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RESUMEN

Restitucion de la Inmunidad Antitumoral a Partir de la Generacion de
Anticuerpos contra MICA

Vencer el escape inmune del tumor y erradicar los tumores y metastasis
constituye un desafio en inmuno-oncologia. Las células T CD8" citotdxicas y las
citotéxicas naturales (células NK) son jugadores importantes en la inmunidad tumoral.
Ambas poblaciones expresan NKG2D, un receptor activador que reconoce ligandos
tales como la proteina MICA (MHC class | chain-related protein A), expresada
principalmente en células tumorales lo que promueve su destruccion. Sin embargo, los
tumores pueden secretar el ectodominio de MICA como molécula soluble (sMICA), lo

que favorece el escape inmune del tumor.

En este contexto, razonamos que anticuerpos (Ac) anti-MICA podrian promover
la restauracion de la inmunidad tumoral a través de la estimulacion de la CCDA y la
depuracion de sMICA por formacion de complejos inmunes. Para producir dichos Ac,
generamos una proteina quimérica altamente inmunogénica (BLS-MICA) que consiste
en el ectodominio de MICA fusionado a la lumazina sintasa de Brucella spp. (BLS).
BLS-MICA se empleé para inmunizar ratones sanos y/o portadores de tumores para

investigar el efecto de los Ac anti-MICA sobre la inmunidad tumoral.

Los ratones inmunizados con BLS-MICA y desafiados con tumores que
expresan MICA (el linfoma EL-4 modificado para expresar MICA) mostraron un retraso
significativo en el crecimiento tumoral en comparacion con los ratones control
(inmunizados con BLS y desafiados con tumores control o que expresan MICA).
Mientras tanto, la administracion pasiva de Ac anti-MICA generados en ratones sanos
a ratones portadores del linfoma EL-4 o células tumorales de vejiga MB49 modificadas
para expresar MICA indujo una regresion significativa del crecimiento tumoral.
Ademas, el infiltrado de células inmunitarias intratumorales en el modelo MB49 mostré
que los ratones tratados con Ac anti-MICA mostraron mayor nimero de macroéfagos
con fenotipo M1/proinflamatorio, acompanados de un mayor porcentaje de células T
CD8" con experiencia antigénica. Asimismo, demostramos que los Ac anti-MICA
fueron capaces de mediar, in vitro, CCDA contra tumores MICA". Por otra parte, la pre-
incubacion de las células tumorales MICA™ con Ac anti-MICA y su posterior inoculacion

en ratones sanos mostré que estos Ac promueven la eliminacién de los tumores.



Utilizando un ensayo disenado en nuestro laboratorio para medir sMICA, encontramos
en los ratones con tumores MICA" inmunizados con BLS-MICA niveles de sMICA
significativamente mas bajos que en los ratones inmunizados con BLS. Asimismo,
también encontramos una correlacién positiva significativa entre la concentracién de
sMICA en los sueros y el volumen tumoral, lo que pone en evidencia la importancia de

los Ac anti-MICA como una terapia capaz de reducir los niveles de sMICA.

Nuestros resultados indican que los Ac anti-MICA pueden restablecer la
inmunidad antitumoral y que la proteina quimérica BLS-MICA constituye un

inmunogeno prometedor para los pacientes con cancer.

Palabras clave: MICA, BLS, Células NK, Inmunologia Tumoral, NKG2D



ABSTRACT

Restitution of antitumor immunity through the generation of antibodies
against MICA

To overcome tumor immune escape and eradicate established tumors and
metastases constitutes a challenge in immuno-oncology. Natural killer (NK) and
cytotoxic CD8" T cells are major players during tumor immunity. Both express NKG2D,
an activating receptor that recognizes ligands such as MICA (MHC class | chain-
related protein A) expressed mostly on tumor cells. Although MICA promotes tumor cell
destruction under certain circumstances, tumors can shed the ectodomain of MICA as

soluble molecule (sMICA), which mediates tumor immune escape.

In this context, we reasoned that anti-MICA antibodies (Ab) may promote
restoration of tumor immunity through the stimulation of Ab-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC) and scavenging of sMICA through the formation of immune
complexes. To produce such Ab, we generated a highly immunogenic chimeric protein
(BLS-MICA) consisting of the ectodomain of MICA fused to the protein lumazine
synthase from Brucella spp. (BLS). BLS-MICA was used it to immunize healthy and

tumor-bearing mice to investigate if anti-MICA Ab can reinstate tumor immunity.

Mice immunized with BLS-MICA and challenged with MICA-expressing tumors
displayed a significant delay in tumor growth compared to control mice (immunized
with BLS and challenged with control or MICA-expressing tumors). In addition, passive
administration of anti-MICA Ab to mice carrying EL-4 lymphoma or MB49 bladder
tumor cells engineered to express MICA induced significant tumor regression. Also, the
tumor immune cell infiltrate in the MB49 model showed that mice treated with anti-
MICA Ab displayed higher intratumoral macrophages skewed to a M1/proinflammatory
phenotype, accompanied by a higher percentage of antigen-experienced CD8" T cells
than mice that received control Ab. Moreover, anti-MICA Ab triggered CCDA in vitro
against MICA™ tumors, while injection of MICA™ tumor cells preincubated with anti-
MICA Ab in naive mice resulted in a complete protection. Using an assay developed in
our laboratory to measure sMICA, we observed that mice with MICA® tumors
immunized with BLS-MICA had significantly lower levels of sMICA than mice

immunized with BLS. Likewise, we found a significant positive correlation between the



amounts of sMICA in the sera of the mice and the tumor volume, highlighting the
importance of a therapy capable of reducing sMICA levels through the induction of anti-
MICA Ab.

Our results indicate that anti-MICA Ab can reinstate antitumor immunity and that
the chimeric protein BLS-MICA constitutes a promising therapeutic approach for

cancer patients.

Keywords: MICA, BLS, NK cells, Tumor immunology, NKG2D



A mi Director de Tesis el Dr. Norberto Zwirner por dirigirme y formarme durante
mi estadia en el Laboratorio de Fisiopatologia de la Inmunidad Innata, por haber
conseguido con mucho esfuerzo todo lo necesario para la realizacion de este trabajo,
por fomentar las colaboraciones con otros grupos de investigacion, los viajes a
congresos nacionales e internacionales y por corregirme incansablemente este

manuscrito.

Al Dr. Gabriel Rabinovich a quien durante la licenciatura segui como Cientifico,
pero primero conoci como Persona. Con su enorme generosidad me permitié usar
reactivos, equipamiento, espacios en el bioterio y animales como si fuera parte de su
laboratorio sin pedirme nada a cambio e incluso casi sin conocerme. Luego lo conoci
como Profesor en las entrafables clases de Inmunoquimica donde desperté mi pasion
por la inmunologia. Finalmente, ahora lo conozco como Director y ademas de ser una
fuente de inspiracion cientifica debo agradecerte Gaby por tu amistad, por
emocionarme nuevamente con gigantes proyectos y por dejarme continuar mi
formacion en tu increible grupo. Espero ahora poder devolverte algo de todo lo que

vos me diste.

A la Dra. Monica Wachsman, con quien realicé la Tesis de Licenciatura y una
larga estadia en el Laboratorio de Virologia del entonces llamado Departamento de
Quimica Biolégica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales entre el 2008 y el
2013. Cuando llegue al laboratorio de Ménica no sabia ni agarrar una pipeta. Ahora
mas o menos sé y en un 90% se lo debo a ella. Moni me presenté a cuanta Beca
encontramos, me consiguié decenas de colaboraciones, me mando a innumerables
congresos, aca y afuera y pipeted por mi cuando yo estaba dando los ultimos finales
de la carrera. Gracias Moni porque por las publicaciones que conseguimos juntos

siempre mi camino fue un poco mas facil.

A Vivi y Luis, que me codirigian —de palabra- y siempre me ayudaron. A Laura,
Nelly y Elsa que siempre colaboraron durante mi estadia en su laboratorio. A todo el

grupo de Virologia y al laboratorio de Sintesis Organica de la Dra. Galagovsky.

Al Laboratorio 308. A Damian con quien pipeteé los primeros experimentos. A

Andre —la mejor purificadora de células dendriticas del mundo- y Xime —que me ayudo



a dar mis primeros pasos en el bioterio- con quienes comparti muchos dias, noches y
fines de semana trabajando juntos. A Sol, Jessi y Flor con quienes comparti el final de
mi doctorado. A Caro y Mer por codirigir el laboratorio y participar intelectualmente de
todos los experimentos. A Sherman por su amistad y que ahora a la distancia y a

través de una pantalla me sigue acompafando.

Al Laboratorio 236. En especial a Santi quien me acercé al IBYME y es mi gran
amigo. A todos por hacerme parte del laboratorio cuando aun no lo era y por toda la
ayuda y consejos. Somos miles, imposible nombrarlos a todos, pero de los grandes en
especial a Marian, Pela, Panza, Ada, Romi, Vicky y Tuqui. De los chiquitos
especialmente a Nicolino, Lucho, el Polaco, Flor y Verito. A JuanK, Mormon, Pablo,
Rosa, Gastén y Sabri por el enorme trabajo que hacen. A la Fundacion Sales que me

apoya economicamente en este periodo de transicion.

A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales donde me formé

académicamente y conoci amigos entrafiables.

A las Jurados que amablemente aceptaron leer y evaluar esta tesis con el

tiempo que ello implica, mil gracias.

Al CONICET vy al IBYME por el apoyo econdémico y el espacio fisico para
realizar mi trabajo de Tesis Doctoral, respectivamente. A los laboratorios del Dr.
Fernando Goldbaum en FIL e INMUNOVA. A las instituciones y empresas nacionales

e internacionales que financiaron este proyecto.

A mi Mama y a mi Papa, por criarme en una familia llena de amor y respeto.
Por cuidarme tanto, por los juegos de quimica, por las ensefianzas y los valores, por el
carino en copiosas cantidades y por el apoyo en todas mis decisiones. A mi familia
paterna y materna, a los que estan y a los que ya no. A Sofia, mi hermana, que llego
23 anos después que yo y que amo con locura. A mis papas postizos Edu y Cris, a mis
cunados Cami y Agus que me hicieron tio de Goyo, a Fideo por quererme -aunque
haya nacido con dos pies izquierdos- a mi madrina y cufiada Juani, a la abuela Marta,
al tio Claudio y al tio David. A mis hijos peludos y de nariz hiumeda Canela y Zucchini
que tanto amo y tanto me hacen renegar (si alguien quiere dos perros salchicha ya

criados y esta leyendo esto, que se contacte conmigo).

A mis hermanos postizos, que como es mi Tesis voy a mencionar por sus
apodos (contra la voluntad de mi mujer): Pancho, Marito, Mati y Dario. A Nato, Bebu,

Cebolla, Pela, Chaparrito, Hanson, a mi padrino el Viejo, a Bata, a Batman, a Brucie,



al Celoso, al Doc, al Fiscal, a Flequillo, a Gustavo cremas, al Loco de la Grua, a
Gimenez Nenash, a Zopi, al Radiologo, a Emi, al Bafero, a Norris, a Seba el lindo, a
Pataditas, a Pepino, a Pilates, a Zopi, al Tomografo, a BigMax, a Javito, a Mestre Rati,

Mestre Pichon y Mestre Gus.

Por ultimo, a mi esposa y amor de mi vida, Guada. Por apoyarme como nadie,
por cuidarme y siempre potenciarme. Por construir conmigo un hogar y por compartir
juntos todos nuestros suefios. Por todas nuestras aventuras y locuras, aca y en el

mundo. Por ser mi nueva familia. Por ser uno y por planear ser mas de dos.



Los siguientes trabajos fueron presentados durante el transcurso de esta Tesis
Doctoral en revistas internacionales con referato:

e Torres NI, Noll KS, Xu S, Li J, Huang Q, Sinko PJ, Wachsman MB and
Chikindas ML. Safety, formulation, and in vitro antiviral activity of the
antimicrobial peptide subtilosin against herpes simplex virus type 1.
Probiotics and Antimicrobial Proteins 2013. 5 (1): 26-35.

¢ Ruiz Martinez RC, Wachsman MB, Torres NI, Todorov SD and Gombossy de
Melo Franco BD. Biochemical, antimicrobial and molecular
characterization of a noncytotoxic bacteriocin produced by Lactobacillus
plantarum ST71KS. Food Microbiology 2013. 34 (2): 376-381.

e Quintana VM, Torres NI, Wachsman MB, Sinko PJ, Castilla V and Chikindas
ML. Anti - herpes simplex virus type 2 activity of the antimicrobial peptide
subtilosin. Journal of Applied Microbiology 2014. 117: 1253-1259.

e Ziblat A, Domaica CI, Spallanzani RG, Raffo Iraolagoitia XL, Rossi LE, Avila
DE, Torres NI, Fuertes MB, and Zwirner NW. IL-27 stimulates human NK-cell
effector functions and primes for IL-18 responsiveness. European Journal
of Immunology 2015. 45 (1): 192—-202.

e Torres NI*, Spallanzani RG*, Avila DE*, Ziblat A, Raffo Iraolagoitia XL, Rossi
LE, Domaica CI, Fuertes MB, Rabinovich GA and Zwirner NW. Regulatory
Dendritic Cells Restrain NK Cell IFN- y Production through Mechanisms
Involving NKp46, IL-10, and MHC Class |- Specific Inhibitory Receptors.
The Journal of Immunology 2015. 195 (5): 2141-2148.

*NIT, RGS y DEA comparten la primera autoria.

e Zanetti SR, Ziblat A, Torres NI, Zwirner NW, and Bouzat C. Expression and
Functional Role of a7 Nicotinic Receptor in Human Cytokine-Stimulated
NK Cells. Journal of Biological Chemistry 2016. 291 (32): 16541-16552.



Raffo Iraolagoitia XL, Spallanzani RG, Torres NI, Araya RE, Ziblat A, Domaica
Cl, Sierra JM, Nunez SY, Secchiari F, Gajewski TF, Zwirner NW and Fuertes
MB. NK Cells Restrain Spontaneous Antitumor CD8+ T Cell Priming
through PD-1/PD-L1 Interactions with Dendritic Cells. The Journal of
Immunology 2016. 197 (3): 953-61

Ziblat A, Nunez SY, Raffo Iraolagoitia XL, Spallanzani RG, Torres NI, Sierra JM,
Secchiari F, Domaica CIl, Fuertes MB, Zwirner NW. Interleukin (IL)-23
Stimulates IFN-gamma Secretion by CD56(bright) Natural Killer Cells and
Enhances IL-18-Driven Dendritic Cells Activation. Frontiers in Immunology
2017. DOI 10.1007/s00066-018-1292-4.

Nunez SY, Ziblat A, Secchiari F, Torres NI, Sierra JM, Raffo lraolagoitia XL,
Araya RE, Domaica Cl, Fuertes MB, Zwirner NW. Human M2 Macrophages
Limit NK Cell Effector Functions through Secretion of TGF-beta and
Engagement of CD85j. Journal of Immunology 2018. 200 (3): 1008-1015.

Stival C, Ritagliati C, Xu X, Gervasi MG, Luque GM, Baro Graf C, Vega-Beltran
JL, Torres NI, Darszon A, Krapf D, Buffone MG, Visconti PE, Krapf D.
Disruption of protein kinase A localization induces acrosomal exocytosis
in capacitated mouse sperm. Journal of Biological Chemistry 2018.
293(24):9435-9447.

Puga Molina LC, Pinto NA, Torres NI, Gonzalez-Cota AL, Luque GM,
Romarowski A, Krapf D, Santi C, Trevino CL, Darszon A, Buffone MG.
CFTR/ENaC dependent regulation of membrane potential during human
sperm capacitation is initiated by bicarbonate uptake through NBC.
Journal of Biological Chemistry 2018. 293(25):9924-9936.

BLS-MICA CHIMERIC PROTEINS USEFUL IN RESTORATION OF ANTI-
TUMOR IMMUNITY. USPTO. Ref: P4462US00. N° US 62/619322. Inventores:
Goldbaum FA, Zylberman V, Pardo RP, Hiriart Y, Lauche C, Zwirner NW,
Torres NI. Solicitante: INMUNOVA SA. / CONSEJO NACIONAL DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y TECNICAS (CONICET)



Resumen 2

ABSTRACT 4
INDICE 11
Antecedentes 13

Células NK 14

Generalidades 14
Subpoblaciones de células NK 15
Receptores involucrados en la actividad de células NK 17
LT cD8" 22
Células dendriticas 24
CDs en cancer 25
Macrdéfagos 26
Macroéfagos en cancer 27
Ligandos de NKG2D 29
Polimorfismo 32
Expresion y modulacion de MICA 32
NKG2DLs en tumores 33
Enfermedades Neopldsicas 35
$Que es una neoplasia? 36
El rol del microambiente 37
Inmunologia tumoral: Teoria de las 3 E 38
Mecanismos de escape tumoral 42
Modificacion de la expresion de proteinas de superficie 42
Expansion y reclutamiento de células inmunosupresoras y liberacion de
factores solubles 43
Inmunoterapias 45
El eje NKG2D-NKG2DL como blanco de inmunoterapias 47
Materiales y Métodos 51

Produccion de la proteina recombinante BLS-MICA 52

Lineas celulares y condiciones de cultivo 55

Citometria de Flujo, anticuerpos y equipos 55

Ratones 56

Inmunizacion de ratones C57BL/6 con la proteina BLS-MICA 57

Produccion de lineas celulares de raton que expresan establemente MICA 58

Experimentos de desafio tumoral 59

ELISA 61

Ensayo de actividad metabdlica MTS y proliferacion y muerte celular 62



Aislamiento de células NK 63

Ensayo de citotoxicidad in vitro 63
Ensayo de citotoxicidad in vivo 63
Andlisis de tumores in silico 64
Modelado de BLS-MICA y prediccion de propiedades 64
Andlisis estadistico iError! Marcador no definido.
RESULTADOS 66
Produccion de la proteina quimérica BLS-MICA 67
Estructura de la proteina BLS-MICA 67
Inmunizacion de ratones C57BL/6 con la proteina BLS-MICA 68
Cinética de la expresion de NKG2D tras la administracion de BLS-MICA. 72
Transduccion de lineas celulares murinas con MICA 73
Efecto sobre el crecimiento tumoral de la inmunizacién activa con BLS-MICA. 77
Inmunizaciones profildcticas con BLS-MICA 79
Desarrollo de un kit de deteccion de sMICA 81
Efecto terapéutico de los anticuerpos aMICA en el crecimiento tumoral 83
Infiltrado tumoral 86
CCDA in vitro e in vivo 88
Discusion 91
Conclusiones 100
Bibliografia 102






CELULAS NK

GENERALIDADES

Las células citotéxicas naturales (Natural Killer o NK por sus siglas en inglés)
son actores fundamentales de la inmunidad innata que se destacan por constituir la
principal fuente de interferén (IFN)-y y por su capacidad de mediar citotoxicidad frente
a ciertas células tumorales o células infectadas por virus [1-3]. Recientemente, se
postulé el concepto de que las células NK pertenecen a una familia mas amplia,
designada como células linfoides innatas del grupo 1 (Innate Lymphoid Cells, ILCs por
sus siglas en inglés) que ademas incluye a otras células llamadas ILC1. Las ILC1 son
en gran medida células no citotdxicas capaces de producir IFN-y y Factor de Necrosis
Tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNF, por sus siglas en inglés) implicadas en la
inmunidad contra bacterias y parasitos intracelulares. Por otro lado, las ILC2, otro
grupo de células pertenecientes a las ILC, producen citoquinas asociadas a las células
T colaboradoras de tipo 2 (T helper 2, o Th2 por sus siglas en inglés) promoviendo la
inmunidad antihelmintos, la inflamacién alérgica y la reparacion de tejidos. Finalmente,
las células del grupo ILC3 producen, segun los estimulos que reciban, IL-17A, IL-17F,
IL-22, Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF, por sus siglas en inglés) y TNF y
pueden promover la inmunidad antibacteriana, la inflamacién crénica y la reparacién
de tejidos [4].

A través de las citoquinas que las células NK secretan contribuyen a la
generacion de un perfilado de la inmunidad adaptativa hacia un tipo T colaborador 1 (T
helper 1 o Th1 por sus siglas en inglés) y citotoxico mediado por linfocitos T CD8" (LT
CD8") [5, 6], mas efectivo para la eliminacion de tumores e infecciones virales [6, 7].
Ademas, las células NK pueden producir otros mediadores solubles tales como TNF y
GM-CSF [8, 9]. Por otro lado, las células NK desempenan un rol central en una red de
didlogos cruzados regulatorios con diversas células entre las que se encuentran las
células dendriticas (CDs), los macrofagos y las células T con el objeto de promover o

restringir respuestas mediadas por el sistema inmune [10-16].

Las células NK constituyen la tercera poblacién de células linfoides en sangre

periférica en humanos, y se definen fenotipicamente como células que carecen de la



expresion de CD3 pero expresan CD56 en su superficie [17]. Por el contrario, las
células NK de ratén carecen de la expresion de CD56 y se definen fenotipicamente
como células CD3'CD49b* (y/o alternativamente como CD3'NK1.1" en la cepa
C57BL/6). En sangre periférica, las células NK murinas representan entre un 6 y 10%
de las células linfoides. Una diferencia critica que existe entre las células NK humanas
y de ratdn es el hecho de que en humanos, estas células se alojan en grandes
cantidades en tejidos linfoides secundarios incluso en ausencia de procesos
infecciosos periféricos o sistémicos, mientras que en ratones esta poblacion celular es
escasa en tejidos linfoides secundarios y es reclutada a estos sitios como
consecuencia de la migracion de CDs maduras a los drganos linfoides secundarios en

respuesta a estimulos pro-inflamatorios en tejidos periféricos [18].

Las células NK se encuentran presentes en numeros normales en ratones
deficientes en el gen activador de la recombinacién 1 (Recombination Activating Gene
1, RAG-1 por sus siglas en inglés) o RAG-2 [19], lo cual llevé a pensar que estas
enzimas son prescindibles para la ontogenia o generacion de células NK, en
contraposicion con lo que sucede con linfocitos B y T [20]. Sin embargo, recientemente
se encontré que aproximadamente el 40% de las células NK proviene de precursores
en los cuales los genes RAG estuvieron activos y que esta expresion podria
determinar distintos tipos de subpoblaciones de células [21]. Las células NK, al igual
que las células B, T y las células de linaje mieloide, se desarrollan primariamente en
médula 6sea. Se ha demostrado que las células NK se generan a partir de
precursores CD34" que se hallan presentes en médula 6sea, higado fetal o neonatal,
bazo, ganglios linfaticos y timo [22]. Para su maduracion requieren de varias
citoquinas, entre las cuales la interleuquina (IL)-15 transpresentada por células
estromales de médula 6sea parece cumplir un papel central en la diferenciacion hacia
el linaje de células NK [21]. Otras citoquinas como IL-7, Stem Cell Factor (SCF por sus
siglas en inglés) y el ligando de FIt3 (FIt3-L, por sus siglas en inglés) jugarian ademas

un papel relevante durante las etapas tempranas de maduracion [23].

SUBPOBLACIONES DE CELULAS NK

Las células NK pueden clasificarse en diferentes subpoblaciones tanto en
humanos como en ratones. Las células NK humanas se clasifican de acuerdo a los
niveles de expresion de CD56 y CD16. La mayoria de las células NK circulantes

presentan el fenotipo CD56°™CD16*, son capaces de mediar efectos citotdxicos contra



células blanco y producen citoquinas luego de su activacion [24]. Por el contrario, las
células CD56""CD16", que constituyen la subpoblacion predominante en 6rganos
linfoides secundarios, pueden producir grandes cantidades de citoquinas, incluyendo
IFN-y, TNF y GM-CSF luego de la estimulacién por citoquinas proinflamatorias pero
presentan una baja capacidad citotéxica [24]. Se ha demostrado que las células
CD56°""'CD16™ pueden diferenciarse en células CD56%™"CD16" y estudios recientes
demostraron que las células NK CD56°"CD16" pueden sufrir modificaciones

posteriores en su diferenciacion y en su funcién a lo largo del tiempo [25].

