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A. Introduccié

PRESENTACIO

El cancer de bufeta és la patologia maligna més comuna del tracte urinari
Aproximadament, el 75-85% dels pacients amb cancer de bufeta presenten malaltia
confinada a la mucosa o submucosa quan es diagnostiquen. Després de la reseccio
transuretral (RTU) del tumor d’aquests pacients, existeix un 30-80% de casos de
recurréncies i un 1-45% de casos en que el tumor progressa a estadis més agressius.
Els pacients, aleshores, requereixen d'un tractament amb Mycobacterium bovis
Bacillus Calmette i Guérin (BCG) per prevenir les recurréncies i la progressio del
tumor, a més d'un seguiment continu al llarg de la seva vida. Aquesta terapia
intravesical amb BCG viu, s'utilitza des de fa 36 anys.

D’'una banda, actualment s’estan utilitzant diferents soques de BCG, les quals
varien en el seu contingut antigénic. El BCG també s'utilitza com a vacuna front la
tuberculosi, i també s’administren diferents soques del bacil. En aquest context de la
tuberculosi, les diferéncies antigeniques s’han relacionat amb respostes immunitaries
diferents.

D’una altra banda, tot i els beneficis de la immunoterapia amb BCG en pacients
amb cancer de bufeta superficial, aquest tractament té les seves limitacions i ocasiona
alguns problemes que comprometen el seu Us. Un elevat nombre de pacients presenta
problemes de toxicitat associats encara que no severs. Aquests problemes poden ser
més greus presentant-se, inclls, casos de sepsia per BCG. Degut a tots aquests
inconvenients és necessari trobar nous agents, més eficacos i segurs que BCG viu, en
la immunoterapia antitumoral.

Finalment, el mecanisme d'acci6 del BCG com a agent antitumoral es
desconeix amb exactitud avui en dia. No obstant, es coneix que els micobacteris son
una font de molécules moduladores del sistema immune huma, i s’ha descrit que
alguns d’aquests antigens son reconeguts per receptors Toll-like (TLR), i que aquests
estan directament involucrats en la induccié de la immunitat antitumoral.

En la primera part d’aquest treball s’ha centrat I'interés en comparar 'activitat
antitumoral directa de diferents soques de BCG en cél-lules tumorals de bufeta
(objectiu 1), per tal de relacionar els diferents antigens lipidics i glicolipidics presents
en la paret cel-lular de cada soca de BCG amb la seva capacitat citotoxica.

En la segona part d’aquest treball I'interés s’ha focalitzat en la possibilitat de
trobar un micobacteri ambiental no patogen capa¢ d’induir una resposta antitumoral
directa, similar o millor a la que indueix BCG, front les linies tumorals de bufeta, i
també d'activar una resposta immune, clau per [lactivitat antitumoral indirecta
(objectius 2 i 3). A més, s’ha estudiat el mecanisme mitjangant el qual exerceix
I'activitat antitumoral directa, i la implicacié dels TLR.
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PRESENTATION

Bladder cancer is the most common malignant disease of the urinary tract.
Approximately, 75-85% of patients with bladder cancer have disease confined to the
mucosa and submucosa when it is diagnosed. After transurethral resection (TUR) of
the tumor in these patients, there is between 30 and 80% of cases of recurrence and
between 1 and 45% of cases of tumor progression to more aggressive stages. Then,
patients require a treatment with Mycobacterium bovis Bacillus Calmette and Guerin
(BCG) to prevent tumor recurrence and progression, as well as a continuous
monitoring throughout their lives. This intravesical therapy using live BCG has been
used for 36 years.

On the one hand, different BCG substrains are being used around the world.
These substrains vary in their antigenic content. In the context of tuberculosis, in which
BCG is used as a vaccine, antigenic differences among BCG substrains have been
related to different immune responses in vaccinated individuals.

On the other hand, despite the benefits of BCG immunotherapy in patients with
superficial bladder cancer, this treatment has limitations and causes some problems
that compromise their use. A high number of patients present non-severed associated
toxicity problems, although more serious problems could appear, including even cases
of BCG sepsis. Because of these drawbacks it is necessary to find new tumor
immunotherapy agents, more efficient and safer than live BCG.

Finally, until now, the precise mechanisms by means of BCG acts as anticancer
agent are unknown. However, it is widely recognized that mycobacteria are a source of
modulating molecules of the human immune system, and some of these antigens are
recognized by Toll-like receptors (TLR), which are directly involved in the antitumor
immunity.

The first part of this work, the interest has been focused on the comparison of
the direct antitumor activity of different BCG substrains in bladder cancer cells
(objective 1), in order to correlate the different cell wall lipidic and glycolipidic profile of
each BCG substrain with their cytotoxic ability.

In the second part of the work, interest has been focused on the possibility of
find a non-pathogenic environmental mycobacteria which posses antitumoral capacity.
That is, it can induce a direct cytotoxicity against bladder cancer lines similar or better
than the current treatment (BCG), and activate an immune response crucial for an
indirectantitumor activity (objectives 2 and 3). In addition, the mechanism by which it
exerts direct antitumor activity and the role of TLR have been studied.
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A. INTRODUCCIO

A.l. El cancer de bufeta

A.1.1. La bufeta urinaria

La bufeta és un organ buit, situat a la pelvis, encarregat d’emmagatzemar I'orina
que arriba filtrada dels ronyons a través dels uréters, i expulsar-la per la uretra.

La seva paret esta formada per diferents capes (Fig. A.1):

e capa serosa: situada a la part externa, recobrint I'exterior de la bufeta. Esta
formada per greix, teixit fibrds i vasos sanguinis.

e capa muscular: formada per mascul llis, el mascul detrusor, el qual quan es
contrau expulsa l'orina a la uretra. Esta formada per tres capes musculars

diferents:

0 capa externa o superficial: formada per fibres musculars longitudinals.
0 capa mitja: formada per fibres musculars circulars.
0 capa interna o profunda: formada per fibres longitudinals.

e capa mucosa: situada a la part interna i formada per:

0 Lamina propia: teixit conjuntiu.

o Epiteli de transici6 urinari (uroteli): epiteli estratificat de fins a vuit capes
cel-lulars, impermeable, que es troba en contacte amb l'orina, i que té la
capacitat d’expandir-se quan la bufeta s’'omple d’orina i d’encongir-se

guan es buida.

Capa muscular externa
Capa muscular interna

Figura A.1. Representacio
esquematica de la bufeta i dels
diferents estadis del cancer de bufeta
Imatge adaptada de Nolan, 2012.
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A.1.2. Classificaci6 del cancer de bufeta

Segons el tipus cel-lular afectat, es poden descriure tres tipus de cancer de
bufeta (Mostofi, 1988):

e Carcinoma transicional: comenga a [l'epiteli transicional. Suposa
aproximadament el 90% dels casos de cancer de bufeta quan es diagnostica.

Una varietat és el carcinoma papil-lar, el qual creix cap a l'interior de la bufeta
en forma de dit o rovell6, i és de bon pronostic.

Quan es limita al recobriment de la bufeta, s'Tanomena cancer superficial, 0 no
invasiu o no infiltrant, i representa el 70% dels casos, perd amb una elevada
tendéncia a la recurréncia. Mentre que el 30% dels casos s'origina a les
cel-lules de transicio, i creix a través del recobriment de la bufeta envaint la
paret muscular d'aquesta o organs propers i ganglis limfatics, i es coneix com
cancer invasiu o infiltrant.

e Carcinoma epidermoide o escamads: s'origina a les cel-lules escamoses, les
guals son cél-lules primes i planes que es poden formar a la bufeta després
d'una prolongada infecci6é o irritaci6. Representa, aproximadament, el 6-8%
dels casos de cancer de bufeta en el moment del diagnostic.

e Adenocarcinoma: s'origina a les cél-lules glandulars que revesteixen
determinats organs del cos i que despres es propaguen a la bufeta. Els llocs
primaris més freqlents afectats pels adenocarcinomes inclouen el pulmé, el
pancrees, el pit, la prostata, I'estdmac, el fetge i el colon. Representa entre I'1-
2% dels casos de cancer de bufeta quan es diagnostica.

Un cop establert el tipus histologic tumoral, és important conéixer la infiltracio i
el grau histologic del tumor.

Per tal d’establir el grau d'infiltracié del tumor, es fa servir el sistema TNM (Fig.
A.1). Es una escala que defineix els diferents estadis d’un tumor fent referéncia a tres
parametres del cancer: I'extensié primaria del tumor (mida del tumor) (T), afectacié o
no dels ganglis limfatics (N) i la presencia o no de metastasi (I'afectacié o no d’altres
organs allunyats al tumor d’origen) (M)), establerta pel Comité dels Estats Units sobre
el Cancer (AJCC) i la Uni6 Internacional Contra el Cancer (UICC) (Sobin, 2009).

e T (tumor primari)
o TO: no existeixen proves de tumor primari.
0 Ta: carcinoma papil-lar no invasiu, confinat a 'uroteli.
o Tis: carcinoma in situ (CIS), tumor superficial pla que no envaeix la
lamina propia.
0 T1: el tumor envaeix el teixit connectiu subepitelial o la lamina propia.
0 T2: el tumor envaeix la capa muscular vesical.
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= T2a: el tumor envaeix la capa muscular superficial o la meitat
interna.
= T2b: el tumor envaeix la capa muscular profunda o la meitat
externa.
0 T3: el tumor envaeix més enlla de la capa muscular o el greix
perivesical.
» T3a: lainvasié és microscopica
» T3b: lainvasio és macroscopica (massa extravesical).
o T4: el tumor envaeix organs i teixits adjacents a la bufeta.
» T4a: invasio de la prostata, I'Gter o la vagina.
» T4b: invasio de la paret pelviana o la paret abdominal.
Segons aquesta classificacié del tumor primari, els tumors de bufeta Ta, Tis i
T1 son carcinomes superficials, mentre que els T2, T3 i T4 s6n carcinomes
invasius.

¢ N (afectaci6 dels ganglis limfatics regionals)

o NO: no hi ha afectaci6 dels ganglis limfatics.

o N1: afectacié en un sol gangli limfatic de 2 cm o menys en el seu eix
major.

o0 N2: afectacié en un sol gangli limfatic major de 2 cm perd menor de 5
cm en el seu eix major, o varis ganglis limfatics cap d’ells major de 5 cm
en el seu eix major.

o N3: afectacioé en un gangli limfatic més gran de 5 cm en el seu eix major.

¢ M (metastasi a distancia)
o MO: no hi ha metastasi a distancia.
o M1: hi ha metastasi a distancia.

Per establir el grau histologic del tumor superficial de bufeta, ha estat molt
utilitzada la classificacid proposada per I'Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS) al
1973, on es diferencien, a banda del papil-loma urotelial, tres graus d’anaplasia
cel-lular (G) (Mostofi, 1973). De menor a major grau d’anaplasia, trobem tumors de
grau:

e G1: ben diferenciat.
e G2: moderadament diferenciat.
o G3: pobrement diferenciat.

Posteriorment, al 1998, aquesta classificacid va ser revisada per 'OMS i la
Societat Internacional d’Uropatolegs (Epstein, 1998). Al 2004 va ser actualitzada i la
OMS va publicar una nova classificaci6 en la que els graus establerts en la
classificacié de 1973 (G1, G2 i G3), s'ampliaren i especificaren segons el creixement
potencial dels tumors no invasius (tenint en compte criteris citologics i estructurals
especifics) (Sauter, 2004):
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e Neoplasia papil-lar urotelial de baix potencial maligne (NPUBPM).
Correspon a tumors papil-lars urotelials de baix grau, amb una incidéncia de
recurréncia important i de progressid baixa. Segons la classificacio de 1973,
correspondria al carcinoma G1.

e Carcinoma papil-lar urotelial de baix grau. Correspon a carcinomes
papil-lars urotelials no invasius de baix grau, i majoritariament d’elevat grau
(recurréncia i progressi6). Segons la classificacio de 1973, correspondria a
carcinomes G1 i a alguns carcinomes G2.

e Carcinoma papil-lar urotelial d’elevat grau. Aguests carcinomes tenen un
major pronostic de recurréncia i progressio. Segons la classificacié de 1973,
correspondria a la majoria de carcinomes G2 i a tots els G3.

De totes maneres, aquestes dues classificacions no so6n excloents i es
complementen, de manera que avui en dia es recomana la utilitzaci6 de les dues
classificacions fins que aquesta Ultima estigui validada amb més estudis clinics
(Alvarez, 2007; Montironi, 2009). Inclis s’ha suggerit, recentment, una nova
classificacié per tal d’unificar els diferents criteris de classificacié i poder comparar els
resultats entre diferents centres, ja que existeix una elevada variabilitat inter i
intraobservadors respecte a I'estadificacio i graduacié del tumor (Cheng, 2012).

A.1.3. Factors de risc del cancer de bufeta

Actualment no es coneixen les causes exactes del cancer de bufeta, pero
existeixen determinats factors de risc per desenvolupar aquest tipus de cancer.

Un dels principals factor de risc és el tabac, ja que un 70-75% dels casos de
cancer de bufeta es poden atribuir al seu consum. S’ha establert una relacié degut a la
presencia de diferents substancies en el tabac, com el 2-aminonaftale i el 4-
aminobifenil. El risc dels fumadors és aproximadament quatre vegades més elevat que
el dels no fumadors (Hung, 2004), i a Europa s'atribueix a la meitat de casos de cancer
del tracte urinari als homes i quasi un ter¢ a les dones (Zeegers, 2000).

Un altre factor de risc molt notable esta relacionat a les exposicions
ocupacionals als carcinogens urotelials. Els grups de risc son, per exemple, els
treballadors de la industria del cautxi (per I'exposicié a amines aromatiques), de
fabricaci6 de mobles i pintors (per I'exposici6 a components de la pintura), de la
mineria del carb6 i fundici6 de metalls (per I'exposicid a hidrocarburs aromatics
policiclics), enginyers navals, mecanics de cotxes i conductors de camions (per
I'exposicié a gasos del diesel), etc. (Zeegers, 2001; Kogevinas, 2003).
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Un altre factor de risc conegut és la infeccié cronica pel parasit propi del nord
d’Africa Schistosoma haematobium, I'esquistomatosi (Mostafa, 1999). En general,
totes les irritacions croniques del tracte urinari, causades per infeccions urinaries,
calculs renals o en la bufeta, etc., estan relacionades amb aquest tipus de cancer
(Cote, 2009).

També I'is d’alguns medicaments (fenacetina o ciclosfamida) podria estar
implicat en l'origen d’'un cancer vesical (Castelao, 2000; Cote, 2009), aixi com una
dieta amb alts continguts de carns fregides i grasses (Moyad, 2002), o la preséncia
d’elevat contingut d’arsenic a I'aigua de beguda (Mink, 2008).

Els defectes congénits en la bufeta poden incrementar la possibilitat de
desenvolupar un cancer en aquest organ. Els antecedents familiars i els factors
genétics també son importants. Per a qué el cancer es desenvolupi hi ha d’haver
diverses mutacions en oncogens i gens supressors de tumors. S’ha demostrat que els
gens FGFR3, HRAS, RB1 i TP53 poden trobar-se alterats en cas de patir cancer de
bufeta.

Un altre factor de risc é€s I'edat i el sexe. Segons I'’Associacio Espanyola contra
el Cancer (AECC, http://www.aecc.es) la majoria de casos es diagnostiquen entre els

65 i els 75 anys, amb un maxim als 70 anys, encara que es registren casos des dels
40-45 anys. A més, els homes tenen indexs d’incidencia i mortalitat més elevats que
les dones (http://www.cancer.gov, Institut Nacional de Cancer dels Estats Units).

A.1.4. Epidemiologia del cancer de bufeta

El cancer de bufeta és la patologia maligna més comuna del tracte urinari, sent
el quart més comu en homes i 'onzé en dones al moén. El 65% dels casos es registren
a paisos desenvolupats, sobretot al sud d’Europa i al nord d’América, lligats a l'alta
proporcié de fumadors entre la poblacié masculina. Encara que la incidencia local més
gran és al nord d’Africa, concretament a Egipte, degut al gran nombre d’infeccions
causades per S. haematobium.

Als Estats Units, en aquest any 2012, s'estima que seran diagnosticats 73510
casos nous i s’estimen 14880 morts (Siegel, 2012). La incidéncia, als Estats Units, és
guatre vegades més elevada en homes que en dones, i quasi dos vegades més alta
en homes blancs que en afroamericans (http://www.cancer.gov).

A Europa, la incidéncia més alta apareix a l'occident (23,6 en homes i 5,4 en
dones) i al sud (27,1 en homes i 4,1 en dones) (Babjuk, 2011). Segons I'AECC, a
Espanya es diagnostiquen uns 12200 casos anuals, representant I'11% dels tumors
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del sexe masculi i el 2,4% dels femenins, actulament. La incidéncia al nostre pais és
de les més altes del mén, sent el quart tumor més frequient en homes, després dels de
pulm@, prostata i colorrectal. Aproximadament, el 75% d’homes i el 70% de dones que
pateixen un cancer de bufeta a Espanya sobreviuen més de 5 anys. Aquesta
supervivéncia és superior a la mitja europea, que es situa al voltant del 69% als 5
anys. Espanya, juntament a Islandia, Alemanya i Austria, registra les taxes més altes
d’Europa (http://www.aecc.es).

Aproximadament, el 75-85% dels pacients amb cancer de bufeta presenten
malaltia confinada a la mucosa o submucosa quan es diagnostiquen (van Rhijn, 2009),
mentre que l'altre 15-25% presenten invasio del teixit muscular o dels ganglis limfatics.

A.1.5. Simptomatologia del cancer de bufeta

En la majoria de casos de cancer de bufeta, superficial i invasiu, el senyal més
important que es manifesta és I'hematuria (presencia de sang a I'orina).

En els casos de cancer superficial Ta i T1 no apareix dolor vesical i poques
vegades es manifesta irritacio, disuria o tenesme vesical. En cas contrari es podria
sospitar d’'un Tis o de tumors invasius. En canvi, en casos de tumors invasius avancats
poden apareixer simptomes com: dolor pelvia, simptomes d’obstruccié renal, o
inflamacié de peus i cames, com a conseqiiéncia de la invasio d'organs i estructures
veines.

A.1.6. Diagnostic del cancer de bufeta

Després de la sospita d'un possible tumor a la bufeta, deguda a la
simptomatologia del pacient, normalment, es comenca el diagnostic amb la historia
médica completa i I'examen fisic, el qual inclou el tracte rectal o vaginal i la palpacié
bimanual (si hi ha hematuria). En I'examen fisic es busquen tumors que siguin
suficientment grans per a que es puguin palpar, de manera que no es podran detectar
els tumors Ta, T1i Tis.

Existeixen diferents proves que es poden realitzar per tal de diagnosticar el
cancer de bufeta. Concretament, pel cancer de bufeta superficial trobem les segients
tecniques diagnostiques (Babjuk, 2011):

e Si el pacient té hematdria es recomana realitzar una ecografia. Només en
alguns casos concrets es realitzara, en aquest moment inicial del diagnostic,
una urografia intravenosa o una urografia per tomografia computaritzada,
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ja que en els estadis inicials del cancer, aquestes dues tecniques tenen poca
fiabilitat.

e Entots els pacients amb simptomes sospitosos de cancer de bufeta superficial,

es recomana la cistoscoOpia. Aquesta técnica és una de les més utilitzades
actualment, ja que també permet la recollida de mostres del teixit vesical
(biopsia). Les mostres recollides podran ser examinades posteriorment,
proporcionant informacié de la mida, localitzaci6 nombre i aparenga dels
possibles tumors. Quan ja s’ha detectat un tumor amb les técniques d’imatge
anteriors, la cistoscopia no es realitzara, ja que posteriorment es procedira a
una reseccio transuretral (RTU).
Com a alternativa, la llum blanca que es fa servir en la cistoscopia, la RTU i la
biopsia, es pot reemplacar per Illum ultraviolada (cistoscopia de
fluorescéncia) i aixi incrementar la sensibilitat de la técnica, especialment
quan es tracta de tumors Tis.

e Tant la citologia urinaria com els tests d’orina moleculars (detecci6 de
marcadors solubles o cel-lulars) es recomanen per predir els tumors
superficials de grau elevat abans de realitzar una RTU. La citologia té una
elevada sensibilitat en tumors de grau elevat, pero disminueix en els tumors de
baix grau. En canvi, molts dels tests d'orina moleculars tenen una millor
sensibilitat, perd una menor especificitat que la citologia, a més d'un cost
adicional. Alguns d’aquests tests que s'utilitzen sén el NMP22, I'Urovysion i
ImmunoCyt.

Un cop detectat el tumor es realitza una RTU, amb la qual s’extirpara les
lesions visibles i es diagnosticara correctament el tumor. En casos de deteccié d’'un
uroteli d’aspecte anormal, es recomana la realitzacid6 de bidopsies. Aquesta técnica
també es recomana en casos en que la mucosa tingui un aspecte normal, pero la
citologia hagi donat positiva.

Per tal de poder administrar un tractament adequat, €s molt important establir
correctament I'estadi en el que es troba el tumor després del diagnostic. Per aquest
motiu, quan s’ha realitzat una RTU incompleta o s’ha diagnosticat un tumor d’elevat
grau o T1, es recomana realitzar una altra RTU després de 2-6 setmanes de la
primera.

Altres tecniques existents pel diagnostic i estadificacié del cancer de bufeta,
especialment quan sén tumors invasius, son: la tomografia axial computaritzada (TAC)
(permet avaluar els tumors de bufeta invasius i el grau de metastasi de ganglis
limfatics pelvians i abdominals), les imatges de ressonancia magnética (IRM), la
tomografia per emissié de positrons (PET) (és possible visualitzar un tumor que no ha
estat visible amb un TAC o IRM), o la gammagrafia 0ssia (aquesta tecnica es sol
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utilitzar en estadis avancats, ja que permet determinar la presencia de metastasi als
0SS0S).

A.1.7. Tractament del cancer de bufeta superficial

Als pacients amb cancer de bufeta confinada a la mucosa o submucosa
(estadis Ta, Tis i T1), la RTU és el metode de tractament habitual. A més, aquest
métode presenta l'avantatge, front el tractament amb laser o la terapia fotodinamica
(tractaments alternatius a la RTU), de proporcionar teixit per ser analitzat pel patoleg i
determinar el grau i I'estadi del tumor.

Pero en la majoria de casos aquest procediment no és suficient, ja que existeix
un 30-80% de casos de recurréncies i entre un 1-45% de casos en que el tumor
progressa a estadis més agressius, envaint el teixit muscular dins dels cinc anys
segients a la RTU (Brausi, 2002; van Rhijn, 2009). Els pacients, aleshores,
requereixen d’un tractament profilactic efectiu per prevenir recurréncies i la progressio
del tumor.

Després de I'eliminacié del tumor, la quimioterapia o la immunoterapia
intravesical s'utilitzen per tal de prevenir les recurréncies i la progressié del tumor.
Aquests agents terapeutics s'administren, mitjancant un catéter, directament a la
bufeta, on es mantindran durant dues hores abans de ser expulsats per l'orina. Els
agents intravesicals utilitzats actualment sén els quimioterapics epirubicina,
doxorubicina i mitomicina C (MMC), i 'immunoterapic BCG. Aquests es descriuen més
detalladament en els apartats posteriors A.1.7.1 i A.2.3, respectivament.

Els resultats de diferents estudis realitzats han demostrat una disminucié de la
recurréncia del tumor quan s’administra I'agent quimioterapic en les 24 hores segients
a la RTU, mostrant resultats millors que la RTU sola (Sylvester, 2004; Gudjénsson,
2009). Malauradament, en cas de perforacié inter o intraperitoneal no es podra
administrar I'agent quimioterapic immediatament, degut a les complicacions greus que
comportaria (Oddens, 2004).

Diversos treballs han demostrat que el BCG és millor que els altres agents
quimioterapics per a disminuir la recurréncia dels tumors (Bohle, 2003; Shelley, 2004).
A més, la disminucié de la progressio del tumor només ha estat demostrada amb BCG,
a diferéncia de la quimioterapia que és incapac de prevenir-la (Sylvester, 2002; Bohle,
2004). No obstant, és necessaria una terapia de manteniment posterior, de com a
minim un any, per tal d’aconseguir resultats superiors al quimioterapic, com per
exemple la MMC, disminuint la recurrencia del tumor, i a més reduint la seva
progressié (Bohle, 2004; Malmstrém, 2009).

L’administraci6 de BCG es realitza una vegada a la setmana durant sis
setmanes. Aquest protocol va ser establert per Morales i col-laboradors al 1976, i
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continua sent, 36 anys després, el protocol estandard. En canvi, actualment, no s’ha
arribat a cap consens per establir un protocol de la terapia de manteniment (Lamm,
2000 (a); Zlotta, 2000 (a)).

Malauradament, donat el major nombre d’efectes secundaris associats al BCG
en comparacié amb els agents quimioterapics, i el risc d’absorcié sistémica i infeccio
per BCG, fa que no sigui possible la seva aplicacié immediatament després de la RTU,
fins a dues setmanes després d'aquesta. Aquests problemes associats al BCG
s’expliquen detalladament més endavant. De la mateixa manera, tampoc €s possible la
seva administracié als pacients que presenten hematlria macroscopica, estenosi
uretral, tuberculosi activa, traumatisme per cateteritzacio, immunosupressio, o infeccio
del tracte urinari.

Per aquest motiu, la classificacié dels pacients amb cancer de bufeta superficial
tenint en compte la recurréncia, la progressio i la mortalitat, en grups de risc baix,
intermedi i elevat (Millan-Rodriguez, 2000), és rellevant a I'hora d’escollir el tractament
adjuvant necessari (Fig. A.2). D'aquesta manera, després de la RTU i d'una una
instil-laci6 immediata amb quimioterapia, es seguiran diferents estrategies
terapéutiques (Babjuck, 2011):

¢ Als pacients amb tumors de baix risc (G1 Ta, i G1 T1 Unic), només es procedira
al seu control posterior. Degut als efectes adversos de la terapia amb BCG,
existeix un consens a I'’hora de no tractar a aquests pacients amb el bacil.

e Als pacients amb tumors de risc intermedi (G1 T1 mdltiple, G2 Ta, i G2 T1
anic), es recomana un tractament de quimioterapia local o d'immunoterapia
intravesical amb BCG. Si aquests tractaments estan contraindicats,
s’administrara un altre tipus d'immunoterapia o quimioterapia local.

e Els pacients amb tumors d’elevat risc (G2 T1 mdltiple, G3 Ta, G3 T1, i Tis),
hauran de rebre BCG intravesicalment. Si aquest tractament esta contraindicat,
s’administrara un altre tipus d’immunoterapia o quimioterapia local.

Els pacients amb Tis que presenten una resposta completa al BCG presenten,
aproximadament, un 20% de risc d’evolucié de la malaltia a 5 anys; mentre que els
pacients amb resposta incompleta al BCG presenten, aproximadament, un 95% de risc
d’evolucié de la malaltia (Hudson, 1995).

Els pacients que presenten tumors Tis o T1 d'elevat grau que no han respos
positivament al tractament intravesical inicial, se’ls realitza una extirpacio quirargica de
la bufeta (cistectomia) i posterior reconstruccio, ja que hi ha risc de progressio del
tumor a invasiu. Com a alternativa es pot repetir la terapia intravesical, pero els
resultats no sén satisfactoris (Babjuk, 2011) (Fig. A.2).
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Després de tres mesos post-tractament, i una avaluacio de la bufeta lliure de
malaltia, moltes vegades, com hem explicat anteriorment, es realitza una terapia de
manteniment amb aquests agents per prevenir recaigudes, especialment quan els
pacients han estat tractats amb BCG. De totes maneres, un control periodic amb
cistoscopia és necessari per avaluar I'evolucié del pacient. Conseqiientment, el cancer
de bufeta no invasiu es considera una malaltia cronica que requereix un seguiment
freqlent i tractaments repetits, convertint-se, d’entre tots el cancers, en el de més
elevat cost (considerant el cost per pacient des del diagnostic fins la mort) (Ploeg,
2009).

Figura A.2. Esquema del tractament del cancer de bufeta superficial segons els risc de
recurrénciai progressio associat
Imatge adaptada de van Rhijn, 2009.
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Fins a un 30-40% dels pacients tractats amb BCG no responen favorablement
a la terapia (Sylvester, 2010), i en un elevat percentatge de pacients es presenten
problemes de toxicitat associats encara que no severs. La majoria de pacients
experimenten simptomes d'irritabilitat (cistitis) com a resultat de la reaccié inflamatoria
de la mucosa vesical (Martinez-Pifieiro, 2005). Aproximadament un 40% desenvolupa
hematuria que normalment s’autolimita pero, a vegades €s necessari suspendre la
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terapia fins que desaparegui completament (Martinez-Pifieiro, 2002). Un 30% dels
pacients presenten febre, malestar i nausees o vomits (Lamm (b), 2000; Gontero,
2010). En un 1% es poden desenvolupar prostatitis granulomatosa, orquiepididimitis
granulomatosa, hepatitis granulomatosa i pneumonitis. També s’han descrit quadres
al-lergics al BCG, o casos d'obstrucci6 uretral i contractura vesical, fent necessari la
suspensio del tractament. La complicacié més seria és la sepsia per BCG (Gonzalez,
2003; Nadasy, 2008), la qual s’ha estimat que té lloc en un 0,4% dels pacients (Lamm,
2000 (b)). Degut a molts d’aquests efectes secundaris, en un 20% dels pacients és
necessi suspendre el tractament (Sylvester, 2010). De totes maneres, els efectes
secundaris severs es donen en menys del 5% dels pacients (van der Meijden, 2003),
en gran part, gracies a la millor experiéncia de la técnica d’administracio.

Amb I'objectiu de reduir els efectes secundaris de la terapia amb BCG i de
millorar la seva eficacia, s’estan realitzant estudis per disminuir la dosi administrada
del bacil. Alguns protocols terapéutics que han assajat pautes de tractament amb dosis
baixes de BCG han observat que no disminuia la seva eficacia (a nivell de recurréncia
i progressié del tumor), mentre que si disminuien els efectes secundaris (Martinez-
Pifieiro, 2005; Ojea, 2007). No obstant, en relacié als pacients amb tumors d’elevat
risc, existeix controvérsia entre estudis clinics que demostren que les dosis baixes son
igual d’eficaces que l'estandard (Martinez Pifieiro, 2005; Kamel, 2009) i els que no
(Dalbagni, 2000).

Una altra estratégia per millorar I'eficacia del tractament és la d'incrementar la
capacitat de penetraci6 de l'agent terapéutic. En aquest aspecte, s’han realitzat
treballs combinant I'agent quimioterapic amb termoterapia (42-43°C) intravesical
(Colombo, 2003; van der Heijden, 2004). Els resultats obtinguts han estat beneficiosos,
pero es necessiten més estudis per a validar-los.

Una altra d'aquestes estratégies ha estat la induccio d'un gradient eléctric entre
'agent quimioterapic i la paret de la bufeta (Colombo, 2001; Di Stasi, 2006). Aquesta
tecnica ha permes incrementar I'efectivitat del quimioterapic, perd no ha estat superior
al tractament amb BCG sol.

Altres técniques que s’estan assajant son la terapia fotodinamica (Berger, 2003;
Asanuma, 2005), i la utilitzacié de transportadors magneétics (Leakakos, 2003).

Durant al llarg d’aquests anys també hi ha hagut un gran interés per trobar
nous agents quimioterapics i immunoterapics. Aquestes noves estrategies alternatives
al tractament tradicional es descriuen a continuacio.

A.1.7.1. Agents quimioterapics

Els agents quimioterapics utilitzats pel tractament del cancer de bufeta
superficial han estat la tiotepa, la MMC i la doxorubicina. Degut a les diferéncies que
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mostren els diferents compostos quimioterapics a nivell de valors de recurréncia dels

tumors (Huncharek, 2001), actualment s’estan duent a terme diversos estudis per tal
de definir el patr6 de tractament ideal i optimitzar I'eficacia de la terapia tradicional.

A més, s’estan estudiant diferents agents com a possibles opcions per al

tractament intravesical. Entre ells trobem la gemcitabina, I'apaziquona i la valrubicina,

gue es troben en fase experimental Ill; el docetaxel i paclitaxel, que es troben en fase

experimental Il; i la suramina i la meglumina amb acid gamma-linoleic (MeGLA) que es
troben en fase experimental |I. Seguidament es descriuen detalladament aquests

agents quimioterapics:
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La tiotepa és un compost organofosforat alquilant. Va ser el primer
guimioterapic utilitzat intravesicalment per al tractament del cancer de bufeta, i
va ser molt utilitzat als anys 70 i principis del 80. Degut a la seva important
toxicitat, avui en dia s'ulitza ocasionalment. Diferents assajos clinics han
mostrat la seva capacitat per reduir les recurréncies del tumor, perd amb
resultats similars a les antraciclines i a altres agents quimioterapics (Zincke,
1985; Martinez-Pifieiro, 1990).

La MMC és un compost que prové de I'Streptomyces caespitosus, i actua
inhibint la sintesi del DNA, ja que és un agent alquilant d’aquest. Com ja hem
explicat anteriorment (apartat A.1.7), la seva administracié després de la RTU
disminueix la recurréncia del tumor, pero a diferéncia del BCG, no és capac de
disminuir la progressié d’aquest. La seva administracio té lloc, actualment, en
pacients amb tumors de risc baix o intermedi. De totes maneres, s’estan duent
a terme diferents estudis per tal de millorar I'eficacia del tractament del cancer
de bufeta superficial, alternant o combinant la MMC amb el BCG (Rintala, 1996;
Kaasinen, 2000).

La doxorubicina, l'epirubicina i la valrubicina son antraciclines que
inhibeixen la topoisomerasa Il i la sintesis del DNA actuant com a agents
intercalants. S’han realitzat diversos estudis en pacients amb cancer de bufeta
superficial, per tal de comparar I'eficacia d’aquests tres agents per prevenir la
recurréncia del tumor (Oosterlink, 1993; Patterson, 2000). Els resultats mostren
una disminucié de la recurréncia amb nivells similars entre ells. No obstant, no
s’ha mostrat un efecte millor de la doxorubicina i I'epirubicina que el BCG per
disminuir la recurréncia (Lamm, 1991; van der Meijden, 2001). El seu Us esta
ampliament acceptat per al tractament del cancer superficial, i s’ha suggerit la
seva eficacia, especialment la valrubicina, en pacients que han fallat o han
estat intolerants a la terapia amb BCG (Kuznetsov, 2001).

La gemcitabina és una pirimidina analoga capa¢ d'inhibir el creixement
cel-lular i d’induir apoptosi mitjangant la inhibicié de la sintesi del DNA. Aquest
agent en combinacié amb cisplatin, també ha mostrat un efecte beneficiés en
pacients amb cancer de bufeta invasiu (Gunlusoy, 2012; Cognetti, 2012).
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Actualment s’estan duent a terme estudis clinics en fase | i Il pel tractament del
cancer de bufeta d’elevat risc en pacients on el tractament amb BCG ha falllat
(Dalbagni, 2006; Mohanty, 2008), i en pacients amb tumors de risc baix i
intermedi (Addeo, 2010), amb resultats beneficiosos pel pacient.

e L’indolquinona apaziquona és un agent bioreductiu alquilant que s’activa per
les reductases expressades en les cé-lules tumorals i indueix la mort cel-lular.
Diversos assajos clinics en fase Il han mostrat que és un agent prometedor pel
tractament del cancer de bufeta superficial (Hendricksen, 2012; Yutkin, 2012).
Actualment, s’estant realitzant assajos clinics en fase lll, per tal d’estudiar la
seva administracio després de la RTU.

e Els taxans, docetaxel i paclitaxel, sén agents que inhibeixen la polimeritzacio
dels microtubuls i conseqientment indueixen l'arrest cel-lular en la fase M. S’ha
demostrat la seva activitat antitumoral en tumors metastatics, en combinacié
amb el cisplatin, en assajos clinics en fase Il (Dimopoulos, 1999). A més,
també s’ha demostrat la seva activitat citotdoxica en carcinoma transicional in
vitro (Rangel, 1994). Encara que la seva poca solubilitat en medis aquosos
limiten la seva administracié intravesicalment, actualment s’esta estudiant, en
model animal, com millorar la seva adhesi6 a l'uroteli (Le Visage, 2004;
Mugabe, 2009) amb resultats prometedors per al tractament del cancer de
bufeta superficial.

e La suramina és una naftilurea polisulfonada que actua com un potent
antagonista del factor de creixement endotelial vascular (VEGF). S’ha
demostrat que és capac d’inhibir I'activitat de diversos factors angiogénics
produits per les linies tumorals i la proliferacié cel-lular in vitro (Gansler, 1992).
La seva utilitzacié en pacients amb cancer de bufeta supercial s'esta estudiant
en assajos clinics de fase | (Uchio, 2003; Ord, 2005), demostrant la seva baixa
toxicitat.

e La MeGLA és un acid gras essencial amb efecte citotoxic. S’ha suggerit com
un potenciador de I'epirubicina en un assaig clinic de fase | (Harris, 2003).

A.1.7.2. Agents immunoterapics

L'objectiu dels agents immunoterapics és el de produir un efecte antitumoral
estimulant la immunitat adquirida, i molts dels estudis realitzats en cancer de bufeta es
basen en estimular aquesta immunitat en el pacient. Com s’ha explicat anteriorment, la
terapia amb BCG és el tractament estandard pel cancer de bufeta superficial, i
s’explicara més detalladament a I'apartat A.2.3.
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A continuacié es mostren els agents immunoterapics estudiats en els Gltims anys

com a alternativa a la utilitzacié del BCG o com a adjuvants d’aquest per al tractament
del cancer de bufeta superficial.
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Mitjancant I'enginyeria recombinant s’ha utilitzat el BCG i altres micobacteris,
com M. smegmatis, modificats genéeticament per tal d’expressar citocines o
molécules immunomoduladores per tal de millorar la resposta immune i reduir
la recurréncia i progressié del tumor (Haley, 1999). Per una altra banda, s’ha
realitzat estudis amb extractes de la paret cel-lular de diferents micobacteris,
com BCG, M. phlei o M. vaccae, com a possible alternativa a I'ts de BCG. Tots
aquests agents s’expliquen detalladament a I'apartat A.2.2.1.

Les interleuquines (IL) s’han descrit com a possibles adjuvants responsables
de la millora de l'eficacia dels agents intravesicals tradicionals, donat que sén
responsables d’'estimular la proliferacio i la inducci6 de la produccio de
citocines en les cel-lules T i les cel-lules Natural Killer (NK). Algunes d’elles han
mostrat una activitat antitumoral en models animals, com l'lL-2 (Riggs, 1992;
Xiao, 2011) i I'lL-12 (Horinaga, 2005; Zaharoff, 2009). Aquests resultats han
suggerit la seva utilitzacio en la terapia del cancer de bufeta superficial en
humans i s’han realitzat assajos clinics de fase I-ll demostrant la seva
seguretat (a nivell de toxicitat) en els pacients (Tubaro, 1991; Weiss, 2003), i el
seu efecte antitumoral en aquests (Den Otter, 1998). No obstant, I'efecte
antitumoral o immunoestimulador de I'lL-12 no ha estat demostrat en humans
en un assaig clinic de fase | (Weiss, 2003).

L'interferé (IFN)-a, s’ha utilitzat en diversos assajos clinics de fase I-Il com a
immunoterapic en pacients amb cancer de bufeta mostrant resultats
prometedors disminuint la recurrencia del tumor (Glashan, 1990; Portillo, 1997),
encara que no millors que el BCG (Jimenez-Cruz, 1997). La combinaci6
d’aquesta molécula amb BCG ha estat efectiva (disminuint la recurréncia) en
els casos en que el tractament amb BCG no ha funcionat (Punnen, 2003;
Gallagher, 2008). També s’han dut a terme assajos clinics de fase I-Il,
combinant I'lFN-a amb agents quimioterapics com la MMC o I'epirubicina,
mostrant millors resultats que la monoterapia amb el quimioterapic disminuint la
recurréncia del tumor (Engelmann, 1992; Raitanen, 1995). No obstant, encara
es continuen buscant alternatives millors.

L’hemocianina és una glicoproteina transportadora d’oxigen present en
mol-luscs i artropodes. Diversos treballs han descrit la seva capacitat
immunoestimuladora inespecifica en mamifers. L’hemocianina keyhole-limpet
(KLH) provinent del mol-lusc Megathura cranulata, ha estat utlitzada en
diversos assajos clinics de fase | i Il com a agent intravesical (Jurincic-Winkler,
2000; Lamm (c), 2000). L’hemocianina provinent de Concholepas concholepas
(CCH) s’ha proposat com a prometedor immunoestimulador alternatiu a BCG
ja que s’ha mostrat el seu efecte antitumoral i immunoestimulador en model
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animal (Moltedo, 2006). No obstant, sén necessaris més estudis amb aquesta
molécula, especialment en pacients on el tractament amb BCG o diferents
quimioterapics no ha funcionat.

Especies de Lactobacillus han mostrat tenir una capacitat antitumoral major
gue BCG en cel-lules de cancer de bufeta in vitro (Seow, 2002). Lactobacillus
casei mort per calor administrat intravesicalment, ha demostrat la seva
capacitat per prevenir la recurrencia del tumor en model animal (Takahashi,
2001). També s’ha demostrat que administrat oralment, en combinacié amb
epirubicina intravesical, és capa¢ de prevenir la recurréncia del tumor en
humans (Naito, 2008). Un estudi recent ha mostrat aquesta capacitat
antitumoral i immunoestimuladora de I'espéecie Lactobacillus rhamnosus en
model animal (Seow, 2010). Aquests resultats suggereixen que els probiotics
podrien utilitzar-se com a possible alternativa al tractament immunoterapic del
cancer de bufeta superficial.

Actualment s’estan realitzant estudis amb la lectina mistletoe, extreta de la
planta Viscum album (vesc), la qual s’ha vist que és capac d'estimular la
produccio de citocines i I'expressié de marcadors d’activacié de limfocits, amb
la consequent inhibici6 de la carciogenesi urotelial en models animals
(Elsésser-Beile, 2001). S’ha demostrat el seu potencial com a adjuvant
terapéutic pel cancer de bufeta superficial en un assaig clinic en fase |-l
(Elsésser-Beile, 2005).

La rubratina és un extracte de la paret cel-lular de Nocardia rubra, i ha estat
utilitzat en un estudi comparatiu amb BCG en pacients amb cancer superficial
(de Boer, 2000). S’ha observat el seu paper immunoestimulador, ja que s’ha
detectat un increment del nivell de citocines, la presséncia de leucocits i
cel-lules T activades en l'orina dels pacients tractats. Perd0 aquesta activitat
immunoestimuladora va ser menor que la produida per BCG.

Gracies a la tecnologia recombinant, es va generar la fusié de la molécula del
factor de creixement-alpha transformador amb [I'endotoxina PE-40 de
Pseudomonas, obtenint la proteina TP-40. Aquesta proteina s'uneix a les
cel-lules cancerigenes que expressen el receptor del factor de creixement
epidérmic, s'internalitza i mata la cel-lula gracies a I'endotoxina. Es va realitzar
un assaig clinic de fase I, pero els resultats no van ser satisfactoris ja que la
mida dels tumors Ta i T1 no va disminuir després del tractament, encara que es
suggereix com a possible alternativa per als pacients amb tumors Tis que han
fallat previament al tractament amb altres agents (Goldberg, 1995).

La bropirimina és una pirimidina aril capac¢ d’'incrementar la produccié d’IFN
endogen. Diferents assajos clinics amb pacients amb cancer de bufeta
superficial Tis, han mostrat una resposta del pacient amb la seva administracié
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per via oral (Sarosdy, 1996; Witjes, 1999), pero la seva rellevant toxicitat
cardiaca va fer que es deixés d'utilitzar en estudis clinics.

A.2. Els micobacteris

A.2.1. Caracteristiques del genere Mycobacterium

Dins de l'ordre Actinomycetales, subordre Corynebacterineae, es troba la
familia Mycobacteriaceae, a la qual pertany el génere Mycobacterium (Hartmans,
2006; Saviola, 2006).

El génere Mycobacterium esta format per bacils de morfologia variada, i de 0,2-
0,6 um d'amplada i 1-10 um de longitud (Hartmans, 2006). En aquest génere podem
trobar espécies des de morfologia colonial llisa fins a rugosa, inclis alguna espécie pot
tenir més d’'una morfologia colonial (Barrera, 2007). Els micobacteris es poden tenyir
mitjancant la tincié Ziehl-Neelsen. Un cop tenyits amb el colorant primari (carbol
fucsina), son resistents a la decoloracié acid-alcoholica (barreja d’etanol i acid
clorhidric), motiu pel qual se’ls coneixen com a bacils “acid-alcohol resistents”, i
s’observen de color fucsia al microscopi (Saviola, 2006).

El seu metabolisme és molt variable, la majoria s’adapta facilment al
creixement en substrats simples amb una font de carboni, de nitrogen i ions metalls
essencials (Barrera, 2007). Existeixen espécies de creixement lent o rapid (segons si
triguen més o0 menys de set dies en creixer, respectivament), o inclis que encara no
s’han pogut cultivar en medis sintetics com Mycobacterium leprae (Wayne, 1986). El
temps de generacio, generalment compren entre les dues (Mycobacterium smegmatis)
fins a les 24 hores (Mycobacterium tuberculosis) (Chauhan, 2006; Saviola, 2006). S6n
microorganismes aerobis. El seu creixement és afavorit amb una atmosfera del 5-10%
de CO.,. La seva temperatura optima de creixement oscil-la entre els 25°C fins a més
de 40°C, sent variable segons I'espécie. Els micobacteris destaquen per tenir un elevat
contingut de guanina més citocina (G+C) (61-71%) al seu acid desoxiribonucleic
(DNA). Una caracteristica important dels micobacteris és la seva paret cel-lular amb un
elevat contingut lipidic, el qual constitueix més de la meitat del pes sec de la cél-lula.

Aquest génere inclou més de 150 espécies (www.bacterio.cict.fr) classificades
segons la seva importancia clinica i epidemiologica en:

e Complex M. tuberculosis: inclou Mycobacterium africanum, Mycobacterium
cannetti, i M. tuberculosis, causants de la tuberculosis en humans. M. bovis
(inclosa la soca BCG), Mycobacterium microti, i Mycobacterium pinnipedi,
causants de la tuberculosi en animals i ocasionalment en humans.

o Complex M. leprae: inclou M. leprae i Mycobacterium lepraemurium, causants
de la lepra humana (malaltia de Hansen) i en rosegadors, respectivament.
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e Micobacteris no tuberculosos, atipics o ambientals: inclou la resta
d’especies no incloses als dos grups anteriors. Algunes d’elles sén patogens
oportunistes i responsables de les micobacteriosis atipiques.

A.2.1.1. Els micobacteris ambientals

Els micobacteris es troben distribuits ampliament en una gran diversitat
d’habitats (aigua dolca o salada, soOl, etc) (Hartmans, 2006). Una de les
caracteristiques més importants que els diferencien dels altres dos grans grups és la
baixa viruléncia que presenten en hostes immunocompetents i la seva manca de
transmissio interhumana.

Segons Runyon i col-laboradors (1959), els micobacteris ambientals es poden
classificar segons la seva velocitat de creixement i la produccié de pigment en
preséncia o no de llum. D’aquesta manera, els micobacteris ambientals poden ser de
creixement rapid o lent, depenent de si les colonies en medi solid es fan visibles
abans o després de set dies de cultiu. D’acord amb la seva pigmentacié, poden ser
fotocromogens (produeixen pigment si s'exposen a la llum), escotocromogens
(produeixen pigment en la foscor) i no cromogens (no produeixen pigment).

