometedores acerca del potencial terapéutico de las células NK-92-CD16 y CAR-NK-92-CD16.
Seria necesario repetir el experimento in vivo modificando alguna de las condiciones
experimentales para poder obtener resultados mas robustos y estadisticamente significativos.
Entre las posibles mejoras que se podrian implementar estaria la reduccion del tiempo de espera
desde que se inyectan las células tumorales hasta que se inoculan las células terapéuticas, y la
administracion periodica a los ratones de IL-2 para permitir una mayor supervivencia in vivo de

las células terapéuticas, aumentando asi su potencial antitumoral.

Recapitulando toda la informacion obtenida del experimento in vivo, se puede concluir

que:

- Eldisefio y las condiciones experimentales utilizadas en el experimento in vivo no fueron
las éptimas, por lo que seria necesario repetir el experimento en mejores condiciones
para poder extraer resultados concluyentes y estadisticamente significativos.

- Las células NK-92-CD16 y CAR-NK-92-CD16 fueron capaces de infiltrarse en los
tumores.

- Los cuatro tratamientos utilizados parecen tener una tendencia similar a limitar el
crecimiento tumoral.

- Las células NK-92-CD16 fueron capaces, en combinacion con daratumumab, de
infiltrarse en los tumores y eliminar a las células de MM, reduciendo su cantidad relativa
en comparacioén con el grupo control.

- La menor presencia de células de MM en los tumores tratados s6lo con células CAR-
NK-92-CD16 y la menor tendencia al crecimiento de los tumores en los grupos tratados
con dichas células, tanto en solitario como combinadas con daratumumab, sugieren que
el CAR anti-SLAMF7 es funcional. Ademas, de acuerdo con lo discutido en apartados
previos (ver apartado 4.5.2), el incremento en la abundacia de células transfectadas
CAR-NK-92-CD16 hasta llegar al 100% probablemente mejoraria los efectos

teraoéuticos in vivo.
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El mieloma multiple (MM) es el segundo cancer hematoldgico mas frecuente en paises
desarrollados (10% de las neoplasias sanguineas) (Siegel et al., 2016), suponiendo el 1% de
todas las neoplasias a nivel global (Cowan et al., 2018). Se caracteriza por la proliferacion
descontrolada de células plasmaticas monoclonales diferenciadas a partir de linfocitos B, que se
acumulan en la médula 6sea (Kumar et al., 2017; van de Donk et al., 2021). Las interacciones
de estas células malignas con el microambiente de la médula 6sea determinan la progresion del

mieloma en los diferentes estadios de la enfermedad (Kumar et al., 2017).

Aunque los tratamientos han experimentado un gran avance en las Ultimas décadas,
consiguiendo un aumento de la esperanza de vida de los pacientes, el MM todavia es, en ultima
instancia, una patologia incurable (van de Donk et al., 2021). Una terapia emergente, y que ha
demostrado su utilidad en las neoplasias hematoldgicas, es la inmunoterapia. En particular, la
terapia celular adoptiva basada en células asesinas naturales (Natural Killer, NK) o en células
NK modificadas con un receptor de antigeno quimérico (CAR-NK) es una aproximacién
prometedora, ya que puede inducir potentes respuestas antitumorales de forma selectiva
respetando a su vez a las células no cancerosas (Shimasaki et al., 2020). La eleccion de células
NK en vez de linfocitos T para este tipo de terapias supone ademas ventajas, como menores
costes y menos efectos adversos (Klingemann et al., 2016; Pittari et al., 2017), y abre la
posibilidad de combinarlas con otra modalidad terapéutica como son los anticuerpos

monoclonales (mADbs).

En esta sentido, el mAb anti-CD38 daratumumab ha sido aprobado recientemente para
el tratamiento del MM y exhibe efectos beneficiosos en un porcentaje elevado de casos (van de
Donk et al., 2021; Viola et al., 2021). Este anticuerpo potencia la citotoxicidad de las células NK
a través de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), ademas de tener efectos
adicionales (Deckert et al., 2014; Touzeau et al., 2017; Viola et al., 2021).

