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RESUMEN/ ABSTRACT

El empleo de la inmunoterapia como tratamiento del cancer estd adquiriendo gran
importancia, convirtiéndose en una estrategia prometedora y en desarrollo. Los
estudios y avances en el conocimiento de las células NK hace que se estén convirtiendo
en una importante herramienta en la inmunoterapia celular adoptiva. Nuestro grupo ha
desarrollado un protocolo de activacion y expansion de células NK humanas (eNK),
basado en el uso de citoquinas (IL2 + IL15) y de células estimuladoras (721.221)
inactivadas, y se han ensayado sobre células de pacientes de leucemia linfocitica crénica
de células B (LLC-B). Tras realizar distintos ensayos en presencia de eNK, dos muestras
de pacientes de LLC-B fueron resistentes a este tratamiento mientras que muestras
anteriores de los mismos pacientes habian resultado sensibles. Con el objetivo de
explicar la posible causa de esta resistencia y pensando que podria deberse a una
propiedad intrinseca de las células leucémicas adquirida con el tiempo, se ha analizado
la expresion de distintos marcadores de superficie de las células de LLC-B, el efecto de
la droga metabdlica DCA en la expresidon de estos marcadores y en ensayos de
citotoxicidad, asi como el efecto del anticuerpo bloqueante anti-PD1 pembrolizumab.
Se observa que los niveles de expresion de los NCR han disminuido mientras que los de
PD-L1 aumentan en las muestras resistentes. Asi mismo, en presencia de DCA,
disminuye la expresion de PD-L1 sin causar ningun efecto toxico adicional sobre las
células de LLC-B.

The use of immunotherapy as a cancer treatment is becoming increasingly important,
becoming a promising and developing strategy. Studies and advances in the knowledge
of NK cells make them an important tool in adoptive cellular immunotherapy. Our group
developed a protocol for the activation and expansion of human NK cells (eNK), based
in the use of cytokines (IL2 + IL15) and inactivated stimulating cells (721.221), and they
were tested against cells from B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) patients.
After performing different tests in the presence of eNK, two samples of patients from B-
CLL were resistant to this treatment whereas previous samples of those same patients
were sensitive. In order to explain the possible cause of this resistance and thinking that
it could be due to an intrinsic property of the leukemic cells acquired over time, we have
analysed the expression of different surface markers of the B-CLL cells, the effect of the
metabolic drug DCA in the expression of these markers and in cytotoxicity assays, and
also the effect of the blocking anti-PD1 antibody pembrolizumab. It has been observed
that NCR expression levels have decreased while PD-L1 expression increases in resistant
samples. Also, in the presence of DCA, the expression of PD-L1 decreases without
causing any additional toxic effect on LLC-B cells.
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1. INTRODUCCION

1.1 SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmune estd compuesto por una red de moléculas solubles, citoquinas,
proteinas y células que trabajan de manera coordinada para defender al organismo de
agentes patogénicos. Existen dos tipos de respuesta inmunitaria: innata y adaptativa [1].

1.1.1 RESPUESTA INMUNITARIA INNATA

La respuesta inmunitaria innata se caracteriza por ser inmediata, inespecifica y de corta
duracioén, llevando a cabo una respuesta rapida contra antigenos extrafios. No presenta
memoria inmunoldgica, pero es capaz de distinguir lo propio de lo extraiio mediante
distintos receptores que reconocen patrones moleculares especificos asociados a
patdogenos (PAMPS) o a peligro (DAMPS). En la inmunidad innata, también intervienen
proteinas solubles bioactivas como las citoquinas, que presentan diversas funciones
dependiendo del microambiente y de las células que las secretan, y las proteinas del
complemento, que tras su activacidon pueden producir lisis microbiana, fagocitosis o
activacion de distintas células. Las células que intervienen en la respuesta inmunitaria
innata son principalmente monocitos, macrdfagos, células dendriticas y las células NK
[1, 2].

1.1.2 RESPUESTA INMUNITARIA ADAPTATIVA

La respuesta inmunitaria adaptativa se caracteriza por presentar memoria inmunologica
y ser especifica contra un determinado antigeno. Es menos rapida que la respuesta
innata, ya que los linfocitos naive deben madurar y diferenciarse a células T efectoras o
células B secretoras de anticuerpos. Las células T se diferencian en células T y§, pequefia
subpoblacion que puede reconocer moléculas no propias por reconocimiento de
patrones, y células T af, subdividas en células T CD4* (linfocitos T helper) y células T
CD8* (linfocitos T citoliticos o CTL). Las células B generan anticuerpos o
inmunoglobulinas, los cuales son especificos del tipo de respuesta inmunitaria [1, 3].

Aunque estas dos clases de respuesta inmunitaria presentan caracteristicas distintas,
ambas trabajan de manera conjunta. La respuesta innata se inicia en un primer lugar, y
si ésta no es suficiente, se necesita de la respuesta inmune adaptativa para ayudar en la
eliminacion del patégeno y para generar memoria inmunoldgica. Distintos tipos de
células actuan evidenciando la relacidn existente entre ambos tipos de inmunidad, como
son los macréfagos, las células dendriticas o las células NK [1].
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1.2 CELULAS NK

Las células NK o asesinas naturales, del inglés “natural killer”, pertenecientes al sistema
inmunitario innato, son consideradas como un tipo de linfocitos, distintos de las células
Ty las células B, que presentan citotoxicidad natural contra células infectadas y células
tumorales [4-6]. Derivan de precursores hematopoyéticos, representando entre el 5% y
el 20% de los linfocitos de la sangre periférica humana y encontrandose en tejidos
periféricos, incluyendo el higado, la cavidad peritoneal y la placenta [5, 7].

Morfolégicamente, son similares a los linfocitos granulados y se caracterizan
fenotipicamente por la expresion de CD56 y CD16 (receptor del dominio Fc de las
inmunoglobulinas G, responsable de la citotoxicidad mediada por anticuerpos o ADCC)
y la ausencia de CD3 y del receptor de células T (TCR) [4, 7]. La poblacién de células NK
humanas es heterogénea, distinguiéndose dos grupos: las llamadas CD569™, que
representan el 90% de las células NK humanas circulantes, expresan niveles intermedios
de CD56, pero elevados niveles de CD16, siendo las responsables de la funcién
citotoxica, tanto natural como mediada por anticuerpos (ADCC). Por otra parte, las
llamadas CD56"8"t corresponden al 10% de las células NK circulantes y son las
encargadas de una funcién principalmente inmunorreguladora, mediante la secrecién
de citoquinas [7, 8]. Las células NK CD568" son mdas abundantes en los érganos
linfoides [9, 10].

La caracteristica funcional que define a las células NK es su capacidad citotdxica
intrinseca sobre células diana sin sensibilizacién previa. El efecto antitumoral que
presentan se ha observado en diferentes tumores tanto de origen hematopoyético
como no hematopoyético. La infiltracidon de células NK en tejidos tumorales estd
asociado con un mejor prondstico mientras que la baja citotoxicidad de éstas en la
sangre periférica se ha relacionado con un mayor riesgo de cdncer. Por ello, se han
desarrollado distintas estrategias terapéuticas basadas en las células NK [6, 11].

La citotoxicidad de estas células parece estar directamente relacionada con la ausencia
o alteracién de la expresidon del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-
). Distintas observaciones dieron lugar a la hipétesis de “pérdida de lo propio”, del inglés
“missing self”, segun la cual las células NK podian eliminar células tumorales deficientes
en MHC-I. Mientras que la falta o la baja expresion de este complejo estaria activando a
las células NK, niveles normales de MHC-I las inhibiria, siendo la citotoxicidad de éstas
inversamente proporcional a la expresién de MHC-I (o HLA-I en humanos) en la célula
diana [12, 13]. Las lineas de células mutantes con la expresién de MHC disminuida en su
superficie son mas sensibles a las células NK que las lineas parentales [13]. Por otra
parte, la funcion fisioldgica mas importante de las células NK consiste en la eliminacién
de infecciones virales que producen la disminucién en la expresién de MHC-I en las
células infectadas, como los virus de la familia del Herpes [14, 15].
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1.2.1 MECANISMOS DE CITOTOXICIDAD

Las células NK maduras son caracterizadas morfolédgicamente como linfocitos
granulares, ya que presentan granulos citoplasmdticos que se asemejan a lisosomas
secretores. El primer mecanismo de citotoxicidad esta basado en la exocitosis de estos
granulos, tras la formaciéon de una sinapsis inmunoldgica. Los granulos citotdxicos
contienen perforina (proteina de membrana que perfora la membrana de la célula
diana) y granzimas (familia de serin-proteasas). Por lo tanto, al liberarse el contenido de
los granulos, la perforina permite la entrada de las granzimas en el citoplasma de la
célula diana, induciendo su muerte [11, 16, 17].

Por otra parte, las células NK también son capaces de matar células tumorales mediante
el empleo de moléculas de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), como FasL o
TRAIL, que interaccionaran con sus respectivos receptores en las células tumorales. Esto
conlleva a la muerte por apoptosis dependiente de la activacion de caspasas [11, 17, 18].

Ademas, la secrecién de distintas moléculas efectoras por parte de estas células, como
interferéony (IFN-y), presenta efectos antitumorales ya que restringe la angiogénesis del
tumor y estimula la inmunidad adaptativa [2].

Las células NK tienen una actividad citolitica dual, presentando un mecanismo de
citotoxicidad natural y un mecanismo de citotoxicidad dependiente de anticuerpos
(ADCC) [13].

Citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC)

La ADCC es entendida como un mecanismo selectivo de citotoxicidad dependiente de
anticuerpos. El receptor de la fraccién Fc de las IgG de tipo llla expresado en la superficie
de las células NK, también llamado CD16, se une a la fraccion Fc de un anticuerpo que
reconozca a una célula infectada, activando asi los mecanismos descritos anteriormente.

Este mecanismo tiene cierta importancia en el tratamiento de tumores sélidos o
hematoldgicos con anticuerpos monoclonales (mAB) [11].