En els ultims anys la diferenciacio tradicional de les espécies micobacterianes
(taxa de creixement, pigmentacié, termotolerancia i caracteristiques enzimatiques i
bioquimiques) han estat complementades amb técniques moleculars i d’analisi dels
acids micolics per cromatografia. De totes maneres, els bons resultats que s’obtenen
amb la comparaci6 de les seqliéncies genetiques del gen codificant per I'acid
ribonucleic ribosomal 16S (Tortoli, 2003) han fet que avui en dia sigui I'estandard per la
identificacié de noves espécies (Tortoli, 2006).

A.2.1.2. La paret cel-lular dels micobacteris

La paret cel-lular micobacteriana envolta la membrana plasmatica i confereix un
conjunt de caracteristiques propies i distintives d’aquest génere: elevada hidrofobicitat,
acid-alcohol resisténcia, resisténcia a antibiotics i lesions, propietats immunologiques,
etc.

Consisteix en una bicapa asimétrica formada per diversos tipus de lipids i
glicolipids (Fig. A.3), els quals representen més del 60% del pes sec del micobacteri
(Liu, 1999). El seu esquelet esta format per tres macromolecules: el peptidoglica,
I'arabinogalacta i els acids micolics, que unides covalentment per unions fosfodiésters,
formen el complex micoloil-arabinogalacta (mAG) (Draper, 2005) (Fig. A.3). Aquest
complex mAG, ha estat relacionat amb I'estimulacié de la resposta immune. A I'apartat
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A.2.2, es descriu més detalladament les propietats immunoestimuladores d’aquestes
molécules.

Figura A.3. Paret cel-lular del génere Mycobacterium
Imatge adaptada de Brennan, 2007.
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e El peptidoglica és responsable de la forma i rigidesa a la cel-lula (Brennan, 1995).
Es un polimer constituit per molécules d’N-acetil glucosamina i acid muramic N-
glicosilat, connectades per cadenes curtes de quatre aminoacids diferents (Crick,
2001; Draper, 2005).

e |’arabinogalacta és un polisacarid ramificat que esta format per arabinosa i
galactosa. La cadena de galacta es troba unida al carboni 6 d'alguns residus de
I'acid muramic del peptidoglica a través d'un enlla¢ fosfodiéster (Brennan 1995).
Aquest compost també es troba en els generes Corynebacterium, Nocardia i
Rhodococcus.

e Els acids micolics sbn acids grassos B-hidroxilats i a-alquil ramificats de cadena
linear, d’entre 60 i 90 atoms de carboni. Es troben covalentment units per enllagcos
ester a I'arabinosa de I'arabinogalacta (Draper, 2005), o esterificant sucres lliures de
la paret.

38



A. Introduccié

La seva estructura general correspon a R;-CH(OH)-CH(R,)-COOH. R; és una
cadena alifatica llarga amb, generalment, 50-56 atoms de carboni que s’anomena
meromicolat, i que presenta diferents grups funcionals (grups metoxi, ceto o epoxi,
anells ciclopropans, ramificacions metil, i dobles enllagos carboni-carboni). R, és
una cadena curta alifatica amb, generalment, 22-26 atoms de carboni (Steck, 1978).

En relaci6 amb els diferents grups funcionals de la cadena meromicolat, s’han
descrit set tipus diferents d’acids micolics: a-micolat, o’-micolat, metoxi-micolat,
ceto-micolat, epoxi-micolat, carboxi-micolat, i w-1-metoxi-micolat (Fig. A.4) (Luquin,
1990; Hartmans, 2006).

Es troben a la paret cel-lular del génere Mycobacterium, i també dels géneres
Corynebacterium, Nocardia i Rhodococcus. Cada espécie micobacteriana presenta
un patrd caracteristic, pero no exclusiu d’espécie (Hinrikson, 1994).

Figura A.4. Estructures quimiques dels diferents tipus d’acids micolics
Imatge adaptada de Hinrikson, 1994; i Laval, 2001.

Tipus Micolat Estructura
CH;-(CHL), - A - [CH k- B - (CHS), - O - C*H - (CH,), - CH,
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CH,- (CH,) - CH = CH - (CH,) - CPH . C* - (CH,),- CH
i a'-Micolat S (CBah [ D

OH COOH

) CH,- (CH.), - CH - CH - (CHL), - B- (CH.), - O'H - C=H - (CH.), - CH,
{1 Metoxi-mioodat I

CH, OCH, OH  COOH
- - CH,-{CH,),-CH -C -(CH,),- B - {CH.),-CM .C~H - (CH,),- CH
v Celo-micolal ’ 2 h - b= tFs
'H, 0 COooH
CH,y- (CH,), - CH - CH - CH - (CH,), - B - (CIL,), - CPH . C=8 - (CH,), - CH,
v Epor-micolat |
OH o] O CooH
= OH-C-(C —B-(CH,) - C™l - C*l -
Vi Carboxi-micolat & (CH, (CH), i ; ACH),- CH,
OH  COOH
iy CHy- CH - (CH,), - A - (CH,y), - B - (CH,), - CAL . C=f - {CH,);- CH,
Vil w1 -Metoo-micolat | I |
OCH, OH COOH
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A = CH=CH o CH-CH=CH o CH-CH
CH, CH,
cix fram s =3 framy
B —= (H=CH o (H=CH-CH o {HLH w CHCHCH
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A, distal; B, proximal.

Elsvalors a, bi cvan des de 11 a 19. El valor d va des de 19 a 23.

A i B simbolitzen una uni6 doble o un anell ciclopropra. En A i B poden haver branques metil
adjacents.

39



A. Introduccié

De manera més minoritaria també es troben lipids i glicolipids units de manera
no covalent (lliures), i altres units covalentment al complex mAG (Brennan, 1995;
Draper, 1998; Ryll, 2001) (Fig. A.3). Els lipids i glicolipids lliures es situen a la part
més externa de la paret i es poden extreure faciliment amb solvents organics (Daffé,
1998).

e Els lipids lliures majoritaris de la paret cel-lular dels micobacteris corresponen a
les menaquinones (MK) i els dimicocerosats de tiocerol (PDIM). Les MK es troben a
totes les espécies micobacterianes, mentre que els PDIM es troben en M.

tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. leprae, M. microti, Mycobacterium marinum,
Mycobacterium ulcerans, M. haemophilum, Mycobacterium gastri i Mycobacterium
kansasii (Yu, 2012). Diferents estudis han demostrat que el PDIM esta relacionat
amb la virulencia de M. tuberculosis (Camacho, 2001; Pinto, 2004).

e Entre els glicolipids lliures trobem les aciltrealoses, els lipooligosacarids, els
glicolipids fenolics (PGL) i els glicopeptidolipids (GPL).

o Les aciltrealoses sén compostos que comparteixen una mateixa estructura
formada per una molécula de trealosa esterificada per acids micolics o altres
cadenes d’acids grassos. Entre aquests compostos trobem: el dimicolat de
trealosa (DMT), el monomicolat de trealosa (MMT), el sulfolipid (SL), la
diaciltrealosa (DAT) i la triaciltrealosa (TAT).

= EI DMT, o cord factor, esta format per una trealosa esterificada amb dos
acids micolics, i és un dels glicolipids més estudiats ja que s’ha descrit
un gran nombre d’activitats bioldgiques, com el seu efecte toxic en ratoli
(Kato, 1972; Goren, 1979) i la seva activitat antitumoral i angiogéenica
(Yamagami, 2001). Es troba a totes les espécies del génere
Mycobacterium (excepte a M. leprae), i també en géneres com
Corynebacterium, Nocardia o Rhodococcus.

» EI SL esta format per una trealosa sulfatada esterificada per acid
palmitic, acid estearic i dos acids grassos polimetil ramificats (Goren,
1976). Entre les seves funcions descrites trobem I'activacié de neutrofils
humans (Zhang, 1988), la inhibici6 de la formacié d'oxigen reactiu
(Brozna, 1991), etc. S6n compostos exclusius de soques virulentes de
M. tuberculosis.

» Les DAT estan formades per una molécula de trealosa esterificada per
dos acids grassos polimetil ramificats (Baer, 1993). Ha estat descrit el
seu paper en la inhibicié de la proliferacié de cél-lules T de ratoli in vitro
(Saavedra, 2001). Es troben en les espécies M. tuberculosis, M.
africanum, M. bovis i M. fortuitum.
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» Les TAT es diferencien de les DAT per presentar una tercera molécula
d’acid gras esterificant la trealosa (Mufioz, 1997). Es troben només en
M. fortuitum i M. tuberculosis.

o Els lipooligosacarids presenten una trealosa poliacilada per dos o tres cadenes
d’acids grassos metilats de cadena llarga i glicosilada per una o més unitats

d'oligosacarid. S’ha descrit la seva posible implicacié en la morfologia colonial
(Belisle, 1989), o en I'adhesio a superficies (Ren, 2007), i el seu paper com a
receptor de micobacteriofags (Besra, 1994). Aquests glicolipids es troben
distribuits en moltes espécies micobacterianes.

0 Els PGL estan constituits per un grup fenol i un tiocerol, esterificat per dos
acids grassos multimetil ramificats (acids micocerosics o tioceranics). Unida al
grup fenol es troba una part glucosidica que pot tenir entre un i quatre sucres.
Entre les seves funcions descrites trobem el segrest de radicals d’oxigen
(Chan, 1989), I'activaci6 de neutrofils humans (Faldt, 1999), la seva implicacio
en la virulencia del micobacteri (Yu, 2012), etc. Es troben en patdgens
obligats i oportunistes (M. bovis, M. canetti, M. gastri, M. haemophilum, M.
kansassi, M. leprae, M. marinum, M. microti, M. tuberculosis i M. ulcerans).

o Els GPL tenen un nucli lipopeptidil format per una cadena acilada i un tripeptid
dels aminoacids D-fenilalanina, D-treonina i D-alanina. Ha estat descrit el seu
paper en la morfologia colonial i la motilitat (Martinez, 1999; Recht, 2000),
'adhesi6 a diferents superficies (Wu, 2009), la inhibicié de la fagocitosi per
part de macrofags humans (Villenueve, 2003). Aquests son els glicolipids
principals de la capa més externa de Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium avium, Mycobacterium butyricum, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium  habana, Mycobacterium  simiae, M. smegmatis,
Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium peregrinum, Mycobacterium
porcinum, Mycobacterium senegalense i Mycobacterium xenopi (Chatterjee,
2001; Schoney, 2008).

Els glicans i lipoglicans es troben units covalentment a la membrana
citoplasmatica per un fosfatidilinositol i s’estenen al llarg de la paret cel-lular (Fig.
A.3). Entre ells trobem el lipoarabinomana (LAM), lipomana (LM), fosfatidil inositol
manosid (PIM).

o El LAM i LM sén lipoglicans d’elevat pes molecular formats per successives
addicions de manosa a una molécula de fosfatidilinositol. A més, en el LAM
també es troba unit el polisacarid D-arabinomana (Nigou, 2003). Entre les
seves funcions descrites trobem la inhibici6 de la secreci6 d’IL-12 per
macrofags i cel-lules dendritiques (DC) (Nigou, 2001), la supervivencia del
micobacteri dins del macrofag (Vercellone, 1998), el bloqueig de l'activacio
transcripcional de I'lFN-y (Riedel, 1997), etc. Aquests compostos es troben a
totes les espécies del genere Mycobacterium.
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o Els PIM estan formats per un anell d’'inositol que pot portar unides entre una i
sis molécules de D-manosa (Asselineau, 1998). Entre les seves funcions
descrites trobem la induccié de I'0xid nitric (NO) sintasa (Tenu, 1995),
'adhesi6 a cél-lules no fagocitiques (Hoppe, 1997), la inhibicié de I'activacio
de macrofags (Court, 2011), etc. Es poden trobar tant lliures com units
covalentment a la membrana citoplasmatica del micobacteri, i estan presents
en tots els membres del génere Mycobacterium.

També es troben proteines associades (Fig. A.3), algunes de les quals
tenen funcions enzimatiques participant en la construccié de la paret cel-lular, i
altres com porines permetent el pas de molécules a través de la paret (Brennan
1995; Draper, 2005; Hatzios, 2009).

A.2.2. Propietats immunoestimuladores dels micobacteris

L'activitat immunoestimuladora dels micobacteris es deu, principalment, a la
capacitat dels antigens micobacterians per a estimular el sistema immunitari, induint la
sintesi de citocines i activant les cel-lules efectores del sistema immunitari (Hayashi,
1996; Tsuiji, 2000). La interaccio entre el micobacteri i els receptors de les cél-lules del
sistema immune innat, especialment de les cél-lules presentadores d'antigen
(macrofags o DC) es dona, principalment, gracies a les molécules de la superficie del
bacil, la majoria de les quals corresponen a lipids i glicolipids. Els macrofags i les DC
tenen la capacitat de processar els antigens dels bacils i de presentar-los als limfocits
T CD4" i T CD8" a través de les molécules MHC Il i I, respectivament, o a través del
CD1 en el cas de les DC, amb la consequent activacio i induccié d’'una resposta,
preferentment Thl (amb la produccié d’IL-2 i IFN-y, entre d’altres) (Haanen, 1991). A
més, aquestes cel-lules presentadores d’antigen també seran capaces d'alliberar
citocines, com el factor de necrosi tumoral alfa (TNF-a), IL-1 i IL-6, NO i intermediaris
nitrogenats a través de la NO sintasa. Les cel-lules immunitaries que participen en la
llisi de les cél-lules infectades poden ser limfocits T CD4" i CD8", limfocits T y/d, o
cel-lules efectores inespecifiques (NK, macrofags) (Kaufmann, 1995; Fowler, 2012).

Diferents components de la paret cel-lular dels micobacteris han mostrat tenir
una activitat immunomoduladora. S’ha demostrat la capacitat de I'esquelet de la paret
cel-lular de BCG d'induir la secrecié de TNF-a en les DC (Tsuji, 2000) i macrofags in
vitro (Underhill, 1999). En macrofags de maltats leprosos, s’ha mostrat que aquesta
capacitat correspon, especialment, al peptidoglica (Barnes, 1992). Altres estudis han
descrit la capacitat de la partet de BCG d’estimular la proliferacié de cél-lules T y/d in
vitro (Vesoski, 2004), i d’activar diferents gens en DC i macrofags humans, demostrant
una activitat adjuvant del mAGP de BCG (Begum, 2004; Ishii, 2005). També s’ha
demostrat la capacitat del mAGP i del LAM de BCG per induir la secreci6 del lligand
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inductor d’apoptosi relacionat al TNF (TRAIL) pels neutrofils d’humans (Simons, 2007
(a))

A part de BCG, Yuksel i col-laboradors (2011), van comparar in vitro la
capacitat de I'extracte de la paret cel-lular de 88 micobacteris diferents per induir la
producci6 de TNF-a i IL-12. Aquests resultats fan suggerir als autors que els
micobateris inductors d’aquestes citocines podrien ser possibles candidats com a
immunoestimuladors per al tractament del cancer de bufeta.

Altres components de la paret cel-lular que han mostrat tenir una activitat
immunomoduladora, sén l'acid muramic del peptidoglica (Chedid, 1983), el DMT
(Yarkoni, 1979), els PIM (Jones, 2001), el LAM (Briken, 2004), o el LM (Dao, 2004).
També s’ha descrit la importancia dels acids micolics pel creixement, supervivéncia i
patogenicitat de M. tuberculosis (Barry, 1998), i la seva implicacié en la resposta
immune, estimulant la produccié d'IFN-y, IL-12 i TNF-a, i inhibint la produccié d’IL-10
per macrofags murins i humans (Korf, 2005; Peyron, 2008). Aquests lipids
micobacterians son reconeguts per les cél-lules T gracies a les proteines
presentadores CD1 (Moody, 1997; Porcelli, 1999).

Per una altra banda, es coneixen diversos antigens proteics de la superficie
dels micobacteris (12, 14, 19, 37, 65 i 71 kDa) i secretats (10, 19, 30 i 38 kDa, la
proteina soluble Tx-114 i el complex 85 kDa) que indueixen una resposta immunitaria
(Zlotta, 1997; Simons, 2007 (a); Sheikhi, 2008). La lipoproteina PStl, la qual es pot
trobar tant intra com extracelularment, s’ha descrit com a immunogénica i
immunoestimuladora del sistema immunitari i s’ha mostrat la seva capacitat
antitumoral en model animal de cancer de bufeta (Sanger, 2004).També s’ha descrit la
capacitat antineoplastica d’'un polisacarid de la paret de BCG format per glucans
(Wang, 1995; Dinadayala, 2004).

El DNA de BCG també ha mostrat una activitat immunoestimuladora en
diferents treballs. Aquesta activitat s’ha relacionat amb la capacitat del DNA per a
estimular les cél-lules NK i induir la secrecié d'IFN en els esplendcits (Tokunaga, 1984;
Shimada, 1986). Concretament, s’ha demostrat que sén els motius CpG no metilats els
responsables d'aquesta activitat (Kataoka, 1992; Yamamoto, 1992). En un estudi amb
model animal, s’ha observat que el CpG de BCG és capa¢ d'induir una resposta
immune antitumoral, inclis millor que el propi BCG (Mangsbo, 2008).

Aquestes molécules immunomoduladores dels micobacteris son reconegudes
entre d’altres pels TLR de les cél-lules del sistema immunitari, induint una resposta
cel-lular. A l'apartat A.2.3.2.1, es descriu detalladament el paper d'aquests receptors
en la resposta immunoestimuladora dels micobacteris.
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A.2.2.1. Efecte antitumoral dels micobacteris

La paret cel-lular de molts bacteris ha mostrat tenir activitat anti-cancerigena.
Zlotta i colaboradors (2000 (b)) van demostrar que a banda de BCG viu, la seva paret
cel-lular era capac d'induir una activitat citotoxica de les cel-lules del sistema immune
front les cel-lules tumorals de bufeta. Amb I'objectiu de buscar estratégies alternatives
a la utilitzacié de BCG viu, s’ha fet servir BCG mort per calor (Zhang, 1999; Yamada,
2002) o un sonicat de BCG (Thanhauser, 1993; Zbar, 1974) que no han mostrat ser
tan efectius com BCG viu.

Per una altra banda, extractes de la paret cel-lular d'altres micobacteris
diferents a BCG, entre ells: M. phlei, M. smegmatis, M. vaccae o M. tuberculosi, s’han
utilitzat com a terapia per diferents tipus de cancer (Gray, 1975; Ribi, 1976; Vosika,
1984; Patel, 2008).

El DNA de Mycobacterium phlei ha estat descrit com a participant en la
induccioé de la sintesi de citocines en cél-lules tumorals de bufeta, i inclis capac
d’inhibir directament la proliferaci6 de ceél-lules tumorals (Filion, 1999). De fet, la
combinacié d'un extracte de la paret cel-lular i DNA de M. phlei (MCC), ha estat
patentada (Bioniche Life Science Inc.) com a possible candidat per al tractament del
cancer de bufeta superficial en els casos de pacients que no han respost al BCG
(Chin, 1996; Morales, 2001). Amb aquest compost ja s’han iniciat estudis clinics de
fase lll (Morales, 2008).

Altres autors han utilitzat extractes de M. smegmatis en diferents models
tumorals (Ribi, 1976; Saito, 1979), demostrant que exerceix un efecte antitumoral
comparable a l'obtingut amb BCG i M. phlei en model animal de fibrosarcoma i
hepatoma (Yarkoni, 1980). Per aquest motiu, aquest micobacteri es va utilitzar mort
per calor com a adjuvant immunoterapic en un estudi clinic amb pacients amb cancer
de pulmé (Decroix, 1984), perd no va mostrar un efecte immunoestimulador efectiu.
Mitjancant I'enginyeria recombinant s’han realitzat estudis amb M. smegmatis, de la
mateixa manera que amb BCG, capa¢ d'expressar citocines o0 proteines
immunomoduladores per poder millorar la resposta immunitaria i reduir la recurréncia i
progressié del tumor. En un estudi amb model animal de cancer de bufeta, es va
mostrar la capacitat de M. smegmatis recombinant per activar les cél-lules NK (Young,
2004). Per una altra banda, tant viu com mort per calor, ha mostrat la seva capacitat
per activar les cel-lules T CD8" i DC en model animal de cancer de timus (Rich, 2012).
Aquests resultats suggereixen la seva utilitzaci6 com a immunoestimulador per al
tractament del cancer de bufeta, encara que s’han de realitzar estudis clinics per
assegurar la seva eficacia i seguretat.

Mycobacterium vaccae mort per calor (SRL172), ha estat utilitzat en diversos
assajos clinics de fase Il com a immunoterapic per a diferents tipus de cancer, com el
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melanoma maligne (Nicholson, 2003), el cancer de prostata (Hrouda, 1998), el cancer
renal (Patel, 2008) o de pulmé (O’Brien, 2000). En estudis clinics en fase Ill amb
pacients amb adenocarcinoma de pulmd, s’ha vist que I'administracié de M. vaccae
combinat amb el quimioterapic, incrementa la supervivéncia i la qualitat de vida del
pacient (O’Brien, 2004). Els efectes beneficiosos obtinguts, han estat atribuits a
components de la paret cel-lular. Concretament, s’ha demostrat la capacitat
antineoplastica dels proteoglicans de la paret de M. vaccae en model animal i in vitro
(Tian, 1999). En el context del cancer de bufeta superficial només existeix un estudi en
el que assajen in vitro diferents soques de M. vaccae vives, pero cap d’elles mostren
ser més eficaces que BCG com a immunomoduladors (Baran, 2004).

Els resultats beneficiosos obtinguts amb M. vaccae mort per calor, ha portat a
l'estudi de Mycobacterium obuense mort per calor (IMM-101) com a possible
candidat immunoestimulador per al tractament del melanoma. De fet, recentment s’han
iniciat amb ell estudis clinics de fase | per al tractament del melanoma, on es mostra la
no toxicitat en el pacient (Stebbing, 2012).

Mycobacterium indicus pranii ha estat utilitzat en dos estudis clinics amb
pacients amb cancer de bufeta i de pulmé (Chaudhuri, 2003; Sur, 2003). S’ha
demostrat que és capac d’induir una resposta Thl i que té potencial immunoterapéutic
front el melanoma en model animal (Rakshit, 2012; Ahmad, 2011).

A.2.3. Mycobacterium bovis BCG
A.2.3.1. Historiadel BCG

Al 1882, Robert Koch va descobrir el bacil M. tuberculosis, causant de la
tuberculosi, i l'ailla en medi de cultiu constituit per sérum coagulat i patata.
Posteriorment, Nocard, al 1902, va aillar la soca virulenta M. bovis d’una mostra d’'una
vaca amb mastitis.

Al 1908, el metge francés Léon Charles Albert Calmette va deduir que M. bovis
perdia viruléncia al ser cultivat amb bilis, ja que a l'injectar petites dosis del bacil a les
vaques aquest s’acumulava al mesenteri sense causar cap malaltia. Gracies a aquest
fet, i amb I'ajut del veterinari Jean-Marie Camilla Guérin, va iniciar els cultius de M.
bovis en preséncia de bilis de bou i patata glicerinada a l'Institut Pasteur de Lille
(Franga).

Després de 230 resembres durant 13 anys, M. bovis es va utilitzar per primera
vegada com a vacuna contra la tuberculosi a 'Hospital de la Charité a Paris, al 1921.
Aquesta vacuna s'anomena BCG (Bacillus Calmette i Guérin). Al 1924, es va iniciar la
vacunacio de recent nascuts de Franca i altres paisos europeus. Després d'assegurar i
demostrar la seva innocuitat, al 1932 es va declarar vacuna segura i S'iniciaren
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campanyes de vacunacid6 massiva al Japd, China, Russia, Franca, Anglaterra i
Canada. Finalment, al 1956 es va obtenir la llicéncia per poder produir-la, distribuir-la i
vendre-la als Estats Units, i es va utilitzar arreu del mon com a vacuna profilactica
contra la tuberculosi.

Paral-lelament, al 1921, Coley va ser el primer en observar que pocs malalts
de tuberculosis patien cancer. Pero va ser Pearl, al 1929, qui va descriure una relacio
inversa entre la tuberculosi i el cancer, ja que va observar en una série de 7500
necropsies, realitzades al Johns Hopkins Hospital (Baltimore, Estats Units), que els
pacients morts que havien patit tuberculosi tenien una incidéncia inferior de neoplasies
malignes que el grup control (Pearl, 1929). El primer en publicar I'efecte beneficios del
BCG en el tractament del cancer, va ser el suec Holmgren al 1935. A partir d’aqui, es
van generar diversos estudis clinics utilitzant el BCG com a adjuvant terapéutic en el
tractament de diferents cancers, com el de colon, pulmod, melanoma (Morton, 1970) i la
leucemia (Mathé, 1969). Malauradament, els estudis van perdre importancia anys
després amb el desenvolupament de la quimioterapia i radioterapia.

D’aquesta manera, es va deixar d'utilitzar fins que al 1974, Zbar i Rapp
establiren les condicions necessaries per a aconseguir I'efecte antitumoral del BCG en
model animal: carrega tumoral petita, administracié d’'un nombre adequat de bacils
vius, contacte entre el BCG i les cél-lules tumorals, i capacitat de desenvolupar una
resposta immune front els antigens del bacil (Zbar, 1974). Gracies a aquests postulats,
al 1976, Morales i col-laboradors, van establir el protocol per al tractament del cancer
de bufeta superficial que avui en dia encara es fa servir (Morales, 1976; Brandau,
2007). Finalment, el tractament amb BCG pel cancer de bufeta superficial va ser
ampliament acceptat gracies als resultats publicats on es demostra la disminucié de la
recurréncia i de la progressio en pacients que havien rebut terapia amb BCG després
de cirurgia local (Lamm, 1980).

A.2.3.1.1. Les soques filles de BCG

La vacuna BCG original es va distribuir als diferents laboratoris arreu del mén.
Com que no es van crear lots liofilitzats de la vacuna fins al 1960, des dels anys 20 fins
els anys 60 es van continuar fent ressembres addicionals del bacil, per tal de preservar
el bacteri viable, sota les diferents condicions de cada laboratori. Com a conseqiiéncia
es van acumular insercions i delecions als genomes de les diferents soques de BCG
de cada laboratori. Gracies a les técniques moleculars actuals, s’ha pogut seqlienciar i
comparar els genomes de M. bovis i de diferents soques de BCG (Brosch, 2007; Seki,
2009), de manera que ha estat possible identificar les bases moleculars de I'atenuacio
de BCG i de la variabilitat genetica entre les diferents soques. A més, s’han descrit
diferéncies en les propietats bioquimiques i en els determinants antigenics, incloent el
contingut lipidic i glicolipidic de la paret cel-lular, entre les diferents soques de BCG
(Behr, 2002; Rodriguez-Alvarez, 2009; Hayashi, 2010).
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El nom que han adquirit les diferents soques fa referencia al lloc original de
manufactura. A partir dels estudis moleculars que hem mencionat anteriorment, les
diferents soques es van poder classificar en primerenques o tardanes segons el
moment en que van divergir del BCG original, i per tant van perdre la regi6 de
diferencia (RD) 2 (Behr, 1999) i la capacitat per sintetitzar el metoximicolat (Behr,
2000) (Fig. A.5). Entre les soques més utilitzades, trobem les primerenques: Russian
(Moscou, Russia), Moreau (Brasil), Japan (Toquio, Japd), Sweden (Géteborg, Suécia) i
Birkhaug, i les tardanes: Danish (Copenhaguen, Dinamarca), Glaxo (Anglaterra), Tice
(Chicago, Estats Units), Frappier (Montreal, Canada), Connaught (Toronto, Canada),
Phipps (Filadeélfia, Estats Units) i Pasteur (Franca) (Fig. A.5).

En I'ambit de la tuberculosi, s’han dut a terme nombrosos estudis avaluant
'impacte de les diferéncies entre les diferents soques de BCG i la seva eficacia com a
vacuna, especialment respecte al nivell de proteccié que proporciona (Liu, 2009).
Diferents estudis in vitro i amb animals i humans indiquen que els diferents
determinants antigénics donen lloc a diferéncies en l'activitat immunologica entre les
diferents soques de BCG (Hayashi, 2009; Keyser, 2011). No obstant, els resultats
obtinguts han estat controversos. Algunes investigacions han mostrat que les soques
evolutivament primerenques son capaces d’'induir una major resposta proinflamatoria
Th1, i per tant una millor proteccié front la malaltia de la tuberculosi que les soques
tardanes (Davids, 2006). En canvi, altres autors no han observat cap relacié entre les
soques evolutivament diferents i la resposta induida en el pacient tuberculés (Horwitz,
2009).

Respecte a la terapia del cancer de bufeta superficial, encara que també
s’estan utilitzant diferents soques de BCG, existeixen molt poques dades que avaluin
impacte de les diferencies antigéniques entre les diferents soques en la seva
capacitat antitumoral in vitro. De fet, només hi ha un estudi que compara la capacitat
d’inhibir la proliferacié tumoral entre una soca primerenca i una tardana (Schwarzer,
2010). Un altre estudi també compara la capacitat antitumoral de diferents soques de
BCG, pero totes elles son tardanes (Rajala, 1992;). Per una altra banda s’han realitzat
diversos estudis clinics comparatius entre diferents soques (Champetier, 2000;
Sylvester, 2002, Birkhduser, 2012). Malauradament, no es poden extreure conclusions,
ja que la diversitat de resultats obtinguts s6n deguts, en gran part, a la gran variabilitat
existent entre els diferents assajos (dosi del bacil, estat clinic del pacient, tipus de
tumor, etc.).
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Figura A.5. Esquema genealogic de I'evolucié genética de les diferents soques de BCG
Imatge adaptada de Behr, 1999.
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RD, regi6 de diferéncia.

A.2.3.2. Mecanisme d’accié del BCG com a immunoterapic en el
tractament del cancer de bufeta

Després de trenta anys de I'inici de I'administracié de BCG, es desconeix amb
exactitud els mecanismes mitjancant els quals actua com a agent antitumoral. Es
coneix que té lloc una activitat directa (inhibicié de la proliferacio) sobre les cel-lules
tumorals (Zhang, 1997), aixi com una activitat tumoral indirecta consistent en
I'estimulacié del sistema immune.

La cara luminal de la bufeta esta recoberta per glicosamines sulfatades,
Aquesta capa hidrofilica protegeix la paret de substancies toxiques i dels
microorganismes. Inicialment, sembla que el bacil s’acumula a prop de la paret sense
adherir-se (Schamhart, 1994), ja que, tant la paret del BCG com de de la bufeta estan
carregades negativament i les carregues de les dues superficies es repel-leixen. Pero
les cel-lules tumorals sintetitzen menys quantitat de glicosamines, de manera que
incrementa I'acces dels agents terapéutics (Liang, 2001). (Fig. A.6).

Posteriorment, sembla ser important la unié del bacteri (BCG) amb les cél-lules
de la bufeta per iniciar el seu mecanisme d'acci6. Aquesta unié consisteix en la
interaccié entre lI'adhesina micobacteriana FAP (de l'anglés, fibronectin attachment
protein) amb la l'integrina asP; (receptor de la fibronectina) de la cel-lula tumoral a
través la fibronectina cel-lular del micobacteri (Ratliff, 1993 (a); Coon, 2012), amb la
consequent fagocitosi del bacil (Becich, 1991; Kuroda, 1993) (Fig. A.6). No obstant, hi
ha estudis que proposen altres molecules del bacil implicades en la seva adhesié amb
la cél-lula tumoral, com per exemple I'antigen 85 que s’uneix a la fibronectina cel-lular
(Zhao, 2000), o l'adhesina HBHA (de l'anglés, heparin-binding haemagglutinin
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adhesin) que interacciona amb els proteoglicans d’heparan-sulfats que es co-
expressen amb la fibronectina (Schneider, 1994).

Un cop el BCG és fagocitat i processat, resulta en una alteracié de I'expressio
génica de la cél-lula tumoral (Fig. A.6). Diferents treballs in vitro han demostrat la
capacitat de BCG per inhibir el creixement de les cél-lules tumorals directament (Pryor,
1995; Zhang, 1997). Alguns autors senyalen la induccié de I'apoptosi i la disminucié de
l'activitat de la telomerasa com a responsables de I'efecte citotoxic directe de BCG
(Sasaki, 1997; Saitoh, 2002). Encara que el possible mecanisme no es coneix
exactament, es creu que I'increment del NO induit pel bacil internalitzat, podria ser el
causant del dany del DNA i dels conseqlents efectes citotoxics (Jansson, 1998;
Mitropoulos, 2000).

Com a consequéncia de I'alteracio fenotipica de les cel-lules tumorals causada
pel BCG, també s’indueix la secrecié de diverses citocines, com I'lL-1, IL-6, IL-8, TNF-
a, entre daltres (Bevers, 2004; Shintani, 2007; Saban, 2008), i l'increment de
I'expressio de molecules d’adhesié (ICAM-1), produint-se una infiltraci6 masiva en la
paret de la bufeta (Fig. A.6). Aquesta reacci6 inflamatoria local en la mucosa de la
bufeta es caracteritza per la presencia, en primer lloc, de ceél-lules polimorfonuclears
(PMN) que al ser estimulades pel BCG secreten quimiocines i altres citocines dirigint,
inicialment, una resposta local (Suttmann, 2006). Posteriorment, nombroses cél-lules T
(CD4" i CD8") i macrofags son atrets (Ratliff, 1993 (b)), el que comporta una secrecié
de citocines pro-inflamatories Thl que sovint suposa una resposta favorable. Ntre
aquestes citocines, s’ha demostrat que la secrecié d'IL-12 i IFN-a pels monocits
activats per BCG és indispensable per a I'activacié de cél-lules citotoxiques, com per
exemple les cel-lules NK, les ceél-lules T CD8", els macrofags i els limfocits y/d
(Suttmann, 2004) (Fig. A.6).

49



A. Introduccié

Figura A.6. Mecanisme d’acci6 del BCG en la resposta antitumoral front el cancer de
bufeta
Imatge adpatada d’Ahirwar, 2011.
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A.2.3.2.1. Cél-lules participants en la resposta immunitaria induida pel BCG

Ceél-lules presentadores d’antigens

L’activacié de la resposta immunitaria és, principalment, caracteristica de les
cel-lules presentadores d'antigen professionals, com les DC i els macrofags. Diversos
treballs han mostrat que les cél-lules tumorals de bufeta també poden actuar com a
cel-lules presentadores d’antigen.

Aquestes cél-lules, de la mateixa manera que la majoria de les cel-lules,
expressen la molécula MHC |, encarregada de presentar els antigens endogens, els
guals han estat processats al citoplasma i transportats al reticle endoplasmatic
préviament. Aquests antigens endogens seran reconeguts pels limfocits T CD8"
citotoxics (Buus, 1987; Bjorkman, 1990) (Fig. A.6).
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En canvi, la molécula MHC I, presentadora dels antigens exogens, s’expressa
a les cel-lules presentadores d’antigen (macrofags, limfocits B, DC i cél-lules de
Langerhans). Aquests antigens exdgens han estat processats als lisosomes i units al
MHC Il abans de migrar a la superficie cel-lular per tal de ser reconeguts pels limfocits
T CD4" (Allen, 1984).

Diferents estudis han demostrat que la terapia amb BCG pot incrementar
'expressio de les molécules MHC | i Il de les cél-lules urotelials (Saint, 1996; Ikeda,
2002), de manera que les cél-lules T CD8" citotoxiques i T CD4" podrien recongixer els
antigens presentats. S’ha demostrat que I'expressié de MHC 1 i Il en les cel-lules
tumorals incrementa en els pacients que responen al tractament amb BCG (Sanders,
1991; de Boer, 1991), i que els limfocits T CD8" i CD4" estan presents a la paret de la
bufeta després del tractament.

Per una altra banda, els antigens lipidics i glicolipidics son presentats a les
cel-lules T per les molécules CD1. La terapia amb BCG és capa¢ d'incrementar
I'expressio d’aquestes molécules en les cél-lules tumorals de bufeta (Ikeda, 2002), de
manera que també participen en el mecanisme d’accié del bacil.

Macrofags

A banda de ser cel-lules presentadores d’antigen, molts estudis han demostrat
la seva activitat citotoxica front les linies cel-lulars de cancer de bufeta (Patard, 1998;
Yamada, 2002; Luo, 2006). Aquesta activitat citotoxica s’ha demostrat, in vitro, que es
dona a través del contacte directe amb la cél-lula tumoral, o a través de la inducci6 de
citocines (resposta Th1l) i NO (Atkinson, 2000; Luo, 2006).

Després de les instil-lacions amb BCG, s’ha detectat la preséncia de
macrofags, junt amb altres tipus cel-lulars, a la paret de la bufeta i a la orina dels
pacients tractats (de Boer, 1991; Saint, 2001).

Neutrofils

Son les primeres cél-lules fagocitiques infiltrades a la paret de la bufeta com a
resposta a la instil-lacié del BCG (Simons, 2008). Es caracteritzen per la secrecié de
citocines i quimiocines que atrauran altres tipus cel-lulars del sistema immune, i també
del lligand TRAIL. Aquesta ultima molecula és capa¢ d’induir I'apoptosi de les cél-lules
tumorals.

S’ha demostrat que la preséncia de TRAIL en la orina de pacients amb cancer
de bufeta esta relacionada amb la resposta al tractament amb BCG (Ludwig, 2004).

Limfocits T o/

Diversos estudis han demostrat la importancia de les cél-lules T CD4" i CD8"
en la resposta tumoral mediada per BCG i la preséncia d'aquestes en la paret de la
bufeta després del tractament, especialment del fenotip CD4 (Bothle, 1990; Leong,

51



A. Introduccié

1990; Ratliff, 1993 (b)). En un treball realitzat en model animal deficient del timus, es
va observar una restauraci6 de la resposta al tractament amb BCG després
d’administrar cél-lules T (Ratliff, 1987).

Les cél-lules T CD4" constitueixen les poblacions de limfocits Thl i Th2 (de “T
helper”). Cada poblacié produeix un perfil de citocines caracteristic, de manera que les
cel-lules Thl produeixen IL-2, IL-12, TNF- i IFN-y, i estan més involucrades en la
resposta cel-lular. En canvi, les cél-lules Th2 produeixen IL-4, IL-5 i IL-10, i juguen un
paper important en la resposta humoral, podent inhibir la via Thl (Kaufmann, 1995).
En canvi, les cel-lules T CD8" sén capaces de llisar les cél-lules infectades i de produir
IL-2 i IFN-y.

L’activacié d’aquests limfocits requereix de la unidé del seu receptor a I'antigen
presentat per la molécula MHC, i també la uni6 a una molecula co-estimuladora
expressada en la cel-lula presentadora d'antigen (ICAM-1, B7-1 i B7-2). En cél-lules
urotelials, s’ha observat un increment de I'expressio d’aquestes molécules després del
tractament amb BCG (Jackson, 1995; Saint, 1996).

Despres de la terapia amb BCG s’ha observat un increment de la resposta Thl
respecte a la Th2, i s’ha evidenciat que aquesta resposta és fonamental per I'éxit de la
terapia, tant in vitro (Méndez-Samperio, 1999; Luo, 2003), com en model animal
(McAveney, 1994; Shin, 1995), o en humans (Saint, 2001). De totes maneres, s’ha
demostrat que el BCG també indueix la resposta Th2 (Atkins, 2003). En la orina dels
pacients tractats amb BCG s’ha detectat citocines caracteristiques de la resposta Thl,
encara que també s’ha detectat IL-10 (Th2) (Jackson, 1995; Lattime, 1992).

També s’ha mostrat un increment de la proliferaci6 de limfocits de sang
periférica i d’anticossos, en pacients amb cancer de bufeta superficial, com a resposta
front a antigens micobacterians o proteines de shock térmic (hsp) (Zlotta, 1998). Degut
al paper que juga la resposta immune com a biomarcador predictiu de la terapia front
el cancer (Studer, 1985; Zlotta, 1997), diversos treballs estudien la resposta humoral
com a marcadors de pronostic del cancer de bufeta. En aquest aspecte, es troben
resultats contradictoris, possiblement degut a diferencies entre els pacients
seleccionats, defensant la preséncia d’anticossos front BCG o front antigens especifics
d’aquest (per exemple I'hsp 65) com a pronostic positiu (Lamm, 1981; Ardelt, 2010) o
negatiu de la terapia amb BCG (van der Meijden, 1989; Zlotta, 1997).

Limfocits T v/&

Aquests limfocits sén cél-lules citotdoxiques que no reconeixen els antigens a
través de les molécules MHC. Reconeixen proteines micobacterianes, com les
proteines hsp, superantigens (Janis, 1989; Havran, 1994), fosfoantigens i antigens
lipidics. Es caracteritzen per produir citocines (com I'lL-2, IL-4 i IFN-y i TNF-a), per
destruir altres cel-lules, com macrofags infectats amb micobacteris, a través de la
perforina i granzims; i per destruir microorganismes i cel-lules tumorals a través de la
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granulisina (Kabelitz, 2004). Es creu que juguen un paper important en la resposta
immune innata primerenca front el cancer (Alexandroff, 1997; Naoe, 2007). S’ha
demostrat que aquesta poblacié cel-lular incrementa després del tractament amb BCG
(Lee, 2004), i a més s’ha observat, in vitro i en model animal, que és capag de llisar les
cel-lules tumorals de bufeta (Higuchi, 2009; Yuasa, 2009) i d’'altres tipus de cancer
(Wrobel, 2007; Bouet-Toussaint, 2008).

L'IL-12, IL-1B i TNF-a sén capaces d’activar aquestes cél-lules. S’ha demostrat
gue la produccié d’aquestes citocines per DC activades amb extractes de BCG, M.
vaccae i M. obuense, déna lloc a I'activacio de la resposta antitumoral dels limfocits y/
in vitro (Fowler, 2012).

Limfocits citotoxics inespecifics

Les cél-lules NK sén limfocits CD3", CD2*, CD8*, CD16*, CD56", i son els
majors precursors dels limfocits assassins activats per limfocines (LAK). Aquestes
dues poblacions cel-lulars s6n capaces de llisar, sense restricci6 per MHC, les
cel-lules tumorals després de ser estimulades amb BCG in vitro (Shemtov, 1995;
Brandau, 2001), i de produir citocines com TNF-a i IFN-y. La destruccio de la ceél-lula
tumoral per part d’aquestes cel-lules es produeix a través del lligant Fas, la perforina, i
el TNF- a (Lee, 1996).

Els diversos estudis in vitro que s’han dut a terme durant aquests anys, han
demostrat que les cél-lules mononuclears de sang periférica tenen capacitat
antitumoral després de ser estimulades amb BCG (Pryor, 1995; Mizutani, 1992), i que
els limfocits T CD4" i els monocits participen en aquesta citotoxicitat induint la secrecié
d’'IL-12, IL-2 i IFN-y que sb6n essencials en aquest procés (Thanhauser, 1995).
Aquestes cel-lules efectores, les cel-lules assassines activades per BCG (BAK), son
capaces de destruir les ceél-lules tumorals (Thanhauser, 1993; Kaasinen, 1993) a
través de la perforina secretada (Brandau, 2000; Suttmann, 2004).

A.2.3.2.2. Citocines i quimiocines involucrades en la resposta antitumoral

IFN-y. Aquesta citocina és produida per les cel-lules T a/B, cél-lules T y/ i cél-lules
NK. Es coneix com una molécula immunomoduladora, capag¢ d’'incrementar I'expressio
de MHC Il en cél-lules urotelials (Jackson, 1993). Aquesta citocina és capac d’inhibir el
creixement de les cél-lules tumorals de bufeta in vitro (Hawkyard, 1992; Patard, 1996).
En un estudi amb anticossos anti-IFN-y s’observa una disminucié de la capacitat
antiproliferativa de BCG front les cél-lules tumorals de bufeta (Kurisu, 1994).

Com ja hem vist a lapartat A.1.7.2, I'IFN-a ha estat utilitzat com a
immunoterapic pel tractament del cancer de bufeta.
IL-2. Aquesta citocina és secretada per limfocits T CD4 i CD8 activats. Es un factor de
creixement dels limfocits T, capag¢ d’induir la producci6 d'IFN i TNF-a. La seva
produccié s’ha vist relacionada amb una terapia amb BCG exitosa (Saint, 2003;
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Watanabe, 2003). La seva expressio per cel-lules mononuclears de sang periferica
activades per BCG, estimula la generaci6 de cél-lules LAK, les quals, com hem
explicat anteriorment, son citotoxiques front les cel-lules tumorals de cancer de bufeta.
A l'apartat A.1.7.2 ja hem vist que ha estat estudiada com a possible adjuvant en
combinacié amb BCG pel tractament del cancer de bufeta en un model animal.

IL-6. Aquesta citocina és produida per monocits, macrofags, limfocits, fibroblasts i
cel-lules endotelials (Kishimoto, 1989). En el context del cancer, el seu paper depén
del tipus tumoral, donant lloc a diferents efectes (DeMichele, 2003). S’ha descrit la
seva capacitat per promoure el creixement de cel-lules immunitaries i per incrementar
l'activitat de cél-lules NK, LAK i limfocits (Nishimoto, 2006). S’ha descrit el seu
potencial per inhibir el creixement tumoral (Revel, 1992), com la seva capacitat
estimuladora de la proliferacié tumoral (Okamoto, 1997). Com ja hem vist, el BCG és
capac d’induir la seva produccié en les cél-lules tumorals de bufeta, i a més, s’ha
detectat la seva preséncia en la orina dels pacients tractats amb BCG (Sanchez-
Carbayo, 2001).

IL-8. Aquesta quimiocina és secretada per un ampli ventall de tipus cel-lulars
(leucocits, fibroblasts, cél-lules endotelials, cél-lules tumorals, etc.). Té la capacitat
d’activar els neutrofils, aixi com d'atraure eosinofils i basofils. La seva deteccié en la
bufeta s’ha utilitzat com a marcador predictiu de la resposta clinica al BCG (de Boer,
1997; Shintani, 2007). En ratolins, aquesta quimiocina rep el nom de KC (de l'anglés,
Keratinocyte-derived Cytokine)

IL-10. Aquesta citocina és produida per diversos tipus cel-lulars activats, com cél-lules
T CD4 Th2, cél-lules B, macrofags, monaocits i queratenocits (Goldman, 1995). Regula
la resposta immunitaria inhibint la produccié de citocines Thl i bloquejant I'expressio
de la molecula MHC 1l i de molécules co-estimuladores (Moore, 2001; Petit-Bertron,
2005).

IL-12. Aquesta citocina és produida principalment per cél-lules presentadores
d’antigen, monocits i macrofags. Es una citocina pro-imflamatoria involucrada en la
resposta Thl, capac d'estimular la proliferacié de cel-lules T activades i cel-lules NK
(Zzaharoff, 2009). A través de I'activacid de les cel-lules NK i limfocits T, de la induccio
de la secrecié de citocines, i de la inhibicié6 de I'angiogénesi, mostra la seva accio
antitumoral (DeBlaker-Hohe, 1995; Stern, 1996).

IP-10 (de l'anglés Interferon-inducible Protein 10 kDa). Aquesta quimiocina, també
anomenada CXCL10, esta involucrada en I'efecte antitumoral de la terapia amb BCG, i
s’ha detectat en l'orina de pacients tractats (Poppas, 1998). La seva activitat anti-
angiogénica ha estat descrita per diferents autors (Strieter, 1995; Rosenkilde, 2004).
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RANTES (de l'anglés Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted).
Aquesta quimiocina, també anomenada CCL5, és una potent molécula quimiotactica
que atrau monocits i cél-lules T de memoria. Es troba incrementada en pacients amb
cancer de bufeta que han estat tractats amb BCG (Reale, 2002).

TNF-a. Aquesta citocina és produida pels monaocits i macrofags, cel-lules T, cél-lules
B, cél-lules NK, fibroblasts i algunes cél-lules tumorals.