A pesar de ya existir estudios y ensayos clinicos al respecto, la disposicion de células
NK en cantidades lo suficientemente grandes como para su uso terapéutico continla siendo un
problema importante (Pittari et al., 2017; Suck et al., 2016). Por lo tanto, el desarrollo de esta
tesis se ha centrado en evaluar posibles fuentes de células que suplan dicho déficit, y, en

particular, en la generacién de un modelo de terapia celular contra el MM basado en células NK.

En un primer momento, se analizé la posibilidad de utilizar células NK activadas y
expandidas (eNK), producidas a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
de donantes sanos mediante un protocolo puesto a punto con anterioridad en nuestro laboratorio
(Calvo et al., 2020; Reina-Ortiz et al., 2020; Sanchez-Martinez et al., 2018). Los resultados
obtenidos han puesto de manifiesto una vez mas la capacidad de producir grandes cantidades
de células activadas en cada expansién, con cifras en el orden de 108 células (Reina-Ortiz et al.,
2020). Estas células eNK presentan una citotoxicidad celular basada principalmente en la ruta
de los granulos citotéxicos, con una contribucidn secundaria de los ligandos de los receptores
mortales (ligandos mortales) en funcién de su nivel de expresién en cada expansién y en la
sensibilidad de las células diana.
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Entre las caracteristicas observadas también destacan que las células generadas con
este procedimiento no expresan moléculas como PD-1 (Programmed cell Death protein 1), de
manera que no pueden recibir sefializacion inhibitoria a través de este eje regulatorio por parte
de las células diana, y que su accién citotoxica contra el MM se ve incrementada al combinarlas
con daratumumab. Esta potenciacion es tanto mayor cuanto mas CD38 expresan las células
dianas.

Entre los aspectos negativos encontrados aparecen la vida limitada que tienen las células
eNK y que obliga a realizar continuamente expansiones, asi como los costes que eso conlleva.
Y, sobre todo, se han evidenciado problemas de variabilidad a diferentes niveles entre cada

expansion producida, debido a la genética intrinseca de las células de cada donante.

En algunos casos esta variabilidad ha afectado al nivel de implicacién de la ruta de los
ligandos mortales en funcion de la mayor o menor expresion de estas proteinas. Este hecho
puede no tener tanta importancia dado que la principal via citotoxica de las células eNK ha
resultado ser la de los granulos citotoxicos. Pero, en otros casos, la variabilidad ha afectado al
nivel de muerte celular producida, ya sea por diferentes niveles de expresion de las proteinas
citotoxicas, por diferencias en el reconocimiento de las dianas a través de los receptores

activadores e inhibidores o por distintos grados de induccion de la ADCC.

Todo esto suponia un problema de reproducibilidad tanto de cara a su posible uso
terapéutico como para el estudio de los mecanismos de la citotoxicidad inducida por estas

células. Es por ello que, como alternativa, utilizamos las células NK-92.

Esta linea celular, al ser de origen tumoral, tiene una capacidad de expansién
practicamente ilimitada solventando ya de inicio una de las principales limitaciones de las células
eNK (Gong et al., 1994; Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016; Williams et al., 2017; Yan et
al., 1998). Ademas, al estar activadas constitutivamente por su combinacion de receptores
activadores y la ausencia de receptores inhibitorios exhiben una alta citotoxicidad contra un
amplio espectro de dianas tumorales (Klingemann et al., 2016; Shimasaki et al., 2020; Williams
et al., 2017). De hecho, practicamente en los primeros experimentos en los que se utilizaron
estas células se comprobd que inducian mas muerte sobre las células de MM que las células
eNK.

No obstante, aunque las células NK-92 usadas en monoterapia ofrecian un mayor efecto
que el de las células eNK, su carencia de expresion de CD16 impedia combinarlas con mAbs
terapéuticos, como por ejemplo daratumumab (Gong et al., 1994; Klingemann et al., 2016; Maki
et al., 2001; Shimasaki et al., 2020; Suck et al., 2016; Williams et al., 2017; Yan et al., 1998).
Para corregir esta situacién y poder aumentar su potencial citotoxico, se decidié generar una
linea derivada de las células NK-92 que sobreexpresara dicho receptor.

