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RESUM

Les cél-lules iNKT sén una subpoblacié de limfocits T que mostren caracteristiques
propies tant de les cél-lules del sistema immune innat com de |'adaptatiu, i per aquest
motiu es considera que constitueixen un pont entre els dos sistemes. S’identifiquen per
expressar un TCR semi-invariant (iTCR) que reconeix el glicolipid a-galactosilceramide
(aGalCer) i altres antigens de naturalesa lipidica presentats per CD1d. Tot i la gran
conservacié estructural en el reconeixement del CD1d, la resposta de les iNKT contra un
antigen determinat pot ser molt variable en funcié de les caracteristiques fisico-
guimiques d’aquest, podent generar respostes quantitativa i qualitativament molt
diferents amb una gran capacitat per modular I'activacié de tot el sistema immune.
Aquesta darrera caracteristica ha fet que les cél-lules iNKT siguin objecte d’estudi
important per molts investigadors, que han centrat esforgos en trobar reactius que
permetin manipular I'activacié de les iNKT i poder-los aplicar en el tractament de

patologies en les que hi ha una implicacio rellevant del sistema immune.

En aquest treball s’ha estudiat I'activitat biologica i antitumoral d’'un nou analeg sintétic
de I'aGalCer, anomenat AC11, amb una estructura més hidrofobica i resistent a la
degradacio enzimatica. Primerament s’ha descrit la seva capacitat per a ser reconegut i
estimular a les cel-lules iNKT tant de ratoli com d’huma in vitro. Després, utilitzant un
model in vivo de ratoli s’ha descrit la capacitat de ’AC11 per induir una resposta de
citocines i quimiocines totalment polaritzada cap a Th1, en contrast amb la resposta de
tipus ThO que indueix I'aGalCer. També s’han estudiat els efectes de I'administracié in
vivo d’aquest compost en |’ activacid i expansio de diversos tipus de cel-lules del sistema
immune, en diferents organs i a diferents temps, veient que I'AC11 produeix una
expansié més gran i prolongada que I'aGalCer de cél-lules limfoides i mieloides. A més,
s’ha comprovat la capacitat de I’AC11 per induir una forta resposta anti-tumoral contra
el model de tumor hematologic transplantable de ratoli RMA, demostrant que aquest
nou analeg és més eficac i potent que I'aGalCer, provocant una resposta quantitativa i
gualitativament diferent. També s’ha estudiat la capacitat de ’AC11 per a actuar com a
adjuvant en la generacié d’una resposta especifica antitumoral, tant en la vacunacié

contra un Unic antigen proteic (ovoalbumina) com en la vacunacié conta multiples



antigens (cél-lules necrotiques), veient que aquest agonista és capac¢ d’induir una
resposta antitumoral especifica. Finalment s’ha analitzat la viabilitat d’'una nova terapia
que utilitza l'activacié del sistema immune produida per els agonistes iNKT per
incrementar els efectes depleccionants d’un anticos anti-CD20, i encara que per diversos
motius no s’ha mostrat efectiu en el tractament d’un limfoma B, si que ha estat capag

d’augmentar I'accié eliminadora de I'anticds sobre les cél-lules B.

En conclusid, el compost AC11 presenta moltes caracteristiques que el fan de gran

interes com a potencial agent en tractaments anti-tumorals.
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1. INTRODUCCIO

1.INTRODUCCIO

Les cel-lules iNKT (invariant natural killer T cells) sén una subpoblacié de limfocits T
especialitzada en el reconeixement d’antigens lipidics presentats per CD1d. Mostren
caracteristiques propies tant de les cél-lules del sistema immune innat com de les
cél-lules del sistema immune adaptatiu. De la mateixa manera que les cel-lules T
convencionals, expressen un TCRaB format per recombinacié somatica i son
seleccionades al Tim. Pero a diferencia de les cel-lules T convencionals, les iNKT quan
abandonen el Tim ja presenten un fenotip pre-activat de memoria que els hi permet
respondre rapida i massivament als agonistes, senyals de perill i citocines pro
inflamatories, el que es tradueix en la transactivacio secundaria de multitud de cel-lules
del sistema immune. Per totes aquestes caracteristiques es consideren un pont entre el
sistema immune innat i I'adaptatiu. Aquesta naturalesa hibrida i les seves capacitats
funcionals fan que s’hagi observat la seva implicacié en molts tipus d’estats patologics;

cancer, infeccions microbianes, malalties autoimmunitaries o al-lergies®.

1.2.Descobriment de les cél-lules iNKT

L’any 1987 tres grups van descriure I’existéncia d’una subpoblacioé de limfocits T de ratoli
amb una expressid de TCRap més baixa que la de les cél-lules T convencionals®=.
Aquesta nova poblacid era negativa tant per CD4 com per CD8 i el seu TCR mostrava una
freqliencia de segments VP8 tres vegades superior a la de les T convencionals.
Funcionalment es caracteritzaven per ser una font important de citocines
immunoreguladores>®. Parlal-lelament altres grups van descriure I'existéncia d’una
subpoblacio de cel-lules T que expressava NK1.1, un marcador que fins aleshores es
considerava exclusiu de les cél-lules NK. Dins d’aquesta altre poblacié de cel-lules T n’hi
havia de positives i negatives per CD4, i també expressaven nivells intermedis de TCR
amb una preferéncia per els segments VB8.2. També posseien una gran capacitat de
produccid de citocines®’. Ben aviat va quedar clar que tots els estudis es referien
mateixa poblacié de limfocits, definida fenotipicament per I'expressié d’NK1.1 i TCR, i

funcionalment per les seves importants propietats immunoreguladores.
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1. INTRODUCCIO

Poc després es va comprovar que aquesta poblacié de limfocits T expressava sempre un
TCR amb una cadena a formada per els segments Va14 i Ja182 reordenats candnicament
i aparellada amb una cadena B que contenia els segments V8.2 o VB2 o VB7, formant
el que s’anomena un TCR semi-invariant (iTCR). Simultaniament es va descriure una
poblacié analoga en humans, pero en aquest cas amb la cadena a del TCR formada per

els segments Va24 i Jal8 i aparellada amb una cadena VB11%°,

Un altre pas important en I'estudi d’aquesta nova poblacio va sorgir de I'observacio que
el seu desenvolupament era independent d'MHC de classe Il, i encara que eren
negatives per CD8 si que requerien la preséncia de B2-microglobulina®®. En aquest
context I'any 1995 es va publicar un dels treballs clau per entendre la biologia d’aquesta

nova poblacio; els limfocits T NK1.1+ reconeixen CD1,

De manera paral-lela es va a descobrir la funcionalitat de les molécules de la familia de
CD1. Aquestes van ser descobertes per Cesar Milstein!?13 que les va descriure com a
molecules genética i estructuralment similars a les molécules d’MHC de classe |, encara
que no va ser fins uns anys més tard que es van comengar a tenir probes de la seva
funcionalitat. Les primeres evidéncies es van obtenir I'any 1992 quan es va descriure
que les molécules de CD1 eren reconegudes per limfocits doble negatius!4. L’any 1995
es van publicar 3 treballs fonamentals que descrivien la capacitat de CD1 per a presentar
antigens hidrofobics®® i lipidics ®7, tant en humans com en ratoli. Per tant es tractava
d’un tercer grup de molécules presentadores diferent a les classiques MHCI i MHCII, que
era capac de presentar un conjunt d’antigens fins al moment “ignorats” per els limfocits
T 8. Dos anys més tard, I'any 1997, es van publicar dos treballs clau que van propiciar
I’explosio de la investigacid basica i aplicada en aquest camp®?°: les cél-lules T NK1.1+
reconeixien i responien potentment a la presentacid a través de CD1d del glicolipid
alfagalactosylceramide (aGalCer) (Fig.1). Aquest glicolipid havia estat aillat i identificat
en un screening de lipids en una mostra de I'esponja marina Agelas mauritanus per la
seva activitat antitumoral. Quan les cél-lules iINKT sén activades per el reconeixement
de l'aGalCer indueixen una potent resposta antitumoral capa¢ de controlar

I’establiment de metastasis en un model de melanoma en ratoli. Al mateix temps també

12



1. INTRODUCCIO

es va determinar I'estructura cristal-lografica del CD1d de ratoli, permetent explicar la

seva capacitat presentadora de lipids 8.

C)
Ho OH
Q o)
O i
HO HN
HO G -

SN NN NSNS

A) OH B)

Figura 1. Estructura quimica de I’a-galactosylceramide. La molécula esta formada per tres parts, un cap polar
d’ a-galactosa (A) unit per un enllag O-glicosidic a una cadena d’esfingosina de 18 carbonis (B) que a la vegada
s’uneix a través d’un enllag amida a un acid gras de 26 carbonis (C).

En aquest punt es va comencar a utilitzar de manera imprecisa el terme NKT (Natural
Killer T cell) per a referir-se als limfocits T que expressaven NK1.1, que tenien un TCR
Val4-Jal8 i que reconeixien aGalCer?. Aquest terme perd generava confusio, ja que en
la soca de ratolins C57BL/6 s’havia comprovat que part dels limfocits T que tenien el TCR
Val4-Jal8ireconeixien a aGalCer no expressaven NK1.1%21, En altres soques de ratolins
també molt utilitzades com BALB/c o CBA, no s’expressava NK1.1 en cap tipus cel-lular,
tot i que també s’hi havien identificat poblacions equivalents de limfocits T amb el TCR
Val4-Jal8 i amb la mateixa reactivitat®. Per altre banda també s’havien descrit
poblacions de cél-lules T que expressaven marcadors NK pero que no expressaven el TCR
invariant, i que per tant eren totalment diferenciables de les cél-lules descrites. Dins
d’aquestes poblacions NKT amb un TCR més divers hi havien tant cél-lules restringides??

com no restringides per CD123,

Finalment el desenvolupament dels tetramers de CD1d carregats amb aGalCer va
permetre identificar de manera inequivoca la poblacié de limfocits T amb el TCR semi-
invariant (en ratoli TCR Val4-Jal8 i en huma Va24 i Jal8) reactiva a aGalCer?,

actualment coneguda com a iNKT (invariant Natural Killer T cell).

13



1. INTRODUCCIO

1.3. Les cél-lules NKT

1.3.1 Grups d’NKT

El terme NKT defineix una poblacié molt heterogénia de limfocits madurs que es divideix
en tres subpoblacions més o menys definides: NKT de tipus | (iNKT), NKT de tipus Il i NKT
no restringides per CD1d. Els grups | i Il mostren restriccié per CD1d, i la classificacié en
un o altre grup es realitza en base a la diversitat de segments genics que componen el
seu TCRi en la capacitat d’aquest de reconéixer o no aGalCer'?. El tercer grup és el més
heterogeni i menys estudiat, i s’hi inclouen tots aquells limfocits T amb receptors NK
que no responen a la presentacié per CD1d?%, encara que poden reconeixer altres isotips

de CD1 o simplement expressar els receptors NK a conseqiiéncia de I'activacio.

1.3.2 El TCRaf

El TCRaB esta compost per dues cadenes a i B, que a la vegada estan formades per dos
dominis, un variable (V) i un altre constant (C). En el domini V de cada cadena hi trobem
tres regions complementaries (CDR1, CDR2 i CDR3) que juntes formen la zona de

contacte amb I’ antigen.

El domini V de la cadena a es forma per |’ unié d’un segment génic Va amb un Ja, i el
domini variable de la cadena B ho fa per la triple unié dels fragments génics VB, DB i JB.
En les cadenes a y B les regions CDR1 y CDR2 estan codificades en la linia germinal per
el segment V, i el CDR3 en la cadena a ho esta per la recombinacio dels segments Vi, i
en la cadena B per la recombinacié dels segments V, D i J. Diferents combinacions V(D)J
juntament amb la inexactitud d’unié dels nucleotids P i N en I interseccio dels fragments
produeixen una gran variabilitat en la regido CDR3. Aquesta gran variabilitat en les

regions CDR genera una immensa quantitat de TCRs amb diferents especificitats?>?’.

14



1. INTRODUCCIO

1.3.3 NKTs de tipus | o NKTs invariants

Les NKT de tipus | o NKT invariants (iNKT) de ratoli es caracteritzen per expressar un TCR
canonic amb una cadena a invariant composta per els segments Val4-Jal8 (en humans
Va24-Jal8) que s’aparella amb una cadena B que expressa una limitada diversitat de
segments VB (VB11 en humans, i VB8.2, VB7 o VB2 en ratoli)?®. Tot i que per anomenar-
les s’utilitza el terme d’NKT invariants degut al seu iTCR, seria més correcte utilitzar el
terme de semi-invariants, ja que si que hi ha diversitat en la cadena B del TCR.
Funcionalment el iTCR tant en ratoli com en huma, es caracteritza per reconéixer
glicolipids restringits per CD1d, en particular el complex CD1d-aGalCer. El
reconeixement i resposta a la presentacié d’aGalCer caracteritza funcionalment

aquestes cél-lules i en permet la seva identificacié inequivoca®?82°,

1.3.4 NKTs de tipus I

En contraposicid a les NKT de tipus | aquestes mostren una diversitat de TCRs molt mes
gran i no sén capaces de reconéixer aGalCer?3°. En humans les NKT de tipus Il s6n mes
abundants que les iNKT, pero la falta d’un reactiu que permeti la seva identificacio
especifica (com en el cas dels tetramers de CD1d-aGalcer amb les iNKT) en dificulta molt
I’estudi. Es sap que son reactives a fosfolipids i glicolipids. Uns d’aquests antigens son
les sulfatides com la 3-O-sulfogalactosylceramide, molt abundant en la mielina del
sistema nervids central3®. A diferéncia de les iNKT les NKT de tipus Il poden reconéixer
glicolipids amb enllagos en posicié beta (BGlcCer, BGalCer)3° i no tenen un TCR invariant,

encara que en elles la diversitat de TCRs és més reduida que en els limfocits T classics.

De la mateixa manera que en el cas de les iNKT, la funcié principal d’aquestes cél-lules
també sembla ser la regulacio de la resposta immunitaria alliberant citocines, pero a
diferéncia de les iNKT, que com explicarem més endavant poden ser activades
directament a través del TCR o de manera indirecta per citocines, aquestes

majoritariament només ho son a través del TCR32.
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1. INTRODUCCIO

En diversos estudis s’ha observat la seva implicacid com a cel-lules reguladores en
respostes immunes contra tumors i patogens, i també en autoimmunitat i malalties
metaboliques 34, En la majoria d’aquests estudis es produeix una funcié antagonica de
les NKT de tipus Il sobre les iNKT, i de manera general s’accepta que juguen un paper
contraposat al de les iNKT en la resposta immune, induint una resposta més supressora

o reguladora.

1.4. Presentacio d’antigen per CD1d i reconeixement a través del TCR semi-invariant

1.4.1 La familia de CD1

Els gens de CD1 mostren una estructura d’introns/exons similars a la que s’observa en
I'MHC de classe |, codificant per a una proteina transmembranal que presenta tres
dominis al,a2 i a3 semblants als del MHC de classe | i que també s’uneix a B2-
microglobulinal?3>. La comparacid de les seqiiéncies primaries demostra que existeix la
mateixa similitud genetica tant amb les molécules d’'MHC de classe | com amb les
molecules d’'MHC de classe I, indicant un origen molt antic del CD1 en I'evolucié dels
vertebrats, possiblement en el mateix moment que es va produir la divergencia entre

classe | i classe 1136,

En els humans s’han identificat cinc gens de CD1 localitzats en el cromosoma 1q23:
CD1A, CD1B, CD1C, CD1D i CD1E, que codifiquen per cinc proteines; CD1a, CD1b, CD1c,
CD1b i CD1le %%7. Aquestes isoformes de CD1 es classifiquen en dos grups 1 i 2 en funcié
de I'homologia de les seqliencies del domini al i a2; el grup 1 compren les isoformes
CD1a, b, cie,ien el grup 2 només hi trobem el CD1d3®. Les isoformes CD1a, CD1b, CD1c
i CD1d realitzen funcions de presentacio a diferents poblacions de cel-lules T, encara que
cadascuna d’elles té unes caracteristiques d’unié a l'antigen, trafic intracel-lular,
distribucié i presentacio al TCR diferents. L'isoforma CD1e no intervé directament en la
presentacio, sind que es localitza majoritariament en I’Aparell de Golgi i en els lisosomes,
realitzant funcions de suport a la presentacié d’antigens lipidics3® d’una manera

semblant al paper de DM en la presentacio peptidica per MHC de classe 11°.
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Per el contrari en ratolinomés trobem dos gens de CD1; CD1D1 i CD1D2 que es localitzen
en el cromosoma 33741, ’existéncia de dos gens de CD1D en ratoli és el resultat d’una
duplicacid recent a partir d’'un Unic gen original de CD1D (en rata trobem un Unic gen de
CD1). Tot i que aquests dos gens comparteixen un grau molt elevat d’homologia en les
seqliencies nucleotidiques, Unicament el CD1D1 sembla codificar per una proteina amb
activitat funcional rellevant®?. En el cas de la soca C57BL/6 a més CD1D2 té una mutacid
en el domini a3 que introdueix un codd de terminacidé i per tant la proteina no és

funcional.