Citotoxicidad natural

La activacion de las células NK esta mediada por una red de receptores de activacién y
de inhibicidn. Muchos de los receptores de inhibicidon son especificos para moléculas de
MHC-I, expresadas en células normales, pero que con frecuencia se ha perdido su
expresion en células infectadas o tumorales. Por otra parte, los ligandos de los
receptores de activacion suelen ser escasos en las células sanas, mientras que su
expresion puede verse aumentada en células infectadas o transformadas [19]. Por ello,
tanto los niveles de expresion del MHC-I como la presencia o ausencia de los diferentes
ligandos de los receptores de activacidn son de gran importancia en la respuesta [4, 6].

Los receptores de activacidon son un elemento crucial en la regulacién de la funcion de
las células NK. Parece que no existe un receptor de activacion dominante, sino que se
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necesitan sefales de activacién sinérgicas. Solo cuando se activan simultaneamente
distintos receptores de activacién, la sefial resultante supera el umbral de activaciéon
requerido, desencadenando la respuesta citotdxica. Algunos de estos receptores son los
NCRs (NKp46, NKp30 y NKp44) o receptores de la familia de las lectinas tipo C (NKG2D,
entre otros) [11].

Los NCRs son una familia de receptores de activacién que fueron descubiertos en los
afios 1990 en las células NK, y que incluyen tres receptores: NKp30, NKp44 y NKp46.
NKp30 y NKp46 se suelen expresar de manera constitutiva en todas las células NK,
mientras que NKp44 solo es expresado en las células NK activadas [16]. El bloqueo con
anticuerpos de uno o varios de estos receptores inhibe con frecuencia la capacidad de
las células NK para matar a células tumorales [19].

El receptor homodimérico NKG2D es miembro de la superfamilia de las lectinas de tipo
Cy se expresa en células NK, en linfocitos T CD8* activados y, en algunos casos, también
en los linfocitos T CD4". Interviene en la respuesta inmunitaria relacionada con el cancer,
la infeccion y la autoinmunidad, presentando una funcién importante en la vigilancia
inmunitaria de los tumores. Se han identificado numerosos ligandos, pero raramente se
expresan en tejidos sanos. Sin embargo, si son inducidos por el “estrés” celular debido
a transformacion o infeccidn viral, por lo que las células tumorales expresan ligandos de
NKG2D con frecuencia [19, 20].

En relacidén a los receptores de inhibicion, la familia de receptores KIR es el grupo
dominante. Los diferentes tipos de estos receptores interaccionan con diversos
haplotipos HLA-A, -B o0 -C. La expresién del HLA-I en las células sanas proporciona la sefial
inhibitoria que evita la inducciéon de una respuesta autoinmunitaria por parte de las
células NK. Sin embargo, si no hay interaccion KIR-HLA-I, tendra lugar un aumento en la
capacidad citotdxica de las células NK [11].

Outcome:

+

A

No cytotoxicy

+

MHC-I*cell
Cytotoxicity

Figura 1: balance de las sefiales de activacion (AR) e inhibicion (IR) en la funcion antitumoral de
las células NK [4].
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1.3 APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada es una via importante de regulacién del
crecimiento y proliferacion celular en la cual las células responden a sefiales especificas
iniciando distintos procesos intracelulares que conducen a la muerte de la célula [21].
Entre estas modificaciones producidas, se encuentran un redondeamiento celular y
disminucion en el tamano, fragmentacion del nucleo y condensacion de la cromatina,
externalizacion de la fosfatidilserina a la membrana externa plasmatica, y
mantenimiento de la membrana celular intacta. Este proceso no estd asociado con una
reaccion inflamatoria ya que el contenido intracelular no es liberado al exterior y los
cuerpos apoptoticos formados son rapidamente fagocitados por células del sistema
inmunitario [21, 22].

El mecanismo de apoptosis tiene lugar durante el desarrollo y el envejecimiento,
permitiendo mantener un equilibrio homeostatico de las poblaciones celulares.
Ademas, es empleado como mecanismo de defensa ante reacciones inmunitarias o
cuando las células son dafiadas [21]. Si la apoptosis es insuficiente, puede aparecer
cancer o autoinmunidad, mientras que una muerte celular superior a lo normal podria
desencadenar enfermedades degenerativas, inmunodeficiencias o infertilidad [23].

Existen dos vias para inducir la apoptosis: la via extrinseca y la via intrinseca o
mitocondrial.

1.3.1 ViA EXTRINSECA

La via extrinseca tiene lugar como respuesta a un estimulo externo, transmitiendo la
senal desde la superficie al interior celular. Se inicia por la unién de un homotrimero de
un ligando mortal a su correspondiente receptor, produciendo la trimerizacién de éste.
Estos receptores son miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), como
Fas o el receptor del TNF-a de tipo I. Presentan dominios extracelulares ricos en cisteina,
gue permitirdn la union del ligando, y dominios citoplasmaticos llamados dominios
mortales (DD).

Tras la unién del ligando, se lleva a cabo el reclutamiento de proteinas adaptadoras
intracelulares, como la proteina FADD, y la posterior incorporacion de la pro-caspasa 8,
formandose el complejo senalizador inductor de muerte (DISC). Esto conlleva a la
activacion de la caspasa 8 [18, 21, 22].

1.3.2 ViA INTRINSECA

La via intrinseca tiene a la mitocondria como organulo regulador central. La familia de
proteinas Bcl-2 va a regular y controlar esta via apoptadtica, principalmente la salida del
citocromo C de la mitocondria por alteracidn en la permeabilidad de la membrana.
Pueden ser pro-apoptdticas (Bax, Bak, Bim) o anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) [24].
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Se inicia como respuesta a distintos estimulos (toxinas, situaciones de hipoxia,
infecciones virales, radicales libres) que provocan cambios en la membrana interna
mitocondrial haciendo que se permeabilice. Se produce la disminucién del potencial
mitocondrial y la liberacion de proteinas pro-apoptéticas desde el espacio
intermembranas al citosol, como el citocromo C, Smac/DIABLO o AIF. El citocromo C se
une a la proteina Apaf-1 y a la pro-caspasa 9, formando un complejo denominado
apoptosoma, que permitird la activacion de la caspasa 9 [18, 21, 22].

Tanto la via intrinseca como la extrinseca terminan con la activacién de una cascada de
caspasas (proteasas que rompen distintas moléculas), que desmantelan la arquitectura

celular, la produccién energética y la integridad genética, finalizando con la muerte de
la célula [25].

Caspese-3 —:::2:5’ k'b Smac/HABLO

il

Apopiotic substratas

Figura 2: representacion esquemdtica de la via extrinseca y via intrinseca de la apoptosis [26].

1.4 CANCER

El cdncer es una enfermedad neoplasica producida por la acumulacién de mutaciones
en el material genético de células individuales, que les confieren la capacidad de
proliferar de manera descontrolada con la consecuente formacién de un tumor [27, 28].
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Ademas, estas células pueden migrar desde el tejido de origen a otros érganos, proceso
conocido como metastasis [29].

Las células de un mismo tumor presentan heterogeneidad fenotipica y funcional como
consecuencia del cambio genético, la influencia del microambiente y los cambios
reversibles en las propiedades celulares [30].

1.4.1 MARCADORES DEL CANCER

Existen seis alteraciones esenciales en la fisiologia celular, denominadas marcadores del
cancer, del inglés “hallmarks of cancer” que, en conjunto, desencadenan en la formacién
de un tumor maligno: sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras del
crecimiento, evasion de la muerte celular programada, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis e invasidon y metdastasis de tejidos [31].

Ademas, estas células adquieren la capacidad para evadir el ataque de las células del
sistema inmune, lo que favorece el desarrollo y progresion del cancer, asi como una
reprogramacién del metabolismo [32].

1.4.2 METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN LAS CELULAS TUMORALES

A diferencia de las células normales, que emplean la fosforilacién oxidativa mitocondrial
como principal via para obtener la energia necesaria en los procesos celulares, la mayor
parte de las células cancerigenas utilizan la glucolisis aerobia, fendmeno conocido como
efecto Warburg [33]. En este proceso, el piruvato resultante de la glucolisis es
transformado en lactato, generando 2 moléculas de adenosina 5’-trifosfato (ATP) por
cada molécula de piruvato [34]. En comparacién con la fosforilacion oxidativa, es una
via menos eficiente en cuanto a produccion de ATP vy, sin embargo, el efecto Warburg
ha sido demostrado en distintos tipos de tumores [35].

Las razones por las cuales las células cancerigenas emplean esta via metabdlica parecen
ser la prioridad por acumular biomasa en vez de la obtencién de energia. Existen
evidencias que sugieren que debido al efecto Warburg y a esta produccion de lactato,
las células cancerigenas poseen ventajas sobre las células normales en el
microambiente. Parece ser que el lactato es importante en la angiogénesis y en el
desarrollo y crecimiento de tumores [34, 35].

1.4.3 DICLOROACETATO (DCA)

El dicloroacetato (DCA) es una molécula de 150 Da que inhibe a la enzima piruvato
deshidrogenasa quinasa (PDK1) vy, consecuentemente, activa a la piruvato
deshidrogenasa (PDH). Esto provoca un aumento en la oxidacion de la glucosa a través
del ciclo de Krebs y de la cadena de transporte oxidativa. Esto produce la inhibicién del
crecimiento en muchas células tumorales, que se habian habituado a usar Ia
fermentacion de la glucosa para obtener energia en vez de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y, por lo tanto, se ha propuesto su utilizacién en el tratamiento del cancer
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[36]. De hecho, se ha demostrado que el DCA puede sinergizar con la doxorrubicina o
con nutlin-3 en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas como la LLC-B [37, 38].

Por otra parte, nuestro grupo demostré que el DCA también es capaz de aumentar la
expresion del MHC-I en células tumorales, e incluso de revertir la resistencia a la accién
de los CTL en células en las que la expresion de MHC-I se habia reducido drasticamente
[39].

1.5 LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE CELULAS B (LLC-B)

La leucemia linfocitica créonica de células B (LLC-B) es la leucemia mas comun en adultos
en el mundo occidental y esta caracterizada por la acumulacion de linfocitos B maduros
en sangre periférica, médula ésea y 6rganos linfoides secundarios. Parece que no hay
relacién con la exposicidn a radiaciones y productos quimicos, mientras que los factores
genéticos probablemente tengan un papel importante en el desarrollo de esta
enfermedad [40].