La transfeccion, aunque ardua, fue un éxito. Tras varias rondas consecutivas de
seleccidn, facilitadas por la co-expresién de la proteina reportera ZsGreen, se consiguio generar

la nueva linea NK-92-CD16. Esta linea ha mantenido de manera funcional y estable durante mas
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de dos afios la expresion de ambas proteinas. La manipulacion genética derivd ademas en un
aumento de la capacidad citotoxica de las células, asociada aparentemente a la propia expresion

de CD16, que conlleva un aumento de los niveles de proteinas citotéxicas como granzima B.

El estudio con distintos agentes bloqueantes reveld que la citotoxicidad sobre las dianas
de MM tanto de las células NK-92 como de las NK-92-CD16, en las condiciones ensayadas, se
debia Gnicamente a la ruta de los granulos citotoxicos. Esto supone otra diferencia con respecto
a las células eNK, a pesar de haberse detectado también la expresion intracelular de FasL (Fas
Ligand) y TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) en las células NK-92 y en las
generadas a partir de ellas. Ademas, dado que el marcaje con 7-aminoactinomicina D (7AAD)
era despreciable, al contrario de lo observado con el marcaje de anexina-V DY634, se ha
determinado que la muerte celular inducida por las células NK-92-CD16 sobre las células de MM

es mayoritariamente apoptética.

Una vez caracterizadas las células NK-92-CD16 el trabajo se centré en evaluar su
posible utilidad para la terapia celular. Tras comprobar sus buenos resultados de citotoxicidad a
ratios efector-diana 1-1 y 3-1 en ensayos de 4 horas, se analizaron también ratios con menor
cantidad de células efectoras hasta llegar a 1-10. A dichos ratios la muerte celular producida a 4
y 24 horas era significativa, especialmente en presencia de daratumumab, consiguiéndose en

algunas condiciones la eliminacién casi completa de la poblacion tumoral.

Cabia la posibilidad de que estos resultados pudieran estar sesgados por realizar los
experimentos en condiciones de cultivo en 2D, de manera que se facilitaran las interacciones
entre células. Sin embargo, cuando se repiti6 el ensayo de citotoxicidad en matrices
tridimensionales, se comprobé la capacidad de las células NK-92-CD16 para infiltrarse en las

estructuras tumorales sin que eso afecte al reconocimiento y eliminacién de sus dianas.

Seguidamente, las células NK-92-CD16 se enfrentaron en solitario y combinadas con
daratumumab a células plasmaticas procedentes de aspirados de médula ésea de pacientes de
MM. Los resultados obtenidos en la combinacion de las células NK-92-CD16 con daratumumab
fueron muy prometedores. En muchas muestras se supero la barrera del 80% de muerte tumoral
a ratios efector-diana 3-1. En todos los casos la combinacion de las células NK-92-CD16 con
daratumumab fue la que ofreci6 los mejores resultados gracias a la ADCC. Dicha combinacion
también fue efectiva en las células de pacientes que habian mostrado varias lineas de resistencia
0 en recaidas. Incluso tumores con muy poca expresién de CD38 pudieron ser eliminados. Estos
resultados podrian quizé extrapolarse también a otros sistemas de combinacion de las células

NK-92-CD16 con los correspondientes mAbs dirigidos contra otros biomarcadores.

Todos estos resultados apoyaban sin duda el empleo de estas células como modelo de
estudio in vitro, pero para poder aplicarlas en clinica como terapia era necesario exigirles
mayores requisitos de seguridad. Aunque las células NK-92-CD16 han demostrado una gran
selectividad hacia las células de MM sin necesidad de ser direccionadas por un mAb, respetando

en gran medida las células sanas contra las que se han ensayado, no podrian ser administradas
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directamente a los pacientes por tratarse de células tumorales (Gong et al., 1994; Klingemann et
al., 2016; Suck et al., 2016).