Un trencament genetic es creu que és el responsable de la desaparicié dels gens del
grup 1 de CD1 en rosegadors %3, De la mateixa manera que el seu gen ortoleg huma, el
CD1D de ratoli codifica per el CD1d, dedicat a presentar antigens lipidics a determinades

poblacions de cél-lules T2,

Contrariament al gran polimorfisme present en les moléecules d’MHC de classe | i ll, el
polimorfisme en les molécules de CD1 és practicament inexistent degut probablement
al tipus d’antigen que uneixen, majoritariament lipids, la unid dels quals es realitza a
través d’interaccions hidrofobiques poc especifiques amb les cadenes lipidiques en les

quals la variabilitat estructural és molt menor que en el cas de les proteines38.

L’abséncia gairebé total de polimorfisme en el gen del CD1D i la gran homologia genetica
i estructural entre les molécules de CD1d en diverses espécies de mamifers permeten
un fenomen de reactivitat creuada entre espécies*®. Des d’un punt de vista practic
aquest fet és especialment rellevant entre huma i ratoli, ja que atorga majors

possibilitats translacionals als estudis realitzats amb ratolins*>.

1.4.2 El CD1d

L’estructura cristal-lografica del CD1d de ratoli va ser la primera estructura de CD1 que
es va resoldre'®. En aquesta s’hi observa una caracteristica fonamental per a la funcié
presentadora que també es manté en els altres membres de la familia de CD1%,

I'existencia d’un lloc d’unié a I'antigen profund que conté multiples residus hidrofobics.
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Les classiques butxaques (pockets) de les molecules d’'MHC en aquest cas formen dos
grans bosses de naturalesa hidrofobica que creen un ambient ideal per a inserir-hi les

llargues cadenes d’hidrocarburs dels antigens lipidics.

L’estructura tridimensional general de CD1d és la tipica d’una molécula presentadora de
classe . Es un heterodimer format per una cadena pesada d’uns 50KDa que s’uneix de
manera no covalent a B2-microglobulina (Bam). La cadena pesada és una glicoproteina
transmembranal de tipus | amb una porcié extracel-lular formada per tres dominis
(al,a2 i a3) i una cua intracitoplasmica petita'®¥’. El punt d’unié a I'antigen esta situat
entre els dominis al i a2, formant un canal hidrofobic que es subdivideix en dos bosses
asimétriques anomenades A’ i F'*2, La preséncia de residus de Phe i Trp en la bossa A, i
de Met, Pro, Val, i Leu en la bossa F’, unit a la poca preséncia de aminoacids capacos de
formar ponts d’hidrogen, proporcionen un ambient ideal per a I'acoblament de lipids.
La flexibilitat relativa de la que disposen aquests canals possiblement facilita el procés
de carrega®®. L’aGalCer es posiciona en la molécula de CD1d introduint la cadena d’acyl
en la bossa A’ i la cadena d’esfingosina en la bossa F’. La galactosa queda situada en la

part exterior de la molécula on pot establir contacte amb el iTCR ° (Fig.2).

aGalCer Antigen-binding groove

Galactose head group

Side view

Sphingosine chain

B Acyl chain

\ A\ ~ A :‘}{ "
~ 0 L 2‘““.:’*;_..&' |

Top view

Figura 2. Estructura del CD1d huma unit a aGalCer. La molecula de CD1d esta formada per una cadena pesada
(en groc) unida de manera no covalent a B2-microglobulina (en taronja). El punt d’'unié a I'antigen esta situat
entre els dominis al i a2 de la cadena pesada, i forma dos bosses hidrofobiques anomenades A’ i F'. L'aGalCer
s’uneix al CD1d introduint la cadena d’acil en el canal A’ i la cadena d’esfingosina en el canal F’. El cap de galactosa
queda situada a I'exterior de la molécula adoptant una orientacié semi paral-lela respecte de la superficie del
CD1d [Figura extreta de la referencia 25].
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1.4.3 Expressid i distribucié de CD1d en I’organisme

CD1d s’expressa en la majoria d’organs i teixits del cos: en I'intesti, pancreas, pell, ronyo,
ater, teixit conjuntiu, testicles, tim, noduls limfatics, pulmons, cervell i melsa®%°!. La
maxima expressio es troba en els teixits que contenen alts nombres de cél-lules d’origen
hematopoetic, com la melsa, els noduls limfatics i I'intesti prim. A nivell cel-lular la
maxima expressio de CD1d la trobem en leucocits, tot i que també s’expressa en molts
altres tipus de cél-lules somatiques com per exemple en cél-lules epitelials®?, cél-lules de
Schwann®3 o hepatocits®®. En la superficie de les cél-lules epitelials intestinals s’expressa
una forma funcional de CD1d que no esta associada a B2-microglobulina®>>®. En les
cel-lules d’origen hematopoetic el CD1d esta present en limfocits B, limfocits T, timocits,
DC i M®>L%557, Es en les APC perd on n’hi trobem els nivells més elevats. En condicions
basals sén les cél-lules B IgM"' de la zona marginal de la melsa les que n’expressen uns
majors nivells®®. En les DC i els M@ I'expressié de CD1d és molt depenent de I'estat

d’activacié, incrementant-se quan major és el nivell d’activacio de la cél-lula®°.

1.4.4 Obtencié d’antigens de CD1d per I’APC

Degut a I’ insolubilitat dels lipids en aigua, aquests majoritariament no es troben lliures
en el medi extracel-lular sind que formen bicapes lipidigues o s’associen amb
lipoproteines plasmatiques. Aquestes propietats bio-fisiques particulars requereixen
mecanismes especifics per part de les cél-lules que els hi permetin extreure els lipids de

les membranes i carregar-los en el CD1d.

En el cas d’alguns lipids presentats per CD1b, CD1c i CD1d aquests es troben formant
part de les particules de VLDL (Very low-density lipoprotein) i poden ser captats per la
cél-lula a través del LDL-R (low-density lipoprotein receptor)®®6. L’'unié d’VLDL per part
d’LDL-R és depenent de la lipoproteina ApoE. En ratolins que no tenen ApoE I'activacio
de les iNKT en resposta a I’administracid de lipids intravenosos es troba disminuida®®.
També la capacitat activadora de les DC sobre les iNKT disminueix quan les DC no

expressen LDL-R®Z.

19



1. INTRODUCCIO

Els receptors de la familia de les lectines de tipus-C també poden captar antigens que
poden ser presentats a través de les molécules de CD1. El receptor langerin (CD207) és
indispensable per a que les cel-lules de Langerhans puguin presentar optimament
antigens lipidics de Mycobacterium leprae a través de CD1a®2. El receptor de mannosa
(CD206) també és capag¢ de captar el LAM (mycobacterial lipoglycan
lipoarabinomannan) de les micobateries per a que pugui ser presentat per les molécules
de CD1b®. La capacitat d’altres receptors de la familia de les lectines de tipus-C que
reconeixen carbohidrats presents en bacteries com DEC205 i DC-SIGN per incrementar
la captura d’antigens i per tant la presentacid a través d’'MHC en les DC esta ben
documentada, i s’ha hipotetitzat que aquests receptors podrien actuar de la mateixa

manera en la presentacié a través de CD1d°%*.

També s’ha demostrat que les cél-lules B sdn capaces de captar lipids units als antigens
especifics del seu BCR, i que aquests lipids un cop internalitzats i processats poden

estimular molt eficientment a les iINKT®>.66,

Aixi mateix, certs glicolipids capacos d’activar a les iNKT s’uneixen a CD1d directament
en la superficie de la cel-lula, sense una necessitat previa de processament intracel-lular.
Aquests glicolipids tenen cadenes lipidiques més curtes i amb una menor saturacio, de
manera que s6n menys hidrofobics i per tant poden trobar-se lliures parcial o totalment

en el medi extracel-lular®’.68,

1.4.5 Trafic intracel-lular i carrega de CD1d amb I’antigen

Les molécules de CD1d es sintetitzen i maduren en el RE (reticle endoplasmatic)®°. En el
RE s’hi uneixen les xaperones calnexina i calreticulina. Aquesta unié permet la interaccié
de CD1d amb la proteina ERp57 que catalitza la formacid dels ponts disulfur en la cadena
pesada de CD17%7%, La unié de B2m (B2-microglobulina) també es realitza en el RE,
després que la molecula s’hagi oxidat completament per accid de la ERp57. En I'epiteli
intestinal la cadena pesada no s’associa amb 2m>°. En el RE també s’hi carreguen lipids
endogens que li atorguen estabilitat, una funcié similar a la que realitzen els péptids en

la formacid de les molecules del MHC. La proteina MTTP (Microsomal triglyceride
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transfer protein) intervé en el procés de carrega de lipids endogens. En aquest
compartiment la nova molecula de CD1d es moura per la ruta secretora passant per
I'aparell de Gogi fins arribar a la membrana cel-lular®®. En la membrana cel-lular la
molécula de CD1d és reinternalitzada a través del sistema endocitic cap als LE (/ate
endosomes) i els lisosomes, on es substitueix el lipid unit al RE per un lipid exdogen o un
altre lipid endogen. La reinternalitzacié dependent de clatrina del CD1d cap als LE i els
lisosomes es realitza a través del reconeixement d’un motiu de tirosina present en la cua
citoplasmatica del CD1d per part de les proteines AP-2 (adaptor protein 2)3 i AP-3
(adaptor protein 3)7%73. AP-2 dirigeix majoritariament les molécules de CD1d cap als LE7%,
i AP-3 ho fa cap als lisosomes’?73. En el CD1d huma no s’hi uneix AP-3 i la localitzacié de
CD1d en els lisosomes és menor que en el seu homoleg de ratoli’. Els diferents isotips
de CD1 humans interaccionen de manera diferencial amb els adaptadors AP2 i AP3 en
funci6 de la seva cua citoplasmatica i determina la seva localitzacié en els
compartiments endosomics (CD1c i CD1d amb AP2, CD1b amb AP2 i AP3, i CDla
s’'internalitza de manera independent de clatrina), permetent-los hi mostrejar el
contingut lipidic de tota la ruta endosomal’®. En els LE i els lisosomes el lipid unit al RE
és substituit per un altre lipid endogen o exogen. El pH baix dels LE i els lisosomes indueix
un canvi conformacional en el CD1d que permet l'intercanvi del lipid estabilitzador unit
en el RE per lipids del compartiment endocitic #7778, En aquests compartiments les
proteines intercambiadores de lipids com les saposines, GM2-AP o NPC2, transferiran
lipids de la bicapa lipidica i/o internalitzats per receptors en el CD1d3?, en un procés que
en humans estara facilitat per el CD1e%. En els endosomes i lisosomes alguns lipids
complexos per a poder ser carregats en les molécules de CD1 previament s’han de
processar per lipases i glucosidases residents com l'a-Galactosidasa A”°, a-
mannosidasa®® i B-hexosaminidasa B2. Les molécules de CD1d seran novament dirigides
a la membrana cel-lular on podran interactuar amb el TCR. El procés de retorn a la
membrana cel-lular no es coneix tan bé com el d’internalitzacid, pero es sap que les
molecules de CD1d retornen en unes zones de la membrana riques en colesterol
conegudes com a lipid rafts 8482, La presentacid d’antigens en els lipid rafts afecta la

intensitat i la naturalesa de la resposta de les cél-lules T i també de les iNKT®S.
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1.4.6 Reconeixement de CD1d i antigen per el TCR semi-invariant

La resolucid de I'estructura cristal-lografica del complex CD1d-aGalCer-iTCR huma va
revelar importants diferencies respecte de totes les estructures MHC-peptid-TCR
conegudes®. L’eix del iTCR que va d’a cap a B es posiciona sobre el CD1d adoptant una
posicié paral-lela a I’eix que es forma entre els extrems dels canals F’ i A’ del CD1d (Fig.3).
En les estructures MHC-péptid-conegudes aquests dos eixos es tallen majoritariament
en diagonal, encara que les orientacions poden variar des de gairebé perpendicular fins
a gairebé en paral-lel®*. Poc després també es va resoldre 'estructura CD1d-aGalCer-
iTCR en ratoli, que mostra una interaccié del iTCR amb el CD1d practicament idéntica a
la humana®. La interaccié del iTCR amb el CD1d-antigen és relativament rigida?®, i no es
veu modificada en el reconeixement de diferents antigens®®, ni tampoc per I'is de
diferents segments VB en el iTCR, que tan sols juguen un paper modulador de la afinitat

de la interaccid®*, posant en evidéncia el caracter innat d’aquest reconeixement.

Figura 3. Interaccié del TCR amb el CD1d o el MHC. La interaccié del iTCR amb el CD1d-antigen (esquerre) es
produeix en tots els casos posicionant I'eix o del TCR de manera gairebé paral-lela a I'eix que es forma entre els
dominis al i a2 del CD1d. Aquesta interaccié s’adopta independentment de I'antigen carregat en el CD1d [en la
imatge es mostra un antigen model en groc (aGalCer), pero les tres “petjades” del iTCR sobre el CD1d
corresponen a interaccions amb antigens diferents]. Per el contrari en els complexes MHC-péptid-TCR la
interaccidé es produeix adoptant orientacions en diagonal del TCR respecte del MHC que poden variar des de
gairebé en perpendicular fins a gairebé en paral-lel respecte de I'eix ala2 [Figura extreta de la referéncia 84].
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Totes les estructures CD1d-Antigen-iTCR resoltes fins al moment mantenen la mateixa
orientacié del iTCR respecte el CD1d, independentment de quins segments VB contingui
el iTCR o de la naturalesa del antigen8*%%87, Aquesta caracteristica recorda el
funcionament dels PRRs (Pathogen Recognition Receptors) de la immunitat innata, ja
gue també sén receptors que interactuen d’una manera altament conservada amb els

seus lligands®.