Juntament amb el NO, estan relacionats amb la regulacié de la proliferacié
cel-lular. L'activitat antitumoral dels macrofags és deguda, en part, per la produccié
d’aquestes molécules (Luo, 2004; Yamada, 2002). EI TNF-a i el NO s6n capacos
d’induir la mort cel-lular a través dels mecanismes de I'apoptosi (Laster, 1988; Ware,
1996).

TRAIL. Pertany a la familia de les molécules TNF i és expressat pels neutrofils. Com ja
hem mencionat anteriorment, s’ha detectat en pacients que han respost a la terapia
amb BCG (Ludwig, 2004), suggerint el paper important dels neutrofils en la resposta
induida pel BCG (Simons, 2007 (b); Rosevear, 2009). A més, s’ha demostrat la seva
capacitat antitumoral in vitro (Szliszka, 2009).

A.2.3.2.3. Funcio dels receptors Toll-like en la resposta immunitaria induida pel
BCG

Els TLR sén un conjunt de proteines, moltes d’elles transmembranals, que
formen part de la resposta immunitaria innata (Takeda, 2005). S6n capacos de
reconeixer els patrons moleculars associats a patogens, els quals es troben en
molécules de bacteris gram-negatius i —positius, de DNA i RNA viral, de fongs i
protozous (Liew, 2005). D’aquesta manera, els TLR-1, -2, -4, i -6 reconeixen molécules
gue contenen lipids, mentre que els TLR-3, -7, -8, i -9 reconeixen acids nucleics (Akira,
2006), i el TLR5 la flagelina (Hayashi, 2001). Per una altra banda, aquests receptors
també reconeixen diversos lligands expressats en diferents tipus cel-lulars com a
resposta front I'estrées.

La seva senyalitzacié pot estar associada a la molécula adaptadora MyD88, la
qual, a través daltres molécules, activara el factor de transcripci6 NF-kB i
consequentment s’'induira la produccié de citocines inflamatories. Els TLR-7 i -9 també
poden activar, a través de I'MyD88, la molécula IRF-7 que estimulara la produccio
d'IFN (Fig. A.7).

Els TLR-3 i -4, actuen a través de I'adaptador TRIF en lloc de 'MyD88. Aquest
adaptador també acabara activant el NF-kB, i la molécula IRF-3 que estimulara la
transcripcié de I'IFN. El TLR-4, és I'Unic que pot actuar de manera dependent o
independent a 'MyD88 (Fig. A.7).
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L’activacié d’aquests receptors indueix la resposta immune innata i també
participa en l'activacié, maduracio i regulacio de la resposta adaptativa (Iwasaki, 2004).
Indueix la produccio de citocines pro-imflamatories (IL-1, IL-6, TNF-a) i quimiocines (IL-
8, RANTES) (Ghosh, 2006). Regula el reclutament de monocits, neutrofils i cel-lules
NK a través de la inducci6 de I'expressio de molécules d’'adhesié i integrines
(Laudanna, 2002; Iwasaki, 2004). Incrementa la producci6 de molécules co-
estimuladores en les ceél-lules presentadores d’antigen (CD40, CD80 , CD86) i el MHC
i, consequentment, I'activacié dels limfocits T (Hoebe, 2003; Iwasaki, 2004).

Figura A.7. Esquema representatiu de la senyalitzacio através dels TLR
Imatge adaptada de Chen, 2007 (a); i Jenkins, 2010.
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Com s’ha explicat a I'apartat A.2.2, es coneix que els micobacteris sén una font
de molécules moduladores del sistema immune huma. L'esquelet de la paret cel-lular,
els acids micolics (Korf, 2005), el DMT, el LAM, el peptidoglica, o I'acid muramic
interactuen directament amb el sistema immune innat. S’ha descrit que alguns
d’aquests antigens son reconeguts pels receptors TLR. Aquests receptors, com s’ha
explicat anteriorment, estan implicats en I'activaci6 de macrofags i la maduracié de
DC, determinants per al processament i presentacié de péptids tumorals i per a la
produccio de citocines, basiques en la immunoterapia antitumoral. Aquests receptors
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estan directament involucrats en la induccié de la immunitat antitumoral (Okamoto,
2003).

Tsuji i colaboradors (2000), van demostrar que la maduracié de les DC i la
induccioé de citocines, utilitzant la paret cel-lular de BCG, és a través del TLR-2 i -4.
Concretament, es va descriure el peptidoglica com la part de la paret cel-lular
implicada en aquesta resposta (Uehori, 2003). En canvi, utilitzant el bacil sencer, s’ha
observat que aquest activa el TLR-2 preferentment més que el TLR-4 (Fricke, 2006).

El LAM o la lipoproteina 19 KDa actuen a través del TLR-2 (Brightbill, 1999;
Means, 1999). Hemmi i colaboradors (2000), van descobrir una nova molécula de la
familia dels TLR, TLR9, que reconeix especificament DNA-CpG no metilat bacteria,
tenint efectes immuno-estimuladors, incloent la immunitat antitumoral. La senyalitzacié
a través del TLR9 activa nombroses poblacions de cél-lules immunes i condueix a la
resposta immune cap a un fenotip Thl. De manera interessant, els micobacteris tenen
el contingut més elevat de CpG d’entre tots els procariotes, de fet, la major part del
treball pioner en DNA immuno-estimulador, va ser realitzat en estudis de resisténcia
tumoral mediats per BCG (Atkins, 2003).

A més, recentment s’ha descrit que les cel-lules epitelials també poden
reconéixer antigens de BCG a través dels TLR (Miyazaki, 2006).

A.2.3.3. Inducci6 de la mort cel-lular per part de BCG
A.2.3.3.1. El cicle cel-lular

Les cel-lules eucariotes realitzen un conjunt de fases on cada fase nova,
requereix que l‘anterior s’hagi completat perfectament. El conjunt de fases s’anomena
“cicle cel-lular”, i la seva funcié és que la divisi6 de la cél-lula es realitzi preservant
l'informacié genética de la cél-lula mare (Sherr, 1996). Les fases que tenen lloc son les
seguents:

e Fase GO: la cél-lula esta en repds (quiescencia).

e Fase G1: la cél-lula es prepara per a sintetitzar DNA.

e Fase S: sintesi de DNA.

e Fase G2: la cel-lula es prepara per a la divisié cel-lular. La cél-lula conté el
doble de quantitat de DNA que en la fase G1.

e Fase M: la cél-lula es divideix (mitosi).

Entre les fases G1/S i G2/M es troben els “punts de restriccié”, encarregats de
controlar I'ordre de les passes que s’han de dur a terme i el temps de transicié entre
ells dins del cicle cel-lular. D’aquesta manera, la cél-lula s’assegura que els punts
critics (la replicacio del DNA i la segregacié cromosomica) es realitzin correctament.
Quan es detecta un dany en el DNA, el cicle cel-lular s’atura i s’indueix la transcripcio
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dels gens de reparacio. La perdua o mutacié d’aquests gens produeix una “inestabilitat
genomica” que induira la transformacio de la cél-lula normal a cancerosa (Strauss,
1995, Kamb, 1995). Quan el dany és irreparable per la maquinaria cel-lular s’indueix la
mort cel-lular programada (apoptosi).

Molts dels farmacs anticancerigens utilitzats avui en dia, actuen interferint en la
divisi6 de la cél-lula, aturant el cicle cel-lular. Diferents autors han demostrat que
l'accio antitumoral directa de BCG és deguda a la seva capacitat per induir I'arrest
cel-lular de les cél-lules tumorals in vitro (Chen, 2005; See, 2010).

A.2.3.3.2. La necrosi

La necrosi correspon a un procés de mort cel-lular front un dany greu en la
cél-lula. Es un procés passiu, ja que no requereix la participacié activa de la cél-lula i
pot afectar a una zona més o menys amplia de teixit. Degut a l'alteraci6 de la
permeabilitat de la membrana plasmatica, té lloc I'entrada de Ca®* acompanyada amb
I'entrada passiva d’aigua i un flux anormal d'ions, el que provoca una ruptura osmotica
de la cel-lula i conseqiientment es desencadena una resposta inflamatoria.

Els canvis morfologics que es poden observar durant aquest procés son: la
dilataci6 de la cel-lula i del mitocondri, la vacuolitzaci6 i dilatacid del reticle
endoplasmatic, I'increment de la permeabilitat i la condensacié del nucli (picnosi), la
dissolucié de la cromatina, i I'alliberacié del contingut cel-lular activant una resposta
inflamatoria que induira un fenomen necrotic a les cél-lules veines (Cameron, 2000).

La possibilitat de que BCG actui inhibint la proliferacié tumoral mitjancant la
induccioé de la necrosi ha estat suggerida per diferents autors, (Seow, 2002; DiPaola,
2007; See, 2009). Com a conseqiiéncia de la necrosi s'alliberen diferents proteines
cel-lulars, com per exemple 'lHMGB1 (de I'anglés, high-mobility group protein B1), que
podrien jugar un paper important en la resposta immunitaria antitumoral posterior (See,
2009).

A.2.3.3.3. L’'apoptosi

El terme d’apoptosi és conegut com mort cel-lular programada, donat que la
cel-lula té la capacitat d’activar la maquinaria de mort com a resposta a determinats
estimuls.

En el procés d’apoptosi la cel-lula participa activament en benefici de la resta
de I'organisme. Existeix una regulacié a nivell geneétic, i té lloc en el desenvolupament
embrionari, en el manteniment de I'’homeostasi dels teixits i de I'envelliment cel-lular,
en el mecanisme de defensa per tal d’eliminar de I'organisme les cél-lules danyades,
mutades o infectades, o com a resposta a diferents agents externs (agents
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quimioterapics, radiacions ionitzants). A diferéncia del procés anterior, la necrosi, no
s’origina una resposta inflamatoria, i per tant no hi ha un dany tissular.

Els canvis morfologics caracteristics d’aquest procés de mort cel-lular sén: la
perdua de contacte cel-lula-cél-lula i l'adquisici6 d'una forma arrodonida, la
condensacié i fragmentacid6 de la cromatina nuclear, la disgregacié del nucli i la
disminucié del volum citoplasmatic (degut a la pérdua d'aigua i la condensacié de les
proteines), la ruptura cel-lular en vesicules rodejades de membrana (cossos
apoptotics) les quals seran fagocitades per macrofags o cél-lules veines.

Paral-lelament a aquests canvis, també apareixen processos bioquimics
caracteristics. S’activen les caspasses (proteasses-cisteina-aspartat) iniciadores
(caspassa 2, 8, 9 i 10) front els senyals d’estrés, dany cel-lular o mort, les quals
proteolitzaran i activaran les caspasses efectores (caspassa 3, 6 i 7) que proteolitzaran
diferents substrats que conduiran a la mort cel-lular per apoptosi (Nufiez, 1998;
Thornberry, 1998). S'activen les endonucleasses dependents de Ca*" i Mg*, que tallen
el DNA genomic pels espais internucleosomals, donant lloc a fragments de 180 parells
de bases o mudltiples. Es déna una pérdua del potencial mitocondrial i canvis en la
membrana plasmatica; els residus de fosfatidilserina es trasloquen de la cara interna a
la cara externa de la membrana cel-lular, facilitant el reconeixement d'aquestes
cel-lules pels macrofags (Kerr, 1994).

Diferents senyals d’'estrés o estimuls fisiologics (alteracions del cicle cel-lular,
lesions del DNA, presencia o absencia de determinades citocines o factors de
creixement, determinades infeccions, drogues i toxines, etc.) poden ser els inductors
d’apoptosi a través d’'una o més vies de senyalitzacio, en funcié de la cel-lula i del tipus
de senyal rebuda. Finalment, aquestes vies especifiques donaran lloc a un mateix
mecanisme final que destruira la cél-lula (Krammer, 1994). Durant aquest procés
participen nombroses molécules de la superficie cel-lular, del citosol, mitocondrials i
nuclears.

Diferents autors han descrit la capacitat in vitro de BCG per induir la mort de les
cel-lules tumorals de bufeta per apoptosi, tant indirectament (a través del sistema
immunitari) (Shemtov, 1995; Papageorgiou, 2004) com directament (Sandes, 2007,
Schwarzer, 2010). També s’ha demostrat la capacitat de MCC per activar I'apoptosi
directament (Filion, 1999). Per una altra banda, hi ha treballs que manifesten que BCG
inhibeix el mecanisme de I'apoptosi (Chen, 2007 (b)), i que la seva activitat antitumoral
directa es deuria a altres mecanismes diferents (Sasaki, 1997; Fontana, 1999).
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Com acabem d’explicar en aquesta introduccid, un 75-85% dels pacients de
cancer de bufeta presenten cancer superficial en el moment que es diagnostiquen.
Referent a la terapia intravesical amb BCG que s'aplica a aquests pacients per tal de
prevenir les recurrencies i la progressié del tumor, encara existeixen diferents aspectes
gue cal resoldre o que es poden millorar.

El fet de que actualment s’estiguin utilitzant diferents soques de BCG,
suggereix la possibilitat de que cada una d’elles indueixi una resposta antitumoral i
immunoestimuladora diferent, de la mateixa manera que s’ha observat en el context de
la tuberculosi. A més, tot i els beneficis de la terapia amb BCG en el tractament del
cancer de bufeta, aquest té les seves limitacions i com ja hem mencionat anteriorment,
ocasiona alguns problemes que comprometen el seu Us. Degut a tots aquests
inconvenients és necessari trobar nous agents, més eficacos i segurs que BCG viu, en
la immunoterapia antitumoral.

D'aquesta manera, els objectius d'aquesta tesi s6n els que es detallen a
continuacio:
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Els objectius de la tesi han estat els seguents:

Comparar lactivitat antitumoral directa de diferents soques de BCG

evolutivament primerenques i tardanes

Avaluar l'activitat antitumoral directa de diferents micobacteris ambientals de
creixement rapid en linies tumorals de bufeta humanes. Estudiar el mecanisme
mitjancant el qual té lloc la inhibicio de la proliferacio cel-lular i la induccié de la

produccio de citocines.

Avaluar I'activitat antitumoral indirecta de diferents micobacteris ambientals de
creixement rapid. Estudiar la seva capacitat d’activacio de cél-lules del sistema
immunitari, i avaluar l'activitat citotoxica en aquestes cel-lules activades.

Estudiar la implicaci6 dels receptors toll-like en aquesta activitat citotoxica.
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C.1. Obtencid i cultiu dels microorganismes

C.1.1.

Soques bacterianes

Per a determinar les diferéncies en la capacitat antitumoral directa entre

diferents soques de M. bovis BCG, van ser escollides les seguents:

Connaught (ATCC 35745), obtinguda d’Aventis Pasteur Laboratories
(ImmunoCyst), Toronto, Ontario, Canada.

Phipps (ATCC 35734), obtinguda de la col-lecci6 espanyola de cultius tipus
(CECT)

Tice (ATCC 27289) obtinguda de la col-lecci6 alemanya de microorganismes i
cultius cel-lulars (DSMZ)

Russian (ATCC 35740), cedida cordialment pel Dr. Carlos Martin (Laboratori de
Geneética Molecular de Micobacteris, Universitat de Saragossa, Espanya) (2)
Moreau (35736), (2)

Danish (35733), (2)

Glaxo (35741), cedida pel Dr. Jun Liu (Departamnet de Genetica Médica i
Microbiologia, Universitat de Toronto, Canada) (3)

Japan (ATCC 35737), (3)

Per estudiar la capacitat antitumoral de diferents micobacteris ambientals es

van seleccionar les seglients espécies de creixement rapid, classificades amb un nivell

de bioseguretat 1:

M. spp., obtinguda de la col-leccié de soques del nostre laboratori (Laboratori
de Micobacteriologia, Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), Barcelona,
Espanya) (4)

Mycobacterium confluentis (ATCC 49920), obtinguda de la DSMZ
Mycobacterium hiberniae (ATCC 49874), obtinguda de la DSMZ
Mycobacterium mageritense (ATCC 700351), obtinguda de la DSMZ

Paral-lelament, es van seleccionar dues especies micobacterianes de

creixement rapid, classificades amb un nivell de bioseguretat 2, perd amb unes
caracteristiques rellevants pel seu paper antitumoral descrit préviament per altres

autors:
°

Mycobacterium phlei (ATCC 11758) (4)

Mycobacterium vaccae, (ATCC 15483) (4), que originariament té una
morfologia colonial llisa (S)

Mycobacterium vaccae, variant de morfologia colonial rugosa (R), obtinguda a
partir de I'anterior al nostre laboratori

67



C. Material i métodes

També es va escollir un micobacteri amb un nivell de bioseguretat 2 i amb la
caracteristica de ser I'nic micobacteri no patogen que comparteix amb BCG, i altres
micobacteris descrits com a patogens, la preséncia de dimicocerosats de tiocerol
(PDIM) i glicolipids fendlics (PGL). Tots dos son lipids de la paret cel-lular i relacionats
amb la virulencia de micobacteris patogens (Ortalo-Magné, 1996).

e Mycobacterium gastri (ATCC 15754), (4)

Com a controls negatius es va escollir els seglients bacteris, corresponents a
un gramnegatiu i grampositiu, respectivament:

e Escherichia coli (ATCC 10536), (4)
o Enterococcus faecalis (ATCC 19433), (4)

Les condicions de cultiu (medi de cultiu, temperatura i temps de creixement) de
cada microorganisme es troben resumides a la taula C.1.

Taula C.1. Caracteristiques dels diferents microorganismes utilitzats

Bacteri ATCC Nivell Lloc Medi de T2 Temps
bioseguretat d’obtencio cultiu (°C) (dies)
BCG Connaught 35745 2 1) 7H10, 7H11 37 15
BCG Danish 35733 2 2) 7H10 37 15
BCG Glaxo 35741 2 3) 7H10 37 15
BCG Japan 35737 2 3) 7H10 37 15
BCG Moreau 35736 2 2) 7H10 37 15
BCG Phipps 35734 2 CECT 7H10 37 15
BCG Tice 27289 2 DSMz 7H10 37 15
BCG Russian 35740 2 2) 7H10 37 15
M. spp. 1 4) 7H10, 7H11 37 7
M. confluentis 49920 1 DSMZ 7H10 37
M. hiberniae 49874 1 DSMz 7H10 37 15
M. mageritense 70035 1 DSMz 7H10 37 7
M. gastri 15754 2 4) 7H10, 7H11 37 15
M. phlei 11758 2 4) TSA 37 7
M. vaccae 15483 2 4) TSA 30
E. coli 10536 1 (4) LB 37 1
E. faecalis 19433 2 (4) LB 37 2

(1) Aventis Pasteur Laboratories (ImmunoCyst)

(2) Cedida cordialiment pel Dr. Carlos Martin (Laboratori de Genética Molecular de
Micobacteris, Universitat de Saragossa, Saragossa, Espanya)

(3) Cedida pel Dr. Jun Liu (Departament de Genetica Médica i Microbiologia, Universitat de
Toronto, Toronto, Canada)
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(4) Laboratori de Micobacteriologia, UAB, Barcelona, Espanya

CECT, col-lecci6 espanyola de cultius tipus.
DSMZ, col-leccié alemanya de microorganismes i cultius cel-lulars.

7H10 i 7H11, medi solid Middlebrook 7H10 i 7H11, respectivament.
TSA, medi solid agar de triptona de soja.
LB, medi solid Luria Bertani.

T4, temperatura.

C.1.2. Medis de cultiu

Els medis de cultiu que es van fer servir pel creixement dels diferents
microorganismes van ser:

Medi Middlebrook 7H10

Aquest medi consisteix en agar Middlebrook 7H10 suplementat amb 10%
d’Oleic-Albumina-Dextrosa-Catalasa (OADC).

1. Per preparar I'OADC es van afegir a 100 ml d'aigua destil-lada:

e AlbUmina serica bovina (BSA), fraccio V (Roche, Basilea, Suissa) 5g

e Glucosa (Panreac, Barcelona, Espanya) 29
e Clorur de sodi (Panreac) 0,859
e Catalasa (Sigma, St. Louis, Missouri, Estats Units) 4 mg
e Acid oleic (Sigma) 0,05g

2. Després de dissoldre els components es va esterilitzar la barreja per filtracio i
s'incuba durant 24 hores a 37°C per tal de comprovar que no hi hagués creixement
microbiologic.

3. Un cop comprovat que el OADC no estigués contaminat es va procedir a preparar

el medi Middlebrook 7H10. Es van afegir a 900 ml d'aigua destil-lada:

e Agar Middlebrook 7H10 (Difco, Detroit, Michigan, Estats Units) 19¢
e Gilicerol (Panreac) 5ml

4. Després de barrejar els components, es va autoclavar a 121°C durant 10 minuts.
Una vegada refredat per sota dels 60°C, es va afegir 'OADC preparat i es
dispensa en plaques de Petri.

Medi Middlebrook 7H11

Aquest medi és una modificacié de l'anterior, 7H10, ja que se li ha afegit
hidrolitzat de caseina. Es va utilitzar suplementat amb OADC, 64 U / ml de polimixina
B i 5 pg / ml d’'amfotericina B.

Es van comprar plagues de Petri amb aquest medi de cultiu a I'Hospital
Karolinska de Solna, Suécia.
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En els experiments d’infeccié dels macrofags derivats de medul-la ossia i de la
linia tumoral MB49, BCG, M. spp. i M. gastri es van fer créixer en aquest medi, en lloc
de fer-ho en 7H10.

Medi agar de triptona de soja (TSA)

1. A 1000 ml d'aigua destil-lada es va afegir:
e TSA (Scharlau, Barcelona, Espanya) 40 ¢

2. Després de barrejar, es va autoclavar a 121°C durant 15 minuts. Una vegada
refredat es dispensa en plaques de Petri.

Medi agar Luria Bertoni (LB)

1. A 1000 ml d'aigua destil-lada es va afegir:

e Triptona (Scharlau) 109
e Extracte de llevat (Panreac) 59
e Clorur de sodi (Panreac) 10g

2. Després de barrejar i ajustar a pH 7, es va afegir 15 g d’agar bacteriologic
(Sharlau). Posteriorment, es va autoclavar a 121°C durant 15 minuts. Una vegada
refredat es dispensa en plaques de Petri.

C.1.3. Manteniment de les soques bacterianes

Per a la conservaci6 a llarg termini dels microorganismes, les colonies
crescudes en la placa de cultiu es van mantenir a -40°C en vials estérils amb 1 ml de
medi de conservacio esteéril.

El medi de conservacid va consistir en llet desnatada en pols al 20% en aigua
(p/v), el qual es va autoclavar a 115°C durant 15 minuts i es va deixar refredar abans
d’utilitzar.

Per a descongelar els microorganismes, es va sembrar per esgotament en
estria 100 pl de la solucié bacteriana anterior, parcialment descongelada, en una placa
de Petri amb el medi de cultiu adient.

Les plaques de Petri on es van fer créixer els micobacteris en medi solid, es
van segellar amb Parafilm per a evitar la dessecaci6. Passat el temps necessari de
creixement, a la temperatura corresponent, es va tornar a fer una sembra.
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C.2. Analisi dels lipids i glicolipids dels micobacteris

C.2.1. Extraccio6 i analisi de lipids, glicolipids i fosfolipids lliures

Obtencié de I'extracte cru mitjancant extraccié amb solvents organics

1.

Les colonies de micobacteris crescudes en placa es van recollir de la superficie
d’agar i es van dipositar en un matrau on es van resuspendre amb una solucio de
cloroform i metanol (1:2, v/v). Es van mantenir en agitacié constant durant 24 hores
a T2 ambient, facilitant d’aquesta manera I'extraccio dels lipids i glicolipids lliures
gue es troben a la paret cel-lular del micobacteri.

. Es va filtrar la barreja per separar les restes cel-lulars. La fase liquida es va

evaporar amb 'ajuda d’un rotavapor (Blchi, model 461, Flawil, Suissa).

Les restes cel-lulars separades es van resuspendre amb una solucié de cloroform i
metanol (2:1, v/v) i es van mantenir en agitacid constant durant 24 hores a T2
ambient.

Es va filtrar la barreja. La fase liquida es va ajuntar amb I'anterior, i es va evaporar
amb un rotavapor obtenint I'extracte lipidic total.

L'extracte lipidic obtingut es va resuspendre amb una soluci6 de
cloroform/metanol/aigua destil-lada (8:4:2, v/vlv). L’aigua utilitzada contenia un
0,04% de clorur de sodi per tal de minimitzar la formacié d'una interfase entre la
fase aquosa (superior) i I'organica (inferior).

Finalment, es va recuperar la fase organica, la qual contenia I'extracte glicolipidic i
es va evaporar sota corrent de nitrogen. L'extracte cru es va mantenir a 4°C fins a la
seva utilitzacio.

Analisi per cromatografia en capa fina (CCF) analitica unidimensional

Els lipids, els glicolipids i els fosfolipids lliures extrets presents a I'extracte cru,

es van analitzar per CCF unidimensional en plaques de gel de silice 60 (0,25 mm de
gruix, 20 cm x 20 cm; Merck, Darmstadt, Alemanya).

. L’extracte cru es va resuspendre amb 0,5-1 ml de cloroform. Es va dipositar 10 pl a

la superficie de la placa amb un capil-lar de vidre calibrat.

. Un cop les mostres estiguessin seques, es va posar la placa dins d’'una cubeta

saturada amb els solvents adients: cloroform/metanol (10:90 o 85:15, v/v) o
cloroform/metanol/aigua destil-lada (90:10:1 o 30:80:1 o 60:35:8, v/v/v). Es va eluir
una vegada fins a 2 cm de la part superior d’aquesta.

Finalment, les mostres es van revelar per polvoritzacié. Els reveladors utilitzats van
ser:
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e Antrona a I'L% (p/v) en acid sulfdric i escalfament a 120°C durant uns minuts
amb una placa calefactora (Camag, Muttenz, Suissa). Els compostos que
contenen carbohidrats, els glicolipids, es visualitzaren de color blau.

e Dittmer (0xid de molibdé a I'1,3% en acid sulfaric 4,2 M) i repds a T2 ambient.
Els compostos que contenen fosfor, els fosfolipids, es visualitzaren de color
blau.

Els lipids, glicolipids i fosfolipids es van identificar comparant el seu recorregut
cromatografic amb compostos coneguts i purificats préviament a partir de M.
tuberculosis H37Rv.

Solucions, sals i reactius

e Acid sulfuric (Carlo Erba, Rodano, Mil)
e Antrona (Sigma)

e Cloroform (Carlo Erba)

e Clorur de sodi (Panreac)

e Dittmer (Sigma)

¢ Metanol (Carlo Erba)

C.2.2. Extraccio i analisi de MK i PDIM

Extraccié amb solvents organics

1. Es van dipositar uns 50 mg (pes humit) de colonies micobacterianes crescudes en
placa, en tubs de vidre, amb taps amb recobriment intern de tefl6, amb 2 ml d’'una
de soluci6 de metanol i clorur de sodi 0,3% (p/v) en aigua (100:10, v/v) i 1 ml
d’hexa.

2. Aquesta barreja es va mantenir en agitacio durant 15 minuts per aconseguir que tot
el material cel-lular estigués en contacte amb el reactiu.

3. Es va deixar reposar fins la visualitzacié6 de dues fases diferenciades. La fase
superior, corresponent a I'hexa, es va recuperar. Aquest pas es va repetir una
segona vegada.

4. Finalment, es van ajuntar les dos fases d’hexa i es van evaporar sota corrent de
nitrogen a 40°C.

Analisi per CCF analitica bidimensional (2D)

L'extracte obtingut es va analitzar mitjancant CCF analitica bidimensional en
plagues de gel de silice 60 (0,25 mm gruix, 20 cm x 20 cm, Merck).
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. Els lipids es van resuspendre amb 0,5-1 ml de cloroform i es va dipositar 10 pul a la

superficie d'un quart de placa amb un capil-lar de vidre calibrat.

. El tros de placa amb la mostra es va posar dins d'una cubeta saturada amb hexa i

acetat d’etil (98:2, v/v) i es va fer pujar tres vegades en una mateixa direccio.
Posteriorment, es va eluir en una segona direcci6 amb hexa i acetona (98:2, v/v)
una vegada.

Les mostres es van revelar per polvoritzacié amb acid fosfomolibdic al 10% (p/v) en
etanol absolut i escalfament a 120°C una placa calefactora. Amb aquest revelador
es visualitzaren de color negre els compostos que contenen enllacos de carboni.
Les MK i PDIM es van identificar comparant el seu recorregut cromatografic amb els
mateixos compostos purificats préviament a partir de M. tuberculosis H37Rv.

Solucions, sals i reactius

e Acetat d'etil (Merk) e Clorur de sodi (Panreac)

e Acetona (Merk) e Etanol absolut (Carlo Erba)
e Acid fosfomolibdic (Merk) e Metanol (Carlo Erba)

e Cloroform (Carlo Erba) ¢ n-hexa (Carlo Erba)

C.2.3. Extraccio6 i analisi d’acids micolics

Per realitzar I'extraccid dels acids micolics es van utilitzar dos protocols

diferents: la metanolisi acida i la metanolisi alcalina.

Extraccié mitjancant la metanodlisi acida

1.

Es van dipositar uns 50 mg (pes humit) de colonies micobacterianes crescudes en
placa en tubs de vidre amb taps amb recobriment intern de tefl6. S’afegiren 2 ml
d’una solucio de metanol/tolue/acid sulfaric (30:15:1, v/v/v).

. Es va mesclar amb un vortex (Heidolph, model Reax 200, Schwabach, Alemanya),

per a facilitar que el material cel-lular entrés en contacte amb la solucié, i els tubs es
van posar en un bany sec a 80°C durant 16 hores.

Es van deixar refredar els tubs a temperatura ambient, i es va afegir 2 ml d’hexa.

Es va barrejar amb un vortex i es va deixar en repos fins la formacié de dues fases.
La fase superior, corresponent a I'hexa es va recuperar. Per obtenir un millor
rendiment d’aquest procés, es van repetir els passos 3 i 4 del protocol.

Les fases corresponents a I'hexa es van ajuntar en un tub nou i es van evaporar
sota corrent de nitrogen a 40°C.
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Extraccié mitjancant la metanolisi alcalina

Aquest protocol consisteix en un procés d'alliberacid dels acids micolics
mitjancant la saponificacié. Posteriorment, els acids grassos no esterificats resultants
es metilen, obtenint els ésters metilics (Daffé, 1982).

1. Es van dipositar uns 50 mg (pes humit) de colonies micobacterianes crescudes en
placa en tubs de vidre amb taps amb recobriment intern de tefl6, i es van barrejar
amb 2 ml de solucié de saponificacio.

La solucié de saponificacié consisteix en metanol i benzé (8:2, v/v) al 5% (p/v)
d’hidroxid de potassi. Aquesta solucio serveix per a trencar I'enlla¢ entre I'arabinosa
i I'acid micolic, i el potassi que conté s’uneix als grups acid carboxilic dels acids
grassos lliures.

2. Es va mesclar amb un vortex i els tubs es van posar en un bany sec a 100°C durant
3 hores.

3. Un cop refredats els tubs a T2 ambient, les mostres es van acidificar afegint acid
sulfaric al 20% (v/v) fins arribar a pH 1.

4. Es va afegir 2 ml d'éter etilic. Després d’agitar la barreja es va deixar reposar fins la
formacio de dos fases. La fase superior, corresponent a I'éter etilic, es va recuperar.
Aquest pas es va repetir una segona vegada i es van ajuntar les dos fases
superiors en un tub nou.

5. Es va afegir 2 ml d'aigua destil-lada al tub amb I'eéter etilic recuperat anteriorment.
Es va barrejar amb un vortex i es va deixar en repos fins la formacié de dues fases.
La fase inferior, corresponent a l'aigua, es va descartar. Aquest pas també es va
repetir una segona vegada.

6. Per acabar de deshidratar la mostra, es va afegir sulfat de sodi anhidre i es va filtrar
en un tub nou. El contingut d’aquest nou tub es va evaporar sota corrent de nitrogen
a 40°C.

7. Els acids micolics es van resuspendre amb 2 ml de diazometa durant 15 minuts i a
T2 ambient.

a) La solucié diazometa serveix per a metilar els acids micolics convertint-se
en no volatils i/o no polars, i es prepara de la seglient manera:

b) Es barreja en un matras: 9 ml d’hidroxid de potassi al 40% (p/v) en aigua
destil-lada amb 45 ml d’éter etilic i amb 3 g de N-nitroso-N-metil urea.

c) Aquesta mescla es manté en gel durant 30 minuts fins que es formen dues
fases.

d) Recuperem la fase superior (de color més groguenc) en un matras nou
recobert amb llenties d’hidroxid de potassi.
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e) Finalment es segella amb Parafilm i es preserva a -20°C en absencia de
llum (condicions en les que és estable durant curts periodes de temps
(dies)). Abans d'utilitzar aquesta solucié necessita haver estat com a minim
una hora en aquestes condicions. Es una substancia altament toxica i
potencialment explosiva.

8. Finalment, es va evaporar la solucio sota corrent de nitrogen a 40°C.

Analisi dels acids micolics per CCF analitica

El patr6 d’'esters metilics dels acids micolics es va analitzar mitjangant CCF
analitica unidimensional i bidimensional en plaques de gel de silice 60 (0,25 mm gruix,
20 cm x 20 cm, Merck, Darmstadt, Alemanya).

1. Els acids micolics es van resuspendre en 0,5 ml d’hexa i es va aplicar 10 pl a la
superficie de la placa amb un capil-lar de vidre calibrat.

2. Laplaca es va eluir de tres maners diferents:

e amb una solucio d’hexa i eter etilic (85:15, v/v), pujant la placa tres vegades
en una unica direccio.

e amb diclormeta (100%), pujant la placa una vegada.

e amb una soluci6 d'éter de petroli (b.p. 60-80°C) i acetona (95:5, v/v), pujant
la placa una vegada. Seguit d’'una elucié amb tolué i acetona (97:3, v/v) en
una segona direccio.

3. Finalment, es va revelar polvoritzant la placa amb acid fosfomolibdic al 10% (p/v)
en etanol absolut i escalfament a 120°C amb una placa calefactora. Els acids
micolics es van identificar comparant el seu recorregut cromatografic amb acids
micolics purificats préviament a partir d'altres soques escollides.

Solucions, sals i reactius

. Acetat d’etil (Merk) . Eter petroli (60-80°C) (Carlo Erba)
) Acetona (Merk) o Metanol (Carlo Erba)

o Acid sulftric (Carlo Erba) o Hidroxid de potassi (Scharlab)

) Acid fosfomolibdic (Merk) o NaCl (Panreac)

) Benzé (Carlo Erba, Arese, Mila) o Na,SO, anhidre (Merck)

. Diclormeta (Carlo Erba) . N-nitroso-N-metil urea (Sigma)

) Etanol absolut (Carlo Erba) ) n-hexa (Carlo Erba)

) Eter etilic (Carlo Erba) o Tolue (Carlo Erba)

C.2.3.1. Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

Per tal de corroborar el patr6é d’acids micolics de la paret de M. confluentis,
aquests es van purificar i analitzar mitjangant ressonancia magnética nuclear (RMN).
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Purificacié del compost

1. Els compostos es van purificar mitjiancant CCF preparatives unidimensionals en
plagues de gel de silice 60 (0,25 mm gruix, 20 cm x 20 cm, Merck).

2. L’extracte dels acids micolics es va resuspendre amb 0,5 ml de n-hexa i es va
aplicar a la superficie de la placa amb un capil-lar de vidre calibrat (10 pl) de
manera continua, formant una franja.

3. La placa amb les mostres es va eluir tres vegades amb una solucié d’hexa i eter
etilic (85:15, v/v). El patro dels acids micolics es va revelar utilitzant una cambra de
vidre saturada amb vapors de iode. Els vapors de iode es dissolen en els
compostos organics, de manera que aquests es visualitzaren com taques de color
marré-groc.

4. Un cop s'identificaren les taques corresponents als compostos a purificar, es va
recollir la silice corresponent a la zona assenyalada pel iode.

5. Per tal de recuperar el compost de la silice rascada, aquesta es va dissoldre en
eter etilic i es va filtrar. Aquest procés es va repetir tres vegades. Els extractes
recuperats es van concentrar per evaporacio sota corrent de nitrogen.

6. Abans de I'analisi del compost per RMN, es va verificar la seva puresa per CCF, tal
i com s’ha descrit a I'apartat anterior (C.2.3).

7. Posteriorment, els compostos purificats es van dissoldre en 600 pl de cloroform
deuterat, CDCI; (99,8% D), i es van traspassar a tubs de RMN.

Solucions sals i reactius

¢ n-hexa (Carlo Erba)
e Eter etilic (Carlo Erba)
e Cloroform deuterat (Cortecnet, Voisins-le-Bretonneux, Franca)

Analisis per RMN

L’analisi per RMN es va realitzar en un espectrometre Bruker, model Avance |l
600 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Alemanya), equipat amb una sonda TBI de 5 mm i
gradients en l'eix Z. El camp magnetic al qual es van realitzar els experiments va ser
de 600,13 megaherzts (MHz) per prot6é (*H-RMN) i 150,90 MHz per carboni 13 (**C-
RMN). Tots els experiments es van dur a terme a 298,0 K de T2

Els espectres de prot6 es van adquirir utilitzant una sequéncia de polsos
estandard puls-adquisicié de 90°, amb temps d’adquisicié de 1,71 segons i temps de
relaxacié de 2 segons. Les senyals de ressonancia (FIDs, de I'anglés Free Induction
Decay) obtingudes van ser convertides a espectre (transformada de Fourier) i a
continuacio es va corregir la seva fase i linia base. Els experiments de correlacio
bidimensionals: *H-'H COSY (espectrometria de correlacid) i *H-*C HSQC (correlacio
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heteronuclear amb gradient), es van realitzar utilitzant sequéencies de polsos estandard
(Bruker) i sota condicions de rutina.

Els espectres es van calibrar utilitzant la senyal del dissolvent residual
(cloroform, 7,27 i 77,0 parts per (ppm) per *H i **C respectivament). Els valors dels
desplacaments quimics es van expressar en ppm, i els valors de les constants
d’acoblament en hertzs (Hz).

Per I'adquisici6 i el processat dels espectres es va utilitzar el software
TOPSPIN 2.5 de Bruker.

Les analisis per RMN van ser realitzades al Servei de Ressonancia Magnetica
Nuclear de 'UAB.

C.3. Obtencid i cultiu de les cel-lules eucariotes

En aquest treball s’han utilitzat tant linies cel-lulars tumorals i no tumorals
d’'origen huma i de ratoli, com cél-lules de sang periferica humanes i macrofags
derivats de medul-la 0ssia de ratoli. Aixo implica que els experiments s’han dut a terme
amb unes condicions d’esterilitat i bioseguretat necessaries per a la manipulacioé de les
mostres i per a la proteccio del manipulador.

Els experiments han estat aprovats per la Comissié d’Etica en 'Experimentacio
Animal i Humana (CEEAH) de la UAB, i pel Comité d’Etica en I'Experimentacié Animal
de la Universitat d’Estocolm.

C.3.1. Cel-lules humanes

C.3.1.1. Linies cel-lulars de cancer de bufeta

Les linies cel-lulars humanes de cancer de bufeta escollides en aquest estudi
van ser la T24, J82 i RT4. Aquests cél-lules s6n de carcinoma transicional i tenen
graus histopatologics de diferenciacio diferents: la T24 i la J82 sén de grau 3, i la RT4
és de grau 1.

Les tres linies han estat subministrades pel banc de Linies Cel-lulars de Cancer
del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB), com a part del projecte de
recerca Red Tematica d’Investigacid6 Cooperativa en Cancer (RTICC) financat pel
Ministeri de Sanitat, C03/010.

Les monocapes cel-lulars s’han mantingut en medi de cultu DMEM/F12
complet, compost per: Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture Ham’s F-
12 amb HEPES, L-glutamina i roig fenol (DMEM/F12 HEPES, Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, California, Estats Units) suplementat amb 10% sérum bovi fetal (FBS,
Lonza, Basel, Suissa), 100 U/ml penicil-lina G (Lab ERN, S.A., Barcelona, Espanya) i
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100 pg/ml estreptomicina (Lab Reig Jofre, S.A., Barcelona, Espanya). Els cultius s’han
realitzat a 37°C en una atmosfera humidificada amb 5% de CO..

C.3.1.2. Cel-lules mononuclears de sang periferica (PBMC)

Les PBMC d’humans van procedir d’individus sans negatius per la prova
cutania de la tuberculosi, també anomenat prova del derivat proteic purificat (PPD), els
guals van ser informats i van donar el seu consentiment signat. Les extraccions es van
realitzar al dispensari de la UAB. Es va recollir la sang en tubs amb un 1% d’heparina i
abans d’haver realitzat la prova PPD (per a confirmar la seva negativitat).

Les PBMC es van obtenir mitjancant el gradient de densitat de Ficoll-Hypaque
(BOyum, 1968). Aquest meétode permet la separacié de les cél-lules mononuclears de
les cél-lules polimorfonuclears i els eritrocits, mitjangant la centrifugaciéo en un medi
isosmotic amb una densitat de 1,077 g/ml. Com a resultat s’obté la sedimentacio de les
cel-lules polimorfonuclears i dels eritrocits i la formacié d’'un nuvol de cel-lules,
corresponent a les PBMC, entre la mostra i la interfase mostra/medi.

Procediment d'obtencié

1. Es va diluir la sang amb RPMI 1640 en una proporcio 1:1 (v/v).

2. La sang diluida es va transferir en un tub Falcon que contenia Ficoll-Hypaque
(Lymphoprep™, Comercial RAFER, Saragossa, Espanya) en una proporci6 de 2-3
ml de Ficoll per cada 5-7 ml de sang diluida. La sang es va deixar caure per la paret
del tub i es va anar depositant a sobre del Ficoll, formant una capa superior.

3. Es va centrifugar (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estats Units) a 400 x g durant
20 minuts i sense fre. Es van formar 4 fases, tal i com es pot observar a la figura
C.1: una fase superior corresponent al plasma sanguini, una segona capa
blanquinosa amb les cél-lules mononuclears (limfocits i monacits) i les plaquetes,
una tercera capa transparent (reactiu Ficoll) i una Gltima capa vermella que contenia
els eritrocits i les cél-lules polimorfonuclears.
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Figura C.1. Separacio cel-lular d’'una mostra de sang amb
Ficoll després de ser centrifugada
Plasmasanguini

® 3 Cél-lules

} mononuclears
4. Mitjancant una pipeta Pasteur de plastic esteril, es va recuperar el navol de
cel-lules mononuclears.

Ficoll-Paque

Eritrocits i cél-lules
polimorfonuclears

5. Es van rentar amb RPMI 1640 centrifugant a 400 x g durant 10 minuts, amb fre.

6. EIl sobrenedant es va descartar i el pél-let es va resuspendre i barrejar amb RPMI
1640 per procedir al recompte cel-lular.

7. Finalment, la suspensié cel-lular es va centrifugar a 300 x g durant 15 minuts, amb
fre. El pél-let resuspés es va barrejar amb el volum de medi de congelacio
necessari per preservar les cél-lules a -80°C fins a la seva utilitzacio.

El medi de cultiu complet que es va utilitzar, un cop descongelades les
cel-lules, va ser: RPMI 1640 amb HEPES, L-glutamina i roig fenol (Gibco, Invitrogen)
suplementat amb 10% de FBS (Lonza), 100 U/ml de penicil-lina G i (Lab ERN, S.A.) i
100 pg/ml estreptomicina (Lab Reig Jofre, S.A.). Els cultius es van mantenir a 37°C en
una atmosfera humida amb 5% de CO..

C.3.2. Cel-lules de ratoli

C.3.2.1. Linia cel-lular de macrofags

La linia cel-lular de macrofags de ratoli J774 va ser cedida pel Dr. Carlos Martin
(Laboratori de Geneética Molecular de Micobacteris, Universitat de Saragossa,
Saragossa, Espanya).

El medi de cultiu complet utilitzat va ser DMEM complet, compost per: DMEM
amb HEPES, L-glutamina i roig fenol (Gibco, Invitrogen) suplementat amb 10 % de
serum bovi fetal (FBS) (Lonza), 100 U/ml de penicil-lina G (Lab ERN, S.A.,) i 100 pg/ml
estreptomicina (Lab Reig Jofre, S.A). Les condicions de cultiu emprades van ser a una
temperatura d’'incubacié de 37°C i en una atmosfera humidificada amb 5% de CO..
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C.3.2.2. Linia cel-lular de cancer de bufeta

La linia tumoral MB49 prové d'un carcinoma epitelial de bufeta induit en una
soca de ratoli C57BL/6. Aquesta linia cel-lular ha estat escollida pel seu paral-lelisme
amb la linia cel-lular humana T24 (Chen, 2009).

La linea de cancer de bufeta MB49 va ser cedida amablement pel Dr. Thomas
Toétterman (Laboratori Rudbeck, Departament d'Immunologia, Genética i Patologia de
la Universitat d’'Uppsala, Suécia).

Els cultius es van mantenir en medi de cultiu RPMI 1640 complet, compost per:
RPMI 1640 suplementat amb 10% FBS, 20% tamp6 HEPES, 1% L-glutamina 2 mM,
100 U/ml de penicil-lina G i 100 pg/ml estreptomicina (tot d’Invitrogen).

C.3.2.3. Macrofags derivats de medul-la 0ssia (BMM)

Els macrofags de ratoli es van obtenir a partir de la medul-la 0ssia dels femurs i
tibies de ratolins C57BL/6 de 10-12 setmanes de vida.

Es van utilitzar ratolins de la soca salvatge C57BL/6 (WT) i ratolins deficients
pels receptors TLR2, TLR4, i MyD88, amb un background C57BL/6. Les parelles
reproductores dels ratolins deficients pels receptors es van obtenir de [I'Institut
Karolinska, Solna, Suécia, amb el permis de S. Akira (Universitat d’'Osaka, Jap0), i es
van mantenir a I'estabulari dels laboratoris Arrhenius de la Universitat d’Estocolm,
Suécia.

Els ratolins van estar supervisats diariament i es van utilitzar animals sentinella
per a assegurar les condicions lliures de patogens a les instal-lacions.

Procediment d'obtencié (Racoosin, 1989:; Rothfuchs, 2001)

1. Els animals van ser anestesiats amb isoflura i es van sacrificar mitjangant dislocacio
cervical.

2. Es van recuperar els femurs i tibies posteriors, descartant la pell i el maxim possible
de mdascul. Es van dipositar en un tub de poliestiré amb medi RPMI 1640
suplementat amb 20% de HEPES (Invitrogen).

3. Es va acabar de descartar el muscul restant, i els ossos es van dipositar en plaques
de Petri estérils on es van rentar les cavitats de la medul-la 6ssia amb medi RPMI
1640 complet.

4. Les cel-lules obtingudes es van centrifugar a 300 x g durant 10 minuts, es van
resuspendre en medi RPMI 1640 complet i es va realitzar un recompte cel-lular.

5. Es van tornar a centrifugar a 300 x g durant 10 minuts.
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6. Posteriorment, es van resuspendre en medi de cultiu (la composicié del qual esta
descrita al seguient paragraf) i dipositar en una placa de cultiu o es van resuspendre
en medi de congelacid i congelar a -80°C fins al moment d'’iniciar els experiments.

El medi de cultiu emprat va ser RPMI 1640 complet amb un 20% de medi
condicionat de cél-lules L929 (font de factor estimulant de colonies de macrofag (M-
CSF)). Els cultius s'incubaren a 37°C i en una atmosfera humidificada amb 5% de CO..
El medi es va reemplacar cada dos dies fins arribar a una confluencia aproximadament
del 80% (5-7 dies), moment en que es va reemplacar el medi de cultiu per medi RPMI
1640 complet, durant 24 hores. Passat aquest temps, es van iniciar els experiments
amb els macrofags.