Las células de la leucemia muestran un fenotipo diferente, lo cual es esencial a la hora
de realizar el diagndstico, siendo células pequefas y homogéneas, caracterizadas por la
fragilidad en su membrana plasmatica [41]. Expresan una variedad de proteinas de la
familia Bcl-2 que favorecen la inhibicién de la apoptosis lo cual, junto con la interaccion
con el microambiente celular y la liberacion de citoquinas, resultan en la acumulacién
de células de LLC-B en varios érganos [40].

A pesar de la homogeneidad del fenotipo, la clinica puede ser significativamente
diferente: algunos pacientes presentan una leucemia indolente con buen pronéstico,
mientras que otros desarrollan una enfermedad agresiva con necesidad de tratamiento.
La decisidon de cuando iniciar un tratamiento y de qué tipo esta basada en multiples
factores, incluyendo el estado clinico de la enfermedad, los sintomas o la edad del
paciente [42].

Las terapias basadas en farmacos alquilantes, solos o en asociacién con
corticoesteroides, han sido la primera linea de tratamiento de LLC durante décadas, asi
como los analogos de purinas. Sin embargo, estos tratamientos pueden comprometer
las respuestas inmunes antitumorales debido a sus efectos secundarios
inmunosupresores [41, 42].

1.6 INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL

Durante décadas, se han empleado la quimioterapia y la radioterapia como tratamientos
contra el cancer. Mientras que algunos de esos tratamientos han presentado beneficios,
en multiples casos se han desarrollado resistencias y en algunos tipos de cancer los
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tratamientos no han sido eficaces. Por ello, parece necesario el desarrollo de nuevas
terapias antitumorales mas eficientes [3].

La capacidad del sistema inmune para reconocer y eliminar células cancerigenas, asi
como los avances en el entendimiento de los mecanismos, han permitido establecer la
inmunoterapia antitumoral como una terapia prometedora y en desarrollo [43, 44]. El
agente inmunoterdpico ideal seria aquel capaz de discriminar entre células cancerigenas
y normales, de matar tumores de pequefo y gran tamafio y de evitar la recurrencia del
tumor [45].

Aunque el sistema inmunitario puede evitar el desarrollo del tumor, lo cual se conoce
como inmunovigilancia o vigilancia inmunitaria, muchos son capaces de evadir estos
mecanismos por multiples vias como son la produccion de citoquinas
inmunosupresoras, la induccién de células T reguladoras o la inactivacion de células
dendriticas. Por ello, es necesario modular la respuesta inmunitaria desarrollando
tratamientos contra el cancer [45].

1.6.1 UTILIZACION DE LAS CELULAS NK EN TERAPIA ANTITUMORAL

Los avances en la comprension de la biologia de las células NK y de sus funciones hacen
qgue se hayan convertido en una potente herramienta de la inmunoterapia, buscando
mejorar su activacidon y proliferacion mediante diversas estrategias, algunas de las
cuales estan en fase de ensayo clinico [16].

En pacientes con leucemia linfocitica crénica, el nimero total de células NK en sangre
periférica esta aumentado, pero presentan una actividad citotdxica defectiva. Esta
actividad citotdxica puede ser estimulada mediante el cultivo con citoquinas entre las
gue se encuentran la IL-2, citoquina que produce la activacién y expansion de las células
NK, y la IL-15, también relacionada con la activacion de las células NK [9].

1.6.2 ANTICUERPOS BLOQUEANTES ANTI-PD-1

Los puntos de control inmunes, o “immune checkpoints” en inglés, hacen referencia a
una serie de vias inhibitorias cruciales para mantener la auto-tolerancia y modular la
duracion y amplitud de las respuestas inmunes fisioldgicas. Uno de los mecanismos de
supresion inmune desarrollada en el cancer es la induccién de estos puntos de control
intrinsecos en la superficie de células T activadas. CTLA-4 y PD-1 son los dos receptores
de inhibicién mas estudiados [46].

PD-1 es un receptor miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas presente en
células T activadas y en células NK. Junto con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2), tiene una
funcion importante en la regulacidon de las respuestas inmunitarias [47]. Por ello, el
bloqueo de este receptor se encuentra entre los enfoques mas prometedores de la
inmunidad antitumoral terapéutica [48]. El empleo de anticuerpos bloqueantes anti-
PD1 se ha convertido en un tratamiento de primera linea en tumores de mal prondstico,
como es el caso de los anticuerpos pembrolizumab y nivolumab [49].
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En un consorcio en el que participaba nuestro grupo, el grupo de Julian Pardo realizé
inicialmente experimentos en los que las células NK de donantes sanos eran activadas
in vitro durante 5 dias en presencia de células linfoblastoides transformadas con el virus
de Epstein Bar (EBV*). Se demostrd que estas células NK activadas eran citotdxicas sobre
una gran variedad de lineas celulares de canceres hematolégicos [50]. Se demostrd
posteriormente que las células NK activadas de esta manera eran citotoxicas sobre
células de pacientes de LLC-B [50, 51], que esta citotoxicidad se correlacionaba con el
grado de compatibilidad de los HLA-I entre las células NK y las células de LC-B, y que
ademas la citotoxicidad era mayor sobre células de pacientes de LLC-B con peor
prondstico [51].

En un trabajo realizado en este consorcio por el grupo de Martin Villalba, del INSERM en
Montpellier, se puso a punto también un protocolo de expansion de células NK a partir
de células de cordén umbilical [52]. Por otra parte, nuestro grupo puso a punto un
protocolo similar a partir de células NK obtenidas de donantes sanos, realizando
expansiones de las células NK durante 20 dias en presencia de células linfoblastoides
EBV* 721.221, negativas para la expresion de HLA-I, y de IL-2 + IL-15 en presencia o
ausencia de IFN- a. Se comprobd que esta ultima citoquina no tenia un efecto adicional
sobre IL2 + IL-15 ni en cuanto a expansidn ni en cuanto a citotoxicidad. Sin embargo, si
gue se consiguié una expansion suficiente para poder tratar un paciente con células NK
alogénicas de un solo donante. Ademas, se demostrd que estas células NK expandidas
(eNK) resultaban citotdxicas sobre células procedentes de 30 pacientes de LLC-B (Tania
Calvo, comunicacidn personal; Maria Gascén, TFG Biotecnologia, 2016).

Sin embargo, tres de las leucemias analizadas mostraron resistencia a las células eNK.
Las células leucémicas de dos de estos pacientes habian sido analizadas con anterioridad
y si habian sido sensibles a células eNK procedentes de otros donantes. Se demostré
ademas que las células resistentes también lo eran a las células eNK descongeladas a las
gue habian sido sensibles inicialmente, demostrando una capacidad de resistencia a la
citotoxicidad intrinseca las células leucémicas. En ese estudio, se observd ademas que
las células resistentes habian aumentado muy significativamente la expresion de PD-L1
con respecto al momento en el que eran sensibles a las eNK (Maria Gascén, TFG
Biotecnologia, 2016).

Asi pues, para continuar con este trabajo y analizar las posibles causas moleculares de
las resistencias adquiridas por parte de las células de LLC-B, se han establecido los
siguientes objetivos:

1. Estudiar la expresidon de distintos marcadores de superficie relacionados con la
citotoxicidad de las células NK en las células de LLC-B sensibles y resistentes.
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Analizar |la expresion de PD-1 en las células NK, comparando los resultados a dia
0y a dia 20 de expansion.

Determinar las variaciones que pudiera producir el DCA sobre los marcadores
estudiados en las células de LLC-B y sobre la citotoxicidad.

Observar el efecto del DCA sobre la proliferacion y viabilidad de las células de
LLC-B.

Analizar la expresiéon de PD-L1 en muestras frescas de los mismos pacientes y
realizar ensayos de citotoxicidad en presencia del anticuerpo bloqueante anti-
PD-1 pembrolizumab y de DCA.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVOS CELULARES
3.1.1 LINES CELULARES Y MEDIOS DE CULTIVO

La linea celular 721.221 es una linea linfoblastoide humana transformada por el virus de
Epstein-Bar y deficiente en la expresiéon de moléculas HLA-I. Estas células se emplean
como células estimuladoras en co-cultivos con las células NK. Se cultivan en medio RPMI-
1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) decomplementado al 10% (v/v),
Glutamax y antibioticos (penicilina y estreptomicina).

3.1.2 CONDICIONES DE ESTERILIDAD

Existen numerosos microorganismos diferentes en el aire, tales como bacterias,
levaduras y hongos, que podrian contaminar los cultivos celulares. Por ello, toda
manipulacion llevada a cabo con células eucariotas en cultivo, debe realizarse en
condiciones de esterilidad.

Por tanto, la manipulacién de los cultivos celulares se ha llevado a cabo en una campana
de flujo laminar vertical y todo el material empleado ha sido esterilizado previamente.

3.1.3 MANTENIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR

Los cultivos de las células 721.221 se llevaron a cabo en frascos de cultivo de 25 o 75
cm? con un tapdén hermético con un filtro de 0.2 pm para permitir el intercambio de
gases, pero no el paso de microorganismos, manteniéndose en un incubador
termostatizado a 37°Cy con aporte fijo del 5% de CO,.

Se realizaron subcultivos cada 2 6 3 dias en una campana de flujo laminar y en
condiciones de esterilidad, manteniendo asi la concentracion adecuada de células.

3.1.4 CONTAIJE Y VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar la concentracién y la viabilidad celular, se empled la cdmara de Neubauer
y el colorante azul Trypan, el cual proporciona un color azul intenso a aquellas células
que han perdido la integridad de su membrana celular, lo que permitira distinguir las
células vivas de las muertas.

Se mezclaron, en un tubo eppendorf, 50 ul de la suspension celular con 50 pl de azul
Trypan (dilucién 1:1) y se resuspendié de manera adecuada. Posteriormente, se
depositd en la cdmara de Neubauer y se llevd a cabo la observacidn y contaje mediante
el empleo de un microscopio dptico a 200 6 400 aumentos.