Des d’un punt de vista estructural només la cadena a del iTCR manté contacte directe
amb I’antigen?> a través de les regions CDR1a i CDR3a. En estudis de mutagenesi i
cristal-lografia del iTCR s’han trobat diversos residus en la cadena-o conservats
evolutivament que sén clau per el reconeixement del CD1d: en la regié CDR1a el residu
Pro28a, i en la regié CDR3a els residus Asp94a, Arg95a, Gly96a, Ser97a i sobretot
Leu99a®. En I'estructura CD1d-aGalCer-iTCR s’estableixen quatre ponts d’hidrogen
entre el iTCR i 'aGalCer, dos a través de la regié CDR1a que interacciona amb els grups
4”0H i 3”0OH de la galactosa, i dos a través de la regiéo CDR3a que interacciona amb el
grup 2”0H de la galactosa i el grup 3’OH de la cadena d’esfingosina®. En estudis amb
agonistes amb una estructura similar a I'aGalCer una orientacié diferent del grup 2”OH
de la galactosa elimina gairebé totalment I’activitat dels compostos®®; per el contrari, la
perdua dels contactes a través dels grups 3”OH i 4”0OH de la galactosa disminueixen
I'afinitat del iTCR per el CDld-antigen perd encara es manté part de l'activitat
funcional®®°, La regié CDR3a també estableix contacte directe amb el CD1d. La cadena
B no interacciona amb I'antigen, unicament ho fa amb I'helix al del CD1d, aportant
estabilitat al conjunt, modulant la afinitat de la interaccid i essent determinant per a
I’adopcié de la caracteristica interaccié en paral-lel sobre el CD1d?>, principalment a
través de la regio CDR2B. En aquesta regio el residu Tyr50B que esta present en les
cadenes VB8.2 i VB7 de ratolii en la VB11 d’huma és imprescindible per a la interaccio

de la cadena-B amb el CD1d.
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1.5. Desenvolupament de les cél-lules iNKT

Les iNKT es desenvolupen al Tim a partir dels mateixos precursors que donen lloc a les
cél-lules T convencionals®. Es en l'estadi de timocits doble positius (DP) on el
desenvolupament de les iNKT es separa del de les cél-lules T convencionals. L’inici de la
diferenciacié es produeix quan un timocit DP, que per atzar ha generat el iTCR canonic
de les iNKT, segurament reconeix un lipid endogen presentat per CD1d°*~%3. En aquest
cas a diferencia del que passa amb les cél-lules T convencionals la seleccid positiva no es
produeix per la interaccié amb una cel-lula timica epitelial sind per I’ interacciéd amb un
altre timocit DP que expressa CD1d. Tot i que I’ identitat dels lipids endogens involucrats
en la seleccié positiva no esta clar, recentment s’han identificat dos lipids, el pLPE
(plasmalogen lysophosphatidic acid) i eLPA (ether lysophosphatidic acid) involucrats en
el procés de seleccid. Aquests lipids es produeixen en el peroxisoma per accié de I’enzim
GNPAT (glyceronephosphate O-acyltransferase). Els animals deficients en GNPAT
mostren una important reduccié en el nombre de cel-lules iINKT en el tim i en els teixits

periférics que podria estar relacionat amb la abséncia dels lligands mencionats®*.

Per a que es doni el fenomen de seleccio positiva es requereix una senyal a través del
iTCR relativament forta®® que promou I'expressid dels factors de transcripcié EGR1 i
EGR2 (early growth response protein)®®. EGR1 i EGR2 activen I'expressié de PLZF
(promyelocytic leukaemia zinc finger protein) que es el factor de transcripcio clau en la
diferenciacié cap a iINKT®. En la seleccié positiva a part de les interaccions a través del
iTCR, les interaccions homotipiques a través de molécules de la familia SLAM (signalling
lymphocytic activation molecule) sén fonamentals. D’entre els diferents receptors de la
familia dels SLAM el CD150 i el Ly108 sdn els més importants per al desenvolupament
de les cél-lules iNKT*’. Els ratolins que no expressen Lyl08 o CD150 mostren una
reduccio del 50-70% en el nombre de cél-lules iNKT en el tim, la melsa i el fetge.
L’eliminacié conjunta dels dos receptors genera una reduccio entorn el 90% del nombre

total de ceél-lules iNKT en aquests organs®®°9,
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Figura 4. Desenvolupament de les cél-lules iNKT en el Tim. Després de passar la seleccié positiva les cel-lules iNKT
travessen quatre estadis de diferenciacié abans d’assolir la maduresa. El primer estadi (estadi O) es caracteritza
per una alta expressid de CD24 i CD4. A partir del precursors d’aquest estadi es desenvolupen totes les
subpoblacions d’NKT. En el seglient estadi (estadi 1) es perd I'expressid de CD24 i una part de les iNKT també
perden I'expressido de CD4. En aquest estadi les iNKT experimenten una gran proliferacid. L'augment en
I'expressié de CD44 marca I'entrada en el tercer estadi (estadi 2), en el qual les iNKT continuen proliferant. El pas
a l'estadi final de diferenciacié (estadi 3) es pot produir en el tim o ja en la periféeria i esta marcat per una
disminucié de la proliferacid. En aquest estadi les cél-lules iNKT adquiriran I'expressio de receptors NK com NK1.1
en ratoli o CD161 en huma [Figura extreta de la referéncia 90].

Després de la seleccid positiva els timocits avancen per quatre estadis de diferenciacio
abans d’abandonar el Tim, uns estadis que es defineixen en base al patré d’expressié de
diverses molécules de superficie (Fig.4). Algunes de les modificacions més rellevants que
pateixen les futures iINKT durant aquest procés son: la perdua de I'expressié de CD8 (en
ratoli el 80% de les iINKT madures son CD4+ i el 20% restant DN), I'adquisicié de CD44 i
la capacitat de produir IL-4 i IFNy°%19% En aquest procés de diferenciacié en el tim
també es produeix la separacié entre les subpoblacions NKT1, NKT2 i NKT17 de cél-lules
iNKT. S’ha documentat que durant la diferenciacié en el tim algunes iINKT amb gran
afinitat per el complex CD1d-antigen son eliminades per seleccié negativa. Encara que
la seleccio negativa de les iNKT és molt desconeguda, es sap que no es produeix per la

interaccid amb els timocits DP sind amb les DC del Tim>7:102,
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Finalment un cop les iNKT han abandonat el Tim, acaben el seu desenvolupament en la
periferia mitjancant el reconeixement de CD1d en les APC. La maduracié final en la
periféria produeix en les iNKT caracteristiques diferents en funcié del teixit on es
localitzen1%3-195, També és en la periféria on la majoria d’iNKT adquireix I'expressié

d’NK1.1, tot i que una part ja ho ha fet al Tim'°®,

1.6. Distribucio de les cél-lules iNKT en la periféria

Al finalitzar el procés de desenvolupament al Tim les iNKT es distribueixen per tot
I’'organisme. En el ratoli les majors quantitats es troben en la melsa, el tim i la medul-la
ossiat®”. En la majoria dels organs de la soca C57BL/6 les iNKT representen
respectivament entre un 0,5 i 2,5 per cent del total de limfocits T, pero en el fetge
suposen fins a un 20-30 per cent. La distribucid de les iNKT en els humans no esta tan
ben estudiada, perdo normalment la freqiéncia és unes deu vegades més baixa en
humans que en ratolins'8, tot i que en humans les diferéncies entre individus poden
arribar a ser molt grans de fins a 100 vegades'®. Al contrari del que passa amb les
cél-lules T restringides per MHC, en el cas de les iNKT la recirculacio homeostatica per

els teixits és molt limitada?.

Els recents avangos en técniques d’imatge com la microscopia intravital juntament amb
les noves tecniques de manipulacié genetica, han permes la visualitzacié in situ de la
posicido i moviment de les iNKT. Per exemple en la melsa s’ha pogut veure que en
condicions d’homeostasi les iINKT es troben disperses en diverses zones com els PALS
(Periarteriolar lymphoid tissue)''°, la MZ (Marginal zone)**!, la zona T, la polpa vermella
i també proximes a la zona vascular??, perd quan s’estimula el sistema immune amb
antigens glicolipids o bacteries es redistribueixen en la proximitat de les zones vascular
i marginal'l®, En el fetge les cél-lules iNKT s’acumulen en el lumen dels sinusoides
venosos formant una poblacio resident que no s’intercanvia amb la sang*?. La retencid
de les cél-lules iNKT en els sinusoides es realitza a través d’interaccions entre ICAM-1 i
LFA-1. Aquesta localitzacid intravascular de les iNKT els hi permet estar en contacte

estret amb les cel-lules de Kuppfer, que davant |'aparicio d’'un antigen estrany
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(microbia) en la sang el poden capturar i presentar a les iNKT, generant una rapida

resposta immune per tal d’'impedir la disseminacié del microorganisme!!3,

1.7. Subpoblacions d’iNKT

Com hem indicat les cél-lules iNKT poden ser positives i negatives per CD4, amb
percentatges relatius dels quals varien considerablement entre diferents individus i
soquest!4, L’expressié de CD4 en les ceél-lules iNKT s’ha relacionat amb una major
produccié de citocines de tipus Th2, pero tant les iNKT positives com les negatives per
CD4 tenen la capacitat de produir citocines de tipus Th1'45 En huma, perd no en
ratoli, també existeix una petita proporcié de cél-lules iINKT que expressen CD8* i que
tenen una major capacitat de produccié d’IFNy i activitat citotoxica que les altres

poblacions d’iNKT16,

Recentment s’ha comencat a aprofundir en I'estudi de les subpoblacions de cél-lules
iNKT, demostrant-se |'existéncia de tres poblacions funcionals analogues a les
poblacions Th1l, Th2 i Th17 de cél-lules T-CD4 convencionals!’. Aquestes subpoblacions
han estat anomenades com a NKT1, NKT2 i NKT17 en base a diversos marcadors i
caracteristiques funcionals, pero sobretot en funcié a una alta expressié dels mateixos
factors de transcripcido que defineixen els llinatges de limfocits T-CD4 convencionals:
NKT1 (T-bet), NKT2 (GATA3) i NKT17(RORyt). La separacié de les iNKT en aquests

llinatges es produeix durant el desenvolupament en el tim i no en la periféria®.

També s’han definit dos altres poblacions de cél-lules iNKT, NKT10 o reguladores per la
seva gran capacitat per secretar IL-10, i NKTr4 per la seva similitud amb les cel-lules Tfh
convencionals®. El seu origen encara no esta molt clar, i no es coneix si també es

desenvolupen al tim o en la periféria a partir de I’estimulacié dels altres subsets!’.

No obstant els criteris utilitzats per definir aguestes subpoblacions d’iNKTs disten de ser
absoluts, ja que mostren un cert grau de solapament entre elles i per tant és probable

que en un futur es modifiquin o sorgeixin noves classificacions*®.
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1.7.1 NKT1 i NKT2

Les NKT1 es caracteritzen principalment per expressar alts nivells del factor de
transcripcio T-bet i per alliberar grans quantitats d’IFNy quan s’activen!!’. També poden
produir IL-4 en resposta a un estimul potent a través del iTCR. La majoria sén CD4
positives'® encara que també n’hi han de doble negatives. En C57BL/6 les NKT1
representen la major part de les iNKT. La majoria de les NKT1 expressen NK1.1,
requereixen IL-15 per al seu desenvolupament i son la poblacié de cel-lules iNKT

predominant en la melsa i el fetge!?.

Les NKT2 es caracteritzen fenotipicament per a expressar CD4 i IL-17RB, i funcionalment
per alliberar IL-4, IL-9, IL-10 i IL-13 quan son activades?®!21, Tot i que no expressen
nivells més alts de GATA3 que altres poblacions d’iNKT, les poques iNKT que es
desenvolupen en abséncia d’aquest factor de transcripcié tenen importants defectes en
la produccié de citocines de tipus Th2. Es localitzen principalment en els pulmons'??, |a

medul-la del tim i en la zona T dels noduls limfatics12°.

Un estudi recent ha demostrat que la produccid de citocines diferencial que s’observa
segons la ruta per on s’administra I'aGalCer, és deguda a la localitzacié d’aquestes dos
poblacions d’iNKT*2°, ’administracié d’aGalCer genera grans quantitats d’IFNy i també
IL-4, sobretot per part de les cél-lules NKT1, que sén la gran majoria de les iNKT en la
melsai el fetge. Per el contraril’administracié per via oral Unicament indueix I’alliberacié
d’IL-4 en els noduls limfatics propers per part de les NKT2, ja que en aquests no hi han

NKT1.

1.7.2 NKT17

SOn negatives per CD4 i alliberen IL-17A en resposta a I'estimulacié amb aGalCer??3,
Requereixen i expressen alts nivells del factor de transcripcid6 RORyt durant el seu
desenvolupament en el tim*?4, Es localitzen fonamentalment en els NL periférics, la pell
i els pulmons'?312>, De manera similar ales CD4 Th17, s’ha documentat la seva implicacié

en reaccions al-léergiques com la AHR (airway hyperreactivity)'?®, malalties autoimmunes
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com l'artritis (collagen-induced arthritis)'’ i en la resposta a infeccions microbianes com

Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus aureus 127128,

1.8. Activacio de les iNKT

A diferencia de les cél-lules T, que per a ser activades requereixen una senyal del TCR
(senyal 1) juntament amb una senyal de coestimulacié (senyal 2), les iNKT s’activen a
través del iTCR sense necessitat de coestimulacio®. Aixi mateix, les iNKT poden activar-
se per citocines pro-inflamatories sense rebre cap senyal a través del iTCR. Tot i que
aquests dos mecanismes son independents, quan es produeixen a la vegada generen
una activacié molt més potent. Entre aquests dos extrems, hi han situacions en les que
es requereixen la presencia de citocines juntament amb lligands endogens o exogens

d’afinitat intermitja per a la seva completa activacio.

1.8.1 Activacio a través del TCR

Les iNKT poden activar-se a través del iTCR per lligands exdgens i per lligands endogens.
La gran majoria dels lligands activadors son o glicoesfingolipis (una ceramida unida a un
sucre) o bé glicerolipids (glicerol que uneix dos cadenes d’hidrocarbur). D’aquests
lligands el més ben estudiat amb diferencia és I'aGalCer, que al ser reconegut per el
iTCR genera una potent activacio i expansio de les iNKT (Fig.5). L’aGalCer inicialment va
ser identificada en un screening de possibles molecules antitumorals en una mostra de
I’esponja marina Agellas mauritianus, tot i que es creu que realment provenia d’un
bacteri que contaminava la mostra?°. Els agonistes glicoesfinoglipidics requereixen un
enlla¢ O-glicosidic d’orientacioé a'. El fet que els mamifers no puguin generar aquest
tipus d’enllag va servir per hipotetitzar un mecanisme d’accié de les iNKT enfront la
infeccio, en el qual I'activacid envers I'estrany es decideix en base a la preséncia o
abséncia d’aquest enllac?. Aixi s’han trobat glicolipids activadors d’iNKT amb enllag a en
Sphingomonas spp (a-glucuronosylceramides i a-galactosyldiacylglycerols)1?®-131)

Borrelia burgdorferi (a-galactosyldiacylglycerols)!3? i Streptococcus pneumoniae (o-
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glucosyldiacylglycerols)!?®. Tot i aixd estudis amb APC estimulades amb agonistes de TLR
mostren que les iINKT es poden activar en abséncia de patogens a través del iTCR33-136,
Aquest fet, unit a I'activacio de les iNKT en cancer i autoimmunitat, i la implicacié de
lipids endogens en el procés de seleccid en el Tim, implicaven I'existencia de Iligands
endogens activadors. La intensa recerca d’agonistes endogens per nombrosos grups ha
permes trobar una gran quantitat de lligands capacos d’unir-se a CD1d, pero amb nul-la
capacitat d’estimulacié®®”%3°, Tan sols uns com el iGb3

pocs compostos

(isoglobotrihexosylceramide)'?? i la lysoPC (lysophosphatidilcholine)'3” son reconeguts

per les iNKT, encara que no son imprescindibles per la seleccié timical#0-142

ni tampoc
grans activadors'4%143, Anecdoticament, fa uns cinc anys es va publicar que la BGalCer
endogena podia activar les iNKT'#2, Recentment nous estudis desmenteixen aquest fet,
i conclouen que I'activacio observada era deguda a |'existencia de petites quantitats de
formes endogenes d’a-galactosyl i a-glucosylceramides!*. Aquests lipids endogens

podrien ser els principals responsables de l'activacido de les iNKT en la periferia en

absencia d’agonistes exogens.
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Figura 5. Cinética d’expansid de les iNKT en la melsa en resposta a I'aGalCer. Al cap de poques hores després de
activar-se perden I'expressié de TCR i NK1.1. A les 24 hores es recuperen els nivells inicials de TCR, pero I'NK1.1
continuara downregulat durant un periode de temps llarg. L’expansié de les iNKT assolira un maxim al cap de 3
dies, i després per apoptosi retornaran als nivells inicials als 7 dies. Durant el procés d’expansié incrementara
I'expressié de PD1. Les iNKT que no hauran mort per apoptosi entraran en un estat d’anergia funcional durant el
qual seran molt menys reactives, amb menys capacitat de proliferacié i un perfil de citocines alterat amb
predominanga per la IL-4 i la IL-10 [Figura extreta de la referencia 243].
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1.8.2 Activacié independent del TCR

Diverses citocines com la IL-23 i IL-25, i sobretot I'lL-12 i IL-18 son capaces d’activar les
iNKT sense la necessitat d’una senyal a través del iTCR33145-149 D’entre aquestes la més
potent és la IL-12, citocina que poden alliberar les cel-lules dendritiques quan sén
estimulades a través de PRRs. L'IL-12 és fonamental per a I’activacié de les iNKT, ja que
a diferéncia del que passa amb les cél-lules T convencionals on el receptor de la IL-12
només s’expressa un cop han estat activades, en les iNKT ho fa de manera constitutiva®3.
De fet, la produccio d’IFNy per part de les iNKT enfront les infeccions bacterianes és més
depenent de la preséncia d’IL-12 que no de les interaccions a través del iTCR133,150,151,
S’ha descrit que per a la produccié d’IFNy per part de les iNKT, I'efecte de I'lL-12 és més
important que la interacci6 a través del iTCR, independentment de si els
microorganismes contenen (Sphingomonas yanoikuyae i Streptococcus pneumoniae) o
no (Pseudomonas aeruginosa i Salmonella Typhimurium) antigens capacgos de ser

reconeguts i activar a les iNKT®°L,

Tal com indica el seu nom les iINKT comparteixen algunes caracteristiques fenotipiques
amb les cel-lules NK. Algunes d’aquestes caracteristiques son la preséncia en superficie
de receptors tipicament associats amb les NK capagos de modificar |’estat d’activacié de
la cél-lula (activar o inhibir), com per exemple el NK1.1%°2 en ratoli 0 el CD161 (equivalent

1531 NKG2D en ratolins i humans®>. Tot i aix0 el paper dels receptors

al NK1.1) en humans
NK en l'activacié de les iNKT no esta clar, sobretot degut a la gran heterogeneitat

d’expressié en les diverses subpoblacions d’iNKT*2.