Por otro lado, las células NK de ratén comparten muchas caracteristicas con
las células NK humanas pero la falta de expresién de CD56 dificulta establecer
poblaciones de células NK funcionalmente comparables en ratones. No obstante, las
distintas poblaciones de células NK murinas pueden ser clasificadas en base a la
expresion de principalmente CD27 y CD11b segun se muestra en la Figura 1 [26]. Las
células NK maduras se identifican por la expresion de la integrina CD11b [27]. En
experimentos de transferencia adoptiva, se ha observado que las células NK
inmaduras atraviesan el estadio CD27" antes de alcanzar el grado de diferenciacion
terminal CD27°CD11b" [28]. De todos modos, las células NK CD27* adquieren mayor
funcién citotoxica, capacidad de proliferacién y secrecién de IFN-y luego de un
estimulo con IL-12 o IL-18 con respecto a las células NK CD27". Por otra parte, las
células NK CD27°CD11b" expresan CXCR3, lo cual les confiere la capacidad de
migrar hacia tejidos linfoides siguiendo el gradiente de las quimiocinas CXCL10 y
CXCL11. Estas células se diferencian progresivamente hacia células NK
CD11b"CD27", las que conforman una subpoblacion terminalmente diferenciada, de
mayor vida media, que reside preferencialmente en érganos no linfoides. Algunos
estudios sugieren ademas que, dentro de las células NK inmaduras (definidas como
CD11b'CD27") existe una subpoblacion con funciones regulatorias, denominadas
“células NK regulatorias” [29]. Se observd que estas células expresan moléculas que
ejercen funciones inmunosupresoras tales como CTLA-4, Lag-3 y PD-L1, a través de

las cuales modulan la respuesta inmune [15].
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Figura 1. Estadios madurativos de las células NK de ratén. Subpoblaciones de células NK
de acuerdo con su estadio madurativo en ratén y su distribucién en diferentes 6rganos.
Modificado de [30].

RECEPTORES INVOLUCRADOS EN LA ACTIVIDAD DE
CELULAS NK

Las células NK expresan una amplia variedad de receptores que les permiten
reconocer sus blancos celulares y activarse también frente a estimulos solubles. Estos
receptores pueden ser de distintos tipos e incluyen a receptores activadores,
inhibitorios, de adhesion, de citoquinas y receptores de reconocimiento de patrones
(RRP). La integracién de todas estas sefales determina si las células NK se activan o
no [31].

Entre los receptores inhibitorios se encuentran aquellos que reconocen las
moléculas de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Estos
receptores y sus ligandos, las moléculas H-2 (histocompatibilidad-2) en ratones y los
antigenos leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigens, HLA por sus siglas en

inglés) estan codificados por genes polimoérficos [32, 33]. En condiciones de reposo,



las células NK se mantienen en un estado inactividad funcional debido a que estos
receptores desencadenan sefales inhibitorias [34]. Sin embargo, las células NK
pueden reconocer células que disminuyeron la expresion de moléculas de clase | del
CMH por transformacién o infeccién viral, fendmeno al que se conoce como pérdida
de lo propio (missing self). Entre los receptores inhibitorios especificos para moléculas
de clase | del CMH se encuentran, en humanos, los receptores KIR (Killer-cell
Immunoglobulin-like Receptors) y, en ratones, los homo-dimeros de la familia de las
lectinas de tipo C Ly49 inhibitorios, como Ly49A y Ly49C, entre otros; y los
heterodimeros CD94/NKG2A en ambas especies [35-37]. Cuando estos receptores
reconocen sus ligandos, secuencias localizadas en sus colas citoplasmaticas
denominadas Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif (ITIMs por sus siglas en
inglés) ponen en marcha cascadas de sefalizacion intracelulares que promueven la
inactivacion de la célula NK [38]. Existen otros receptores inhibitorios tales como
CD244 (2B4) y TIGIT que reconocen moléculas diferentes a las moléculas de clase |
del CMH [39, 40].

Sin embargo, los mecanismos que regulan la activacion de las células NKs son
complejos e involucran procesos que ocurren durante su ontogenia. La expresion de
moléculas de clase | del CMH en células blanco no gobierna exclusivamente la
activacion de las células NK y, de hecho, entre un 10 y un 20% de las células NK de
sangre periférica no expresan los receptores KIR con especificidad hacia las
moléculas de clase | del CMH de ese individuo [41]. Paraddjicamente, estas células
NK son hiporeactivas contra las células propias e, in vitro, son refractarias a la
activacion. Distintos modelos intentan explicar la activacion de las células NK. Segun

el modelo de licenciamiento, durante la ontogenia de las células NK en la médula

Osea, la expresiéon de receptores inhibitorios KIR permite que se desencadenen
sefiales intracelulares cuando estos receptores reconocen a las moléculas de clase |
del CMH en las células estromales. Esto promoveria la maduracién funcional de las
células NK. Aquellos precursores de células NK que expresen receptores inhibitorios
que no reconozcan eficientemente a moléculas de clase | del CMH propias no

finalizaran su maduracion funcional [42]. De acuerdo con el modelo de armado y

desarme, durante la ontogenia de las células NK, la expresion de receptores
inhibitorios que reconocen a moléculas de clase | del CMH promueve la expresion de
receptores activadores, que luego son capaces de reconocer a sus ligandos sobre las
células estromales de médula ésea, permitiendo el ajuste del umbral de activacion de
células NK para hacerla no reactiva contra las células propias completando su proceso

de maduracion. Los precursores de células NK que expresen receptores inhibitorios



gue no reconozcan a las moléculas de clase | del CMH propias también expresaran
receptores activadores que reconoceran los ligandos especificos sobre las células
estromales. Consecuentemente, estas células sufriran sobreestimulacion que
conducira a la generacion de células NK hiporespondedoras o anérgicas [43]. Segun

el modelo del redstato, durante la ontogenia de las células NK, la capacidad de

respuesta se ajusta permanentemente mediante una recepcién continua de sefales
estimuladoras a través de distintos receptores activadores e inhibitorios [40, 44-46], de
forma tal que la célula NK puede reajustar continuamente su umbral de activaciéon con

el objeto de mantenerse anérgica contra células normales propias [47, 48].

Los receptores activadores pueden detectar cambios en la expresion de
moléculas propias que se encuentran en bajos niveles en condiciones basales pero
cuya expresidon se incrementa durante distintos estimulos que inducen estrés o en
células que experimentan transformacion tumoral (Figura 2). Uno de los receptores
activadores mas importantes y estudiados de células NK, que también se expresa en
LT CD8", es el receptor NKG2D o CD314 [49-52]. Se ha demostrado, en modelos in
vivo, la relevancia de NKG2D en la inmunovigilancia contra tumores epiteliales y
linfoides [53, 54]. Acerca de NKG2D vy los ligandos de NKG2D (de ahora en mas
llamados NKG2DLs) hablaremos mas adelante, pero es importante destacar que, en
respuesta al dafo al ADN, procesos de transformacion e infecciones virales se
produce un aumento en la expresion de NKG2DLs, los cuales estimulan a las células

NK para que desarrollen funciones efectoras contra estas células [55, 56].

Ademas de NKG2D, las células NK expresan una amplia variedad de otros
receptores activadores, entre los que se encuentran los receptores de citotoxicidad
natural (Natural Cytotoxicity Receptors, NCRs por sus siglas en inglés), los cuales se
encuentran involucrados en la activacién de células NK frente a células tumorales. La
familia de NCRs comprende a NKp46 (NCR1 o CD335) [57], NKp44 (NCR2 o CD336)
[58] y NKp30 (NCR3 o CD337) [59]. Sin embargo, los ligandos de los NCRs no fueron
completamente identificados a excepciéon de algunos pocos [60, 61] e incluso
dependiendo del contexto los NCRs pueden tener efectos activadores o inhibitorios

[12], dificultando la comprensién de su rol en la inmunovigilancia tumoral [62].
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Figura 2. Reconocimiento de células tumorales por parte de células NK. A) Las células NK
permanecen en reposo al enfrentarse a células normales, debido a que predominan las senales
inhibitorias (ausencia de activacion). B) Las células tumorales pueden perder la expresion de
las moléculas de clase | del CMH, lo cual activa a las células NK ante la ausencia de sefales
inhibitorias. Este mecanismo de activacién se conoce como “pérdida de lo propio” o missing
self. C) Las células NK pueden ser activadas selectivamente por células sometidas a
condiciones de estrés, las cuales aumentan la expresion de ligandos activadores para células
NK vy, por lo tanto, superan las sefales inhibitorias. Este mecanismo se conoce como
“induccidon por estrés”. En ambas condiciones, la activacion de células NK conduce a la
eliminacion de la célula tumoral directamente mediante la citotoxicidad mediada por células NK
o indirectamente (a través de la produccion de citoquinas, como el IFN-y). El esquema fue
tomado y modificado de [63].

Cabe destacar que las células NK humanas y de ratén expresan el receptor
FcyRIIIA/CD16, el cual reconoce a través de su region Fc a Ac unidos a células blanco

y desencadena la CCDA. Un numero creciente de evidencias indica que la CCDA
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contribuye a la respuesta clinica beneficiosa en pacientes que padecen cancer
tratados con Ac monoclonales (AcMo) [64], tales como el tratamiento con Rituximab
[65, 66], lo que indica que las células NK estan involucradas en las respuestas

antitumorales mediadas por algunos agentes terapéuticos.

La citotoxicidad contra células blanco puede ser llevada a cabo por dos
mecanismos diferentes. Las células NK almacenan proteinas citotéxicas dentro de
granulos especializados. Tras reconocer a la célula blanco establecen una sinapsis
inmunolégica con ésta, liberando granzima B, una serinproteasa capaz de activar
caspasas, y perforina, una proteina desestabilizante de membranas. La internalizacion
de estos componentes principalmente a través del receptor de manosa 3-fosfato
(MPR), conduce a la formacion de una vacuola de pH acido que induce la activacién
de las perforinas que ejercen efectos desestabilizantes sobre la membrana de la
vacuola endocitica permitiendo que la granzima B acceda al citosol de la célula blanco
y ponga en marcha el sistema de caspasas que inducen la muerte por apoptosis [67,
68].

En el segundo mecanismo, participan miembros de la familia del receptor de
TNF tales como CD178 (mas conocido como ligando de Fas o FasL) y TRAIL (TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand). Una vez activadas, las células NK comienzan a
expresar FasL en su superficie, lo que les permite unirse a diversas células que
expresan su receptor CD95 (Fas). La interaccion entre Fas y FasL induce la
trimerizacién de Fas en la célula blanco promoviendo la activacion de una cascada de
caspasas que involucra a la caspasa 8 y conduce a la apoptosis de la célula blanco
[69]. Ademas, las células NK pueden inducir apoptosis a través de TRAIL, de forma
similar a lo descripto para FasL. A diferencia de FasL, que presenta un solo receptor
en la célula blanco (la molécula Fas), TRAIL tiene cuatro receptores distintos
denominados DR4 (también conocidos como TRAIL-R1 o APO-2), DR5 o TRAIL-R2,
DcR1 o TRAIL-R3 y DcR2 o TRAIL-R4. Sé6lo DR4 y DR5 son capaces de inducir
apoptosis como consecuencia de su trimerizacién inducida por TRAIL. En cambio,
DcR1 y DcR2 inhiben la induccién de apoptosis gatillada a través de DR4 y DR5, ya
que reconocen a TRAIL, pero carecen de dominios intracelulares de activacién y por lo

tanto secuestran a TRAIL, previniendo su reconocimiento por DR4 y DR5 [70].
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LT CD8"

Los LT CD8" son células de la inmunidad adaptativa con una extraordinaria
capacidad para reconocer antigenos (Ag) especificos. Una vez activados, mediaran la
destruccion de células blanco gracias a su capacidad citotoxica y de secretar IFN-y. En
condiciones normales, los LT CD8" no desencadenan respuesta contra antigenos
propios, pero generan una respuesta especifica frente a algunos antigenos, como los
antigenos tumorales, en parte gracias a mecanismos de seleccion durante la
ontogenia de los LT. Gracias al proceso de recombinacion somatica al que estan
sometidos los genes que codifican para el Receptor de Células T (TCR, por sus siglas
en inglés) los LT son capaces de reconocer una amplisima variedad de antigenos
peptidicos presentados en el contexto de moléculas del CMH. Durante su desarrollo,
los LT inmaduros son seleccionados en base a su capacidad de interaccionar
adecuadamente con moléculas del CMH y débilmente con antigenos propios
expresados en el timo, dando lugar a un repertorio extensisimo de LT CD8" naive
diferentes, cada uno con una especificidad propia [71, 72]. Esto implica que cada clon
esta representado en una bajisima proporcién [73]. Este pequeiisimo numero de
células circula por sangre y linfa a través de todo el organismo y circula diariamente
atravesando los distintos o6rganos linfoides secundarios, recibiendo sefiales de

sobrevida mediante las interacciones débiles que establecen a través de su TCR.

Los LT CD8" naive expresan elevados niveles de CD62L (L-selectina) y de
CCRY7 lo que facilita la entrada a los 6rganos linfoides secundarios guiados por las
guemoquinas CCL19 y CCL21 [74]. Cuando eventualmente, a través de su TCR,
detectan a su antigeno especifico en el contexto de moléculas de clase | del CMH en
una célula presentadora de antigeno (CPA), se genera la primera sefal de activacion;
si ésta se produce en ausencia de una segunda sefal dada por el reconocimiento de
moléculas coestimulatorias a través de CD28, la célula entra en un estado de anergia
[75]. Si el LT CD8" naive, en cambio, recibe las dos sefiales, se activara y atravesara
un proceso de expansion clonal aumentando su nimero inicial entre 10° y 10* veces
[76], diferenciandose en células efectoras, algunas de las cuales tienen la capacidad
de generar células de memoria capaces de responder rapidamente ante un

reencuentro con el antigeno [77].

Los LT CD8" activados experimentan una disminucion en la expresion de

CD62L y de CCRY7 junto con un aumento en la expresion CXCR3, lo que les permite
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entrar a los tejidos periféricos inflamados [78]. Estos LT CD8" efectores con capacidad
citotéxica, son capaces de eliminar células que presenten el antigeno especifico en
sus moléculas de clase | del CMH [79]. Estos linfocitos que encontraron al antigeno se
los define por el marcador CD44 [80]. Si bien en este punto ya no requieren una
segunda sefal provista por moléculas coestimulatorias, para que se produzca la
sinapsis inmunolégica es necesaria la interaccion entre distintas moléculas de
adhesion, como CD103 o el heterodimero CD11a/CD18 (LFA-1), con la célula blanco
[81].

La citotoxicidad mediada por LT CD8" es llevada a cabo por los mismos dos
mecanismos que utilizan las células NK. Asimismo, al igual que las células NK, los LT
CD8" activados no sélo son capaces de ejercer citotoxicidad, sino que también pueden
producir citoquinas tales como IFN-y y TNF. El IFN-y es fundamental en la defensa
contra patdgenos intracelulares y en la inmunidad antitumoral ya que favorece el
procesamiento y presentaciéon de antigenos en moléculas de clase | del CMH.
Ademas, favorece la generacion de respuestas proinflamatorias debido a que, por un
lado, promueve la diferenciaciéon de macrofagos hacia un perfil proinflamatorio y, por
otro, induce un aumento en la produccién de IL-12 por las CDs perfilando la respuesta
de los LT CD4" naive hacia un perfil de tipo Th1 [82]. En el contexto de un tumor, el
IFN-y es capaz de actuar directamente sobre las células tumorales, provocando la
muerte por arresto del ciclo celular y apoptosis [82, 83] y, adicionalmente, aumentando
su inmunogenicidad, debido a la induccion de la expresion de moléculas de clase | del
CMH [84].

Luego de la fase de activacion de los LT CD8", se produce una fase de
contraccion. Entre el 90 y el 95% de las células que fueron expandidas entrara en
apoptosis, mientras que entre el 5 y el 10% perdurara como células de memoria, las
qgue seran capaces de responder rapidamente frente a un segundo encuentro con el
antigeno. Sorprendentemente, el comienzo y la duracién de esta fase son
independientes de la magnitud de la expansion, de la naturaleza del antigeno o su
cantidad, y del tiempo de exposicion, indicando que son eventos tempranos los que
determinan la fase de contraccién [85]. Acerca de los puntos de control sobre la
respuesta de los LT CD8" hablaremos mas adelante. Sin embargo, todas estas

propiedades estan supeditadas a su activacién por las CPA, en particular las CDs.
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CELULAS DENDRITICAS

Las CDs son un grupo especializado de CPA, fundamentales para la activacion
de los LT naive. Poseen gran plasticidad funcional y juegan un papel crucial como
“intérpretes” de las sefales del entorno, lo que les permite definir el perfil de la
respuesta inmune adaptativa, siendo capaces tanto de promoverla como de inhibirla
[86]. Las CDs presentan funciones especificas muy diferentes segin su estado de
maduracion. Las CDs inmaduras (iCDs) tienen alto potencial endocitico e incorporan,
procesan y presentan diversos antigenos, incluyendo antigenos tumorales [87]. La
endocitosis de antigenos solubles puede ser inespecifica, a través del mecanismo de
macropinocitosis, pero también puede ser especifica, ya que estas células cuentan
con un repertorio de receptores endociticos. Entre estos receptores se destacan
CD16, que detecta inmunocomplejos; receptores de lectinas de tipo C, que permiten
reconocer antigenos glicosilados, y CD36 que, mediante el reconocimiento de
fosfolipidos oxidados y participa en la internalizacion de células apoptoticas

promoviendo la inflamacion estéril [88, 89].

Las CDs son capaces de detectar la presencia de infecciones y procesos
inflamatorios en los tejidos debido a que expresan RRPs que permiten detectar
patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen-Associated Molecular
Patterns, PAMPs por sus siglas en inglés) y patrones moleculares asociados a dano
(Damage-Associated Molecular Pattern, DAMPs por sus siglas en inglés). Entre los
PRRs se destacan los receptores de tipo toll (Toll-like Receptors, TLR por sus siglas
en inglés), compuestos por una familia de proteinas transmembrana localizadas en la
superficie celular o en endosomas; los receptores tipo NOD (NOD-like Receptors) de
localizacion citoplasmatica; los receptores de tipo RIG-I (RIG-like Receptors), que
reconocen RNA viral, y los ya mencionados receptores de lectinas de tipo C, entre
otros. El reconocimiento a través de cualquier PRR induce la maduracion y la
activacion de las CDs; sin embargo, cada PRR desencadena la activacion de distintas
vias de senalizacion especificas en las CDs, induciendo la produccion de distintos
patrones de mediadores solubles (citoquinas y quemoquinas), lo que permite el
perfilado diferencial de la respuesta inmune adaptativa. Los PAMPs son estructuras
moleculares conservadas en distintos grupos de patégenos (como LPS, DNA
bacteriano, RNA de doble cadena, flagelina, etc) y sus receptores estan bien
caracterizados. Tanto los PAMPs como los DAMPs cobran vital importancia ya que

como se mencionara mas adelante, son potentes adyuvantes y podrian ser utilizados
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en la generacién de nuevas vacunas [90].

Una vez que las CDs reconocen estructuras a través de sus PRR, comienza su
maduracion con un cambio en el patron de expresion de sus receptores de
guemoquinas, disminuyendo la expresion de los que las atrajeron a los tejidos, como
CCR1, CCR5 y CCR®6, asi como la de la molécula de adhesiéon E-cadherina que las
mantiene ancladas a la epidermis. Asimismo, comienzan a expresar CCR7, lo que las
hace sensibles a las quemoquinas CCL21 y CCL19 que las guian, primero, hacia los
vasos linfaticos aferentes y, luego, a través de los 6rganos linfaticos secundarios
donde se producira el encuentro con los LT naive que también expresan CCRY.
Durante esta migracion se completa la maduracion de las CDs, que disminuyen su
capacidad fagocitica e incrementan los niveles de expresion de moléculas
relacionadas con la presentacidén antigénica, tales como las moléculas de clase | y de
clase Il del CMH y moléculas coestimulatorias como CD80 y CD86, lo que les permitira

activar a los LT naive en el ganglio [91].

Ademas de las vias clasicas de presentacion de antigeno, la via exdgena o
endocitica y la via enddgena o biosintética, existen mecanismos adicionales que
permiten que estas vias se crucen. Mediante el fendbmeno denominado presentacion
antigénica cruzada, una fraccion de los antigenos exdgenos endocitados son
transportados al citosol, procesados en el proteasoma y presentados en moléculas de
clase | del CMH. De esta forma, la presentacién antigénica cruzada representa un
mecanismo fundamental para la activacién de LT CD8" especificos contra antigenos

virales y tumorales [92].

CDS EN CANCER

El microambiente tumoral representa una matriz muy compleja y aun no se
comprende del todo cédmo las CDs se activan en ausencia de estimulos inflamégenos
exogenos y orquestan una respuesta inmune antitumoral espontanea. En este
contexto, toma particular importancia el reconocimiento de los DAMPs, entre los
cuales el DNA derivado del tumor parece ser el mas relevante [93]. Aunque aun no se
conoce como el DNA endocitado alcanza el citosol de las CDs, recientemente se
demostré en modelos murinos que las CDs, son capaces de detectar DNA derivado
del tumor a través de cGAS (sigla en inglés de cyclic GMP-AMP Synthase), lo que

activa la via de STING e induce la produccién de IFN-B que favorece la presentacion
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antigénica cruzada y la activacioén de LT CD8" especificos contra antigenos tumorales
[94]. Sin embargo, los tumores no sélo inducen la activacion y la maduraciéon de las
CDs, sino que también pueden inhibir su funcionalidad a través de distintos
mecanismos tales como el o6xido nitrico, diversos gangliosidos e IL-10 [95].
Recientemente se ha demostrado que la expresion de PD-1 juega un rol importante en

la apoptosis de CDs maduras (mCDs) y que diversos tumores expresan PD-L1 [96].

Adicionalmente, la maduracion de las CDs puede estar inhibida en el
microambiente tumoral, favoreciendo la acumulacién de iCDs. En las ultimas décadas,
numerosos grupos describieron en distintos estudios los alcances de este fendmeno.
En pacientes con cancer de colon, cuello de utero, pulmén, higado y mama, se ha
encontrado que las CDs expresan bajos niveles de moléculas coestimulatorias [97-
101]. En algunos casos no sélo presentan un fenotipo alterado, sino también pueden
estar afectadas la produccién de IL-12, la capacidad endocitica y la maquinaria de

presentacién antigénica [102, 103].

Asi, vemos que las CDs, gracias su gran plasticidad funcional, adquieren un rol
central en la inmunologia tumoral. Por un lado, son esenciales para la puesta en
marcha de la respuesta adaptativa antitumoral e interactuan reciprocamente con
células NK [104] y otras células de la inmunidad innata, pero también pueden ser

responsables de generar tolerancia frente al tumor en crecimiento.

MACROFAGOS

Los macréfagos son actores fundamentales de la respuesta inmune y se
descubrieron hace mas de 100 afios por su rol fagocitico en la inmunidad. Sin
embargo, los macréfagos son células fagociticas por demas prodigiosas que eliminan
aproximadamente 2x10"" eritrocitos por dia; lo que equivale a mas de 7 g de hierro y
hemoglobina por afio que es 'reciclada’ para que el cuerpo reutilice [105]. Este proceso
de eliminacion es una contribucion metabdlica vital sin la cual el huésped no podria
sobrevivir. Los macréfagos también participan en la eliminacion de restos celulares
que se generan durante la remodelacion tisular, y limpian rapida y eficientemente las
células que han sufrido apoptosis [106]. Estos procesos ocurren miles de millones de
veces por dia independientemente de la presencia de otras células inmunes, y la
eliminacion de las células muertas o apoptéticas parece dar como resultado una

produccién escasa de mediadores solubles por parte de los macréfagos que puede
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tener como mucho un efecto local [107]. Los receptores que median estos procesos de
depuraciéon homeostatica incluyen receptores depuradores (scavenger), receptores de
fosfatidilserina, receptores de trombospondina, integrinas y receptores del
complemento. Es por este motivo que la funcién principal de los macréfagos no es
funcionar como una célula efectora de la inmunidad, sino como una célula de limpieza,

cuya funcion principal es despejar el espacio intercelular.

Sin embargo, la necrosis que resulta de un trauma o estrés también genera
desechos celulares que deben ser eliminados por los macrofagos. En contraste con
los ejemplos citados anteriormente, la eliminacion de estos residuos altera
notablemente la fisiologia de los macréfagos. En muchos casos, los desechos de la
necrosis contienen sefales de peligro endégenas, como proteinas de choque térmico,
proteinas nucleares —entre las que se destaca HMGB1- histonas, ADN y otros
nucleétidos y componentes de la matriz extracelular que son escindidos por proteasas
celulares. La fagocitosis de estos componentes por los macréfagos conduce a
cambios dramaticos en su fisiologia, que incluyen alteraciones en la expresion de
proteinas de superficie y la producciéon de citoquinas y mediadores proinflamatorios
[108]. Similar a lo que se comenté para las CDs, estas sefiales de peligro son

detectadas por TLRs presentes en los macréfagos.