3.1.5 CONGELACION Y DESCONGELACION DE CELULAS
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Para la congelacion celular, se llevd a cabo una centrifugacion a 1500 rpm durante 5
minutos para eliminar el medio de cultivo. Después, las células se resuspendieron en
medio RPMI 1640 con un 10% de SFB y enriquecido en dimetilsulfoxido (DMSO) al 10%.
Se trasvasaron a viales de congelacién y posteriormente se introdujeron en un
congelador a -80°C. Finalmente, se trasvasaron a contenedores de N3 liquido.

Para llevar a cabo la descongelacion de las células, el contenido de cada vial de
congelacion fue trasvasado a un tubo Falcon con 10 ml de medio RPMI 1640 con 10% de
SFB y centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm para eliminar el sobrenadante con
DMSO, toxico para las células. Después, las células se resuspendieron en medio de
cultivo completo y se cultivaron en placas de 6 pocillos en un volumen de 2-3 ml.

En el caso de la descongelacidn de células de pacientes de LLC-B, fue necesario anadir
IL-4 (100 Ul/ml) al medio de cultivo mejorando su supervivencia.

3.2 OBTENCION DE CELULAS NK ACTIVADAS Y EXPANDIDAS
3.2.1 CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD EN FICOLL-PAQUE

Para aislar las células mononucleares de la sangre periférica, se llevd a cabo una
centrifugacion en gradiente de densidad empleando Ficoll-Paque (polisacarido al que se
ha afadido diatrizoato de sodio y que presenta una densidad de 1,078 g/ml), que
permite la separacioén de las distintas poblaciones de células sanguineas. Previamente,
todos los materiales y reactivos fueron esterilizados.

Se parte de “buffy-coats”, capas leucoplaquetarias que contienen la mayoria de
leucocitos y plaguetas de la unidad de sangre de la que proceden, obtenidos a través de
los correspondientes permisos del Banco de Sangre y Tejidos de Aragon. El contenido
del “buffy coat” fue diluido en un tubo Falcon en 10 ml de PBS y depositado sobre 20 ml
de Ficoll-Paque. Se llevo a cabo una centrifugacion en gradiente de densidad a 1500 rpm
durante 20 min vy sin freno, para evitar el dafio celular. Tras la centrifugacion, las células
de interés se encuentran en la interfase entre la fase acuosa vy el Ficoll, formando un
anillo blanquecino. Este anillo fue recogido y depositado en un tubo Falcon con PBS,
permitiendo eliminar los restos de Ficoll mediante centrifugacién, proceso que se repite
dos veces. Las células obtenidas fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 al 10% en
SFB (v/v) decomplementado. Se obtuvo asi una poblacién leucocitaria que llamaremos
PBL (linfocitos de sangre periférica).

3.2.2 ELIMINACION PARCIAL DE LINFOCITOS T MEDIANTE LA TECNICA DE MACS

Antes de iniciar los cultivos para activar las células NK, es necesario eliminar, al menos
parcialmente, la poblacion de linfocitos T, puesto que es la mayoritaria y podria interferir
en la proliferacion y activacidon de las células NK. Para ello, se llevd a cabo una separacion
celular empleando microsferas MACS, particulas paramagnéticas unidas a anticuerpos
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especificos que reconocen la proteina de membrana CD3, presente en linfocitos T, pero
no en células NK.

Las células se resuspendieron en 90 pul de tampdén MACS y 10 ul de microsferas
conjugadas con anti-CD3 por cada 107 células totales y se incubaron 15 minutos a
4°C.Tras centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos, se pasé la muestra celular a través
de una columna MACS.

De esta manera, aquellas células que expresan CD3 en su superficie quedaran retenidas
en la columna mientras que las que carecen de ella seran eluidas, obteniéndose una
poblacién enriquecida en células NK.

3.2.3 ACTIVACION Y EXPANSION DE CELULAS NK

Antes de establecer el cultivo, las células 721.221 fueron tratadas con 1 ml de
mitomicina C por cada 107 células 721.221 en 2 ml de RPMI 1640 por cada 2-10° células
721.221 durante 120 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron para eliminar los restos
de mitomicina C. Este tratamiento permite inactivar la proliferacién de las células
estimuladoras, aunque conservan la expresidn de sus receptores de membrana.

Para permitir la proliferacidn e incrementar la capacidad citotdxica de las células NK, se
establecieron cultivos celulares a una densidad celular inicial de 2-10° células/ml en
frascos con 10 ml de medio RPMI 1640 al 10% en SFB, en presencia de IL-2 (100 Ul/ml),
IL-15 (25 Ul/ml) y células 721.221 pre-tratadas con mitomicina C en relacién 10:1 (PBL:
células 721.221).

Se establecieron dos cultivos diferentes: uno de ellos serviria de control, incorporando
Unicamente las células sanguineas; el otro llevaria, aparte de las células sanguineas,
células 721.221, IL-2 e IL-15.

Los cultivos se mantuvieron durante 20 dias, realizando un estudio de la viabilidad
celular mediante azul Trypan y de la proliferacion y evoluciéon de las distintas
poblaciones mediante citometria de flujo a dia 5, 10, 15 y 20 del experimento, en los
cuales se incorporaron células 721.221, IL-2 e IL-15 en las concentraciones indicadas
anteriormente. Ademds, se ajustaron las células a la concentracion de 2-10° células/ ml
en cada momento.

3.2.4 ESTUDIO DE LA PROLIFERACION Y DE LA EVOLUCION DE LAS
POBLACIONES MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

La proliferacion celular se estimd en cada punto temporal por contaje de células viables,
negativas para el marcaje con azul Trypan.

Para poder estudiar la evolucion de las distintas poblaciones celulares en funcion del
tiempo, se realizé un andlisis mediante citometria de flujoa dia 0, 5, 10, 15y 20. Se llevd
a cabo un marcaje empleando anticuerpos anti-CD3 conjugado con FITC y anti-CD56
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conjugado con APC, ambos de la casa Miltenyi, que permite la diferenciacién entre las
distintas poblaciones linfocitarias. Las células NK son negativas para la expresiéon de CD3
y positivas para la expresion de CD56.

Los marcajes se realizaron en una placa de 96 pocillos, empleando una densidad de
100000 células/pocillo. Tras afadir el volumen necesario de células y centrifugar, se
afiadieron 96 pl de PBS al 5% en SFB, 2 pl de anticuerpo anti-CD3 y 2 ul de anticuerpo
anti CD-56 en cada pocillo y se incubd durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se
analizaron las distintas poblaciones en el citometro de flujo, empleando el programa
informatico CellQuest Pro.

3.2.5 AISLAMIENTO DE CELULAS NK Y MARCAJE CON “CELL TRACKER GREEN”

Una vez cumplido el dia 20 de cultivo, se llevé a cabo un nuevo aislamiento empleando
las columnas MACS donde las bolas paramagnéticas, en este caso, estaban conjugadas
con anticuerpo anti-CD56. Se trata de una separacidn positiva puesto que las células NK
guedan unidas a las microsferas con el anticuerpo. Tras eluir las células de la columnay
centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos, se resuspendieron en 10 ml de medio RPMI
1640 y se realizd el contaje mediante tincidon con azul Trypan (apartado 3.1.4) y
microscopia Optica.

Después, se realizd una nueva centrifugacion con posterior eliminacion del
sobrenadante, y las células se resuspendieron en 1 ml de PBS y 1 ul de Cell Tracker
Green, molécula fluorescente que atraviesa libremente las membranas celulares y
queda atrapada en el interior de las células vivas. Esta incubacidn se realizé durante 15
minutos a 37°Cy, seguidamente, las células se lavaron con medio RPMI 1640 al 10% de
SFBy se dejo incubando a 37°C durante 30 minutos mas.

3.3 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Las muestras de LLC-B fueron suministradas por la Dra. Gemma Azaceta, del Servicio de
Hematologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa, tras el consentimiento
informado por parte de los pacientes. En todos los casos, las células leucémicas son mas
del 85% de los PBMC. Las muestras consisten en tubos de 5ml de sangre heparinizada.

Las células fueron obtenidas mediante centrifugacion en gradiente de densidad con
Ficoll-Paque y seleccionando la poblacién leucocitaria (apartado 3.2.1). Tras los
correspondientes lavados, las células se resuspenden en medio RPMI 1640 al 10% en
SFB para realizar el contaje empleando tincidn con azul Trypan y microscopia 6ptica. En
el caso de las células de LLC-B congeladas, se llevo a cabo su descongelacion (apartado
3.1.5) y contaje mediante tincion con azul Trypan y microscopia Optica.

Para realizar el ensayo de citotoxicidad, se utilizd una placa de 96 pocillos en la cual se
depositaron 250.000 células NK activadas marcadas con “Cell Tracker Green” y 50.000
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células leucémicas en cada pocillo, es decir, en relacion 5:1 (células NK: células diana) y
se afadido IL-4 (100 Ul/ml). Se incubaron durante 4 horas a 37°C. Ademas, se
establecieron pocillos de cada tipo celular por separado, que servirian como control,
tanto de células NK como de las células leucémicas.

Transcurrido este tiempo, se centrifugd la placa a 3500 rpm durante 2 minutos y se
afiadio 1,5 ul de 7-AAD (7-Aminoactinomicina D), compuesto quimico fluorescente que
se une al DNA de células que tienen la membrana dafiada, disuelto en PBS al 5% en SFB.
Se incubd durante 15 minutos a 4°C vy, transcurrido este tiempo, se analizaron las
muestras mediante citometria de flujo. En cada caso, se selecciond la poblacién negativa
para el marcaje con “Cell Tracker Green” (las células leucémicas) y se analizé la
incorporacion de 7-AAD en esa poblacion celular, expresando el resultado como
porcentaje de células positivas para 7-AAD.

Algunos de estos ensayos se llevaron a cabo en presencia del anticuerpo bloqueante
anti-PD1 pembrolizumab (Merck), que fue cedido amablemente por el Dr. Roberto Pazo,
del Servicio de Oncologia del Hospital Miguel Servet de Zaragoza. Para ello, previamente
al ensayo de citotoxicidad, las células eNK se incubaron en presencia de pembrolizumab
a una concentracion de 1 pg/ml durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, se llevo
a cabo el ensayo de citotoxicidad, como se ha indicado arriba.