C.3.2.3.1 Linia cel-lular de fibroblasts L929

La linia cel-lular L929 (ATCC CCL-1, NCTC clon 929) es va utilitzar com a font
del factor M-CSF necessari per la diferenciacio i proliferaci6 de macrofags de ratoli.
Aquestes cel-lules produeixen grans quantitats de M-CSF quan proliferen, de manera
que el sobrenedant del seu cultiu també s’anomena medi condicionat per als
macrofags.

Aquestes cel-lules corresponen a una linia de fibroblasts provinent de teixit
adip6s subcutani d’'una soca de ratoli C3H/An mascle.

Procediment d’'obtencié del medi condicionat de cél-lules L929

1. Les cél-lules L929 es van sembrar en flascons de cultiu de 150 cm?.

2. Quan van arribar a un 100% de confluéncia (després de 7 dies, aproximadament),
es va recollir el sobrenedant dels flascons i es va filtrar per a eliminar les cél-lules
en suspensio.

3. El sobrenedant filtrat es va conservar en aliquotes a -20°C fins al moment de la
seva utilitzaci6é. Quan es descongela una aliquota, aquesta s’ha de mantenir a 4°C
per evitar la degradacié del M-CSF deguda als cicles de congelacié/descongelacio.
Els cultius es van mantenir en medi RPMI 1640 complet.

C.3.3. Manteniment de les cel-lules eucariotes

C.3.3.1. Congelacio cel-lular
Protocol

1. Es van recuperar les cél-lules en un tub de poliestiré i es van centrifugar a 300 x g
durant 10 minuts.
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2. El sobrenedant es va descartar, es va resuspendre el pél-let, i es va afegir el volum
necessari de medi de congelacio fred. Es va repartir 1 ml/criovial (Nunc, Roskilde,
Dinamarca).

3. Rapidament es van posar els criovials en un Mr. Frosty (Nalgene, Nunc) i es va
mantenir a -80°C.

El medi de congelaci6 va ser diferent segons el tipus cel-lular:

e Les linies cel-lulars es van congelar amb FBS (Lonza) i 20% de dimetil
sulfoxid (DMSO, Merk). La concentracio6 cel-lular va ser de 1 x 10° cél-lules /
ml.

e Les PBMC es van congelar amb FBS (Lonza) amb 10% de DMSO (Merck).
La concentracio cel-lular va ser de 1 x 10° cél-lules / ml.

e Els BMM i la linia cel-lular L929 es van congelar en RPMI 1640 amb 50%
de FBS (Invitrogen), 5% de DMSO (Merck), 1% de L-glutamina (Invitrogen) i
1% de penicil-lina i estreptomicina (Invitrogen). La concentracio cel-lular va
ser de 1 x 10" cél-lules / ml pels BMM, i de 1 x 10° per les cél-lules L929.

C.3.3.2. Descongelacio cel-lular
Protocol

1. Es va descongelar el criovial amb les cél-lules en un bany humit a 37°C, fins que la
suspensio es desenganxa de les parets.

2. Es va decantar el contingut del criovial en un tub de poliestiré amb medi de cultiu
(10 ml de medi per 1 x 10’ cél-lules, aproximadament).

3. La suspensid cel-lular es va centrifugar a 300 x g durant 10 minuts. El peél-let
resultant després de decantar el sobrenedant, es va resuspendre i diluir en el medi
de cultiu adient pel tipus cel-lular.

C.3.3.3. Recol-lecci6 de les cél-lules i passes cel-lulars

Les linies cel-lulars utilitzades en aquest treball, tant murines com humanes,
son adherents i creixen formant monocapes, de manera que s’han hagut de
desenganxar inicialment de la superficie de plastic on estaven, per tal de recuperar-les
i traspassar-les a un nou recipient de cultiu. Per a desenganxar-les vam utilitzar la
tripsina, enzim responsable de trencar els enllagos peptidics entre les proteines de les
cel-lules amb la superficie de plastic i amb les cel-lules veines.
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Protocol

1. Es va descartar el medi de cultiu del flasco i es van rentar les cél-lules amb PBS.
Amb aquest procediment es facilita I'eliminacio de restes de FBS del medi de cultiu,
ja que aquest inactiva I'accié de la tripsina que s'utilitzara a continuacio.

2. Després de descartar el PBS, es va afegir tripsina-EDTA (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria) 1x diluida en PBS i seguidament es va retirar. La quantitat
d’enzim que quedava en contacte amb el cultiu era suficient per actuar. El cultiu es
va incubar a 37°C i amb 5% de CO,, durant 5 o 10 minuts, depenent del tipus
cel-lular.

Les linies cel-lulars T24, MB49 i L929 necessitaven estar en contacte amb tripsina 5
minuts, aproximadament, per desenganxar-se; en canvi la J82, RT4 i J774
necessitaven 10 minuts.

3. Posteriorment, es facilita el procés mitjancant cops secs en flascé i es recuperaren
amb medi de cultiu amb 10% de FBS, el qual inactivara I'acci6 de la tripsina.

4. Aquestes cel-lules recuperades es van poder traspassar a un altre flascé per
mantenir-les en cultiu, o es van poder utilitzar pels diferents experiments que es
van dur a terme.

C.4. Tecniques de cultiu

C.4.1. Suspensions bacterianes

En aquest treball s’han utilitzat microorganismes de nivell de biosegurat 1 i 2.
Aix0 implica que els experiments s’han dut a terme en les instal-lacions de
bioseguretat adequades i aprovades pel Comité de Bioseguretat de la UAB.

Per a infectar els cultius cel-lulars amb els diferents bacteris, es van preparar
suspensions d’aquests. Aquestes suspensions es van utilitzar directament, per
estudiar I'efecte del bacteri viu, i es van sotmetre a diferents tractaments per tal de
comparar amb l'efecte del bacteri mort.

C.4.1.1. Preparacio de les suspensions bacterianes

Protocol

1. Es van recollir els bacteris de la superficie del medi de cultiu solid i es van dipositar
en un tub de vidre amb boletes de vidre esteérils i es va vortexar.

2. Es va afegir PBS i es va agitar amb un vortex la suspensio formada per a desfer els
agregats que tendeixen a formar els bacteris.
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. Es va deixar reposar durant 20-30 minuts amb la finalitat de que precipitessin els

agregats que poguessin quedar (Schulze-Rdbbecke, 1992).

. Un cop sedimentats, es va transferir el sobrenedant a un tub nou i es va diluir amb

PBS fins obtenir una concentracié equivalent a una terbolesa corresponent a un
McFarland 1.

. Es van centrifugar a 2000 x g durant 10 minuts. El pél-let bacteria es va

resuspendre i diluir en medi de cultiu complet sense antibiotics.

. La suspensi6 bacteriana es va sotmetre a 3 polsos (45 W) consecutius de 30

segons en un bany d’aigua ultrasonic (Bandelin Electronic, model Sonorex Super
RK52H, Berlin, Alemanya) obtenint predominantment una suspensio cel-lular de
bacteris individuals (Stokes, 2004).

Un cop obtingudes les suspensions bacterianes, es van realitzar dilucions

seriades en PBS i es van sembrar en plaques de Petri amb medi de cultiu solid.

Després de 1-2 setmanes d’incubacio (depenent del bacteri) es van comptar les unitats
formadores de colonies (cfu). La suspensié bacteriana corresponent a un McFarland 1,
va ser equivalent a un nombre de cfu diferent segons el micobacteri. A la taula C.2 es

mostra I'equivaléncia del nombre de cfu en 1 ml d'aquesta suspensié, per cada

micobacteri estudiat.

Taula C.2. Nombre de cfu / ml en una suspensi6 bacteriana corresponent a una terbolesa
de McFarland 1, per BCG, M. spp., i altres (M. gastri, M.vaccae, M. phlei, M. confluentis,

M.

mageritense, M. hiberniae, E. coli i E . faecalis)
Bacteri cfu / mi
BCG 5x 10°
M. spp. 5 x 10°
Resta de bacteris 1x10’

Solucions i tampons
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Tampd fosfat sali (PBS)

Per 1 litre:
e Clorur de sodi (Panreac) 8¢
e Fosfat disodic anhidre (Na,HPO,) (Panreac) 1,169
e Fosfat monopotassic (KH,PO,) (Panreac) 0,29
e Clorur de potassi (KCI) (Panreac) 0,29

Es va enrasar fins 1 litre amb aigua ultrapura i després es va mesurar i ajustar
elpHa7,4.
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Solucié McFarland1

1. Preparar la solucié A: clorur de bari (Sigma) 0,048 M (1,175% Cl,Ba. 2H,0
wiv) (1%, p/v).

2. Preparar la solucié B: acid sulfuric (Carlo Erba) 0,36 N (1%, V/v).
3. Barrejar en un tub de vidre de 10 ml amb tap amb recobriment de tefl6:

e Solucié A 0,1 ml

e Soluci6 B 9,9ml
Aquesta solucié es va mantenir a temperatura ambient i protegida de la llum,
com a maxim durant 6 mesos. Abans d'utilitzar es va barrejar vigorosament
amb un vortex.

C.4.1.2. Tractament de les suspensions bacterianes

Paral-lelament, suspensions bacterianes en PBS a una terbolesa corresponent

a un McFarland 1 (preparades com s’ha indicat a I'apartat anterior (C.4.1.1, passos 1-
4), van ser sotmeses a diferents tractaments de calor i radiacié. Posteriorment, les

suspensions tractades es van processar de la mateixa manera que els passos 5i 6 de
'apartat C.4.1.1 per tal de procedir a la infeccié cel-lular.

C.4.1.2.1. Tractament de calor

Els tractaments de calor van consistir en:
121°C durant 15 minuts en autoclau
80°C durant 30 minuts en bany humit (Blichi, model 461)

60°C durant 30 minuts en bany humit (Blichi, model 461)

C.4.1.2.2. Tractament de radiacio

Els tractaments de radiacié correspongueren a I'exposicio a:
Llum ultravioleta (UV) durant 20 minuts.

Aquest tractament es va realitzar dins de la cabina de bioseguretat del nostre
laboratori després d’haver mesurat la dosi de radiaci6 UV emesa amb un
dosimetre (UVX Digital Radiometer, UVP, Upland, California, Estats Units), la
qual va ser de 0,071 mJ/cm?/s.
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Procediment

1. Les suspensions bacterianes es van dipositar en plaques de Petri estérils,
sense tapar, a dins de la cabina de bioseguretat.

2. El temps d’exposicié a la llum UV es va escollir després de realitzar estudis
d’optimitzacié comparant els diferents temps d’exposicio: 5, 15 i 20 minuts;
corresponents a les dosis de: 21, 64 i 85 mJ/cm?/s, respectivament.
Aquestes condicions van ser escollides segons el descrit a la bibliografia
(Shin, 2008 (a); Barker, 1997).

3. Per mesurar la viabilitat bacteriana després de la radiacié, es van realitzar
dilucions seriades de les suspensions amb PBS i es van sembrar en
plagues de Petri amb medi de cultiu solid (adient per cada micobacteri).
Transcorregut el temps de creixement necessari per cada bacteri testat, es
van comptar el nombre de cfu de cada placa.

¢ |Irradiaci6 gamma.

Aquest tractament es va realitzar en la empresa externa: Aragogamma, S.L.,
Barcelona, Espanya.

Procediment

1. Les suspensions bacterianes es van dipositar en ampolles de vidre estérils i
es van sotmetre a dosis de: 5, 15 i 25 kGy (1 Gy = 100 rad), les quals van
ser escollides segons el descrit en la bibliografia (Garcia, 1987; Gulle,
1995). La irradiacié es va realitzar per raigs gamma de cobalt-60, i es va
certificar la dosi determinada mitjancant el dosimetre Red Perspex 4034 LY
+ 20.

2. Per mesurar la viabilitat bacteriana després de la radiacio, es van realitzar
dilucions seriades de les suspensions amb PBS i es van sembrar en
plagues de Petri amb medi de cultiu solid (adient per cada micobacteri).
Transcorregut el temps de creixement necessari per cada bacteri testat, es
van comptar el nombre de cfu de cada placa.

C.4.2. Infeccio cel-lular amb les suspensions bacterianes

Protocol

1. Es van dipositar les cel-lules en cada pou d’'una placa de cultiu (Nunc, Nunclon,
Roskilde, Dinamarca) en medi de cultiu complet sense antibiotics. Es van incubar a
37°C en una atmosfera humida del 5% de CO,, durant diferents temps segons el
tipus cel-lular.
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2. Les cél-lules es van infectar amb les suspensions bacterianes preparades com
s'indica a l'apartat C.4.1. Es van incubar durant 3 hores a 37°C en una atmosfera
humida del 5% de CO..

3. Els bacteris extracel-lulars van ser eliminats mitjancant tres rentats amb PBS a
37°C.

4. Es va afegir medi de cultiu complet amb antibiotics i es van incubar a 37°C en una
atmosfera del 5% de CO,.

5. Els efectes de la infeccid per part dels bacteris es va monitoritzar a diferents temps
segons l'experiment.

C.4.3. Determinacio6 de la viabilitat cel-lular

C.4.3.1. Recompte cel-lular

El recompte de les cél-lules es va realitzar mitjancant la tinci6 amb blau tripa i
es va utilitzar la cambra de Neubauer.

Protocol

1. Es va diluir la suspensi6 cel-lular amb blau tripa al 0,4% en PBS (Gibco/BRL,
Grand Island, Nova York, Estats Units).

2. Es va dipositar 10 pl d’aquesta barreja entre la cambra de Neubauer i el
cobreobjectes (la suspensioé cel-lular entra per capil-laritat) i es va comptar el
nombre de cél-lules viables en els quatre quadrants (cada quadrant esta format per
16 quadrats). Aquests quadrants es mostren marcats amb el simbol “&” a la figura
c.2.

Figura C.2. Quadricula de la cambra de Neubauer que es
| | visualitza al microscopi. S'indiquen les dimensions i els
& & guadrants on es realitza el recompte cel-lular (&)
ozsmm | | Bu & Lom

3. Finalment, es va aplicar la segient formula per calcular en nombre de cél-lules
viables/ml:

Cél-lules/ml = mitjana nombre cél-lules dels camps dels 4 quadrants x 10* x FD

e 10% és el volum de la cambra de Neubauer (1 mm x 1 mm x 0,1 mm =
0,1 mm® = 0,1 pl)

e FD, és el factor de dilucié que hem aplicat

87



C. Material i métodes

C.4.3.2. Assaig de proliferacio cel-lular

Un dels métodes utilitzats per mesurar la proliferacié cel-lular i la citotoxicitat,
va ser la utilitzaci6 de sal de tetrazol soluble 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), el qual permet la quantificacié colorimétrica de la
viabilitat cel-lular. Aquest assaig es basa en el trencament de I'anell de tetrazoli del
MTT per deshidrogenases mitocondrials actives, formant-se cristalls de formazan.
Aquests cristalls sén insolubles en medi aquds, perd es poden solubilitzar amb
dissolvents organics. La quantitat de formazan és proporcional al nombre de cel-lules
viables (Mosmann, 1983).

Protocol
1. Es varecollir el sobrenedant de cada pouet de la placa de cultiu.

2. Es va afegir medi de cultiu amb un 10% de MTT (Sigma) i es va incubar durant 3
hores a 37°C i amb 5% de CO..

3. Es va afegir Iisopropanol acidic en una relacié de 1:1 (v/v) amb el medi de cada
pou. Es important resuspendre bé amb la pipeta per dissoldre al maxim els cristalls
formats.

L’isopropanol acidic va consistir en: 0,04-0,1 N acid clorhidric (Carlo Erba) en
isopropanol absolut (1-propanol, Panreac) (v/v).

4. Finalment, es va mesurar I'absorbancia a 550 nm en el lector de plaques (Infinite
200 PRO, Tecan, Mannerdorf, Suissa). El valor final es va expressar en forma de
percentatge, donant el valor 100% de viabilitat a I'absorbancia de les cél-lules
control (valor que va ser directament proporcional al nombre de cél-lules
metabolicament actives).

C.4.4. Recol:leccio del sobrenedant dels cultius cel-lulars

Per a determinar la concentracié de citocines, quimiocines i NO produides pels
cultius cel-lulars estimulats amb diferents agents, es va recollir el sobrenedant de cada
cultiu i es va dipositar en microtubs.

Aquests microtubs es van centrifugar (Hermle Z233M-2, Wehingen, Alemanya)
a 1000 x g durant 10 minuts i el sobrenedant es va traspassar a nous microtubs, els
guals es van mantenir a -40°C fins la seva utilitzacié.
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C.4.5. Deteccio de la produccio d’oxid nitric en el sobrenedant
dels cultius cel-lulars

L’NO és un important missatger fisiologic i molécula efectora en molts sistemes
biologics (immunologic, neuronal i cardiovascular). Un dels dos productes primaris,
estables i no volatils, del trencament de I'NO és el nitrit (NO,-). En el nostre treball es
va mesurar els nivells de NO,- al sobrenedant dels cultius cel-lulars mitjangant un
assaig colorimétric amb el reactiu Griess modificat.

Protocol

1. Per la recta patrd, es van realitzar dilucions dobles seriades de nitrit de sodi
(Panreac) 200 uM en PBS, i es va dipositar 50 pl de cada dilucié als pous d'una
placa multipou. L'Gltim punt de la recta, el blanc, va consistir en només PBS.

2. Es va dipositar 50 pl dels sobrenedants a testar a la resta de pous de la placa.

3. A cada pou es va afegir el reactiu Griess (Sigma) en una proporcié de 1:1 (v/v) i es
va incubar durant 10-15 minuts a T2 ambient i preservat de la llum.

4. Es va mesurar I'absorbancia a 550 nm amb el lector de plaques (Infinite 200 PRO,
Tecan).

C.4.6. Determinacio de citocines i quimiocines en el
sobrenedant dels cultius cel-lulars

Per a determinar la produccié de citocines i quimiocines es van utilitzar tests
d’enzim-immunoassaig comercials i es van seguir les instruccions indicades pel
fabricant.

Segons el tipus cel-lular escollit per I'estudi, es va quantificar un determinat
tipus de citocines i quimiocines, les quals es mostren a la taula C.3.

89



C. Material i métodes

Taula C.3. Sumari dels tests de citocines i quimiocines utilitzats en aquest treball

Citocina/quimiocina Mostra Proveidor Tipus cel-lular

IL-6 huma BD T24, 382, RT4i PBMC
IL-8 huma BD T24, 382, RT4i PBMC
TNF-a huma Mabtech T24, 382, RT4i PBMC
IL-10 huma Mabtech PBMC

IL-12 (total) huma Mabtech PBMC

IFN-y huma BD PBMC

IL-10 ratoli Mabtech J774 i BMM

IL-12 (total) ratoli Mabtech J774 i BMM

IL-6 ratoli BD i R&D J774, MB49 i BMM
TNF-a ratoli BD i R&D J774, MB49 i BMM
KC ratoli R&D MB49 i BMM
RANTES ratoli R&D BMM

IP-10 ratoli R&D BMM

BD, Becton Dickinson; R&D, R&D Systems.

PBMC, cél-lules mononuclears de sang periferica d’humans; BMM, macrofags
derivats de medul-la 0ssia de ratoli.

Els protocols utilitzats han estat molt similars entre ells, pero els tampons i les
concentracions dels anticossos de cada test van variar en funcié de la citocina a
avaluar i de la casa comercial proveidora. A continuacié es detalla els protocols que es
van seguir de cada casa comercial i la composici6 de les solucions i tampons utilitzats.
Les concentracions dels anticossos amb les que es va treballar van ser les indicades
pel fabricant de cada test per cada lot.

En tots els casos es van utilitzar plaques d’ELISA de 96 pouets, d’'alta unio i de
mig pou (Corning, Costar, Estats Units). De manera que els volums afegits van ser la
meitat dels indicats pel fabricant de cada test.

Protocol de I'ELISA de BD (San Dieqgo, California, Estats Units)

1. Es va sensibilitzar una placa amb I'anticos de captura diluit en la solucié de
sensibilitzacié a la concentracié adequada. Es va segellar amb film transparent i es
va incubar tota la nit a 4°C.

2. Es varentar la placa 3 vegades amb la solucié de rentat.

3. Es va bloquejar la placa durant una hora a T2 ambient amb la soluci6 de bloqueig.
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Es va rentar la placa 3 vegades amb la solucié de rentat.

Es van dipositar les mostres i els estandards diluits amb la solucié de bloqueig i es
van incubar durant dues hores a T ambient.

Es va rentar la placa 5 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir I'anticos de deteccié junt amb la peroxidasa (HRP) diluits amb la

solucié de bloqueig a la concentracié adequada. Es va incubar la placa durant 1
hora a T2 ambient.

Es va rentar la placa 7 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir el substrat per 'HRP. Es va incubar com a minim 20 minuts a T2

ambient i sense llum.

10. Es va mesurar I'absorbancia a 630 nm amb lector de plaques.

Protocol de 'ELISA de Mabtech (Nacka Strand, Suécia)

1.

a M 0N

o

Es va sensibilitzar una placa amb Il'anticos de captura diluit en PBS a la
concentracié adequada. Es va segellar amb film transparent i es va incubar tota la
nit a 4°C.

Es va rentar la placa 2 vegades amb PBS.
Es va bloquejar la placa durant una hora a T2 ambient amb la soluci6 de bloqueig.
Es va rentar la placa 5 vegades amb la solucié de rentat.

Es van dipositar les mostres i els estandards diluits amb la solucié de bloqueig i es
van incubar durant dues hores a T@ ambient.

Es va rentar la placa 5 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir I'anticos de deteccio diluit amb la solucié de bloqueig a la concentracio

adequada. Es va incubar la placa durant una hora a T2 ambient.

Es va rentar la placa 5 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir la fosfatasa alcalina (ALP) a la concentracié6 adequada amb la solucié

de bloqueig. Es va incubar la placa durant una hora a T ambient.

10. Es va rentar la placa 5 vegades amb la soluci6 de rentat.

11. Es va afegir el substrat per 'ALP. Es va incubar com a minim 20 minuts a T2

ambient i sense llum.

12. Es va llegir I'absorbancia a 405 nm amb lector de plaques.
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Protocol de I'ELISA de R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, Estats Units)

1.

Es va sensibilitzar una placa amb Il'anticos de captura diluit en PBS a la
concentracié adequada. Es va segellar amb film transparent i es va incubar tota la
nit a T@ ambient.

. Es varentar la placa 3 vegades amb la solucio de rentat.

Es va bloquejar la placa durant una hora a T2 ambient amb la solucié de bloqueig
adequada.

Es va rentar la placa 3 vegades amb la solucié de rentat.

Es van dipositar les mostres i els estandards diluits amb la solucié de bloqueig i es
van incubar durant dues hores a T@ ambient.

Es va rentar la placa 3 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir I'anticos de deteccio diluit amb la solucié de bloqueig a la concentracio

adequada. Es va incubar la placa durant dues hores a T ambient.

Es va rentar la placa 3 vegades amb la solucié de rentat.

. Es va afegir la fosfatasa alcalina (HRP) a la concentraci6 adequada amb la solucio

de bloqueig. Es va incubar la placa durant 20 minuts a T2 ambient i sense llum.

10. Es va rentar la placa 3 vegades amb la soluci6 de rentat.

11. Es va afegir el substrat per 'HRP. Es va incubar 20 minuts a T2 ambient i sense

llum.

12. Es va aturar la reaccié amb acid sulfaric 2N.

13. Es va llegir I'absorbancia a 450 nm amb lector de plaques.

Els resultats d’absorbancia es van transformar en concentracio per cada una de

les citocines després de ser comparades amb la recta patrd inclosa a cada placa i

subministrada pel fabricant. Les dades es van expressar com el promig dels duplicats
realitzats per ELISA de cada un dels pouets triplicats dels cultius.

Solucions i tampons
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Soluci6 de sensibilitzacio

e Mabtechi R&D: PBS
e BD: carbonat de sodi 0,1 M; pH 9,5

Soluci6 de rentat

0,05% Tween20 (Sigma) en PBS (v/v)
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Solucié de blogueig

e BD: 10% FBS (Lonza) en PBS (V/v)
¢ Mabtech: 0,05% Tween20 (Sigma) i 0,1% BSA (Roche) en PBS (v/v/p)
e R&D: 1% BSA (Roche) en PBS (v/p)

Tampod per I'ALP

1. A 800 ml d’aigua ultrapura es va afegir:

¢ Diethanolamine (Sigma) 97 ml
e Clorur de magnesi (MgCl,) (Sigma) 100 mg
e Azida sodica (Sigma) 02g

2. Es van dissoldre tots els compostos, i es va afegir aigua ultrapura fins
enrasar a 1 litre.

3. Finalment es va ajustar el pH a 9,8 £ 0,2. Aquesta soluci6 es va preservar a
4°C i protegida de la llum.

El substrat per 'ALP és el pNPP (Sigma), el qual es va fer servir a una
proporcié de 1 mg pNPP / 1 ml tampo per 'ALP.

Tampd per 'HRP

Es va fer servir una barreja de 3,3',5,5'-tetrametil benzidina i peroxid
d’hidrogen (1:1, v/v).

Aquest reactiu es va comprar a BD (TMB Substrate Reagent Set) i a
R&D Systems (Substrate Reagent Pack).

C.4.7. Assaig de la viabilitat bacteriana als cultius cel-lulars

Amb la finalitat de determinar la viabilitat intracel-lular dels bacteris després de
la infecci6, es van realitzar cultius amb les linies cel-lulars T24 i J774. Els cultius van
ser sacrificats a diferents temps post-infeccio (3, 8, 24, 48 i 72 hores) per tal d’analitzar
la supervivéncia dels diferents bacteris dins les cél-lules.

Procediment (Dobos, 2000)

1. Es va recollir el medi de cultiu dels pouets, es va afegir 0,1% de Triton X-100
(Sigma) en PBS (v/v) i s'incuba a 37°C durant 15 minuts.

2. Es va recollir la solucié anterior de cada pou i es van realitzar dilucions seriades que
es sembraren en plaques de cultiu (7H10, TSA o LB, depenent del bacteri) i
s’incubaren a la temperatura corresponent durant 1-2 setmanes. Transcorregut el
temps, es va comptar el nombre de cfu obtingudes.
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C.5. Estudi de I'efecte antitumoral directe dels micobacteris

Per a estudiar I'efecte antitumoral directe dels micobacteris es van infectar les
cel-lules tumorals i posteriorment s’analitza la viabilitat cel-lular (veure apartat C.4.3.2).
També es va mesurar la produccié de citocines i NO en el sobrenedant dels cultius
(veure apartat C.4.4).

C.5.1. Supervivencia dels micobacteris dins de les cél-lules
tumorals
Protocol

1. Es van dipositar 6 x 10* cél-lules T24 en cada pou d’una placa de cultiu de 48 pous
(Nunc) en un volum de 400 pl de medi DMEM complet sense antibiotics. Es van
incubar durant 3 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO..

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, amb una MOI de
10:1.

3. Els cultius es van mantenir a 37°C i en una atmosfera humida amb 5% de CO.,.

4. Finalment, per tal de determinar la viabilitat dels micobacteris dins dels macrofags,
es va procedir com a I'apartat C.4.7.

C.5.2. Activitat antitumoral directa dels micobacteris vius

Procediment

1. Es van dipositar 3 x 10* cél-lules en cada pou d’'una placa de cultiu de 96 pouets
(Nunc), en un volum de 100 pl de medi DMEM/F12 complet sense antibiotics. Es
van incubar durant 3 hores abans de la infeccié (temps necessari per a que les
cel-lules s’adherissin a la superficie del pou).

2. El procediment d’infecci6 va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2.

La multiplicitat d’infeccié (MOI) va ser de 0,5:1; 2,5:1; 12,5:1 i 62,5:1 (bacteri :
cel-lula)

3. Els efectes de la infecci6 per part dels bacteris es va monitoritzar després de 24, 48
i 72 hores per les linies cel-lulars T24 i RT4, o després de 24, 72 i 120 hores per la
linia J82.

En tots els experiments es van realitzar en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules tumorals sense infectar com a control. Cada una de les infeccions es va
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realitzar per triplicat en cada experiment, i els experiments van ser repetits com a
minim tres vegades.

C.5.3. Comparacio de [I'activitat antitumoral directa dels
micobacteris vius i tractats

Procediment

1. Es van dipositar 3 x 10* cél-lules en cada pou d’'una placa de cultiu de 96 pouets
(Nunc), en un volum de 100 pl de medi DMEM/F12 complet sense antibiotics. Es
van incubar durant 3 hores abans de la infecci6.

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, amb una MOI de
10:1. En aquest estudi es van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp.,
M. gastri i E. coli, amb els bacteris vius o tractats (amb calor o amb radiacié6 UV o
gamma).

3. Els efectes de la infeccié per part dels bacteris es van monitoritzar després de 72
hores per les linies cel-lulars T24 i RT4, o després de 120 hores per la linia J82.

En tots els experiments es van realitzar en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules tumorals sense infectar com a control. Cada una de les infeccions es va
realitzar per triplicat en cada experiment, i els experiments van ser repetits com a
minim tres vegades.

C.5.4. Efecte sinergic dels micobacteris amb la MMC

En aquest estudi es va comparar in vitro I'efecte dels diferents micobacteris
(vius o sotmesos a diferents tractaments) i de la MMC, tant individual com
conjuntament, en les linies tumorals humanes.

Procediment

1. Es van dipositar 3 x 10* cél-lules en cada pou d’'una placa de cultiu de 96 pouets
(Nunc), en un volum de 100 pl de medi DMEM/F12 complet sense antibiotics. Es
van incubar durant 3 hores abans de la infecci6.

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, amb una MOI de
10:1. En aquest estudi es van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp.,
M. gastri, M. phlei i M. vaccae (S); amb els bacteris vius o tractats amb calor (121°C
durant 15 minuts) o amb radiacié6 gamma (25 kGy).

3. Finalment, es va afegir medi de cultiu complet amb antibiotics i/o la MMC (Sigma) a
una concentracio de 10 pg / ml en la linia T24, i de 1 pg/ml en les linies J82 i RT4.
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4. Després de 48 hores de cultiu es va mesurar la proliferacié cel-lular amb MTT, i es
va recollir el sobrenedant per mesurar la produccio de citocines mitjangant ELISA.

Les condicions de concentraci6 i temps d’accié de la MMC van ser escollides
després de realitzar estudis d’optimitzacié comparant diferents dosis (0,01; 0,1; 110
pg/ml) i diferents temps d'incubacio (24, 48 i 72 hores) en les tres linies tumorals.

C.6. Estudi del mecanisme de la inhibici6 cel-lular

C.6.1. Efecte antitumoral directe de les citocines

Per a estudiar si les citocines induides pels micobacteris en les cél-lules
tumorals, tenien una capacitat inhibidora del creixement cel-lular, es van realitzar
cultius de la linia cel-lular T24 amb les citocines.

Les citocines escollides per aguest estudi van ser la IL-6 i IL-8 humanes.

Procediment

1. Es van dipositar 3 x 10* cél-lules en cada pou d’'una placa de cultiu de 96 pouets
(Nunc), en un volum de 200 pl de medi DMEM/F12 complet. Es van incubar durant
3 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO..

2. Es va afegir les citocines humanes diluides amb medi DMEM/F12 complet. Les
citocines van ser afegides individualment a cada pou i també juntes per estudiar el
seu possible efecte sinérgic, a les concentracions seglients:

e |L-6 (BD): 2,5; 5; 10; 20 ng/ml
e |L-8 (BD): 6; 12; 25; 50 ng/ml
e |L-6 + IL-8, respectivament: 2,5 + 6; 5 + 12; 10 + 25; 20 + 50 ng/ml

3. Després de 48 hores d'incubacio a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO,,
es va mesurar la proliferacio cel-lular (veure apartat C.4.3.2)..

C.6.2. Capacitat dels micobacteris d’'induir I'apoptosi en les
cel-lules tumorals

Per a I'estudi de la mort cel-lular es van utilitzar tres tecniques diferents amb
I'objectiu d’analitzar el procés d’apoptosi en el cultiu cel-lular.

Com a control positiu de la inducci6é de I'apoptosi es van utilitzar els segients
agents:
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e Camptothecin (CMP): quinolona alcaloide citotoxica que inhibeix I'enzim DNA-
topoisomerasa |. Prové d'un arbre natiu de Xina anomenat Camptotheca
acuminata.

e Staurosporine (STP): alcaloide que inhibeix les proteines kinases al no deixar
gue I'ATP s’uneixi a aquestes proteines i indueix I'apoptosi activant la caspasa-
3. Prové de Streptomyces staurosporeus.

Per a dur a terme aquest estudi, la linia tumoral T24 es va cultivar i infectar tal i

com es detalla a continuaci6. Posteriorment, les cél-lules es van recuperar i manipular
segons la técnica escollida.

Procediment de cultiu i infeccid

1. Es van dipositar 2x10° cél-lules T24 en cada pou d’una placa de cultiu de 6 pous

(Nunc) en un volum de 3 ml de medi DMEM/F12 complet sense antibiotics. Es van
incubar durant 3 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO..

. El procediment d’infecci6 va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, a una MOI de 10:1.
En aquest estudi es van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp., M.
gastri, M. phlei i M. vaccae (S); amb els bacteris vius o tractats amb calor (121°C
durant 15 minuts) o amb radiacié gamma (25 kGy).

. A les 24 hores de cultiu, es va afegir els inductors als pous corresponents (sense
infectar). Es va descartar el medi i es va afegir medi nou amb CMP (6 ug/ml) o STP
(5 UM). Aquests es van deixar actuar durant 24 hores.

. A les 48 hores de cultiu, es va recollir el sobrenedant de cada pou infectat amb els
bacteris o estimulat amb els inductors i es va guardar, tal i com s’ha descrit
préviament a I'apartat C.4.4.

. Les cél-lules adherides als pous es van rentar amb 2 ml de PBS, i es van tripsinitzar
amb 500 pl de tripsina i 3 minuts d’incubacio.

. Es van recuperar les cél-lules amb 2 ml de medi de cultiu complet. Per assegurar-
nos de recuperar totes les cél-lules es va repetir aquest pas amb 2 ml més de medi
de cultiu.

. Es va procedir al recompte cel-lular de cada pou, tal i com esta explicat a I'apartat
C.4.3.1.

Les condicions de concentraci6 i temps d’accié dels inductors de I'apoptosi van

ser escollides després de realitzar estudis d’optimitzaci6 comparant diferents dosis
(CMP a: 6, 15, i 30 pug/ml, i STP a: 5, 10 i 20 uM) i diferents temps d’incubacié (8, 15 i
24 hores).
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C.6.2.1. Analisi de I'alteraci6 de la membrana cel-lular

Per a dur a terme aquest estudi es va utilitzar el kit de tincié6 d’anexina:
Annexin-V-FLUQOS Staining Kit (Roche).

Als primers estadis de I'apoptosi, un dels canvis que es produeix en la
superficie cel-lular correspon a lalteraci6 de la membrana plasmatica, on la
fosfatidilserina de la part interna es transloca a la part externa, de manera que aquests
lipids queden exposats a I'exterior.

L'anexina V, proteina que s'uneix als fosfolipids en preséncia de calci (Ca?"), té
una gran afinitat per la fosfatidilserina. D’aquesta manera, és capa¢ de tenyir les
cel-lules apoptotiques. Les cél-lules necrotiques no tenen intacta la integritat de la seva
membrana i I'anexina també pot interaccionar amb la part citosolica d’aquesta. Per
aquest motiu, també es va utilitzar el iodur de propidi (IP), ja que és un colorant que
s’'uneix al DNA, i en aquest assaig, només pot accedir al de les cél-lules que han
perdut la integritat de la seva membrana cel-lular, és a dir, les cél-lules necrotiques.

Gracies al citometre de flux, utilitzant a la vegada I'anexina V conjugada amb
fluoresceina (marcador de color verd) (Anx) i el IP (de color vermell), es va poder
quantificar les diferents poblacions formades per cel-lules vives (Anx, IP),
apoptotiques primerenques (Anx", IP"), apoptotiques tardanes (Anx", IP") i necrotiques
(Anx, IPY).

Procediment de tincié i analisi

1. Les cél-lules es van centrifugar a 250 x g durant 5 minuts, i després de descartar el
sobrenedant i de resuspendre el pél-let, aquest es va diluir amb la solucié de tincié
amb una proporcié de 100 pl / 10° cél-lules. La incubacié es va dur a terme durant
15 minuts en gel i sense llum.

Es van tenir en compte els seglents controls de la tincio:

= Cél-lules tenyides només amb Anx
= Cél-lules tenyides només amb IP
= Cél-lules sense tenyir (control negatiu)

2. Es van diluir amb 350 pl de tamp6 (Roche) i aquesta suspensié cel-lular es va
traspassar a tubs de citometria.

3. Finalment, es van analitzar amb el citometre de flux FACSCalibur i amb el software
Cell Quest (BD).

Solucions i tampons

Soluci6 de tincié

¢ 1ml de tampod d'incubacio (Roche)
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e 20 pl d’Anx (Roche)
e 20 ul de IP (Roche)

C.6.2.2. Analisi del DNA cromosomic

En el procés de l'apoptosi s'activen endonucleases que trenquen el DNA

genomic internucleosomalment donant lloc a fragments mdltiples de 180 parells de
bases, aproximadament. Aquesta fragmentacié és anterior a la desintegracié de la

membrana i irreversible.

Es va estudiar aquest fenomen qualitativament mitjancant I'extraccié del DNA

cel-lular i la posterior observacié del patr6 del DNA fragmentat mitjancant una
electroforesi en gel d’agarosa.

Procediment d'extraccié del DNA genomic

1.

10.

11.

Les cél-lules es van centrifugar a 550 x g durant 5 minuts, i després de descartar el
sobrenedant i de resuspendre el pél-let, aquest es va diluir amb 1 ml de PBS.

La suspensié cel-lular resultant es va traspassar a microtubs i es van centrifugar a
500 x g durant 5 minuts. Es va descartar el sobrenedant i es va resuspendre el
pél-let.

Les cél-lules es van llisar amb 200 pl de tamp6 de llisi, i després de passar-les a
través d’'una xeringa amb una agulla de 25G, es van incubar durant 15 minuts.

Es van centrifugar durant 15 minuts a 14000 x g i a 4°C. El sobrenedant es va
traspassar a un microtub nou.

Es va afegir proteinasa K (proteinase K, recombinant PCR grade, Roche) a una
concentracié de 100 ug / ml. Es va deixar incubar a 37°C durant 3 hores.

Es va afegir RNAsa A lliure de DNAsa (Roche) a una concentracié de 1mg / ml. Es
va incubar a 37°C durant 4 hores.

Transcorregut el temps d’incubacio, es va afegir 1 volum de fenol/cloroform/alcohol
isoamilic (25:24:1, viviv) fred i es va barrejar manualment.

Després de centrifugar a 14.000 x g durant 5 minuts a 4°C, es van formar dues
fases separades per una interfase. La fase aquosa, superior, contenia el DNA; i la
fase organica, inferior, contenia proteines i altres contaminants.

La fase superior es va traspassar a un microtub nou. Es van repetir els passos 7-9.

Per a precipitar el DNA, es va afegir 2,5 volums d’etanol 100% fred i 0,1 volums
d’acetat sodic 3 M fred. Es va incubar tota la nit a -20°C.

Es va centrifugar a 14000 x g durant 20 minuts a 4°C, i es va descartar el
sobrenedant.
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12.
13.

14.

Es va afegir 1 volum d’etanol al 70% fred al pél-let resuspés.

Es va centrifugar durant 20 minuts a 14000 x g i a 4°C, i es va descartar el
sobrenedant.

Es va deixar assecar el pel-let, es va resuspendre i es va afegir 50-100 ul d'aigua
ultrapura estéril.

Visualitzacié del DNA en gel d’agarosa al 0,8% (p/v)

1.

Es va pesar l'agarosa en pols i es va barrejar amb el volum de tampd
d’electroforesi (1x TAE) necessari. Es va escalfar fins que I'agarosa es va fondre,
pero sense arribar al punt d’ebullicio.

Un cop es va refredar la soluci6 a 50°C aproximadament, es va dipositar en el
suport del gel amb els extrems segellats. Es va col-locar la pinta i es va esperar a
que solidifiqués.

Es va treure la pinta i es va posar el suport en una cubeta d’electroforesi plena de

tampo 1 x TAE.

Es van carregar les mostres de DNA i el marcador de pes molecular als pous del
gel. Les mostres estaven diluides amb solucié transportadora 6x en una relacié de
1:6 respecte al volum final de DNA. El marcador que es va utilitzar va ser de 1 Kb
(Fermentas, Thermo Fischer Scientific).

Es va aplicar el voltatge de 100 volts durant 20-30 minuts.

Finalment es va observar el gel amb un transil-luminador de llum UV a 302 nm, i es
va fotografiar amb un digitalitzador d'imatges.

Solucions i tampons

100

Tampd de llisi

e 150 mM de tampé hidroximetil amino meta (Tris) (Sigma) pH 8
e 100 mM d'acid etilen diamino tetra acétic (EDTA) (Sigma) pH 8
e 100 mM clorur de sodi (Panreac)

e 0,5 % de dodecilsulfat sodic (SDS, Merk) (p/v)

Tampd Tris-Acetat-EDTA (TAE) 1 x

e 40 mM Trizma base (Sigma)
e 20 mM acid acetic glacial (Panreac)
e 1 mM EDTA (Biorad, Hercules, California, Estats Units)

Es conserva a temperatura ambient.

Tamp6 de carrega 5x

e 30% glicerol (Panreac)
e 0,25% blau de bromofenol (Biorad)
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e 10% SDS (Merk)

Es prepara amb tampé TAE 1 X, i es conserva aliquotat a -20°C.

C.6.2.3. Detecci6 de la caspasa 3

Durant els primers estadis de I'apoptosi una de les proteases clau implicada en

aquest procés és la caspasa 3. Quan és activa pot trencar proteoliticament i activar
altres caspases i molécules rellevants en la cél-lula.

El test de BD consisiteix en un enzim-immunoassaig on s'utilitzen anticossos

gue reconeixen la forma activa de la caspasa 3 humana en llisats cel-lulars.

Procediment d’extracci6 de les proteines intracel-lulars

1.

Les cel-lules es van centrifugar a 2500 x g durant 5 minuts, i després de descartar
el sobrenedant i de resuspendre el pél-let, aquest es va diluir amb 1 ml de PBS.

La suspensié cel-lular resultant es va traspassar a microtubs i es van centrifugar a
500 g durant 5 minuts.

Es va descartar el sobrenedant i les cél-lules resuspeses es van llisar en tamp6 de
llisi (1ml / 4 x 10° cél-lules). Es van incubar durant 45 minuts.

Es van centrifugar a 14000 g durant 20 minuts a 4°C, i el sobrenedant es va
traspassar a un microtub nou.

Procediment de deteccié de la caspasa 3

1.

a M 0N

o

Es va sensibilitzar una placa d’ELISA d’alta unié i de mig pou (Costar) amb
'anticos de captura a una diluci6 de 1:250 amb la solucié de sensibilitzaci6.
Posteriorment, es va segellar amb film transparent i incubar durant tota la nit a 4°C.

Es va rentar tres vegades amb la solucié de rentat.
Es va bloquejar la placa amb la solucié de bloqueig durant 1 hora a T2 ambient.
Es van fer tres rentats amb la solucio de rentat.

Es va afegir les mostres i I'estandard diluit amb la solucié de bloqueig. Es va
incubar durant 2 hores a T ambient.

Es va rentar 3 vegades amb la solucio de rentat.

S’afegi I'anticos de detecci6 i del conjugat diluits 1:250 en la solucié de bloqueig i
es va incubar durant 1 hora a T ambient.

Es va rentar 7 vegades amb la solucio6 de rentat.

Per a revelar es va afegir la solucié de substrat i s'incuba durant 20 minuts a T2
ambient i a la foscor.
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10. Finalment es va mesurar la densitat optica a 630 nm amb el lector de plaques.
Solucions i tampons

Tampd de llisi

e 10 mM de tampd Tris (Sigma) pH 7,5

e 130 mM de clorur de sodi (Panreac)

e 1% Triton X-100 (Sigma) (V/v)

e Coctel inhibidor de proteases (BD) a una dilucié 1:50 (v/v)

Les solucions de sensibilitzacid, de rentat i de revelat sén les mateixes que les
gue es van fer servir per determinar les citocines amb els tests comercials de
BD (apartat C.4.8).

C.6.3. Cicle cel-lular de les ceél-lules tumorals tractades amb els
micobacteris

Per a estudiar si els micobacteris sén capacos d’induir arrest en alguna de les
fases del cicle cel-lular, es van infectar les cel-lules tumorals T24 amb diferents
micobacteris i posteriorment es va analitzar I'estat de les ceél-lules mitjancant citometria
de flux.

Amb el procediment que es detalla a continuacid, es va mesurar la quantitat de
DNA i es va estimar la distribucié de les cél-lules d’un cultiu en les diferents fases del
cicle cel-lular mitjangant IP. D’aquesta manera, quan les cél-lules passaven a través
del citometre, emetien una intensitat de llum proporcional al seu contingut de DNA.

Cultiu i infecci6 de les cél-lules

1. Es van dipositar 1 x 10° cél-lules T24 en cada pou d’una placa de cultiu de 6 pous
(Nunc) en un volum de 3 ml de medi de cultiu DMEM/F12 amb antibiotics i sense
FBS (Lonza), durant 60 hores per tal de sincronitzar el cicle cel-lular.

2. El procediment d’infecci6 va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, a una MOI de 10:1.

En aquest estudi es van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp., M.
gastri i M. vaccae (S); amb els bacteris vius o tractats amb calor (121°C durant 15
minuts) o amb radiacié gamma (25 kGy).

3. 24 hores abans de processar les cél-lules per analitzar I'estat del cicle cel-lular, es
va afegir els inductors als pous corresponents (cél-lules sense infectar). Es va
descartar el medi i es va afegir medi nou amb camptothecin (6 pg/ml) o
staurosporine (5 uM). Aquests es van deixar actuar durant 24 hores.

Processament i analisi de les mostres
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10.

11.

A les 24, 48 i 72 hores de cultiu, es van rentar les cél-lules amb 2 ml de PBS i es
van tripsinitzar amb 500 pl de tripsina i 3 minuts d’incubacio.

Es van recuperar les cél-lules amb 2 ml de medi de cultiu complet. Per assegurar-
nos de recuperar totes les cél-lules es va repetir aquest pas amb 2 ml més de medi
de cultiu.

Es va procedir al recompte cel-lular de cada pou (apartat C.4.3.1).
Es van centrifugar a 200 x g durant 6 minuts i es va descartar el sobrenedant.

El pél-let resuspés es va diluir amb 500 ul de PBS i es va afegir 4,5 ml d’etanol al
70% (v/v) fred.

La suspensio cel-lular es va mantenir a -40°C.

Es va centrifugar a 200 x g durant 5 minuts. Es va descartar I'etanol i el pel-let
resuspes es va diluir amb 1 ml de PBS. Es va incubar durant 1 minut a T2 ambient.

Es va centrifugar a 300 x g durant 5 minuts. Es va descartar es sobrenedant, i el
pel-let resuspés es va diluir amb 250 ul de PBS i 500 pl del tampé d’extraccio de
DNA. Es va incubar durant 5 minuts a T2 ambient.

El tampd d’extraccié contenia citrat i detergent, i va permetre |'extraccié dels
fragments petits de DNA de les cel-lules possiblement apoptotiques. Aquests
fragments es poden observar com un pic corresponent a la fase SubGO-G1 en
I'analisi per citomatreia de flux (Fig. D32).

Es va centrifugar a 300 x g durant 5 minuts. Es va descartar es sobrenedant, i el
pel-let resuspés es va diluir amb la soluci6 de IP.

La soluci6 es va traspassar a tubs de citometria i es va incubar durant 30 minuts a
T2 ambient.

La lectura es va realizar en un citometre FACSCalibur (BD) i els resultats es van
analitzar amb el software CellQuestPro.