Siguiendo la nomenclatura utilizada para las poblaciones de linfocitos T CD4",
los macréfagos se han clasificado a lo largo de lo que podria verse como una escala
lineal, en la que los macréfagos M1, secretores de citoquinas proinflamatorias, 6xido
nitrico y especies reactivas del oxigeno representan un extremo y los macroéfagos M2,
con funciones fagociticas, reparadoras de tejidos e inmunoregulatorias representan el
otro. En esta clasificacion, la designacion M1 se reservé para macréfagos activados de
forma clasica y la designacién M2 para macréfagos activados alternativamente [14].
Sin embargo, la designacion M2 se ha expandido rapidamente para incluir
esencialmente todos los otros tipos de macréfagos. Esta clasificacion persiste a pesar
del creciente cuerpo de evidencia que indica que la designacion M2 abarca células

con diferencias dramaticas en su bioquimica y fisiologia.

MACROFAGOS EN CANCER

El papel de los macrofagos en el cancer ha sido controvertido y muchos
aspectos siguen sin resolverse. La evidencia preliminar mostré que los mecanismos

de vigilancia de los macréfagos son esenciales para prevenir el crecimiento de células
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transformadas o pretransformadas, y hay evidencia que muestra que los macréfagos
activados pueden matar las células transformadas in vitro [109]. Sin embargo, también
hay evidencia de que la deplecion de macroéfagos tiene poco efecto sobre la
susceptibilidad del huésped al cancer y, en algunos casos, incluso puede ser
beneficioso para el huésped [110]. Queda claro que los macréfagos no escapan a una
realidad de todas las células del sistema inmune: pueden tener funciones

contrapuestas en los tumores segun el estadio de diferenciacién que presenten.

Los macréfagos activados de forma clasica tienen el potencial de contribuir a
las etapas mas tempranas de la neoplasia, principalmente porque los radicales libres
que producen pueden conducir al daio del ADN, causando mutaciones que pueden
predisponer a las células del huésped a la transformacién [111]. Un ejemplo
anecdético de esta induccién de tumorigénesis mediada por macréfagos es la
neoplasia que se asocia con antiguas cicatrices de tuberculosis en los pulmones de
pacientes previamente infectados. Los macréfagos activados de forma clasica se
acumulan en estas cicatrices, dafian el tejido del huésped e inducen la transformacion
celular [112]. Este escenario contrasta con los primeros estudios in vitro, que
demostraron convincentemente que los macréfagos activados clasicamente eran
citotoxicos para las células tumorales, pero no para las células normales vy, por lo
tanto, sugerian que los macréfagos activados clasicamente contribuian a la
erradicacion temprana de las células transformadas [113]. Por lo tanto, aunque existe
controversia sobre los papeles de los macrofagos en las primeras etapas del cancer,
parece haber un acuerdo general en que estas células se parecen a los macrofagos

activados de forma clasica que tienen un fenotipo inflamatorio.

Sin embargo, a medida que los tumores progresan y crecen, el microambiente
tumoral influye notablemente en los macrofagos asociados a tumores (Tumor
Associated Macrophages, TAMs por sus siglas en inglés). Estos macréfagos cambian
su fisiologia y adquieren un fenotipo que se asemeja mas a los macréfagos con
capacidad regulatoria. No se han identificado los agentes derivados del tumor que
inducen el desarrollo de estos macréfagos reguladores, pero los candidatos incluyen
prostaglandinas, hipoxia, nucledtidos extracelulares y células apoptoticas del
microambiente tumoral [114]. Estudios recientes indican que la induccién de una
poblacion de macrofagos supresores en tumores puede ocurrir a través de la
activacién de NFkB dependiente de MyD88 [115]. Independientemente del estimulo
que promueve su diferenciacién, estos macrofagos asociados a tumores producen
altos niveles de IL-10, pueden inhibir respuestas inmunes a neoantigenos que se

expresan en células tumorales y pueden inhibir a los macréfagos vecinos [116].
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Ademas, se ha demostrado también que los macréfagos reguladores pueden
contribuir con la angiogénesis y de ese modo promover el crecimiento tumoral [117].
Estudios recientes muestran que la presencia de macrofagos activados por la via
clasica (M1) correlaciona con una mejor respuesta a los tratamientos [118, 119] e

incluso se estan desarrollando nuevas terapias para reeducar a los TAMs [120, 121].

LIGANDOS DE NKG2D

El receptor NKG2D juega un papel importante en la protecciéon del huésped
frente a infecciones y cancer [122]. Al reconocer ligandos inducidos en células
infectadas o tumorales, NKG2D promueve la actividad citotoxica y secrecion de
citoquinas por parte de las células NK y funciona como sefal coestimulatoria en LT
CD8" y otras poblaciones de LT [122].

En humanos se describieron hasta la fecha dos familias de ligandos de
NKG2D: la familia de MIC (siglas de: MHC Class | chain related) y la familia de
ULBP/RAET (siglas de: UL16-Binding Protein, también conocido como Retinoic Acid
Early Transcript 1). La familia de genes MIC fue identificada en 1994 por el grupo de
Thomas Spies cuando buscaba nuevos genes en la region del HLA en el brazo corto
del cromosoma 6 [123]. Esta familia se compone de 2 genes funcionales (MICA y
MICB) y 5 pseudogenes (MICC, MICD, MICE, MICF y MICG) [124, 125]. En cuanto a
la familia de NKG2DLs denominados ULBP/RAET, los primeros 3 ULBPs fueron
descubiertos mientras se intentaba encontrar los ligandos de la glicoproteina de
citomegalovirus [126], por lo que fueron denominados ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3.
Posteriormente se encontraron otros 3 ULBPs o ligandos RAET [127, 128] (Figura 3).

Se ha demostrado que los genes MIC estan conservados en muchos
mamiferos, entre los que se encuentran varios primates, cabra, cerdo, vaca, perro y
hamster [129]. Sin embargo, estos genes estan ausentes en ratéon. No obstante, se
cree que la familia de genes MILL (sigla de: MHC class I-like Located near the LRC,
siendo ademas LRC la sigla de: Leukocyte Receptor Complex) podria ser el ortélogo
murino de los genes MIC aunque no se ha observado que estos ligandos interactien
con NKG2D [130]. Sin embargo, en ratones se encuentran otros NKG2DLs que no
estan presentes en humanos. Hasta la fecha se conocen cinco miembros de la familia
Rae-1 (Rae-1a, Rae-13, Rae-1y, Rae-10, Rae-1¢), tres miembros de la familia H60
(H60a, H60b, H60C) y el producto del gen MULT1 [131] (Figura 3).
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Figura 3: Ligandos humanos y murinos de NKG2D. En humanos, NKG2D reconoce
proteinas codificadas por MICA y MICB, que se encuentran dentro del CMH en el cromosoma 6
cerca del locus HLA-B. Actualmente, se han identificado en la poblacién humana mas de 100
alelos de MICA que codifican 79 variantes de proteinas y mas de 40 alelos de MICB que
codifican 26 variantes de proteinas (https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). El receptor
NKG2D humano también se une a otra familia de glicoproteinas codificadas por los genes
RAET1 (también conocidos como ULBP) ubicados en el cromosoma 6q24.2-25.3, que
comprende 10 genes, RAET1E-N, que incluye seis loci que codifican proteinas funcionales:
ULBP-1 (RAET1l), ULBP-2 (RAET1H), ULBP-3 (RAET1N), ULBP-4 (RAET1E), ULBP-5
(RAET1G) y ULBP-6 (RAET1L). Los genes RAET1 muestran menos polimorfismo que los
genes MICA y MICB. MICA, MICB, RAET1E (ULBP-4) y RAET1G (ULBP-5) son glicoproteinas
ancladas en transmembrana, mientras que RAET1l (ULBP-1), RAET1H (ULBP-2), RAET1N
(ULBP-3) y RAET1L (ULBP-6) estan anclados por GPI, aunque RAET1H (ULBP-2) se puede
expresar en ambas formas, anclado a transmembrana y anclado a GPI, y RAET1G (ULBP-5)
puede estar anclado a GPI. Los ratones tienen ortélogos de los genes RAET1 en el cromosoma
10, pero ninguno de los ligandos de ratén corresponde a un ortélogo a MICA o MICB o estan
codificados dentro del CMH de ratén. Los ligandos de ratén incluyen Raela, Rae1p, Rae1y,
Rae1s y Raele, MULT1 y H60a, H60b y H60c, siendo MULT1, H60a y H60b proteinas de
transmembrana y los otros anclados por GPI. Todos los NKG2DLs tienen dos dominios
extracelulares (a1 y a2) con homologia con moléculas de clase | del CMH (las proteinas MICA
y MICB también poseen un dominio a3), pero ninguno presenta péptidos ni se asocia con B2-
microglobulina. Modificado de [132].

Los genes MICA y MICB, de 8799 pb y 11.716 pb respectivamente, son
inusualmente largos comparados con los genes del HLA-A al HLA-G, que tienen una
longitud promedio de 3,5 kb [133, 134]. La estructura gendmica general es, sin

embargo, similar a la de los genes de clase | del CMH, donde cada dominio esta
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codificado por un exon diferente [135]. Tanto MICA como MICB poseen intrones muy
largos entre el exon 1y 2, de 6840 pb y 7352 pb, respectivamente, comparados con
los genes HLA-A a -G, donde ese intron es de aproximadamente 200 pb. El exoén 1
codifica para una secuencia lider, los exones 2-4 para los dominios extracelulares a1,
a2 y a3, el exdbn 5 para la regidn transmembrana y el exdn 6 para la cola

citoplasmatica.

El gen de MICA codifica para un ARNm de 1.382 nucledétidos (nt) que contiene
un marco de lectura abierta de 1.149 nt, originando un polipéptido de 383 aminoacidos
con un peso molecular de 43 kDa [124]. Esta longitud varia de acuerdo con el niumero
de repeticiones de alanina del segmento transmembrana de diferentes alelos [136]. El
gen de MICB genera un transcripto de 2.376 nt y un marco de lectura abierto de la
misma longitud que MICA, con quien comparte un 83% de similitud de secuencia

aminoacidica [133].

En 1999 se cristalizd la porcién extracelular del alelo MICA*001 (Figura 4,
[137]) y se pudo observar que efectivamente el hipotético bolsillo de unién de péptido
es muy angosto (10 A de ancho) como para contener un ligando, comparado a los 18
A del bolsillo de las moléculas clasicas de clase | del CMH. Ademas, la estructura

obtenida confirmé que MICA no se une a 32-microglobulina.
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Figura 4: Representacion de MICA y MICA-NKG2D. A) La estructura de los dominios a1, a2
y a3 responden a la estructura general de las moléculas de clase | del CMH, pero B) el bolsillo
formado por los dominios a1 y a2 es demasiado angosto para contener un péptido, comparado
con la molécula clasica HLA-B27 (tomado de [137] y de [138]). C) Interaccién de MICA con
NKG2D segun datos cristalograficos. La estructura fue creada con el algoritmo de modelado de
SWISS-MODEL ( ) [139].

POLIMORFISMO

Al igual que los genes de clase | del HLA, MICA y MICB son polimérficos y se
expresan de forma codominante, conociéndose hasta la fecha mas de 100 alelos de
MICA y mas de 40 alelos de MICB [140].

Los alelos mas frecuentes en diferentes grupos étnicos son MICA*008 (entre
41,5 y 78,3% dependiendo de la poblacién, ), una version
truncada de MICA, seguido por MICA*002, MICA*004 y MICA*010, aunque el orden de
las frecuencias puede depender de la poblacién estudiada [125]. Los genes MIC
parecen no ser esenciales para la vida, ya que en algunas poblaciones se ha
detectado un porcentaje elevado de individuos que carecen de MICA e incluso de
MICB [141-143]. A diferencia de las graves consecuencias de la ausencia de genes
funcionales de clase | o clase Il del CMH, los individuos deficientes para genes MIC
son aparentemente normales, probablemente debido a que NKG2D puede reconocer

diversos ligandos adicionales.

EXPRESION Y MODULACION DE MICA

Originalmente se demostr6 que MICA se expresa en respuesta a estrés
oxidativo [144], exposicion a genotoxicos y dafio al DNA [56], el uso de inhibidores de
deacetilasas de histonas [145], hipoxia —que genera aumento de la expresion y
liberacion de formas solubles de MICA con capacidad inmunosupresora [146, 147]- o
transformacion tumoral, como una forma de sefial celular de “peligro” [56, 148]. Mas
adelante, se observé expresion de MICA en el tejido gastrointestinal normal y en
algunos otros pocos tipos celulares como células endoteliales, fibroblastos,
queratinocitos y monocitos [149, 150]. Sin embargo, recientemente se descubrié que
MICA se expresa en mas tejidos de los que se creia, pero de manera intracelular [151]
y que existen diversos mecanismos transcripcionales, posttranscripcionales vy
posttraduccionales por los cuales MICA se mantiene dentro algunas células y se

expresa en la superficie celular de otras [151-154].
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Nuestro grupo ha demostrado que MICA se induce en LT CD4" y CD8"
estimulados con células alogenéicas in vitro, proceso en el que interviene la
microagregacion del complejo TCR/CD3 y la molécula coestimulatoria CD28 [155]. La
sefializacién intracelular involucra la activacion de las vias de transduccion de sefiales
Lck/Fyn, ERK1/2, p38 MAPK, calcineurina, las rutas de sefializacién dependientes de
IL-2, Jaks/STATs y p70°® quinasa [156] y al factor de transcripcion NF-kB [157].

En concordancia con nuestros resultados, se ha observado que la expresion de
distintos NKG2DLs se induce in vitro en LT CD4" y CD8" estimulados con
superantigeno, con células alogeneicas o antigenos especificos [158]. Tal activacion
promueve la fosforilacién de la proteina (ATM), una de las quinasas requeridas para la
expresion de NKG2DLs durante la respuesta de dafio al DNA. Asimismo, la inhibicion
de la via ATM/Rad3-related kinase (ATR) en linfocitos T bloqued la induccion de MICA

en un proceso dependiente de NF-kB.

NKG2DLS EN TUMORES

Como se comentd anteriormente, la expresién de MICA y de otros NKG2DLs
se asocia a la neotransformacion. Se ha descripto previamente que varios tumores,
asi como también distintas lineas celulares tumorales expresan altos niveles de MICA
[159-163]. El analisis bioinformatico de la expresion de MICA utilizando el algoritmo r2

disponible en http://r2.amc.nl en bases de datos de casi 1000 pacientes con tumores,

reveld que, comparado con tejidos normales, MICA esta aumentado significativamente
en tumores de mama, prostata, colon, ovario y rindn, entre otros (Figura 5A). Sin
embargo, la expresion de MICA también esta relacionada con diversas caracteristicas
de los procesos malignos. El analisis de Microarrays de muestras de tumores y
cultivos primarios utilizando GEO2R disponible en

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/ reveld, tal como se hemos reportado en

nuestro laboratorio [164], un aumento de la expresiéon de MICA en resistencia al
tratamiento con agentes quimioterapéuticos (Figura 5B) asi como tambien un
aumento en la expresién de MICA en las metastasis de melanoma y en carcinoma
hepatocelular (Figura 5C). Asimismo, un analisis de sobrevida con datos depositados
en la plataforma R2, encontramos una relacion inversamente proporcional entre la

expresion de MICA y la sobrevida de pacientes con diversos tumores (Figura 5D).
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Figura 5: Expresion de MICA en tumores y correlacion con sobrevida. A) MICA (AU,
unidades arbitrarias) se encuentra sobre-expresado en diversos tumores comparado con
tejidos normales y B) MICA se encuentra sobre-expresado en respuesta a agentes
quimioterapéuticos C) MICA (AU) se encuentra sobre-expresado en metastasis comparado con
tumores primarios D) expresion de MICA en funcidn de la sobrevida de los pacientes.

Sin embargo, a pesar de expresar esta “marca”, resulta paraddjico que la
mayor expresion de MICA se asocie con menor sobrevida. Este hecho podria ser
indicativo de la existencia de mecanismos de inmunoevasién tumoral que involucren a
MICA. En general, las células tumorales poseen estrategias que les permiten evadir el
ataque de las células NK y de los linfocitos T CD8". Uno de los mecanismos a través
de los cuales las células tumorales intentan evitar el sistema inmune es mediante el
control de proteinas involucradas en el procesamiento y presentaciéon antigénica. Se
han descripto alteraciones incluyendo defectos en la expresién de LMP2 y LMP7 [165],
integrantes del proteasoma e involucrados en la generacion de los péptidos a ser
presentados por moléculas de clase | del CMH; alteraciones en la expresion de las
proteinas TAP-1 y TAP-2, necesarias para la entrada de los péptidos al reticulo
endoplasmico; e incluso, la propia disminucion en la expresion de las moléculas de
clase | del CMH [166-168]. Aunque este mecanismo evita el reconocimiento por parte
de los LT CD8", podria hacer a las células susceptibles de ser eliminadas por las
células NK. Sin embargo, también se han descripto diversos mecanismos de evasion
de la respuesta mediada por células NK relacionados con el sistema NKG2D-
NKG2DLs [169]. Entre ellos, se destaca la retencion de NKG2DLs en el reticulo
endoplasmico evitando su expresion en superficie [170, 171], el desprendimiento a
través de la secrecién de exosomas con NKG2DL y TGFp, capaces de suprimir por
ambos mecanismos a las células linfoides [172-174], y la secrecion de formas solubles
por splicing alternativo [175, 176] y el clivaje del ectodominio de NKG2DLs por accién
de metaloproteasas [177]. El clivaje y la secrecion no solo generan variantes
tumorales con menor expresion de NKG2DLs, afectando su reconocimiento por las
células citotoxicas, sino que esas formas solubles actian como antagonistas del
receptor NKG2D inhibiendo la funcionalidad de las células NK y de los LT CD8" [178,
179].

ENFERMEDADES NEOPLASICAS

El cancer constituye actualmente la segunda causa de muerte a nivel mundial

y, ademas, se estima que en el futuro su incidencia aumentara debido al
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envejecimiento de la poblacion y al aumento de la prevalencia de ciertos factores de

riesgo [180].

JQUE ES UNA NEOPLASIA?

Neoplasia significa literalmente nuevo crecimiento. La definicién de qué es una
neoplasia es compleja dado que muchas de las propiedades de las “células tumorales”
también se encuentran en las “células normales”. Sin embargo, debido a que los
tumores suelen crecer en tamafio a lo largo del tiempo —al menos los que primero se
estudiaron- se le atribuyé un rol clave a la desregulacion del ciclo celular y al
consecuente crecimiento descontrolado en el desarrollo del cancer [181, 182]. Una de
las teorias histéricamente mas fuertes sobre el origen del cancer es la teoria de la
mutacién somatica (SMT, por sus siglas en inglés), cuyas bases se sentaron en 1914
sobre los trabajos de un zodlogo aleman llamado Theodor Boveri [183]. Esta teoria
sugiere que los tumores espontaneos -que representan la mayoria de los tumores-
derivan de una unica célula que acumulé suficientes mutaciones con el tiempo y
escapo a la regulacién del ciclo celular. En este sentido esto implica la premisa de que
el cancer es una enfermedad monoclonal. La segunda premisa de la SMT es que las
células en ausencia de estimulos externos son naturalmente quiescentes [184, 185].
La tercera premisa es que el cancer es una enfermedad en la tasa de proliferacion de
las células y que las mutaciones causales ocurren en genes que controlan la
proliferacion o el ciclo celular. Con el descubrimiento de los protooncogenes, y de los
genes supresores de tumores, que protegian a las células de desregulaciones del ciclo
celular, la SMT fue ganando adeptos dado que el panorama parecia completo. Sin
embargo, como dijeron Hahn y Weinberg en un articulo en 2002: “Para aquellos que
creen en la simplificacion del cancer, la investigacion acerca de sus bases moleculares
ha sido bastante decepcionante. En vez de haber descubierto un pequefio numero de
genes y moléculas clave, cada vez se descubre un numero mas vasto de factores”
[181]. Nuevas versiones de la SMT propusieron la existencia de seis alteraciones
esenciales en la fisiologia celular, presentes en todas las enfermedades neoplasicas:
la capacidad proliferativa ilimitada de las células tumorales, facilitada por la presencia
de senales proliferativas sostenidas y la evasion de mecanismos supresores de
crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la capacidad de inducir angiogénesis vy,

finalmente, la invasioén de tejidos distantes creando focos metastasicos [182].
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EL ROL DEL MICROAMBIENTE

Mas alla de estas definiciones, una de las principales caracteristicas de las
neoplasias es la alteraciéon de la organizacion tisular [186], motivo por el cual los
patélogos hoy en dia diagnostican la presencia de un gran numero de distintos
tumores observando cortes de tejidos.

En 1981 se observd que embriones trasplantados en lugares ectopicos
generaban neoplasias Illamadas teratocarcinomas. Interesantemente, estos
teratocarcinomas al ser inyectados en blastocistos eran capaces de generar tejidos
normales y hasta organos y gametas [187]. También se vio que si trasplantaban
células de carcinomas renales de rana en huevos de rana enucleados, el huevo
terminaba desarrollando un renacuajo y los tejidos formados eran indistinguibles de los
de un renacuajo normal o hasta que células tumorales humanas eran reprogramadas
si se trasplantaban en la glandula mamaria de un ratéon y hasta eran capaces de
producir leche [188]. Con estos y otros trabajos, una vieja teoria, la teoria de la
organizacion de los tejidos (TOFT, por sus siglas en inglés) fue cobrando fuerzas
[189]. Esta teoria propone que las neoplasias surgen de errores en las interacciones
entre distintas partes de los tejidos que normalmente se regulan las unas a las otras y
que fuera de este control las células tienden a proliferar —porque segun esta teoria, las
células proliferan naturalmente y son los estimulos externos los que las detienen. De
acuerdo con esta teoria, las mutaciones en genes supresores de tumores pierden
protagonismo lo que cobra mayor sentido dado que se estima que un unico tumor
puede tener hasta 11.000 mutaciones por célula [190]. Incluso se postula que muchas
de estas mutaciones en genes del ciclo celular puedan suceder después del desarrollo
del nuevo tumor. Asimismo, esta teoria contempla la reversibilidad de este fendémeno,
es decir que la reorganizacion del tejido es capaz de reconvertir los tejidos enfermos
en sanos [191-194]. Ya en los ultimos afios, la visién reduccionista del cancer como un
fenobmeno dependiente de la biologia de un grupo de células desreguladas,
prevaleciente durante muchisimos afos, fue abandonada, y ahora éste se concibe
como un tejido complejo compuesto por multiples tipos celulares que conforman el
microambiente tumoral. En esta visibn del cancer, el sistema inmune adquiere

protagonismo como uno de los principales componentes de ese microambiente [195].

La respuesta inmune antitumoral es el resultado de un complejo proceso
dinamico que se establece entre las células tumorales, las células del sistema inmune
y las células del estroma que conforman el microambiente tumoral. A pesar de que los

mecanismos a través de los cuales las células de la inmunidad detectan la presencia
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de un tumor son complejos, sabemos que el sistema inmune es capaz de montar
respuestas antitumorales y que todas las lesiones neoplasicas presentan en menor o
mayor medida un infiltrado inflamatorio compuesto por células tanto de la inmunidad
innata como de la adaptativa [196]. El crecimiento de tumores en pacientes
inmunocompetentes evidencia la existencia de mecanismos tumorales de evasion de
la respuesta inmune, como la inflamacién crénica promovida por el tumor que puede
estimular la angiogénesis, la produccién de factores de crecimiento y especies

reactivas del oxigeno que pueden favorecer la progresion de la enfermedad [197].

En los ultimos anos, la profundizacion del estudio de los mecanismos celulares
involucrados en la respuesta inmune antitumoral se ha vuelto de suma importancia ya
que representa la base del desarrollo de nuevas terapias basadas en la restauracién
del sistema inmune o inmunoterapias y de nuevos biomarcadores con utilidad en el

diagndstico, prondstico y tratamiento del cancer [198-201].