3.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PD-1 EN LAS CELULAS NK

Se analizd la expresion del receptor PD-1 en la superficie de las células NK, comparando
a dia 0y a dia 20 de expansion. Se utilizd un anticuerpo anti-PD1 conjugado con FITC de
la casa comercial Biolegend.

Para ello, se empled una placa de 96 pocillos. Primero, se analizd la concentracién y
viabilidad de las células mediante tincién con azul Trypan (apartado 3.1.4) v,
posteriormente, se depositaron 100.000 células por pocillo. Tras centrifugar a 3500 rpm
durante 2 minutos y decantar el sobrenadante, se afiadieron 2 pl de anticuerpo anti-
PD1, 2 ul de anticuerpo anti-CD56 que permitié seleccionar la poblacion de interés, y 96
pl de PBS al 10% en SFB y se incubd durante 30 minutos a 4°C.

3.5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE SUPERFICIE EN
CELULAS DE PACIENTES DE LLC-B

Se ha llevado a cabo el analisis de la expresion de distintos marcadores en muestras de
leucemia de pacientes. Estas muestras estaban congeladas en nitrégeno liquido y ya
habian sido empleadas en experimentos anteriores. Por ello, lo primero fue
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descongelarlas (apartado 3.1.5) y evaluar su viabilidad mediante tincidn con azul Trypan
(apartado 3.1.4).

Posteriormente, se llevaron a cabo los marcajes, que se realizaron en una placa de 96
pocillos, distribuyéndose 100.000 células/pocillo. Tras centrifugar durante 2 minutos a
3500 rpm y eliminar el sobrenadante, se procedio a realizar los distintos marcajes.

Los anticuerpos empleados fueron: anticuerpo anti-PDL1 conjugado con PE, de la casa
comercial BiolLegend, anticuerpo anti-HLA-E conjugado con PE de la casa comercial
eBioscience, anticuerpo HLA-ABC conjugado con FITC de la casa comercial eBioscience y
quimeras entre NKp30, NKp44 y NKp46 y la fraccidn Fc de una IgG de ratdn, seguido de
marcaje con un anticuerpo anti-IgG de ratén conjugado con FITC. Las quimeras se
obtuvieron del sobrenadante de hibridomas cedidos amablemente por el Doctor Ofer
Mandelboim, Hebrew University, Jerusalén (Israel).

Los marcajes se llevaron a cabo incorporando, a cada pocillo, 2 ul de anti-PDL1, 2 pl de
anti-HLA-E o 2 ul de anti-HLA-ABC, junto con 98 pl de PBS al 10% en SFB. La placa se
incubd durante 30 minutos a 4°C. En el caso de los NCRs, los marcajes se realizaron en
tubos eppendorf en presencia de 1 ml del sobrenadante de los hibridomas durante 30
minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, se llevé a cabo un lavado con PBS y
posteriormente, se marcd con 2 pl del anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con
FITC de la casa comercial BD-Pharmingen y 98 ul de PBS al 10% en SFB durante 30
minutos a 4°C.

Ademas, se incorporaron pocillos de control, constituidos por las células resuspendidas
en 100 ul de PBS al 10% en SFB, y pocillos de control de isotipo, donde las células fueron
incubadas en presencia de 2 pul de anticuerpo anti-IgG2a k conjugado con PE o con FITC
de la casa comercial BD Pharmingen.

Cumplido el tiempo de marcaje, se procedid a realizar una nueva centrifugacion a 3500
rom durante 2 minutos. Se resuspendié cada pocillo en PBS y se llevd a cabo el analisis
por citometria de flujo.

3.6 EFECTO DEL DCA SOBRE LAS CELULAS DE PACIENTES DE LLC-B

Las células de LLC-B de pacientes fueron incubadas en presencia de DCA y se analizo su
viabilidad mediante tincién con azul Trypan a las 24 6 48 horas.

Para ello, en primer lugar, se evalud la viabilidad y la concentracién de las muestras de
LLC-B, recién descongeladas u obtenidas, mediante tincion con azul Trypan.
Posteriormente, se realizaron los cultivos celulares en placas de 6 pocillos distribuyendo
1-10° células/ pocillo en un volumen total de 3 ml de medio RPMI 1640 con 10% de SFB
y en presencia de IL-4 (100 Ul/ml). Se establecieron 3 pocillos por cada muestra de LLC-
B, donde uno de ellos servia de control, incluyendo Unicamente las células de LLC-B en
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ausencia de DCA, y dos de ellos si incorporaron el DCA a una concentracion de 5 mMy
15 mM. La placa fue incubada a 37°C.

La viabilidad y concentracién de cada pocillo fue evaluada a las 24 horas, asi como a las
48 horas. Ademas, se llevaron a cabo marcajes para evaluar el efecto del DCA sobre la
expresion de PD-L1, asi como ensayos de citotoxicidad (apartado 3.3) una vez cumplidas
las 48 horas de incubacién con DCA.

Por otra parte, también se evaluod la expresion de los marcadores de superficie en células
de pacientes de LLC-B en presencia de DCA a las 48 horas de incubacion. Para ello,
transcurrido este tiempo, se transvasaron 100000 células/ pocillo a una placa de 96
pocillos donde se realizaron los correspondientes marcajes (apartado 3.5).
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4. RESULTADOS

4.1 DESARROLLO DE RESISTENCIAS A LAS eNK EN PACIENTES DE LLC-B

En estudios previos realizados en el Trabajo de Fin de Grado en el curso 2015/2016, se
analizaron muestras de LLC-B de dos pacientes. En este estudio, se comprobd que las
muestras iniciales de éstos eran sensibles a las células NK mientras que las muestras
posteriores no lo eran. Sin embargo, en estos ensayos las células NK utilizadas en 2015
procedian de donantes diferentes a los utilizados en los ensayos de 2016. Es por ello que
procedimos a realizar un nuevo ensayo en el que se emplearon tanto las muestras
sensibles como las resistentes frente a las células NK descongeladas empleadas en el
primer ensayo. Se observd como el porcentaje de muerte inducida sobre las muestras
resistentes fue menor que el obtenido en las muestras inicialmente sensibles (Figura 3).
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Figura 3: Porcentajes de muerte celular de las células LLC-B inducida por las células NK
descongeladas que se usaron inicialmente contra las muestras LLC Pac.1 (2015) (dos donantes:
NK1, NK2)y LLC Pac.2 (2015) (un donante: NK). Las células eNK marcadas con Cell Tracker Green
fueron ensayadas frente a células de pacientes de LLC-B durante 4 horas. Posteriormente, se
realizé el marcaje con 7-AAD y se analizé el porcentaje de células positivas para 7-AAD y
negativas para Cell Tracker Green.
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4.2 PACIENTES DE LLC-B

En la tabla I, se muestran los datos clinicos de estos pacientes, amablemente cedidos
por la Doctora Azaceta, del Servicio de Hematologia del Hospital Clinico.

El paciente 1 se encontraba en un estado IA de la enfermedad en 2015y, tras un afio y
recibir un primer tratamiento, pasé a un estado IV-C en 2016. La muestra de LLC-B de
2016 fue la que mostré resistencia. El tratamiento recibido antes de obtener la muestra
de 2015 fueron 6 ciclos de rituximab (R) combinados con ciclofosfamida, vincristina y
prednisona (COP), mas un ciclo adicional con rituximab y bendamustina (Benda). En el
momento de obtener la muestra de 2016 estaba recibiendo tratamiento con esta ultima
combinacidn. En el caso del paciente 2, es una persona de avanzada edad, en un estadio
indolente (0) de la enfermedad, como se observa en la Tabla I, que no recibid ningln
tratamiento. Sin embargo, la muestra de LLC-B analizada en 2016 mostré resistencia las
eNK, a diferencia de la muestra analizada en 2015 de este mismo paciente.

Evolucidn del paciente

Edad Estado Tratamiento Respuesta %CD38 %ZAP70

Pacientel 75 |A (2015) R-COP x6 Parcial 70 10
R-Benda x1
|VV-C (2016) R-Benda En tratamiento Bis Bis
Paciente2 89 0(2015) No . 0
0(2016) No : Bis Bis

Tabla I: datos de los pacientes 1y 2 de LLC-B, incluyendo la edad, el estado de la enfermedad,
asi como el tratamiento, la respuesta a éste y la expresion de CD38 y ZAP 70.

4.3 ANALISIS DE MARCADORES EN LLC-B RESISTENTES

Se analizé la expresién de NKp30, NKp44, NKp46, HLA-E y HLA-ABC en 4 muestras (LLC
Pac.1 (2015), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2016)) de leucemia
linfocitica cronica de células B (LLC-B). De tal forma, se compararon los resultados
obtenidos para las muestras iniciales y sensibles a las eNK (LCC Pac.1 (2015), LLC Pac.2
(2015)) con los resultados obtenidos para las muestras posteriores de los mismos
pacientes y resistentes a las eNK (LCC Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2016)).
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LLC Pac.1 (2015)

LLC Pac.1 (2016)

Estos ensayos fueron
descongeladas.

4.3.1 EXPRESION DE LIGANDOS DE NCR

llevados a cabo con muestras de LLC-B previamente

Los NCRs (NKp46, NKp44 y NKp30) son receptores de activacion de las células NK.

Cuando estos receptores se unen a sus correspondientes ligandos en la superficie de las

células diana, ponen en marcha los mecanismos efectores de las células NK. Al analizar

la expresidn en las muestras de leucemia sensibles y compararlo con las muestras de
leucemia resistentes, se comprueba que los tres ligandos de los NCRs han disminuido su
expresion en ambas muestras de LLC-B resistentes.