Es por ello que en colaboracién con el Departamento de Fisica y Proteccion Radiol6gica
del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa se comprobé que una dosis de irradiacion de
10 Gy, empleada en estudios similares (Tang et al., 2018; Williams et al., 2017), servia para
garantizar una administracion segura. La irradiacion genera un marco de actuacion durante las
primeras 48-72 horas tras el proceso, periodo de tiempo en el que la capacidad citotoxica ejercida
por las células seria bastante similar a la de las células en condiciones estandar (un 80%
aproximadamente). Con el paso de las horas las células NK-92-CD16 irradiadas dejan de ser
viables, tal y como indicé el descenso en las cifras de viabilidad y de densidad celular de los
cultivos monitorizados. Se advirti6 ademas un descenso en la expresion de CD16 previo a la

muerte de las pocas células todavia remanentes.

Después de constatar el potencial de las células NK-92-CD16 como modelo de terapia
celular se decidio ir un paso mas alla. Aunque las células tenian una gran actividad citotoxica, el
mayor efecto sobre todo en las muestras procedentes de pacientes estaba normalmente
asociado a la presencia de un mAb que inducia la ADCC, en nuestro caso daratumumab. Como
alternativa a esta combinacion, asi como para explorar la posibilidad de aumentar todavia mas
la actividad citotOxica, se generaron, a partir de estas células, células CAR anti-SLAMF7. De esa
forma, al expresarse en la membrana, el CAR actuaria induciendo la activacion de las células
efectoras de manera directa en vez de mediante la ADCC (Albinger et al., 2021; Klingemann et
al., 2016; Pittari et al., 2017; Sadelain et al., 2013). Ademas, quedaria abierta la posibilidad de
combinarlas con otro mAb a través del receptor CD16 para actuar simultineamente contra dos
dianas tumorales, aumentando asi el espectro de accidon y reduciendo el riesgo de escape del

tumor.

En este caso, aunque se consiguid la transfeccion de las células NK-92-CD16 con el
plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR y se generaron las células CAR-NK-92-CD16 anti-SLAMF7, el
proceso de seleccion no fue tan exitoso y la nueva linea sélo expresa el CAR en
aproximadamente la mitad de las células. Estas células CAR-NK-92-CD16 mostraron un
comportamiento similar in vitro al de las células NK-92-CD16, tanto en ausencia como en
presencia de daratumumab, por lo que podrian surgir dudas respecto a la funcionalidad del CAR

anti-SLAMF7 disefiado y expresado.

En el dltimo experimento de esta tesis doctoral, realizado en un modelo animal in vivo,
esas dudas parecieron disiparse. En este experimento se observaron indicios del efecto
antitumoral de las células NK-92-CD16 y de las células CAR-NK-92-CD16, con una menor tasa
de crecimiento tumoral en los grupos tratados respecto al grupol control mediante andlisis por
bioluminiscencia, asi como una reduccion de la cantidad de células malignas encontradas en el
tumor. Aunque en cuanto a resultados el mejor grupo de tratamiento podria considerarse
nuevamente el de las células NK-92-CD16 combinadas con daratumumab, el efecto en el grupo

tratado solo con las células CAR-NK-92-CD16 sugiere que el CAR anti-SLAMF7 es funcional.
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En el experimento in vivo las diferencias que se han observado entre los distintos
parametros analizados en los grupos experimentales no llegaron a ser significativas y se
evidenciaron fallos en el disefio experimental. Para poder disponer de datos concluyentes el
experimento deberia repetirse, pero, aun asi, los resultados preliminares invitan al optimismo
respecto al potencial terapéutico de ambas lineas celulares. Por Ultimo, de cara a la repeticién
del experimento in vivo, se deberia modificar la cantidad de células y su forma de administracion,
al igual que la pauta temporal del experimento. Ademas, se deberia implementar la
administracion periddica y frecuente de IL-2 para garantizar al maximo posible la viabilidad y

actividad de las células terapéuticas, lo cual deberia conducir a una potenciacién de sus efectos.