INMUNOLOGIA TUMORAL: TEORIA DE LAS 3 E

Aunque como se comentd anteriormente, la inflamacién crénica generada por
el sistema inmune debido a la persistencia de un foco infeccioso, por ejemplo, puede
favorecer la tumorigénesis [202-205], los primeros indicios sobre el rol del sistema
inmune vinieron de la mano de su rol protector. A fines del siglo XIX, el médico William
Coley, padre de la inmunoterapia, traté a los primeros pacientes con cancer con una
mezcla de bacterias para generarles una inflamaciéon aguda [206, 207] y Paul Ehrlich
en 1909 propuso que “durante la vida fetal y post fetal, la aparicién de células
aberrantes es extremadamente comun. Afortunadamente en la mayoria de las
personas, se mantienen completamente invisibles gracias a la accion de mecanismos
positivos de proteccion” [208]. Lewis Thomas sugirid que el sistema inmune es capaz
de eliminar tumores que reconoce por la expresion de neoantigenos, similar a lo que
ocurria con los rechazos de tejidos, y asi mantener la homeostasis del organismo
[209]. Durante el transcurso del siglo XX, la idea de que el sistema inmune es capaz
de proteger de la aparicion de tumores gand una alta aceptacién y, como se comentd
anteriormente, se descubrieron muchos tumores inducidos por virus y los genes
relacionados con su oncogenicidad. Entre estos se encuentran el cancer de higado
inducido por el virus de la hepatitis B (HBV) [210, 211], el cancer de cuello de utero
inducido por algunos subtipos de papilomavirus [212], el linfoma de Burkitt y el

carcinoma nasofaringeo inducidos por el virus de Epstein-Barr [213], el sarcoma de
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Kaposi inducido por un herpesvirus [214] y la leucemia T en adultos inducida por el

virus linfotrépico humano de células T [215].

La evidencia de que el sistema inmune es capaz de controlar no soélo el
volumen tumoral sino también su inmunogenicidad contribuyé enormemente al campo
de la inmunologia tumoral [216, 217]. Asi, se determind que en ratones
inmunodeficientes que carecian de la respuesta mediada por IFN-y o en ratones
deficientes del gen RAG-2 (RAG-2"; lo que impide la generacion de células T, B y
NKT) se desarrollan mas neoplasias espontaneas en el tiempo y son mas susceptibles
a padecer sarcomas inducidos por el carcinégeno metilcolantreno (MCA) comparados
a los ratones wild type o salvajes. Ademas, una proporcion significativa (40%) de los
sarcomas inducidos por MCA derivados de los ratones inmunodeficientes RAG-2" se
rechazaron espontaneamente cuando se trasplantaron a ratones singeneicos salvajes
que no habian sido desafiados previamente con el tumor, mientras que todos los
sarcomas inducidos por MCA derivados de ratones inmunocompetentes salvajes
crecieron progresivamente al ser trasplantados en huéspedes singeneicos salvajes
gue no habian sido desafiados con el tumor previamente. Por lo tanto, los tumores que
se forman en ausencia de un sistema inmune intacto y completamente funcional son,
en conjunto, mas inmunogénicos que los tumores que se generan en huéspedes

inmunocompetentes.

Estos resultados demuestran que el sistema inmune no solo protege al
huésped de la formacién de tumores, sino que también edita la inmunogenicidad de
las células cancerigenas. Estos nuevos datos dieron lugar a la formulacion de la teoria
de la inmunoedicion del cancer. De acuerdo con esta nueva vision, la inmunoedicion
se concibe como un proceso dinamico conformado por tres fases distintas:

eliminacion, equilibrio y escape (Figura 6) [218-222].
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Tras los primeros eventos que desencadenan la aparicion de una célula
tumoral, eventos que como ya se comentd antes son aun objeto de debate puesto que
nadie ha visto un tumor formarse “in statu nascendi’, comienza la etapa de
eliminacion. Esta etapa constituye una vision mas moderna de la inmunovigilancia del
cancer, proceso durante el cual los componentes moleculares y celulares de la
inmunidad innata y adaptativa trabajan conjuntamente para detectar la presencia de
un tumor en desarrollo y destruirlo antes de que sea clinicamente detectable. En
circunstancias en las que se ejercen efectos deletéreos completos sobre la célula
tumoral, la fase de eliminacion representa el punto final de la inmunoedicion del

cancer.
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Sin embargo, algunas veces el sistema inmune actia como seleccionador
darwiniano de algunas variantes de las células tumorales menos inmunogénicas, que
no siendo eliminadas totalmente pueden entrar en una fase de equilibrio o avanzar
directamente hacia el escape. Durante la etapa de equilibrio, las células tumorales
ingresan en un estado de latencia funcional y pueden permanecen clinicamente
indetectables, incluso durante el resto de la vida del huésped. En ese caso la fase de
equilibrio también representa un segundo punto final estable de la inmunoedicién del
cancer. En la clinica, la existencia de la fase de equilibrio se evidencia por ejemplo
cuando organos de dadores sanos —pero con tumores en equilibrio- pueden dar lugar
a nuevos tumores en los receptores inmunosuprimidos por la ausencia de la presién

de seleccion del sistema inmune del receptor [224].

Finalmente, distintos eventos tales como la acumulacién de nuevas mutaciones
en la poblacion de células tumorales que no son afectadas por la inmunoedicion por
ser poco inmunogénicas o bien por una disfuncién en el sistema inmune como
consecuencia de una inmunosupresion debido al proceso de envejecimiento natural,
por otras enfermedades o por factores exégenos (drogas, exposicion a radiaciéon UV,
etc.), pueden alterar el estado de equilibrio. En este caso se avanza hacia la tercera
fase o escape durante la cual las células tumorales comienzan a crecer de una
manera pobremente controlada por el sistema inmune y emerge la enfermedad
detectable clinicamente. En esta fase, se ponen en juego una gran variedad de
mecanismos que permiten a las células neoplasicas crecer de forma descontrolada,
favoreciendo la progresién tumoral y el eventual establecimiento de metastasis.
Durante esta fase, el microambiente inmune del tumor puede adquirir incluso
propiedades regulatorias que contribuyen a crear un microambiente inmunosupresor
protumoral [225]. El tumor podra crecer exponencialmente en tanto los requerimientos
de nutrientes y oxigeno no superen la capacidad de la vasculatura existente. Cuando
esto ocurre, se genera una condicion de hipoxia en el tejido que induce la expresién
de factores activadores de la angiogénesis como el factor de crecimiento de
fibroblastos FGF (sigla en inglés de Fibroblast Growth Factor), el factor de crecimiento
endotelial vascular VEGF (sigla en inglés de Vascular Endothelial Growth Factor), y el
factor de crecimiento de placenta PLGF (sigla en inglés de Placenta Growth Factor),
entre los cuales el VEGFA es el mas ubicuo entre los tumores. A medida que aumenta
la hipoxia en el tejido, aumenta la secrecion de VEGFA generando un desbalance
entre los factores proangiogénicos y antiangiogénicos que determina el switch de la
célula endotelial de un estado quiescente a uno angiogénico [226-228]. El switch

angiogénico permite que la formacion de vasos sanguineos acomparfie el crecimiento
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del tumor promoviendo su desarrollo. Los pericitos, que en la vasculatura normal se
encuentran en estrecho contacto con el endotelio, son menos abundantes en la
vasculatura tumoral y pueden ser reemplazados por células tumorales [229]. De esta
manera, se facilita el acceso de las células tumorales a la vasculatura, a través de la
cual son capaces de colonizar nichos distantes dando origen a focos metastasicos

donde el sistema inmune ejerce escaso control sobre el crecimiento tumoral.

MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL

A pesar de que las células cuentan con diversos mecanismos para evitar el
crecimiento descontrolado y que el sistema inmune cuenta con poderosas
herramientas para evitar el desarrollo de tumores, las enfermedades neoplasicas se
manifiestan incluso en pacientes inmunocompetentes. Esto se debe a que bajo la
presion de seleccion que ejerce el sistema inmune se favorece la sobrevida de
aquellas células con menor inmunogenicidad y con mejores mecanismos para evadir
la respuesta inmune generando zonas o nichos de inmunosupresion. Estos
mecanismos de escape incluyen modificaciones en la expresién de proteinas de
superficie en las células tumorales, expansion y reclutamiento de células

inmunosupresoras, y secrecion de factores inmunosupresores [225].

MODIFICACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS DE
SUPERFICIE

Los tumores pueden evadir la respuesta inmune o actuar directamente contra
la misma. Uno de los primeros mecanismos demostrados de contraataque que
promueve el escape tumoral involucra la via de Fas/FasL [230]. FasL se expresa en
las células tumorales y les permite interactuar con Fas en los LT que infiltran el tumor
[231, 232]. La interaccion con FasL induce la trimerizacion de Fas en los LT
promoviendo la activacion de una cascada de caspasas que conduce a la apoptosis
[69, 233, 234]. Incluso se observd que el silenciamiento de la expresion de FasL en
lineas celulares de raton produce una disminucién del tamafio tumoral [235, 236] y la
transduccién de FasL en diversas lineas tumorales que naturalmente no expresan

dicha molécula inducen la apoptosis de LT CD8" activados in vivo [237, 238].

Otro mecanismo de contraataque de los tumores es el aumento en la expresion
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de ligandos de PD-1, un regulador negativo de la respuesta inmune. PD-1 tiene dos
ligandos denominados PD-L1 y PD-L2. Sin embargo PD-L1 es el que se expresa en
elevados niveles en la mayoria de los tumores solidos [239, 240] mientras que la
expresion de PD-L2 se encuentra mas restringida [241]. La expresién de PD-L1 puede
verse incrementada en las células tumorales como un mecanismo de resistencia
asociado a la activacion de distintas vias de sefializacion oncogénicas durante el
transcurso de la enfermedad [242] y su expresion también puede ser inducida por

citoquinas inflamatorias [243].

Por otra parte, se ha detectado que, en varios tumores, las mismas células del
tumor pueden expresar el receptor NKG2D y algunos NKG2DLs simultaneamente.
Sorprendentemente, esto favorece la activacion de ciertas vias de transduccién de
sefales que favorecen el crecimiento del tumor, la transicién epitelio-mesenquimal y la
metastasis [244-246].

EXPANSION Y RECLUTAMIENTO DE CELULAS
INMUNOSUPRESORAS Y LIBERACION DE FACTORES
SOLUBLES

Ademas de los mecanismos descriptos, la secrecion de factores solubles y la
llegada al tumor de células regulatorias también contribuye a la generacion de un
ambiente inmunosupresor. Las células T regulatorias Treg son una subpoblacion de
LT CD4" con funciones inhibitorias que se caracterizan fenotipicamente por la
expresion constitutiva de CD25 (cadena alfa del receptor de IL-2) y del factor de
transcripcion FoxP3. Estas células son capaces de suprimir la proliferacion de LT
naive y su diferenciacion a LT efectores. Ademas, pueden inhibir las funciones
efectoras de LT CD4" [247-249], LT CD8" [250, 251], células NK [251, 252], linfocitos
B (LB) [253], macréfagos [254] y CDs [255]. Fisiologicamente, son indispensables para
el mantenimiento de la tolerancia y para evitar el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. Sin embargo, se observé que los tumores son capaces de promover su
reclutamiento a través de la secrecion de las quemoquinas CCL17, CCL22 y CCL1
entre otras, su expansion a través de la produccién de TGF-f y de IL-10, y su
activacién [256-258]. Las células Treg son capaces de expresar diversas moléculas de
superficie tales como CTLA-4, TIGIT, CD39 y CD73, y de secretar citoquinas
inmunosupresoras tales como TGF-$ e IL-10, pudiendo inhibir la respuesta inmune a

través de diversos mecanismos [259, 260]. En individuos portadores de tumor, se
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demostré que las células Treg regulan la respuesta inmune principalmente a través de
CTLA-4 [261-263]. CTLA-4 es un receptor inhibitorio que, al igual que CD28, reconoce
a CD80 y CD86. Sin embargo, CTLA-4 reconoce a ambas moléculas coestimulatorias
con mayor afinidad que CD28, desplazando su unién e inhibiendo de esta manera la
activacion de los LT, controlando la magnitud de la respuesta inmune [264, 265]. El
bloqueo de CTLA-4 induce un fuerte efecto antitumoral en modelos tumorales de ratéon
[266, 267] y en pacientes con melanoma [268, 269] e incluso otros tumores [269, 270].
Interesantemente, se ha descripto que pacientes que respondian favorablemente al
tratamiento con Ac anti-CTLA-4 y también al tratamiento con células tumorales
autélogas irradiadas que expresan, por ingenieria genética GM-CSF, desarrollan altos
titulos de Ac anti-MICA [271, 272]. Esto esta correlacionado con una disminucion de
sMICA en circulacién y un aumento de la capacidad citotoxica de células NK y de
linfocitos T CD8". Se vio que estos Ac que eran capaces de opsonizar las células
tumorales para la presentacion cruzada por células dendriticas, lo que a su vez

favorece la diversificacion de antigenos tumorales reconocidos por el sistema inmune.

Las células mieloides supresoras MDSCs (siglas en ingles de Myeloid-Derived
Suppressor Cells) son otra poblacién heterogénea de células con roles fisioloégicos que
pueden ser reclutadas por el tumor. Se caracterizan fenotipicamente por la
coexpresion de CD11b y Gr-1 en ratones con baja expresion de marcadores de
células mieloides maduras y conforman otra poblacion regulatoria que se expande
debido a la presencia del tumor [273]. En condiciones fisiolégicas, continuamente se
generan en la médula ésea células mieloides inmaduras con el mismo fenotipo que las
MDSCs que se diferencian finalmente en células mieloides maduras (como
macrofagos, CDs y neutrdfilos). Sin embargo, diversos factores solubles tales como
GM-CSF, G-CSG y M-CSF, que son liberados por el tumor y por células estromales
asociadas al tumor, desregulan la maduracion de las células mieloides y dan origen a
las MDSCs [274]. Las MDSCs estan compuestas mayoritariamente por dos
poblaciones: células CD11b*Gr-1"" (MDSC-G) con un fenotipo similar a los
granulocitos inmaduros y las células CD11b*Gr-1"""" (MDSC-M) con un fenotipo
similar a los monocitos inmaduros [273]. Las MDSCs inducidas por el tumor, que se
acumulan en médula désea, sangre y bazo, generan una variedad de citoquinas
inmunorregulatorias como TGF- e IL10, estrés oxidativo a través de la produccion de
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno e inducen la deprivacion de
aminoacidos esenciales como arginina y cisteina y triptéfano a través de la produccion
de la enzima IDO [275, 276]. De esta manera, suprimen la proliferacion de los LT y

favorecen la progresién tumoral [277].
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INMUNOTERAPIAS

La plétora de mecanismos de escape, que les permite a las células tumorales
evadir la respuesta inmune antitumoral provee al mismo tiempo blancos terapéuticos
farmacologicos con el fin de restaurar la capacidad del sistema inmune de eliminar

eficazmente los tumores.

La Figura 7 resume, en verde, los blancos terapéuticos que se busca estimular
Y, en rojo, aquellos que se desea inhibir durante las distintas etapas del orquestado de

la respuesta inmune antitumoral.
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Figura 7: Blancos terapéuticos para modular la inmunidad antitumoral. Cada etapa del
circuito de la inmunidad antitumoral requiere de la coordinacion de numerosos factores tanto
activadores (en verde) como inhibidores (en rojo). Todos estos factores representan
potenciales blancos terapéuticos, muchos de los cuales ya estan siendo estudiados en ensayos
clinicos. Modificado de [278].

En primer lugar, es necesario que las células tumorales aporten material
antigénico para que pueda ser fagocitado por las CDs en condiciones que
desfavorezcan la induccion de tolerancia. Asi, se observd que la liberacion de

antigenos tumorales promovida por radioterapia resulta mas inmunogénica cuando se
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administran oligodeoxinucledtidos CpG que actuan como adyuvantes promoviendo la
activacion de CDs a través de TLR9 [279]. Por otra parte, la presentacion cruzada de
antigenos puede ser estimulada por IFN de tipo | y se demostré que su administracién
aumenta la retencion de antigenos tumorales y la sobrevida de las CDs CD8a",
favoreciendo asi la respuesta de LT CD8" [280]. De manera concordante, el PEG-
Intron, un derivado del IFN-a ampliamente utilizado para el tratamiento de hepatitis C,
produce un aumento significativo en el indice de sobrevida libre de recidiva en
pacientes de melanoma en estadio Ill y su uso ha sido aprobado en varios paises
[281, 282]. Asimismo, también se han desarrollado terapias orientadas a activar
directamente la respuesta de los LT, tales como la administracion de IL-2
recombinante aprobada por la FDA en 1992 para tratar el carcinoma avanzado de

células renales y el melanoma metastasico [283].

El siguiente desafio es conseguir que los LT infiltren el tumor. Existen agentes
quimioterapéuticos, como la dacarbazina, que ademas de actuar como citostaticos
sobre las células tumorales, producen un aumento en la expresion de las
guemoquinas CCL5, CXCL9 y CXCL10 que facilitan el reclutamiento de LT, lo que se
asocié con mejor control del crecimiento tumoral y mayor sobrevida en pacientes con
melanoma [284]. Mas alla de que los linfocitos infiltren, que de hecho normalmente lo
hacen, es importante que puedan ejercer su funcion. Es en este terreno donde las
inmunoterapias adquirieron especial protagonismo gracias a los “inhibidores de puntos
de control”, que fueron reconocidos por la revista Science como la Revelacion del Afo
2013 y que le valieron el premio Nobel de Medicina en 2018 a James P. Allison y

Tasuku Honjo.

Aprobados por la FDA, se destacan los inhibidores de las vias de CTLA-4
(Ipilimumab) y de PD-1 (Nivolumab). Como se menciond previamente, estas moléculas
intervienen en diferentes fases de la respuesta inmune para regular la duracion e
intensidad de respuesta de los LT. CTLA-4 actua principalmente en la fase inicial de la
activacion de los LT en los drganos linfoides secundarios y cumple una funcion
primordial poniéndole un freno a la magnitud de la respuesta inmune, mientras que la
via de PD-1/PD-L1 actua fundamentalmente en la fase efectora de la respuesta
inmunologica, evitando el dafio tisular colateral durante la respuesta inmune [268,
285]. El hecho de que estas moléculas actuen en distintas fases de la respuesta de los
LT explica la diferencia en la incidencia de los efectos adversos que causa la
administracion de los Ac bloqueantes de estas vias. El uso de Ipilimumab en

melanoma produce efectos adversos de grado 3 y 4 en el 15% de los pacientes debido
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a la sobre-estimulacion del sistema inmune en piel, tracto gastrointestinal, pancreas,
higado, rifones y sistema endécrino, que llegan a ser fatales en el 2% de los casos
[286]. En cambio, el Nivolumab tiene beneficios clinicos similares al Ipilimumab, pero
con menor toxicidad, produciendo efectos adversos de grado 3 y 4 s6lo en el 5% de

los pacientes, sin casos fatales reportados [287].

Si bien estos resultados son muy prometedores, muchos pacientes no se
benefician con el uso de estas inmunoterapias y los beneficios en supervivencia de los
pacientes que reciben estos tratamientos aun en algunos casos es bajo [287, 288]. Por
lo tanto, resulta necesario el estudio de nuevas moléculas que sean potenciales
blancos terapéuticos y de nuevos biomarcadores que permitan seleccionar a los
pacientes candidatos para estas terapias. Y en definitiva, para el disefio de
inmunoterapias contra el cancer, cualquiera sea el mecanismo por el cual funcionen, el
objetivo ultimo es siempre el mismo: restablecer un sistema inmune competente
incluyendo la efectividad de sus células efectoras antitumorales [289]. En este
contexto, un tratamiento orientado al eje NKG2D-NKG2DLs cobra particular

importancia.

EL EJE NKG2D-NKG2DLS COMO BLANCO DE
INMUNOTERAPIAS

Como se comentd antes la presencia de Ac anti-MICA contribuye al efecto
antitumoral de otras terapias [271, 272] y actualmente es posible estudiar si el tumor
de un paciente expresa MICA. Aunque la expresion en superficie de MICA en células
normales no es tan restringida como se creia antes [151], en estos tejidos, MICA se
localiza mayoritariamente dentro de la célula. Por lo tanto, si se disefiara una terapia
dirigida contra MICA, no se espera que se desencadene una fuerte respuesta contra el
tejido sano en ausencia de otras sefales activadoras [169]. Ademas, debido a que los
niveles de NKG2DLs solubles se asocian al tamano tumoral, la eficacia de una
eventual terapia dirigida contra el eje NKG2D/NKG2DLs se podria monitorear

midiendo los niveles de NKG2DLs solubles y de Ac especificos.

Con estas ideas en mente, nos propusimos generar un sistema capaz de
inducir la produccion activa de Ac anti-MICA, los que podrian tener multiples
beneficios al promover la depuracion de sMICA, la restauracion de la expresion de
NKG2D en células NK y linfocitos T debido a esta depuracion y la promocion de CCDA

por unién de los Ac anti-MICA a las células tumorales. Sin embargo, como se vera en
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el transcurso de la tesis, MICA no es intrinsecamente demasiado inmunogénica.

Por ello, con el objeto de inducir tales Ac es esencial buscar un adyuvante
adecuado. En el siglo XIX, William Coley trato tumores inoperables con lisados
bacterianos [290] cuyo efecto se demostré mas tarde que era mediado por PAMPs.
Charles Janeway demostré que las respuestas de la inmunidad adaptativa son
precedidas por fuertes respuestas de la inmunidad innata [291]. Uno de los
adyuvantes mas utilizados en modelos murinos es el adyuvante de Freund. Este existe
en dos presentaciones: incompleto (IFA, por sus siglas en inglés), que consta solo del
aceite mineral y completo (CFA, por sus siglas en inglés) que contiene M. tuberculosis
inactivada. Sin embargo, a pesar de la irritacion que produce su administracion y de su
elevada toxicidad, ha sido usado en casi 100 formulaciones de vacunas antitumorales
considerando el costo/beneficio, aunque con poco éxito, mayormente debido a que las
células del sistema inmune son reclutadas fuertemente al sitio de la inmunizacién en
vez de ser reclutadas en el tumor, donde se acumulan y finalmente mueren [292]. A la
fecha, solo dos adyuvantes han demostrado ser lo suficientemente seguros para su
uso en humanos y a la vez eficientes: las sales de aluminio y el MF59.
Lamentablemente, tanto el MF59 como las sales de aluminio que sirvieron de
adyuvantes por casi 100 afios no han tenido éxito en vacunas antitumorales [293,
294]. Teniendo en cuenta la falta de nuevos adyuvantes para vacunas antitumorales y
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Fernando Goldbaum decidimos usar la
plataforma ya establecida por ellos de la lumazina sintasa de Brucella sp. (BLS, por
sus siglas en inglés) con el objeto de crear un inmunégeno capaz de inducir Ac anti-
MICA.

BLS es una proteina multimérica compuesta por un monémero de 18 KDa que
se pliega formando un dimero de pentameros muy estable (Figura 8). Cada
mondémero posee casi la mitad de su superficie escondida en la estructura
tridimensional de la proteina de manera similar a la estructura formada por la

altamente inmunogénica toxina colérica [295].
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Figura 8: Estructura de BLS. A) Pentdmero de BLS, donde cada mondmero esta
representado en distinto color. B) El dimero de pentameros de BLS es la conformacion nativa
de la proteina en condiciones fisiologicas [296]. Las estructuras de A) y B) se modelaron
utilizando NGL segun el algoritmo disponible en http://www.rcsb.org descripto en [297].

Esto le da a BLS una gran estabilidad y la hace resistente a la
desnaturalizacion por urea y por calor (Tm de 84 °C) [296]. Una de las caracteristicas
mas interesantes de BLS que la convierte en una herramienta valiosa es que el
andlisis de su estructura revela que su extremo N terminal tiene una naturaleza
desordenada con libertad conformacional y que modificaciones en este extremo no
afectan el plegamiento, la estabilidad ni la inmunogenicidad de la proteina [298]. Por
ingenieria genética facilmente puede anclarse cada subunidad de BLS a un antigeno
por el extremo N terminal de cada uno de sus mondmeros [296] y emplear esta
proteina quimérica como inmundgeno para promover la formacion de altos titulos de
Ac contra el antigeno en ausencia de otros adyuvantes [299-301]. Este efecto
depende de la activacion de CDs via TLR4 [302]. Hallazgos recientes sobre la funcion
de los TLR facilitaron la elucidacion de las bases moleculares de la actividad
adyuvante [303]. La sefalizacién a través de TLR induce IFNs, quemoquinas,
citoquinas proinflamatorias y CDs maduras y estimulan de forma aguda la
macropinocitosis de antigenos, lo que conduce a una mejor presentacion en las

moléculas de clase | y de clase Il del CMH [304].
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El objetivo general de este trabajo fue producir una proteina quimérica entre el
inmundgeno BLS y MICA capaz de inducir altos titulos de Ac anti-MICA, evaluar la
actividad terapéutica de estos Ac y elucidar los mecanismos subyacentes. Para
evaluar los efectos de estos Ac, nos propusimos primero expresar MICA en la
superficie de distintas lineas de células tumorales de raton. Estas lineas fueron

utilizadas en ratones C57BL/6 para:

» Evaluar el efecto de una inmunizacidon activa con BLS-MICA sobre el
crecimiento tumoral en ratones portadores de tumores que expresan MICA.