Como se observa en la figura 4, la disminucién en el caso de la LLC Pac.1 (2016) en
contraste con los valores de la LLC Pac.1 (2015) es relativamente pequefia, obteniendo
la variacion mas significativa en el caso de NKp44 (de un 22.5% a un 13.1%).
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Figura 4: andlisis de la expresion de NCRs (NKp44, NKp46 y NKp30) en las muestras de leucemia
LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se marcaron con 1 ml de los sobrenadantes de los
hibridomas que producian las quimeras NKp30-Fc, NKp44-Fc o NKp46-Fc, siendo la fraccion Fc
de IgG de raton, durante 30 minutos y, posteriormente, con 2 ul de anticuerpo secundario anti-

IgG de raton conjugado con FITC y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja

representa el marcaje con un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo, mientras que la linea azul

se refiere al marcaje con la quimera de interés. Los numeros representan el porcentaje de células

positivas en cada caso.
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LLC Pac.2 (2015)

LLC Pac.2 (2016)

En cuanto a los valores obtenidos para la muestra de LLC Pac.2 (2016), se observa una

mayor disminucion en relacidn a los valores de la muestra LLC Pac.1 (2015). En el caso

de NKp30, el porcentaje de expresidn casi desaparece, desde un valor de 32.1% en la

muestra sensible a un valor de 3.26% en la muestra resistente.
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Figura 5: andlisis de la expresion de NCRs (NKp44, NKp46 y NKp30) en las muestras de leucemia
LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se marcaron con 1 ml de los sobrenadantes de los
hibridomas que producian las quimeras NKp30-Fc, NKp44-Fc o NKp46-Fc, siendo la fraccién Fc
de IgG de raton, durante 30 minutos y, posteriormente, con 2 ul de anticuerpo secundario anti-
IgG de raton conjugado con FITC y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja
representa el marcaje con un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo, mientras que la linea azul
se refiere al marcaje con la quimera de interés. Los numeros representan el porcentaje de células
positivas en cada caso.

4.3.2 EXPRESION DE HLA-E

La expresion de los HLA esta relacionada con la inhibicion de las funciones de las células
NK. En concreto, HLA-E es el ligando del receptor de inhibicidn NKG2A [14]. Al analizar
la expresion de HLA-E en las cuatro muestras de LLC-B nombradas anteriormente, se
comprueba que ha descendido levemente en la muestra LLC Pac.1 (2016) en relacion a
la muestra LLC Pac.1 (2015), mientras que ha aumentado en el caso de la muestra LLC
Pac.2 (2016) en comparacién con la muestra LLC Pac.2 (2015), tal y como se observa en
la figura 6.
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Figura 6: andlisis de la expresion de HLA-E en las muestras de leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC
Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se marcaron con anticuerpos anti-
HLA-E conjugado con PE y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja representa
el marcaje con un anticuerpo irrelevante, mientras que la linea azul hace referencia al marcaje
con el anticuerpo de interés. Los numeros representan el porcentaje de células positivas en cada
caso.

4.3.3 EXPRESION DE HLA-ABC

Como se ha comentado anteriormente, la expresion de los HLA esta relacionada con la
inhibicion de las funciones de las células NK. Por tanto, si aumenta la expresion del HLA-
ABC, la citotoxicidad de las células NK podria verse disminuida, ya que las moléculas de
HLA de clase | son los ligandos de receptores de inhibicidn de las células NK conocidas
como KIR.

Como se comprueba en la figura 7, la expresion del HLA se ve disminuida en la muestra
resistente LLC Pac.1 (2016) en comparacion con la muestra sensible del mismo paciente
(LLC Pac.1 (2015)). En relacion al otro paciente, se observa que no hay cambio en el nivel
de expresion de HLA entre la muestra sensible (LLC Pac.2 (2015)) y la muestra resistente
(LLC Pac.2 (2016)), siendo éste muy bajo, en cualquier caso.
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Figura 7: andlisis de la expresion de HLA-ABC en las muestras de leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC
Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se marcaron con anticuerpos anti-
HLA-ABC conjugado con FITC y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja
representa el marcaje con un anticuerpo irrelevante, mientras que la linea azul hace referencia
al marcaje con el anticuerpo de interés. Los numeros representan el porcentaje de células
positivas en cada caso.

4.3.4 EXPRESION DE PD-L1

PD-L1 es el ligando del receptor PD-1, el cual esta presente en linfocitos T y células NK.
La interaccién de este ligando con su receptor provoca la inhibicidon de las funciones
citotdxicas en los linfocitos T y posiblemente también en las células NK. Por ello, si
aumenta la expresiéon de PD-L1 en las muestras de LLC-B, podria estar disminuyendo la
citotoxicidad de las células NK. Se comprobd que la resistencia de las leucemias
correlacionaba, en ambos casos, con un aumento en la expresion de PD-L1, que llega a
ser muy sustancial en el caso de la muestra resistente del paciente 2 tomada en 2016,
con un 94% de las células leucémicas expresando PD-L1 (figura 8).
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Figura 8: andlisis de la expresion de PD-L1 en las muestras de leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC
Pac.1(2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se marcaron con un anticuerpo anti-
PDL1 conjugado con PE y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja representa
el marcaje con un anticuerpo irrelevante, mientras que la linea azul representa el marcaje de las
células con el anticuerpo anti-PDL1. Los numeros representan el porcentaje de células positivas

en cada caso.

4.4 EXPRESION DE PD-1 EN LAS CELULAS NK

La expresion del receptor PD-1 fue analizada en seis muestras distintas de células NK,
tanto a dia 0 como a dia 20 de expansion. La finalidad era determinar si el receptor
podria intervenir en la resistencia de determinadas leucemias debido a la interacciéon
entre éste, presente en las células NK y el ligando PD-L1, presente en las muestras de

LLC-B resistentes.

Como puede observarse en la figura 9, en las muestras NK1 y NK5 la expresion de PD1
fue mayor a dia 20, tras la expansion y activacidon de las células NK, mientras que en el
caso de NK2, que expresaba PD-1 en un porcentaje muy alto de células a nivel basal
(63.4%), este porcentaje disminuyd a dia 20. En las otras tres muestras analizadas (NK3,
NK4 y NK6) este porcentaje no mostré variaciones significativas y, en cualquier caso, no
fue muy elevado.
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Figura 9: andlisis de la expresion de PD-1 en 6 muestras de células NK (NK1, NK2, NK3, NK4, NK5,
NK6) a dia 0 y a dia 20 de la expansion y activacion de éstas. Las células se marcaron con
anticuerpo anti-PD1 conjugado con FITC y anticuerpo anti-CD56 conjugado con APC (para
determinar la poblacidn de células NK) durante 30 minutos y se analizaron mediante citometria
de flujo. Los numeros representan el porcentaje de células positivas para la expresion de PD-1 en

cada uno de los casos.

4.5 EFECTO DEL DCA EN LA EXPRESION DE MARCADORES EN LLC-B

Tras los resultados de la expresidn de los distintos marcadores en las muestras de las
LLC-B resistentes en comparacion con las muestras sensibles, se analizo el efecto de la
droga metabdlica DCA, observando si modificaba o no los niveles de expresion de estos
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Con DCA

Count

Count

marcadores. Se observd un cierto efecto en los niveles de PD-L1, HLA-E y HLA-ABC,
mientras que en los marcajes de NCRs no se vio ninguna variacion significativa.

4.5.1 EFECTO DEL DCA EN LA EXPRESION DE HLA-E

La expresion de HLA-E disminuyd en todas las muestras en presencia de DCA como se
observa en la figura 10. En el caso de las muestras LLC Pac.1 (2015) y LLC Pac.1 (2016),

las células dejaron de expresar HLA-E por completo.
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Figura 10: andlisis de la expresion de HLA-E en presencia y ausencia de DCA en las muestras de
leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se
cultivaron en presencia de DCA a una concentracion de 5mM durante 48 horas y, transcurrido
este tiempo, se marcaron con anticuerpo anti-HLA-E conjugado con PE durante 30 minutos y se
analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja representa el marcaje con un anticuerpo
irrelevante, mientras que la linea azul hace referencia al marcaje con el anticuerpo de interés.
Los numeros representan el porcentaje de células positivas en cada caso.

4.5.2 EFECTO DEL DCA EN LA EXPRESION DE HLA-ABC

En presencia de DCA, la expresién de HLA-ABC aumentd en las muestras LLC Pac.1
(2015), LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2016), mientras que se mantuvo practicamente
invariable en el caso de la muestra LLC Pac.2 (2015), como se observa en la figura 11. El
efecto positivo del DCA sobre la expresion de HLA de clase | ya se habia descrito en

estudios anteriores [39, 53].
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Figura 11: andlisis de la expresion de HLA-ABC en presencia y ausencia de DCA en las muestras
de leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se
cultivaron en presencia de DCA a una concentracion de 5 mM durante 48 horas y, transcurrido
este tiempo, se marcaron con anticuerpo anti-HLA-ABC conjugado con FITC durante 30 minutos
y se analizaron mediante citometria de flujo. La grdfica roja representa el marcaje con un
anticuerpo irrelevante, mientras que la linea azul hace referencia al marcaje con el anticuerpo
de interés. Los numeros representan el porcentaje de células positivas en cada caso.

4.5.3 EFECTO DEL DCA EN LA EXPRESION DE PD-L1

Como se muestra en la figura 12, se comprobd que la expresién de PD-L1 descendia en
presencia de DCA, a excepcién de la LLC Pac.1 (2015). En el caso de las muestras
resistentes, las cuales mostraban unos valores superiores en ausencia de DCA en
relacion a los valores de las muestras sensibles, en presencia de DCA, la expresion de
PD-L1 descendia a un valor del 2,33% en el caso de la LLC Pac.1 (2016) (con un valor de

43,9% en ausencia de DCA) y del 49,1% en el caso de la LLC Pac.2 (2016) (con un valor
de 94,3% en ausencia de DCA).
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Figura 12: andlisis de la expresion de PDL1 en presencia y ausencia de DCA en las muestras de
leucemia LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016), LLC Pac.2 (2015), LLC Pac.2 (2016). Las células se
cultivaron en presencia de DCA durante 48 horas y, transcurrido este tiempo, se marcaron con
anticuerpo anti-PDL1 conjugado con PE durante 30 minutos y se analizaron mediante citometria
de flujo. La grdfica roja representa el marcaje con un anticuerpo irrelevante, que sirvié como
control de posibles marcajes inespecificos mientras que la linea azul hace referencia al marcaje

con el anticuerpo de interés. Los numeros representan el porcentaje de células positivas en cada
caso.