Solucions i tampons

Tampd d’extraccid de DNA

e [osfat de sodi (Panreac) 0,2 M 48 ml
e Acid citric (Fluka, Buchs, Suissa) 0,1 M 2ml

Es va agitar fins dissoldre els components i es va ajustar el pH a 7,8.

Soluci6 de IP

o 0,1% (v/v) Triton X-100 (Sigma) en PBS 10 ml
¢ RNAsa lliure de DNAsa (Roche) 2mg
e |P (Img/ml) (Sigma) 200 pl

Preparar just en el moment de fer servir.
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C.7. Estudi de I'efecte antitumoral indirecte dels bacteris

C.7.1. Cel-lules de sang periferica humanes (PBMC)
C.7.1.1. Activaci6 de les PBMC per part dels micobacteris

Les PBMC es van cultivar i infectar tal i com es detalla a continuacio.
Posteriorment, es va recol-lectar el sobrenedant de cada cultiu (procediment explicat a
l'apartat C.4.4) i es va mesurar la produccié de citocines (procediment detallat a
l'apartat C.4.6).

Cultiu i infeccié de les PBMC

1. Es van dipositar 4 x 10° cél-lules en cada pou d’una placa de cultiu de 6 pouets
(Nunc), en un volum de 3 ml de medi RPMI 1640 complet sense antibiotics.

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2 (passes 1-2). En
aguest estudi es van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp., M. gastri,
M. phlei i M. vaccae (S); amb els bacteris vius o tractats amb calor (121°C durant
15 minuts) o amb radiaci6 gamma (25 kGy). La MOI utilitzada va ser de 0,1:1 per
BCG ide 1:1 per la resta de bacteris.

3. Les ceél-lules infectades es van incubar durant 7 dies a 37°C en una atmosfera
humida del 5% de CO, amb medi de cultiu complet sense antibiotics.

En tots els experiments es van realitzar en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules sense infectar com a control. Cada una de les infeccions es va realitzar per
triplicat en cada experiment, i els experiments van ser repetits com a minim tres
vegades.

C.7.1.2. Citotoxicitat de les PBMC activades front les cél-lules
tumorals humanes

Després de cultivar i infectar les PBMC amb els micobacteris durant 7 dies, tal i
com s’ha explicat a I'apartat anterior, es va procedir al cultiu de les cél-lules tumorals

amb les PBMC activades o amb sobrenedant d’aquestes, tal i com es detalla a
continuacio:

Cultiu de les cél-lules tumorals amb les PBMC activades

1. Tres hores abans d'iniciar el co-cultiu de les cél-lules tumorals amb les PBMC
activades, es van dipositar 1 x 10* cél-lules T24 en cada pou d’una placa de cultiu
de 96 pouets (Nunc), en un volum de 200 pl de medi RPMI 1640 complet sense
antibiotics. Es van incubar durant 3 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5%
de CO..
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Es va recollir el sobrenedant de cada pou de les PBMC activades amb els bacteris.

Es van fer tres rentats amb 3 ml de PBS per recuperar les cél-lules, les quals es
van ajuntar amb el sobrenedant anterior.

Les cél-lules recuperades es van centrifugar a 250 x g durant 10 minuts. Es va
descartar el sobrenedant. Es va afegir 1 ml de medi de cultiu complet RPMI 1640
al pél-let resuspeés.

Es va realitzar un recompte cel-lular amb la cambra de Neubauer (C.4.3.1).

Les PBMC es van diluir en medi de cultiu complet obtenint una concentracio de 2 x
10° cél-lules en 3 ml.

El medi de cultiu de les cél-lules T24 es va reemplacar per la suspensiéo de PBMC
anterior. D’aquesta manera les cél-lules estaven en una proporcié de 20:1 (PBMC :
T24).

Els cultius es van incubar durant 48 hores a 37°C en una atmosfera del 5% de
CO:..

Finalment, es va recol-lectar el sobrenedant i es va guardar (C.4.4) per mesurar la
produccio de citocines (C.4.6). Després de rentar el pou amb PBS, es va analitzar
la inhibicié de les cél-lules tumorals mitjangant el MTT (C.4.3.2).

Cultiu de les cél-lules tumorals amb el sobrenedant de les PBMC activades

1.

Tres hores abans d'iniciar el co-cultiu de les cel-lules tumorals amb les PBMC
activades, es van dipositar 1 x 10* cél-lules T24 en cada pou d’una placa de cultiu
de 96 pouets (Nunc), en un volum de 200 pl de medi RPMI 1640 complet sense
antibiotics. Es van incubar durant 3 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5%
de CO..

Es va recollir el sobrenedant de cada pou de les PBMC activades amb els bacteris
i es va centrifugar a 15000 x g durant 20 minuts. Part d’aquests sobrenedants es
va guardar, tal i com s’indica a I'apartat C.4.4.

El medi de cultiu de les cél-lules T24 es va reemplacar pel sobrenedant centrifugat
de les PBMC.

Els cultius es van incubar durant 48 hores a 37°C en una atmosfera del 5% de
CO:..

Finalment, es va analitzar la inhibicié de les cél-lules tumorals mitjancant el MTT
(C.4.3.2).
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C.7.2. Linia cel-lular de macrofags de ratoli J774

Els macrofags J774 es van infectar amb els micobacteris. Posteriorment, es va
estudiar la supervivéencia dels bacteris dins de les cél-lules, i la seva capacitat
d’activacio de marcadors de superficie i d’'induir citocines en els macrofags.

C.7.2.1. Supervivencia dels micobacteris dins dels macrofags

Protocol

1. Es van dipositar 6 x 10* cél-lules J774 en cada pou d’una placa de cultiu de 48
pous (Nunc) en un volum de 400 ul de medi DMEM complet sense antibiotics. Es
van incubar durant 24 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5% de COs,.

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, amb MOls de 100:1;
10:1; 1:1i0,1:1.

3. Els cultius es van mantenir a 37°C i en una atmosfera humida amb 5% de CO..

4. Finalment, per tal de determinar la viabilitat dels micobacteris dins dels macrofags,
es va procedir com a I'apartat C.4.7.

C.7.2.2. Activaci6 dels macrofags

C.7.2.2.1. Detecci6 i analisi de marcadors de superficie d’activacié en macrofag

Per a detectar els marcadors de superficie MHC-II, CD80, CD86 i CD40; es van
analitzar per citometria de flux les cél-lules tenyides amb anticossos marcats front
aquests receptors (Taula C.4).

Cultiu i infeccié dels macrofags J774

1. Es van dipositar 5 x 10° cél-lules J774 en cada pou d’una placa de cultiu de 6 pous
(Nunc) en un volum de 3 ml de medi DMEM complet sense antibiotics. Es van
incubar durant 24 hores a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO,.

2. El procediment d’infecci6 va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2. En aquest estudi es
van utilitzar suspensions bacterianes de: BCG, M. spp., M. gastri, M. phlei i M.
vaccae (S); amb els bacteris vius o tractats amb calor (121°C durant 15 minuts) o
amb radiaci6 gamma (25 kGy). La MOI utilitzada va ser de 1:1 per BCG i de 10:1
per la resta de bacteris.

Els pous no infectats es van estimular amb lipopolisacarid (LPS, procedent de la
soca E. coli 055:B5 (Sigma)), a una concentracié de 10 pg/ml.

Paral-lelament, també es va mantenir pous sense estimul com a control, als que es
va reemplacar el medi de cultiu per medi fresc.
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3.

Els cultius es van mantenir a 37°C i en una atmosfera humida amb 5% de CO,,
durant 24 hores.

Processament i analisi de les mostres

1.
2.

10.
11.

12.

Es van rentar les cél-lules amb 3 ml de PBS.

Per a recol-lectar les cél-lules de cada pou, es van desenganxar de la superficie
amb un gratador i es van recollir amb 2 ml de PBS. Aquest pas es va realitzar dos
vegades per assegurar el maxim nombre de cél-lules possibles.

Després de transferir les cél-lules a tubs de poliestire, es va realitzar el recompte
cel-lular (C.4.3.1).

Es van centrifugar a 300 x g durant 10 minuts. El sobrenedant es va descartar i es
va afegir 1 ml de PBS al pél-let resuspés.

Les cél-lules sense estimular i les estimulades amb LPS es van repartir en quatre
microtubs (250 pl/microtub). Les ceél-lules infectades es van repartir en dos
microtubs (500 pl/microtub).

Es van centrifugar a 500 x g durant 5 minuts. Es va descartar el sobrenedant i el
pel-let es va resuspendre.

Es va afegir 25 pl de I'anticos FcBlock diluit en PBS a una concentracio de 5 pg/ml.
Es va incubar en gel durant 15 minuts.

Es va afegir 25 pl de I'anticos anti-marcador de superficie o de I'anticos control
d’isotip, diluit en PBS a una concentracié de 5 pg/ml; excepte I'anticos anti-CD40 i
el control d’isotip corresponent, que es van utilitzar a una concentracié de 10 pug/ml,
i es va incubar en gel durant 30 minuts i protegit de la llum.

Les cel-lules tenyides es van centrifugar a 500 x g durant 5 minuts. Es va descartar
el sobrenedant i es va afegir 1 ml de PBS al pél-let resuspeés.

Es van tornar a centrifugar i rentar com al pas anterior (10).

Després de l'ultima centrifugacio, es va descartar el sobrenedant i el pél-let es va
resuspendre i traspassar a un tub de citometria en 300 ul de PBS.

Es van passar les cél-lules tenyides pel citometre FACSCalibur (BD) i es van
analitzar els resultats amb el software CellQuestPro.
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Taula C.4. Sumari dels anticossos utilitzats per a la deteccié dels receptors de superficie
cel-lular

Receptor Anticos Control d’isotip Procedéncia
MHC-I anti-IA® de ratolf 1gG2b, ¢ ratolf

CD40 anti-CD40 de ratoli IgG2a, « rata

CD80 (B7-1) anti-CD80 de ratoli 19G2, « hamster
CD86 (B7-2) anti-CD86 de ratoli IgG2a, « rata

Fcy 1/ anti-CD16/CD32 de ratoli* - rata

* mouse BD Fc Block™

Tots els anticossos i els seus controls d'isotip, excepte l'anti-CD16/CD32, estan marcats
fluorescentment amb ficoeritrina (PE).

Tots els anticossos i els seus controls d’isotip provenen de BD.

C.7.2.2.2. Detecci6 de la producci6 de citocines pels macrofags activats

Els macrofags J774 es van cultivar i infectar de la mateixa manera que s’ha
explicat a I'apartat anterior (C.7.2.2.1). Després de les 24 hores de cultiu es va recollir
el sobrenedant i es va conservar (C.4.4) per tal de mesurar la produccié de citocines
(C.4.6) i NO (C.4.5).

C.7.3. Macrofags derivats de medul-la 0ssia de ratoli (BMM)

C.7.3.1. Efecte directe dels micobacteris en les céel-lules tumorals de
ratoli

Per a estudiar I'efecte antitumoral directe dels micobacteris es van infectar les
cel-lules tumorals i posteriorment s’analitza la capacitat d’'inhibici6é cel-lular amb MTT.

També es va recollir el sobrenedant per a mesurar la producci6 de citocines mitjancant
ELISA.

Procediment

1. Es van dipositar 3 x 10* cél-lules en cada pou d’'una placa de cultiu de 48 pouets
(Nunc), en un volum de 400 pl de medi RPMI 1640 complet sense antibiotics. Es
van incubar tota la nit a 37°C en una atmosfera humida del 5% de CO,.

2. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, a una MOI de 10:1.
Els bacteris utilitzats en aquest estudi van ser: BCG, M. spp. i M. gastri.

3. Els efectes de la infeccio per part dels bacteris es va monitoritzar després de 24,
4872 hores.
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En tots els experiments es van realitzar en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules tumorals sense infectar com a control. Cada una de les infeccions es va
realitzar per triplicat en cada experiment, i els experiments van ser repetits com a
minim tres vegades.

C.7.3.2. Activaci6 dels BMM per part dels micobacteris

Els BMM es van cultivar i infectar tal i com es detalla a continuacié.
Posteriorment, es va recol-lectar el sobrenedant de cada cultiu (procediment explicat a
l'apartat C.4.4) i es va mesurar la produccié de citocines (procediment detallat a
l'apartat C.4.6).

Cultiu i infeccié dels BMM

1. Es van dipositar els BMM en una placa de cultiu de 48 pouets (Nunc), en una
concentracié de 2 x 10° BMM / pou en un volum de 400 pl. Les condicions de cultiu
han estat explicades anteriorment a I'apartat C.3.2.3.

2. Després dels 5-6 dies de cultiu i d’estar 24 hores sense el medi condicionat de les
cél-lules L929, es comptava amb una concentracié cel-lular corresponent a 1 x 10°
BMM / pou.

3. El procediment d’infeccié va ser com l'indicat a I'apartat C.4.2, a una MOI de 10:1.
Els bacteris utilitzats en aquest estudi van ser: BCG, M. spp. i M. gastri.

4. Es van utilitzar pous control als que es va afegir els seglients compostos com a
controls positius durant 24 hores:

= Pam;Cys-Ser-(Lys)4 trihnydrochloride (Pams) (Enzo Life Sciences) a una
concentracio de 1 pg/ml, com agonista del TLR2.

= LPS d’E. coli (Sigma) a una concentracié de 10 pg/ml, com agonista del
TLRA4.

= IFN-y (Mabtech) a una concentracié de 20 ng/ml, com control de viabilitat
cel-lular general, donat que el tipus d’estimulacio és independient dels TLR.

5. Les ceél-lules infectades es van incubar durant 24 hores a 37°C en una atmosfera
humida del 5% de CO, amb medi de cultiu complet sense antibiotics.

En tots els experiments es van realitzar en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules sense infectar com a control. Cada una de les infeccions es va realitzar per
triplicat en cada experiment, i els experiments van ser repetits com a minim tres
vegades.
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C.7.3.3. Citotoxicitat dels BMM activats front les cél-lules tumorals
de ratoli

Després de cultivar i infectar els BMM amb els micobacteris durant 24 hores, tal
i com s’ha explicat a I'apartat anterior (C.7.3.2), es va procedir al cultiu de les cel-lules

tumorals amb les PBMC activades o0 amb sobrenedant d’aquestes, tal i com es detalla
a continuacio:

Cultiu de les cél-lules tumorals amb els BMM activats

1. Esvarecaollir el sobrenedant dels BMM de cada pou en cultiu.

2. Es van dipositar 5 x 10° cél-lules MB49 en cada pou de la placa de cultiu dels BMM
activats, en un volum de 400 pl de medi RPMI 1640 complet. D’aquesta manera les
cel-lules estaven en una proporcié de 20:1 (BMM : MB49).

3. Els cultius es van incubar a 37°C en una atmosfera del 5% de CO, durant 24
hores.

4. Es va recollir el sobrenedant de cada pou. Les cél-lules adherides de cada pou es
van tripsinitzar (apartat C.3.3.3) i recollir en Eppendorfs. Els pous es van rentar
amb PBS per assegurar-nos de recuperar totes les cél-lules.

5. Finalment, es va recol-lectar el sobrenedant i es va guardar (C.4.4) per a mesurar
la produccié de citocines (C.4.6), i es va es va realitzar el recompte de les cel-lules
tumorals recuperades amb la cambra de Neubauer (C.4.3.1).

Cultiu de les cél-lules tumorals amb el sobrenedant dels BMM

1. Un dia abans d’iniciar 'experiment, es van dipositar 1,5 x 10* cél-lules MB49 en
cada pou d'una placa de 96 pouets (Nunc), en un volum de 200 pl per pou, diluides
en medi RPMI 1640 complet.

2. Es va recaollir el sobrenedant dels BMM en cultiu i es va centrifugar a 15000 x g
durant 20 minuts a 4°C.

3. Es va reemplacar el medi de les cél-lules tumorals pel sobrenedant centrifugat dels
BMM.

4. Els cultius resultants es van incubar a 37°C en una atmosfera del 5% de CO,
durant 48 hores.

5. Es va recollir el sobrenedant de cada pou. Les cél-lules adherides de cada pou es
van tripsinitzar (apartat C.3.3.3) i recollir en Eppendorfs. Els pous es van rentar
amb PBS per assegurar-nos de recuperar totes les cél-lules.

6. Finalment, es va analitzar la inhibici6 de les cel-lules tumorals recuperades
mitjancant el recompte amb la cambra de Neubauer (C.4.3.1).
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En tots els experiments es va realitzar, en paral-lel a les infeccions, cultius de
cel-lules tumorals sense infectar com a control. En cada experiment, cada una de les
infeccions es va realitzar per triplicat, i els experiments van ser repetits com a minim
tres vegades.

C.8. Analisi estadistic

En l'estudi comparatiu de lactivitat antitumoral directa entre les diferents
soques de BCG i els diferents micobacteris ambientals, es va utilitzar el test T-student
per a comparar els valors d’inhibicié de la proliferacié cel-lular, aixi com el nivell de
citocines obtingudes en els sobrenedants dels cultius de les linies tumorals de cancer
de bufeta infectats amb els micobacteris. Aquest estudi es va realitzar entre els valors
de les cél-lules control (no infectades) i de les cél-lules infectades amb els
micobacteris.

En l'estudi comparatiu de la supervivencia de les diferents soques de BCG i
dels diferents micobacteris ambientals dins de les cél-lules tumorals de bufeta i de la
linea de macrofags murins J774, es va utilitzar el test T-student per comparar el
nombre de cfu/pou en els cultius entre les diferents espécies micobacterianes i també
entre els diferents temps post-infeccio.

En l'estudi comparatiu de la resposta antitumoral directa entre els diferents
micobacteris vius i sotmesos als diversos tractaments, es va utilitzar el test T-student
per a comparar els valors d’inhibicié de la proliferacié cel-lular, aixi com el nivell de
citocines obtingudes en els sobrenedants dels cultius de les linies tumorals de cancer
de bufeta infectats amb els micobacteris. Aquest estudi es va realitzar comparant els
valors de les cel-lules control (no infectades) i de les cél-lules infectades amb els
diferents micobacteris, comparant els valors de les cél-lules infectades amb els
micobacteris vius i tractats, i comparant els valors de les cél-lules infectades amb els
diferents micobacteris i amb BCG viu.

En l'estudi comparatiu de l'efecte sinérgic de la MMC amb els diferents
micobacteris en les cél-lules tumorals de cancer de bufeta, es va utilitzar el test T-
student per a comparar els valors d’inhibicié de la proliferacié cel-lular, aixi com el
nivell de citocines obtingudes en els sobrenedants dels cultius. Aquest estudi es va
realitzar comparant els valors de les cél-lules control (no tractades) i de les cel-lules
infectades amb els micobacteris i tractades o no amb MMC, comparant els valors de
les cel-lules infectades amb els micobacteris i tractades o no amb MMC i de les
cel-lules infectades amb BCG viu, i comparant els valors de les cél-lules infectades
amb els micobacteris amb i sense MMC.

En I'estudi comparatiu de I'efecte directe de les citocines IL-6 i IL-8 en la linia
tumoral T24, es va utilitzar el test T-student per a comparar els valors d’inhibicié de la
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proliferacio cel-lular entre les cél-lules tractades amb les citocines i les cél-lules control
(no tractades).

En I'estudi comparatiu de la induccio de la caspasa 3 en la linia tumoral T24, es
va utilitzar el test T-student per a comparar el nivell d’expressié d’aquesta proteina en
els sobrenedants dels cultius de les cél-lules infectades amb els micobacteris i de les
cel-lules tractades amb els inductors de I'apoptosi (CMP i STP). Tamé es va utilitzar
aquest test per a comparar el percentatge de cél-lules de cada fase obtingut en
I'analisi del cicle cel-lular de les cél-lules infectades amb els micobacteris.

En l'estudi comparatiu de Il'activitat antitumoral indirecta entre els diferents
micobacteris ambientals, es va utilitzar el test T-student per a comparar els valors de
citotoxicitat directa i indirecta (mitjancant el sobrenedant), aixi com el nivell de citocines
obtingudes en els sobrenedants dels cultius de les PBMC i dels BMM, activats amb els
micobacteris, junt amb les cél-lules tumorals. Aquest estudi es va realitzar comparant
entre els valors de les cél-lules control (no activades) i de les cél-lules activades amb
els micobacteris, comparant els valors de les cel-lules activades amb els micobacteris
vius i tractats, i comparant els valors de les cél-lules activades amb els diferents
micobacteris i amb BCG viu.

Finalment, en I'estudi comparatiu de la inducci6 de I'expressié dels marcadors
d’activacié de superficie dels macrofags murins J774, es va fer servir el test T-student
per a comparar els nivells obtinguts en les ceél-lules infectades amb els micobacteris i
amb els nivells basals de les cel-lules control (no infectades).

Les diferencies es van considerar significatives quan p era <0,05.
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D. RESULTATS

D.1. Estudi de I'activitat antitumoral de diferents soques de
M. bovis BCG

D.1.1. Caracteritzacio fenotipica. Perfil lipidic i glicolipidic

En aquest treball s’han escollit tres soques evolutivament primerenques de
BCG: Russian, Moreau i Japan; i cinc soques tardanes: Danish, Glaxo, Tice,
Connaught i Phipps. Les diferents soques de BCG presenten a la seva paret cel-lular
diversos patrons d’'antigens (Fig. D.1), de manera que vam analitzar el patré lipidic i
glicolipidic de cada una d’elles.

Figura D.1. Genealogia i caracteristiques fenotipiques de les diferents soques de BCG.
L'any d'obtencié de cada soca s’hainclos com areferéncia. La dimensié horitzontal no
esta ala mateixa escala que les diferéncies genétiques

Mycobacterium

bovis

1:’:0?:1921 Antigens

W Soques de MPT64* MPT70* Metoxi- PDIM ~ PGL" MMT, DMT,
BCG BCG MPT83* micolat PIM, FL'

BCGE Russian = +++ + + + +

1524
Jf-ii\ BCG Moreau + 44 + S = +
-RD2

BCG Japan + Forers + & o +

ﬁ'm BCG Danish ; + ; » + ”
1954 BCG Glaxo 2 & = - . "

1934 BCG Tice - + - + . +
Gai BCG Connaught - + = + - +

W 1238 BCG Phipps - + - + + +

PDIM, dimicocerosats de tiocerol; PGL, fenol glicolipid; MPT64, MPT70, MPT83, proteines
antigeniques (MPT per M. tuberculosis, i el nombre que segueix indica la mobilitat relativa
durant l'electroforesi en gel de poliacrilamida no desnaturalitzant); MMT, monomicolat de
trealosa; DMT, dimicolat de trealosa; PIM, fosfatidilinositolmanosids; FL, fosfolipids.

% (Liu, 2009)
* Fig. D.2-D.5 d’aquest treball.
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Tal i com es pot observar a la figura D.2, les espécies primerenques van
presentar un mateix contingut d’acids micolics: alpha- (a-), metoxi- i ceto-micolat;
mentre que les soques tardanes mostraren la perdua del metoxi-micolat, presentant un
patr6 format per només I'a- i ceto-micolat.

Figura D.2. CCF dels acids micolics
de les soques de BCG

(1) Russian,
(2) Moreau,
(3) Japan,

(4) Danish,

(5) Glaxo,

(6) Tice,

(7) Connaught,
(8) Phipps.

La placa va ser eluida tres vegades
amb hexa/dietil eter (85:15, v/v), i
revelada amb acid fosfomolibdic al 10%
(p/v) en etanol.

|, a-micolat;
I, metoxi-micolat;
IV, ceto-micolat.

L] ] ® - L]

L B B B S B B
$ 5. %99 £ . 5 3 }
1 2 3 4 5 [ T B

Respecte al contingut de lipids i glicolipids (Fig. D.3 i D.4), es va detectar la
preséncia de PDIM i PGL als extractes de les soques Russian, Danish, Connaught i
Phipps. En canvi, aquests dos compostos no es van detectar a les soques Japan,
Moreau i Glaxo. BCG Tice va ser I'inica soca analitzada que va mostrar un patré
diferent, ja que va presentar PDIM, pero no PGL.

Als extractes de totes les soques de BCG analitzades es va detectar la
preséncia de DMT, MMT, PIM i fosfolipids (Fig. D.5), de manera que el contingut
d’aquests compostos no mostrava diferéncies entre les espécies primerenques i
tardanes analitzades.
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Figura D.3. CCF-2D del PDIM de I'extracte cru de les soques de BCG

T -

ok =
- _ >

P

5 EF"H ?I'h "u ‘
Rt 4 4

1 | F

Russian (1), Moreau (2), Japan (3), Danish (4), Glaxo (5), Tice (6), Connaught (7) i Phipps (8).
PDIM, dimicocerosat de tiocerol

La placa va ser eluida tres vegades amb éter de petroli/acetat d'etil (98:2, viv) i eter de
petroli/acetona (98:2, v/v) una vegada en una segona direccié. Va ser revelada amb acid
fosfomolibdic al 10% (p/v) en etanoal.

Cloratormi metanocd (#4:5, v x 1 Figura D.4. CCF del PGL de
: I'extracte cru de les soques de
BCG.

' “ (1) Russian,

(2) Moreau,

(3) Japan,

(4) Danish,

(5) Glaxo,

(6) Tice,

(7) Connaught,

(8) Phipps,

paL | PoL (9) PGL purificat de M. canetti.
PGL

paL p PGL, fnol glicolipid

PaL La placa va ser eluida amb

cloroform/metanol (95:5, viv) i es va
revelar amb antrona a I'1% (p/v) en
acid sulfdric.
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Figura D.5. CCF del DMT i del MMT (A), dels PIM (B), i dels FL (C) de I'extracte cru de les
soques de BCG

A, B. G,
(8 T s miafaam el T Ulnisiniom et algis
: mll::-:‘i : 2 # . ¥ '*‘.._:5:1.."! p.ag!-;‘-.l.l\r'\.-'n-|I|
oMT
AT e
=
i
8 . W i & " '] # . e o b - L L L
12 3 45 67 8 ¢ T ¥ 4 > & F B 1 2 3 4 % & T B

Russian (1), Moreau (2), Japan (3), Danish (4), Glaxo (5), Tice (6), Connaught (7), Phipps (8) i
DMT i MMT purificats de M. tuberculosis H37Rv (9).

DMT, dimicolat de trealosa; MMT, monomicolat de trealosa; PIM, fosfatidilinositolmanosid, FL,
fosfolipids.

La placa (A) va ser eluida amb cloroform/metanol/aigua (30:8:1, v/v) i es va revelar amb
antrona a I'1% (p/v) en acid sulfuric.

La placa (B) va ser eluida amb cloroform/metanol/aigua (60:35:8, v/v) i es va revelar amb
antrona a I'1% (p/v) en acid sulfuric.

La placa (C) va ser eluida amb cloroform/metanol/aigua (60:35:8, viv) i es va revelar amb
Dittmer.

D.1.2. Capacitat d’'inhibir la proliferaci6 de les cel-lules
tumorals

La inhibici6 de la proliferacié cel-lular es va analitzar a diferents temps i a
diferents MOls. Tal i com mostra la figura D.6, 'activitat anti-proliferativa dels BCG va
ser temps i MOI dependent. De totes maneres, I'efecte antitumoral de cada soca de
BCG es va mostrar diferent segons la linia cel-lular estudiada.

En la linia tumoral T24 (Fig. D.6 A), totes les soques de BCG induiren una forta
inhibicié a partir de les 24 hores després de la infeccio; excepte Glaxo, amb la qual
aquest efecte s'observa a partir de les 48 hores. El nivell maxim d’inhibicié de la
proliferacié cel-lular en aquestes cel-lules, es va detectar 72 hores després de la
infecci6. En canvi, en el cas de la linia J82 (Fig. D.6 B), el nivell maxim d’inhibici6 del
creixement cel-lular es va detectar a les 120 hores post-infeccié, mentre que en les
cel-lules RT4 (Fig. D.6 C) va ser a les 72 hores. En les tres linies tumorals, es va
analitzar la inhibici6 de la proliferacié cel-lular a temps superiors als indicats, arribant a
les 96 hores amb les linies T24 i RT4 i a les 144 hores amb la J82, perd no es van
detectar valors d’inhibici6é superiors (dades no mostrades).
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En els tres tipus cel-lulars, els nivells més elevats d’inhibicié de la proliferacié
cel-lular, tal i com es mostra a la figura D.6 a, b i ¢, van estar utilitzant la MOI de
12,5:1. Es van infectar els cultius cel-lulars amb MOIs més elevades, arribant fins a
62,5:1, pero en cap de les tres linies tumorals es va detectar un increment de la
inhibicié cel-lular (dades no mostrades).

Comparant les diferents soques de BCG, les que van mostrar una major
capacitat d'inhibir la proliferaci6 de les cél-lules T24 (Fig. D.7) van ser les tres
espécies primerenques, Russian, Moreau i Japan, i I'espécie tardana, Connaught; amb
valors d'inhibicié del 43-50%. En canvi, BCG Glaxo i Phipps van ser les menys
eficaces per disminuir la viabilitat d’aquestes cel-lules, mostrant valors d’inhibicié del
27% aproximadament. Aquestes dues Ultimes soques mostraren una capacitat
citotoxica significativament diferent respecte de les altres soques analitzades (p
<0,05), excepte respecte de la Tice.

En la linia cel-lular J82 (Fig. D.7), les espécies Russian i Connaught sén les
que van induir un major efecte inhibitori del creixement tumoral, amb valors d’inhibicié
del 40-45%. Per contra, Glaxo i Tice van ser les menys eficaces, mostrant valors del
31% d'inhibicié. En aquest cas, BCG Connaught va ser I'inica espécie que mostra un
efecte antitumoral significativament diferent a la resta (p <0,05), excepte respecte de
Russian.

Finalment, en les cél-lules RT4 (Fig. D.7), totes les espécies de BCG van induir
nivells similars d’inhibicié de la proliferacié (18-22%) a les 72 hores post-infeccio;
excepte Danish i Glaxo, les quals van mostrar nivells d’inhibici6 inferiors a la resta (13-
14%). BCG Glaxo mostra valors anti-proliferatius estadisticament diferents (p <0,05)
respecte de Russian, Moreau, Tice i Phipps.
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Figura D.6. Inhibicio del creixement de les cél-lules tumorals per BCG o E. coli a diferents
temps post-infeccio (A, B i C)i adiferents MOl (a, b i c)
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Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte a les cél-lules control (no
infectades). Cada punt representa el promig + desviacié estandard (SD) dels triplicats dels
cultius. Les dades s6n representatives d'un de tres experiments independents.
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Figura D.7. Efecte de les diferents soques de BCG i de E. coli (MOI 12,5:1) en el
creixement de les ceél-lules tumorals després de 72 hores en les linies T24 i RT4, i de 120
hores en la J82

110 4

1 Control
=== E coN
B Russian
B Japan
B Moresu
Emm Danish
. Glaxo
BN Tice

R Connaught
N Phipps

% viabilitat

T24 Ja2 RT4

Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte al control (cél-lules no
infectades). Cada punt representa el promig £ SD dels triplicats dels cultius. Les dades son
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p <0,05 vs altres soques de BCG

D.1.3. Capacitat d’induir la produccio de citocines i NO en les
cel-lules tumorals

En les linies tumorals T24 i J82, totes les soques de BCG analitzades van ser
capaces d'induir la producci6 de IL-8 (Fig. D.8 A). Els nivells induits pels micobacteris
van ser significativament superiors als produits per les cel-lules constitutivament (p
<0,05), excepte en els casos de les soques Glaxo i Tice en la linia J82. Les soques de
BCG Russian i Connaught van induir els nivells més elevats de IL-8 en aquests dos
tipus cel-lulars.

Igual que en el cas anterior, les cél-lules RT4 (Fig. D.8 A) infectades amb les
diferents soques de BCG també van produir nivells de IL-8 superiors als produits per
les cél-lules no infectades (p <0,05), excepte amb BCG Glaxo.

Apart de I'IL-8, les cél-lules T24 i J82 produeixen constitutivament IL-6 (Fig. D.8
B), pero la infeccié d’aquestes cél-lules amb les diferents soques de BCG incrementa
significativament els nivells d’aquesta citocina (p <0,05). Les espécies Russian i
Connaught van ser les més eficaces en induir la produccié d’IL-6 en la linia T24, i
aquestes dues, juntament amb la Phipps, en la J82. Per contra, Glaxo i Tice van induir
els nivells més baixos d'aquesta citocina en les dues linies tumorals. Cap BCG va ser
capac d'induir la produccié de IL-6 en la linia RT4 (Fig. D.8 B).
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El control negatiu, E. coli, indui la produccié de IL-8 i IL-6 en les tres linies
tumorals analitzades. En el cas de la RT4, E. coli va induir la producci6 de valors de IL-
8 superiors als obtinguts amb les diferents soques de BCG (p <0,05).
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Figura D.8.
Producci6 d’'IL-6 i
IL-8 per les
cel-lules de cancer
de bufeta
estimulades amb
les diferents
soques de BCG i
E. coli (MOl 12,5:1)
i sense estimular
(control), durant 72
hores en les linies
T24i RT4,i 120
hores en la J82

Els resultats estan
expressats com el
promig + SD dels
triplicats dels cultius.
Les dades son
representatives d’'un
de tres experiments
independents.

* p <0,05 vs control

En cap cas es va detectar la produccié de TNF-a i de NO en els cultius.

D.1.4. Supervivencia de les soques de BCG dins les ceél-lules

tumorals

Tal i com s’observa a la figura D.9, totes les soques de BCG analitzades van
ser capaces d'internalitzar-se dins de les cel-lules T24 a les tres hores després de la

infeccio.
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El nombre de bacteris que es va detectar a l'interior cel-lular, a les tres hores de cultiu,
va ser similar entre les diferents soques de BCG (p >0,05). En canvi, a partir de les 24
hores el nombre de cfu va variar segons les diferents BCGs (dades no mostrades), i a
les 72 hores post-infeccid, els valors de supervivéncia intracel-lular de les espécies
Tice i Moreau van ser inferiors a la resta (p <0,05; excepte respecte de Glaxo i
Connaught).

L’dnica soca de BCG que va mostrar una disminucié intracel-lular en el temps,
estadisticament significativa (p <0,05) va ser Japan. Aquest comportament es va
observar a partir de les 24 hores i es va mantenir a les 48 i 72 hores de cultiu, encara
gue a la figura D.9 només es mostra les dades de les 3 i 72 hores.

Figura D.9. Viabilitat de les soques de BCG dins la liniatumoral T24 ales 3i 72 hores
després de lainfeccié (MOI 10:1)
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Els resultats estan expressats com el promig del nombre de cfu/pou £ SD de tres experiments
independents.

* p <0,05 vs altres soques de BCG, excepte de Glaxo i Connaught
%p <0,05 vs 3 72 hores de cultiu
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D.2. Estudi de [l'activitat antitumoral de diferents
micobacteris ambientals

D.2.1. Caracteritzacio fenotipica. Perfil lipidic i glicolipidic

Cada espécie micobacteriana presenta un patr6 determinat de lipids i
glicolipids de la paret cel-lular, els quals resulten essencials tant per estudis
taxonomics, com per la funcié que poden desenvolupar a la cél-lula. Per aquest motiu
es va extreure i comparar el patr6 de lipids i glicolipids dels diferents micobacteris
escollits.

Tal i com es pot observar a les figures D.10 i D.11, BCG i M. gastri van ser els
Unics micobacteris (com s’havia descrit) dels escollits que van presentar PDIMs i
PGLs. Per altra banda, als extractes de tots els micobacteris analitzats es va detectar
la preséncia de PIM i fosfolipids (Fig. D.12), DMT i MMT (dades no mostrades).

Figura D.10. CCF-2D del PDIM de I'extracte dels micobacteris
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M. gastri (1), M. spp. (2), BCG Connaught (3), M. hiberniae (4), M. confluentis (5) i M.
mageritense (6).

PDIM, fosfatidilinositolmanosid

La placa va ser eluida tres vegades amb éter de petroli/acetat d'etil (98:2, viv) i eter de
petroli/acetona (98:2, v/v) una vegada en una segona direccié. Va ser revelada amb acid
fosfomolibdic al 10% (p/v) en etanol.
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Cloroform { metanal (95:5, wiv) x 1

PGL

-

PGL
.

Figura D.11. CCF del PGL de
I’extracte cru dels micobacteris

(1) M. gastri,

(2) M. spp.,

(3) BCG Connaught,

(6) M. hiberniae,

(7) M. confluentis,

(8) M. mageritense,

(9) PGL purificat de M. canetti.

PGL, fenol glicolipid

La placa va ser eluida amb
cloroform/metanol (95:5, viv) i es va
revelar amb antrona a I'1% (p/v) en acid
sulfuric.
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Figura D.12. CCF dels PIM (A) i dels FL (B) de I'extracte cru dels micobacteris
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M. gastri (1), M. spp. (2), BCG Connaught (3), M. hiberniae (4), M. confluentis (5) i M.
mageritense (6).

PIM, fosfatidilinositolmanadsids; FL, fosfolipids.

La placa (A) va ser eluida amb cloroform/metanol/aigua (60:35:8, v/v) i es va revelar amb
antrona a I'1% (p/v) en acid sulfuric.

La placa (B) va ser eluida amb cloroform/metanol/aigua (60:35:8, v/iv) i es va revelar amb
Dittmer.

Respecte a I'analisi dels acids micolics, després de la seva extraccié mitjancant
la metanolisi alcalina, cada micobacteri va presentar un patré diferent, excepte les dos
variants de morfologia colonial de M. vaccae (Fig. D.13). Tots els patrons obtinguts
van correspondre amb els ja descrits per altres autors, amb la excepcié de M.
confluentis.
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Figura D.13. CCF
dels acids micolics
L] - dels micobacteris

(1) BCG Connaught,
- . (2) M. spp.,
. . . . - (3) M. confluentis,

(4) M. gastri,

(5) M. hiberniae,
(6) M. mageritense,
(7) M. vaccae (S),
(8).M. vaccae (R).

La placa va ser eluida
tres vegades amb
hexa/dietil eter (85:15,

Hexa | eter etilic (B5:15, wiv)

VvIv), i revelada amb
1 . I I . acid fosfomolibdic al
! ' ' e 1 .' R 10% (p/v) en etanol.

" : n® ne I, a-micolat;

Y ‘ W . I, a’-micolat;

I, metoxi-micolat;

IV, ceto-micolat;

V, epoxi-micolat;
' | VI, carboxi-micolat.

Vi

L] . L] .
i i i 4 4 ] ' i
1 2 3 4 5 ] T B

D.2.1.1. Analisi del patro d’acids micolics de M. confluentis

D.2.1.1.1. Analisi per CCF i CCF-2D

Segons els resultats obtinguts, el contingut d'acids micolics, extrets per
metandlisi alcalina de M. confluentis va ser: a- i epoxi-micolat. Aquest patr6 no va
coincidir amb el ja descrit per altres autors, on apareixia el ceto- en lloc de I'epoxi-
micolat. Per aquest motiu, vam realitzar paral-lelament una extracci6 dels acids
micolics mitjancant la metanolisi acida. Apart de M. confluentis, vam escollir M.
smegmatis i M. phlei per presentar I'acid micolic tipus V, i BCG Connaught per
presentar el tipus IV en el seu patr6 de micolats. Els extractes d'aquests tres
micobacteris es van utilitzar com a controls i es van fer correr en paral-lel amb el de M.
confluentis en la placa de CCF.

A la figura D.14, a les linies 1-4 corresponents als micolats extrets per

metanolisi alcalina, podem observar com I'acid micolic tipus V (epoxi-micolat) va correr
a una distancia molt similar a la del tipus IV (ceto-micolat), de manera que es podien
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confondre facilment. En canvi, amb la metanolisi acida (linies 5-8), I'acid micolic tipus
V, al contrari que el IV, es va trencar i va deixar de ser visible (Taula D.1).

- hexa/éteretilic (85:15, ﬂE i

Te s & o

A BELIRLES ST Il B

’ B
vl \.r. w . v

Figura D.14. CCF
dels acids micolics
dels micobacteris
otinguts per
metanolisi alcalina
0 acida

(115) M. smegmatis,
(21 6) M. confluentis,
(3i17) M. phlei, (41 8)
BCG Connaught,
obtinguts per
metanolisi alcalina
(1-4) o per metandlisi
acida (5-8).

La placa va ser
eluida tres vegades
amb hexa/dietil eter
(85:15, v/v), i
revelada amb acid
fosfomolibdic al 10%
(p/v) en etanol.

|, a-micolat;

Il, o’-micolat;

"I, metoxi-micolat;
IV, ceto-micolat;

V, epoxi-micolat;

VI, carboxi-micolat.

Quan aquests extractes es van analitzar per CCF-2D (Fig. D.15), el resultat va
ser el mateix: la taca corresponent a I'acid micolic tipus V era visible quan procedia de
I'extraccié per metanodlisi alcalina (Fig. D.15 A i B), perd desapareixia quan procedia
de la metanolisi acida (Fig. D.15 a i b); en canvi la taca corresponent al micolat tipus

IV era visible en tots dos casos (Fig. D.15 C i c¢).

Com a resultat de la metandlisi acida I'epoxi-micolat es trenca donant lloc a
components de cadena llarga més polars (derivats dihidroxi i hidroximetoxi). Aquests
compostos es van poder visualitzar clarament a la CCF-2D (Fig. D.15).
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Figura D.15. CCF-2D dels acids micolics dels micobacteris obtinguts per metanalisi

alcalina o acida

A

81
Ve 1

v .

v-mumrm 55
[ bilipe | acetona (B7:3), viv) X

”, -

-

(Aia) M. smegmatis,
(B i b) M. confluentis,
(Cic) M. phlei,
obtinguts per
metanolisi alcalina
(A, BiC) o per
metanolisi acida (a, b
i C).

La placa va ser
eluida tres vegades
amb éter de petroli
(b.p. 60-
80°C)/acetona (95:5,
vIV) en una primera
direccid, seguida per
una unica elucié amb
tolué/acetona (97:3,
vIV) en una segona
direccié. Es va
revelar amb acid
fosfomolibdic al 10%
(p/v) en etanol.

|, a-micolat;

Il, o’-micolat;

I, metoxi-micolat;
IV, ceto-micolat;

V, epoxi-micolat;
VI, carboxi-micolat;

E, alcohol de cadena
llarga (2-eicosanol i
homolegs);

X, components
derivats dels
epoximicolats per la
metanolisi acida.

Per una altra banda, els extractes obtinguts per metandlisi alcalina es van

analitzar per CCF amb diclormeta com eluent.

En aquest cas, les taques

corresponents als acids micolics tipus IV i V presentaven una mobilitat diferent, de

manera que es podien diferenciar entre ells. Perd, amb aquest sistema d’elucio, I'acid
micolic tipus IV tenia la mateixa mobilitat que el tipus lll, detectant-se com una Unica
taca quan formaven part del mateix patr6, com en el cas de BCG Connaught. (Fig.

D.16 i Taula D.1).
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Figura D.16. CCF dels acids micolics dels
micobacteris obtinguts per metanolisi alcalina

(1) M. smegmatis,
(2) M. confluentis,
(3) M. phlei,

i (4) BCG

La placa va ser eluida una vegada amb diclormeta
(100%). Es va revelar amb acid fosfomolibdic al 10%
(p/v) en etanol.

|, a-micolat;

Il, o’-micolat;

. [l + IV, metoxi- + ceto-micolat;
V, epoxi-micolat;

VI, carboxi-micolat.

Wl
]
' )
‘ i i
1 2 4

Taula D.1. Valors Rf dels diferents acids micolics de les CCF analitzades

Acid micolic Valors Rf
Metanolisi acida® Metanolisi alcalina®
Hexa/dietil eter Hexa/dietil eter Diclormeta
(85:15, v/v)°® (85:15, v/v)°® (100%)®
| 0,43-0,44 0,44-0,45 0,37-0,39
Il 0,38 0,40 0,33
1 0,39 0,41 0,29
v 0,31-0,33 0,35 0,27-0,29
\% - 0,31 0,21
VI 0,23 0,23 0,18
I, a-micolat; Il, a’-micolat; Ill, metoxi-micolat; IV, ceto-micolat; V, epoxi-micolat; VI, carboxi-
micolat.

Rf, factor de retardament. El Rf de cada taca de la placa de CCF va ser calculat aplicant la
seglient equacio: distancia recorreguda per I'acid micolic dividida per la distancia recorreguda
pel front del solvent.

2 procediment d’extracci6 dels acids micolics; °, sistema d'elucié de la placa de CCF.
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D.2.1.1.2. Analisi per RMN

La preséncia de I'acid micolic tipus V a la paret de M. confluentis es va
confirmar per espectroscopia de RMN. Aquests analisis es van realitzar a partir de les
tagues corresponents als acids micolics tipus V de M. smegmatis i M. confluentis, i
tipus IV de BCG Connaught, de la placa de CCF on es van analitzar (Fig. D.14).

A la figura D.17 A es pot observar I'espectre de prot6 (*H-RMN) de I'acid
micolic aillat de la taca corresponent al tipus V de M. smegmatis de la placa de CCF
(Fig 14, linia 1). A l'espectre s'observa un doblet de triplets a 2,72 ppm (constants
d’acoblament, J, 5,6 i 2,2 Hz) corresponent als protons del grup epoxi (Dinadayala,
2003). També es va detectar un pic analeg dels analits aillats de la taca corresponent
a I'acid micolic tipus V de M. confluentis (Fig D.17 B). En el cas de I'espectre de I'acid
micolic tipus IV de BCG (Fig D.14, linia 4), que es mostra en la figura D.17 C, no es
van observar senyals de protons del grup epoxi. A més, es va detectar un multiplet a
2,51 ppm corresponent a un proté metinic adjacent al grup ceto, i un doblet a 1,06 ppm
(J, 6,9 Hz) corresponent a un grup metil unit al grup metinic anterior (Watanabe, 1999).
L'assignacido d’aquests pics es va corroborar mitjancant experiments de RMN
bidimensionals (correlacions *H-'H COSY i *H-*C HSQC).

Addicionalment, a la mostra de M. confluentis es van detectar unes senyals
corresponents a protons etilénics (5,34 i 5,24 ppm) junt a les del grup metilé adjacents
al doble enllag (2,01 ppm). A la mostra de BCG es van observar senyals
caracteristiques d’anells ciclo-propil substituits en cis (0,65, 0,57 i -0,33 ppm). En tots
els casos es van identificar les senyals tipiques dels acid micolics, com el singlet metil
éster (3,72 ppm), el protd B-carboxilic (3,66 ppm), el protd a-carboxilic (2,44 ppm),
cadenes de metile (1,27 ppm, ampla), i grups metil terminals (0,89 ppm, triplet); els
guals s’indiquen a la figura D.17 C com a exemple.
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Figura D.17. Espectre ‘*H NMR dels metil ésters purificats
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Tipus V de M. smegmatis (fig. D.17, linia 1) (A), tipus V de M. confluentis (fig. D.17, linia 2) (B) i
tipus IV de BCG Connaught (fig. D.17, linia 4) (C).

L’espectre es va adquirir a 298,0 K i a un camp magnetic de 600 MHz.

D.2.2. Estudi de I'activitat antitumoral directa

D.2.2.1. Estudi amb micobacteris ambientals vius

D.2.2.1.1. Inhibicio de la proliferaci6 de les cél-lules tumorals

La inhibici6 de la proliferacié cel-lular es va analitzar a diferents temps i a
diferents MOIls. Com mostra la figura D.18, I'activitat citotoxica dels micobacteris va
ser temps- i MOI-dependent. De totes maneres, aquest efecte antitumoral va ser
diferent segons I'espécie micobacteriana utilitzada i el tipus cel-lular analitzat.

Com podem observar a la figura D.18 A, B i C, tots els micobacteris amb
capacitat citotoxica van mostrar una inhibici6 maxima a una MOI de 12,5:1. Es van
utilitzar, en les tres linies tumorals, dosis d'infecci6 més elevades a les indicades,
arribant fins a una MOI de 62,5:1, pero els resultats obtinguts van ser similars als
observats a dosis més baixes (dades no mostrades).