» Evaluar si el efecto protector de BLS-MICA se debe a Ac anti-MICA inducidos
por el inmundgeno, realizando inmunizaciones pasivas de ratones portadores
de tumores con los Ac anti-MICA generados en ratones naive.

» Caracterizar el infiltrado tumoral para intentar esclarecer los mecanismos
subyacentes a la respuesta antitumoral mediada por los Ac anti-MICA.

» Desarrollar un método basado en citometria de flujo (CF) capaz de detectar
sMICA en los sueros de ratones portadores de tumor.

» Realizar ensayos in vitro e in vivo para evaluar el rol de la CCDA en el efecto

antitumoral de los Ac anti-MICA.
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MATERIALES Y METODOS
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PRODUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE BLS-MICA
La proteina quimérica BLS-MICA, fue construida de la siguiente manera:

La secuencia de BLS se obtuvo por amplificacion por PCR con primers
especificos para el gen de la lumazina sintasa de B. abortus y se cloné en el vector
pET11a. Para generar el cassefte, se realiz6 mutagénesis dirigida sobre la
secuencia codificante de BLS, introduciendo dos sitios de restriccién en la region 5’

del gen: un sitio de corte para Nsil y otro para Aflll.

La secuencia de MICA*001 que codifica para el ectodominio entero fue
modificada para ser insertada en el plasmido pET11a-BLS. Para ello se agregé una
secuencia rio arriba para corte por la enzima Nsil y una secuencia de enlace (linker)
seguida de un sitio de corte para la enzima Aflll. Asimismo, como MICA posee un
sitio interno de corte para Nsil, se modificé esta regién con una sustitucion
silenciosa. La secuencia modificada de MICA*001 fue introducida en un plasmido
pIDTSMART (IDT Company).

Los plasmidos pET11a-BLS y pIDTSMART-MICA fueron digeridos con 3
unidades de las enzimas Nsil y Aflll en NEBuffer2 por 4 horas a 37 °C. Los
productos de digestiéon fueron corridos en geles de agarosa y las bandas con los
tamanos esperados fueron cortadas y purificadas usando el kit de extraccion
QlAquick (Qiagen). Los productos de digestion purificados fueron luego ligados
usando 5 unidades de DNA T4 ligasa (New England Biolabs) durante 16 hs a
16°C. La ausencia de mutaciones en la secuencia que codifica la proteina quimérica

(Tabla 1) fue luego confirmada por secuenciacion.

Para la produccion de la proteina BLS-MICA, el plasmido pET11a-BLS-MICA fue
usado para transformar bacterias competentes E. coli BL21-RIPL (DE3). Las bacterias
fueron crecidas a 37°C en agar LB suplementado con ampicilina y con agitacion (250
rom). Los cultivos con una densidad o6ptica a 600 nm (OD600nm) de 0,7 fueron
inducidos con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 1mM e incubados por 4
hs a 37°C con agitacion. Luego se centrifugaron las bacterias a 10.000g durante
10 min a 4°C. Las células fueron lisadas por sonicacion en buffer de lisis (50mM
Tris—HCI, 5mM EDTA, 40ug/ml DNasa, 1TmM PMSF, pH 8,0). Los cuerpos de inclusién
con BLS-MICA se solubilizaron por 16 hs en buffer 50mM Tris-HCI, 8M urea, 50mM
glicina, pH 8,0 y agitacion constante a temperatura ambiente. Luego la proteina

solubilizada fue purificada por cromatografia de intercambio aniénico en una columna
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de Q sefarosa (Pharmacia, GE Healthcare Life Sciences) en un cromatégrafo HPLC
(Dionex Ultimate 3000) conectado a un detector UV/vis. La elusion se realizé con un
gradiente lineal de entre 0 y 1 M de NaCl en un buffer 50mM Tris-HCI, 8M urea, 50mM
glicina, pH 8,0. La fraccidn con la proteina, determinado por SDS-PAGE, fue dializada
en un buffer 50 mM Tris-HCI pH 8, 1M L-arginina, 0,5mM EDTA y 0,02% azida sddica.
Luego se purifico BLS-MICA por cromatografia en gel con una columna Superdex 200
(Pharmacia, GE Healthcare Life Sciences) usando un buffer 50mM Tris-HCI pH 8,0,
1M L-arginina, 0,5mM EDTA. Se determind la presencia de la proteina por SDS-
PAGE (Figura 9A).

Finalmente se concentr6 BLS-MICA usando tubos Vivaspin (Sartorius) y se
guardado la proteina concentrada a 4°C. Finalmente se utiliz6 la proteina para
sensibilizar una placa de ELISA y se detectd su presencia utilizando los Ac anti-
MICA/B clon 6D4 (Biolegend), el AcMo anti-MICA/B (clon D7) o el AcMo BI24 anti-
BLS (Figura 9B).
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M Ac anti-MICA/B (clon 6D4) m Ac anti-MICA/B (clon D7) @ Ac anti-BLS (clon BI24)

Figura 9: Purificacion de la proteina BLS-MICA. A) SDS-PAGE de la proteina BLS-MICA
a8M,4M,2M, 1My sin Urea. B) ELISA directo usando 5 o 1 ng/pocillo de BLS-MICA. La
deteccion se realiz6 usando el AcMo anti-MICA/B comercial (clon 6D4, Biolegend), el AcMo
anti-MICA/B clon D7 obtenido en el laboratorio o AcMo Bl24 anti-BLS.

Secuencia de nucleoétidos de BLS-MICA
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GTGACAGGCAGAAATGCAGGGCAAAGCCCCAGGGACAGTGGGCAGAAGATGTCCTG
GGAAATAAGACATGGGACAGAGAGACCAGAGACTTGACAGGGAACGGAAAGGACCT
CAGGATGACCCTGGCTCATATCAAGGACCAGAAAGAAGGCTTGCATTCCCTCCAGG
AGATTAGGGTCTGTGAGATCCATGAAGACAACAGCACCAGGAGCTCCCAGCATTTC
TACTACGATGGGGAGCTCTTCCTCTCCCAAAACCTGGAGACTAAGGAATGGACAAT
GCCCCAGTCCTCCAGAGCTCAGACCTTGGCCATGAACGTCAGGAATTTCTTGAAGG
AAGATGCCATGAAGACCAAGACACACTATCACGCTATGCATGCAGACTGCCTGCAG
GAACTACGGCGATATCTAAAATCCGGCGTAGTCCTGAGGAGAACAGTGCCCCCCAT
GGTGAATGTCACCCGCAGCGAGGCCTCAGAGGGCAACATTACCGTGACATGCAGGG
CTTCTGGCTTCTATCCCTGGAATATCACACTGAGCTGGCGTCAGGATGGGGTATCT
TTGAGCCACGACACCCAGCAGTGGGGGGATGTCCTGCCTGATGGGAATGGAACCTA
CCAGACCTGGGTGGCCACCAGGATTTGCCAAGGAGAGGAGCAGAGGTTCACCTGCT
ACATGGAACACAGCGGGAATCACAGCACTCACCCTGTGCCCTCTGGTAGCGGTAGC
GGTCTTAAGACATCCTTTAAAATCGCATTCATTCAGGCCCGCTGGCACGCCGACAT
CGTTGACGAAGCGCGCAAAAGCTTTGTCGCCGAACTGGCCGCAAAGACGGGTGGCA
GCGTCGAGGTAGAGATATTCGACGTGCCGGGTGCATATGAAATTCCCCTTCACGCC
AAGACATTGGCCAGAACCGGGCGCTATGCAGCCATCGTCGGTGCGGCCTTCGTGAT
CGACGGCGGCATCTATCGTCATGATTTCGTGGCGACGGCCGTTATCAACGGCATGA
TGCAGGTGCAGCTTGAAACGGAAGTGCCGGTGCTGAGCGTCGTGCTGACGCCGCAC
CATTTCCATGAAAGCAAGGAGCATCACGACTTCTTCCATGCTCATTTCAAGGTGAA
GGGCGTGGAAGCGGCCCATGCCGCCTTGCAGATCGTGAGCGAGCGCAGCCGCATCG
CGCTTGTCTGA

Secuencia aminoacidica de BLS-MICA

MHEPHSLRYNLTVLSWDGSVQSGFLTEVHLDGOQPFLRCDROKCRAKPOGOWAEDVLG
NKTWDRETRDLTGNGKDLRMTLAHIKDOQKEGLHSLOQETIRVCEIHEDNSTRSSQHEY
YDGELFLSONLETKEWTMPOSSRAQTLAMNVRNFLKEDAMKTKTHYHAMHADCLOQE
LRRYLKSGVVLRRTVPPMVNVTRSEASEGNITVTCRASGEFYPWNITLSWRQODGVSL
SHDTQOWGDVLPDGNGTYQTWVATRICOQGEEQRFTCYMEHSGNHSTHPVPSGSGSG
LKTSFKIAFTIQARWHADIVDEARKSEFVAELAAKTGGSVEVEIFDVPGAYEIPLHAK
TLARTGRYAATIVGAAFVIDGGIYRHDFVATAVINGMMOVOLETEVPVLSVVLTPHH
FHESKEHHDFFHAHFKVKGVEAAHAALQIVSERSRIALV
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Tabla 1: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la construcciéon BLS-MICA. Arriba:
Secuencia de nucleodtidos de BLS-MICA. Abajo: Secuencia aminoacidica de BLS-MICA. En
verde el ectodominio de MICA*001, en rojo la secuencia de unién y en azul un monémero
de BLS.

LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO

La linea celular murina EL4 (linfoma de background C57BL/6) y las lineas
celulares humanas K562 (leucemia mieloide créonica humana) y HCT116 (cancer
de colon humano), fueron obtenidas de ATCC. La linea celular murina MB49
(carcinoma de vejiga de background C57BL/6) fue gentiimente cedida por el Dr.
Mariano Gabri (Universidad Nacional de Quilmes). Las lineas celulares K562
(leucemia mieloide créonica humana) y HCT116 (cancer de colon humano) fueron
obtenidas de ATCC.

Todas las lineas murinas y la linea HCT116 fueron mantenidas en cultivo en
estufa gaseada a 37°C en medio de Eagle con modificacion de Dulbecco (DMEM,
Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor, Cérdoba,
Argentina), 54 ng/ml de piruvato sddico, 0,292 mg/ml de glutamina, (ambos de
Invitrogen) y 40 ug/ml de gentamicina (Bagd) como antibiético (DMEM completo).
La linea K562 fue mantenida en el medio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) suplementado con 10% SFB (Natocor, Cérdoba, Argentina), 54 ng/ml
de piruvato sédico, 0,292 mg/ml de glutamina, (ambos de Invitrogen) y 40 ug/ml de

gentamicina (Bagd) como antibidtico (RPMI completo).

ANTICUERPOS Y CITOMETRIA DE FLUJO

Los siguientes AcMo fueron utilizados: anti-MICA/B AcMo conjugado con PE
(clon 6D4, Biolegend), anti-MICA/B biotinilado (clon 6D4, Biolegend), anti-MICA/B
(clon D7,desarrollado y producido en nuestro laboratorio [170]), anti-MICA conjugado
con AlexaFluor488 (clon 159227, Biotechne), anti-MICB conjugado con APC (clon
236511, Biotechne), anti-F4/80 conjugado con FITC o PE (clon BM8, Biolegend), anti-
CD3¢ conjugado con PE, FITC o PerCP/Cy5.5 (clon 17A.2; Biolegend), anti-CD8
conjugado con APC (clon 53-6.7, Biolegend), anti-CD4 conjugado con FITC (clon
RM4-5; Biolegend), anti-CD11b conjugado con APC o APC/Cy7 (clon M1/70,
Biolegend), anti-CD11c conjugado con PE/Cy7 (clon N418, Biolegend), anti-Gr-1
conjugado con PE/Cy7 (clon RB6.8C5, Biolegend), anti-CD45R/B220 conjugado con
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PerCP/Cy5.5 (clon RA3-6B2, Biolegend), anti-CD86 conjugado con PE (clon GL-1,
Biolegend), anti-CD44 conjugado con PE/Cy7 (clon IM7, Biolegend), anti-CMH-II
conjugado con PE/Cy5 (I-A/E, clon M5/114, Biolegend), anti-CD274 conjugado con PE
(PD-L1, clon 10F.9G2, Biolegend). Anti-CD44 conjugado con FITC (clon 1M7.8.1,
eBioscience) y anti-CD24 conjugado con APC (clon SN3b, eBioscience), IgG2a de
ratén (clon MOPC-173, Biolegend).

Para las marcaciones de CF, las células se lavaron con buffer de lavado de
citometria (buffer salino de fosfatos, PBS, con 1% de SFB) y se bloquearon durante 15
min en hielo en 20 pl de sobrenadante de cultivo del hibridoma 2.4G2 (ATCC® HB-
197™) que contiene un AcMo bloqueante del FcyRIl/Ill. Posteriormente, las células se
centrifugaron a 400g durante 5 min, se descartaron los sobrenadantes y se
resuspendieron en 20 ul de una dilucion de los AcMo acorde a la titulacion realizada
de cada uno. Luego de 30 min de incubacién en hielo y oscuridad, se centrifugaron y
resuspendieron en 50-100 uyl de PBS. Se utilizaron dos citémetros de flujo:
MACSQuant 10 (Miltenyi Biotec) equipado con 3 lasers y 10 detectores y FACSCanto
Il (BD) equipado con 3 lasers, 9 fotomultiplicadores (PMT, por sus siglas en inglés) y
un fotodiodo de avalancha (APD, por sus siglas en ingles). Posteriormente, los datos

obtenidos fueron analizados con el software Flowjo 10 (Tree Star, BD).

Ademas, se utiliz6 un FACSAria llu (BD) para la separacién de células por
citometria (FACS, por sus siglas en inglés) equipado con 3 lasers, 11 PMT y un APD.
Las células marcadas como se menciond anteriormente se resuspendieron en
condiciones asépticas en buffer Miltenyi (PBS, pH=7,2 con 0,5% de albumina sérica
bovina y 2 mM de EDTA). El equipo FACSAria llu previamente descontaminado fue
configurado con el nozzle de 70 ym y la camara de toma de muestra a 4°C para el
FACS. Las células aisladas fueron recolectadas en tubos estériles (cuya carga fue
previamente neutralizada con SFB puro) conteniendo medio de cultivo suplementado

con 20 % de SFB. La pureza de las células obtenidas fue siempre mayor al 90%.

RATONES

Se utilizaron ratones C57BL/6 de entre 6 y 12 semanas dependiendo del
experimento, cuyos progenitores provinieron del Bioterio de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad Nacional de La Plata. Machos y hembras fueron utilizados
indistintamente de manera balanceada en los experimentos con EL4. En los

experimentos con MB49 soélo se utilizaron ratones machos dado que las hembras
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rechazan los tumores. La cria y los experimentos fueron realizados en el Bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) de acuerdo con las pautas
establecidas por el Instituto Nacional de la Salud de los Estados Unidos (National
Institute of Health, NIH). Los estudios realizados con animales de laboratorio contaron
con la aprobacion del comité de ética institucional (IBYME-CONICET). En los
experimentos en los cuales los ratones requerian anestesia, se utilizé una mezcla de
ketamina (100 mg/kg) con xilacina (16 mg/kg) administrada por via intra-peritoneal
(i.p.) En protocolos dolorosos como las cirugias, se administré Tramadol (40 mg/kg) en
el agua inmediatamente antes y después del procedimiento. Para minimizar el riesgo
de infecciones en la zona de cirugia, la sutura se curd con una solucion de Tiomersal y
se utilizé enrofloxacina (50 mg/kg) en el agua desde 2 dias antes, durante el ensayo y
durante 2 dias mas una vez finalizado el experimento. Los ratones anestesiados
fueron mantenidos en camas termostatizadas, alejados de la luz y con gotas
oftalmicas en los ojos hasta su recuperacion. En los ensayos de crecimiento tumoral a
tiempo final, los ratones fueron eutanasiados cuando el volumen tumoral alcanzé los
2000 mm?®, al presentar signos de dolor o en el caso de la linea MB49 por ulceracion

supurante de los tumores.

INMUNIZACION DE RATONES C57BL/6 CON LA PROTEINA
BLS-MICA

Grupos de 5 ratones C57BL/6 de entre 8 y 12 semanas fueron inmunizados
con PBS como control, 13 ug de MICA recombinante (rMICA), 10 ug de BLS o 20 ug
de BLS-MICA (para compensar el peso aportado por BLS) diluidos en 200 uL de PBS
por via i.p. Cuando se us6 CFA, las proteinas de diluyeron en 100 uL de PBS y luego
se homogeneiz6 con 100 uL de CFA. Las inmunizaciones se repitieron semana de por
medio segun el esquema de la Figura 10. A las semanas 3 y 5 se realizaron sangrias
exploratrices por medio de puncion del seno facial con aguja 25G. A la semana 7, la
sangria se realizé a blanco con los ratones anestesiados por medio de puncién
cardiaca. Para obtener los sueros, la sangre recolectada en tubos Eppendorf fue
mantenida a 37°C durante 1 h para favorecer la coagulaciéon y durante 4 hs en
heladera para favorecer la retraccion del coagulo. Luego se aspird el suero y se
guardé a -20°C hasta la determinacién por ELISA del titulo de Ac anti-MICA. Los
sueros con titulos de Ac comparables fueron mezclados para su uso en experimentos

de inmunizacién pasiva.
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Figura 10: Esquema de inmunizaciéon con BLS, rMICA y BLS-MICA. Ratones de entre 8 y
12 semanas fueron utilizados para las inmunizaciones con BLS-MICA, BLS, rMICA o PBS solo;
todos con o sin CFA. Las inmunizaciones se realizaron semana de por medio y entre
inmunizaciones se extrajo sangre para el dosaje por ELISA de Ac anti-MICA.

El esquema de inmunizacién con BLS y con BLS-MICA se repitié de la misma
manera con otros grupos de ratones de entre 8 y 12 semanas con el fin de obtener

volumen de suero para los experimentos in vivo e in vitro.

PRODUCCION DE LINEAS CELULARES DE RATON QUE
EXPRESAN ESTABLEMENTE MICA

Las lineas celulares EL4 y MB49, se transdujeron con el virus murino de
células madre (pMSCV por sus siglas en inglés), un vector retroviral, para expresar los
alelos MICA*008 o MICA*019 y también con el virus solo (sin el gen de MICA) para
generar las lineas control. Para ello, se cultivaron células empaquetadoras PT67
(ATCC) en medio OPTI-MEM (Gibco) sin antibiético con los plasmidos pEGFP-N1
(Clontech) y los plasmidos pCMVgag-pol (de proteinas estructurales de
citomegalovirus), pMD2.G (de la envoltura del virus VSV) y con los plasmidos virales
pMSCV, o pMSCV-MICA*008 o pMSCV-MICA*019 usando FUGENE® HD
Transfection Reagent (Promega) en relaciéon 5:1, 3:1 y 1:1. Los plasmidos utilizados se
amplificaron en bacterias E. coli competentes empleando el método del CaCl, y se
purificaron con un kit midiprep (Qiagen). Los plasmidos pMSCV, pMSCV-MICA*008 y
pMSCV-MICA*019 fueron gentilmente cedidos por la Dra. Alessandra Zingoni y la Dra.
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Angela Santoni del Laboratorio de Inmunologia Molecular e Inmunopatologia del
Departamento de Medicina Molecular de la Universidad de Sapienza de Roma, Italia.
A las 48 hs se agregé 1 pg/mL de Geneticina (Gibco) y 2 uyg/mL de Puromicina (Enzo)
para la seleccion de las células transfectadas. Con un microscopio de fluorescencia
(Olympus IX70) realizamos el seguimiento de las transfecciones y se recolecté el
sobrenadante durante 2 semanas de aquellos cultivos con mayor numero de células
EGFP positivas. Los sobrenadantes se filtraron utilizando membranas de 0,22 ym
(Microclar), se mezclaron y se ultra-centrifugaron a 40.000g durante 90 minutos a 4 °C.
Los stocks virales pMSCV, pMSCV-MICA*008 y pMSCV-MICA*019 se utilizaron para
infectar células EL4 y MB49. Para ello, monocapas de células al 70% de confluencia
cultivadas en placas de 6 fosas fueron infectadas con 1 mL de sobrenadantes virales
en presencia de 8 ug/mL de Polibreno (Sigma Aldrich) durante 2 hs a 4°C para
promover la union de varios viriones a las células y la infeccidn sincrénica. Las células
fueron luego cultivadas a 37°C y a las 48 horas se agregé Puromicina a una
concentracién determinada experimentalmente capaz de matar las células no antes de
las 48 hs, a saber: 1 pg/mL para EL4 y 2 uyg/mL para MB49. Luego, las células
positivas para MICA fueron separadas por FACS y re-infectadas bajo las mismas
condiciones. Con una Uultima ronda de FACS seleccionamos aquellas células con

mayor expresion de MICA. Los stocks virales se guardaron a -80 °C.

EXPERIMENTOS DE DESAFIO TUMORAL

Los tumores EL4 o MB49 controles o manipulados para expresar MICA*008 o
MICA*019 se inocularon por via sub-cutanea (s.c.) en el flanco izquierdo de los
animales a razon de 2 x 10° células por ratén. El crecimiento tumoral se midi6 tres
veces por semana usando un calibre digital. Para calcular el volumen tumoral se aplicé
la formula elipsoidal modificada (largo x ancho?)/2. Para los experimentos de
inmunizacion pasiva terapéutica, una vez que los tumores alcanzaron un tamafo
palpable, generalmente entre 7 y 10 dias después de la inoculacién del tumor, los
ratones fueron pasivamente inmunizados por via i.p. con 200ul de una dilucién 1/4 de
un grupo de sueros de ratones previamente inmunizados con BLS (sueros control) o
con un volumen idéntico de un conjunto de sueros de ratones previamente
inmunizados con BLS-MICA (sueros anti-MICA) cada dos dias y hasta la eutanasia de

cada animal como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11: Esquema de inmunizacién pasiva de ratones portadores de tumores. Ratones
de entre 8 y 12 semanas fueron inoculados con 200.000 células tumorales. Cuando el tumor se
torno palpable, los ratones comenzaron con un esquema de inmunizacion pasiva cada dos dias
con los sueros control o suero anti-MICA hasta la eutanasia de cada raton. Los tumores se
midieron 3 veces por semana.

En algunos experimentos, se recogieron tumores de animales en el momento
de la eutanasia con el fin de analizar la composicion del infiltrado celular por CF. Para
tal fin se extrajeron los tumores, se lavaron con PBS con el objeto de remover el
exceso de sangre, se cortaron en pequefios trozos con una tijera quirurgica de acero y
se desagregaron mecanicamente en PBS con 5% de SFB con émbolos de jeringa
sobre filtros de nylon con poros de 70 um en placas de Petri de 60 mm. Luego se
resuspendieron en una solucién enzimatica compuesta por 2% de SFB y 100 U/ml de
colagenasa IV (Invitrogen) en RPMI 1640 y se incubd durante 30 min a 37°C con el
objeto de realizar la digestion enzimatica del tejido. Posteriormente, se centrifugo a
800g durante 5 min, se traté con 3 ml de buffer Amonio-Cloruro-Potasio (ACK, 155 mM
de cloruro de amonio y 10 mM de bicarbonato de potasio) durante 5 min y se lavé con

10 ml de PBS estéril o solucién fisioldgica.

Para experimentos de inmunizacion terapéutica activa, un dia después de la
exposicion tumoral, los ratones fueron inmunizados por via i.p. con BLS o con BLS-
MICA (10 o 20 pg / ratdon, respectivamente) sin adyuvantes cada siete dias hasta la
eutanasia de cada animal debido al crecimiento tumoral como se muestra en la Figura
12.
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Figura 12: Esquema de inmunizacién activa en ratones portadores de tumor. Ratones de
entre 8 y 12 semanas fueron inoculados con 200.000 células tumorales. Al dia siguiente, los
ratones comenzaron con un esquema de inmunizacion activa cada 7 dias con BLS o BLS-
MICA hasta la eutanasia de cada raton. Los tumores se midieron 3 veces por semana.

Para experimentos de inmunizacion profilactica activa (Figura 13), los ratones
fueron inmunizados por via i.p. con BLS o con BLS-MICA (10 o 20 g / raton,
respectivamente) sin adyuvantes cada nueve o diez dias. Se realizaron cuatro
inmunizaciones en cada animal. Tres semanas después de la ultima inmunizacion,
cuando los Ac anti-MICA ya no eran detectables por ELISA, los ratones fueron
desafiados con células tumorales MB49-MICA*008. En todos los casos, el crecimiento
del tumor se evaludé como se describioé previamente. Ademas, se tomaron muestras de
sangre de los ratones. Los animales fueron sacrificados a partir de un tamafo tumoral

de 2000 mm?® o por ulceracion de los tumores.