4.6 EFECTO DEL DCA EN LA VIABILIDAD Y CONCENTRACION DE CELULAS
DE LLC-B

Se llevd a cabo el analisis de la viabilidad y la concentracion celular en las cuatro
muestras de LLC-B en presencia y ausencia de DCA a las 24 y 48 horas de incubacion.
Como puede verse en las figuras 13 y 14, la presencia de esta droga metabdlica, como
ya se habia demostrado previamente [39], inhibe el crecimiento de las células tumorales
sin inducir muerte celular. Esto puede observarse en las muestras LLC Pac.1 (2015), LLC
Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2015). En esta ultima muestra, parece que la droga produce
una reduccion del nimero de células por debajo del nivel del control a las 48 horas. En

el caso de la muestra LLC Pac.2 (2016), esto ocurre en ausencia de DCA a las 24 y 48
horas de cultivo y el DCA no tiene un efecto téxico adicional.
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Figura 13: andlisis del nimero total de células viables de LLC presentes en los cultivos celulares
alas 0, 24 y 48 horas de la incubacion en presencia de 5 mM de DCA y ausencia de DCA. Las
barras azules representan las células incubadas en ausencia de DCA y las barras grises, las
células incubadas en presencia de DCA.
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Figura 14: andlisis del numero total de células viables de LLC presentes en los cultivos celulares

alas 0, 24 y 48 horas de la incubacion en presencia de 5 mM de DCA y ausencia de DCA. Las
barras azules representan las células incubadas en ausencia de DCA'y las barras grises, las células
incubadas en presencia de DCA.

4.7 ANALISIS DE LA MUESTRA DE LLC-B DEL PACIENTE 1 DE 2017 (LLC Pac.1
(2017))

En 2017, se obtuvo una nueva muestra fresca de LLC-B del paciente 1 (LLC Pac.1 (2017))
tras haber sido tratado con un inhibidor de la PI3K §, denominado idelalisib. Se llevé a
cabo el analisis de la expresién de PD-L1, asi como ensayos de citotoxicidad en presencia
de eNK de tres donantes diferentes.
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4.7.1 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PD-L1

Como se muestra en la figura 15, se observa marcaje de PD-1 en esta muestra por
encima del que se obtiene con el anticuerpo irrelevante, indicando que las células de
LLC-B han perdido la expresién de PD-L1 observada en la muestra resistente de 2016.

Count

10° 10 10 10° 10
FL2-H

Figura 15: andlisis de la expresion de PD-L1 en la muestra de leucemia LLC Pac.1 (2017). Las
células se marcaron con un anticuerpo anti-PDL1 conjugado con PE y se analizaron mediante
citometria de flujo. La grdfica naranja representa el control negativo, es decir, las células de LLC-
B sin marcar con ningun anticuerpo, la grdfica roja representa el marcaje con un anticuerpo

irrelevante, mientras que la linea azul representa el marcaje de las células con el anticuerpo anti-
PDL1.

4.7.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD EN PRESENCIA DE eNK

Tras analizar la expresidon de PD-L1, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en
presencia de eNK de tres donantes diferentes. Se realizaron también los mismos ensayos

en presencia de DCA a concentracion de 5 mM y 15 mM, y en presencia del anticuerpo
blogueante anti-PD1, Pembrolizumab.

Como se observa en la figura 16, la citotoxicidad fue muy elevada en todos los casos. En
presencia del DCA y del anticuerpo bloqueante de PD-1, se observan resultados
similares. Cabe destacar que las células eNK empleadas en estos ensayos corresponden

a los donantes NK1, NK2 y NK3 mostrados en la seccion 4.4, que muestran niveles de
expresion diferentes de PD-1.
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Figura 17: porcentajes de las células de LLC-B positivas para el marcaje con 7-AAD tras ser
ensayadas frente a las células NK. Las células NK se expandieron durante 20 dias en presencia de
IL-2, IL-15 y células 721.221, se aislaron y marcaron con “Cell Tracker Green” (CTG) y se incubaron
durante 4 horas a 37°C en una proporcion 5:1 con las células de LLC Pac.1 (2017). Posteriormente,
se marcaron con 7-AAD y se analizaron las células 7-AAD* y CTG™ por citometria de flujo. Las
barras azules, naranjas y grises representan, respectivamente, la citotoxicidad ejercida por las
células NK de los donantes 1,2 6 3, segun se indica. Los ensayos se llevaron a cabo en ausencia
(control) o presencia de 1 ug/ ml del anticuerpo bloqueante anti-PD1 o tras 48 horas de cultivo
con DCA a 5 0 15 mM, segun se indica.
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5. DISCUSION

La evasion de los tumores de la vigilancia del sistema inmune tiene gran importancia en
el desarrollo de esta enfermedad. Por ello, el desarrollo de la inmunoterapia del cancer
estd adquiriendo mucha relevancia [43]. Las células NK pueden llegar a ser una
importante estrategia en el tratamiento de diversas neoplasias hematoldgicas, entre
ellas la LCC-B [54].

Ademads, un trabajo previo de nuestro grupo ha demostrado que la activacién vy
expansion de las células NK en presencia de IL-2, IL-15 y células estimuladoras 721.221
aumenta claramente su citotoxicidad sobre lineas celulares leucémicas y células de
pacientes de LLC-B (Tania Calvo, comunicacion personal;, Maria Gascon, TFG
Biotecnologia, 2016). En distintos ensayos realizados previamente, se obtuvieron
buenos resultados sobre varias muestras de LLC-B, observando una citotoxicidad
elevada en experimentos de cuatro horas. Sin embargo, en el presente trabajo se ha
observado que algunas de las muestras de pacientes de LLC-B presentaban resistencia a
este tratamiento. Dado que dos de estas LLC-B habian sido inicialmente sensibles, se
procedio a analizar la causa de esta resistencia adquirida.

Pensando que podria ser debida a la expresién en las células NK de KIR compatibles con
el HLA-I de las leucemias, se llevd a cabo un ensayo de citotoxicidad en el cual se
emplearon las células NK, previamente descongeladas, que habian sido utilizadas sobre
las muestras iniciales y sensibles (LLC Pac.1 (2015) y LLC Pac.2 (2015)). Las muestras de
LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2016) presentaban, de nuevo, un porcentaje de muerte
inducida inferior al que presentaron las muestras sensibles. Por ello, se pensé que esta
resistencia podria ser debida a una propiedad intrinseca adquirida con el tiempo por las
células leucémicas. Ademas, se comprobd que ambos pacientes no poseen ninguna
caracteristica comun en el estado de la enfermedad ni en el tratamiento recibido que
pueda haber causado esta resistencia.

En consecuencia, se procedidé al analisis de distintos marcadores de superficie de las
leucemias, pensando que la interaccidn con sus correspondientes receptores presentes
en las células NK podria ser el motivo de la resistencia.

En este sentido, se ha observado que las leucemias resistentes disminuyen la expresién
de los receptores de activacion llamados NCR. Esto es cierto para los tres NCR existentes:
NKp30, NKp44 y NKp46. Por tanto, esta disminucidon se correlacionaria con la inhibicion
observada en la capacidad citotdxica de las eNK.

También se analiz6 la expresion de HLA-E, puesto que el aumento de su expresion, al
unirse al receptor de inhibicion NKG2A, implicaria una disminucién en la funcién de las
células NK. No se obtuvo un patrén comun en ambas muestras leucémicas, sino que en
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el caso de la LLC Pac.1 (2016) se produjo una disminucion de la expresion mientras que,
en el caso de la LLC Pac.2 (2016), la expresién de HLA-E habia aumentado con respecto
a la muestra inicial y sensible, por lo cual la variacién en este parametro no puede
correlacionarse con la resistencia observada.

Seguidamente, se llevd a cabo el estudio de la expresién de HLA-ABC, ya que produce
una disminucién en las funciones citotdxicas de las células NK al ligar a los KIR. Se
observa una disminucidn de expresién en el caso de la LLC Pac.1 (2016) en relacién a la
muestra inicial y sensible LLC Pac.1 (2015), al igual que ocurria con la expresién de HLA-
E. En cuanto a la muestra de LLC-B del otro paciente, no se observa cambio en la
expresion de este marcador de superficie entre la muestra sensible (LLC Pac.2 (2015)) y
la muestra resistente (LLC Pac.2 (2016)). Por consiguiente, las variaciones en la expresiéon
de HLA-I no correlacionan con la resistencia observada.

Por otra parte, se analizo la expresion del ligando PD-L1 en las células de LLC-B y del
receptor PD-1 en las células NK puesto que, en otras investigaciones, esta interaccidn
parecia estar implicada en la resistencia de distintas células tumorales a la accién de los
linfocitos T citotdxicos [54-56].

PD-1 es un receptor inhibitorio presente en células NK y linfocitos T CD4* y CD8* que
aparece involucrado en la inmunosupresion por la unién a sus ligandos PD-L1 y PD-L2,
siendo PD-L1 el de expresiéon mas comun [55]. Se observd en estudios anteriores que la
expresion de PD-L1 era mayor en linfocitos de las células leucémicas con LLC-B que en
otros donantes sanos de la misma edad. Parece que esta interaccidn afectaria al perfil
de citoquinas secretadas por los linfocitos T, suprimiéndose la secrecién de IFN-y. La
manipulacion farmacoldgica de la union entre PD-1y PD-L1 podria contribuir a recuperar
las funciones de las células T en el microambiente leucémico, pudiendo ser efectiva una
terapia con el eje PD-1/PD-L1 como diana, combinado con otros agentes
inmunomoduladores [56].

En otro estudio previo, se observo que los pacientes con LLC-B presentaban defectos en
la formacidn de la sinapsis inmunoldgica [54]. Se vio que esto provocaba un fallo en la
sefal de activaciéon de la GTPasa Rho, con los correspondientes problemas en la
polimerizacién de la actina y formacién de la sinapsis inmunoldgica en las poblaciones
de células T. La sobreexpresion de estas moléculas inhibidoras, entre las cuales se
encuentra el ligando PD-L1, esta relacionada con un peor prondstico de la enfermedad.
Mediante citometria de flujo, se comprobd que la expresién de PD-L1 en las células
leucémicas y de PD-1 en los linfocitos T CD3* en pacientes con LLC-B se encuentra
aumentada en comparacién con los niveles de expresiéon observados en células de
donantes sanos. El farmaco inmunomodulador llamado Lenalidomida produce una
disminucion de la expresidon de PD-L1 en células de mieloma multiple. Al emplearlo en
ensayos con células de LLC-B, se produjo la disminucién de PD-L1 y PD-1, por lo que, en
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principio, estaria evitando la supresion inmunitaria inducida por el tumor. Ademas,
favorecié un aumento de la actividad citotéxica de los CTL [54].