209






CONCLUSIONES







Conclusiones

Las células NK activadas y expandidas (eNK) exhiben citotoxicidad sobre las distintas
lineas celulares de mieloma multiple (MM) humano y, al combinarlas con daratumumab,
la citotoxicidad se ve incrementada en funcion del nivel de expresion de CD38 en la
membrana de las células diana.

En ambos casos el principal mecanismo citotoxico de las células eNK sobre las lineas
celulares de MM es la via de los granulos citotéxicos y su magnitud depende de cada
expansion generada, siendo variable en funcién de cada donante.

Las células NK-92 presentan varias ventajas sobre las células eNK, entre ellas una
mayor citotoxicidad celular, asi como un crecimiento continuo y una reproducibilidad
mucho mayor por tratarse de una linea celular establecida.

El Unico mecanismo citotéxico de las células NK-92 que se ha constatado sobre las
lineas celulares de MM es la via de los granulos citotoxicos. A pesar de haberse
detectado expresion intracelular de FasL (Fas Ligand) y TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand), no se ha observado contribucion por su parte.

La transfeccion de las células NK-92 con el plasmido pHIV-CD16-ZsGreen dio lugar a la
nueva linea celular NK-92-CD16, en cuya membrana se expresa de manera funcional y
estable la molécula CD16, permitiendo a estas células llevar a cabo la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Ademas, la expresion de esta proteina
regula positivamente la expresién de otras moléculas citotéxicas como granzima B.

La mayor citotoxicidad de las células NK-92-CD16 respecto a su linea parental NK-92
permite que incluso a ratios efector-diana muy bajos consigan eliminar en solitario o en
combinacién con daratumumab una gran proporcion de la poblacion tumoral. Dicha
citotoxicidad estd mediada de igual manera por la via de los granulos citotéxicos e induce
una muerte esencialmente apoptética.

Las células NK-92-CD16 son capaces de infiltrarse a través de matrices en 3D y
encontrar a sus dianas sin que eso repercuta negativamente en su accion antitumoral.
La irradiacion de las células NK-92-CD16 a dosis de 10 Gy garantiza una aplicacion
segura en los pacientes a la par que permite una alta actividad citotéxica durante al
menos 48 horas tras la irradiacion.

Las células NK-92-CD16 ejercen niveles marginales de citotoxicidad sobre células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) o blastos T activados obtenidos de
donantes sanos y son capaces de actuar sobre células plasmaticas procedentes de
pacientes de MM, especialmente en combinacién con daratumumab.

Las células NK-92-CD16 son capaces de infiltrarse in vivo en tumores de MM humano
generados en ratones inmunodeprimidos NSG (NOD Scid gamma) y de limitar el
crecimiento tumoral, de acuerdo con las sefiales de bioluminiscencia. Adema4s, en
combinacién con daratumumab pueden reducir la cantidad relativa de células tumorales
en comparacion con el grupo control.

Las células CAR-NK-92-CD16, generadas mediante la transfeccion de las células

NK-92-CD16 con el plasmido pBaBe-SLAMF7-CAR, expresan el receptor de antigeno
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quimérico (CAR) anti-SLAMF7 de manera estable en la membrana, aunque no se haya
conseguido purificar a homogeneidad la linea celular ni se observen diferencias de
actividad citotoxica in vitro respecto a las células NK-92-CD16.

- Al igual que las células NK-92-CD16, las células CAR-NK-92-CD16 son capaces de
infiltrarse in vivo en los tumores del modelo animal y de limitar el crecimiento tumoral en
base a las sefiales de bioluminiscencia, tanto en solitario como combinadas con
daratumumab. Esto, junto a la menor presencia de células tumorales en el grupo tratado
s6lo con células CAR-NK-92-CD16, sugiere que el CAR anti-SLAMF7 es funcional.
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Translocaciones cromosémica