T C‘ ’ C‘ 7 Eutanasia
A A

Oz

=
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Figura 13: Esquema de inmunizacién profilactica activa. Ratones de entre 6 y 8 semanas
fueron inmunizados segun el protocolo de la Figura 10. 3 semanas después de la ultima

inmunizacion, los ratones fueron desafiados con las lineas tumorales MB49-pMSCV o MB49-
MICA*008. Los tumores se midieron 3 veces por semana hasta el momento de la eutanasia.

ELISA

Los ensayos de ELISA para detectar sMICA se realizaron segun las

instrucciones del fabricante (R&D). Para la medicion del titulo de Ac anti-MICA, se
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recubrieron placas de poliestireno (Maxisorb, Nunc) con 1 ug/ml de rMICA*001 en PBS
durante 16 hs. Después de bloquear con leche descremada al 5% en PBS durante 1 h
a 37°C, las placas se incubaron con diluciones seriadas de sueros de los diferentes
ratones durante 1 h a 37°C. Luego se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 al 0,05%
y se incubaron con un Ac anti-IgG de ratén acoplado a HRP en una diluciéon 1/2000
(BioRad) durante 1 h a 37°C. Luego se lavé con PBS-Tween 20 y se revelé con una
dilucién de tetra-metil bencidina (TMB) en buffer citrato fosfato (pH=5) y H.0,. La
reaccion se detuvo luego de 20-30 minutos por el agregado de H,SO, 2N y se
determiné la absorbancia a 450 nm y a 550 nm en un lector de ELISA Versa max

(Molecular Devices).

ENSAYOS DE ACTIVIDAD METABOLICA, PROLIFERACION Y
MUERTE CELULAR

Se evalug la actividad metabdlica de las células transducidas por el método del
MTS. El método se basa en la reduccion de MTS por células viables para generar
formazan, un subproducto del MTS soluble en medios de cultivo celular. Esta
conversion solo puede ser llevada a cabo por las enzimas deshidrogenasas
dependientes de NADPH en células metabdlicamente activas. El formazan producido
por las células viables se puede cuantificar midiendo la absorbancia a 490-500 nm.
Brevemente, distintas cantidades de células, entre 1.500 y 100.000, fueron incubadas
por triplicado en placas de 96 fosas de fondo plano en 200 pyL de medio de cultivo.
Luego se agregaron 20 yL de MTS por pocillo y se incubé durante 4 hs a 37°C.
Seguidamente, se midié la absorbancia a 490 nm en un lector de ELISA con agitacion

Versa max (Molecular Devices).

Para evaluar la capacidad de proliferacion de las células, las lineas MB49-
pMSCV, MB49-MICA*008, EL4-pMSCV y EL4-MICA*008 fueron marcadas con el
reactivo CFSE (por las siglas en inglés de Carboxy Fluorescein succinimidyl ester,
Thermo Fisher). Se siguieron las instrucciones del fabricante y se evalué por CF el

porcentaje de células positivas para CFSE en cada generacion.

Para evaluar los porcentajes de células muertas antes de las inoculaciones, se
incubaron las células con el reactivo Zombie Green (Biolegend) segun las

instrucciones del fabricante y se midi6 el porcentaje de células high y low por CF.
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AISLAMIENTO DE CELULAS NK

Ratones de entre 6 y 10 semanas fueron sacrificados y esplenectomizados y
luego los bazos fueron disgregados para generar la suspension de esplenocitos. Para
aislar células NK empleamos un método de seleccidn positiva mediante marcacion con
un AcMo anti-CD49b y utilizando un kit comercial de separacién inmunomagnético
(Miltenyi). La pureza de las células NK se evalué mediante CF y fue siempre superior
a 85%. Las células NK obtenidas fueron lavadas con solucion fisiolégica y

resuspendidas en RPMI 1640 completo.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD IN VITRO

Células YAC-1, MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 fueron marcadas con eFluor
dye 670 (eBioscience) e incubadas durante 1 h en presencia de los sueros control o
sueros anti-MICA. A continuacion, se realizé el co-cultivo con las células NK
previamente estimuladas durante 16-18 h con condiciones sub-Optimas de las
citoquinas IL12 e IL18 (10 ng/mL de cada una, Peprotech) e IL15 (1 ng/mL,
PeproTech) y se evalud la muerte celular luego de 5 hs por marcacion con Zombie

Aqua (Biolegend) y CF.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD IN VIVO

Células MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 fueron marcadas con CFSE o eFluor
dye 670, respectivamente y se incubaron durante 1 h en presencia de los sueros
control o sueros anti-MICA. Luego se inoculé por via s.c. en ratones C57BL/6 de entre
8 y 12 semanas, una mezcla de 200.000 células MB49-pMSCV con 200.000 células
MB49-MICA*008. A las 72 hs se removieron los tumores y se analizé6 por CF el

porcentaje de células recuperadas de cada poblacion.

Otro grupo de ratones fue inoculado con 200.000 células MB49-pMSCV
incubadas en presencia de sueros control o sueros anti-MICA o con 200.000 células
MB49-MICA*008 incubadas en presencia de sueros control o sueros anti-MICA y se
monitored el crecimiento tumoral. Los ratones que rechazaron los tumores fueron re-
desafiados con una mezcla de 200.000 células MB49-pMSCV con 200.000 células
MB49-MICA*008 marcadas con CFSE o eFluor dye 670, respectivamente. A las 72 hs
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se removieron los tumores y se analizdé por CF el porcentaje de células recuperadas

de cada poblacion.

ANALISIS DE TUMORES IN SILICO

Para el analisis de la expresién de MICA en tejido normal vs muestras de
tumores y para la construccién de curvas de sobrevida se utilizé la base R2
( y se analizaron los grupos de datos indicados en cada figura. El
andlisis de Microarrays de muestras de tumores y cultivos primarios se realizd
utilizando GEO2R ( con los grupos de datos
GDS4106, GSE8401, GSE364, GDS2777 y GSE33482 con MICA como Query
(Affymetrix ID number: 205904 _at).

MODELADO DE BLS-MICA Y PREDICCION DE PROPIEDADES

La secuencia de BLS-MICA indicada en la Tabla 1 se modelé por homologia (o
modelado comparativo) usando el algoritmo de modelado I-TASSER
Este algoritmo se basa en la

busqueda de estructuras evolutivamente relacionadas (templates) para generar un

modelo estructural de una proteina de interés (target) [305].

Para la prediccion de las propiedades de BLS-MICA se utilizé el algoritmo
ProtParam [306] ( ).

Para predecir los epitopes lineales de LB de MICA se utilizdé la herramienta
BepiPred, disponible en , con un
threshold de 0,5 (valor en el cual la especificidad y la sensibilidad son iguales). Para
predecir epitopes discontinuos superficiales se utilizd el algoritmo DiscoTope de
inteligencia artificial del NIH disponible en con un
Threshold de 0,6. Los epitopes encontrados por la herramienta BepiPred sobre MICA
se visualizaron con la aplicacion PyMol (pymol.org) utilizando la secuencia 1HYR [138]

disponible en
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ANALISIS ESTADISTICO

Se emplearon los tests ANOVA de una via o ANOVA de dos vias con pruebas
post-hoc de Dunnett o Tukey para comparar el crecimiento tumoral y la expresién de
marcadores de superficie celular de células inmunes. Cuando no se requirieron
comparaciones multiples, se usaron pruebas t pareadas. Los datos se analizaron

usando el software GrapPad Prism 6.0.
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RESULTADOS
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PRODUCCION DE LA PROTEINA QUIMERICA BLS-MICA

Con el objetivo de inducir Ac terapéuticos contra MICA para evaluar su rol en la
respuesta antitumoral, clonamos el ectodominio del alelo MICA*001 en un plasmido
conteniendo la secuencia del inmunégeno BLS. (Tabla 1). Este plasmido fue luego
usado para transformar bacterias y producir la proteina recombinante BLS-MICA. Tras
la solubilizaciéon de los cuerpos de inclusién en los que se acumula BLS-MICA,
purificamos la proteina para su utilizacion en los ensayos realizados para este trabajo

de tesis doctoral.

ESTRUCTURA DE LA PROTEINA BLS-MICA

Con el objetivo de conocer las propiedades de BLS-MICA antes de comenzar
con los primeros experimentos, realizamos el modelado por homologia (0 modelado
comparativo) usando el algoritmo de modelado I-TASSER
( que se basa en la busqueda de
estructuras evolutivamente relacionadas (templates) para generar un modelo
estructural de una proteina de interés (target). El proceso tipicamente comprende los
siguientes pasos: (i) identificaciéon de/los template, (ii) seleccion, (iii) construccion del
modelo y (iv) estimacion de la calidad del modelo [305]. Si se identifican uno o mas
templates, la informacién de la alineacion del target y las secuencias de los templates
junto con sus estructuras 3D se utilizan para construir un modelo estructural para la
proteina de interés y se estima la calidad del modelo calculado. El 86% de la
estructura generada pudo ser alineada con proteinas conocidas (Figura 14) y obtuvo
un Z-score (probabilidad de plegamiento correcto) de 2,34; es decir, una secuencia
con una probabilidad significativa de modelado correcto (<1 malo, >1 y <2 bueno, >2

muy bueno) [307].
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Figura 14: Estructura de la quimera BLS-MICA. A) y B) Vistas desde dos perspectivas
diferentes de la prediccién de la estructura de un monémero de BLS-MICA segun el algoritmo
de modelado de I-TASSER [305]. Verde: MICA, Rojo: BLS, Azul: Linker.

Segun el algoritmo ProtParam [306] (disponible en

https://web.expasy.org/protparam/) la estructura de BLS-MICA tiene una vida media

estimada in vitro de 30 hs y segun el indice de estabilidad, la proteina es
moderadamente estable a 4°C. Segun el algoritmo SCooP [308] (disponible en
http://babylone.ulb.ac.be/SCooP/index.php) BLS-MICA posee un T, de 62,3°C,

probablemente debido a su indice alifatico de 75,60 —definido como la proporcién del

volumen ocupado por alanina, valina, isoleucina y leucina-; valor relativamente alto

para proteinas de organismos mesofilicos [309].

INMUNIZACION DE RATONES C57BL/6 CON LA PROTEINA
BLS-MICA

Uno de los objetivos principales del proyecto fue evaluar si se podria obtener
cantidades elevadas de Ac anti-MICA utilizando la proteina quimérica BLS-MICA. Para
ello inmunizamos ratones C57BL/6 de entre 8 y 12 semanas de edad via i.p. con BLS-
MICA segun un protocolo de inmunizacion descripto en la Figura 10, en donde los
ratones fueron inmunizados semana de por medio y se realizaron sangrias
exploratrices en las semanas 3, 5y 7 con el fin de analizar por ELISA la presencia de
Ac anti-MICA. Para poder evaluar si BLS-MICA evoca una respuesta satisfactoria
realizamos ademas inmunizaciones con rMICA, rMICA con CFA y BLS-MICA con CFA,
mas los controles inmunizados con BLS y BLS con CFA. En los ratones inmunizados
con BLS y BLS + CFA no encontramos Ac anti-MICA (Figura 15A y 15B,
respectivamente), mientras que en los ratones inmunizados con rMICA + CFA la

respuesta fue muy baja (Figura 15C).
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Figura 15: Inmunizacién de los ratones con rMICA usando CFA como adyuvante. 3,5y 7
semanas después de iniciar el protocolo de inmunizacién se tomaron muestras de sangre a los
distintos grupos de ratones inmunizados con A) BLS, B) BLS + CFA y C) rMICA + CFA. Se
analizaron los sueros por ELISA en busqueda de Ac anti-MICA realizando diluciones seriadas
los mismos en placas recubiertas con rMICA. Los graficos muestran los resultados de los
ensayos de ELISA (media + error estandar de la media) representativos de las inmunizaciones
realizadas. n=6 para cada grupo.

En trabajos anteriores se reportd la producciéon de Ac anti-MICA en ratones y
conejos utilizando mayores concentraciones de rMICA, esquemas de inmunizaciones
mas prolongados, otros adyuvantes y péptidos inmunogénicos [149, 310-312]. En
cambio, en humanos los Ac anti-MICA suelen presentarse en pacientes trasplantados
[313-316] y en pacientes que responden bien a determinadas inmunoterapias [271,
317].

Sin embargo, el andlisis bioinformatico de rMICA revela que su estructura no
posee caracteristicas antigénicas intrinsecas fuertes. El algoritmo DiscoTope de

inteligencia artificial del NIH (http://tools.iedb.org/discotope) es un software para

prediccién de epitopes discontinuos en la estructura tridimensional de las proteinas
comparando la estructura cristalografica de la misma con una base de datos de
interacciones de epitopes/Ac conocidos por métodos cristalograficos [318, 319]. El
analisis de la estructura cristalografica de MICA con el algoritmo DiscoTope mostrd
que solo unas pocas porciones de MICA son probables epitopes antigénicos
discontinuos (Figura 16A y B). Mientras tanto, el analisis de la secuencia de MICA con
la red neuronal BepiPred disponible en

[320] mostré que de las 4 regiones encontradas por la prediccion de la secuencia y
estructura tridimensional, solo 3/4 de estas regiones se encuentran en zonas de
hélices super-enrolladas expuestas, que son las porciones con mayor probabilidad de

unirse a Ac (Figura 16C y D).
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Figura 16: Predicciéon de epitopes antigénicos. A) Score de antigenicidad en funcién de la
posicion en la secuencia aminoacidica de MICA segun la prediccion del algoritmo DiscoTope.
Unas pocas regiones en la superficie de MICA poseen potencial antigénico tridimensional
segun este algoritmo, que compara la estructura de MICA con la estructura de epitopes
conocidos (p<0,01). B) En naranja, ubicacién de estos posibles epitopes antigénicos
tridimensionales. C) Predicciéon de los epitopes lineales basados en la secuencia y estructura
de MICA. Sélo 3 de 4 secuencias son epitopes probables (marcados con seguidillas de E en la
fila “Epitopes”), poseen una conformacion de hélices superenrolladas (marcado con seguidillas
de C resaltadas en amarillo en la fila “Structural) y se encuentran expuestos en la estructura de
la proteina (marcado con seguidillas de E en la fila “Surface”. Seguidillas de H (helix) resaltada
en rosa corresponde a hélices alfa y seguidillas de E resaltadas en celeste corresponde a hojas
beta. Seguidillas de B (buried) resaltadas en naranja corresponden a zonas internas de la
proteina. En cada caso la intensidad del color resaltado indica probabilidad de dicha estructura.
(threshold=0,5, p<0,05). D) Epitopes encontrados por el algoritmo BepiPred (marcados en rojo)
de la proteina MICA (verde) visualizados sobre dos vistas de la estructura cristalografica de la

misma.

De este modo, la quimera BLS-MICA resulta particularmente atractiva para ser
empleada como inmundgeno puesto que BLS promueve la formacién de altos titulos
de Ac debido a en parte la estimulacién de TLRs y al aumento de presentacion en
moléculas del CMH [302-304].

La inmunizacién de ratones con la proteina quimérica mostré que todos los
ratones inmunizados con BLS-MICA o BLS-MICA + CFA (Figura 17) desarrollaron
niveles de Ac similares, con la ventaja de que, a diferencia de las combinaciones con

CFA, BLS-MICA no provoca inflamacién peritoneal en los ratones inmunizados.
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Figura 17: Inmunizacién de los ratones con BLS-MICA. 3, 5 y 7 semanas después de iniciar
el protocolo de inmunizacién se tomaron muestras de sangre a los distintos grupos de ratones
inmunizados con A) BLS-MICA + CFA o B) BLS-MICA. Se analizaron los sueros por ELISA en
busqueda de Ac anti-MICA realizando diluciones seriadas los mismos en placas recubiertas
con rMICA. Los gréaficos muestran los resultados de los ensayos de ELISA (media + error
estandar de la media) representativos de las inmunizaciones realizadas. n=6 para cada grupo.

CINETICA DE LA EXPRESION DE NKG2D TRAS LA
ADMINISTRACION DE BLS-MICA

Como se comenté previamente, se ha descripto que la liberacién de sMICA por
parte de las células tumorales es capaz de disminuir la expresion de NKG2D en las
células del sistema inmune. Debido a que uno de nuestros objetivos a largo plazo es
investigar la utilidad de BLS-MICA como terapia para pacientes con tumores que
expresan MICA, exploramos si la quimera BLS-MICA inyectada en ratones naive
afecta la expresion de NKG2D de la misma manera que sMICA, partiendo de la
hipotesis de que al estar MICA en un complejo con BLS, pudiera ser que sus efectos
biolégicos sean distintos ya sea por impedimentos estéricos para unirse a NKG2D o
porque BLS-MICA es depurado mas rapidamente que sMICA. Para ello inmunizamos
ratones con BLS-MICA o con rMICA. Antes de la primera inmunizacion y luego cada
24 horas, tomamos sangre de los ratones por un periodo de 5 dias y analizamos la
expresion de NKG2D en células NK y en LT CD8". A las 24 hs, observamos que BLS-
MICA y rMICA promovieron una disminucion de NKG2D en LT CD8" (Figura 18),
mientras que esta disminucién no se observd hasta el dia 3 en células NK. Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas en los niveles de NKG2D en
ninguna de las dos poblaciones celulares en funcion del tratamiento con rMICA o BLS-
MICA sugiriendo que la presencia de BLS en BLS-MICA, comparado con MICA

soluble, no afecta diferencialmente la expresion de NKG2D.
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Figura 18: Expresion de NKG2D en LT CD8" y células NK luego de la inmunizacién con
BLS-MICA o rMICA. Expresién de NKG2D en células NK y en LT CD8" en ratones C57BL/6
inmunizados con BLS (n=4) o con BLS-MICA (n=4). Se muestra la media del MFI + error
estandar de la media de las muestras recolectadas cada dia. ANOVA de dos factores, n=4,
p<0,05.

TRANSDUCCION DE LINEAS CELULARES MURINAS CON
MICA

Uno de los objetivos principales de nuestro trabajo fue analizar el efecto
terapéutico de los Ac anti-MICA generados mediante la inmunizacion con BLS-MICA
en ratones portadores de tumores. Sin embargo, MICA no se expresa en células
murinas por lo que tuvimos que emprender la tarea de modificar genéticamente
células tumorales de raton para que expresen MICA en la superficie celular. Para ello
elegimos las células MB49 (carcinoma de vejiga) y EL4 (timoma), ambas de
background C57BL/6. Como la expresion de MICA se perdia/silenciaba cuando
transfectdbamos las células con MICA, decidimos utilizar un sistema de vectores
retrovirales basados en el virus MSCV. La ventaja de los vectores retrovirales es que
el ciclo del virus requiere la integracion en el genoma celular, y por consiguiente la de
MICA también [321]. Realizamos las infecciones con el vector vacio -pMSCV-, con el
vector que contiene MICA*008 -el alelo truncado mas frecuente en la poblacion
( )- y MICA*019 -alelo completo prototipico de MICA-. Tras
varias rondas de infeccion y FACS, logramos obtener las lineas con el gen de MICA
integrado en el genoma. Sin embargo, la mayor parte del trabajo lo realizamos con las
lineas EL4 y MB49. Obtuvimos 6 lineas transducidas con las que seguimos
trabajando: EL4-pMSCV, EL4-MICA*008, EL4-MICA*019, MB49-pMSCV, MB49-
MICA*008 y MB49-MICA*019. Por CF observamos que todas las lineas transducidas

con ambos alelos de MICA expresan niveles comparables a la expresion en la linea
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humana HCT116 que expresa MICA naturalmente, y que, al mismo tiempo, las lineas

murinas no expresan el ligando relacionado MICB (Figura 19).

EL4-pMSCV  EL4-MICA*008 HCT116 MB49-pMSCV MB49-MICA*008 MB49-MICA*019

;
X
]
mi]

anti-MICA/B
anti-MICA anti-MICA
: .
m '
m}
anti-MICB anti-MICB

Figura 19: Expresiéon de MICA en las lineas transducidas. Células EL4 y MB49 fueron
transducidas con vectores retrovirales conteniendo MICA*008, MICA*019 o con el vector vacio
(PMSCV). La expresion de MICA se analizé por CF usando AcMos contra MICA/B, MICA o
MICB (histogramas vacios). Como control positivo de expresién de MICA, se empleé la linea
humana HCT116 que expresa MICA y MICB naturalmente. Histogramas grises, control de
Isotipo 1IgG2a de raton.

Seguidamente, investigamos si los Ac anti-MICA generados en ratones por
inmunizaciéon con BLS-MICA son capaces de reconocer MICA nativa expresada en
superficie celular. Para ello, realizamos marcaciones de las células transducidas o de
la linea K562 (que naturalmente expresa NKG2DLs) con los sueros policlonales vy
analizamos por CF indirecta la expresién de MICA (Figura 20). Como se puede ver en
la Figura 20A, los Ac generados presentes en mezclas de sueros de ratones
inmunizados con BLS-MICA fueron capaces de reconocer MICA expresado
naturalmente por la linea humana K562. Ademas, esta mezcla de sueros policlonales
fue capaz también de reconocer MICA en la linea murina MB49-MICA*008 y en la
linea humana HCT116 (Figura 20B).
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Figura 20: Capacidad de los sueros policlonales generados con BLS-MICA de reconocer
MICA en la superficie celular. A) Se corrobor6 la capacidad de los Ac generados por la
inmunizaciéon con BLS-MICA de reconocer MICA en células K562 por CF indirecta. Como
control se incluy6 el suero de ratones inmunizados con BLS (sueros control) para establecer
una linea de corte del ruido del sistema y el AcMo desarrollado en nuestro laboratorio anti-
MICA/B (clon D7). B) La mezcla de sueros anti-MICA reconocié MICA (histogramas vacios)
expresado por la linea murina transducida MB49-MICA*008 pero no reconocio a la linea control
MB49-pMSCV, asi como también a MICA expresado naturalmente en la linea humana
HCT116.

Con el objeto de descartar diferencias de crecimiento entre las lineas
transducidas con MICA y las que poseen el vector vacio que pudieran afectar los
experimentos in vivo, realizamos un ensayo de MTS para evaluar la actividad
metabdlica de las células y un ensayo de proliferacion por el método de dilucion de
CFSE. Tanto en el caso de EL4-pMSCV, EL4-MICA*008 y EL4-MICA*019 como de
MB49-pMSCV, MB49-MICA*008 y MB49-MICA*019 no se encontraron diferencias
significativas en la actividad metabdlica (Figura 21A) asi como tampoco en la
capacidad de proliferaciéon (Figura 21B). Asimismo, antes de inocular las células
evaluamos siempre el porcentaje de células muertas presentes en cada cultivo y no

encontramos diferencias significativas entre las lineas (Figura 21C).
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Figura 21: Actividad metabdlica y proliferacion de las lineas EL4 y MB49. (A) Actividad
metabdlica evaluada por el ensayo de MTS de las lineas EL4-pMSCV, EL4-MICA*008, EL4-
MICA*019 y MB49-pMSCV, MB49-MICA*008 y MB49-MICA*019. (B) Proliferaciéon evaluada
como porcentaje de células de cada generacion (gates adyacentes marcados como 1, 2 y 3)
marcadas con CFSE de las lineas EL4-pMSCV (histograma amarillo, panel izquierdo), EL4-
MICA*008 (histograma rojo, panel izquierdo), EL4-MICA*019 (histograma azul, panel izquierdo)
y MB49-pMSCV (histograma amarillo, panel central), MB49-MICA*008 (histograma rojo, panel
central) y MB49-MICA*019 (histograma azul, panel central). Los porcentajes de células en cada
generacion se muestran en el panel de la derecha. (C) Porcentaje de células ZG"" antes de
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las inoculaciones en las lineas EL4-pMSCV, EL4-MICA*008, EL4-MICA*019 y MB49-pMSCV,
MB49-MICA*008 y MB49-MICA*019. ANOVA de dos vias. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO TUMORAL DE LA
INMUNIZACION ACTIVA CON BLS-MICA.

Con el objeto de explorar la posibilidad de utilizar BLS-MICA para el tratamiento
de individuos portadores de tumores, primero analizamos la posibilidad de realizar una
inmunizacion activa con BLS-MICA o BLS en ratones portadores de tumores,
simulando la situacion en que un paciente es diagnosticado con un tumor que expresa
MICA y que eventualmente se pudiera beneficiar con una terapia basada en la

inmunizacion (vacunacion) con BLS-MICA.