Dado que el receptor PD-1 también es expresado en las células NK, podria ser que una
de las causas de la resistencia adquirida por parte de las células leucémicas se debiera a
la expresién de PD-L1 en las LLC-B resistentes y a la interaccion con su receptor, al igual
que se ha descrito en los linfocitos T. Hay pocos datos sobre el papel de PD1 en la accion
antitumoral de las células NK. En un estudio previo, se emplearon células NK expandidas
durante 21 dias mediante un protocolo en el cual se empleaba un anticuerpo anti-CD16
e IL-2. Se comprobé que las células NK presentaban un mayor efecto citotdxico cuando
la expansion se realizaba también en presencia de un anticuerpo bloqueante de anti-
PD-1. Sin embargo, no se utilizé el anticuerpo bloqueante anti-PD1 en los ensayos de
citotoxicidad sobre la linea de mieloma multiple RPMI-8226 [57].

Tras analizar la expresidon del ligando PD-L1 en las muestras sensibles y resistentes, se
comprobd, como se observa en la figura 8, que aumentaba considerablemente en las
dos muestras resistentes en comparacion con las sensibles. Asi pues, esta podria ser una
de las causas de la resistencia a las células NK, siempre que éstas expresen el receptor
correspondiente PD-1.

La expresidn de PD-1 en las células NK a nivel basal presentaba valores diferentes
dependiendo del donante del que procedieran, observando una expresion del 5% en la
muestra NK3 o del 63.4% en la muestra NK2 (figura 9). Dado que los ensayos de
citotoxicidad frente a células leucémicas se llevaban a cabo tras la activacidon y expansion
durante 20 dias de las células NK, se penso que la expresion de PD-1 podria variar y verse
aumentada transcurrido este tiempo. Por ello, se analizé también la expresién a dia 20,
comparando los resultados con lo obtenido a dia 0 en cada caso. De los 6 donantes
analizados, se comprobo que, en dos de ellos (NK1 y NK5), habia aumentado la expresiéon
de este receptor y, solo en uno de los casos (NK2), habia disminuido en comparacién
con el valor obtenido a dia O (figura 9). En los otros tres casos analizados (NK3, NK4,
NK6), la expresion de PD1 parecia no variar de manera significativa entre dia 0 y dia 20.
Por tanto, parece que la variacion en la expresiéon de PD1 en las células NK tras la
expansién y activacion de éstas varia en cada caso, sin observarse un patrén
determinado.

Por tanto, para asegurar esta posibilidad, seria necesario llevar a cabo ensayos de
citotoxicidad empleando las distintas células NK expandidas, comprobando si producen
el mismo efecto citotdxico sobre las muestras de LLC-B resistentes o si, por el contrario,
aquellas que expresan un menor nivel de PD-1 permiten obtener un mayor porcentaje
de muerte. Dado que no pudieron obtenerse mas muestras de sangre de las leucemias
resistentes analizadas (LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2016)), no fue posible realizar este
ensayo.
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Por otra parte, si la causa de la resistencia era debida a la interaccion entre PD-1 y su
ligando PD-L1, seria necesario bloquear esta unién o disminuir los niveles de expresién
del ligando en las células de LLC-B. Una opcién podria ser el empleo de distintos
farmacos, como la Lenalidomida nombrada previamente [53], o anticuerpos
blogueantes como pembrolizumab o nivolumab [49]. Se intentd llevar a cabo estos
ensayos con muestras congeladas de las leucemias y nuevas células NK, pero el nivel de
muerte basal fue muy elevado y no pudieron obtenerse resultados concluyentes.

Sin embargo, en 2017, se obtuvo una nueva muestra fresca de LLC-B del paciente 1. Este
paciente habia sido tratado previamente con idelalisib, un inhibidor de la PI3K §, cuyo
uso en el tratamiento de la LLC-B ha sido recientemente aprobado [58]. Se observé que
se habia perdido la expresidon de PD-L1, en comparacién con lo obtenido en la muestra
anterior de 2016 del mismo paciente resistente a las células eNK, donde la expresion de
PD-L1 habia sido de un 43.9%. Esto podria estar relacionado con el tratamiento recibido,
puesto que idelalisib es un inhibidor de la PI3K, la cual aparece implicada en la
transduccion de sefial del IFN-y, que induce la expresion de PD-L1 en los tumores y es
una observacién que podria tener interés clinico [55, 59]. La nueva muestra del paciente
1 en 2017 se ensayd frente a células eNK de tres donantes y se obtuvo una citotoxicidad
elevada en los tres casos, correlacionando con la pérdida de expresion de PD-L1. Es
decir, estos datos sugieren que la apariciéon de resistencias a las células eNK estan
relacionadas con la expresiéon de PD-L1, pero no lo demuestran fehacientemente.

Por otra parte, teniendo en cuenta que el DCA produce la inhibicién del crecimiento en
muchas células tumorales [36] asi como el aumento de la expresion del MHC-I en células
tumorales, se pensd que podria tener algun efecto sobre la expresion de PD-L1, por lo
que se llevaron a cabo distintos ensayos.

En el caso de HLA-E, se observa una disminucion en los niveles de expresién en todas las
muestras de LLC-B en presencia de DCA. Por tanto, esto podria estar evitando la
inhibicion de las funciones de las células NK provocadas por la union del HLA-E a su
receptor NKG2A. En cuanto a la expresion de HLA-ABC, se obtiene el resultado contrario
a lo observado en el caso de HLA-E. En presencia de DCA, aumenta la expresién en tres
de las cuatro muestras analizadas (LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2 (2016))
y permanece practicamente invariable en la muestra de LLC Pac.2 (2015). Este resultado
esta de acuerdo con estudios anteriores [39, 53].

Ademas, se observd que la expresion de PD-L1 habia disminuido en presencia de DCA
en las dos muestras de LLC-B resistentes. Esto hizo pensar que si la resistencia adquirida
a las células NK era debida a la interaccién de PD-L1 con su receptor, el DCA podria
revertir esta resistencia. Se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en presencia de
eNK, de DCA y del anticuerpo bloqueante anti-PD1, Pembrolizumab. Sin embargo, no
pudo demostrarse su efecto, puesto que la muerte basal fue muy elevada y no pudimos
considerar los resultados fiables.
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Estos ensayos se llevaron a cabo también sobre la muestra fresca del paciente 1
obtenida en 2017. La elevada citotoxicidad de las células eNK de tres donantes sobre
estas células de LLC-B no se vio afectada ni por la incubacidn previa con DCA ni por la
presencia del anticuerpo blogueante anti-PD1 durante los ensayos. Este resultado
podria deberse a la elevada citotoxicidad basal observada en estos ensayos.
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6. CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS

Tras analizar la expresion de distintos marcadores en las células de LLC-B, se
observa que los NCR han disminuido su expresion en las muestras resistentes a
las células eNK, mientras que la expresion de PD-L1 ha aumentado. En cuanto a
la expresidon de HLA-E y HLA-ABC, no se observan tendencias significativas.

De las seis muestras de células NK analizadas, dos mostraron un aumento en la
expresion de PD-1 a los 20 dias de expansién y activacidén, en una de ellas
disminuyd la expresion y tres mostraron valores similares a dia O y a dia 20. Por
tanto, parece que la expresién de PD1 en las células NK no sigue un patron fijo.

La droga metabdlica DCA produce una disminucion en la expresion de PD-L1 en
las muestras de LLC-B resistentes. Sin embargo, no pudo demostrarse su efecto
en ensayos de citotoxicidad.

Como se habia demostrado previamente, el DCA inhibe el crecimiento de las
células tumorales, pero no induce muerte celular, lo cual se observa en tres de
las cuatro muestras analizadas (LLC Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016) y LLC Pac.2
(2015)). En el caso de la muestra LCC Pac.2 (2016), el DCA no parece tener un
efecto toxico adicional.

Tras el tratamiento del paciente 1 con idelalisib (2017), las células de LLC-B han
perdido la expresién de PD-L1, lo cual puede estar producido por este
tratamiento.

La citotoxicidad de las células NK sobre la leucemia LLC Pac.1 (2017), tras el
tratamiento con idelalisib, fue muy elevada y el anticuerpo bloqueante anti-PD1
Pembrolizumab o el DCA no tuvieron ningun efecto adicional.

After analysing the expression of different markers in LLC-B cells, we observed
that NCRs have decreased their expression in resistant samples to eNK cells,
whereas PD-L1 expression has increased. As for the expression of HLA-E and HLA-
ABC, no significant trends are observed.

Of the six samples of NK cells analysed, two of them showed an increase in PD-1
expression at 20 days of expansion and activation, in one of them decreased this
expression and three of them showed similar values in day 0 and day 20.
Therefore, it seems that the expression of PD1 in eNK cells does not follow a
fixed pattern.
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The metabolic drug DCA reduces the expression of PD-L1 in resistant LLC-B
samples. However, its effect could not be demonstrated in cytotoxicity assays.

As previously demonstrated, DCA inhibits the growth of tumor cells but does not
induce cell death, which is observed in three of the four samples analyzed (LLC
Pac.1 (2015), LLC Pac.1 (2016) and LLC Pac.2 (2015)). In the case of the LCC
sample Pac.2 (2016), DCA does not appear to have an additional toxic effect.

After treatment of the patient 1 with idelalisib (2017), LLC-B cells have lost PD-
L1 expression, an effect that could be related with the treatment.

The cytotoxicity of NK cells on LLC Pac.1 (2017) cells, after treatment with
idelalisib, was very high and the anti-PD1 blocking antibody pembrolizumab or
DCA had no additional effect.
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