1.8.3 Integracio de les senyals activadores

Tot i les dades experimentals que demostren com I’activacio de les iNKT es pot portar a
terme per un o altre mecanisme, de manera depenent o independent del
reconeixement per el iTCR, en la gran majoria de situacions in vivo I'activacié final és el
resultat d’'una integracié de les senyals provinents a través d’ambdés mecanismes. En
base a aguest model d’activacié mixt TCR-citocines diversos autors han suggerit dos vies

diferents d’activacio en les iNKT? (Fig.6). En les dos vies intervenen les dos senyals, perd
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en una predomina la senyal a través del iTCR i en I'altre la senyal de les citocines. Per
exemple enfront d’una infecci6 amb un bacteri que conté antigens que poden ser
reconeguts directament a través del iTCR, el reconeixement d’aquests antigens exogens
(que solen ser reconeguts amb alta afinitat) genera una forta senyal activadora i per tant
el paper de les citocines és secundari. Per el contrari davant d’una infeccié amb un
bacteri que no conté antigens capacos de ser reconeguts per el iTCR I'activacié es porta
a terme majoritariament per citocines. Quan els PAMP del microorganisme sén
reconeguts per els PRR de I'APC aquesta respon alliberant citocines que activen a la
iNKT. El reconeixement a través dels PRR també augmenta la presentacié d’antigens

endogens de baixa afinitat que sén reconeguts i que també contribueixen a I’activacio

de la iNKT.
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Figura 6. Activacio fisiologica de les iINKT. S"han proposat dos mecanismes d’activacid fisiologica de les iNKT, en
els dos intervenen dos senyals, una a través del iTCR i una altre per citocines. En el primer (esquerre) I’activacio
es produeix principalment a través del iTCR i el paper de les citocines és secundari. En el segon (dreta) I’activacio
es produeix a través de les citocines, tot i que també hi intervé el iTCR [Figura extreta de la referéencia 1].
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1.9. Resposta a I’Activacio

1.9.1 Resposta de la cél-lula iNKT a 'activacid

Les iNKT responen principalment a |'activacio alliberant grans quantitats de citocines i
quimiocines amb efectes molt diversos sobre el sistema immune (IFNy, TNFa, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, GM-CSF)!. També proliferen i augmenten
I'expressié en superficie d’algunes molécules de coestimulacio fonamentals en
I’activacié del sistema immune 1. En alguns casos elles mateixes també poden exercir

funcions citotoxiques d’una manera similar a com ho fan les cél-lules T*>>,

Una de les caracteristigues més interessants de les iNKT des d’un punt de vista
terapeutic, és la seva capacitat per respondre de manera quantitativa i qualitativament
diferent en funcié de les propietats biofisiques del antigen amb el qual sén
estimulades!®®. Per exemple si a través del iTCR reconeixen un antigen amb molta
afinitat responen alliberant citocines d’un perfil mixt Th1 i Th2. En canvi si la interaccio
a través del iTCR ha estat de baixa afinitat i I’ activacié s’ha produit predominantment a
través de I'lL-12 la resposta sera exclusivament Th1133145 Pper altra banda els antigens
suficientment hidrosolubles, capacos d’unir-se a CD1d directament en la superficie
sense processament intracel-lular, tendeixen a generar una resposta de tipus Th29%100,
El grau de solubilitat de I'antigen sembla afectar a la manera en com es presenta
I'antigen en la membrana: els antigens prou hidrosolubles per a estar en forma lliure en
el medi extracel-lular es poden carregar directament al CD1d en la superficie i faciliten
una presentacié dispersa per tota la membrana de I’APC; per el contrari, els antigens
molt insolubles requereixen un procés intracel-lular de carrega al CD1d i es presenten
agrupats en els lipid rafts 1>’. Encara que com acabem de comentar I'afinitat del iTCR i
el grau de solubilitat de I’'antigen hi juguen un paper important, no estan totalment clars
els mecanismes que permeten aquesta manipulacié de la resposta immunitaria per part
de les iNKT. Per exemple, un altre factor que sembla jugar un paper important en la
resposta de la cel-lula iNKT és el tipus d’APC que presenta |’antigen: els monocits i les
DC semblen estar més implicats en les respostes de tipus Th1'>8, en canvi la presentacié
per cél-lules B s’ha relacionat amb les respostes de tipus Th2%°. Aquest factor es

relaciona també amb la via d’entrada de I'antigen en 'organisme. Altres factors que
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determinen la resposta fisiologica son I'estabilitat dels antigens, la biodisponibilitat o la

cinética de les interaccions.

A part de les interaccions a través del iTCR, les vies de presentacié o el microambient de
citocines i quimiocines, la resposta d’una iNKT enfront un antigen concret també esta
determinada per les propietats particulars de la cél-lula iINKT en questid i la seva
localitzacié anatomica. Com ja hem comentat encara que fa temps que es coneix
I'existéncia de cél-lules iNKT amb diferents caracteristiques fenotipiques i funcionals!0?-
104 tan sols fa relativament poc que s’han comencat a estudiar i classificar en les tres

subpoblacions més ben definides (NKT1, NKT2 i NKT17)%60 117,

En resum, la resposta final d'una cel-lula iNKT enfront I'activacio sembla estar
determinada per diversos factors, la naturalesa quimica de I'antigen que determina tant
la via de presentacid com I'afinitat de la interaccid amb el iTCR, 'ambient de citocines,
les propietats biologiques de ’APC que presenta I'antigen i també la propia naturalesa

biologica i distribucié anatomica de la cel-lula iNKT.

1.9.2 Interaccio de les cel-lules iINKT amb altres ceél-lules del sistema immune

L'activacié de les iNKT desencadena una gran quantitat d’interaccions en el sistema
immune que provoquen la trans-activacio secundaria d’altres tipus cel-lulars, les més
immediates de les quals sén en les propies APC que han presentat |'antigen. Aquest
fenomen d’estimulacié reciproca ha estat molt ben estudiat en el cas de les DC en la
melsall®135136161  Dayant d’una infeccid bacteriana les DC reconeixen els PAMPS
presents en els microorganismes a través dels PRR, augmentant la presentacio de lipids
endogens o microbians a través de CD1d i alliberant IL-12. L’IL-12 juntament amb la
senyal del iTCR activen la cel-lula iNKT, que a la vegada respon incrementant |’expressio
de CD40L i alliberant IFNy i IL-17A. EI CD40L i I'lFNy produiran un increment en I'activacio
de la DCi aquesta encara augmentara més la seva capacitat activadora sobre la cel-lula
iNKT. El resultat d’aquest procés de retroalimentacid positiu genera grans quantitats

d’IFNy i IL-17A entre d’altres citocines, i aquestes citocines produiran una activacio
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global de molts altres tipus cel-lulars, entre els quals hi hauran M@ i neutrofils que

eliminaran el microorganisme.

El sistema funciona de manera similar amb altres tipus cel-lulars com les cel-lules NK;
I'IL-12 alliberada per les DC i I'IFNy de les iNKT activen les NK, generant una potent
resposta antitumoral®>”162, Les cél-lules iINKT també poden interaccionar directament
amb les cél-lules B a través de CD1d. En els organs limfoides secundaris poden establir
una relacio similar a la cooperacié Tfh-B en la formacid dels centres germinals'®. Les
cel-lules B poden obtenir antigens lipidics que presenten per CD1d a través de dos
mecanismes diferents: poden captar els antigens lipidics que es troben units a antigens
proteics o haptens a través del BCR, o bé captar els antigens lipidics en les particules de
VLDL a través d’LDL-R. Quan la cooperacié iNKT-B es produeix de manera simultania a la
cooperacid T-B, en la majoria de casos degut a que els antigens lipidics i proteics
internalitzats estaven units, es produeix un gran augment en els titols dels anticossos
especifics contra I'antigen proteic!®*. Tot i que la unié d’un hapté a un agonista lipidic
d’iNKT és capag de produir la formacid de centres germinals i la produccid d’anticossos
anti-lipid, la falta de cooperacié Tfh-B impedeix la formacié de cel-lules plasmatiques de
llarga durada, i per tant la generacié d’una resposta de memoria 1°. S’ha vist que les
cél-lules iNKT que intervenen en la cooperacio iNKT-B comparteixen caracteristiques
fenotipiques i funcionals amb les Tfh, com sén una elevada expressio del factor de
transcripcio Bcl-6 i la produccié d’IL-21. A part de per interaccions directes a través de
CD1d, les iNKT també son capaces d’influir en la resposta B de manera indirecta a través
de la produccid de citocines (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 i IL-21)}, i també a través de I'activacio

per CD40L de les DC que presenten els antigens especifics a les Tfh63,

1.10. Les cél-lules iNKT en la resposta antitumoral

Com ja hem vist, la funcié de les iNKT esta lligada a la resposta antitumoral des dels
primers moments de la seva caracteritzacidé'®. Especialment en ratoli existeixen clares
evidencies que relacionen la preséncia de les cél-lules iINKT amb una vigilancia

immunitaria més eficient dels processos tumorals. Son nombrosos els models tumorals
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de ratoli on la activacié de les iNKT per I'agonista prototipic aGalCer indueix una potent
resposta antitumoral capac fins i tot d’eliminar completament el tumor!®®%’ S’ha
comprovat que els animals que no tenen cel-lules iINKT degut a que no expressen el
segment Ja18 del TCR sén més susceptibles a patir alguns tipus de tumors'®®19 j que la
transferéncia de cél-lules iNKT en aquests animals restableix la capacitat antitumoral’°.
Comparant I'aparicié de tumors en ratolins que no expressen el segment Jal8 del TCR i
gue per tant no tenen cel-lules iNKT, amb ratolins que no expressen CD1d i que per tant
no tenen cel-lules iNKT ni tampoc cel-lules NKT de tipus II, s’"ha vist que I'augment en la
incidéncia de tumors és molt similar en els dos casos, fet que recolza la importancia de
les cel-lules iNKT en el control dels processos tumorals enfront de les NKT de tipus Il. Els
mecanismes per els quals en aquests casos, on no hi ha una activacié potent amb un
lligand conegut, les iNKT controlen I'aparicié de tumors encara sén en la gran majoria
desconeguts’?,

En estudis realitzats amb ratolins NOD/SCID humanitzats, s’ha demostrat que les
cel-lules iNKT poden controlar el desenvolupament de tumors de manera indirecta
eliminant els macrofags associats al tumor'’2. En aquest cas les cél-lules iNKT sén
capaces d’exercir una activitat citotoxica directa depenent de CD1d sobre els macrofags.
En humans existeixen diversos estudis observacionals que recolzen la funcid
d’immunovigilancia tumoral de les iNKT descrita en ratolins. En aquests estudis veuen
com en diversos casos de pacients amb tumors solids la freqiéncia i/o funcionalitat de

173-175

les cél-lules iNKT esta disminuida , i que una fregiiencia intratumoral augmentada

es relaciona amb un pronostic més favorable’®,

L’activacié del sistema immune amb aGalCer i altres agonistes sintetics dona lloc a
potents respostes antitumorals'®®171177.178 En |3 majoria d’aquests casos I’activitat
antitumoral no és exercida directament per accid de les iNKT sobre les cél-lules tumorals,
sind de manera indirecte per I'activacio de cel-lules NK, limfocits T i B, macrofags i
neutrofilst’® i la subseqlient produccié de citocines inflamatories, principalment IFNy.
Tot i aixd també s’ha demostrat la capacitat de les cel-lules iINKT per actuar de manera
citotoxica contra cél-lules tumorals®-183 |"activitat citotoxica de les iNKT contra les

cel-lules tumorals en la majoria de casos és depenent de CD1d, encara que també hi han
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cel-lules iNKT capaces d’exercir una activitat citotoxica de manera independent de iTCR
a través de receptors NK com NKG2D!#. |’activitat citotoxica depenent de CD1d es
produeix sobretot a través de la interaccid Fas/FasL (CD95/CD178)*2 i en canvi la

citotoxicitat depenent d’NKG2D sembla que es porta a terme a través de perforinat®4,

1.11. Aplicacions terapéutiques de I’aGalCer

La gran potencia de I'aGalCer per estimular les cel-lules iNKT de ratolii d’huma generant
una potent activacid del sistema immune des del primer moment va conduir a molts
investigadors a buscar-ne possibles aplicacions terapeéutiques. En poc temps es va
demostrar el seu potencial terapéeutic en un ampli ventall de models patologics en
animals: prevencié de metastasis'®'®>, reduccidé de I'encefalomielitis autoimmune
experimental (EAE)'¢, diabetis!®”'88 aixi com per augmentar la resposta enfront
d’infeccions viriques'®, bacterianes®®%°! o parasitaries'®?. A part del seu efecte com a
tractament Unic, també es va estudiar el seu potencial com a adjuvant en la vacunacié,
demostrant-se eficag en diferents vacunes contra microorganismes patogens com
Plasmodium®3, VIH %4 i Influen¢a®>1%®, Els resultats no Unicament es van aconseguir en
vacunes antimicrobianes, també es va demostrar |'efectivitat de I'aGalCer en diversos
tipus de vacunes antitumorals®’1%8, En ratolins I’'administracié en forma lliure d’aGalCer
i un antigen tumoral és capa¢ de generar una resposta antitumoral especifica contra

197-199 tot i que altres métodes d’administracié encara sén més

diferents tipus de tumors
efectius. Un dels métodes més utilitzats i eficacos és I'administracié de I'aGalCer i els
antigens tumorals a través de DC. Aquest metode d’administracié genera una resposta
de citocines més prolongada i menys anergia en les iNKT7, i per tant una resposta
antitumoral més potent i la possibilitat de realitzar una segona administracié de la
vacuna més aviat?°%29%, Altres métodes d’administracié com la carrega d’aGalCer en

cél-lules tumorals?92203 o en exosomes?%* també generen respostes antitumorals més

efectives que I'administracié en forma lliure.