Para ello ratones C57BL/6 fueron inoculamos con 200.000 células tumorales
MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 y un dia después, los inmunizamos con BLS-MICA
o con BLS. Sin embargo, no observamos diferencias en el crecimiento tumoral entre
los grupos de animales tratados con BLS-MICA vs los tratados con BLS (Figura 22A).
No obstante, observamos que los ratones desafiados con la linea MB49-pMSCV
crecen mas lento que los ratones desafiados con la linea MB49-MICA*008 y a su vez
el crecimiento de los tumores MB49-pMSCV tratados con BLS-MICA fue mas lento
que el de los ratones MB49-pMSCV. Esto no nos llamé tanto la atencién puesto que
existen evidencias de que a través de la activacion de la via de TLR4, BLS puede
mediar efectos antitumorales [322] indistintamente del péptido al que este conjugada.
Sin embargo, si nos interesé evaluar la diferencia en los crecimientos tumorales entre
las lineas que expresan MICA vy las lineas control. Debido a que MICA es capaz de
mediar inmunosupresion por diferentes mecanismos, los ratones fueron finalmente
sacrificados y se analizaron los linfocitos T y células NK de la sangre del dia 11 para
evaluar si habia alteraciones en estas poblaciones celulares. Observamos que los
ratones portadores de tumores que expresan MICA tienen un menor porcentaje de
células T efectoras CD127'KLRG1" (Figura 22B) y de células T de memoria efectora
CD62L°CD44" (Figura 22C) significativo. Por el contrario, el porcentaje de células T de
memoria central CD62L*CD44" (Figura 22D) es mayor en los ratones portadores de

tumores que expresan MICA.

Mientras tanto, en el compartimiento de células NK, no encontramos
diferencias significativas en el porcentaje de células NK maduras CD27°CD11b*
(Figura 22E) ni de células NK en estadio de diferenciacion terminal CD27°CD11b"
(Figura 22F).
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Figura 22: Crecimiento de MB49-pMSCV y MB49-MICA*008 en un esquema de
inmunizacién activa y poblaciones intratumorales. Ratones C57BL/6 fueron desafiados con
200.000 células MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 y un dia después, los ratones se
inmunizaron con BLS-MICA o con BLS solo con 20 o 10 ug de proteina por raton,
respectivamente. Al dia 11 se tomaron muestras de sangre de los ratones para su analisis por
CF. A) Curva de crecimiento tumoral de los ratones desafiados con las células tumorales e
inmunizados activamente con BLS o BLS-MICA. B) porcentaje de células T CD8" efectoras
CD127'KLRG1". C) porcentaje de células T CD8" de memoria efectora CD62L'CD44" D)
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porcentaje de células T CD8" de memoria central CD62L"CD44" E) porcentaje de células NK
maduras CD27°CD11b". F) porcentaje de células NK de diferenciacién terminal CD27°CD11b".
Los graficos muestran la media + error estandar. ANOVA de dos vias. * p<0,05; ** p<0,01;
***p<0,001.

INMUNIZACIONES PROFILACTICAS CON BLS-MICA

Considerando que el rapido crecimiento de los tumores podria estar
enmascarando un hipotético efecto del tratamiento activo con BLS-MICA, decidimos
desafiar ratones C57BL/6 con células MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 y luego de 15
dias realizar la reseccion quirurgica del tumor visible. Debido a que a partir de ensayos
anteriores sabiamos que los ratones operados desarrollaban rapidamente nuevos
tumores en el sitio de la operacién, al dia 16 los ratones fueron tratados dia por medio
con sueros control o con sueros anti-MICA. Interesantemente, todos los ratones
desafiados con 200.000 células tumores MB49-pMSCV -independientemente del
tratamiento que recibieron- y los ratones con tumores MB49-MICA*008 tratados con
sueros control desarrollaron tumores nuevamente; mientras que solo 2/4 de los
ratones con tumores MB49-MICA*008 tratados con sueros anti-MICA desarrollaron

nuevos tumores (Figura 23).

MB49-pMSCV + suero control MB49-pMSCV + suero anti-MICA
Q [ 100% Con tumor Q [ 100% Con tumor
Il 0% Sin tumor Il 0% Sin tumor
n=3
MB49-MICA*008 + suero control MB49-MICA*008 + suero anti-MICA

[ 50% Con tumor
Il 50% Sin tumor

[ 100% Con tumor
Il 0% Sin tumor
n=4 n=4

Figura 23: Porcentaje de ratones inoculados con las lineas MB49-pMSCV o MB49-
MICA*008 que desarrollan nuevos tumores luego de la reseccion quirargica del tumor
primario y del tratamiento con suero control o suero anti-MICA. Ratones C57BL/6 fueron
inoculados con MB49-pMSCV o MB49-MICA*008. Cuando los tumores se tornaron palpables,
se extirparon los tumores y se suturd el area de cirugia. Al dia siguiente los ratones fueron
tratados dia por medio con los sueros control o los sueros anti-MICA. Se muestra en los
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graficos de torta el porcentaje de ratones que desarrollaron nuevos tumores tras la reseccion
quirurgica.

Lamentablemente, la linea MB49 crece sélo en ratones machos y éstos, tras la
cirugia requieren cuidados intensivos en jaulas separadas. Debido a la escasez del
espacio con el que contabamos en el bioterio de nuestro instituto, no pudimos seguir
realizando estos experimentos. Por ello, continuamos trabajando con la linea MB49
transducida con un esquema de inmunizacién profilactica con la proteina quimérica.
Para estos experimentos, ratones C57BL/6 naive fueron inmunizados con BLS o BLS-
MICA segun se describié en Materiales y Métodos y luego fueron monitoreados para
evaluar la presencia de Ac anti-MICA en el suero. Aproximadamente 2 semanas
después de haber terminado el esquema de inmunizacién, cuando el titulo de Ac anti-
MICA ya no fue detectable (Figura 24A), los ratones fueron desafiados con los
tumores MB49-MICA*008 por via s.c. Al dia 8 detectamos los primeros tumores en
14/14 de los ratones tratados con BLS y en 11/14 de los tratados con BLS-MICA
(Figura 24B). Ademas, en los tratados con BLS-MICA al dia 8 sélo 1/14 tumores
superaron los 100 mm?® mientras que en los tratados con BLS el 100% de los ratones
desarrollé tumores con mas de 100 mm® (Figura 24C). El analisis del crecimiento
tumoral con este esquema profilactico revelo que BLS-MICA fue capaz de retrasar el
crecimiento significativamente, sugiriendo que el tratamiento con la quimera es capaz

de promover una respuesta inmune protectiva antitumoral.
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Figura 24: Inmunizaciones profilacticas con BLS-MICA. A) Ratones C57BL/6 fueron
inmunizados segun el protocolo ya descripto en Materiales y Métodos. Se monitore6 por
ELISA la presencia de Ac anti-MICA hasta la semana 9 donde los anticuerpos anti-MICA ya no
fueron detectables. B) Una vez que los Ac no fueron méas detectables, los ratones fueron
desafiados con MB49-MICA*008. Se muestra en los graficos de torta el porcentaje de estos
animales que desarrollaron tumor al dia 8. C) Izquierda: Curvas de crecimiento tumoral
individuales de los ratones inmunizados profilacticamente con BLS o BLS-MICA desafiados con
MB49-MICA*008. Derecha: se muestra media + error estandar del crecimiento tumoral en
funcion del tiempo en los ratones tratados con BLS vs los tratados con BLS-MICA. ANOVA de
dos vias. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001.

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DETECCION DE SMICA

Al observar las diferencias en el crecimiento tumoral en el esquema de
inmunizacion activa con BLS y BLS-MICA entre las lineas MB49-pMSCV y MB49-
MICA*008, planteamos que esas diferencias podian deberse a la liberacion de sMICA
por parte de las células MB49-MICA*008. Como se mencion6 en la Introduccién,
varios trabajos muestran que los niveles de sMICA y de Ac anti-MICA en suero
podrian asociarse con el éxito de una terapia [178, 179, 271, 272]. Lamentablemente,
la mayoria de los sistemas disponibles para la deteccion de sMICA estan disefhados
para sobrenadantes de cultivos celulares. Utilizando el ELISA de la compainia R&D -
validado para sueros humanos- no logramos detectar sMICA en los sueros de los
ratones. Por este motivo, decidimos emprender la tarea de desarrollar un nuevo
sistema de deteccion de sMICA por CF. Asimismo, dado que MICA no es el Unico
NKG2DL implicado en mecanismos de escape tumoral, disehamos un ensayo capaz
de detectar al mismo tiempo dos NKG2DLs. Para tal fin bolitas (beads) de poli-estireno
conjugadas con avidina fueron acopladas al AcMo anti-MICA/B (clon 6D4) biotinilado
para generar beads de captura capaces unir al mismo tiempo ambos ligandos. Las

beads fueron luego incubadas con rMICA y rMICB o las muestras de sueros de los
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ratones portadores de tumor durante toda la noche a 4°C y luego incubadas con un
AcMo anti-MICA conjugado con FITC y un AcMo anti-MICB conjugado con APC
capaces de reconocer distintos epitopes en estas moléculas que el Ac de captura
(Figura 25A). Con este sistema logramos detectar al mismo tiempo MICA y MICB
recombinantes, cuyo comportamiento en funcién de la concentracion fue lineal,
demostrando que es posible desarrollar un sistema capaz de detectar al mismo tiempo
mas de un NKG2DL (Figura 25B).
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Beads de captura: 16 hs con rMICA y rMICB Deteccion con AcMos
Beads avidinadas unidas a los en suero normal de ratén  anti-MICA conjugado con FITC y
AcMos anti-MICA y anti-MICB o los sueros a testear anti-MICB conjugado con APC
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Figura 25: Disefo del sistema de deteccion de NKG2DLs. A) Beads de poli-estireno fueron
acopladas a AcMos anti-MICA y anti-MICB (beads de captura). Luego se incubaron las beads
de captura con rMICA y rMICB diluidos en suero normal de raton durante 16 hs a 4°C. Por
ultimo, se incubaron las beads de captura unidas a rMICA y rMICB con los AcMo anti-MICA
conjugado con FITC y anti-MICB conjugado con APC. La deteccion se realizdo por CF. B)
Comportamiento lineal de la deteccion de rMICA y rMICB: Y = 0,048X + 4,39 R%= 094yY =
0,074*X + 3,31 R%= 0,90, respectivamente. En particular rMICA pudo ser detectado a
concentraciones tan bajas como 300 pg/mL.
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Empleando el sistema de detecciéon de sMICA desarrollado, analizamos los
sueros de los ratones inmunizados con BLS o BLS-MICA e inoculados con MB49-
MICA*008. Observamos que los ratones tratados con BLS-MICA exhibieron
significativamente mayor concentracion de sMICA que los tratados con BLS (Figura
26A), sugiriendo que el tratamiento con BLS-MICA generé una respuesta humoral
capaz de neutralizar las moléculas de sMICA liberadas por las células transducidas.
Por ultimo, evaluamos si los niveles de sMICA detectados con este sistema en el
suero de los ratones correlaciona con el tamano tumoral. Como se puede observar en
la Figura 26B, encontramos una correlacion positiva significativa (= 0,7706,

p<0,0001) entre los volumenes tumorales y los niveles de sMICA.
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Figura 26: Depuracién de sMICA como consecuencia del tratamiento con BLS-MICA. A)
Deteccion por medio del sistema de beads por CF de sMICA en los sueros de los ratones
inoculados con MB49-MICA*008 tratados con BLS o con BLS-MICA. B) Correlacion entre el
volumen tumoral y cantidad de sMICA medida por CF (r= 0,7706, p<0,0001).

EFECTO TERAPEUTICO DE LOS ANTICUERPOS ANTI-MICA
SOBRE EL CRECIMIENTO TUMORAL

Con el objeto de evaluar el potencial terapéutico de estos Ac anti-MICA y
aprovechando que logramos transducir varias lineas murinas con MICA, desafiamos
ratones C57BL/6 con 200.000 células EL4-pMSCV, EL4-MICA*008 o EL4-MICA*019
en el flanco izquierdo por via s.c. Cuando los tumores se tornaron palpables,
realizamos un protocolo de inmunizacion pasiva por via i.p. cada dos dias con 200 uL
de una dilucidon Y2 de los sueros control o sueros anti-MICA segun se detalla en
Materiales y Métodos. Observamos que no hubo diferencias de crecimiento en los
tumores EL4-pMSCYV tratados con los sueros control o con sueros anti-MICA (Figura

27A). Sin embargo, la inmunizacién pasiva con el suero anti-MICA indujo un retraso
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significativo en el crecimiento de los tumores EL4-MICA*008 y EL4-MICA*019, en

comparacion con el efecto ejercido por el suero control (Figura 27B y C).
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Figura 27: Efecto terapéutico de los Ac anti-MICA sobre el crecimiento de las lineas EL4-
pPMSCV, EL4-MICA*008 o EL4-MICA*019. Ratones C57BL/6 fueron desafiados con 200.000
células EL4-pMSCV (A), EL4-MICA*008 (B) o EL4-MICA*019 (C) en el flanco izquierdo del
ratén, por via s.c. Cuando los tumores se tornaron palpables, realizamos un protocolo de
inmunizacion pasiva i.p. cada dos dias con 200 pL de una dilucion V2 del de suero control o con
el suero anti-MICA y seguidamente analizamos el volumen tumoral a lo largo del tiempo. Se
muestra también el analisis de Kaplan-Meier de la sobrevida de los ratones inoculados con
EL4-MICA*008 y EL4-MICA*019 combinados tratados con sueros control o sueros anti-MICA
(D). Log-rank (Mantel-Cox) test p<0,05.

Sorprendentemente, en los ratones tratados con sueros anti-MICA del grupo
desafiado con EL4-MICA*008, 2/7 ratones no desarrollaron tumor palpable y 1/7
desarrolld un tumor que luego regresioné completamente. Del grupo de ratones
desafiados con EL4-MICA*019 y tratados con sueros anti-MICA, 2/4 desarrollaron
tumor, pero luego regresionaron completamente. Cabe destacar que al momento de
realizar la eutanasia del ultimo raton con tumor, los ratones que rechazaron los
tumores dejaron de recibir suero anti-MICA. En solo uno de estos ratones, al dia 35,

detectamos un tumor. El resto de los ratones fueron mantenidos durante 2 meses en
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seguimiento sin presentar sintomas de la enfermedad, indicando que el tratamiento
con los sueros logré promover la remision efectiva de los tumores. El tratamiento con
los sueros anti-MICA no sélo disminuyo el tamafo de los tumores, sino que ademas
este efecto se tradujo en un aumento significativo en la sobrevida de los ratones
respecto de los tratados con sueros control segun se puede ver en el andlisis de

Kaplan-Meier (Figura 27D).

En cuanto a la linea MB49, dado que la disponibilidad de ratones fue siempre
un factor limitante debido a que el modelo tumoral de MB49 es exclusivo de machos
C57BL/6 [323] y que no encontramos diferencias de crecimiento entre los alelos de
MICA*008 y MICA*019, decidimos realizar los experimentos de inmunizacién pasiva
con las lineas MB49-pMSCV y MB49-MICA*008 solamente.

A diferencia de EL4, los tumores MB49 son de crecimiento mas lento y
dificiimente llegan a volimenes mayores a 1000 mm?®. Sin embargo, también a
diferencia de EL4, los tumores MB49 se ulceran con frecuencia y los ratones deben

ser sometidos a eutanasia.

Al igual que con los tumores EL4, desafiamos ratones C57BL/6 con 200.000
células MB49-pMSCV o MB49-MICA*008 en el flanco izquierdo del raton por via s.c.
Cuando los tumores se tornaron palpables, realizamos un protocolo de inmunizacion
pasiva por via i.p. cada dos dias con 200 uL de una dilucién %4 del suero control o del
suero anti-MICA segun se detalla en Materiales y Métodos. En el caso de tumores
MB49-pMSCV no encontramos diferencias en el crecimiento entre los ratones tratados
con sueros control o con sueros anti-MICA (Figura 28A). En el caso de los tumores
MB49-MICA*008, los ratones que recibieron sueros anti-MICA mostraron un

crecimiento mucho mas lento que los que recibieron sueros control (Figura 28B).

Asimismo, mientras que al dia 21 los ratones del grupo MB49-MICA*008 que
recibieron sueros control tuvieron que ser sacrificados debido a la ulceracion de los
tumores, los ratones tratados con sueros anti-MICA no presentaron ulceraciones.
Interesantemente, los tumores MB49-pMSCV, al igual que los ratones con tumores
MB49-MICA*008 tratados con sueros anti-MICA no se ulceraron tan rapidamente.
Asimismo, en algunos ratones inoculados con la linea MB49-MICA*008 tratados con
sueros anti-MICA, el volumen tumoral tendié a disminuir con el tiempo hasta que se
estabilizé6 (Figura 28B). Si consideramos el dia del sacrificio para el analisis de
Kaplan-Meier de sobrevida, los ratones portadores de tumores MB49-MICA*008

tratados con los sueros anti-MICA presentaron una reduccién significativa en la
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mortalidad (Figura 28C). Sin embargo, a diferencia del modelo EL4, los tumores MB49

no llegaron a rechazarse con un esquema de inmunizacion pasiva.
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Figura 28: Efecto terapéutico de los Ac anti-MICA sobre el crecimiento tumoral de MB49.
Ratones C57BL/6 fueron desafiados con 200.000 células MB49-pMSCV (A) o MB49-MICA*008
(B) en el flanco izquierdo del ratén por via s.c. Cuando los tumores se tornaron palpables,
realizamos un protocolo de inmunizacién pasiva i.p. cada dos dias con 200 pL de una dilucion
Ya de los sueros control o con una dilucién % de los sueros anti-MICA y seguidamente
analizamos el volumen tumoral a lo largo del tiempo. Se muestra también el analisis de Kaplan-
Meier de la sobrevida de los ratones inoculados con MB49-MICA*008 tratados con sueros
control o sueros anti-MICA (C). Log-rank (Mantel-Cox) test p<0,01.

INFILTRADO TUMORAL

Con el objeto de analizar el efecto de los sueros anti-MICA sobre la calidad del
infiltrado de células tumorales, utilizamos el modelo tumoral MB49. Nos decidimos a
utilizar este modelo y no el EL4 porque los tumores MB49 no se rechazan en los
ratones tratados con sueros anti-MICA lo cual lo convierte en un modelo mas cercano
a la clinica y porque al ser de crecimiento mas lento, al momento de sacrificar los
animales para el analisis por CF todos los grupos experimentales se encuentran
completos sin que ningun ratén haya tenido que ser sacrificado antes por un volumen

tumoral excesivo. Consecuentemente, para analizar el infiltrado tumoral inoculamos
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ratones C57BL/6 con MB49-pMSCV o MB49-MICA*008. Cuando el tumor fue palpable
comenzamos con el esquema de inmunizaciones descripto previamente. A los 12 dias
post-inoculacion se sacrificaron los animales y se procedidé a extirpar y procesar los

tumores para su analisis por CF.

Observamos que los ratones que recibieron sueros anti-MICA mostraron
macrofagos intra-tumorales (células CD11b*F4/80%) con mayor expresion de CD274
(PD-L1), CD86 y CMH-II; pero una expresiéon similar de CD206 que los ratones que
recibieron sueros control, lo que sugiere una mayor polarizaciéon hacia un fenotipo M1.
(Figura 29A). Este efecto fue acompafado por un mayor porcentaje de células T
CD3*CD8*CD44" infiltrantes (Figura 29B), caracterizadas en la literatura como células
T CD8" con experiencia antigénica. Estos resultados indican que los Ac anti-MICA
inclinan el equilibrio de las células infiltrantes del tumor hacia un fenotipo
antitumoral/pro-inflamatorio. Extrafiamente, en los ratones tratados con los sueros
control encontramos CDs con mayor expresion del marcador de activacion CD86
(Figura 29C), quizas debido a que en los ratones tratados con sueros anti-MICA estas
células dendriticas CD86"" migraron al ganglio drenante donde interactuaron con los
LT naive. En cuanto a la presencia de MDSCs Gr1"®" o Gr1"" (Figura 29D), no

encontramos diferencias entre los tratamientos con sueros control o sueros anti-MICA.
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Figura 29: Infiltrado de los tumores MB49-pMSCV y MB49-MICA*008 tratados con sueros
control o sueros anti-MICA. Ratones C57BL/6 fueron desafiados con 200.000 células MB49-
pMSCV o MB49-MICA*008. Cuando el tumor fue palpable comenzamos con el esquema de
inmunizaciones descripto previamente. A los 12 dias post-inoculacion se sacrificaron los
animales y se procedié a extirpar y procesar los tumores para su analisis por CF. A)
Macréfagos intratumorales definidos como células CD11b'F4/80". Se analizé la expresion de
CD274 (PD-L1), CD86, CMH-Il y CD206. Suero control: n=10. Suero anti-MICA: n=10. B)
Linfocitos T CD8 definidos como células CD3"'CD8'CD4". Se analizé la expresion del marcador
CD44. Suero control: n=7. Suero anti-MICA: n=8. C) CDs definidas como células
CD11¢'NKp46'B220°CD3". Se analiz6 la expresiéon del marcador CD86. Suero control: n=7.
Suero anti-MICA: n=8. Dg_ MDSCs definidas como células Gr1'CD11b". Se analizaron los
porcentajes de células Gr1"®" y Gr1'". Suero control: n=3. Suero anti-MICA: n=4. Los graficos

muestran la media + error estandar. Test t de Student. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001,
****p<0,0001.

CCDA IN VITROE IN VIVO

En los experimentos anteriores encontramos que los Ac anti-MICA generados
son capaces de retrasar el crecimiento tumoral e incluso promover el rechazo del
tumor en algunos casos probablemente debido a dos mecanismos distintos: por un
lado, los Ac anti-MICA tienen un efecto directo sobre la cantidad de sMICA —que
sabemos que es capaz de modular negativamente a través de NKG2D la actividad de

células NK y de LT CD8"— y por el otro mediante CCDA sobre las células tumorales.

Con el objeto de evaluar la contribucion de la CCDA sobre el efecto antitumoral
de los Ac anti-MICA, las lineas celulares MB49-pMSCV y MB49-MICA*008 fueron
marcadas con eFluor dye 670 y luego incubadas durante 1 h en presencia de los
sueros control o de los sueros anti-MICA. Luego las células fueron lavadas e
incubadas por 4 hs en presencia de células NK aisladas de ratones C57BL/6 sanos de
entre 6 y 10 semanas y se evaluo6 la muerte celular por marcacion con Zombie Aqua y
CF (Figura 30A).

En este ensayo funcional encontramos niveles basales bajos de citotoxicidad
contra las células MB49-pMSCV tanto en la relacion 1:1 como en la relacion 3:1,
probablemente debido a la presencia de moléculas inhibitorias sobre la superficie de
las células. Sin embargo, a la relacion 3:1, pudimos encontrar un aumento en la CCDA
contra las células MB49-MICA*008 en presencia del suero anti-MICA; que no
encontramos ni con la linea MB49-pMSCYV ni con la linea MB49-MICA*008 tratada con

el suero control.