Hipodiploidias

{(11:14) | CCND1 Ciclina D1 Progresion del 14% Netra o
ciclo celular adversa
Histona-lisina N- Desrequlacion
NSD2 metiltransferasa eoi gnética
NSD2 Pl
t(4;14) Receptor 3 del 11% Adversa
FGFR3 .fa.ctor de Proliferacion
crecimiento de los celular
fibroblastos
t(14:16) MAF Factor de Transcripcion 3% Neutra o
transcripcion Maf adversa
t(14;20) MAFB Fa.cto.r’de Transcripcion 1,5% Adversa
transcripcion MafB
{(6:14) | CCND3 Ciclina D3 Progresion del <1% Neutra
ciclo celular
Activacion de la
(8:14) MYC Proto-oncogen transcripcion de 15% Adversa
Myc factores de
crecimiento

Aneuploidias

Sin determinar

cromosomas 3, 5,7, 9, 11, 15
y 19.

Pseudodiploidias 13% Sin determinar
Hiperdiploidias: Trisomias co-
P p Las de cromosoma 3y
existentes entre los g
52% cromosoma 5 pueden mejorar

la prognosis de otros factores

Pérdida (Del) o ganancia (Gain) de regiones cromosomicas

Del(1p)

CDKN2C
FAF1
FAM46C

Inhibidor C de la
guinasa
dependiente de
ciclina 4,
Factor 1 asociado

a Fas,
Nucleotidil
transferasa
terminal 5C

Metabolismo
DNA
Metabolismo
RNA

30% Adversa

Del(11q)

BIRC2
BIRC3

Proteina 2y
Proteina 3
baculoviral que
contienen
repeticiones IAP

Apoptosis

Sin
determinar

Sin
determinar
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Mutaciones somaticas

Proteina asociada
al retinoblastoma, .
RB1 Exonucleasa Ciclo celular,
i 0,
Del(13q) DIS3 RRP44 del Metabolismo 40% Neutra
. RNA
complejo
exosémico
Del(17p) TP53 p53 Reparacién DNA 10% Adversa
Del(12p) | cD27 cD27 Supervivencia y 15% Adversa
apoptosis
Factor 3 asociado | Ruta de NK-kB'y Sin
TRAF 10% .
Del(14q) 3 al receptor de TNF de las MAPK 0% determinar
obiauiing | 2o de ke,
CYLD carboxil-terminal necrosis
Del(16q) y hidrolasa, . y 30% Neutra
WWOX . apoptosis,
Oxidoreductasa ADODLOSIS
con dominio WW pop
Mcl-1,
Subunidad
MCL1, relgzlaﬂ?r::sz:e Apoptosis,
Gain(1q) CKS1B, de enq dientes de Ciclo celular, 40% Adversa
BCLY pendi Ruta de Wnt
ciclinas,
CélulaB
CLL/linfoma 9
Activacion de la
Gain(8q) MYC Proto-oncogen transcripcion de 15% Neutra
Myc factores de
crecimiento
Gain(11g) | CCND1 Ciclina D1 Prggresmn del 15% Neutra
ciclo celular

Ruta de las
0,
KRAS GTPasa KRas MAPK 22% Neutra
Ruta de las
0,
NRAS GTPasa NRas MAPK 17% Neutra
Serin-Treonin Ruta de las
BRAF . 8% Neut
guinasa B-raf MAPK ° eutra
Factor 3 asociado
TRAF3 al receptor de Ruta de NK-«8 15% Neutra
y de las MAPK
TNF
Nucleotidil .
Metabolismo
FAM46C transferasa I 11% Neutra
. RNA
terminal 5C
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Alteraciones epigenéticas

Exonucleasa
DIS3 RRP44 c_jel Metabolismo 10% Neutra
complejo RNA
exosémico
Reparacion 0
TP53 p53 DNA 8% Adversa
Factor 4 Diferenciacion
IRF4 regulador del de las células 10% Favorable
interferén plasmaticas

miR-19a y miR-19b

Activacion de JAK-STAT

Tabla A.1. Principales eventos genéticos, tanto primarios como secundarios, causantes del MM.
Informacién extraida de (Kumar et al., 2017; Manier et al., 2017; van de Donk et al., 2021),
https://www.uniprot.org/ y https://www.genecards.org/.
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