També en humans s’han portat a terme assajos clinics de fase | en pacients oncologics

on s’ha administrat el compost directament?® o bé a través de DC autologues
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carregades amb aGalCer?%. En aquests estudis si bé no s’observa una millora clinica
apreciable, si que es detecten signes d’una activaciéo NK i T augmentada, aixi com d’una
major citotoxicitat NK. A més el tractament amb aGalCer és segur i té uns minims efectes
secundaris. Les raons de la poca eficacia de I'aGalCer en aquests estudis clinics poden
ser multiples?®’: dosi insuficient, variabilitat entre individus, baixos nivells de cél-lules
iNKT en humans i que en el cas d’un cancer encara disminueixen més, avancat estat de
la malaltia i produccié d’IL-10%2%. En el cas del tractament amb DC autdlogues també s’hi
afegeix la dificultat per obtenir suficients monocits precursors de DC en pacients de
cancer que es troben immunodepromits. Una altra estratégia que s’ha utilitzat és la
transferéncia de cel-lules iNKT autdlogues expandides in vitro, perd encara que genera
un augment en el nombre de cel-lules iNKT circulants i en els nivells en sang d’IFNy
tampoc aconsegueix una resposta clinica significativa. Un tractament combinat entre DC
autologues carregades amb aGalCer i cel-lules iNKT autologues expandides in vitro, si
gue ha estat capac¢ de produir una regressié en el creixement del tumor en alguns

pacients amb carcinoma escamds (head and neck squamous cell carcinoma)?°®:2%°,

Malgrat I'existéncia d’alguns resultats esperangadors la resposta produida per I’ aGalCer

presenta inconvenients que limiten el seu Us terapeutic:

- Resposta ThO: L'administracié d’aGalCer genera I'alliberacié de molts tipus de
citocines, algunes de les quals realitzen funcions antagoniques (Th1,Th2,Th17).
Aquest fet disminueix I'especificitat del tractament, i pot ser més propens a
generar efectes imprevistos?!?,

- Resposta de tipus superantigen: La resposta de gran poténcia amb I'alliberacio

de molts tipus de citocines amb funcions antagoniques induida per I'aGalCer,
genera un estat d’activacio inespecifica i generalitzada en el sistema immune
similar al que es produeix amb "administraci6 dels superantigens?!2,

- Anergia Funcional: Quan s’activen les iNKT amb aGalCer, aquestes entren en un

estat d’anergia funcional durant el qual responen amb una intensitat molt menor
a un segon estimul a través del iTCR?'2. Aquest periode de temps pot ser superior
a un mes. Els mecanismes per els qual es produeix I'anergia no estan gaire clars,

tot i que es coneix que a major intensitat de I'estimul major és el nivell d’anergia
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que experimenten les iNKT. La intensitat de I'estimul esta directament
relacionada amb I'afinitat del complex CD1d-Antigen per el iTCR. El receptor PD1
rapidament augmenta la seva expressio després de |'estimulacié amb aGalCer i
pot estar implicat en el manteniment de I'estat d’anergia?!3. Estudis recents han
demostrat que I'estat d’anergia funcional que experimenten les cél-lules iNKT
després de I'estimulacié amb aGalCer, pot ser degut en part a I'adquisicié d’un

fenotip NKT10 per part d’alguna de les altres poblacions2®®

1.12. Analegs sinteétics de I'aGalCer

Amb I'objectiu de millorar les propietats terapeutiques de la manipulacio de les iNKT
molts grups van treballar en |a recerca de nous agonistes que solucionessin alguns dels
problemes inherents a la funcionalitat de I'aGalCer, i que focalitzessin la resposta en la
direccié apropiada a cadascuna de les possibles aplicacions desvetllades per els models
de ratoli. Alguns d’ells van optar per buscar molecules naturals presents en
microorganismes capaces d’activar les iNKT. S’han trobat diversos compostos d’origen
microbial?8130-132.214 = (|3 gran majoria glicolipids amb enlla¢ a-glicosidic) capacos
d’estimular les iNKT, tot i que de moment cap d’ells mostra unes propietats
terapeutiques superiors a les de I'aGalCer. Altres grups van optar per a crear nous
compostos sintétics en base a I'estructura de I'aGalCer, afegint, eliminant o modificant
determinades parts de la molecula. Aquesta segona aproximacio és la que serveix de

punt de partida per al desenvolupament del present treball.

Partint de I'estructura molecular de I'aGalCer, diversos grups d’investigacié han
desenvolupat una gran varietat de compostos analegs. Aquests analegs presenten
modificacions respecte de I’ aGalCer en una o varies de les tres parts principals en les
que es divideix la molecula; el sucre del cap polar, I'enllag O-glicosidic i la cua lipidica.
Aquestes modificacions funcionalment es tradueixen en variacions quantitatives i

qualitatives de I’activitat de molt diversa indole.
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Modificacions en les cadenes lipidigues: Les majoria d’alteracions en les cadenes

lipidiques dels analegs amb activitat funcional consisteixen basicament en Ia
introduccio d’insaturacions o en I'escurcament en el nombre de C d’una o de les
dos cadenes. Aquestes modificacions normalment generen compostos més
hidrosolubles i funcionalment es tradueixen en una resposta de tipus Th2. El
primer d’aquests compostos que es va publicar va ser ’OCH?'>, que presenta una
cadena d’esfingosina escurcada respecte de |'estructura de I'aGalCer i és capacg
de generar una resposta de tipus Th2 que inhibeix el desenvolupament d’EAE.
Aquest analeg en humans no és efectiu ja que no produeix la desviacié de la
resposta cap a Th2. Un altre analeg amb una de les cadenes lipidiques més curta
que genera una potent resposta de tipus Th2 és el C20:25%216, que té una cadena
d’acid gras escurcada de 20 atoms de carboni i dos insaturacions, i quan
s’administra en ratolins NOD és capag de retardar I'aparicio i reduir la incidencia
de la diabetis?'’. Altres compostos similars al C20:2 que també presenten
cadenes d’acid gras escurcades com el C20:4 i el C10:0 també generen una
resposta de citocines exclusivament de tipus Th2%. A part dels compostos
esmentats també existeixen molts altres compostos amb cadenes lipidiques
escurcades o modificades que generen una resposta de tipus Th2%. També s’han
generat altres compostos amb modificacions més complexes com és el cas d’'una
série d’analegs que contenen grups fenil en la cadena d’esfingosina®'8. Alguns
d’aquests analegs amb grups fenil indueixen potents respostes de tipus Thl.
Aquests compostos a través dels grups fenil estableixen més contactes amb el
CD1d i per tant I'estabilitat del complex CD1d-antigen-iTCR augmenta, generant
una interaccié més prolongada que afavoreix la produccié d’una resposta Thi.
Un d’aquests analegs, el 7DW8-5 és actiu en humans i ha generant bons resultats
en estudis pre-clinics com a adjuvant en vacunes contra la malaria o el VIH21%220,

Modificacions en I'enllac O-glicosidic: La naturalesa de I’enllag entre el sucre i el

component lipidic també juga un paper important a ’hora de determinar les
propietats activadores sobre les iNKT. Les modificacions en aquesta part de la
molecula consisteixen en substituir I’enllag O-glicosidic per un altre tipus d’enllag

menys sensible a la degradacié enzimatica, produint compostos amb una vida
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mitja més llarga en I'organisme??!. 'exemple més conegut és el de la a-C-
GalCer?®?, en el que I'enllag O-glicosidic és substituit per un enllag C-glicosidic.
Aquesta modificacié funcionalment genera una desviacid de la resposta cap a
Thl, i una major activitat antitumoral i antimalaria que I'aGalCer. Els
mecanismes per els quals es produeix una resposta Th1l en aquest cas no estan
gaire clars, tot i que s’ha hipotetitzat que podria ser degut a la major resistencia
a la hidrolisi, permetent que el compost actui durant més temps, generant una
major activacio de les cel-lules NK i per tant una major produccié d’IFNy. En
humans I'a-C-GalCer no és practicament actiu, demostrant que tot i les grans
similituds estructurals i d’interaccié del complex CD1d-antigen-iTCR d’huma i
ratoli, la reactivitat de les iINKT no és totalment equivalent.

Modificacions en el sucre del cap polar: Les modificacions en |'orientacié del cap

polar d’a-Galactosa a B-Galactosa, produeixen una pérdua gairebé total de
I’activitat funcional???, segurament perqué I'orientacié diferent del sucre elimina
totalment la configuracié habitual de ponts d’hidrogen entre I’antigen i el iTCR.
Les modificacions en el sucre poden ser molt diverses i també generen una gran
diversitat funcional. Les més habituals sén les que afecten als grups OH del cap
polar o a la naturalesa de I'anell del sucre, havent-hi publicats una gran quantitat
d’analegs amb aquest tipus de modificacions??3225, Les modificacions en els
grups OH del sucre solen modificar I'afinitat del complex CD1d-antigen per el
iTCR, per el contrari les modificacions en la naturalesa de I’'anell disminueixen la
degradaciéo enzimatica del compost. En el complex CD1d-aGalCer-iTCR, I'a-
Galactosa de I'aGalCer forma tres ponts d’hidrogen amb el iTCR a través dels
grups OH 2”-,3” i—4". Els compostos amb modificacions que afecten al grup 2”-
OH pateixen una pérdua gairebé total de I’activitat funcional??®, en canvi si les
modificacions afecten als grups 3” i 4”-OH I’activitat disminueix degut a la perdua
d’afinitat, perd no s’elimina??’228, Aquest és el cas dels analegs 3’,4”-deoxy-
aGalCeri4’,4”-deoxy-aGalCer que perden els contactes amb el iTCR a través dels
grups de la galactosa 3”-OH i 4”-OH respectivament, i I'afinitat del iTCR per el
complex CD1d-antigen es redueix considerablement??”22°, Aquests dos

compostos mostren una capacitat per induir la produccié de citocines in vitro
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molt menor que I'aGalCer, encara que conserven bona part de la capacitat per
expandir les iNKT. El grup 6”-OH, que en el complex CD1d-aGalCer-iTCR no
interacciona amb el iTCR, permet modificacions relativament grans sense
comprometre el reconeixement ni I'activitat funcional. Per exemple I'addicio
d’un petit fluorofor en aquesta posicid, que permet visualitzar la posicié de
I’aGalCer, no modifica significativament les capacitats per estimular les iNKT?3°,
Un altre compost, el aGalCerMPEG incorpora una molécula de PEG (polyethylene
glicol) en la posicié 6”-OH i aix0 produeix un augment en la solubilitat de la
molécula?®. El aGalCerMPEG reté les propietats funcionals de I'aGalCer, i fins i
tot es mostra més efectiu en la generacié d’anticossos contra B-galactosidasa
quan s’administra com a adjuvant. El compost NU-aGalCer incorpora un grup
naphthylurea en la posicio6 6”-OH relativament gran, manté els mateixos
contactes amb el iTCR que I'aGalCer i a través del grup naphthylurea genera un
nou pont d’hidrogen entre I'antigen i el CD1d que atorga estabilitat al complex i
allarga la vida mitja del compost?32. Funcionalment aquesta modificacio es
tradueix en una resposta de citocines in vivo desviada cap a Th1l degut a la
disminucio de la produccio de IL-4. Un altre analeg amb una modificacié en el
grup 6”-OH que també produeix una potent resposta de tipus Thl és el PyrC-
aGalCer, que incorpora un grup carbamat en la posicié 6”-OH que també genera

noves interaccions, perd en aquest cas amb el iTCR?33,

1.13. Analegs aminociclitols de I'aGalCer

En el nostre laboratori conjuntament amb el laboratori de Quimica Bioorganica del CSIC

e Barcelona hem desenvolupat dos noves séries d’analegs sintétics de I'aGalCer, la
de B I hem d lupat d d’anal tetics de I'aGalCer, |

primera amb un cap polar analeg a la glucosa, i la segona amb un cap polar analeg a la

galactosa. Tots aquests compostos presenten dos diferencies basiques respecte a

I’estructura de I'aGalCer, I'oxigen de I'enllag O-glicosidic és substituit per un nitrogen i

I’oxigen de I'anell del sucre per un carboni, motiu per el qual s"anomenen aminociclitols

(Fig.7). Aquestes dos modificacions fan els analegs totalment resistents a 'accié de les

42



1. INTRODUCCIO

glucosidases, potencialment incrementant la vida mitja de la molecula en I'organisme i
sobretot del complex CDld-analeg, permetent que actuin durant més temps. La
substitucié del sucre per un anell carbaciclitol hauria de mantenir les propietats
d’interaccié del compost amb el CD1d i el iTCR. A part de les modificacions comunes en
tots els aminociclitols, cada un d’ells també posseeix modificacions especifiques en el
cap polar, en la direccié de I'enllag entre el cap polar i la cua lipidica o en la longitud de

la cua d’acid gras.

Figura 7. Variacions generals en 'estructura quimica dels analegs aminociclitols respecte de I'aGalCer. A) El cap
polar d’a-galactosa és substituit per un anell ciclitol (substitucid de I’oxigen per un carboni). B) L’enllag O-glicosidic
és substituit per un enllag amino (substitucié de I'oxigen per un nitrogen).

En un estudi previ fet en el nostre laboratori es demostra que alguns d’aquests lligands
activen a les iNKT en assajos in vitro?3*. En aquests assajos utilitzant esplenocits de ratoli
demostra que el lligand més actiu, I'HS44, és capa¢ d’induir I’expansio de les cel-lules
iNKT i la secrecid de citocines, encara que molt més debilment que I'aGalCer. Tot i aixo
I’'administracié del HS44 en ratolins indueix una alliberaciéd d’IFNy similar a la de
I’aGalCer??%, perd amb la diferéncia que la produccié de citocines de tipus Th2 és molt
menor, produint per tant una resposta de perfil Th1l. Enfront el model de metastasis
pulmonar B16 el tractament amb HS44 és capac¢ de generar una resposta antitumoral
similar a la de I'aGalCer. Els estudis biofisics dels complexes CD1d-antigen-iTCR mostren
que I'afinitat del iTCR per el CD1d-HS44 és menor que per el CD1d-aGalCer, i I'estructura
cristal-lografica del complex revela que aquest fet és degut principalment a la pérdua
d’un pont d’hidrogen entre I'antigen i el iTCR. Tot i la menor capacitat d’estimulacid in
vitro i la menor afinitat del iTCR per el HS44, probablement la major resistencia del HS44
a la degradacio endogena degut a la seva estructura aminociclitolica, li permet actuar in

vivo durant més temps generant una resposta igual de potent que I'aGalCer. La menor
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solubilitat de la molecula, fa que segurament el HS44 sigui més depenent de la via de
presentacio intracel-lular que I'aGalCer, fet que juntament amb I’alteracié del sucre del

cap polar pot contribuir a produir una resposta desviada cap a Th1.

En un altre estudi també realitzat per el nostre grup es demostra que I’AC11, un dels
analegs aminociclitols de la segona serie que tenen un cap polar que mimetitza a la
galactosa, genera una resposta de citocines in vitro i in vivo més potent que la de

'HS442%5,
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La hipotesi inicial, d’'imprescindible comprovacid per al posterior desenvolupament del
treball, era que alguns dels analegs aminociclitols haurien de poder presentar-se a través
de CD1d i ser reconeguts i estimular a les cel-lules iNKT de ratoli. Conseqiientment,
considerant la conservacid estructural i funcional entre especies de les iNKT i del
reconeixement del complex CD1d-lligand, aquests analegs també haurien de poder ser
reconeguts per les iINKT humanes, i per tant ser d’interés per a una possible translacio
clinica. Com a conseqiiéncia de I'activitat funcional del lligand prototipic aGalCer i
d’altres agonistes coneguts, vam hipotetitzar que el reconeixement d’aquests nous
analegsil’activacié de les iNKT haurien de tenir efectes rellevants en la resposta immune

gue permetessin la seva aplicacié en models de tumor animals.
Per tant, ens vam a plantejar els seglients objectius concrets:

- Determinar quins dels nous analegs aminociclitols sén reconeguts per les
cel-lules iNKT de ratoli i la seva potencia.

- Comprobar el reconeixement i resposta per part de les cel-lules iINKT humanes
dels analegs reconeguts en ratoli.

- Caracteritzacid a nivell cel-lular i de citocines i quimiocines, de la resposta
inmune induida in vivo per I'analeg més potent en ratoli.