Finalmente, nos propusimos evaluar el rol de la CCDA in vivo. Para ello, se
marcaron células MB49-pMSCV con CFSE y células MB49-MICA*008 con eFluor dye

670. Las células fueron incubadas por 1 h con los sueros control o con los sueros anti-
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MICA y luego lavadas y resuspendidas en PBS estéril. Inoculamos en ratones
C57BL/6 sanos de entre 8 y 10 semanas una mezcla de 200.000 células MB49-
pMSCV marcadas y 200.000 células MB49-MICA*008 marcadas. A las 72 hs se
extrajo la zona alrededor de los focos tumorales por raspado —puesto que los tumores
no son visibles— y se evalud el porcentaje de células recuperadas por CF (Figura
30B). Interesantemente, en los ratones que recibieron células tumorales tratadas con
sueros control encontramos igual porcentaje de células MB49-pMSCV y MB49-
MICA*008. Sin embargo, en los ratones que recibieron células tumorales tratadas con
sueros anti-MICA encontramos mayor proporcion de células MB49-pMSCV que de
MB49-MICA*008, sugiriendo la eliminacion preferencial de células MICA" por los Ac
por un mecanismo de CCDA. Dada la fuerte inhibicién del crecimiento de la linea
MB49-MICA*008 en presencia de sueros anti-MICA, indagamos si este efecto era
suficiente como para retrasar el crecimiento de los tumores. Para ello, incubamos las
lineas celulares en presencia de los distintos sueros y las inoculamos en ratones
sanos (Figura 30C). En este caso observamos que las lineas MB49-MICA*008
incubadas con sueros anti-MICA no desarrollaron tumor. Sin embargo, tanto células
MB49-MICA*008 incubadas con sueros control como células MB49-pMSCV incubadas
con sueros control o con sueros anti-MICA, crecieron normalmente, lo que indica que
la CCDA constituye un mecanismo eficaz para controlar el crecimiento tumoral de las
lineas MICA®. Los ratones que fueron inoculados con células MB49-MICA*008
preincubadas con sueros anti-MICA permanecieron libres de tumor durante 2 meses.
Sobre estos ratones, decidimos evaluar, si el sistema inmune ante un re-desafio
puede controlar por igual a los tumores MB49-pMSCV y MB49-MICA*008. Para ello
inoculamos una mezcla de 200.000 células MB49-pMSCV y 200.000 células MB49-
MICA*008 en el flanco contrario al que habian recibido el tumor primario. A las 96
horas se extrajo la zona alrededor de los focos tumorales por raspado y se evalué el
porcentaje de células recuperadas por CF. En este caso no encontramos diferencias
significativas en el crecimiento tumoral (Figura 30D), por lo que suponemos que la

propagacion de epitopes favorecio la eliminaciéon de ambos tumores por igual.
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Figura 30: CCDA in vitro e in vivo. A) MB49-pMSCV, MB49-MICA*008 o YAC-1 (como
control positivo de citotoxicidad mediada por células NK) fueron marcadas con eFluor dye 670 y
luego incubadas durante 1 h en presencia de los sueros control o de los sueros anti-MICA.
Luego las células fueron lavadas e incubadas por 4 hs en presencia de células NK aisladas de
ratones C57BL/6 sanos de entre 6 y 10 semanas y finalmente se evalud la muerte celular por
marcacion con Zombie Aqua y CF. B) Se marcaron células MB49-pMSCV con CFSE y células
MB49-MICA*008 con eFluor dye 670. Las células fueron incubadas por 1 h con los sueros
control o con los sueros anti-MICA y fueron luego inoculadas en ratones C57BL/6 sanos de
entre 8 y 10 semanas en igual proporcion (sueros control: n=13, sueros anti-MICA: n=10). A las
72 hs se extrajo la zona alrededor de los focos tumorales y se evalu6 el porcentaje de células
recuperadas por CF. Se muestra media y SEM. ANOVA de dos vias. C) MB49-pMSCV vy
MB49-MICA*008 fueron incubadas en presencia de sueros control o sueros anti-MICA y luego
inoculadas en ratones C57BL/6 sanos para evaluar el crecimiento tumoral. Se muestra la
media y SEM. ANOVA de dos vias. n=4 para cada grupo experimental. D) Los ratones que se
mantuvieron sin tumor (n=2) fueron inoculados con una mezcla de 200.000 células MB49-
pMSCV y 200.000 células MB49-MICA*008 en el flanco contrario al que habian recibido el
tumor primario. A las 96 horas se extrajo la zona alrededor de los focos tumorales por raspado
y se evalud el porcentaje de células recuperadas por CF. Test t de Student. * p<0,05; ** p<0,01;
***p<0,001, ****p<0,0001.
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NKG2D es uno de los receptores activadores de células NK mas importantes y
estudiados, que también expresan los LT CD8", [49-52]. Se ha demostrado en
modelos in vivo, la relevancia de NKG2D en la inmunovigilancia contra tumores
epiteliales y linfoides ya que le permite a las células del sistema inmune detectar
cambios en la expresion de moléculas propias —los NKG2DLs- que suelen encontrarse
en bajos niveles en condiciones basales pero cuya expresidén se incrementa durante
distintos estimulos que inducen estrés, dafio en el ADN, infecciones virales o en
células que experimentan transformacion tumoral [53, 54]. La expresién de los
NKG2DLs estimula a las células NK para que desarrollen funciones efectoras contra
estas células [55, 56]. Los humanos poseen 2 familias de NKG2DLs: la familia de MIC
[124, 125], en la que se destaca el ligado MICA con el cual trabajamos durante el
transcurso de este trabajo y la familia ULBP/RAET1 [127, 128]. Como se comentd
anteriormente, la sobre-expresion de MICA y de otros NKG2DLs se asocia a la
neotransformacion y se ha encontrado que carcinomas de mama, pulmén, ovario,
prostata, colon, rindn y melanomas, entre otros, expresan altos niveles de MICA, asi
como también distintas lineas celulares tumorales [159-163]. Asimismo, se ha
descripto la relevancia clinica de los Ac anti-MICA puesto que se encontré que
aquellos pacientes que responden favorablemente al tratamiento con Ac anti-CTLA-4 y
también al tratamiento con células tumorales autélogas, desarrollan Ac anti-MICA lo
que esta correlacionado con una disminucion de sMICA en circulacion, un aumento de
la capacidad citotoxica de células NK y de linfocitos T CD8"y una mejor respuesta a la
terapia [271, 272].

Por este motivo resulta particularmente interesante plantear una estrategia
terapéutica capaz de inducir deliberadamente Ac anti-MICA en pacientes con tumores
MICA®, sobre todo teniendo en cuenta que no existen en la actualidad terapias
dirigidas al eje NKG2D/NKG2DLs. Lamentablemente, como vimos en este trabajo, la
inmunizacion con rMICA no fue suficiente para desencadenar la producciéon de
anticuerpos. Cuando analizamos la estructura de MICA con el algoritmo de inteligencia
artificial del NIH DiscoTope, que predice epitopes discontinuos en la estructura
tridimensional de las proteinas comparando la estructura tridimensional de las mismas
con una base de datos de interacciones de epitopes/Ac conocidos por métodos
cristalograficos, y con la herramienta BepiPred, que busca epitopes en la estructura de
la proteina teniendo en cuenta accesibilidad del posible epitope y su conformacién
tridimensional, encontramos que sélo unas pocas regiones expuestas son probables
epitopes, lo que explica la baja inmunogenicidad de rMICA. No obstante, y dada su

relevancia en la inmunologia tumoral, la molécula MICA resulta ser un candidato
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privilegiado para una formulacién con un adyuvante capaz de potenciar y perfilar una
respuesta inmune eficaz. Los adyuvantes ayudan a evocar una respuesta inmune
temprana, alta y duradera utilizando menor cantidad del antigeno, lo que permite
ahorrar en los costos de produccion de un tratamiento con una proteina recombinante.
Ademas, con el uso de adyuvantes, la respuesta inmune puede orientarse
selectivamente hacia diferentes perfiles efectores, segun las enfermedades sean
causadas por patégenos intracelulares como virus, parasitos, patdgenos
extracelulares o cancer [324]. Sin embargo, se encuentran varios problemas en el
desarrollo y uso de adyuvantes para vacunas humanas, siendo los mayores la
toxicidad, los efectos secundarios adversos de la mayoria de las formulaciones [325],
la baja potencia en el efecto adyuvante [326] y el conseguir vencer la tolerancia frente
a antigenos propios [327]. Para abordar esta problematica utilizamos una plataforma
establecida para producir proteinas quiméricas altamente inmunogénicas basadas en
el uso de la proteina BLS -una lumazina sintasa de Brucella spp [299-301]- y
generamos una proteina quimérica entre BLS y MICA que denominamos BLS-MICA.
El analisis computacional de la estructura de BLS-MICA con los algoritmos ProtParam
y SCooP sugieren que la proteina quimérica es estable a 4°C por su elevado indice
alifatico y posee una vida media in vitro de 30 hs. Ademas, ensayos in vivo
demostraron que la proteina quimérica modulé la expresion de NKG2D en células NK
y LT CD8" de la misma manera que rMICA. Asimismo, resultd ser altamente
inmunogénica desencadenando la produccién de niveles elevados de Ac anti-MICA,
sin el uso de adyuvantes adicionales y en un esquema de inmunizaciones corto. De
este modo, la proteina quimérica BLS-MICA resulta particularmente atractiva para ser
empleada como inmunégeno puesto que es estable y que a través de BLS, promueve
la formacién de altos titulos de Ac debido en parte a la estimulacién de TLRs y al

aumento de presentacion en moléculas del CMH [302-304], sin el uso de adyuvantes.

Una de las mayores dificultades en el estudio del rol de los NKG2DLs en la
inmunovigilancia tumoral reside en que el humano y el ratén poseen distintos ligandos
para el mismo receptor [328]. Para poder estudiar el rol de MICA y de los Ac anti-MICA
en el modelo murino, creamos vectores retrovirales basados en el virus MSCV
capaces de infectar e inducir la expresion estable de dos alelos de MICA en lineas
celulares tumorales murinas de background C57BL/6 MB49 y EL4, asi como también
las lineas de background BALB7c CT26 y 4T1 y lineas humanas MICA™ (datos no
mostrados), en niveles similares a los expresados naturalmente por la linea de
adenocarcinoma de colon humano HCT-116. Ademas, la expresién de MICA en las

lineas transducidas no afecté su actividad metabdlica, la sobrevida ni su capacidad
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proliferativa.

Asimismo, hemos encontrado que los Ac policlonales generados por los
ratones inmunizados con BLS-MICA fueron capaces de reconocer MICA en expresada
tanto en lineas humanas MICA" como a ambos alelos de MICA en las lineas murinas
transducidas. Esto nos abrié la posibilidad de estudiar el efecto de BLS-MICA in vivo

en ratones portadores de tumores.

En nuestros ensayos, encontramos que los tumores que expresan MICA, pesar
de expresar un ligando del receptor activador NKG2D, crecieron mas rapidamente que
los tumores MICA", probablemente debido a que las células tumorales MICA™ son
capaces de evadir la respuesta inmune mediante la secrecion de formas solubles de
MICA, que actian como antagonistas del receptor NKG2D inhibiendo la funcionalidad
de las células NK y de los LT CD8" [178, 329]. En este sentido, y probablemente
debido a la secrecion de sMICA, los ratones desafiados con lineas MICA" presentaron
significativamente un menor porcentaje de LT CD8" efectores CD127KLRG1" y de LT
CD8" de memoria efectora CD62L'CD44" que los ratones portadores de tumores

MICA’, dos fenotipos asociados con una mejor respuesta antitumoral [330].

Empleando las lineas celulares murinas MICA®, nos propusimos evaluar el
efecto de la inmunizacion con BLS-MICA sobre el crecimiento de tumores MICA™ con
un esquema de inmunizaciones activas. Sin embargo, no observamos diferencias en
el crecimiento tumoral entre los grupos de animales tratados con BLS-MICA
comparados con los grupos de animales tratados con BLS, probablemente debido al
rapido crecimiento de los mismos antes de la generacién de una respuesta inmune
contra MICA eficiente. Por ello, decidimos evaluar el efecto de la inmunizacion
profilactica con BLS-MICA. Con este esquema de inmunizaciones profilacticas, donde
primero favorecimos la produccion de Ac anti-MICA y luego desafiamos a los ratones
con las lineas MICA®, logramos retardar la aparicion de los tumores y reducir

significativamente el crecimiento de tumores MICA" y la mortalidad.

Dado que las formas solubles de NKG2DLs son capaces de mediar efectos
inmunosupresores, era importante para nosotros poder detectar sMICA en los sueros
de los ratones portadores de tumor. Sin embargo, no pudimos detectar MICA con los
sistemas comerciales basados en ELISA, optimizados para otro tipo de muestras.
Debido a que no existen otros métodos para la deteccion de sMICA en sueros de
ratones, diseiamos un ensayo por CF capaz de detectar esta molécula. Una ventaja

de nuestro sistema, respecto de los ELISA comerciales para NKG2DLs, reside en que
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su diseno permite identificar al mismo tiempo MICA y MICB en suero en los casos en
los que los tumores expresen uno, otro o ambos ligandos. Utilizando este ensayo
encontramos que los ratones con tumores MICA® inmunizados con BLS-MICA
presentaban niveles de sMICA significativamente mas bajos que los ratones
inmunizados con BLS, sugiriendo que el tratamiento con la quimera fue capaz de
reducir los niveles de sMICA, lo que restauraria la actividad de las células NKG2D" y
que seria en parte responsable del retraso en el crecimiento tumoral encontrado.
Asimismo, mas alld del tratamiento que recibieron los ratones encontramos una
correlacion positiva significativa entre la concentracién de sMICA en los sueros y el
volumen tumoral, lo que pone en evidencia la importancia de una terapia capaz de

reducir los niveles de sMICA.

Al encontrar una reduccion en los niveles de sMICA en los ratones inmunizados
profilacticamente con BLS-MICA, nos propusimos investigar si el efecto antitumoral de
BLS-MICA se debia a la induccion de Ac anti-MICA. Sorprendentemente, encontramos
que los Ac generados mediante inmunizacion con la quimera BLS-MICA en ratones
naive, administrados pasivamente a ratones portadores de los tumores MICA®,
retardaron el crecimiento tumoral y hasta en algunos casos lograron la remision
completa del tumor. Interesantemente, encontramos que en parte el efecto del
tratamiento con los Ac anti-MICA se debié a una restauraciéon de la inmunidad
antitumoral evidenciada como un aumento del infiltrado de linfocitos T CD8" con
experiencia antigénica y de macréfagos M1 proinflamatorios/antitumorales (Figura
31B).
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Figura 31: A) Los tumores MICA" son capaces de liberar sMICA, que actiia como antagonista
del receptor NKG2D, inhibiendo la funcionalidad de las células NK y de los LT CD8". Esto
sumado a la expresidbn y secrecidon de otras moléculas inhibitorias contribuye a la
inmunosupresion mediada por el tumor. B) Los Ac anti-MICA generados con BLS-MICA
favorecen la depuracion de sMICA liberado por los tumores. Esto permitiria la restauracion de
la expresién de NKG2D en linfocitos T CD8" y en células NK que se traduce en una
normalizacion del infiltrado tumoral proinflamatorio. Asimismo, las células NK pueden ejercer su
actividad citotoxica sobre las células tumorales opsonizadas con Ac anti-MICA.
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Este efecto antitumoral de los Ac anti-MICA se observd con las dos lineas
tumorales murinas y con dos alelos de MICA diferentes, lo que sugiere que el enfoque
de usar Ac policlonales anti-MICA como inmunoterapia podria ser una estrategia
aplicable a una variedad de tumores diferentes e incluso en pacientes con distintos
alelos de MICA. La policlonalidad de la respuesta que desencadena la inmunizacion
con BLS-MICA resulta particularmente interesante dada la gran diversidad de alelos
de MICA e incluso cubriria una parte importante de los tumores que expresen alelos
de MICB, ligando de NKG2D con el que MICA comparte 85% de su secuencia
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#5813971), y de posibles patrones de
glicosilacién aberrantes presentes en los alelos de MICA en el entorno tumoral que
pudieran impedir la unién de algunos Ac [331]. Asimismo, existen evidencias de
sinergismo utilizando combinaciones de Ac que reconocen distintos epitopes como,
por ejemplo, la combinacién de Pertuzumab y Trastuzumab en el caso de tumores de
mama HER-2 positivos [332]. Con la respuesta policlonal generada mediante la
inmunizacion con BLS-MICA, podriamos entonces obtener los beneficios de utilizar
multiples Ac contra la misma proteina. Sumado a esto, BLS no sélo tiene la ventaja
promover la formaciéon de altos titulos de Ac contra el antigeno acoplado en ausencia
de otros adyuvantes [299-301], sino que también promueve la activacion de CDs via
TLR4 [302, 303] a través de la induccién de IFNs, quimiocinas y citoquinas
proinflamatorias. Esto mejora la eficiencia en la presentacion antigénica mediante la
estimulacion de forma aguda de la macropinocitosis de antigenos y conduce a una
mejor presentacion en las moléculas de clase | y de clase Il del CMH [304] lo que

finalmente favorece el perfilado antitumoral de la respuesta inmune adaptativa.

La CCDA de células tumorales es clave en el tratamiento de varios tumores
gue sobreexpresan determinados antigenos. Aunque no encontramos diferencias en el
compartimiento de células NK a los tiempos analizados, mediante los ensayos de
CCDA in vitro logramos poner en de manifiesto la capacidad de las células NK de
ejercer funciones efectoras preferentemente contra células MICA™ en presencia de Ac
anti-MICA. Con los ensayos in vivo logramos poner en evidencia el rol fundamental de
la CCDA en la inmunidad contra tumores MICA®. La CCDA que observamos cuando
las células tumorales MICA® fueron preincubadas con los Ac anti-MICA es de tal
magnitud que los tumores son eliminados por completo. Esto haria de BLS-MICA un
candidato estratégico para terapias combinadas entre los agentes utilizados
actualmente en clinica con una inmunoterapia capaz de atacar al tumor por varios

flancos.
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Como se mencion6 anteriormente, los tumores poseen numerosas estrategias
de evasion de la respuesta inmune. Dado el auge de las terapias anti-CTLA-4, anti-
PD-1 y anti-PD-L1, los mecanismos mas estudiados son los involucrados en los ejes
CTLA-4/CD80/86y PD-1/PD-L1. Entre estos mecanismos de evasion se encuentran la
expansion de células regulatorias, el control de proteinas involucradas en el
procesamiento y presentacién antigénica [165], de proteinas necesarias para la
entrada de los péptidos al reticulo endoplasmico e incluso, la propia disminucién en la
expresion de las moléculas de clase | del CMH [166-168]. En particular, este
mecanismo evita el reconocimiento por parte de los LT CD8" pero si la célula tumoral
cuenta con ligandos de receptores activadores de células NK, hace a las células
susceptibles de ser eliminadas por éstas. Sin embargo, los tumores también poseen
mecanismos de evasion de la respuesta mediada por células NK relacionados con el
sistema NKG2D-NKG2DLs [169] tales como la retencion de NKG2DLs en el reticulo
endoplasmico evitando su expresion en superficie [170, 171], el desprendimiento de
NKG2DLs en exosomas [172-174], la secrecion de formas solubles de los NKG2DLs
[175, 176] y el clivaje del ectodominio de NKG2DLs por accién de metaloproteasas
[177]. El clivaje y la secrecidn no solo generan variantes tumorales con menor
expresion de NKG2DLs, afectando su reconocimiento por las células citotdxicas, sino
qgue esas formas solubles actian como antagonistas del receptor NKG2D inhibiendo la
funcionalidad de las células NK y de los LT CD8" [178, 179]. Salvo en algunos casos
particulares como los hepatocarcinomas [333] y carcinomas de células escamosas de
cabeza y cuello [334], esta relativamente aceptado que el 90% de las muertes
asociadas a cancer se deben a la aparicion de metastasis [335]. En este sentido la
terapia con BLS-MICA podria ser de gran utilidad no sélo para tumores primarios sino
también para el tratamiento de pacientes con tumores MICA" extraidos por reseccion
quirurgica con elevado riesgo de metastasis, incluso antes de que esta sea detectable.
Esta posibilidad cobra particular importancia dado que el eje NKG2D-NKG2DLs juega
un rol fundamental, puesto que como se menciond anteriormente, se ha detectado que
en varios tumores las células tumorales pueden expresar NKG2D y algunos NKG2DLs
al mismo tiempo y que esto activas vias de transduccién de sefiales que favorecen la
transicion epitelio-mesenquimal y la metastasis [244-246]. A su vez, esta expresion de
NKG2DLs por parte de las células tumorales las vuelve susceptibles al ataque por
parte de células NK y LT CD8" convirtiendo a estos ligandos en interesantes puntos de
control inmunoldgico [336]. Interesantemente, varios de los agentes
quimioterapéuticos mas utilizados en la actualidad como el 5-fluorouracilo, el
Cisplatino, el Bortezomib y la Gemcitabina inducen un aumento de la expresion de

NKG2DLs, en particular de MICA en las células tumorales, lo que las volveria
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susceptibles al ataque por células NK 'y LT CD8" en el contexto de una terapia basada
en el eje NKG2D-NKG2DLs [337-341].

Otro campo que ha cobrado una renovada importancia es el de las CSC.
Muchas de las estrategias terapéuticas actuales destinadas a eliminar las células
tumorales implican la reseccion quirargica y el tratamiento con una de las
quimioterapias antiproliferativas estandar mencionadas mas arriba, que a menudo
tienen beneficios limitados. Se cree que la poblacion residual de células tumorales
incapaces de ser removidas por completo por cirugia y que son resistentes a la
quimioterapia y capaces de regenerar la enfermedad, esta enriquecida en CSC puesto
gue poseen una mayor capacidad de eliminar drogas por las bombas de eflujo de
farmacos, una capacidad superior de reparacion del ADN, una mayor proteccién
contra ROS, mayor plasticidad celular y, en particular, la capacidad de las CSC para
adoptar un estado de reposo [342, 343] sumado a su baja expresién de moléculas de
clase | del CMH [344]. Sin embargo, se ha reportado recientemente que las CSC son
susceptibles al ataque por células NK en, por ejemplo, modelos de cancer colorrectal
[345]. Se ha visto incluso que en cancer de mama las CSC son mas sensibles al
ataque por células NK que el resto del tumor, que esto depende de NKG2D y que el
efecto se deberia al reconocimiento principalmente de MICA -entre otros NKG2DLs-
en la superficie de las CSC [346].

Aunque nuestros experimentos con cirugias no fueron concluyentes por
problemas técnicos propios de las intervenciones, encontramos una reduccién
significativa de la reaparicion de tumores en los ratones portadores de tumores MICA
tratados con Ac anti-MICA. Sabiendo que las lineas que utilizamos tienen
potencialidad de CSC por la expresion de los marcadores CD24 y CD44 (resultados
no mostrados), en futuros experimentos trataremos de dilucidar si la eliminacién de los
tumores depende de la eliminaciéon de CSC por parte de las células NK mediada por
los Ac anti-MICA.
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Los tumores MICA®, a pesar de expresar un ligando de NKG2D, son capaces de

evadir la respuesta inmune a través de numerosos mecanismos. En nuestro trabajo

demostramos que MICA es un posible blanco terapéutico en inmuno-oncologia

abordable a través de la induccion de Ac anti-MICA. En particular, en este trabajo,

utilizando una combinacion de estrategias experimentales in vivo e in vitro alcanzamos

los siguientes objetivos:

>

Transducir establemente 2 alelos distintos de MICA en diversas lineas murinas
y humanas MICA’ utilizando vectores retrovirales.

Producir la proteina quimérica BLS-MICA y emplearla con el objeto de producir
Ac policlonales anti-MICA en ratones mediante un esquema de inmunizacion
gue no requirid el uso de adyuvantes adicionales. Los Ac generados fueron
capaces de reconocer MICA expresado naturalmente en la superficie de
células humanas MICA™ y en las células murinas transducidas.

Desarrollar un sistema de deteccion por CF capaz de detectar sMICA en los
sueros de ratones portadores de tumor. El disefio de este sistema permitio
detectar al mismo tiempo MICA y MICB.

Demostrar el efecto anti-tumoral de la proteina quimérica empleada en un
esquema de inmunizacién profilactico.

Observar una correlacién positiva significativa entre tamafno tumoral y cantidad
de sMICA en los sueros de los ratones.

Demostar que el efecto anti-tumoral de la proteina quimérica se debe a los Ac
anti-MICA inducidos.

Demostrar que ese efecto anti-tumoral de los Ac anti-MICA generados con la
proteina quimérica se debi6 a la induccibn de un infiltrado tumoral
proinflamatorio en los ratones tratados con Ac anti-MICA.

Demostrar que esos Ac anti-MICA ejercen su efecto terapéutico, al menos

parcialmente, a través de la induccion de la CCDA contra tumores MICA”.

En resumen, hemos logrado identificar a MICA como una molécula capaz de ser

abordada mediante la generacion de Ac anti-MICA con el doble propdsito de favorecer

la CCDA (eliminacion tumoral) y al mismo tiempo contrarrestar los efectos negativos

de sMICA sobre las células efectoras de la inmunidad antitumoral (escape tumoral).

Esto constituye un aporte en la busqueda de nuevos blancos en inmuno-oncologia, y
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el producto desarrollado podria ser de utilidad para abordar una de las principales
dificultades de la actualidad: la reincidencia de tumores extraidos por reseccion
quirargica o de tumores tratados con agentes quimioterapéuticos convencionales.
Estos tumores crecerian nuevamente en el mismo sitio o en sitios distantes a partir de
unas pocas células (CSC) con alta capacidad proliferativa y resistencia a agentes
farmacologicos. Sin embargo, de expresar MICA, se convierten en blancos de terapias
dirigidas a esta molécula. Estos avances abren el camino hacia la busqueda de otros
NKG2DLs como blancos inmuno-oncolégicos y al desarrollo de nuevas proteinas

quiméricas para vencer la tolerancia inmunoldgica frente a estos ligandos.
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