Posteriorment, es va analitzar la proliferacié dels cultius, infectats amb els
micobacteris, a diferents temps post-infeccié. En la linia cel-lular T24 (Fig. D.18 a) es
va detectar el maxim valor d’inhibicié de la proliferacié a partir de les 48 hores de la
infecci6. En canvi, en les linies tumorals J82 i RT4, els valors maxims es van observar
a partir de les 120 i 72 hores, respectivament (Fig. D.18 b i c¢). Encara que es va
analitzar la proliferacio cel-lular a temps superiors (96 hores en les linies tumorals T24
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i RT4, i 144 hores en la J82), no es va detectar cap increment de la inhibicié (dades no
mostrades).

A la figura D.19 es mostren els resultats obtinguts a una MOI de 12,5:1 i a les
72 hores post-infeccié en les linies T24 i RT4, o a les 120 hores en el cas de la J82.
Podem destacar que en les linies cel-lulars T24 i J82, d'entre tots els micobacteris
estudiats, M. spp. juntament amb M. vaccae (S) es van comportar de manera similar a
BCG arribant a valors d'inhibicié del 40%, aproximadament. En canvi, en la linea
cel-lular RT4, la capacitat d'inhibicid de la proliferacié cel-lular de M. spp. (34 £ 1%
d’inhibici6) va ser superior a I'observada amb BCG i M. vaccae (S) (28 + 2% i 19 + 4%,
respectivament). En aquesta linia cel-lular, BCG, M. spp. i M. vaccae (S) s6n els Unics
en presentar diferéncies significatives respecte del control (p< 0,05).

Els micobacteris M. confluentis, M. gastri, M. hiberniae i M. mageritense van
mostrar diferéncies significatives respecte del control positiu, BCG, en les tres linies
cel-lulars (p <0,05), amb valors d’inhibicié inferiors.

El micobacteri que va mostrar una menor capacitat antiproliferativa en les tres
linies cel-lulars va ser M. gastri (3-6% d'’inhibici6). En la linia RT4, M. mageritense i M.
hiberniae van presentar valors d’inhibicié igual de baixos que M. gastri.

El control negatiu, E. coli, no va inhibir el creixement tumoral de cap de les tres
linies cel-lulars. A més, aquest bacteri junt a M. gastri van ser els Gnics que no van
mostrar diferéncies significatives respecte al control (cél-lules sense infectar) en cap
de les tres linies tumorals analitzades.
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Figura D.18. Inhibicio del creixement de les ceél-lules tumorals pels diferents micobacteris
o E. coli adiferents MOI (A, B i C)i a diferents temps post-infeccid (a, b i c)
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Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte de les cél-lules control (no
infectades). Cada punt representa el promig £ SD dels triplicats dels cultius. Les dades son
representatives d’'un de tres experiments independents.
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Figura D.19. Efecte dels diferents micobacteris i d’E. coli (MOI 12,5:1) en la proliferacio
tumoral després de 72 hores en les linies T24 i RT4, i de 120 hores en la J82
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- = M. spp.
40 - M. confTuentis
N M. gastri
M. hiberniae
20 - [ M. mageritense
EE M. vaccae (R)
[ M. vaccae (5)
0
T24 JB2 RT4

Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte al control (cel-lules no
infectades). Cada columna representa el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades s6n
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p <0,05 vs control (cél-lules sense infectar)
% p <0,05 vs BCG

D.2.2.1.2. Inducci6 de la produccié de citocines i NO en les ceél-lules
tumoralsVam poder observar una relacié directa entre 'augment de la produccié de
les citocines i el temps d’incubacié dels cultius (Fig. D.20), i entre la producci6 de les
citocines i les MOI utilitzades per a infectar els cultius (dades no mostrades).
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Figura D.20. Producci6 d’'IL-8 per la linia tumoral J82 estimulada amb els diferents
micobacteris i E. coli (MOI 12,5:1) i sense estimular (control), durant diferents temps
post-infecci6 (24, 72i 120 hores)
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Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades sén
representatives d’'un de tres experiments independents.

En la figura D.21 podem observar com la produccié de citocines va variar
segons els bacteris utilitzats i la linia cel-lular estudiada.

Tots els micobacteris van induir la produccié d'IL-8 en les tres linies tumorals (p
<0,05 respecte al control (cel-lules sense infectar), excepte M. mageritense i M. gastri
en les linies J82 i RT4, i M. hiberniae en la linia RT4). Comparant els diferents
micobacteris amb BCG, podem observar que M. spp. i M. vaccae (S) van mostrar un
comportament similar a BCG en les linies tumorals T24 i J82, és a dir, van induir la
produccio IL-8, encara que menys que BCG, pero destacant per sobre de la resta de
micobacteris avaluats. En canvi, en la linia RT4, BCG va induir una producci6 d’IL-8
per sobre de la resta de micobacteris, sent M. spp. el segon en mostrar aquesta
capacitat (Fig. D.21 A).

En la linia tumoral RT4 no es va detectar produccié de IL-6. En canvi, tots els
micobacteris van ser capacos d’induir la produccié d’lIL-6 (Fig. D.21 B) en les linies
tumorals T24 i J82 (p <0,05 respecte al control (cél-lules sense infectar), excepte M.
mageritense en la linia J82). A l'igual que en el cas anterior, M. spp. i M. vaccae (S)
van induir una produccié d’IL-6 menor que BCG, perdo superior a la resta de
micobacteris estudiats, mostrant un comportament similar a BCG.

El control negatiu, E. coli, tal i com s’observa a la figura D.21, també va ser
capac d’induir la produccio de IL-6 i IL-8 en les linies tumorals estudiades. En la linia
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RT4, la infeccié amb E. coli va induir una elevada producci6 de IL-8, sent superior a la
induida per BCG.

Cap de les tres linies cel-lulars amb o sense estimul (infeccid) va produir TNF-a
i NO.

Figura D.21. Produccio d’IL-8 (A) i IL-6 (B) per les cél-lules de cancer de bufeta
estimulades amb els diferents micobacteris i E. coli (MOI 12,5:1) i sense estimular
(control), ales 72 hores en les linies T24 i RT4,i ales 120 hores en la J82
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Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades s6n
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p <0,05 vs control (cél-lules sense infectar)
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D.2.2.2. Supervivencia dels micobacteris dins les cel-lules tumorals

Tots els micobacteris analitzats i el control negatiu, E. coli, van ser capagos
d’internalitzar-se dins les cél-lules tumorals T24 després de tres hores de cultiu, encara
gue el nombre de cfu va ser inferior a l'inicial (p <0,05).

M. spp. i M. vaccae (S), a diferéncia de la resta dels bacteris estudiats, van
deixar de ser viables dins les cél-lules T24 a les 24 hores post-infeccié (p <0,05;
respecte a les 3 hores de cultiu). EI nombre de cfu de M. vaccae (R) va disminuir
progressivament a les 24 i 48 hores, fins desaparéixer a les 72 hores (p >0,05). La
resta de micobacteris i E. coli van mantenir-se viables dins les cél-lules després de 72
hores, encara que el nombre de cfu va dismunir (p <0,05), excepte en el cas de BCG
(p >0,05). Aquests resultats es poden observar a la figura D.22.

A les 72 hores del cultiu, no es van observar diferéncies significatives entre E.
coli, M. hiberniae, M. mageritense i BCG.

Figura D.22. Viabilitat dels bacteris dins de les cél-lules T24 a les 3, 24, 481 72 hores
d’infeccié del cultiu (MOI 12,5:1)
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Els resultats estan expressats com el promig del nombre de cfu/pou £ SD de tres experiments
independents.

* p <0,05 vs 3 hores de cultiu
% p <0,05 vs BCG
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D.2.2.3. Comparaci6o de [I'activitat antitumoral directa dels
micobacteris vius i morts

Tal i com s’ha explicat a la introduccié, la utilitzacié6 de BCG viu en pacients
comporta una possible infeccié per aquest microorganisme. Degut a I'avantatge que
podria suposar la terapia amb bacils no viables, es va estudiar la capacitat antitumoral
directa dels micobacteris morts mitjancant diferents tipus de tractament de calor o
radiacio.

Per a aquest estudi es va escollir M. spp., ja que va presentar un comportament
similar a BCG als assajos anteriors, inclis millor en algun dels cultius cel-lulars. BCG
es va utilitzar com a control positiu, i E. coli i E. faecalis com a controls negatius.

D.2.2.3.1. Viabilitat dels micobacteris sotmesos als diferents tractaments

Després de sotmetre les suspensions bacterianes als diferents tractaments de
calor i radiacié, es va avaluar la viabilitat dels microorganismes, obtenint diferents
resultats segons el tractament aplicat (Taula D.2).

Amb el tractament a 121°C durant 15 minuts i 80°C durant 30 minuts, no es van
obtenir bacteris viables. En canvi, quan es van sotmetre a 60°C durant 30 minuts, els
bacteris mantenien la seva viabilitat, encara que amb valors inferiors als no tractats.

Per una altra banda, tots els bacteris que es van sotmetre a les diferents dosis
de radiaci6 gamma (5, 15 i 25 kGy) no van ser viables. Per contra, el tractament amb
radiaci6 UV va fer disminuir la viabilitat bacteriana de 3 a 6 ordres de magnitud
depenent del bacteri.

Taula D.2. Valors de viabilitat, expressats en cfu/ml, dels diferents bacteris tractats

Tractament M. spp. BCG E. coli E. faecalis
Viu 3,05 x 10° 1,36 x 10° 2 x 10’ 4,85 x 10’
121°C, 15 minuts 0 0 0 0
80°C, 30 minuts 0 0 0 0
60°C, 30 minuts 8,25 x 10° 2,55 x 10° 3x 10 1,53 x 10°
5 kGy 0 0 0 0

15 kGy 0 0 0 0

25 kGy 0 0 0 0

UV, 20 minuts 3,62 x 10° 6,52 x 10° 5 3x 10"
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D.2.2.3.2. Capacitat antiproliferativa dels micobacteris, tractats amb calor i
radiacio, en les cél-lules tumorals

En la figura D.23 podem observar com BCG i M. spp. van ser capacos d’inhibir
el creixement de les cél-lules tumorals (p <0,05; respecte les cél-lules sense infectar),
tant vius com sotmesos als diferents tractaments, amb valors d’inhibicié del 30-50%. A
més, no es van trobar diferéncies significatives (p >0,05) entre els bacteris tractats i els
seus respectius no tractats en les linies T24 i RT4. Cap dels diferents micobacteris
analitzats va mostrar diferéncies significatives respecte de BCG viu en les linies
tumorals T24 i RT4 (p >0,05, excepte M. spp. viu en la linea RT4). En canvi, en la linea
J82, tal i com es pot observar a la figura D.23 B, alguns dels tractaments sotmesos a
BCG o M. spp. van fer que apareguessin diferéncies significatives (p <0,05).

En la linia RT4 (Fig. D.23 C), es va observar el mateix comportament destacat
anteriorment: M. spp., tant viu com mort, va ser capa¢ d’aconseguir valors d’inhibicié
cel-lular superiors a BCG, encara que sense diferencies significatives (p> 0,05).

Els controls negatius, E. coli i E. faecalis, no van ser capagos d'inhibir el
creixement en cap cas (p >0,05; respecte del control; excepte E. coli i E. faecalis
autoclavats a les linies J82 i RT4, respectivament), obtenint valors de viabilitat del 90-
100% respecte al control (cél-lules sense infectar). A més, tots dos bacteris van
mostrar diferéncies significatives respecte de BCG viu, a les tres linies tumorals.

Degut a l'interés de M. vaccae i M. phlei com a immunoterapics pel tractament
del cancer, es van escollir en aquest treball per tal de comparar la seva capacitat per
inhibir el creixement tumoral, tant vius com morts, amb la de BCG i M. spp. Els
tractaments escollits en aquest cas, van ser els d'irradiacié a 25 kGy i calor a 121°C
durant 15 minuts.

A la figura D. 24, podem observar que M. phlei, a diferencia de M. vaccae, va
ser capag d’inhibir el creixement de la linea tumoral J82, tant viu com mort, de manera
similar a BCG i M. spp. M. vaccae i M. phlei mostraren diferéncies significatives
respecte de BCG viu (p <0,05), i també entre aquests dos micobacteris vius i els seus
respectius tractats (p <0,05).

Per una altra banda, M. gastri es va comportar de manera similar als controls
negatius (E. coli i E. faecalis). Aquest micobacteri, tant viu com mort, no va ser capag
d’inhibir el creixement tumoral (p >0,05 respecte del control).
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Figura D.23.
Efecte dels
bacteris vius i
tractats en el
creixement de
les cél-lules
tumorals
després de 72
hores en les
linies T24 (A) i
RT4 (C), i de 120
hores en la J82
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La infecci6 es va
realitzar amb els
bacteris vius,
morts per radiacio
(gamma (5, 151
25 kGy), i UV/20
minuts), i per
calor (60°C/30
minuts, 80°C/30
minuts, i
121°C/15 minuts);
a una MOl de
10:1.

Els resultats es
mostren com a
percentatge de
viabilitat respecte
al control
(cél-lules no
infectades). Cada
columna
representa el
promig + SD dels
triplicats dels
cultius. Les dades
s6n
representatives
d’'un de tres
experiments
independents.

*p <0,05vs
control (cel-lules
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% p <0,05 vs BCG
viu
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Figura D.24. Efecte dels bacteris vius i tractats en el creixement de la linia tumoral J82
després de 120 hores
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La infeccié es va realitzar amb els bacteris vius, morts per irradiacié (25 kGy), i per calor
(121°C); a una MOI de 10:1.

Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte al control (cél-lules no
infectades). Cada columna representa el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades s6n
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p <0,05 vs control (cel-lules sense tractar)
% p <0,05 vs BCG viu
# p <0,05 vs micobacteri no tractat

D.2.2.3.3. Induccié de la produccid de citocines i NO en les cél-lules tumorals
pels micobacteris morts

Les tres linies cel-lulars infectades amb BCG i M. spp., tant vius com tractats,
van produir nivells de les citocines IL-8 i IL-6 superiors a les cel-lules constitutivament
(p <0,05) (Fig. D.25).

En la linea T24 (Fig. D.25 A i B), BCG i M. spp. tractats amb radiaci6 gamma
(amb les tres dosis diferents) van induir una produccié de les dues citocines amb
valors similars entre ells i als seus respectius no tractats. De la mateixa manera, BCG
sotmés a radiacié UV va induir uns valors de les dues citocines similars; mentre que,
M. spp. sotmés a UV va induir uns nivells inferiors (p <0,05). Tant BCG com M. spp.
tractats amb calor, van disminuir considerablement la seva capacitat d’induir la
producci6 d’IL-6 i IL-8, excepte BCG sotmes a 60°C (Fig D.25 A i B).

En la linia J82 (Fig. D.25 C i D), el comportament de BCG i M. spp. va variar, ja
gue la seva capacitat d'induir la produccié de les dues citocines va disminuir al ser
sotmes a radiacié gamma (p <0,05), especialmente amb M. spp., pero els nivells d’IL-8
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es van mantenir al ser sotmesos a radiacié6 UV (p >0,05). Igual que a la linea T24, al
ser tractats amb calor, la capacitat dels dos micobacteris per induir la produccié de les
dues citocines va disminuir (p <0,05).

Respecte a la linia RT4 (Fig. D25 E), els valors d’IL-8 van disminuir
considerablement quan els bacteris es van sotmetre a qualsevol dels tractaments
escollits (p <0,05).

Per ultim, destacar el comportament dels controls negatius, E. coli i E. faecalis.
En les 3 linies tumorals, els valors de les dues citocines induits per aquests bacteris
van disminuir considerablement al ser sotmesos als diferents tractaments, inclis els
nivells induits per E. faecalis no van mostrar diferéncies significatives respecte als
nivells produits per les cel-lules J82 constitutivament (p >0,05) (Fig. D25).

En tots els casos es van observar diferencies significatives respecte al BCG viu
i entre els micobacteris vius i els seus respectius no tractats (p <0,05), amb algunes
excepcions que es mostren a la figura D 25.
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Figura D.25. Produccio d'IL-8 (A, Ci E) i IL-6 (B i D) per les cél-lules tumorals T24 (A i B),
J82 (CiD)i RT4 (E), estimulades amb els bacteris vius i tractats (MOI 10:1) i sense
estimular (control), durant 72 hores en les linies T24 i RT4, i 120 hores en la J82
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Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades s6n
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p <0,05 vs control (cel-lules sense tractar)
& p <0,05 vs BCG viu
#*p <0,05 vs micobacteri no tractat

144




D. Resultats

D.2.2.4. Efecte sinérgic dels micobacteris amb la mitomicina C
D.2.2.4.1. Inhibicio de la proliferaci6 de les cél-lules tumorals

Tal i com podem observar a la figura D.26, la MMC va inhibir la proliferacié de
les cél-lules tumorals T24, J82 i RT4 (p <0,05 respecte les cél-lules sense tractar), i ho
va fer de manera concentracio- i temps-dependent (a la figura D.26 només es mostren
les dades en funcié de la concentracié de MMC).

L'efecte de la MMC es va veure incrementat quan va ser administrada junt amb
BCG (p <0,05), i en tots els casos, la MMC tant administrada sola com combinada amb
BCG, va mostrar diferéncies significatives (p <0,05) respecte de I'administracié de
només BCG viu, excepte en el cas de la linia T24 amb 0,1 pg/ml de MMC (Fig D.26).

A partir d’aquests resultats (Fig D.26), es van escollir les concentracions de 10
pg/ml per la linia tumoral T24, i d'1 pug/ml per les linies J82 i RT4, per ser amb les que
es van obtenir valors de viabilitat més baixos. Aquestes concentracions escollides son
les que es van fer servir per I'estudi de I'efecte sinérgic posterior (Fig D.27).

L’efecte sinergic descrit amb BCG viu, també es va poder observar amb el bacil
mort i amb M. spp, M. phlei, M. gastri i M. vaccae (S), tant vius com morts per calor
(121°C durant 15 minuts) i irradiacio (25 kGy).

En la figura D.27 es mostra el % de sinergisme per inhibir el creixement
cel-lular, dels diferents micobacteris en combinacié amb la MMC, el qual es va calcular
respecte l'efecte de la MMC. En la linia T24 (Fig. D.27 A), BCG, M. spp. i M. phlei, vius
i morts, van presentar uns valors de sinergisme similars (50-60%). Mentre que, en la
linia J82 (Fig. D.27 B), els valors amb aquests tres micobacteris vius van ser del 40%,
i van disminuir al ser sotmesos als diferents tractaments, especialment en el cas de
BCG i M. spp. En canvi, en la linia RT4 (Fig. D.27 C), M. spp. i M. phlei van presentar
valors de sinergisme més elevats que BCG.

En les tres linies tumorals, M. gastri i M. vaccae (S) van ser els micobacteris en
mostrar els valors de sinérgia més baixos, arribant a ser nuls en la linia RT4.
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Figura D.26. Efecte de la MMC a diferents concentracions, solai en combinacié amb
BCG, en el creixement de les tres linies tumorals: T24 (A), J82 (B) i RT4 (C), després de
48 hores de cultiu
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Els resultats es mostren com a
percentatge de viabilitat respecte
a les cél-lules control (no
tractades). Cada punt representa
el promig £ SD dels triplicats
dels cultius. Les dades s6n
representatives d’'un de tres
experiments independents.

* p <0,05 vs control (cél-lules
sense tractar)
% p <0,05 vs BCG viu
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Figura D.27. Efecte sinérgic (en percentatge) dels diferents micobacteris junt amb MMC
en el creixement de les tres linies tumorals, T24 (A), J82 (B) i RT4 (C), comparat amb les
cél-lules tractades amb MMC

A T24 L'equaci6 que es va fer servir
" per calcular el nivell de sinérgia
100 : per induir la mort cel-lular entre

= iy la MMC i els micobacteris, va
== 121°%C ser la seguent:
BOD [ 26 m-'y' g
(((% cél-lules no viables després
& 1 de ser cultivades amb el
E g # . micobacteri + MMC) — (% cél-lules
o s no viables després de ser
@ 7 cultivades amb MMC)) /
g / . . .
B 40 y i (% cél-lules no viables després de
= ’ & ser cultivades amb MMC)) x 100
/ :, Les dades son representatives
ety ’ e f d’un de tres experiments
¢ ;, 5 qm independents.
BLG M. spp. Mphlel M vaccae M gastri
B. JB82
100
= Viy
=21 1H%C
80 LI 26 kGy
£
! w
=
] -
=
w40
= .
: /
N ; x ?EH IJ"[
- & s v
Py ~
0 - -
BCG M. spp. M phisi AL vaeccas M gastri

C. RT4

100
0 111%
BO - I 25 Gy
[rf]
§ w0
=
£
w40 - "'
et .
/
20 ;
ﬂ g | |
M. spp. &M phiei M vaccae A gasiri

147



D. Resultats

D.2.2.4.2. Inducci6 de la produccié de citocines en les cel-lules tumorals

En la linia tumoral T24 (Taula D.3 A i B), els micobacteris, tant vius com morts,
sols 0 en combinaci6 amb MMC van induir la produccié d'IL-8 i IL-6 (p < 0,05 respecte
el control (cél-lules sense infectar), excepte en alguns casos que es poden observar a
la taula D.3). En aquesta linia cel-lular, tots els micobacteris sols van induir nivells
majors d’'IL-8 que els micobacteris en combinacié amb la MMC (p <0,05), mentre que
en el cas de I'lL-6 només es va observar aquest comportament amb BCG. Els valors
més elevats de les dues citocines es van obtenir amb BCG viu sol, mostrant
diferéncies significatives amb la resta (p <0,05; excepte amb BCG irradiat sol).

En el cas de la linia J82 (Taula D.3 A i B), igual que en el cas anterior es van
obtenir nivells de d’IL-6 i IL-8 superiors al control (p <0,05, excepte algun cas que es
pot observar a la taula corresponent). En general, i a diferéncia de la linia T24, els
micobacteris en combinaci6 amb la MMC van induir nivells majors de les dues
citocines que els micobacteris sols (p <0,05). Els valors més elevats de les dues
citocines es van obtenir amb BCG viu en combinacié amb la MMC, i la majoria van
presentar diferéncies significatives respecte BCG viu sol (p <0,05).

En la linia RT4 (Taula D.3 B), tal i com es va observar en estudis anteriors,
només es va detectar la produccié d’IL-8. Igual que amb la linia T24, la majoria dels
micobacteris sols van induir nivells majors d’'IL-8 que els micobacteris en combinacio
amb la MMC (p <0,05), excepte en el cas de M. vaccae i M. gastri on el valors eren
similars o inclis més elevats. En aquesta linia tumoral, els valors més elevats es van
obtenir amb BCG viu sol, i totes les condicions analitzades van presentar diferéncies
significatives respecte a aquest (p <0,05), excepte M. spp. autoclavat.
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a les 48 hores post-infecci6. Els valors estan expressats en pg/ml + SD, i corresponen

micobacteris (vius i morts, MOI 10:1) sols (sense tractar) o en combinacié amb la MMC,
al promig dels triplicats dels cultius de tres experiments independents

Taula D.3. Produccio d’'IL-6 (A) i IL-8 (B) en les linies tumorals infectades amb els
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* p <0,05 vs control (cél-lules sense tractar)

% p <0,05 vs BCG viu

* p < 0,05 vs micobacteri sense MMC
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D.2.2.5. Mecanisme de lainhibicio de la proliferaci6

D.2.2.5.1. Efecte directe de les citocines en la proliferaci6 de les ceél-lules
tumorals

En estudis anteriors hem pogut observar que els micobacteris que produien
una major inhibicio, induien també una major produccié de citocines. Per aquest motiu
es va estudiar si hi podia haver una correlacié directa entre la produccié de citocines
IL-8 i IL-6 i la disminuci6 de la viabilitat tumoral en les cel-lules T24.

Tal i com es pot observar a la figura D.28, les dues citocines van inhibir la
proliferacié cel-lular de manera concentracié-dependent. En el cas de la IL-6, va ser a
partir de 5 pg/ml quan es va detectar una disminucié de la viabilitat (76 £ 1,8%) (p
<0,05), i es va arribar al 12 + 1,8% de viabilitat amb 20 ng/ml d’aquesta citocina. En
canvi en el cas de la IL-8 va ser a partir de 25 ng/ml on es va detectar una disminucio
de la viabilitat (85 £ 2,8%) (p <0,05), arribant al 30 + 7,5% amb 50 ng/ml.

Quan es van afegir les dues citocines conjuntament al cultiu, es va poder
observar un increment en la inhibicié de la proliferacio cel-lular respecte les citocines
soles. Aquesta sinergia es va observar a partir de 5 i 12 ng/ml de IL-6 i IL-8,
respectivament, obtenint el 65 + 1,4% de viabilitat cel-lular. Quan es van incrementar
les dosis s'observa un increment de la inhibicio de la proliferacio arribant al 18 + 6% de
viabilitat amb 20 i 50 ng/ml de IL-6 i IL-8, respectivament (Fig D.28).

Les concentracions maximes utilitzades d'IL-6 i IL-8 en aquest estudi (20 i 50
ng/ml, respectivament), van ser escollides per ser similars a les obtingudes després de
les 72 hores post-infeccio de la linia T24 en experiments previs (Fig. D.21).
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Figura D.28. Efecte de les citocines IL-6 i IL-8 en la viabilitat de la linia tumoral T24
després de 48 hores de cultiu
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Els resultats es mostren com a percentatge de viabilitat respecte a les cél-lules control (no
tractades). Cada columna representa el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades sén
representatives d’'un de tres experiments independents.

* p < 0,05 vs control (cél-lules no tractades)

D.2.2.5.2. Capacitat dels micobacteris d’induir I'apoptosi en les cél-lules
tumorals

Amb la finalitat d’estudiar el mecanisme mitjancant el qual té lloc la inhibicié de
la proliferacio cel-lular, es van realitzar diferents assajos relacionats amb I'observacio
de la induccio de I'apoptosi cel-lular per part dels micobacteris escollits.

Estudi i analisi de I'alteracié de la membrana cel-lular

Per tal d’optimitzar les condicions en les que els inductors de I'apoptosi actuen
en la linia tumoral T24, aquests es van analitzar a diferents concentracions i temps
d’incubaci6. Mitjancant la tinci6 doble amb anexina-V-fluoresceina (Anx) i IP, i el
posterior analisi per citometria de flux, es van obtenir els valors induits de cel-lules
apoptotiques primerenques (Anx" / IP), els quals es troben resumits a la taula D.4. Tal
i com es pot observar, les condicions amb les que es van obtenir nivells d’apoptosi
primerenca més elevats van ser: 5 uM per la STP i 6 pug/ml per la CMP, durant 24
hores, de manera que es van escollir aquestes condicions dels controls pels
experiments posteriors.
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Taula D.4. Nombre de cél-lules T24 apoptotiques primerenques després de ser incubades
amb diferents concentracions de STP i CMP durant 15 o 24 hores

STP CMP
5 uM 10 uM 20 uM 6 ug/ml 15 pg/ml 30 pg/ml
15 hores 38 32 35 23 10 6
24 hores 47 47 27 45 12 21

Els valors estan expressats com a percentatge respecte del control negatiu (cel-lules sense
tractar), i corresponen als d’'un experiment representatiu de tres independents.

A la figura D.29 podem observar els diagrames representatius corresponents a
les cél-lules T24 infectades amb els diferents micobacteris durant 48 hores, i els
diferents controls, on es mostren els seglents resultats: la poblacié de cél-lules vives
(Anx / IP", quadrant inferior-esquerra), apoptotiques primerenques (Anx" / IP", inferior-
dreta), apoptotiques tardanes (Anx" / IP*, superior-dreta) i necrotiques (Anx / IP”,
superior-esquerra).

La poblacié de cel-lules apoptotiques primerenques induides pels inductors
control, STP (5 uM, 24 hores) i CMP (6 pg/ml, 24 hores), va incrementar respecte del
control negatiu (45 = 2%, 40 £ 5% i 3 £ 0,5%, respectivament) (Fig. D.29 A-C). En
canvi, quan les cél-lules es van infectar amb els diferents micobacteris durant 48 hores
(Fig. D.29 D-Q), el nombre de cél-lules apoptotiques primerenques no va incrementar.

Per una altra banda, el nombre de cel-lules apoptotiques tardanes també va
incrementar amb els inductors control (STP: 29 £ 6%, CMP: 21 + 7%) respecte del
control negatiu (7 £ 2%).

Finalment, el nombre de cel-lules necrotiques no va incrementar respecte del
control negatiu en cap dels casos analitzats.

Aquest estudi es va realitzar a les 24, 48 i 72 hores de cultiu de la linia T24
amb els micobacteris, encara que només es mostren els resultats obtinguts a les 48
hores, ja que aquests van ser amb valors superiors que a les 24 hores i similars als
obtinguts a les 72 hores (Fig. D.29).
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Figura D.29. Analisi per citometria de flux de les cél-lules T24 doblement tenyides amb
Anx i IP
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Cél-lules sense tractar, C- (A), estimulades amb STP (B) i CMP (C), infectades amb BCG (D, E
i F), M. spp. (G, Hil), M. vaccae (J, Ki L), M. gastri (M, N i O) i M. phlei (P i Q). Els
micobacteris es van utilitzar vius (D, G, J, M i P), morts per calor (E, H, K, N i Q) i irradiats (F, I,
L i O). Els resultats sén representatius d’'un de tres experiments independents realitzats (els
diagrames A-L corresponen a un mateix experiment, i M-Q a un altre experiment diferent).
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Estudi i analisi de la fragmentacié del DNA gendomic

Després d’extreure i analitzar, per electroforesi en gel d’'agarosa (Fig. D.30), el
DNA genomic de les cel-lules T24 cultivades amb els controls inductors d’apoptosi
(CMP i STP) durant 24 hores, es va visualitzar el DNA degradat al llarg del carril,
indicant que el DNA estava fragmentat, i per tant que s’havia induit I'apoptosi.
No obstant, les mostres corresponents al DNA extret de les cél-lules tractades amb els
diferents micobacteris durant 48 hores, no van presentar cap degradacié d’aquest al
carril del gel, coincidint aquest resultat amb el de les cél-lules sense tractar (Fig. D.30).

Figura D.30. Fragmentacié del DNA genomic de les cél-lules T24
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(1) cel-lules sense tractar, (7) M. spp. viu, (13) M. vaccae viu,

(2) CMP, (8) M. spp. mort per calor, (14) M. vaccae mort per calor
(3) STP, (9) M. spp. irradiat, (15) M. vaccae irradiat,

(4) BCG viu, (10) M. gastri viu (16) M. phlei viu,

(5) BCG mort per calor, (11) M. gastri mort per calor, (17) M. phlei mort per calor.
(6) BCG irradiat, (12) M. gastri irradiat,

MW, marcador de pes molecular d’'1kb.

Aquesta imatge correspon a I'electroforesi de 4 gels d’agarosa (0,8%) diferents.

Detecci6 de caspasa 3

Cap micobacteri analitzat, tant viu com mort, va ser capag d’induir un increment
en la producci6é de la caspasa 3 activa en les cel-lules T24, després de 48 hores de
cultiu. En la figura D.31, podem observar com els nivells de I'enzim detectats amb els
diferents micobacteris van ser similars als produits per les cél-lules control (sense cap
estimul) (p >0,05). En canvi, els dos inductors utilitzats, la CMP i la STP, van ser
capacos d‘induir un increment en la producci6 d’aquesta proteina fins a nivells de 1,3 £
0,01 i 3 £ 0,07 ng/ml, respectivament (p <0,05 respecte la resta de condicions
analitzades).
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Figura D.31. Detecci6 de la caspasa 3 activa en la linia tumoral T24 després de 48 hores
de cultiu amb els diferents
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D.2.2.5.3. Arrest del cicle cel-lular

La infecci6 es va
realitzar amb els
micobacteris vius i
morts per calor
(121°C/15 minuts) o
irradiacio (25 kGy),
amb els inductors de
I'apoptosi (CMP,
STP), 0 sense cap
estimul.

Cada columna
representa el promig
+ SD dels triplicats
dels cultius. Les
dades sén
representatives d’'un
de tres experiments
independents.

* p <0,05 vs inductors
(CMP o0 STP)

A l'analisi del cicle cel-lular per citometria de flux es va poder distingir i
quantificar la distribucié de les cél-lules al llarg de les diferents fases del cicle cel-lular
(proporci6 de cel-lules en G-G1, S, G2-M, subGO0-G1, i poliploides). A la figura D.32 es
poden observar els histogrames obtinguts de les cél-lules T24 sense tractar (A) i
tractades amb STP (B), destacant en aquest ultim la preséncia d’un pic corresponent a

la fase subGO-G1 (cel-lules apoptotiques) que no va apareixer a les cel-lules sense

estimular.

Figura D.32. Analisi del cicle cel-lular de les cel-lules T24 sense tractar (A) i estimulades
amb STP (B), després de 48 hores de cultiu i tenyides amb IP

El contingut de
DNA esva
analitzar per
citometria de flux.
Les dades son
representatives
d’'un de tres
experiments
independents.
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L'estudi del cicle cel-lular es va realitzar a les 24, 48 i 72 hores post-infeccié
amb els diferents micobacteris vius. Tal i com es pot observar a la figura D.33, la fase
GO0-G1 de les cél-lules control va incrementar, mentre que la fase S va disminuir al
llarg del temps. Contrariament, en les cel-lules cultivades amb la CMP, la fase G0-G1
va disminuir, i la fase S va augmentar. Les cél-lules infectades amb M. gastri i M.spp.
es van comportar de manera similar al control. En canvi les corresponents a BCG es
van comportar de manera similar a la CMP al llarg del temps.

Per tal danalitzar el comportament de les ceél-lules infectades amb els
micobacteris tant vius com morts, es va escollir les 48 hores post-infeccid. Els valors
corresponents s’han representat graficament a la figura D.34, on es poden observar
diferents perfils. Respecte a la fase GO-G1, amb les cél-lules control es va obtenir un
73 = 1,8%. Aquest valor va disminuir amb la STP fins a un 43 = 4% (p <0,05), mentre
gque amb la CMP (74 + 1,2%) no es va detectar cap diferéncia estadisticament
significativa. En canvi, amb els diferents micobacteris els nivells d’aquesta fase van
incrementar lleugerament fins a valors de 78-81 = 0,1-0,6% (p <0,05), excepte en el
cas de BCG viu i mort per calor on va disminuir (54 = 0,3% i 68 = 0,4%,
respectivament) (p <0,05), i en el cas de BCG irradiat i M. gastri, tant viu com mort, on
es va mantenir al mateix nivell amb un 75 + 0,01-0,1%.

Respecte a la fase S, podem destacar que tant amb la CMP com amb la STP,
el % cel-lular d’aquesta fase va incrementar respecte del control (18 + 1,2%) fins a
valors de 23 + 2,61 37 £ 3,1% (p <0,05). D’altra banda, mentre la fase S amb BCG viu i
mort per calor es va veure incrementada fins a valors de 42 + 0,6 i 25 + 0,4%,
respectivament (p <0,05), amb la resta de micobacteris no es va observar cap
diferencia estadisticament significativa respecte del control.

La fase G2-M es va veure disminuida amb la CMP (3 + 1,8%) (p <0,05), pero
va incrementar respecte del control (9 £ 0,7%) amb la STP (20 = 1,7%) (p <0,05). Amb
els diferents micobacteris, excepte en cas de BCG viu i mort per calor, aquesta fase va
disminuir lleugerament fins a valors de 4-5 £ 0,01-0,7% (p <0,05).

D’aquesta manera podem establir que, a les 48 hores de cultiu, les cél-lules
T24 infectades amb BCG viu i mort per calor tendeixen a acumular-se a la fase S,
mentre que la resta tendeix a acumular-se en la fase GO/G1, excepte M. gastri i BCG
irradiat que es comporten de manera similar a les cél-lules sense tractar.

Finalment, en aquest assaig, hem pogut detectar la preséncia de ceél-lules
apoptotiques induides pels dos controls, CMP i STP (Fig. D.34).
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Figura D.33. Analisi per citometria de flux del cicle cel-lular de la linia tumoral T24,
infectada amb els micobacteris (MOI 10:1), a les 24, 48 i 72 hores de cultiu
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Cél-lules sense tractar (A), estimulada amb CMP (6 ug/ml, 24 hores) (B), infectada amb M. spp.
(C), BCG (D), i M. gastri (E).

Les dades son representatives d’'un de tres experiments independents.

158



D. Resultats

Figura D.34. Analisi per citometria de flux del cicle cel-lular de la linia tumoral T24,
infectada amb els micobacteris (MOI 10:1), a les 48 hores de cultiu
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Cel-lules sense tractar (control), estimulades amb CMP (6 ug/ml, 24 hores) i STP (5 uM, 24
hores), i infectades amb els diferents micobacteris (vius i morts).

Cada columna representa el promig + SD dels triplicats dels cultius. Les dades so6n
representatives d’'un de tres experiments independents.

D.2.3. Estudi de I'activitat antitumoral indirecta

D.2.3.1. Estudi amb PBMC d’humans

D.2.3.1.1. Capacitat d'activaci6 de les PBMC. Induccié de la produccié de
citocines per part dels micobacteris

Amb l'objectiu d’analitzar I'efecte immunestimulador dels micobacteris escollits,
es van infectar les PBMC amb els micobacteris vius i morts, es mesura la produccié de
citocines induies, i posteriorment la seva activitat citotoxica front les cél-lules tumorals.

Les PBMC en cultiu durant set dies van produir de manera constitutiva les
citocines IL-10, IL-12, IFN-y i IL-8, tot i que els nivells obtinguts van ser molt baixos,
inclas en alguns casos propers als del limit de detecci6 del kit (Fig. D.35 A, B, C i E).
Quan es van estimular amb els diferents micobacteris, vius i irradiats, durant set dies,
els nivells de les citocines produides van incrementar considerablement respecte del
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control (p <0,05). Els unics casos amb els que no s'observaren diferencies
significatives respecte del control foren el d’IL-10 amb M. gastri irradiat, i el d’IFN-y
amb M. phlei irradiat. A més, els micobacteris utilitzats van ser capacos d'induir la
produccié de les citocines TNF-a i IL-6 (p <0,05), les quals no es van produir
constitutivament (Fig. D.35 D i F).

En general els micobacteris irradiats (25 kGy) van induir una menor produccié
de les citocines que el respectiu micobacteri viu (p <0,05) (Fig. D.35). En canvi,
respecte a I'IFN-y induit per BCG, es va observar una produccié superior amb el
bacteri irradiat (p <0,05).

M. spp. viu va induir uns nivells d’IL-10, IL-12, TNF-a i IL-8 similars a BCG viu
(p >0,05). En canvi els nivells d’IL-6 van ser superiors a BCG viu (p <0,05) i a la resta
de micobacteris.

Cal destacar que M. phlei no es va poder utilitzar viu degut a la formacié d'una
pel-licula de biofilm a partir del segon dia de cultiu amb les cél-lules. Aquest
micobacteri irradiat va induir uns nivells d’'IL-10 similars a BCG viu (p >0,05). En canvi,
els nivells induits d’'IL-12, IFN-y, TNF-a i IL-8 van ser inferiors a BCG viu (p <0,05).
D’altra banda els valors d’IL-6, de la mateixa manera que vam observar amb M.spp.,
van ser superiors a BCG viu (p <0,05).

Per ultim, M. gastri, utilitzat en aquest estudi com a control negatiu, va ser el
micobacteri que va induir una menor produccio de les citocines analitzades (Fig. D.35).
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Figura D.35. Produccio d’IL-10 (A), IL-12 (B), IFN-y (C), TNF-a (D), IL-8 (E), i IL-6 (F), per
les PBMC estimulades amb els diferents micobacteris i sense estimular (control)
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La infeccio es va realitzar amb els micobacteris vius i irradiats (25 kGy), a una MOI de 0,1:1 per
BCG i de 1.1 per la resta de micobacteris, durant set dies.

Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius de tres
experiments independents.

* p <0,05 vs control (cel-lules sense tractar)
& p <0,05 vs BCG viu
#*p <0,05 vs micobacteri viu corresponent
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D.2.3.1.2. Citotoxicitat de les PBMC, activades amb els micobacteris, front les
cél-lules tumorals

Capacitat d’inhibicié de la proliferacié cel-lular de la linia tumoral T24

Després d’haver estat activades amb els diferents micobacteris durant set dies,
es va analitzar I'activitat citotoxica de les PBMC front la linia tumoral T24. Per una
banda, es va realitzar I'estudi mitjancant el contacte cel-lula-cel-lula, i per una altra
banda es va analitzar dels factors solubles secretats al medi, mitjangant el cultiu de la
linia tumoral amb el sobrenedant de les PBMC activades.

Les PBMC, tant estimulades amb els micobacteris (vius i irradiats a 25 kGy)
com sense estimular, van presentar activitat citotoxica front la linia tumoral (p <0,05),
encara que amb les PBMC estimulades es van obtenir valors de citotoxicitat superiors
als de les PBMC no estimulades (p <0,05). Tal i com es pot observar a la figura D.36
A, BCG viu va induir una activitat citotdoxica major respecte a la resta de micobacteris
(p <0,05). Els micobacteris irradiats van disminuir la capacitat citotoxica respecte al
seu corresponent no tractat (p <0,05).

Per una altra banda, només BCG i M. spp. van induir la secreci6 de factors
solubles al sobrenedant dels cultius de les PBMC estimulades, els quals van presentar
activitat citotoxica front les cél-lules tumorals (p <0,05) (Fig D.36 B). A diferéncia del
cas anterior, amb el sobrenedant de les PBMC no estimulades no es va detectar
activitat citotoxica. BCG viu va ser el micobacteri que indui una major produccié de
factors solubles amb activitat citotoxica (58 + 8%) respecte dels altres micobacteris (p
<0,05). Amb BCG irradiat el valor de citotoxicitat va disminuir respecte a BCG viu (p
<0,05), sent similar a M. spp. viu i irriadiat.
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Figura D.36. Activitat
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Capacitat d'induccié de la produccié de citocines en la linia tumoral T24

La linia tumoral T24 estimulada amb les PBMC sense activar durant 48 hores,
va ser capag¢ d'induir la produccié d’IL-8 (p <0,05) (Fig. D.37 A). En canvi, quan es va
estimular amb les PBMC activades amb els diferents micobacteris, encara que tots els
micobacteris van induir uns nivells superiors als obtinguts amb les cél-lules T24 soles
(13 £ 3 ng/ml) (p <0,05), només M. phlei irradiat (tal i com ja hem explicat, no es va
poder utilitzar viu) va induir un increment d’lIL-8 respecte les PBMC no activades (p
<0,05) (309 * 6 front 151 + 35 ng/ml). Els valors d’IL-8 obtinguts amb BCG viu van ser
similars als del control (p >0,05), en canvi amb la resta de micobacteris (excepte M.
phlei) els nivells induits van ser inferiors (p <0,05) (Fig. D.37 A).

Per una altra banda, el sobrenedant de les PBMC activades amb BCG, M. spp.
i M. gastri va ser capag¢ d'incrementar la produccié d’IL-8 per part de la linia tumoral (p
<0,05) (Fig. D.37 B). BCG viu va ser el micobacteri que va induir una major produccio
d’IL-8 (909 £ 180 ng/ml) (p <0,05). Mentre que BCG i M. gastri irradiats van induir uns
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valors d’IL-8 menors que els seus respectius vius (p <0,05), els valors produits per M.
spp. viu i irradiat van ser similars (Fig. D.37 B).

Igual que amb [I'IL-8, les cél-lules tumorals estimulades amb les PBMC no
activades van induir una major produccié d’'IL-6 que les ceél-lules T24 soles (30 + 5
front 5 £ 1 ng/ml) (p <0,05) (Fig. D.37 C), encara que els valors van ser superiors amb
les PBMC activades amb els micobacteris en tots els casos (p <0,05). BCG viu, M.
Spp. viu i M. phlei irradiat van induir uns nivells d’'IL-6 similars (al voltant de 180 ng/ml),
mentre que els valors obtinguts amb M. gastri van ser els més baixos. En tots els
casos, els micobacteris irradiats van induir una produccié menor als seus respectius no
tractats (p <0,05) (Fig. D.37 C).

Tal i com es pot observar a la figura D.37 D, el sobrenedant de les PBMC no
activades no va induir la producci6 d’IL-6 de les cél-lules tumorals. BCG viu va induir
uns valors d’IL-6 superiors a la resta (212 + 32 ng/ml), sent M. spp viu el segon en
incrementar la produccié d’aquesta citocina (136 + 28 ng/ml). BCG, M. spp. i M. phlei
irradiats van induir uns nivells d’'IL-6 similars entre ells, pero inferiors als seus
respectius no tractats (p <0,05). De la mateixa manera que en els casos anteriors, els
valors d’IL-6 obtinguts amb M. gastri van ser el més baixos (Fig D.37 D).
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Figura D.37. Producci6 d’'IL-8 (AiB)i IL-6 (Ci D) per lalinia tumoral T24 (T24), co-
cultivada amb les PBMC sense estimular (control) o estimulades amb els diferents
micobacteris
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La infeccid es va realitzar amb els micobacteris vius i irradiats (25 kGy), a una MOI de 0,1:1 per
BCG i de 1:1 per la resta de micobacteris, durant 48 hores.

Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius de tres
experiments independents.

*p <0,05vs T24

" p <0,05 vs control (PBMC sense tractar)
% p <0,05 vs BCG viu

#p <0,05 vs micobacteri corresponent viu

D.2.3.2. Estudi amb macrofags de ratoli J774
D.2.3.2.1. Supervivéencia dels micobacteris dins del macrofag

Amb la finalitat d’estudiar la viabilitat dels micobacteris dins dels macrofags
J774, aquestes cél-lules van ser infectades a diferents MOI (0,1; 1, 10 100 : 1, bacteri
: cél-lula), i durant diferents temps (3, 8, 24, 48, 72 i 96 hores).

Per una banda, a la figura D.38 es mostra el nombre de cfu/pou de BCG dins
dels macrofags després de ser infectats a diferents MOI, i es va poder observar com el
bacil es mantenia viable dins del macrofag després de 96 hores de cultiu.
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Figura D.38. Viabilitat de
BCG dins de lalinea de
macrofags de ratoli J774
ales 3, 8, 24,48, 72i 96
hores d’infecci6 del cultiu

La MOI utilitzada va ser de
100; 10; 1i 0,1:1.

Els resultats estan
expressats com el promig
del nombre de cfu/pou =
SD dels triplicats dels
cultius d'un de tres
experiments independents.

* p <0,05 vs 3 hores de
cultiu
% p <0,05 vs BCG

Per una altra banda, a la figura D.39, es mostra el nombre de cfu/pou dels

diferents micobacteris dins dels macrofags després de ser infectats a la MOI escollida
de 10:1. En aquesta figura vam poder observar com BCG i M. gastri es van mantenir
viables dins dels macrofags al llarg del temps, mentre que el nombre de cfu de M. spp.

i M. vaccae (S) va disminuir fins desapareixer a les 96 hores de cultiu (p <0,05
respecte de les 3 hores de cultiu). Tant M. vaccae (S) com M. spp. van mostrar
diferéncies significatives (p <0,05) respecte de BCG, a partir de les 3 i 24 hores,
respectivament.
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Figura D.39. Viabilitat dels
bacteris dins de la linea de
macrofags de ratoli J774 a
les 3, 8, 24, 48, 721 96
hores d’infecci6 del cultiu
(MOI 10:1)

Els resultats estan
expressats com el promig del
nombre de cfu/pou + SD de
tres experiments
independents.