- Estudi de lI'induccié d’una resposta antitumoral contra un model de tumor de
ratoli, i caracterizacio de les poblacions efectores implicades.

- Estudi del possible Us del analeg més potent com a adjuvant en la generacio
d’una resposta especifica en la vacunacio antitumoral.

- Estudidel possible efecte sinergic dels agonistes iNKT en I'accié depleccionat dels

anticossos anti-CD20 contra un model de limfoma de ratoli.
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3.ANIMALS, MOSTRES, MATERIALS Y METODES

3.1 aGalCer, analegs aminociclitols i manipulacio

L'aGalCer que hem utilitzat és un analeg sintetic del compost originalment aillat,
anomenat KRN7000 (CsoHgoNQo). L'aGalCer s’utilitza a partir d’'un estoc a 200ng/ul (H0
MQ, 20%DMSO, 5% sucrosa).

Els analegs aminociclitols utilitzats han estat AC11 (Cs107N2H102), AC16 (Cs006N2Hssg),
AC19 (Cs006N2H100), AC18 (C5108N2H102) i HS44 (Cs5007N2H100). Han estat sintetitzats en el
laboratori RUBAM del I'Institut de Quimica Avangada de Catalunya (IQAC-CSIC). Tots
s’han utilitzat a partir d’'un estoc que es troba en solucidé a una concentracio de 1ug/ul

en DMSO absolut.

Abans d’utilitzar tant I'aGalCer com els analegs sintetics s’ha escalfat I'estoc al bany a

37°C durant 15 min, i després s’ha realitzat un vortex durant 30 segons.

En els cultius in vitro els compostos s’han afegit en solucié en el medi de cultiu. El medi

de cultiu conté un 2% de metanol per augmentar la solubilitat dels compostos.

En els experiments in vivo els compostos s’han administrat utilitzant PBS 2,5%DMSO.

3.2 Animals i manutencié

Els animals utilitzats han estat ratolins de la soca C57BL/6J, d’'una edat compresa entre
les sis i dotze setmanes. Han sigut utilitzats tan mascles com femelles. Els animals han
estat criats i manipulats al servei d’estabulari de la UAB, seguint els protocols aprovats
per el comité d’Etica en I"Experimentacié Animal i Humana de la UAB. El sacrifici dels
animals s’ha realitzat en la majoria de casos per asfixia amb CO,, i en alguns casos en
funcié del protocol també per dislocaciod cervical. En aquests animals I’'administracié de
substancies i cel-lules per via intraperitoneal i intravenosa s’ha realitzat sempre en un
volum total de 200ul, i en les administracions subcutanies el volum injectat ha sigut de

100ul.
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3.3 Mostres de sang periférica humana

Les mostres de sang periferica humana utilitzades en els experiments s’han extret d’un
donant voluntari al SAS (Servei Assistencial de Salut) de la UAB. L’extraccié s’ha realitzat
seguint els protocols aprovats per el comité d’Etica en I'experimentacié Animal i

Humana de la UAB.

3.4 Processament dels teixits de ratoli i obtencio de leucocits

3.4.1 Peritoneu

En el ratoli previament sacrificat per asfixia amb CO2, es realitza un tall a la pell de la
panxaies retira la pell circumdant al tall, deixant el peritoneu a la vista. Amb una xeringa
amb agulla de 27G s’introdueixen 4ml de PBS a 4°C a la cavitat peritoneal. Després es
realitza un massatge peritoneal per assegurar la correcta distribucio del PBS per total la
cavitat. Finalment amb una xeringa amb agulla de 21G recuperem 1-2ml del PBS mesclat

amb les cél-lules del Peritoneu.
3.4.2 Melsa

Amb el ratoli sacrificat i posicionat de panxa amunt i amb el cap en posicié contraria a
I'investigador s’obre la cavitat peritoneal, la melsa es localitzara per sobre els intestins,
al costat dret de I'estomac. Retirem la melsa i la posem en PBS a 4°C fins al moment
abans de processar. Per a processar la melsa la retirarem del PBS i la dipositarem en una
placa p24 de fons pla juntament amb un tros de malla de nilé (1cm?i 100pum de porus).
Hi afegirem 1ml de PBS. Amb I'ajuda d’un émbol de xeringa de 5ml dissociarem

completament la melsa.
3.4.3 Medul-la Ossia

Amb el ratoli mort es fa un tall a la pell del abdomen i es remou tota la pell de la part
distal de I'animal (la contraria al cap) deixant les extremitats posteriors lliures de pell.
Tallant amb les tisores es separen els musculs que envolten el femur. Amb molta cura

es disloca el cap del femur del maluc. Després es tallen la tibia i el peroné per la meitat,
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quedant-nos amb el femur unit a la part alta de la tibia per els lligaments del genoll. Amb
les tisores es tallen els Iligaments que uneixen la tibia amb el femur i es diposita el femur
en un eppendorf amb PBS a 4°C. Posteriorment es remouen les parts de muscul que
encara es troben unides al fémur amb un bisturi i unes pinces, deixant I'ds
completament net. Després es tallen les dos epifisis. S’introdueix I'agulla (27G) d’una
xeringa de 5ml omplerta amb 4 ml de PBS per un dels dos costats i es fan passar a pressio
2ml de PBS a través del moll de I’ds. El liquid resultant es recull en un tub de 5ml i es

repeteix el procés per I'altre forat obtenint aixi les cel-lules presents en la medul-la ossia.
3.4.4 Sang
-3.4.4.1 Leucocits

La sang s’extreu del ratoli a través de la vena submandibular. Amb una agulla de 27 o
30G es realitza una petita puncié a la vena i la sang es diposita en un eppendorf
previament omplert amb 500ul de buffer de citrats (0,01 M de citrat de sodi amb 0.01
M d’acid citric a una proporcio de 1:4 i pH a 5,6) que impedeix la coagulacié de la sang.
Es centrifuga I'eppendorf (5min, 168g), s’elimina el sobrenedant i es re-suspen en 0,5 ml
de buffer de lisi (SSIGMA Red Blood Cell Lysing Buffer) durant 3min. S’atura la reaccio
afegint 0,5 ml de PBS. Es centrifuga (5min, 168g), s’elimina el sobrenedant i es re-suspéen

en 1ml de PBS.
-3.4.4.1 Sérum

La sang extreta es diposita en un eppendorf i es deixa 30 min a T.A per a que coaguli.
Després es centrifuga I'eppendorf amb la sang 5 min a 1000-2000g, i es recupera el
serum que és la fraccié corresponent al sobrenedant. La mostra de serum es conserva a

-20°C.

3.5 Processament de sang periférica humana

Partint de 20ml de sang periférica amb heparina sodica obtinguda en el SAS de la UAB,

es dilueix la sang a la meitat amb PBS. Amb 20 ml de sang diluida es realitza un gradient
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de ficoll (Lymphoprep Axis-Shield PoC AS) 30 min a 600g a T.A. Es recupera la interfase
on hi han les cel-lules mononuclears i es renten dos vegades per centrifugacié (5min,
168g) amb RPMI complet. Les cel-lules resultants ja poden ser utilitzades per a

experiments o be ser crio preservades.

3.6 Linies cel-lulars i models tumorals utilitzats

- RMA: Es una sublinia que deriva de la linia RBL-5, un limfoma T de la soca
C57BL/6J induit per el virus de la leucémia de ratoli de Rauscher. Cedida per: Dra.
Pilar Lauzurica.

- RMA-S: Variant de la linia RMA que expressa molt baixos nivells de MHC-I en
superficie. Porta una mutacié en el gen TAP-2 que impedeix el transport de
peptids del citosol cap al reticle endoplasmatic, generant molecules d’'MHC-I
buides i inestables. Cedida per: Dra. Pilar Lauzurica.

- A20: Linia derivada d’un limfoma de cél-lules B provinent de la soca de ratoli
BALB/C. Cedida per: Dr. Mitchel Kronenberg

- A20-m(CD1d: Linia A20 transfectada amb un plasmidi que conté el cDNA del gen
de CD1D1 de ratoli. Cedida per: Dr. Mitchel Kronenberg

- B16-F10: Linia de melanoma de C57BL/6J. Deriva de la linia MB-16. Cedida per:
Dra. Pilar Lauzurica.

- EL-4: Linia cel-lular derivada d’un limfoma T de la soca C57BL/6. Cedida per: Dr.
Ignacio Melero.

- EG-7:Prové de la linia EL-4 transfectada amb el plasmidi pAc-neo-OVA que porta
una copia del gen de I'ovoalbumina (OVA) del pollastre. L'OVA és sintetitzada de
forma constitutiva en el citosol. Cedida per: Dr. Ignacio Melero.

- CIR: Linia limfoblastica de cel-lules B humanes transformada amb el virus
d’Epstein-Barr. Cedida per: Dr. Steve Porcelli.

- CIRmCDI1d: Linia C1R transfectada amb un vector retroviral que conté el cDNA
del gen huma de CD1D. Cedida per: Dr. Steve Porcelli.

- BL3750: No és una linia cel-lular. Son cél-lules d’un limfoma extretes d’un nodul

limfatic adenopatic del ratoli transgénic Epu-myc (B6.Cg-Tg(lghMyc)22Bri/)).
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L’expansio d’aquestes cel-lules es realitza extraient-les a un ratoli Ep-myc i
inoculant-les a un ratoli C57BL/6 per via i.v. Cedides per: Dr. J.A. Villadangos.

- Hibridomes iNKT: p5c7, t9c1, p60c6, p33c8. Generats en el nostre laboratori.

3.7 Cultiu de les linies cel-lulars

Les linies cel-lulars utilitzades han estat cultivades en medi RPMI-1640 Glutamax 10%
FBS y 50uM 2-mercaptoetanol (RMA, RMA-S, B16, EG-7, Eu-myc, C1R-hCD1d i els
hibridomes de ceél-lules iNKT) o en DMEM suplementat amb L-glutamina 5%FBS i 50uM
2-mercaptoetanol (A20, A20-mCD1d, RMA-S, RMA-SmCD1d). Tots els cultius s’han
mantingut a I'incubador a 37°C i 5% CO2. En cap cas s’ha afegit antibiotic en el medi de

cultiu.

3.8 Assajos in vitro de presentacié amb hibridomes

Les cél-lules utilitzades com a APCs (RMA-S, RMA-SmCD1d, A20, A20mCD1d) i que es
troben en fase exponencial de creixement, son plaguejades en p96 amb medi RPMI
complet a una concentracié de 5x10° cel/ml i un volum total de 100pl. Seguidament
s’afegeixen els analegs sintétics o I'aGalCer en 20ul de RPMI complet amb DMSO,
arribant a una concentracié final en cada pou del 2,5% DMSO i concentracions de
compost que varien entre 1 i 1000ng/ml. Les cél-lules amb els compostos es deixen a
I'incubador (5%CO,, 37°C) durant 2h. A continuacié s’afegeixen a cada pou 5x10*
hibridomes d’iNKT (p5c7, t9c1, p60c6, p33c8). Es posa la placa a l'incubador a 37°C i
5%CO0,. A les 12 i/o 24h s’extreu el sobrenedant i es guarda al congelador a -20°C.
Posteriorment els sobrenedants seran utilitzats per a mesurar la preséncia d’IL-2 per

ELISA.
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3.9 Citometria de fluxe

Les citometries s’han realitzat utilitzant plagues p96 de fons en V. Per a realitzar els
rentats i dissoldre els anticossos s’ha utilitzat com a buffer PBS 2% FBS, 2mM EDTA. En
les mostres de teixits que contenen sang (melsa i fetge), es realitza la lisi dels eritrocits
després de posar les mostres en la placa utilitzant buffer de lisis (Lysing Buffer). S’han
bloquejat els receptors Fc utilitzant Anti-CD16/CD32 (Milteny biotech). Les cél-lules
mortes s’han exclos amb 7-AAD. S’han utilitzat els citometres FACSCanto (BD
Biosciences) i FACSCalibur (BD Biosciences). L’analisi de les dades s’ha realitzat amb el

programa FlowJo V10 (TreeStar ).

3.9.1. Anticossos utilitzats

Antigen Clon | Espécie |Fluorocrom Casa comercial
CD3 HIT3b huma FITC ImmunoTools
Cbh4 GK1.5 Ratoli FITC eBioscience
Cb4 H129.19 Ratoli FITC eBioscience
CD49b DX5 Ratoli FITC MiltenyBiotec
CD49b DX5 Ratoli FITC eBioscience
CD86 FM95 Ratoli FITC MiltenyBiotec
FA80 BM8 Ratoli FITC eBioscience
TCRb REA-318 Ratoli FITC MiltenyBiotec
TCRb H5-597 Ratoli FITC eBioscience
TCRyb REA591 huma FITC MiltenyBiotec
CD11b M1/70.15.11.5 Ratoli PE MiltenyBiotec
IAb REA-525 Ratoli PE MiltenyBiotec
IL-4 11B11 Ratoli PE BD Pharmigen
NK1.1 PK136 Ratoli PE MiltenyBiotec
TCRb H5-597 Ratoli PE eBioscience
CD11c N418 Ratoli PerCp eBioscience
IFNy XMG1.2 Ratoli PerCp BD Pharmigen
CD3 HIT3b huma APC ImmunoTools
CD19 6D5 Ratoli APC MiltenyBiotec
CD69 H1.2F3 Ratoli APC MiltenyBiotec
CD279/ PD1 HA2-7B1 Ratoli APC MiltenyBiotec
GR1 RB6-815 Ratoli APC eBioscience
CD11b M1/70.15.11.5 Ratoli PEVio770 MiltenyBiotec
CD49b DX5 Ratoli PEVio770 MiltenyBiotec
NK1.1 PK136 Ratoli PEVio770 MiltenyBiotec
TCRb REA-318 Ratoli PEVio770 MiltenyBiotec
CD8 53-6.7 Ratoli Biotina BD Pharmigen
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3.9.2. Tetramers utilitzats

Composicio Nom comercial Espécie Fluorocrom Casa comercial

Tetramer d'MHCI H-2K(b) SIINFEKL ~ Ratoli A488 NIH tetramer core facility
Tetramer de CD1d CD1d-PBS57 Ratoli PE NIH tetramer core facility
Tetramer de CD1d CD1d-PBS57 Huma PE NIH tetramer core facility
Tetramer de CD1d CD1d-PBS57 Ratoli A647 NIH tetramer core facility
Tetramer de CD1d CD1d-PBS57 Ratoli APC NIH tetramer core facility
Tetramer d' MHCI H-2K(b) SIINFEKL ~ Ratoli APC NIH tetramer core facility

3.9.3.Protocol de citometria de fluxe:

1. Posar una quantitat de cél-lules a marcar d’entre 5x103 a 1x10° en plaques de

96 pouets de fons en V.

2. Fer arribar amb PBS el volum de tots els pouets a 200pul.

3. Centrifugar 5 min a 168g.

4. En cas de que la mostra contingui eritrocits resuspendre en 60ul de buffer de
lisis i deixar actuar durant 3 min a 4°C.
Aturar la reaccié afegint 120ul de PBS(2%FBS,2mM EDTA) per pouet.
Centrifugar 5 min a 168g.
Resuspendre en 20ul de PBS (2%FBS,2Mm EDTA) amb AntiCD16-CD32.

Deixar la placa 15 min a 4°C.

w o N o W

Afegir 160 ul de PBS (2%FBS, 2Mm EDTA) per pouet.

10. Centrifugar 5 min a 168g.

11. Afegir els anticossos o el tetramer dil-luits en 20ul de PBS (2%FBS, 2mmEDTA).

12. Deixar 15min a 4°C en cas que s’hagin afegit anticossos, 30min a T.A sis’ha
afegit tetramer de CD1d amb aGalCer o 30min a 4°C si s’ha afegit tetramer
d’MHCIl amb SIINFEKL.

13. Afegir 160ul de PBS (2%FBS, 2Mm EDTA) per pouet.

14. Centrifugar 5min a 168g.

15. Resuspendre en 20ul PBS (2%FBS, 2mmEDTA) per pouet amb anticossos (si es
cau).

16. Deixar 15 min a 4°C.

17. Afegir 160ul de PBS (2%FBS, 2 mmEDTA) per pouet.
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Centrifugar 5 min a 168g.
Resuspendre en 180ul de FACS buffer.

Pasar las cél-lules per el citometre.

3.10. ELISA

L’ELISA de les citocines IFNy, IL-4 i IL-2 s’ha realitzat utilitzant el kit Mouse ELISA Ready-

Set-Go (eBioscience) especific per a cada una d’elles. En el cas de I'ELISA de la quimiocina

CXCL9 s’ha utilitzat el kit Mouse CXCL9/MIG DuoSet ELISA (R&D Systems). La lectura de

les mostres s’ha realitzat amb I"aparell VICTOR3V (PerkinElmer). L’analisi dels resultats

s’ha portat a terme amb el Microsoft Office Excel 2007 i el GraphPadPrism 5.

3.10.1. Protocol d’ELISA (eBiosciende Ready-SET-Go! i R&D Systems duoset MIG):

o ® N o v kB W DN

=
o

11.
12.

Posar 100ul/pouet d’anticos de deteccid diluit en tampd de recobriment
(Coating Buffer) a la concentracié indicada en el kit en plagues d’ELISA de 96
pouets.

Incubar la placa durant 12h a 4°C i protegida de la llum.

Realitzar tres rentats amb Wash Buffer (PBS 0,05% Tween20).

Bloquejar els pouets amb 200 ul d’Assay Diluent x1.

Incubar durant 1h a T.A (temperatura ambient).

Realitzar tres rentats amb Wash Buffer.

Posar en la placa 100ul de les mostres dissoltes en Assay Diluent.

Deixar incubar la placa durant 12h a 4°C i protegida de la llum.

Realitzar tres rentats amb Wash Buffer.

. Posar 100ul de I'anticos de deteccid dissolt en Assay Diluent a la concentracio

indicada en el kit i deixar incubar 1 hora a T.A.
Realitzar tres rentats amb Wash Buffer.
Posar 100ul d’Avidin-Horse Radish Peroxidase (HRP) a la concentracio indicada

en el kit.
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13. Incubar durant 30 min a T.A protegida de la llum.

14. Realitzar cinc rentats amb Wash Buffer.

15. Afegir 100ul de Substrate Solution.

16. Deixar la placa a T.A durant aproximadament 15 min (parar abans la reaccid si
puja molt el color).

17. Afegir 50ul de Stop Solution (H,SO04 2N).

18. Realitzar la lectura de I’ absorbancia a 450 nm y 570 nm.

3.11 Generacio d’una linia RMA deficient en CD1d

En el servei de Tissue Engineering Unit del CRG (Barcelona) partint del plasmidi comercial
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458), el qual incorpora tots els components del sistema CRISPR-
CAS9, hi van introduir dos gRNA especifics per a eliminar el gen CD1D1 de ratoli.
Utilitzant aquest plasmidi vam transfectar per electroformacié la linia RMA (BTX™-
Herbert Aparatos ECM™ 630 Exponencial Decau Wade Electroporator. A les 48h vam
realitzar una seleccid per sorting (BD FACSJazz) de les cel-lules GFP+. Al cap de 7 dies

vam realitzar un segon sorting en base a |'expressioé negativa de CD1d.

3.11.1. Protocol de transfeccid i seleccié de les cél-lules RMA CD1d/-

1. Mantenir les cel-lules que s’han de transfectar en fase exponencial de
creixement.

2. Recuperar-ne un volum corresponent a 107 cél-lules totals.

3. Realitzar dos rentats de les cel-lules amb PBS.

4. Deixar les cél-lules a una concentracid final de 2x107 cel/ml en PBS en un volum

total de 500pl.

Afegir a les cel-lules 15ug de plasmidi.

Mesclar amb la pipeta.

Transferir les cél-lules amb el plasmidi a una cuvetta d’electroporacio de 4mm.

O N o Un

Deixar 10 min a 4°C.
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Assecar la cuvetta amb paper.

Posar la cuvetta en I'aparell d’electroporacioé (Exponential Decay Wave
Generator - ECM® 630).

Introduir les seglients condicions en I'aparell: 250V, 960F, ==Q.

Iniciar el programa.

Un cop finalitzat el programa deixar la cuvetta 10 min a T.A.

Eliminar el sobrenedant blanc (restes cel-lulars).

Recuperar la part liquida corresponent a les cel-lules vives i transferir a una
placa de cultiu de 10 ml amb medi de cultiu.

Posar la placa a I'incubador durant 48 hores.

Comptar les cel-lules totals i congelar-ne una tercera part.

Recuperar-ne una altre tercera part per a realitzar una separacio per citometria
(FACS sorting).

Mantenir la tercera part restant de les cél-lules en cultiu.

Realitzar la separacio per citometria en base a I’expressio de GFP. Les cel-lules
gue expressen GFP son les que han incorporat el plasmidi.

Mantenir en cultiu les cel-lules que han incorporat el plasmidi durant 7 dies.
Comptar les cel-lules totals i congelar-ne una tercera part.

Recuperar-ne una altre tercera part per a realitzar una separacio per
citometria.

Mantenir la tercera part restant de les cél-lules en cultiu.

Realitzar la separacié per citometria en base a I'expressié de CD1d. Les cél-lules

gue no expressen CD1d sdn en les que ha actuat el sistema CRISPR-CAS9.

3.12 Expansio in vitro de cél-lules iNKT humanes

La linia C1IR-hCD1d en fase exponencial de creixement s’incuba (5%C02, 37°C) durant

12h en preséncia de diferents concentracions d’analegs sintéetics o aGalCer (0, 1, 10, 100

i 1000 ng/ml) en medi RPMI complet al 2,5% MeOH. Transcorregudes les 12h es

sotmeten les cél-lules a una dosi de radiacié de 30Gys. Seguidament es transfereixen
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5x10* C1R-hCD1d carregades amb els diferents compostos a una p96 de fons en U, fent
triplicats per a cada condicié. De manera paral-lela s’aillen les PBMCS a partir d’una
mostra de sang periferica humana. En cada pou de la placa on ja hi han les C1R-hCD1d
s’hi afegeixen 5x10° PBMCS humanes. La placa amb les C1R-hCD1D i les PBMCS
humanes es deixa a I'incubador (5%C02, 37°C). Als 2 i 5 dies es renova el medi afegint
RPMI complet amb 50 IU/ml d’IL-2 recombinant humana. Al cap de 9 dies s’analitzen les

mostres per FACS.

3.13 Quantificacid de citocines i quimiocines in vivo

S’injecten diverses dosis d’1pg, 100ng i 10ng d’aGalCer i AC11, o bé 1ug, 200ng i 40ng
d’AC16 i AC19 en vehicle (200ul PBS 2,5% DMSO) per via intraperitoneal en femelles de
ratolins C57BL/6. A les 2 i 21 hores s’extreu sang als ratolins. S’ailla el sérum i es

quantifica per ELISA la produccié de citocines i quimosines (IFNy, IL-4 i CXCL9).

3.14 Activacio i polaritzacioé in vivo

S’injecten 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle (PBS 5%DMSO) per via intraperitoneal en
femelles de ratolins C57BL/6. A les 2, 5i 12 hores es sacrifiquen els ratolins i s’extreu la
melsa, el peritoneu i la medul-la 0ssia. Es processen els organs i es realitzen diversos
marcatges per citometria. Els marcatges intracel-lulars es realitzen utilitzant el kit Mouse

FoxP3 Buffer set de BD Pharmigen. Finalment es passen les mostres per el citometre.

3.15. Mobilitzacid i expansid cel-lular in vivo

S’injecten 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle per via intraperitoneal o intravenosa en
femelles de ratolins C57BL/6. Al cap de 2 dies o bé als 2, 4 i 6 dies, segons el tipus d’

experiments, es sacrifiquen els ratolins i s’extreuen els diversos organs d’interes (melsa,
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peritoneu, medul-la ossia, noduls limfatics poplitis, fetge i/o tim). Els organs es

processen i es realitzen diversos marcatges per citometria.

3.16. Supervivencia enfront la linia tumoral RMA i derivades

En femelles de ratolins C57BL/6 s’injecten per via intraperitoneal 1x10* RMA, 2x10°
RMA-S o 1x10* RMA CD1d-/-, en un volum total de 200ul en medi RPMI sense
suplementar. A dia -3 o +1 respecte el dia d’inoculacié del tumor s’injecten 100ng
d’aGalCer, AC11 o vehicle per via intraperitoneal. Un cop inoculat el tumor es pesen
cada dia els ratolins i es fa un analisi visual de I'estat general de salut (el tumor quan es
desenvolupa produeix una important ascitis). Quan el pes dels animals sobrepassa un
25% del pes inicial o mostren senyals d’afectacid greu de la qualitat de vida, son

sacrificats segons els protocols establerts .

3.17. Citotoxicitat in vivo contra la linia tumoral RMA i derivades

En femelles de ratolins C57BL/6 s’administren per via intraperitoneal o intravenosa
100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle (Dia-3). A les 72h (Dia 0) s’injecten per via
intraperitoneal 0,7x10®° RMA i 3,5x10°® RMA-S marcades amb 5 i 0,5 uM de CMFDA
respectivament. 24h després (Dia+1) es sacrifiquen els ratolins i s’extreuen i es
processen el peritoneu i la melsa. Es realitzen diversos marcatges per citometria. En el
cas del estudis de citotoxicitat enfront la linia RMA knock-out de CD1d obtinguda per
CRISPR, en comptes d’RMA-S s’injecten 0,7x10® RMA CD1d” marcades amb 0,5 uM
CMFDA.

3.17.1. Protocol de marcatge amb CMFDA

1. Transferir les cel-lules a marcar en un tub de 15.

2. Centrifugar 5 min a 168g.
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3. Resuspendre les cel-lules en de 10ml de PBS.

4. Comptar les cel-lules.

b

Dil-luir I'estoc de CMFDA en PBS a la concentracio d’us (de 0,1uM fins a
10uM).Preparar 1ml de dil-lucié per cada 5x107 cél-lules a marcar.

6. Centrifugar les cel-lules 5 min a 168g.

7. Resuspendre les cel-lules en la dil-lucié de CMFDA.

8. Incubar (37°C, 5%CO0;) durant 10 min.

9. Aturar la el marcatge afegint 1ml de FBS i 9 ml de RPMI complet a 4°C.
10. Centrifugar 5 min a 168g.

11. Resuspendre en RPMI complet.

12. Comprovar el marcatge per FACS.

3.17.2. Deplecid de cel-lules efectores
La deplecio de les poblacions cel-lulars efectores es realitza mitjangant I’'administracio el
dia abans de la transferéncia de les cel-lules tumorals (Dia-1) dels anticossos o reactius
necessaris per via i.p.

- Cel-lules NK: s’injecten per via i.p 500ug de I'anticos PK136 (aNK1.1, BioXcell).

- Macrofags: s’injecten per via i.p 200ul de liposomes amb Clodronat

(ClodronateLiosomes.com).
- Limfocits T CD8: s’injecten per via i.p 250ug de I'anticos 2.43 (aCD8, BioXcell).

- Neutrofils: s’injecten per via i.p 250ug de I'anticos 1A8 (aLy6G, BioXcell).

3.17.3. Citotoxicitat amb bloqueig de CD1d

En femelles de ratolins C57BL/6 s’administra per via intraperitoneal 100ng d’aGalCer,
AC11 o vehicle (Dia-3). A les 72h s’incuben cel-lules RMA que préviament han estat
marcades amb 5uM de CMFDA, amb 100ug/ml de I’anticos K235 o 3C11 (anti-CD1d) en
funcio de I'experiment, o amb un anticos isotip control. S’injecten en ratolins C57BL/6
per via i.p 0,7x10% RMA tractades amb K235 o 3C11 o amb I'anticos isotip control,
juntament amb 88’8 ug de K235 o0 3C11 o anticos isotip control. 24h després (Dia+1) es
sacrifiquen els ratolins i s’extreuen i es processen el peritoneu i la melsa. Es realitzen

diversos marcatges per citometria.
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3.18. Vacunacio terapéutica enfront el model tumoral EG-7

En ratolins mascles de C57BL/6 s’injecten per via s.c a la part baixa de I'esquena en el
cantd dret 1x108 cél-lules EG-7. Al cap de 72h (D+3) s’ administren per via i.p 250ng d’
aGalCer, AC11 o vehicle juntament amb 500 pg de la proteina OVA. A partir del dia
d’inoculacié de les cel-lules EG-7 es fa un seguiment diari de I'estat general dels ratolins
i del creixement del tumor. El tumor es mesura amb un peu de rei. Una vegada el tumor
ha assolit un volum de 4000mm?3 es sacrifica el ratoli i s’extreu una part del tumor i la

melsa. La melsa es processa i es realitza un marcatge per citometria.

3.19. Vacunacio terapéutica amb cél-lules necrotiques contra el model tumoral RMA

En femelles de ratolins C57BL/6 s’injecten per via i.p 10* cél-lules RMA. A dia3 0 6
després de la inoculacié de les cel-lules tumorals s’injecten per via i.p 10° cél-lules RMA
necrotiques juntament amb 100ng d’ aGalCer, AC11 o vehicle. La necrosi de les cél-lules
s’aconsegueix realitzant tres congelacions i descongelacions successives amb nitrogen
liquid. A partir del dia d’inoculacié de les cél-lules tumorals es fa un seguiment diari de
I’estat general i del pes dels ratolins. Quan el pes dels animals sobrepassa un 30% del

pes inicial o no compleixen clarament els criteris de benestar establerts son sacrificats.

3.20. Eliminacio de cél-lules B endogenes amb activacid d’iNKTs

En femelles de ratolins de la soca C57BL/6 s’injecten per via intraperitoneal 100ng d’
aGalCer, AC11 o vehicle. A les 24h se’ls hi administra per via i.v diverses dosis d’anti-
CD20 (5D2 de Genentech). A les 24 o 72h s’extreu sang als animals i després son
sacrificats, moment en que s'obtenen també la melsa i la medul-la 0ssia. Es procesa la
melsa i la medul-la ossia i amb les cel-lules obtingudes es realitzen diversos marcatges

per citometria.
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3.21. Supervivéncia enfront el model tumoral Eu-myc amb anti-CD20 i activacio iNKT

En aquest model s'utilitzen cel-lules BL370 provinents de la soca de ratoli Eu-myc (B6.Cg-
Tg(lghMyc)22Bri/J). Aquesta és una soca transgeénica creada a partir de C57BL/6 que
porta una copia del gen c-myc sota el control de I’enhancer de la cadena pesada de les
immunoglobulines (IgH), fet que provoca I'aparicié espontania de limfomes pre-B i B en
el 90% dels animals durant els 5 primers mesos de vida. L’expansio d’aquestes cél-lules,
donades per el Dr. J. A. Villadangos de la Universitat de Melbourne, es realitza inoculant-
les a un ratoli C57BL/6 per via i.v. Quan els ratolins desenvolupen adenopaties es
sacrifiquen, saillen les cél-lules tumorals i es congelen per el seu Us posterior. Per fer els
experiments d’activitat terapéutica en femelles de ratolins de la soca C57BL/6 s’injecten
per via i.v 10> cél-lules BL3750 . Al cap de 24h s’injecten per via i.p 100ng d’aGalCer,
AC11 o vehicle. 24 hores després s’injecten per via i.v 5ug de I'anticos 5D2 (anti-CD20).
Alternativament també s’ha administrat un tractament Unic 5 dies després de la
inoculacid de les cél-lules tumorals, consistent en 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle i 5ug
de 5D2 per via i.p. A partir del dia d’inoculacié de les cel-lules tumorals es fa un
seguiment visual de I'estat de salut dels animals. Els animals son sacrificats quan

comencen a mostrar adenopaties o simptomes evidents de mala salut.
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4. RESULTATS