* p <0,05 vs 3 hores de cultiu
% p <0,05 vs BCG
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D.2.3.2.2. Capacitat d’activacié del macrofag pels micobacteris

Activacié de I'expressié de marcadors de superficie

Per tal d'estudiar més detalladament la capacitat d'activacid del sistema
immunitari, es van realitzar estudis amb la linia cel-lular de macrofags de ratoli J774, ja
gue per manca de material suficient, no es van poder realitzar aquests experiments
amb sang humana. D’aquesta manera, es va analitzar la capacitat d’activar cel-lules
presentadores d’antigens per part dels diferents micobacteris escollits.

En primer lloc es va optimitzar les condicions de I'experiment (les quals van ser
les indicades a l'apartat de material i metodes). Aixi, es van testar diferents
concentracions de l'anticos bloquejador FcBlock (2,5; 5 i 10 pg/ml), sent la
corresponent a 5 pg/ml la necessaria per minimitzar al maxim el senyal degut a les
unions inespecifiques. Es van estudiar diferents concentracions d’LPS (0,1; 0,5; 1 i 10
pg/ml) durant 3 i 24 hores, obtenint-se uns valors d’expressié dels marcadors més
elevats amb 10 pug/ml durant 24 hores. Els anticossos anti-marcadors de superficie i
els seus respectius controls d’isotip es van assajar a diferents concentracions (1, 5i 10
pg/ml), i es van escollir els valors de 5 pg/ml pels anticossos anti-CD80, -CD86 i -
MHC-I1, i de 10 pg/ml per I'anti-CDA40.

A la figura D.40 es representa un exemple dels resultats obtinguts utlitzant o
no el bloguejador FcBlock, i estimulant o no els macrofags amb diferents
concentracions d’LPS. Per una banda, podem observar com disminueix la intensitat
mitjana de fluorescéncia del marcador CD86 quan els macrofags es van tractar amb el
bloguejador, posant de manifest les unions inespecifiques del marcador amb els
receptors Fc de la cél-lula. Per una altra banda, 'augment de la concentracié d’'LPS
induta un augment en la intensitat mitja de fluorescéncia del marcador.

Figura D.40. Activacio del
marcador de superficie
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cultiu
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Geo MFI

110 4

100 experiment representatiu de
dos realitzats
m e |ndependentment
30 T T T
0 1 10
LPS [ugiml]

167



D. Resultats

A la figura D.41 es representa, en diagrames de punts, poblacions cel-lulars
marcades amb I'anticds anti-CD80, i es pot observar com amb BCG, viu i mort, a la
MOI de 10:1 (C, D i E), la poblacié va augmentar en complexitat interna o granularitat
relativa (eix d’ordenades), mentre que la poblacié infectada amb BCG a una MOI de
1:1 (F, GiH) o M. spp. auna MOI de 10:1 (I, J i K), es veuen menys distorsionades,
molt similars al control negatiu (cél-lules sense estimular, A) i positiu (LPS, B). Per
aquest motiu, per dur a terme la infeccié dels macrofags, es va escollir una MOI de
10:1, excepte en el cas de BCG que va ser de 1:1, ja que, com acabem de veure, a la
dosi més elevada la poblaci6 cel-lular analitzada per citometria canviava molt respecte
els controls i la resta de micobacteris.
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Figura D.41. Distribucié dels macrofags J774, tenyits amb ['anticos anti-CD80, a les 24
hores de cultiu
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Cél-lules sense estimular (A), estimulades amb LPS (10 pug/ml) (B), infectades amb BCG (C-H),
i M. spp. (I-K). Els micobacteris es van utilitzar vius (C, F i I), o morts per calor (1212C, 15
minuts) (D, Gi J), oirradiaci6 (25 kGy) (E, Hi K).

Els histogrames corresponen als d'un experiment representatiu de tres realitzats de manera
independent.
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Després d’analitzar les cél-lules tenyides amb els diferents anticossos marcats
per tal de detectar I'expressié dels marcadors de superficie d’activacié, es van obtenir
histogrames com els que es mostren a la figura D.42, on es representa el nombre de
cel-lules (eix d’'ordenades) i la intensitat de fluorescéncia (eix d’abcisses). El pic
corresponent al control d’isotip indica la tincié inespecifica i el senyal detectat a partir
d’aquest punt es va considerar senyal de fluoresceéncia especifica o positiva del
marcador en questid (regi6 M1 representada als histogrames). Tal i com es pot
observar a la figura D.42, les cel-lules sense estimular van presentar un pic de
fluoresceéncia bastant desplacat cap a la dreta, indicant un elevat nivell basal
d’expressio. No obstant, al ser estimulades amb LPS o infectades amb M. spp. viu
(Fig. D.42 A'i B), el pic es va desplacar encara més cap a la dreta, obtenint un major
valor d’intensitat de fluorescéncia, i per tant, una major expressio del marcador. Mentre
gue amb M. spp. mort i M. gastri (tant viu com mort), els pics es solaparen indicant que
no hi va haver un augment de I'expressio.

Figura D.42. Activacio
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Per poder avaluar els resultats de manera semi-quantitativa es van escollir els
valors numeérics d’intensitat mitjana de fluorescéncia (la mitjana de la fluorescéncia de
10000 cél-lules analitzades) obtinguts amb el citometre per a cada histograma.
Aquests resultat es van representar en grafics (Fig D.43).

En la figura D.43 podem observar que els macrofags J774 tenien una
expressié basal dels marcadors superficials associats a activacié (CD80, CD86 i
CD40). Aguesta expressio es va veure incrementada al ser estimulats amb LPS i amb
els micobacteris vius (excepte M. gastri) (p <0,05).

En el cas del marcador CD80 (Fig D.43 A), els micobacteris vius utilitzats,
excepte M. gastri, van induir uns nivells d’expressié similars a BCG viu (p>0,05) i
'LPS, mentre que la resta van induir valors inferiors i similars al control (p >0,05;
excepte BCG mort per calor).

Respecte a I'expressid6 del marcador CD86 (Fig D.43 B), igual que
anteriorment, els micobacteris vius, excepte M. gastri, van induir uns nivells similars als
obtinguts amb BCG viu (p <0,05) i superiors que a I'LPS. Els nivells obtinguts amb M.
spp. (mort) i M. gastri (viu i mort) van ser similars als obtinguts amb el control (p
>0,05).

Per ultim, destacar en la figura D.43 C, com els nivells del marcador CD40
induits per M. spp. i M. vaccae (S) vius, van ser superiors als induits per BCG viu.
Encara que M. spp., M. vaccae (S) i M. gastri morts, i BCG autoclavat van ser els
micobacteris que van presentar diferéncies significatives respecte de BCG viu (p
<0,05). Els valors d’expressio obtinguts amb M. vaccae (S) van ser inclis superiors als
induits per I'LPS, mentre que els produits per M. spp. van ser similars als de I'LPS. Els
micobacteris morts no van ser capacos d’'incrementar els nivells d’expressio basal.

En aquest estudi també es va analitzar I'expressié del marcador de superficie
MHC-II, pero la detecci6 va ser nul-la en tots els casos.

171



D. Resultats

Figura D.43. Activaci6 dels marcadors de superficie: CD80 (A), CD86 (B) i CD40 (C), dels
macrofags J774
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Cel-lules sense estimular (1), estimulades amb LPS (10 pg/ml) (2), infectades amb BCG (3), M.
spp. (4), M. phlei (5), M. vaccae (S) (6), i M. gastri (7).

Els micobacteris es van utilitzar vius, o morts per calor (1212C, 15 minuts), o irradiaci6 (25 kGy),
a una MOI de 1:1 per BCG o de 10:1 per la resta de micobacteris, durant 24 hores de cultiu.

Els resultats estan expressats com el promig de la intensitat mitjana de fluorescéncia (Geo MFI)
+ SD dels cultius de tres experiments independents.

* p <0,05 vs control (cél-lules sense estimular)
% p <0,05 vs BCG viu

Induccié de la producci6é de citocines i NO

Amb l'objectiu d’estudiar la capacitat dels micobacteris d’induir la produccié de
citocines i NO en els macrofags J774, aquestes cel-lules van ser infectades a diferents
MOI (0,1; 1, 10 i 100 : 1), i durant diferents temps (3, 8, 24, 48, 72 i 96 hores), i aixi
determinar les millors condicions per a realitzar aquest estudi. Respecte a les diferents
MOI avaluades, entre les dosis més petites no es van veure diferéncies, i entre les
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dues més elevades es van obtenir millors resultats amb la corresponent a 10:1 (dades
no mostrades).

A la figura D.44 es representa la produccido de NO per part dels macrofags
infectats a una MOI de 10:1 al llarg del temps, i podem observar com M. spp. va ser
capac d’induir uns nivells superiors al control i a BCG a partir de les 24 hores de cultiu
(p <0,05).

Figura D.44. Producci6 de
— ] NO pels macrofags J774
T : sense estimular o

Fa & Contrel ok I o R infectats amb BCG o M.
=G BOG F L spp. (MOl 10:1), ales 3, 8,
18 | | sewe M s || 24,48,72i 96 hores de

. cultiu

15 ;
e Els resultats estan

B ' expressats com el promig *
I SD dels triplicats dels

9 1 ' cultius d’'un experiment
representatiu de tres

' realitzats independentment.

12 -

UM

fa

34 e —r———. | * p <0,05 vs control
e 1 Jrm— cél-lules sense infectar)
— — ] E p <0,05 vs BCG

3 A 24 48 T2 06

Temps (hores)

En la figura D.45 A i B, podem observar com els micobacteris, tant vius com

morts, van ser capacos d'induir la produccié d'IL-6 i IL-12 (p <0,05 respecte del
control), excepte M. vaccae (S) irradiat i M. gastri autoclavat. Els nivells produits pels
micobacteris de les dues citocines, van ser inferiors als induits per I'LPS, excepte els
valors d’IL-6 produits per BCG viu, els quals van ser similars (Fig. D45 A).
BCG viu va ser el micobacteri que va induir els nivells més elevats de les dues
citocines (p <0,05), seguit per M. spp. i M. phlei vius. En tots els casos (Fig. D45 A i
B), els valors de les dues citocines van disminuir amb el micobacteris morts (excepte
en el cas de M. gastri irradiat).

Per una altra banda, la induccié del NO (Fig. D45 C), només es va detectar en
preséncia dels micobacteris vius (p <0,05 respecte del control), excepte en el cas de
M. gastri amb el que no es va detectar cap valor de NO. No obstant, els valors
obtinguts amb els micobacteris van ser inferiors als induits per 'LPS. M. phlei i M.
vaccae (S) van induir un nivells similars a BCG viu (p >0,05).
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Figura D.45. Produccio d’IL-6 (A), IL-12 (B) i NO (C), pels macrofags J774
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Cél-lules sense estimular (1), estimulades amb LPS (10 pg/ml) (2), infectade amb BCG (3), M.
spp. (4), M. phlei (5), M. vaccae (S) (6) i M. gastri (7).

Els micobacteris es van utilitzar vius, o morts per calor (1212C, 15 minuts), o irradiacio (25 kGy),
a una MOl de 1:1 per BCG i de 10:1 per la resta de micobacteris, durant 24 hores.

Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius de tres
experiments independents.

* p <0,05 vs control (cél-lules sense estimular)
% p <0,05 vs BCG viu
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D.2.3.3. Estudi amb macrofags derivats de medul-la 0ssia (BMM) de
ratolins. Implicacié dels receptors Toll-like en I'activacio (model
animal)

D.2.3.3.1. Capacitat d’activacio dels BMM. Inducci6 de la producci6 de citocines
per part dels micobacteris

Per a continuar estudiant la capacitat antitumoral indirecta dels micobacteris
escollits, es van utilitzar macrofags, perd en aquest cas procedents de la medul-la
ossia de ratolins salvatges (WT) i deficients per alguns dels TLR (2 i 4) o MyD88, amb
I'objectiu d’estudiar la seva implicacio en I'activacié d’aquesta resposta.

Tal i com es pot observar a la taula D.5, els micobacteris escollits van ser
capacos d'induir en els BMM WT la producci6 de les citocines IL-6, IL-10, IL-12 i TNF-
a, i de les quimiocines KC, RANTES i IP-10. Els valors induits per M. gastri van ser
molt inferiors comparats amb els induits pels altres dos micobacteris BCG i M.spp.,
donant valors similars al control (p >0,05) en el cas d’IL-10, IL-12, i IL-6. Pero0 en el cas
d’'IP-10, els valors produits per M. gastri van ser superiors als de BCG (p <0,05). En
canvi, M. spp. va induir una major produccié que BCG de RANTES, i especialment
d’'IP-10i IL-12 (p <0,05), i una menor produccié que BCG d’'IL-10 i KC (p <0,05).

Taula D.5. Produccio d’IL-10, IL-12, TNF-a, IL-6, KC, RANTES i IP-10 (pg/ml) en BMM de
ratolins C57BL/6 WT sense infectar (control) i infectats amb els diferents micobacteris

Control BCG M. spp. M. gastri
IL-10 430 +247 2814 + 946* 1848 +22*% 362 +120%
IL-12 594 +19 2043 +681* 12648 + 2052* 806 +185%
TNF-a 93 +14 2633 + 390* 1592 +641* 252 + 25%¢
IL-6 169 +2 14655 =+ 315* 15991 + 1461* 355 +32%
KC 372 +18 23432 +1347* 6212 + 295** 735 £ 43+
RANTES 875 +45 14743 +1588* 57347 +6939** 4718 +704**
IP-10 233 +21 454 +81* 2491 +163** 936 + 70**

* p <0,05 vs control
% p <0,05 vs BCG

Per a estudiar el paper dels TLR en l'activacié del macrofag, es van comparar
els valors obtinguts en quant a la produccio de citocines, entre els macrofags WT i els
macrofags procedents de ratolins deficients per aquests receptors. D’aquesta manera,
es va observar (Taula D.6) que la produccié de les citocines IL-10, IL-12 i TNF-q,
induida per BCG i M. spp. va ser depenent del TLR2, ja que els nivells produits van
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disminuir en abséncia d'aquest receptor. Aquesta induccié també fou depenent,
obviament, de I'adaptador MyD88 (dades no mostrades). En canvi, podem destacar
gue la dependéncia de TLR4 per a la induccié d’IL-10 i IL-12 va ser menor; pero
necessaria per a la produccié de TNF-a, per part dels tres micobacteris estudiats
(dades no mostrades).

Taula D.6. Producci6 d’'IL-10, IL-12 i TNF-a (pg/ml) en BMM de ratolins C57BL/6 WT i
deficients pel TLR2, sense estimular (control), i estimulats amb els diferents
micobacteris i I'agonista del receptor deficient

WT TLR27/-

Control 430 <10

BCG 2814 <10

IL-10 M. spp. 1848 <10
M. gastri 362 225

Pam3 ND <10

Control 594 <10

BCG 2043 236

IL-12 M. spp. 12648 271
M. gastri 806 12

Pam3 33901 <10

Control 93 <10

BCG 2633 688

TNF-a M. spp. 1592 <10
M. gastri 252 <10

Pam3 4491 <10

<10, valor minim de deteccié del test.
ND, dada no disponible

D.2.3.3.2. Inhibicié de la proliferaci6 de les ceél-lules tumorals de bufeta de ratoli

Efecte antitumoral directe dels micobacteris en la linia tumoral de cancer de bufeta de
ratoli MB49

Amb la finalitat d’analitzar la capacitat citotoxica dels macrofags activats front la
linia tumoral MB49, primer vam estudiar la capacitat antitumoral directa dels
micobacteris en aquestes ceél-lules tumorals.

En la figura D.46 podem observar que els tres micobacteris analitzats van ser
capacos d'inhibir la proliferacié cel-lular de la linia tumoral MB49 de manera temps-
dependent. Es va mostrar el nivell maxim a les 72 hores post-infecci6, encara que els
valors d'inhibicié van ser molt diferents, sent d'un 43 + 2% i 47 + 3% amb BCG i M.

176



D. Resultats

spp., respectivament, i d'un 19 £ 4% amb M. gastri. S’ha de destacar que tant M. spp.
com BCG van ser capacos de produir una inhibicié del 30-35% (p <0,05; respecte del
control) a partir de las 24 hores de cultiu. Mentre que M. gastri no va ser capac d’inhibir
la proliferacié cel-lular amb valors estadisticament significatius respecte del control (p
<0,05) fins a les 72 hores de cultiu.

Figura D.46. Inhibicio
del creixement de la
110 linia tumoral MB49 pels
micobacteris a

100 Qiferer_lts temps post-
infeccio (MOI 10:1)
a0 - Els resultats es mostren
= com a percentatge de
£ 80 supervivéncia respecte
C al control (cél-lules
; LS s T, ey sense infectar). Cada

valor representa el
promig + SD dels
triplicats dels cultius de

60 | —8— control  |E o —— T
== BCG
50 - T I e spp.

—&— M. gastid . dos experiments
independents.
40 : : ; .
0 24 48 72 * p <0.05 vs control

Temps (hores)

Capacitat d’induccié de la produccié de citocines en les cél-lules tumorals de bufeta de
ratoli per part dels micobacteris

A banda d’estudiar la capacitat antitumoral directa per part dels micobacteris,
es va analitzar si aquests eren capacos d'induir directament la produccié de
determinades citocines en la linia tumoral MB49. Tal i com podem observar en la
figura D.47, tant BCG como M. spp., al contrari de M. gastri, van ser capacos d’induir
la produccié d'IL-6 i KC (p <0,05), encara que BCG indui valors superiors que M. spp.,
tant d’IL-6 com de KC. La inducci6 de la produccié de les dues citocines per part de M.
spp. i BCG, va ser temps-dependent.

No es va detectar produccié de TNF-a i NO en els cultius analitzats.
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Figura D.47. Producci6
d’IL6 (A) i KC (B) per la
linia tumoral MB49
estimulada amb els
diferents micobacteris
(MOI 10:1) i sense
estimular (control) a
diferents temps post-
infeccio

Els resultats estan
expressats com el promig +
SD dels triplicats dels
cultius de dos experiments
independents.

* p <0,05 vs control
% p <0,05 vs BCG

D.2.3.3.3. Citotoxicitat dels BMM, activats pels micobacteris, front les cél-lules

tumorals de ratoli

Per a analitzar la capacitat citotoxica dels macrofags derivats de medul-la 0ssia
activats amb els diferents micobacteris, es van cultivar els macrofags juntament amb la

linia tumoral MB49.

En la figura D.48 A podem observar com amb els macrofags WT, tant BCG
com M. spp., van ser capacos d'activar la capacitat citotoxica front les cel-lules
tumorals (p <0,05; respecte del control), amb valors d’'inhibicié corresponents a un 68 +
4% amb BCG i a un 37 + 9% amb M. spp. Pel contrari, els macrofags estimulats amb
M. gastri no van ser capacos de disminuir la proliferacio tumoral.
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Per a estudiar la implicacié dels TLR en la capacitat citotoxica dels macrofags
infectats, vam comparar els valors d’inhibicio de la proliferacié de les cél-lules tumorals
cultivades amb els macrofags WT i amb els macrofags deficients pels receptors TLR2,
TLR4 i MyD88. Segons els resultats obtinguts (Fig D.48 A), vam poder destacar la
necessitat del TLR2 i del MyD88, perd no del TLR4, per a estimular la citotoxicitat del
macrofag per part de BCG i M. spp.

Per una altra banda, es va estudiar la possible activitat antitumoral del
sobrenedant dels macrofags activats pels micobacteris. A la figura D.48 B, podem
observar que els tres micobacteris analitzats van induir, en els macrofags, la secrecio
de factors solubles amb la capacitat d’inhibir la proliferacié de les cél-lules tumorals.
Els valors d'inhibicié més elevats (p <0,05; respecte del control) van correspondre als
induits per BCG i M. spp. (92 + 1% i 76 £ 5%, respectivament), sent els més baixos els
produits per la induccié amb M. gastri.

Aquesta citotoxicitat mediada per factors solubles, igual que la mediada pel
contacte cél-lula-cél-lula, va ser dependent del TLR2 i MyD88, pero no del TLR4, ja
gue en absencia del TLR4 els valors de viabilitat de les cél-lules MB49 es van mantenir
similars als obtinguts amb els macrofags WT.
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Figura D.48. Activitat citotoxica induida pels BMM activats front la linia tumoral MB49, a
una proporcié de 20:1 (BMM : MB49), després de 24 hores de cultiu (A). Activitat
citotoxica induida pels factors solubles presents al sobrenedant dels BMM activats front
la linia tumoral MB49, després de 48 hores de cultiu (B)

A. Contacte cél-lula-cél-lula
100
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T M.spp. | |
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3 ; .
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e |
g & - - {

# | & 5 * T
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Els BMM van ser infectats amb els diferents micobacteris, a una MOI de 10:1, durant 24 hores.

Els resultats estan expressats com el promig + SD dels triplicats dels cultius de tres
experiments independents.

* p <0,05 vs control (BMM sense infectar)
% p <0,05 vs BCG
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DISCUSSIO

Resposta antitumoral directa de les diferents soqgues de BCG

Actualment, el BCG és l'agent immunoterapic amb més exit en el tractament
del cancer superficial de bufeta (Gontero, 2010; Babjuk, 2011). Com hem explicat
anteriorment a la introduccié, avui en dia s'utilitzen diferents soques de BCG, les quals
tenen diferents propietats bioquimiques i determinants antigénics (Behr, 2002;
Rodriguez-Alvarez, 2009, Hayashi, 2010). En el context de la tuberculosi, hi ha un gran
nombre d’estudis que avaluen l'impacte d’aquestes diferéncies amb I'eficacia de cada
BCG com a vacuna (Liu, 2009).

En el cancer de bufeta també s’estan utilitzant diferents soques de BCG, i
possiblement també poden donar lloc a diferents respostes immunologiques en els
pacients. No obstant, existeixen molt poques dades que avaluin I'impacte de les
diferéncies entre les soques evolutivament primerenques i tardanes amb la seva
capacitat antitumoral in vitro. Es dificil treure conclusions dels resultats obtinguts en els
assajos clinics realitzats fins ara, ja que a banda de que la soca de BCG administrada
varia, també ho fa la dosi, el tipus de tumor, la durada del tractament, la quimioterapia
addicional administrada, l'estat clinic del pacient, etc., i aquesta variabilitat podria
emmascarar diferéncies en I'eficacia antitumoral de cada soca de BCG. Per a aquest
motiu I'ls de diferents soques de BCG segueix sent un motiu de controversia. Per
exemple, en un estudi on es realitza una meta-analisi de la progressio del cancer de
bufeta superficial, es va suggerir uns nivells d'eficacia similars entre les soques
Pasteur, Frappier, Connaught i Tice (Sylvester, 2002). Mentre que, en un estudi recent
s’ha demostrat que els pacients tractats amb Connaught tenen significativament
menys recurréncies que els pacients tractats amb Tice (Birkhauser, 2012).

Per aguests motius, en aquest treball s’ha comparat I'activitat antitumoral
directa de vuit soques diferents de BCG (evolutivament primerenques i tardanes), les
quals tenen un contingut antigenic (lipidic i glicolipidic) diferent.

Segons els resultats obtinguts en el nostre treball, totes les soques de BCG
analitzades van mostrar una activitat antitumoral directa en les tres linies tumorals
estudiades. Aquesta activitat anti-proliferativa va ser temps- i MOI-dependent, pero
cada una de les soques va mostrar un comportament diferent (Fig. D.6). Les soques
Connaught i Russian van inhibir el creixement de les ceél-lules tumorals T24 i J82 amb
valors superiors a la resta, mentre que Glaxo va ser la menys eficag, inclus en la linea
tumoral RT4 (Fig. D.7). Com ja hem mencionat a la introduccid, actualment, existeixen
dos estudis previs que hagin avaluat la capacitat antitumoral directa de diferents
soques de BCG. En un d’ells es va comparar una soca primerenca (S4-Jena, provinent
de la soca Sweden) amb una tardana (Tice), i es va observar que la primera tenia una
capacitat d'inhibir la proliferaci6 de la linia tumoral T24 major que la tardana
(Schwarzer, 2010). En l'altre estudi es va avaluar l'activitat citostatica de cinc soques
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diferents de BCG (Pasteur, RIVM (deriva de la Pasteur), Evans (deriva de la Glaxo),
Tice i Connaught) totes elles tardanes, en les cél-lules tumorals T24, i es va observar
gue Connaught va ser la soca més eficac (Rajala, 1992). El resultat d'aquest Ultim
estudi concorda amb I'obtingut en el nostre treball. No obstant, nosaltres vam obtenir
un nivell d'inhibicié de la proliferacié cel-lular induit per Connaught inferior al mostrat
per Rajala i col-laboradors. Aquesta diferéncia podria ser deguda a les diferents
condicions d'infeccié in vitro. En els dos estudis previs, després d’infectar el cultiu, el
bacil es va deixar en contacte amb les cel-lules tumorals fins al moment de mesurar la
proliferacié. En canvi, en el nostre estudi els bacteris extracel-lulars es van descartar,
mitjancant rentats del cultiu cel-lular a les tres hores post-infecci6, per tal de produir
unes condicions el més similars possibles al procediment d’administracio in vivo, en el
gual els bacils romanen a la bufeta del pacient durant 2 hores.

A més, les soques que van inhibir el creixement cel-lular de manera més eficag
van ser les mateixes que van induir una major producci6 de citocines (IL-6 i IL-8) (Fig.
D.8). Aquests resultats, els quals concorden amb altres estudis realitzats per altres
autors (Zhang, 1997; Miyazaki, 2006), indiquen que les cél-lules urotelials participen en
la produccio de citocines induida pel micobacteri.

Les citocines juguen un paper important en els pacients amb cancer de bufeta
superficial tractats amb BCG (Ahirwar, 2011). Concretament, I'IL-6 i IL-8 sén critiques
per I'accié6 de BCG. La producci6é de la quimiocina IL-8 ddna lloc a una infiltracié de
cel-lules PMN a la paret de la bufeta limitant I'expansié del bacil i activant la resposta
immune del pacient. A més, la preséncia d'IL-8 en la orina dels pacients que han estat
tractats amb BCG s’ha relacionat amb una millor capacitat de resposta immune del
pacient i amb un millor pronostic amb aquest tractament (de Boer, 1997; Shintani,
2007). Per una altra banda, el paper de I'lL-6 en la biologia del cancer depén del tipus
tumoral, donant lloc a diferents efectes, tant positius com negatius per la resposta del
pacient (DeMichele, 2003). De totes maneres, particularment en el cancer de bufeta,
I'efecte de I'lL-6 com a inductor de la resposta Th2 després de les instil-lacions de
BCG, es creu que esta limitat per I'elevada produccié IFN-y i 'abséncia de producci6é
d’IL-4 (Bevers, 2004). A més, I'lL-6 és capa¢ d’'incrementar I'expressio del receptor de
la fibronectina a5B1, el qual, com ja hem explicat en la introduccio, esta implicat
directament en la unié del BCG a la superficie de l'uroteli (Esuvaranathan, 1995;
Zhang, 2000).

Els nostres resultats mostren que les cél-lules de grau 1 de diferenciacié RT4,
no responen tan bé al tractament amb BCG com les cél-lules de grau 3 de
diferenciaci6, encara que les condicions d’infeccié i cultiu siguin idéntiques. Respecte a
aquest fet, s’ha descrit una relacié entre I'efecte antitumoral directe de BCG, la
produccio d’'IL-6 i el grau histopatologic del tumor. Les cél-lules més diferenciades (de
grau 1), com la RT4, no internalitzen el BCG i s’ha associat amb la no produccié d'IL-6
(Pook, 2007; Bevers, 1998). Un altre estudi mostra que la unioé del BCG a la cél-lula
tumoral (pas indispensable per la posterior fagocitosi del bacil) és menor en les
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cel-lules més diferenciades que en les menys diferenciades (Schneider, 1994), i
aquest fet es va relacionar amb la no presencia (o menor) del receptor de la
fibronectina a5p1 en les cél-lules més diferenciades (Kato, 2010). Per una altra banda,
estudis que utilitzen anticossos anti-BCG i la citocalasina B, els quals inhibeixen la
fagocitosi del bacil, han mostrat que la internalitzaci6 de BCG és necessaria per
estimular la sintesi d'IL-6 en les cél-lules tumorals poc diferenciades, com la T24
(Bevers, 1998). En els nostres experiments, tot i que la inhibicié del creixement i la
produccié d’'IL-6 va variar en funcié6 de la soca de BCG analitzada, totes van ser
capaces d'internalitzar-se en les cel-lules T24 i van romandre vives dins de les
cel-lules tumorals amb nivells similars. Per a aquest motiu, a banda de la
internalitzacié del bacteri, ha d’haver altres factors involucrats en la induccié de la
produccio de la IL-6.

La produccié de citocines esta modulada per antigens bacterians. De fet,
diversos components de BCG han estat descrits com a inductors de la citotoxicitat de
cel-lules del sistema immune front les cél-lules tumorals, sent la paret cel-lular un dels
components més actius (Zlotta, 2000 (b); Miyazaki, 2011). Els micobacteris es
caracteritzen per tenir un ric contingut en lipids i glicolipids en la seva paret cel-lular.
Entre aquests lipids, els PDIM i PGL s’han relacionat amb la viruléncia i amb propietats
immunomoduladores del bacil. A més, en el context de la tuberculosi, la capacitat de
BCG per produir aquests dos lipids s’ha correlacionat amb I'aparicié de complicacions
en els pacients vacunats (Chen, 2007 (c)). Els antigens lipidics i glicolipidics també
estan involucrats en la induccié de NO i citocines en cél-lules epitelials de pulmé i en
macrofags (Hayashi, 2009). Concretament, el DMT és capac¢ d'incrementar la
produccio de citocines en macrofags (Dao, 2008; Hayashi, 2009). S’ha mostrat que les
soques evolutivament primerenques indueixen una produccié de citocines (com I'lL-6 i
IL-8) més elevada que les soques tardanes en macrofags (Hayashi, 2009). EI DMT,
com s’ha descrit a la introduccié (apartat A.2.1.2), esta format per una molécula de
trealosa esterificada amb dos acids micolics. El contingut diferent d’acids micolics que
constitueixen el DMT entre les diferents soques de BCG analitzades, és el que s’ha
relacionat amb la diferéncia en la resposta immune induida, ja que les soques
primerenques produeixen metoxi-micolats, mentre que les tardanes no. De manera
similar, el grup fenol de la molécula de PGL pot modificar la producci6 de citocines en
macrofags (Reed, 2004). Per aquests motius, vam suggerir la possibilitat de que
aquests antigens podrien estar implicats en la inducci6 de la produccié de citocines en
les cel-lules tumorals de bufeta.

Basant-nos en els nostres resultats, no hem trobat cap associacio entre el patré
de lipids i glicolipids de les diferents soques estudiades i la seva activitat antitumoral.
Les soques Russian i Connaught tenen un patr6 d’acids micolics diferent i sén les dues
soques més eficaces com a agents antitumorals en el nostre estudi. A més, les soques
Connaught i Phipps, les quals comparteixen el mateix patré6 de lipids i glicolipids,
mostren una activitat antitumoral molt diferent, ja que la primera és una de les més
eficients, mentre que la segona és de les que menys activitat citostatica ha presentat.
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De totes maneres, encara que no s’hagi trobat cap relacié entre el perfil dels
determinants antigenics analitzats i I'activitat antitumoral observada, aquests lipids i
glicolipids podrien estar igualment implicats en la resposta immune induida pel bacil in
Vivo.

Els nostres resultats in vitro suggereixen que la utilitzacié de diferents soques
de BCG pot donar lloc a diferents respostes antitumorals, independentment de la seva
classificacié evolutiva. De totes maneres, sén necessaris més estudis per a coneixer
'impacte d’aquestes dades en l'evolucié clinica dels pacients tractats amb BCG. La
inhibicié cel-lular directa i la induccié de la produccié de citocines en les cel-lules
tumorals és només un dels mecanismes d’accio del bacil en el cancer de bufeta, ja que
tot el sistema immune esta implicat en 'efecte de la terapia amb BCG. Segons els
nostres resultats, seria interessant realitzar futurs estudis amb models animals de
cancer de bufeta utilitzant les soques de BCG que més eficagment han funcionat en el
nostre treball. Es a dir, la soca evolutivament primerenca Russian i la tardana
Connaught, ja que han estat les que més han inhibit la proliferacié tumoral i induit la
produccio de citocines, d’entre totes les soques analitzades en aquest treball. Aquests
resultats han donat lloc a la publicacié d'un article (Secanella-Fandos, 2012, Annex |).

Resposta antitumoral directa dels diferents micobacteris ambientals

En els ultims anys, s’ha descrit la capacitat immunoestimuladora i antitumoral
de diferents espécies micobacterianes o de diferents extractes derivats seus, perod en
cap cas s’han obtingut resultats millors als de BCG (apartat A.2.2.1). Aquests estudis
ens van suggerir la idea d’escollir i analitzar diferents micobacteris ambientals no
patdogens, amb la possibilitat de trobar un d’ells capa¢ d’induir una resposta cel-lular
optima per al tractament del cancer de bufeta superficial. Com hem explicat
anteriorment en la discussié, i en la introducci6 (apartat A.2.2), es coneix la capacitat
immunoestimuladora dels lipids i glicolipids presents als micobacteris. No obstant, la
composicié de cada un d'ells i el seu patré caracteristic en la paret cel-lular depén de
cada espécie micobacteriana. Per una banda, donat que aquest fet pot influir en
I'efecte que exerceixen els micobacteris en les cel-lules eucariotes, es va analitzar el
patré6 de lipids i glicolipids de diferents micobacteris ambientals, per tal d'escollir
aquells que presentessin perfils diferents o similars a BCG (Fig D.13). D’aquesta
manera, es van escollir els micobacteris M. spp., M. confluentis, M. hiberniae i M.
mageritense, per qué els seu patro lipidic i glicolipidic diferia del que presenta BCG. A
més, es va escollir M. gastri, ja que és I'lnic micobacteri no patdogen que presenta
PDIMs i PGLs a la seva paret cel-lular de la mateixa manera que BCG (Ortalo-Magné,
1996) (Fig. D.10-11). Finalment, també es van escollir les espécies M. vaccae i M.
phlei, ja que han estat utilitzades préviament per altres autors en estudis de cancer de
bufeta (Baran, 2004; Chin, 1996; Morales, 2008).
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En l'analisi dels acids micolics de les espécies escollides per I'estudi, vam
observar que corresponien amb els ja descrits per altres autors (Valero-Guillén, 1985;
Kazda, 1993; Domenech, 1997), excepte el corresponent al de M. confluentis, ja que
els nostres resultats indicaren la presencia de I'epoxi- en lloc del ceto-micolat descrit
per Kirschner i col-laboradors (1992). Per poder confirmar la preséncia de I'epoxi- o del
ceto-micolat hi ha dues possibilitats. Per una banda I'analisi per CCF dels extractes
saponificats utilitzant el diclormeta com a solvent, ja que els dos micolats presenten
mobilitats diferents en aquest sistema (Fig. D.16). D’altra banda, I'opcié més clara és
realitzar paral-lelament una saponificaci6 i una metanolisi acida de la paret
micobacteriana, i analitzar els extractes en una CCF per tal de comparar els patrons
obtinguts (Fig. D.14-15). Mitjancant la metanolisi acida I'epoxi-micolat es trenca i no es
visualitza en una CCF. En canvi el ceto-micolat manté la seva integritat i es pot
observar com una Unica taca a la CCF. Donada la importancia del patré d'acids
micolics per a la descripcié de noves especies i per la seva relacio amb el sistema
immunitari, és important descriure correctament el seu contingut, i per a aixo la CCF és
una eina molt util. Els resultats obtinguts en aquest estudi han donat lloc a la publicacié
d’'un article (Secanella-Fandos, 2011, Annex II).

La majoria dels micobacteris escollits van inhibir la proliferacié de les cel-lules
tumorals, i ho van fer de manera temps- i MOI-dependent (Fig. D.18). Pero, aquest
efecte va ser diferent segons I'especie micobacteriana utilitzada i el tipus cel-lular
analitzat. M. spp. va inhibir les cél-lules tumorals de grau 3 de diferenciaci6 (T24 i J82)
amb nivells similars que BCG o M. vaccae (S), perd presenta una major activitat
antitumoral que BCG i M. vaccae (S) en la liniea de grau 1 (RT4). En canvi, M. gastri
va ser el micobacteri que va mostrar una menor capacitat antiproliferativa en les tres
linies cel-lulars (Fig. D.19).

De la mateixa manera que vam descriure amb les diferents soques de BCG, els
micobacteris que van inhibir el creixement cel-lular més eficagment van ser els
mateixos que van induir una major produccié de citocines (IL-6 i IL-8) (Fig. D.21).
Aquests resultats suggereixen una possible correlacio directa entre la produccié d’IL-6
i IL-8 i la disminuci6 de la viabilitat tumoral. Per tal de demostrar aquest posible efecte,
vam afegir IL-6 i IL-8 recombinants humanes als cultius de la linia T24. Tal i com hem
pogut observar, aquestes dues citocines recombinants sén capaces d'inhibir la
proliferacio cel-lular de la linia T24 de manera concentracio-dependent (Fig. D.28). A
més, aquest efecte es va veure incrementat quan es van afegir conjuntament al cultiu.
Estudis anteriors realitzats per altres autors, han mostrat resultats contradictoris sobre
I'efecte directe en les cél-lules tumorals d’aquestes citocines. Per una banda, s’ha
descrit un efecte anti-proliferatiu directe de I'lL-6 recombinant en cél-lules tumorals de
bufeta in vitro (Revel, 1992), perd també s’ha descrit la seva capacitat per incrementar
la proliferacié tumoral (Okamoto, 1997). D’altra banda, com ja hem explicat
anteriorment en la introducci6, I'efecte quimioatraient de I'lL-8 esta implicat en la
resposta immune del pacient front al tractament amb BCG. Pero, aquesta citocina
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també s’ha descrit com a angiogénica, i s’ha relacionat amb lincrement de la
proliferacio de cel-lules tumorals de bufeta in vitro i en model animal (Mian, 2003). De
totes maneres, els resultats d'aquests autors no descarten la possibilitat de que
aquestes dues citocines podrien exercir una activitat antitumoral activant la secrecio
d’altres proteines o activant diferents mecanismes antitumorals que no s’han analitzat.

De totes maneres, I'increment de la produccio d’aquests citocines seria només
en part responsable de la inhibicié cel-lular. En tots els experiments es va utilitzar E.
coli com a control. E. coli, igual que M. gastri, no va inhibir la proliferacié de cap de les
tres linies tumorals, pero, a diferéncia del micobacteri, si va induir la produccié d'IL-6 i
IL-8 amb nivells superiors als que les cel-lules produeixen constitutivament. Els
resultats obtinguts amb E. coli concorden amb els obtinguts per de Reijke i
col-laboradors (1993). Aquests autors van relacionar I'increment de la produccié d’IL-6
en la linea T24 amb factors d’E. coli secretats al medi, perd no amb factors secretats
per BCG. A més, E. coli, igual que BCG, es pot unir a les cel-lules tumorals de bufeta,
pero a diferencia de BCG, ho fa de manera no especifica (Schneider, 1994). Aquestes
dades suggereixen que BCG i E. coli s'uneixen a la cél-lula mitjiangant mecanismes
diferents i per tant, activant vies cel-lulars diferents, de manera que no es pot descartar
la implicacié d’altres mecanismes diferents de la produccié d’IL-6 en la inhibici6é de la
proliferaci6 antitumoral observada. A més, donada la controvérsia de les dues
citocines analitzades (IL-6 i IL-8), serien necessaries més investigacions per descriure
el seu efecte directe beneficiés en les cél-lules tumorals de bufeta.

Tal i com hem explicat en la introducci6 (apartat A.1.7), en alguns casos, el
tractament dels pacients amb cancer de bufeta superficial comporta una possible
infeccio per aquest microorganisme. Per a aix0, la terapia amb bacils no viables podria
suposar un avantatge. A més, es podria disminuir la variabilitat existent entre els
tractaments, ja que la dosi de BCG en els vials comercials pot variar d’'un a l'altra
perqué la concentracié del micobacteri no €s exacta, si no que correspon a un rang de
cfu/ml, i una part dels bacils presents no és viable. Durant aquests anys s’han buscat
estrategies diferents a la utilitzaci6 de BCG viu. D’aquesta manera, s’ha utilitzat BCG
mort per calor (Akaza, 1993; Schneider, 1994; Yamada, 2002) o un sonicat de BCG
(Thanh&user, 1993), que no han mostrat ser tant efectius com BCG viu. Altres grups
han fet servir extractes de BCG en model animal (Zbar, 1974) o in vitro (Kato, 2010), o
extractes de M. phlei en model animal (Chin, 1996) o en estudis clinics (Morales,
2008), demostrant que l'eficiencia dels mateixos depén de factors com la forma
d’administracio o d’emulsionar els extractes, fet que determina que siguin 0 no
fagocitats per les cél-lules incrementant la seva eficacia (Morales, 2001). No obstant,
la utilitzacié dels extractes fins el moment no ha aconseguit igualar I'eficacia de BCG
viu. Per aquest motiu es va suggerir estudiar la capacitat antitumoral directa dels
micobacteris ambientals morts mitjancant diferents tipus de tractament per calor o
radiacio.
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Els micobacteris no viables (sotmesos als tractaments de radiaci6 gamma,
escalfor a 80°C i 120°C) van ser capacos d’'afectar la viabilitat de les linies tumorals
(Fig D. 23). De la mateixa manera, vam observar que M. spp. mort, va ser capac¢
d’aconseguir valors d’inhibici6 de la proliferacié de la linia tumoral RT4 inclis superiors
als obtinguts amb BCG. D’aquesta manera es demostra que M. spp. mort es comporta
de manera similar que viu. En canvi, els tractaments de radiacié amb llum UV i escalfor
a 60°C durant 30 minuts, no van reduir completament el hombre de bacteris viables,
de manera que aquests dos tractaments no descartarien la possibilitat d’'una infeccio
posterior (Taula D.2).

Encara que es va observar una inhibicié de la proliferacié en tots els casos
(excepte amb M. gastri i els controls negatius), la induccio de la produccié de citocines
va variar en funcié del tractament sotmeés al bacteri i de la linia tumoral analitzada (Fig
D.25). En la linia T24, BCG i M. spp. tractats amb radiaci6 gamma, van induir nivells
de citocines similars als seus respectius vius. De fet, dos estudis previs van mostrar
que la inactivaci6 de BCG per radiaci6 gamma preservava el seu benefici
immunoterapic en model animal, perd no el millorava respecte del bacil viu (Baldwin,
1974; Kreider, 1980). Les dades d’aquests treballs amb BCG concorden amb les
nostres. En canvi, amb les condicions d’escalfor més agressives (80°C i 121°C), el
nivell de citocines va disminuir significativament en les tres linies cel-lulars. Aquest
comportament suggereix que els antigens implicats en la induccié de la produccié de
citocines per part del micobacteri, poden ser estructurals. A més, el fet de que no sigui
necessari que el micobacteri estigui viu podria indicar la no implicacié d’antigens
secretats activament pel micobacteri, fet concordant amb el resultat mostrat amb BCG
en el treball de de Reijke i col-laboradors (1993). Per una altra banda, podriem
suggerir que aquests antigens implicats serien termosensibles, de manera que es
modificarien al ser sotmesos als tractaments d’escalfor més agressius, i per tant,
perdrien la seva funcié estimuladora.

Amb l'objectiu de millorar l'eficacia de la terapia intravesical del cancer de
bufeta, hem assajat la capacitat antitumoral directa dels micobacteris escollits
juntament amb el quimioterapic MMC. La inhibicié de la proliferacio cel-lular observada
amb els micobacteris, tant vius com morts per calor o irradiaci6, es va veure
incrementada en combinacié amb la MMC en les tres linies tumorals analitzades (Fig.
D.27). La sinérgia obtinguda amb M. spp., tant viu com mort, va ser similar a la de
BCG, i inclus superior en la linea RT4. Aquests resultats concorden amb els obtinguts
per Rajala i colaboradors (1992), els quals van descriure que la MMC és capac de
potenciar I'efecte citostatic de BCG in vitro. No obstant, Balemans i colaboradors
(1994), van mostrar que la MMC no incrementava l'efecte antitumoral de BCG en
model animal, perd van suggerir que els seus mecanismes d’acci6 diferents es podrien
complementar i aixi incrementar 'activitat antitumoral. Un altre estudi va demostrar que
la MMC podria inhibir el creixement de BCG in vitro (Mitsogiannis, 2006), pero sense la
necessitat de comprometre la seva activitat antitumoral, ja que la inhibici6 del
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creixement del bacil no implica la seva mort. De totes maneres, com hem mencionat
anteriorment, la mort del bacil no afectaria a la seva capacitat per inhibir el creixement
tumoral. No obstant, respecte a aquesta sinérgia, només en la linia J82 es va observar
un increment de la produccié de les citocines superior al induit pel micobacteri sol
(Taula D.3). En les altres dos linies tumorals, la produccié de les citocines va ser
superior amb el micobacteri sol. La sinergia entre M. spp. i la MMC mostrada en
aquest estudi podria indicar una estratégia per a incrementar I'eficacia del tractament
immunoterapic amb el micobacteri. Per aquest motiu, farien falta més estudis,
especialment amb M. spp, ja que és capac de potenciar I'efecte antitumoral de la MMC
en les cél-lules tumorals de bufeta.

Trenta-sis anys després de I'administracié de BCG en el tractament del cancer
de bufeta superficial, es desconeix amb exactitud els mecanismes amb els que actua
com a agent antitumoral. La disminucio de la proliferacié de les cel-lules tumorals que
hem observat amb els diferents micobacteris, podria ser deguda a la mort cel-lular
induida.

Les nostres dades indiqguen que tant BCG com la resta dels micobacteris
analitzats exerceixen la seva accio inhibitoria del creixement tumoral mitjangant un
mecanisme diferent a I'apoptosi. El nostre resultat obtingut amb BCG coincideix amb el
d’altres autors. S’ha descrit que BCG pot inhibir el mecanisme de l'apoptosi (Chen,
2007 (b)), i hi ha treballs que manifesten que la seva activitat antitumoral directa es
deu a altres mecanismes diferents a I'apoptosi (Sasaki, 1997; Fontana, 1999), entre
els quals s’ha suggerit la necrosi (Seow, 2002; DiPaola, 2007; See, 2009). De totes
maneres, en els experiments de citometria de flux del nostre treball, no vam observar
gue hi hagus induccié de la necrosi (Fig. D.29). No obstant, seria interessant realitzar
altres tipus d’experiments per tal de confirmar la induccié o no d’aquest mecanisme.
De fet, la induccié o no de I'apoptosi €s un tema molt discutit en la bibliografia, ja que
contrariament als resultats que acabem de mencinar, diferents autors han descrit la
capacitat directa de BCG per induir la mort de les cel-lules tumorals de bufeta
mitjancant l'activacié de l'apoptosi in vitro (Saitoh, 2002; Sandes, 2007; Ping, 2010;
Schwarzer, 2010). De la mateixa manera, també s’ha demostrat la capacitat del
complex MCC per activar I'apoptosi (Filion, 1999).

Per una altra banda, segons els nostres resultats, BCG viu i autoclavat es
comporta de manera diferent a la resta de micobacteris, incloent M. spp., i condicions
analitzades. BCG viu i autoclavat indueix un arrest cel-lular en la fase S, mentre que la
resta ho fa en la fase GO-G1 (Fig. D.34). Diferents autors han demostrat que I'acci
antitumoral directa de BCG és deguda a la seva capacitat per induir I'arrest cel-lular de
les cél-lules tumorals in vitro en la fase GO-G1 (Chen, 2005; See, 2009). La diferencia
entre els resultats publicats pels altres autors i els nostres, pot ser deguda a les
condicions diferents entre els experiments (dosi, temps, etc.) o a la utilitzacié de
soques de BCG diferents. M. spp. i BCG, els quals inhibeixen la proliferacié de la linia
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tumoral T24 amb valors similars, actuen de manera diferent per dur a terme la seva
activitat antitumoral.

Resposta antitumoral directa dels diferents micobacteris ambientals

Amb l'objectiu d’analitzar I'efecte immunestimulador dels micobacteris escollits,
es va estudiar I'impacte dels diferents micobacteris en tres tipus cel-lulars diferents: la
linia de macrofags murins J774, les PBMC i els BMM.

Respecte a la capacitat d’activar les cél-lules presentadores d’antigen, tant
BCG com M. spp., van induir la produccio de citocines proinflamatories (IL-6 i IL-12) en
la linia de macrofags murins J774. A més, M. spp. va induir uns nivells d’'IL-12
superiors a BCG (Fig. D.45). Aquesta citocina és clau en la immunoterapia del cancer
de bufeta (O’Donnell, 2004; Zaharoff, 2009). Per una altra banda, només els
micobacteris vius van ser capacos d’induir la produccié de NO, sent els nivells induits
per M. spp. superiors als de BCG (Fig. D.44). La producci6 de NO per macrofags
estimulats amb BCG in vitro ja ha estat mostrada per altres autors, i s’ha demostrat la
seva activitat citotoxica front les cél-lules tumorals de bufeta (Yamada, 2002; Luo,
2010). També, es va observar que el nivell d’expressiéo de determinats marcadors
superficials associats a activacié cel-lular (CD80, CD86 i CD40) va incrementar
després de que els macrofags fossin infectats amb els micobacteris, excepte amb M.
gastri (Fig. D.43). Els nivells d’expressié dels marcadors CD80 i CD86 dels macrofags
estimulats amb M. spp. van ser similars als de BCG. En canvi, el nivell d’expressi6 del
CD40 amb M. spp. va ser superior. EI CD80 i CD86 s6n molecules co-estimuladores
necessaries per a I'activacié de cél-lules T, i el CD40 és una proteina co-estimuladora
requerida per I'activacio del propi macrofag. De manera que M. spp. és capac d’activar
els macrofags, els quals activaran posteriorment les cél-lules T. Degut a que es van
obtenir millors resultats amb els micobacteris vius que morts per irradiaci6 o per
autoclau, sembla que per donar lloc a una completa activaci6 del macrofag és
necessari que el micobacteri estigui viu.

Referent a les PBMC estimulades amb els micobacteris, es va observar un
increment en la produccio d'IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a i IFN-y. A més, M. spp. va
induir uns nivells d’IL-8, IL-12 i TNF-a similars als induits per BCG, perd majors als
induits per M. phlei (tant TNF-a i IL-12 como IFN-y). En el cas de I'lL-6 els nivells
induits per M. spp. van ser superiors als de BCG (Fig. D.35).

Posteriorment, es va observar que M. spp., igual que BCG, també era capac
d’activar els BMM, ja que va induir la produccié de les quimiocines KC, RANTES i IP-
10, obtenint valors superiors a BCG en el cas de RANTES i IP-10 (Taula D.5). Les
quimiocines juguen un paper important en la regulacio de la resposta front I'estimulacié
inflamatoria, ja que sén responsables d’atraure i activar monocits i macrofags,
limfocits, cel-lules PMN, cél-lules NK, cél-lules dendritiques i cél-lules T. La capacitat
de BCG per induir la produccié de quimiocines ha estat descrita per diferents autors
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(Suttmann, 2006; Luo, 2007), i la preséncia d'aquestes molécules en la orina de
pacients amb cancer de bufeta ha estat relacionada amb una resposta favorable del
pacient en el tractament amb BCG (Poppas, 1998; Thalman, 2000; Reale, 2002). A
més, I'lP-10 s’ha descrit que té activitat anti-angiogenica (Strieter, 1995; Rosenkilde,
2004). Com hem observat anteriorment, M. spp. va induir una expressié del marcador
CD40 en els macrofags J774 superior a la de BCG, i en un estudi s’ha relacionat
I'estimulacié del CD40 amb la produccié de RANTES en monocits (Méndez-Samperio,
2003). Aquest fet coincideix amb els nostres resultats, ja que M. spp. va induir uns
nivells majors de RANTES que BCG en els BMM. Per una altra banda, M. spp. va
induir una major produccié d’IL-12 i una menor produccié d’'IL-10 que BCG (Taula
D.5). D'aquesta manera, podem suggerir que M. spp. és capac d’induir una resposta
Th1l més elevada, la qual esta associada amb pacients que responen favorablement a
la immunoterapia amb BCG (Saint, 2002; Riemensberger, 2002). El fet que M. spp.
indueixi nivells més elevats d’IL-12 i IP-10 que BCG, fa suggerir que aquest
micobacteri podria ser un potent candidat com agent antitumoral.

Després d'observar la capacitat de M. spp. per estimular les cél-lules del
sistema immunitari, vam procedir a avaluar la capacitat citotoxica d’aquestes cél-lules
activades.

Les PBMC no estimulades van presentar activitat citotoxica front les cél-lules
tumorals (Fig. D.36). Aquesta activitat basal ha estat atribuida la seva activitat natural
de cél-lula NK (Liu, 2009). No obstant, les PBMC estimulades amb els micobacteris
van presentar un increment en el seu efecte citotoxic front les cél-lules tumorals. A
banda d’aquesta capacitat citotoxica directa, només BCG i M. spp. van ser capacgos de
secretar al medi factors citotoxics. Entre els possibles factors citotoxics secretats, es
podrien trobar les citocines induides pels micobacteris (Pryor, 1995). En general, els
micobacteris morts van mantenir la capacitat d’induir una activitat citotoxica directa i
indirecta en les PBMC, perd menor que els micobacteris vius.

Per tal d'estudiar I'activitat citotoxica dels BMM activats pels micobacteris,
primer es va analitzar si els microorganismes tenien un efecte directe sobre les
cel-lules tumorals de ratoli. M. spp. es va comportar de la mateixa manera que en la
linia tumoral humana T24, ja que va mostrar una capacitat antitumoral directa de
manera similar a BCG (Fig. D.46), i a més, va induir la producci6é d’IL-6 i KC (IL-8 de
ratoli) (Fig. D.47).

Posteriorment, es va estudiar la capacitat citotoxica dels BMM activats. Els
resultats indiguen que els BMM activats per M. spp. es converteixen en cel-lules
efectores citotoxiques front les cel-lules tumorals (Fig. D.48). Estudis previs havien
demostrat aquesta activitat citotoxica de macrofags activats per BCG (Pryor, 1995;
Luo, 2006). A més, hem demostrat que a més de la citotoxicitat mediada pel contacte
cel-lula-cél-lula, el sobrenedant dels macrofags activats per M. spp. també exerceix
una inhibicié de la proliferaci6 tumoral. Aquesta activitat coincideix amb I'observada
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anteriorment amb les PBMC humanes. Per tant, de la mateixa manera que vam
suggerir amb les PBMC, les citocines produides pels macrofags activats pel
micobacteri, podrien formar part dels factors solubles citotoxics secretats al
sobrenedant dels cultius (Luo, 2010; Liu, 2011).

Finalment, analitzant els BMM deficients per TLR2, TLR4 i MyD88, hem pogut
demostrar que M. spp., igual que BCG, depén del TLR2 i del MyD88 per dur a terme
l'activacio del macrofag i la induccié de la produccié de citocines. Per contra, hem
observat que aquesta activacié depen en menor mesura del TLR4 (Taula D.6). En els
tltims anys s’ha descrit la implicacié dels TLR2 i TLR4 en el reconeixement de
diferents antigens de la paret cel-lular dels micobacteris (Tsuji, 2000; Uehori, 2003).
Aquesta interacci6 micobacteri-receptor activa, a través de l'adaptador MyD88,
cascades de senyals intracel-lulars que impliquen I'activacié del factor de transcripcid
nuclear factor-kp (NF-kB) i la consequent produccio de citocines. En el cas del TLR4,
pot activar una cascada de senyals independent a MyD88 (Akira, 2004, Akazawa,
2004). Els nostres resultats concorden amb el treball realitzat per Murata, 2008; on es
demostra que l'activacio del macrofag per part d'un extracte de la paret cel-lular de
BCG, era dependent del TLR2 i MyD88 i independent del TLR4. En un altre estudi,
demostraren també que el TLR2, pero no el TLR4, estava implicat en la induccié de la
produccio de citocines pro-inflamatories en macrofags per part de M. abscessus (Shin,
2008 (b)). De la mateixa manera, la induccié de la citotoxicitat del macrofag activat
pels micobacteris, tant M. spp. com BCG, front les ceél-lules tumorals ha estat
dependent del TLR2 i MyD88, pero no del TLR4 (Fig. D.48).

Patogenicitat de Mspp.

Tal i com s’ha explicat anteriorment, M. spp. no és patogen. A diferencia de
BCG i de la resta de micobacteris (excepte M. vaccae), M. spp. no va sobreviure ni en
les cél-lules tumorals (Fig. D.22) ni en els macrofags (Fig. D.39). S’ha de destacar que
en els nostres experiments s’han obtingut millors resultats amb M. spp. que amb M.
vaccae i M. phlei, tots dos utilitzats per altres autors com a immunoterapics en estudis
previs (descrits anteriorment). A més, cal mencionar que no s’ha descrit en la
bibliografia cap infecci6 en humans o animals causada per M. spp., considerant-se un
micobacteri de nivell de bioseguretat 1 en totes les col-leccions internacionals. En
canvi, M. phlei ha estat descrit com a causant de diferents casos d'infeccié en humans
(Khatter, 2008; Paul, 1998; Cage, 1997; Aguilar, 1989). | també s’han descrit casos
d’infeccié6 en humans amb M. vaccae (Khatter, 2008; Hachem, 1996). De la mateixa
manera, BCG és una soca atenuada considerada de nivell de risc biologic 2.

Per tant, es pot concloure que en aquest treball s’ha identificat un micobacteri
ambiental, no patogen, capa¢ d’inhibir la proliferacio de cel-lules tumorals de cancer de
bufeta, millorant inclus I'activitat que presenta BCG en les linies tumorals de grau 1. A
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més, aquest micobacteri promou una activitat citotoxica en el sistema immune front les
cel-lules tumorals. Aixi, M. spp., al tractar-se d’'un micobacteri innocu per a 'home és
una alternativa millorada a BCG en la terapia antineoplastica.

D'altra banda, també s’ha de destacar que és un micobacteri de creixement
rapid. In vitro creix quatre vegades més rapid que BCG; i a més, ho fa en medis de
cultiu més economics, de manera que la seva produccié a gran escala seria més
rapida i economica que la de BCG. A més, el fet que M. spp. sigui de nivell de
bioseguretat 1 també és interessant a I'hora de considerar-lo com a possible substitut
de BCG, ja que la seva manipulacié al laboratori no requereix d’un laboratori de nivell
de seguretat 2 com en el cas de BCG.
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CONCLUSIONS

1. EIl patré d’acids micolics de la paret cel-lular de Mycobacterium confluentis esta
constituit per I'a-micolat (tipus 1) i 'epoxi-micolat (tipus V).

2. Les soques de Mycobacterium bovis BCG Russian (evolutivament primerenca) i
Connaught (evolutivament tardana) son les més eficaces, d’entre les diferents
soques analitzades de BCG, en inhibir la proliferacié cel-lular i induir la produccio
de citocines en linies tumorals de cancer de bufeta. No hi ha correlacié entre el
patr6 evolutiu de les diferents soques de BCG i la seva activitat antitumoral directa.

3. Només alguns micobacteris ambientals tenen capacitat antitumoral. D’entre tots els
micobacteris avaluats, Mycobacterium spp. és el que presenta major activitat
antitumoral. M. spp. és capac d'inhibir les cel-lules tumorals de grau 3 de
diferenciacié, T24 i J82, a nivells similars als de BCG Connaught, i d'inhibir a
nivells superiors que BCG la linea RT4 de grau 1 de diferenciacio.

4. Els micobacteris que inhibeixen el creixement de les ceél-lules tumorals de cancer
de bufeta més eficagment sén els mateixos que indueixen una major produccié de
citocines IL-6 i IL-8. Aquestes dues citocines estarien parcialment implicades en la
inhibicié de la proliferacié tumoral.

5. Els micobacteris ambientals amb capacitat antitumoral directa la mantenen encara
gue no siguin viables, tot i que la seva capacitat d’'induir la produccié de citocines
es veu disminuida. Els micobacteris ambientals amb capacitat antitumoral
sotmesos a radiaci6 gamma es comporten de manera més similar als micobacteris
vius que els sotmesos a altres tractaments.

6. M. spp., tant viu com mort, junt amb mitomicina C, mostra una activitat antitumoral
directa sinérgica similar a la de BCG amb mitomicina C en les linies T24 i J82, i
inclus superior en la linea RT4.

7. Tant BCG com la resta dels micobacteris estudiats, entre ells M. spp., exerceixen
la seva acci6 inhibitoria de la proliferacié tumoral mitjancant un mecanisme diferent
de l'apoptosi i la necrosi. BCG, tant viu com autoclavat, indueix un arrest cel-lular
en la fase S, mentre que la resta de micobacteris en totes les condicions
analitzades ho fan en la fase GO-G1.

8. M. spp. és capa¢ d'activar els macrofags J774. Incrementa I'expressié dels
marcadors CD80 i CD86 a nivells similars que BCG, i superiors a aquest en quant
a I'expressié del marcador CD40. A més, M. spp. indueix la produccié de citocines
proinflamatories en la linia J774. Els nivells d’IL-12 obtinguts per I'activacié amb M.
spp. s6n superiors als obtinguts per BCG.
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M. spp., a l'igual que BCG, és capac d’'activar les cél-lules mononuclears de sang
periférica humanes (PBMC) i els macrofags derivats de medul-la ossia (BMM) de
ratoli. M. spp. indueix la produccio nivells més elevats d’IL-12, RANTES i IP-10 que
BCG.

M. spp., a l'igual que BCG,és capac¢ d’'induir una capacitat citotoxica directa, i la
secrecid al medi de cultiu de factors citotoxics, per part de les PBMC i dels BMM
activats.

Tant per a donar lloc a una completa activacié del macrofag, com per a induir una
activitat citotoxica directa i indirecta en les PBMC i els BMM, és necessari que el
micobacteri estigui viu.

M. spp., a ligual que BCG, depén del TLR2 i del MyD88, i en menor mesura del
TLR4, per dur a terme l'activacio del macrofag i la induccié de la produccié de
citocines. Aixi mateix, la induccié de la citotoxicitat del macrofag activat per M. spp.
i BCG, front les cél-lules tumorals, és dependent del TLR2 i del MyD88, pero no del
TLRA4.

M. spp., a diferéncia de BCG, no és capac de sobreviure en les cel-lules tumorals
de cancer de bufeta ni en els macrofags J774 al llarg del temps.
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CONCLUSIONS

1. The profile of mycolic acids from Mycobacterium confluentis contains a-mycolates
(type 1) and epox-ymycolates (type V mycolic acids).

2. Mycobacterium bovis BCG Russian (evolutionarily early) and Connaught
(evolutionarily late) substrains are the most efficacious, among the different
substrains analyzed, in inhibiting tumoral growth and inducing cytokines production
in bladder cancer cell lines. No correlation between the evolutionarily pattern of the
different BCG substrains and their direct antitumor activity was found.

3. Only some micobacteria have antitumoral ability. Among all the micobacteria
avaluated, Mycobacterium spp. shows the highest antitumoral activity. M. spp. is
able to inhibit cell proliferation of grade 3 bladder cancer cells, T24 and J82, to a
similar extend than BCG; showing even higher levels of cell growth inhibition than
BCG in grade 1 cell line RT4.

4. Mycobacteria that induced greater inhibition of proliferation also induced higher
production of IL-6 and IL-8 cytokines. These two cytokines are partially involved in
the inhibition of tumor proliferation.

5. Non viable mycobacteria retains its ability to inhibit tumor cell proliferation, although
their ability to induce cytokine production is partially reduced. Gamma-irradiated
mycobacteria behave closer to their respective untreated mycobacteria than
mycobacteria subjected to other treatments.

6. M. spp., live or dead, together with mitomicin C, show a synergic direct antitumor
activity, similar to that of BCG with mitomicin C in in T24 and J82 cell lines, and
even higher than BCG with mitomicin C in RT4 cell line.

7. BCG and the environmental mycobacteria studied, including M. spp., inhibit tumor
proliferation by means of a different mechanism from apoptosis or necrosis. BCG,
both live and autoclaved, induces S-phase cell cycle arrest, while the other
mycobacteria and conditions analyzed induce cell cycle arrest at GO-G1 phase.

8. M. spp. is able to activate J774 macrophages. M. spp. increases the expression of
CD80 and CD86 markers to similar levels than BCG, and over BCG-induced CD40
expression levels. M. spp. also triggers proinflammatory cytokines production. M.
spp-induced IL-12 levels are superior to those obtained by BCG-induced activation.

9. M. spp., like BCG, is capable of activating human peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) and bone marrow derived macrophages (BMM) from mice. M. spp.-
induced IL-12, RANTES, and IP-10 levels are higher than those triggered by BCG.
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10. M. spp., like BCG, is capable of inducing direct cytotoxic capacity and also the
release of cytotoxic factors from M. spp-infected PBMC or BMM.

11. Live mycobacteria is necessary for entire macrophage activation and for the
induction of a direct and indirect cytotoxic activity in PBMC and BMM.

12. M. spp., like BCG, depends on TLR2 and MyD88, and to a lesser extent on TLR4,
to carry out the activation of macrophages and the induction of cytokine production.
Furthermore, the cytotoxicity induced by M. spp- or BCG-activated macrophages
against tumor cells is dependent on TLR2 and MyD88, but not on TLR4.

13. M. spp., unlike BCG, do not survive inside tumor cells nor J774 macrophages over
time.
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Per una banda, tal i com hem explicat, donat que tot el sistema immunitari esta
implicat en 'efecte de la terapia amb BCG, seria necessari realitzar més estudis per tal
de coneixer I'impacte de les dades obtingudes, en I'estudi de les diferents soques de
BCG, en els pacients tractats amb BCG. D’aquesta manera, seria de gran interes
avaluar en model animal de cancer de bufeta les dues soques de BCG que han
mostrat millors resultats en el nostre estudi, és a dir, la Connaught i la Russian, i
comparar-les amb la que ha mostrat pitjors resultats (Glaxo). També seria interessant
poder aprofundir en les caracteristiques compartides per aquestes dues soques 0 en
les que les diferencien de la resta, i per tant els hi confereixen una capacitat
antitumoral més efica¢ que la resta de soques avaluades.

Per una altra banda, la resposta antitumoral directa mostrada per M. spp., aixi
com la seva capacitat d'activar cél-lules presentadores d’antigen, suggereixen que
aquest micobacteri pot ser un candidat per al tractament immunoterapic del cancer de
bufeta superficial. Per a aquest motiu, seria de gran interés realitzar estudis amb
model animal de cancer de bufeta comparant I'efecte antitumoral i immunoestimulador
de M. spp. amb BCG.

A més, les bones dades obtingudes amb M. spp. mort, especialment per
radiaci6 gamma, fan que sigui interessant continuar el seu estudi comparant-lo amb el
micobacteri viu in vivo. Aquest fet, també fa que sigui rellevant I'estudi dels antigens de
M. spp. que podrien estar implicats en I'activitat antitumoral observada. Aixd podria
donar lloc al disseny de nous agents més eficacos per al tractament immunoterapic, i
un coneixement més ampli del mecanisme implicat en la resposta antitumoral induida.

La capacitat antitumoral i immunoestimuladora de M. spp. observada en aquest
treball en cel-lules tumorals de bufeta, podria ser mantinguda en altres tipus de cancer.
Aixi doncs, el seu estudi com a agent antitumoral en diferents tipus neoplastics seria
molt interessant.

Com acabem de veure, els resultats obtinguts en aquesta tesis serveixen de
base per a noves vies d’investigacio.
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ABSTRACT

Purpose: Evolutionarily early and late BCG substrains are genetically distinct, displaying
different antigenic determinants. While it has been suggested that this fact may influence the
immunostimulatory effects of BCG as a vaccine in the context of tuberculosis, the impact of
these genetic differences on the antitumor activity of BCG remains unknown. Here, the direct
antitumor capacity and the ability to trigger cytokine production of eight evolutionarily early and

late BCG substrains on urothelial bladder cancer cell lines were compared.

Material and Methods: The T24, J82 and RT4 bladder tumor cell lines were cultured with
different doses of three evolutionarily early BCG substrains (Japan, Moreau and Russian) and
five evolutionarily late strains (Connaught, Danish, Glaxo, Phipps, and Tice). Both inhibition of
cell proliferation at different time points and the production of interleukin (IL)-6 and IL-8 in cell

culture supernatants were measured.

Results: For T24 and J82 cells, Russian and Connaught induced the highest inhibition of cell
proliferation and cytokine production, triggering values up to three-fold higher than the other
BCG strains. In contrast, Glaxo and Phipps (for T24 cells) and Glaxo and Tice (for J82 cells)
were the least efficacious. For RT4, all BCG strains inhibited cell proliferation to a similar extent
and induced low levels of only IL-8 except for Danish and Glaxo strains, which were less

efficacious.

Conclusions: Russian and Connaught, evolutionarily early and late substrains, respectively, are
the most efficacious BCGs for both inhibition of cell proliferation and induction of cytokine

production. Glaxo was the least efficacious strain.
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INTRODUCTION

Intravesical Mycobacterium bovis Bacillus
Calmette-Guérin  (BCG) therapy for
superficial bladder cancer remains the most
successful currently used immunotherapy.
Indeed, BCG therapy is the treatment of
choice for high-risk, non-muscle-invasive
bladder cancer for preventing recurrence
and progression.*

Currently, various commercially available
BCG substrains are used worldwide,
although each substrain possesses specific
characteristics based on their history.
Starting in 1921, when BCG was initially
used as a vaccine, it was distributed from
the Pasteur Institute around the world.
Lyophilized seed lots of BCG were not
made until 1960. Then, multiple passages
of BCG were made in each laboratory to
preserve viable bacteria. Consequently,
insertions and deletions accumulated in the
genomes of these strains (fig. 1). Today,
molecular biology techniques allow the
different substrains and M. bovis to be
sequenced completely and compared,
allowing the identification of the molecular
basis of attenuation in BCG and the genetic
variability among the daughter strains. In
accordance with these genetic
characteristics, BCG substrains have been
divided into early (Russian, Moreau, Japan,
Sweden, Birkhaug) and late strains
(Danish, Glaxo, Tice, Connaught, Phipps,
Frappier, Prague, Pasteur). Moreover,
biochemical properties and differing
antigenic  determinants  have  been
described among the different BCG
substrains, including the lipidic and
glycolipidic content of the mycobacterial cell

wall.>®
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In tuberculosis, there has been a wide
range of research attempting to assess the
impact of these differences on the efficacy
of BCG as a vaccine.® There is data from in
vitro," ex vivo, and in vivo animal and
human studies to indicate that different
antigenic determinants do result in
differences in  immunological  activity
between strains. However, the results are
controversial. Some authors have reported
that evolutionarily early strains induce a
higher Th-1 pro-inflammatory response
than late strains, suggesting that early
strains trigger better protection against
tuberculosis disease.” However, other
research has found no relationship between
evolutionary patterns and protection.8

In bladder cancer immunotherapy, different
strains are also used, but the impact of the
differences between evolutionarily early and
late substrains on BCG direct antitumor
capacity has been investigated very little.
To the best of our knowledge, only one very
recently published paper9 has compared
the ability of one early and one late BCG
substrain to inhibit tumor proliferation,
finding the best results with the early
substrain. In view of this paucity of data, we
aimed to compare the inhibition of cell
proliferation and induction of cytokine
production by eight different evolutionarily
early and late BCG substrains in different
human cancer cell lines, which represent a
spectrum of aggressiveness. Furthermore,
we have correlated the different levels of
activity to the different cell wall antigens

present in each substrain.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

M. bovis BCG Connaught (ATCC 35745),
BCG Phipps (ATCC 35744) and BCG Tice
(ATCC 27289) strains were purchased from
Aventis Pasteur Laboratories (ImmuCyst),
from the Spanish Type Culture Collection,
and from the German Collection of
Microorganisms and  Cell  Cultures,
respectively. BCG Russian, Moreau and
Danish and BCG Glaxo and Japan strains
were kindly given to us by Dr. Carlos Martin
(Zaragoza, Spain) and by Dr. Jun Liu
(Toronto, Canada), respectively.
Escherichia coli (ATCC 10536) was used
as a negative control.

All BCG strains were grown on Middlebrook
7H10 agar (Difco Laboratories, Surrey, UK)
supplemented with 10% oleic-albumin-
dextrose-catalase enrichment medium at
37C for 2 weeks. E. coli was grown on
Tryptic Soy Agar (TSA; Scharlau Chemie,

Barcelona, Spain) at 37°C for 1 day.

Analysis of cell wall surface lipids and
glycolipids
The analysis of lipids and glycolipids was

conducted as described previously.™

Cell culture

The human transitional carcinoma cell lines
T24, J82 and RT4, which represent
histopathological tumor grades 3, 3 and 1,
respectively, were kindly provided by the
Cancer Cell Line Repository of the Parc de
Recerca Biomeédica de Barcelona (as part
of a Cooperative Cancer Research Network
[RTICC] project funded by the Spanish
Health Ministry, C03/010). Cell monolayers
were maintained in Dulbecco’s Modified
Eagle’s medium (DMEM)/Ham's F-12

nutrient mixture (Gibco BRL, Grand Island,
NY) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS, Lonza,
containing 100 U/ml penicillin G (Lab ERN,
Barcelona, Spain) and 100 pg/ml

Switzerland),

streptomycin (Lab Reig Jofre, Barcelona,
Spain) (complete medium), at 37C in a
humidified atmosphere with 5% CO..

Growth inhibition experiments

For infection experiments, suspensions of
bacterial cells were prepared as described
previously."* Three x 10* tumor cells were
seeded in triplicate into 96-well tissue
culture plates, infected after 3 hours with
one of the BCG substrains or E. coli at
different multiplicities of infection (MQOI), and
incubated at 37C for 3 hours. Extracellular
bacteria were removed by washing each
well three times in warm PBS. Complete
medium was then added to each well and
incubated at 37C with an atmosphere of 5%
CO,. The effects of BCGs or E. coli
infection on tumor cells were monitored at
different time points post-infection. Non-
infected control cultures were always
included, and all experiments were
repeated at least three times.
For  cytokine-induced cell  inhibition
experiments, the T24 cell line was cultured
as described above with or without
increasing  concentrations of human
recombinant interleukin-6 (IL-6) and/or IL-8
(BD Pharmingen, San Diego, CA).

Cell proliferation assay
Cell viability was assessed using a 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT)
colorimetric assay (Sigma, St. Louis, MO).
Briefly, after removing culture supernatants

for cytokine analysis, 10% of MTT in

247



Annex

complete medium was added and
incubated for 3 hours at 37°C. After
removing the medium, water-insoluble dark
blue formazan was dissolved by adding
acidic  isopropanol.  Absorbance was

measured at 550 nm (Tecan, Switzerland).

Analysis of cytokines

At different time points after infection, cell
culture supernatants were harvested,
centrifuged, and stored at -40C until used.
IL-6, IL-8 and tumor necrosis factor (TNF)-a
levels were determined using commercially
available enzyme-linked immunosorbent
assays (for IL-6 and IL-8 from BD; and for
TNF-a from Mabtech, Nacka Strand,
Sweden) according to the manufacturer’s
instructions. All samples were assayed in

duplicate.

BCG viability in infected cultures
Colony-forming units (CFU) were measured
at different time points post-infection for the

T24 cell line as described previously.™

Statistical analysis

The statistical significance of the
differences between cytokine levels and
growth inhibition among the different BCG
strains was assessed using Student's t-
tests (SigmaStat, SPSS, Chicago, IL).
Differences were considered significant
when p was < 0.05.

RESULTS

Differential production of mycolic acids,
lipids and glycolipids between BCG
strains

BCG substrains have different patterns of
antigenic determinants. Three mycolates
(MA)—a-, methoxy- and keto-MA—were
observed in the early BCG substrains
studied (supplementary fig. 1, lines 1-3),
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whereas methoxy-MA was absent in the
late BCG substrains (lines 4-8). With
respect to the free lipid and glycolipid
content, four BCG strains (Russian, Danish,
Connaught and Phipps) were found to
produce
(PDIM) and  phenolglycolipid  (PGL),
whereas neither of these compound types

phthiocerol dimycocerosate

were observed with Japan, Moreau and
Glaxo substrains (supplementary fig. 2-3).
Lastly, the Tice substrain showed a
different pattern with PDIMs but no PGLs
(supplementary fig. 2, plate 6; and
supplementary fig. 3, lane 6).

All BCG strains produced similar levels of
trehalose-dimycolate (TDM), trehalose-
monomycolate (TMM), phosphatidylinositol
mannosides (PIMs), and phospholipids
(data not shown). Overall, there were no
marked differences in these compounds
among the BCG substrains examined (fig.
1).

BCG Russian and Connaught were the
most efficacious in inducing tumor
growth inhibition

As observed in figure 2, antiproliferative
activity was both time- and MOI-dependent
in all cases. Increasing MOI doses (up to
five-fold) and longer incubation periods
were analyzed without detecting higher
growth inhibition levels (data not shown).
The antitumor effect of each BCG substrain
depends on the cancer cell line studied. As
figure 3 shows, the three evolutionarily
early strains, Russian, Moreau and Japan,
and the evolutionarily late BCG Connaught
induced the highest inhibition of T24 cell
proliferation with values approximately 43-
50%. In contrast, both Glaxo (p <0.01) and
Phipps (p<0.05) were statistically less
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efficacious in reducing tumor growth, with
values of approximately 27% inhibition,
except when compared to the Tice strain,
for which the differences were not
statistically significant.

For the J82 cell line (fig. 3), BCG Russian
and Connaught had the strongest inhibitory
effect on cell growth (40-45% inhibition
values). In contrast, both BCG Glaxo and
Tice demonstrated notably lower inhibition
activity (31% of inhibition). Nevertheless,
BCG Connaught was the only strain that
showed a significantly different capacity to
inhibit tumor growth compared to the other
substrains (p <0.01, except against
Russian).

Finally, most BCG strains inhibit RT4 cell
proliferation to a similar extent (18-22%) at
72 hours post-infection, with the exception
of the Danish and Glaxo strains, which
were observed to be less efficacious
(values of 13-14%) (fig. 3).

BCG Russia and Connaught triggered
the highest cytokine production among
the BCG substrains studied

Following the same pattern as growth
inhibition, production of cytokines was also
dose- and time-dependent (data not
shown). Most BCG strains triggered a
statistically significant increase in IL-8
production in T24 and J82 cell lines
compared to basal levels produced by non-
infected cells (p <0.01) (fig. 4A). In both of
these cell lines, Russian and Connaught
infection induced the highest IL-8
production (fig. 4A), while Glaxo and Tice
were the least efficacious. In the case of the
RT4 cell line, IL-8 production was higher in
BCG-infected cells than in non-infected

cells (p <0.01) with the exception of Glaxo-

infected cells. Russian, Phipps and
Connaught strains were the most effective
at inducing IL-8 release (fig. 4A).

Although there was constitutive production
of IL-6, infection with BCGs up-regulated IL-
6 production in high grade T24 and J82 cell
lines (p <0.01, compared to non-infected
cells), (fig. 4B). BCG Russian and
Connaught were the most effective at
triggering IL-6 release in T24 and J82 cells
as well as the Phipps strain for J82 cells. In
contrast, Tice and Glaxo were the least
effective at inducing IL-6 production in both
cell lines (fig. 4B). In no case was IL-6
detected in RT4 cultures.

E. coli also induced IL-6 and IL-8
production in all tumor cell lines studied. In
no case was TNF-a detected (data not

shown).

IL-6 and IL-8 inhibit tumoral growth

As figure 5 shows, both IL-6 and IL-8 inhibit
tumoral growth in a dose-dependent
manner. When both interleukins were
together at low concentrations, a synergistic
effect on growth inhibition was observed,
but, at higher concentrations, the inhibition
was increased only with respect to IL-8

dose alone.

All BCG substrains survive in the T24
cell line

As figure 6 shows, all BCG strains were
internalized in the T24 cell line to a similar
extent at 3 hours post-infection (p >0.05).
However, at 72 hours post-infection, the
rate of survival of Tice and Moreau was
significantly lower than most of the other
strains (p <0.05) with the exception of
Glaxo and Connaught. Japan was the only

substrain  that  showed  statistically
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significant differences between 3 and 72

hours post-infection (fig. 6).

DISCUSSION

Ouir first notable finding is that all BCGs had
direct antitumor activity, but each substrain
displayed different behaviors. Russian and
Connaught, evolutionarily early and late
substrains, respectively, had the greatest
cytostatic activity in the T24 and J82 cell
cultures, while the early strain Glaxo was
found to be the least efficacious. In the RT4
cell line, Glaxo was again the substrain that
induced the weakest inhibition of cell
proliferation.

As far we know, only two previous studies
have evaluated the direct antitumor ability
of different BCGs. Very recently, an early
strain (S4-Jena) and a late BCG strain
(Tice) were compared. The authors showed
that the early strain had greater cytotoxic
ability than the late strain using T24 cells.’.
Previously, the cytostatic activity of five
different evolutionarily late BCG substrains
was evaluated, also in T24 cells.*” In
agreement with our results, the Connaught
substrain was found to be the most
efficacious, but a level of growth inhibition
greater than that indicated by our results
was reported.12 This difference can be
attributed to the in vitro infection conditions.
In both previous studies, BCG was left in
contact with tumor cells until cell
proliferation was measured. However, in
our study, non-internalized bacteria were
washed away 3 hours post-infection,
mimicking an in vivo setting.

The second finding of note is that BCG
strains that induced greater inhibition of

proliferation also induced higher production
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of cytokines. These results, in agreement

1314 indicate that

with previous studies,
urothelial cells participate in this BCG-
induced cytokine production.

Production of cytokines are critical for BCG
action.” The production of the chemokine
IL-8 results in the infiltration  of
polymorphonuclear cells into the bladder
wall, limiting the spread of BCG and
activating the host immune response. The
presence of IL-8 in urine after instillation
has been related to immune
responsiveness in patients and a better
prognosis with BCG treatment.®*’ The
favorable role of IL-6 in cancer biology is
unclear.'® However, particularly in bladder
cancer, the negative effects of IL-6
(promoting the Th2 response) after bladder
BCG instillation are thought to be prevented
by high production of IFN-y and the
absence of IL-4 production.’® Moreover, IL-
6 up-regulates the expression of the 5al
integrin-receptor,  which is  directly
implicated in BCG attachment to the
urothelial surface.>*

Our experiments also suggest a possible
role for recombinant IL-6 and IL-8 in growth
inhibition (fig. 5). Despite this, increased
production of cytokines can only be
responsible in part for growth inhibition
because E. coli infection also induced
cytokine release at levels similar to some of
the BCG strains, but no effects on tumoral
growth were observed. E. coli-induced
cytokine production has been related to the
release of soluble factors by E. coli cells.?
Moreover, the mechanisms by which E. coli
interacts with bladder cells are different
from those used by BCG.”® These data
suggest that E. coli and BCG can
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differentially activate cytokine production
and/or the release of other factors
implicated in cellular growth inhibition.
Moreover, the potential for other antitumoral
mechanisms cannot be discarded.

Our results also show that RT4 cells are
more refractory to BCG treatment than
grade 3 tumor cell lines, despite identical
infection conditions. Indeed, a correlation
between BCG direct antitumor effects, the
production of IL-6, and histopathological
tumor grade has been reported. For
instance, a well-differentiated cell line (RT4)
did not internalize BCG, and this was
associated with the non-production of IL-
6.2?° In contrast, experiments using anti-
BCG antibodies and cytochalasin B, a drug
inhibiting phagocytosis, have shown that
internalization of BCG is necessary in
poorly differentiated cell lines (such as T24)
for up-regulation of IL-6 synthesis.25
Although growth inhibition and production of
IL-6 varied as a function of the BCG
substrain  used for infection in our
experiments, interestingly, we did not
observe statistically significant differences
in the levels of live bacteria internalized in
T24 cells (fig. 6). Thus, apart from
internalization of the bacteria, other factors
seem to be involved in IL-6 production.
Production of cytokines is modulated by
bacterial antigens. Accordingly, we wonder
whether Russian and Connaught, although
they have different evolutionary histories,
have a common antigenic profile.
Mycobacteria are characterized by rich lipid
and glycolipid content. In fact, the cell wall
is one of the most active BCG
subcomponents that enhances cytotoxicity

against tumor cell lines.?® Lipidic and

glycolipidic antigens have been implicated
in triggering the production of nitric oxide
and cytokines in lung epithelial cells and
macrophages.* Specifically, TDM, which is
a trehalose molecule esterified by two
mycolic acids, enhances the production of

cytokines in macrophages.**’

Evolutionarily
early substrains exhibited higher synergistic
effects with IFN-y on the production of
inflammatory cytokines (such as IL-6 and
IL-8) in macrophages than evolutionarily
late substrains. The differences among
BCG strains have been related to the
mycolic acid composition of TDM. Mycolic
acids are important components of the
unique cell wall of mycobacteria. TDM from
evolutionarily early substrains produces
methoxymycolates, whereas evolutionarily
late substrains are devoid of
methoxymycolates6 (fig. 1). Other studies
have also shown that mycolates modulate
cytokine production in macrophages.”” It
has therefore been suggested that
methoxymycolate deficiency reflects the
differences in immunogenicity among BCG
strains. Similarly, the phenol group on PGL
alters cytokine production by
macrophages.”® Subsequently, we
hypothesized that these antigens could also
be implicated in cytokine production by
bladder epithelial cells.

However, when we attempted to correlate
the lipid profile to the antitumor activity of
each substrain, we did not find any
association. Overall, our study of lipid
antigens did not reveal any obvious
candidates that would explain the different
antitumor activity of these strains, in
contrast to findings in lung epithelial cells or

macrophages cultures. In fact, we did not
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find any other characteristic/antigenic
profile shared only by Russian and
Connaught  substrains,”®> Despite the
results obtained, a possible role for these
antigens in the BCG-induced immune
response in vivo cannot be discarded.

The use of different strains remains a
matter of controversy. Until now, it has
been difficult to draw conclusions from
results obtained in clinical trials, not only
because the strain used varies but also
because the BCG dose, tumor type, length
of the treatment, additional chemotherapy,
and patient clinical status, among other
factors, vary as well. Lack of comparability
between these other conditions in clinical
studies to date may have masked
differences in the antitumor efficacy of each
BCG strain. For instance, a meta-analysis
of progression suggested similar efficacy
levels with the Pasteur, Frappier,
Connaught and Tice strains®. However, it
has recently been demonstrated that
patients treated with the Connaught strain
had significantly fewer recurrences than
patients treated with Tice®®, with the five-
year recurrence-free survival rate being
75% and 46%, respectively.

Our in vitro results suggest that the use of
different BCG strains can lead to different
antitumor responses. However, the impact
of our data on the clinical outcome of BCG-
treated patients is not known. A better
understanding of the initial urothelial cell
response is needed, but BCG treatment
also affects the entire immune system.
Based on our results, we believe that
further studies using bladder cancer animal
models with selected BCG substrains are

worthwhile.
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CONCLUSION

In  conclusion, BCG Russian and
Connaught, which are evolutionarily early
and late strains, respectively, were found to
be the most efficacious for growth inhibition
and cytokine production among the group
of strains studied, whereas Glaxo was
shown to be the least efficacious.
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Annex

Figure 1. Genealogy and phenotypic characteristics of the different BCG substrains studied.
The year the strain was obtained has been included for reference. The horizontal axis is not
proportional to genetic difference.

MPT64, MPT70, MPT83, antigenic proteins (MPT for M. tuberculosis, and the number followed
indicates the relative mobility during nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis); PDIM,
phthiocerol dimycocerosate; PGL, phenolglycolipid; TMM, trehalose-monomycolate; TDM,
trehalose-dimycolate; PIM, phosphatidylinositol mannoside; RD, region of difference

*figures 2, 3 and 4 of this paper; **corresponding figures from this work not shown

+, present; -, not present

Figure 2. Inhibition of tumor cell growth by BCG or E. coli at different time points post-infection
(A, B and C) and at different MOls (a, b and c).

Results are shown as a percentage of cell survival relative to control cells. Each point
represents the mean = standard deviation from triplicates. Data are representative of one of

three independent experiments.

Figure 3. Effect of BCG substrains and E. coli (MOI 12.5:1) on tumor cell growth after 72 hours
for T24 and RT4, and 120 hours for J82. Results are shown as a percentage of cell survival
relative to control cells.

The results are expressed as mean * standard deviation obtained from triplicates. Data are
representative of one of three independent experiments.

* p <0.05 against the rest of BCG strains

Figure 4. IL-8 and IL-6 production by human bladder cancer cell lines stimulated with different
BCG strains. Cell lines were cultured either in the medium alone (control cells), with BCG
strains or E. coli (negative control) (MOI 12.5:1) for 72 hours in T24 and RT4 and 120 hours in
J82 cell line.

The results are expressed as mean * standard deviation obtained from triplicates. Data are
representative of one of three independent experiments.

*, p <0.05 against non-infected cells

Figure 5. Synergistic effects of different doses of recombinant human cytokines on inhibition of
T24 proliferation. The four columns on the left show the effects of different levels of recombinant
IL-6 on T24 proliferation. The three columns on the right show cytokine synergy at the same
doses, which are similar to those found in BCG-infected T24 cultures.

T24 cells were cultured either in the medium alone (control cells) or with increasing
concentrations of IL-6 and/or IL-8 for 72 hours.

The results are expressed as the mean + standard deviation obtained from triplicates. Data
represent one of two independent experiments.

* p <0.05 against T24 cells without stimuli
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Figure 6. Bacteria cell counts inside T24 tumor cell line at 3 and 72 hours after BCG infection
(MOl 10:1).

The results are expressed as mean * standard deviation obtained from triplicates. Data are
representative of one of three independent experiments.

* p <0.05 against the rest of BCG strains

&, p <0.05 between 3 and 72 hours

Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.

Figure 4.
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Figure 5.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure 1. Thin layer chromatography (TLC) analysis of mycolic acids (MA): I, a-MA: Ill,
methoxy-MA; and IV, keto-MA, obtained from the different BCG strains. Lanes (1) Russian, (2)
Japan, (3) Moreau, (4) Danish, (5) Glaxo, (6) Tice, (7) Connaught, and (8) Phipps strains.

Figure 2. Two-dimensional (2D)-TLC analysis of phthiocerol dimycocerosates (PDIMs) obtained
from the different BCG strains. Lanes (1) Russian, (2) Japan, (3) Moreau, (4) Danish, (5) Glaxo,
(6) Tice, (7) Connaught, and (8) Phipps strains.

Figure 3. TLC analysis of phenolglycolipids (PGL) extracted from the different BCG strains.

Plates were developed with (A) chloroform-methanol (85:15, vol/vaol). Lanes (1) Russian, (2)
Japan, (3) Moreau, (4) Danish, (5) Glaxo, (6) Tice, (7) Connaught, and (8) Phipps strains.

Figure 1.
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Figure 2.

Figure 3.
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Article Il

II.  Secanella-Fandos S, Luquin M, Pérez-Trujillo M, Julian E. (2011) Revisited
mycolic acid pattern of Mycobacterium confluentis using thin-layer
chromatography. Journal of Chromatography B. 879(26): 2821-2826.
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Després de tants anys, és molta la gent amb la que he compartit grans i petites
coses, totes elles importants per a la realitzacié d’aquest treball.

En primer lloc vull agrair a les meves directores de tesis, la Dra. Esther Julian i
la Dra. Marina Luquin, per haver-me acollit al seu laboratori i haver-me donat
'oportunitat d’arribar fins aqui. Especialment a I'Esther, per la seva implicacio i ajut
incondicional en tot aquest treball, perd sobretot per tot el que he aprés al seu costat i
per tots els moments compartits tant dins com fora del laboratori. Milers de gracies una
vegada més de tantes!

M’'agradaria donar les gracies a tota la gent del laboratori. A la Gemma i I'Eli
gue em van rebre i em van posar al dia, la Oihane, la Sarai, la Marta i el Fran. A
I'Hasier en especial, per totes les hores que vam passar colze a colze dins del “P3”, i
per tot el seu suport tant al laboratori com fora. A la Ceci pel seu ajut i per les coses
especials que hem compartit. A la Estela, a qui també desitjo molts anims. A la Cris i la
Pili per haver-me ajudat en totes les tasques de comandes, preparacio dels medis, ...

També vull donar les gracies als veins del laboratori per totes les estones
divertides que hem passat junts. A la Mireia (aix! esa sevillana...), la Zully, I'Alvaro,
’Anama i 'Eduard, el Max, el Jordi, el Dr. Toni i la Dra. Isabel. A la Elia per tot el seu
ajut i consells. Al Joan per tot el seu suport i anims durant aquests anys. Com trobo a
faltar els nostres coffee-therapy! | a I'Alex (el chipirén), per la seva alegria en tot
moment.

Igualment, gracies a la gent de la quarta planta. A la Laura, la Naroa, la Marta,
la Nuria Tomas, la Nuria Vigués, ... Gracies per tots els bons moments compartits,
sobretot a la Laura que des de I'inici m’ha acompayat en aguesta aventura.

No em podria deixar d’agrair a les secres, la Conchi, la Julia i la Maria Josep, i
a la Maite, tot I'ajut amb la paperassa durant aquests anys.

Vull donar les gracies a totes les persones que m’han ajudat i assessorat en
aguesta tesi: la Dra. Maria José Ramirez pel seu ajut amb els cultiu cel-lulars, a la Dra.
Julia Lorenzo i a la Manuela Costa per tot el seu ajut i consells amb la citometria de
flux. Al Dr. Eduard Torrents i al seu grup per haver-me acollit al seu laboratori i haver-
me prestat el seu ajut i consells amb els gels d’electroforesis. A la Miriam Truijillo per la
seva implicaci6 amb la RMN. | com no, a tots els que es van oferir a donar sang pels
experiments.

Gracies a la gent de Suécia. Especialment a la Carmen per haver-me acollit al
seu laboratori, pel seu optimisme i els seus consells. A la Dag per haver-me cuidat tant
bé i ajudar-me a barallar-me amb els ratolins, i a I'Olga. A I'Elena i la Natasha per
haver estat la meva familia sueca a I'arribar a casa.
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Tampoc em puc oblidar de donar les gracies a la gent del MycoSpain, pels
moments divertits i per tot el que he aprés en les reunions. | a la gent del Clinic, pels
anims i introduir-me en nous camps d’investigacio.

També gracies a tots els meus amics (els de Reus, els de Barcelona, els de
Granollers, els de la Facultat, ...) pels seus anims i tots els moments de desconnexio
tant necessaris. | a tots els companys que m’he anat trobant pel cami i que han tingut
un gest amable i un consell savi.

| finalment, vull donar les gracies a la meva familia. Gracies pels vostres anims
diaris, el vostre recolzament i entendre totes les hores que he hagut de passar al
laboratori. Gracies als meus pares i sogres (qué poc m'agrada aquesta paraula!) pels
vostres grans consells i per fer-me costat per arribar fins aqui. Gracies als meus
germans i cunyats, i a les meves nebodetes, Matina i Berta, per haver fet tant especial
aquesta etapa. | gracies de tot cor al Lluis, per animar-me i recolzar-me cada segon
fins al final. Gracies per la teva paciencia i comprensio, per haver compartit amb mi els
llargs dies al laboratori, les hores davant de l'ordinador (sempre ens quedara
Baumann), i haver omplert d’alegria cada dia que ha passat. | sobretot gracies per
haver fet realitat el nostre somni.

Gracies a tots!!
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