4.1. Els analegs sintétics son reconeguts i activen hibridomes iNKT

Primerament vam voler comprovar la capacitat d’activacié i poténcia d’alguns dels
analegs aminociclitols sobre les iNKT. D’entre tots els analegs disponibles vam escollir
els que en estudis previs publicats??4#234235 j altres de no publicats (dades del grup)
havien mostrat una major capacitat per expandir les iNKT de ratoli. Tot i que en aquests
estudis ja haviem vist que els compostos seleccionats eren capagos de generar una
resposta in vitro d’expansio de les iNKT presents en els esplencocits de ratoli, en aquest
cas vam voler comprovar de manera més especifica el reconeixement directe per les
iNKT. Per aix0 vam posar a punt un assaig in vitro de presentacié dels analegs a
hibridomes iNKT, en el qual les Uniques cel-lules presents en el cultiu eren les
presentadores i les efectores (hibridomes iNKT). Els hibridomes utilitzats havien estat
obtinguts i seleccionats previament al nostre laboratori a partir de cel-lules iINKT de Tim
(dades no publicades). L’assaig consisteix en realitzar un co-cultiu entre una linia cel-lular
gue expressa CD1d i que actua com a presentadora i un hibridoma iNKT que respon a la
presentacio alliberant IL-2. Per a la presentacio dels analegs es van utilitzar les linies A20
i RMA-S transfectades amb CD1d i com a controls les mateixes céel-lules sense
transfectar. La valoracio de la resposta es realitza en funcié de la produccié d’IL-2 per
part dels hibridomes al cap de 24h d’establir el cultiu. Aquests experiments permeten
discernir entre compostos actius i inactius, aixi com quantificar la poténcia i capacitat de
reconeixement dels analegs per diferents iNKTs. La relacié dosi-resposta es correlaciona
directament amb I'afinitat del iTCR per el complex CD1d-antigen?3® tot i que la quantitat
d’IL-2 absoluta depén tant del reconeixement del complex CD1d-antigen com d’altres
caracteristiques intrinseques dels hibridomes. Els compostos utilitzats en els
experiments van ser ’AC11, AC16, AC19, HS44 i 'aGalCer. Els hibridomes iNKT el p8c3,
p33c8i T9cl (Fig.8), i també el p5c7 (dades no mostrades).
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Figura 8. Activacié d’hibridomes iNKT en resposta a la presentacio dels diferents analegs sintétics. Valoracio per
ELISA de la de la concentracid d’IL-2 en el medi de cultiu 24h després d’establir el cultiu. A) Cultiu de linia tumoral
A20 juntament amb el hibridoma p8c3. B) Cultiu de la linia tumoral A20 juntament amb el hibridoma p33c8. C)
Cultiu de la linia tumoral A20 juntament amb el hibridoma T9c1. Resultats corresponents a tres experiments
independents. Els tractaments amb els diversos compostos han estat comparats amb el vehicle amb: One-way
ANOVA amb test de Bonferroni: ¥P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005.

Els analegs AC11 i AC16 son capagos d’activar tots els hibridomes utilitzats en major o
menor mesura, perd menys del que ho fa I'aGalCer (Fig.8). Per altra banda el HS44 no
és capac d’activar el p33c8, que és el hibridoma amb una reactivitat més baixa, i el I’AC19
tan sols activa I’hibridoma amb més reactivitat el T9cl1. Els quatre analegs sintetics

utilitzats en els experiments mostren una poténcia d’activaci6 molt menor que
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I'aGalCer; la produccié d’IL-2 utilitzant una concentracié de 100ng/ml d’AC11 o AC16,
gue son els analegs més potents, és similar a la que s’obté utilitzant una concentracié
cent vegades més baixa d’aGalCer, d’1ng/ml. El fet que es produeixi I'activacié dels
hibridomes iNKT per cel-lules A20 no transfectades amb CD1d és degut a que les cel-lules
A20 son un limfoma de cel-lules B que ja de per si expressa certs nivells de CD1d, i per
tant quan s’utilitzen les concentracions més altres dels agonistes més potents sén
reconegudes per els hibridomes. Els cultius realitzats utilitzant la linia RMA-S com a
cel-lula presentadora generen uns resultats qualitativament molt similars als obtinguts
amb les A20, encara que en aquest cas la produccid d’IL-2 és molt menor (dades no
mostrades). La menor poténcia d’activacié de tots els analegs enfront I'aGalCer,
independentment de la cel-lula presentadora o del hibridoma que s’utilitzi, segurament
s’explica per una menor afinitat del iTCR per el complex CD1d-analeg, com s’ha

comprovat en el cas del HS44%%4,
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4.2. Els analegs sinteétics indueixen la produccid de citocines i quimiocines in vivo
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Figura 9. Concentracié en serum de citocines i quimiocines en resposta a I'administracio i.p d’aGalCer o analegs
sintétics en ratolins de la soca C57BL/6. A) ELISA de I'lL-4 en sérum a les 2 hores de I'administracié i.p d’aGalCer
o analegs. B) ELISA d’IFNy en sérum a les 23 hores de I'administracio i.p d’aGalCer o analegs. C) ELISA de CXCL9
en serum a les 23h de I'administracid i.p d’aGalCer o analegs. Resultats de tres experiments independents. Els
resultats han estat comparats amb: Unpaired t-test *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 (el simbol * indica
comparacioé amb el control, el simbol # indica comparacid dels analegs amb una dosi equivalent d’aGalCer).
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Una de les consequéncies de I’activacid in vivo de les iINKT amb I'aGalcer és una gran
produccié sistemica de molts tipus de citocines i quimocines. Amb I'objectiu de
comprovar si els nous analegs sintetics també son capacos d’activar a les cel-lules iINKT
in vivo i induir la produccié de citocines a nivell sistemic, hem injectat per via i.p diverses
dosis dels compostos en ratolins C57BL/6. A les 2 i 24h coincidint amb els pics de
produccié d’IL-4 i IFNy respectivament, hem extret sang dels animals. Tal i com esta
descrit en la bibliografia??®> a les 2h després de I'administracié d’aGalCer es detecten
nivells significatius d’IL-4 en sang (Fig.9A). Per el contrari cap dels analegs sintétics no
produeix un augment en els nivells d’IL-4. A les 24h no es detecta IL-4 ni amb aGalCer ni

amb els analegs (dades no mostrades).

D’altra banda a les 24h hi ha un augment significatiu en els nivells d’IFNy amb tots els
analegs excepte amb el HS26 (Fig.9B), que tal i com era d’esperar degut a la seva
estructura amb una cadena d’esfingosina escurcada de només 7 carbonis no és capag
d’induir la produccio d’IFNy. Els analegs més potents son el AC11 i el AC16, que amb una
dosi de 100 i 200ng respectivament indueixen uns nivells d’IFNy significativament
majors que amb 100ng d’aGalCer. En el cas dels compostos AC16 i AC19 les dosis de
100ng i 10ng es van substituir per dosis de 200 i 40ng, ja que en els estudis previs amb
AC112%> |a dosi més baixa, de 10ng no generava gairebé resposta, i per tant es va optar
per substituir aquesta dosiila de 100ng amb I'objectiu de poder observar un efecte dosi-
resposta. La produccido d’IFNy tant amb I'aGalCer com amb I’AC11, I'AC16 i I’AC19
segueix un patré dosi-resposta. Aquesta resposta és depenent de CD1d, ja que quan
realitzem I'experiment amb ratolins deficients per el gen del CD1D1 els nivells d’IFNy no

augmenten (dades no mostrades).

També vam estudiar els nivells de la quimiocina CXCL9. L’alliberacid d’aquesta
guimocina es produeix sobretot en resposta a I'lIFNy, i juga un paper important en les
respostes de tipus Thl intervenint en el homing de les cél-lules TCD8+ i NK, i per tant en
la resposta antitumoral i anti-infecciosa®®’. En aquest cas veiem com s’indueix una gran
alliberacid sistemica de CXCL9 amb els analegs AC11, AC16 i AC19 que segueix un patrd
dosi-resposta que es correlaciona amb els nivells d’'IFNy (Fig.9B i 9C). Aquest fet no passa

amb I'aGalCer, ja que tot i haver-hi uns nivells relativament baixos d’IFNy amb les dosis
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de 0,1 i 0,01lug, hi ha una massiva produccié de CXCL9 que es manté constant
independentment de la dosi. En conjunt totes aquestes dades posen de manifest una
diferencia qualitativa fonamental entre la resposta a I'aGalCer i als analegs sintéetics; els
analegs indueixen una resposta exclusivament de tipus Th1l molt potent, per el contrari

en el cas de I'aGalCer la resposta és de tipus mixt Th1/Th2, també anomenada ThO.

4.3. Els analegs sinteétics indueixen I’expansio de les cél-lules iNKT humanes

Amb I'objectiu d’avaluar si els analegs aminociclitols poden ser reconeguts i estimular
les cél-lules iNKT humanes, vam posar a punt un assaig d’expansié ex vivo amb iNKT
humanes. En I'experiment utilitzem PBMCs humanes aillades d’un donant voluntari sa
com a font de cél-lules iNKT. L’experiment consisteix en realitzar un co-cultiu entre les
PBMCs i una linia cel-lular transfectada amb CD1d huma que actua com a cel-lula
presentadora (C1R-hCD1d). Abans de posar el co-cultiu la linia presentadora ha estat
incubada en presencia d’antigen. El cultiu es deixa durant 9 dies en presencia d’IL-2
humana. Finalment s’analitza I'expansio de les iNKT per citometria mitjancant el
tetramer CD1d-aGalCer. Tal i com es troba descrit en la bibliografia?® I'aGalCer posseeix
una gran capacitat per expandir les iINKT humanes (Fig.10). En el cas dels analegs
sintétics veiem que els compostos AC11, AC16, AC19, HS58 i AC18 també poden
expandir les iINKT humanes. De la mateixa manera que passa amb els estudis de amb
hibridomes i de produccio de citocines in vivo, en aquest cas I’AC11 i I’AC16 també sén
els analegs més potents, encara que I'expansié que generen és menor que amb aGalCer.
De manera inesperada el compost AC18, que no és actiu en ratoli, en aquest cas indueix
una forta expansio de les iNKT encara que no tan potent com la de I’AC11 i 'AC16. Per

el contrari els compostos AC19 i HS44 que sén actius en ratoli??*

, No son reconeguts per
les INKT humanes. La resposta d’expansié de les iNKT enfront els compostos segueix una

dinamica dosi-resposta (Fig.11A).

Recentment s’ha descrit que I'aGalCer també és reconeguda per una petita poblacié de
cél-lules Ty amb un TCR que conté el segment V56123°. Per determinar si els analegs

sintetics estudiats també son reconeguts per aquests limfocits Tyd V&1+, hem analitzat

69



4. RESULTATS

per citometria utilitzant un anticos anti-V61 la seva preséencia en els cultius. Els resultats
mostren que Unicament la concentracio més alta d’aGalCer és capa¢ de generar

I’expansio d’aquesta poblacid de limfocits, per el contrari cap dels analegs utilitzats és

reconegut (Fig.11B).
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Figura 10. Expansid ex vivo d'iNKT humanes en cultiu. Cultiu de PBMCs humanes i cél-lules CLR-hCD1d previament
incubades amb 100ng/ ml dels diferents compostos. Percentatge de cél-lules iNKT respecte al total de cél-lules
vives 9 dies després d’establir el cultiu. Tractaments comparats amb One-way ANOVA amb test de Bonferroni
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. El simbol * indica comparacio dels tractaments amb el vehicle).
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Figura 11. A) Expansio de les cél-lules INKT humanes amb diferents concentracions de a-GalCer o aminociclitols.
B) Expansié d’'una Poblacié de cél-lules TyS positives per tetramer d’aGalCer amb diferents concentracions
d’aGalCer o aminociclitols. Analisi estadistic realitzat amb One-way ANOVA amb test de Bonferroni: *P<0,05;
**P<0,005; ***P<0,0005 (El simbol * indica comparacié dels tractaments amb el vehicle).
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4.4. Activaciod cel-lular en resposta a ’AC11: 'aGalCer i ’AC11 produeixen cinétiques

d’activacio in vivo diferents

Els estudis anteriors han demostrat que I"AC11 és reconegut per les iNKT de ratoli i
d’huma, i que indueix una potent resposta sistémica exclusivament de tipus Thl. Per
tant vam decidir analitzar en profunditat aquest agonista i la seva possible capacitat per
a induir respostes immunes d’utilitat terapeutica. En primer lloc vam estudiar I’activacio
d’algunes de les principals poblacions limfocitaries efectores en resposta a I'AC11
comparant-la amb I"aGalCer, amb I'objectiu d’observar possibles diferencies entre els
mecanismes d’accié dels dos agonistes. La mesura de I'activacio es va realitzar a través
de I'expressio de CD69 en la superficie dels limfocits a les poques hores d’administrar
els compostos. El CD69 és una proteina transmembranal que s’expressa de manera
constitutiva en tots els leucocits, i degut al fet que és una de les primeres molécules de
superficie de les quals n‘augmenta I'expressié durant I'activacié d’un limfocit s’utilitza
ampliament com a marcador d’activacid inicial?*. Les cél-lules iNKT mostren un fenotip
pre-activat i en estat basal ja expressen nivells molt més alts de CD69 que altres
poblacions limfocitaries 24!, uns nivells que encara augmenten molt més a les poques
hores d’activar-se. Vam estudiar especificament els limfocits d’un organ limfoide primari
(MO), un de secundari (melsa) i I'0rgan diana (peritoneu). A les 2, 5 i 12h després
d’administrar els compostos es van mesurar els nivells de CD69 en els limfocits iNKT, T i
NK. Els punts de mesura no van més enlla en el temps de les 12h, ja que a partir d’aquest
moment el iTCR de les iNKT activades pateix un procés de downregulacio transitori i no
es recupera fins al cap d’unes 24-48 hores, i per tant durant aquest periode de temps

les iNKT son indetectables per citometria?42.

L’administracid i.p de I'aGalCer i AC11 augmenta I'expressié de CD69 tant en les cél-lules
iNKT com en les NK i T (Fig.12). A les 2h de I'administracié ja s’observa un augment en
I’expressié de CD69 en les iNKT de I'organ diana, tant amb I'aGalCer com amb I'AC11, i
també en les iNKT de la melsa perd unicament amb aGalCer (Fig.12A). Al cap de 5h
I'activacié de les iNKT en tots els organs dels ratolins tractats amb aGalCer és maxima,
en canviamb el AC11 unicament s’observa activacid en les iNKT del peritoneu. A les 12h

els nivells d’activacid en les cél-lules iNKT dels ratolins tractats amb aGalCer decauen
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lleugerament, perd en els animals tractats amb AC11 I'activacio només decau en el
peritoneu, pero en les iNKT de la melsa i la MO continua augmentant lleugerament. En
el cas dels limfocits T (Fig.12B) i les NK (Fig.12C) I'activacié segueix una cinética similar
en els dos tipus cel-lulars i amb els dos compostos, encara que a nivells més baixos amb
I’AC11. A les 5 hores amb I'aGalCer I'activacio és evident en els tres organs, en canvi
amb I’AC11 només ho és en I'0rgan diana, el peritoneu. A les 12 hores I'activacido amb
I'aGalCer en els tres organs ha incrementat molt notablement, i amb I’AC11 també
s’observa un cert augment en l'activacié en la melsa i la MO, tot i que molt menor que

amb I'aGalCer.
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Figura 12. Expressié en superficie de CD69 en diferents poblacions de limfocits a les 2, 5 i 12h després
d’administrar 100ng i.p d’aGalCer, AC11 o vehicle. A) MFI de CD69 en ceél-lules iNKT. B) Limfocits T. C) cel-lules NK
de peritoneu, melsa i MO. Resultats analitzats amb: One-way ANOVA amb test de Bonferroni (*P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001). En les grafiques Unicament s’indiquen les diferencies entre I'aGalCer i I’'AC11.
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Com era d’esperar amb els dos compostos I’activacio de les iNKT es produeix de manera
prévia a la de les cél-lules T i NK, degut al reconeixement immediat (innat) de I'agonista
presentat per CD1d. Per altra banda els dos agonistes indueixen cinétiques d’activacié
diferents, produint-se en el cas de I'aGalCer una activacié molt més rapida i potent en

aquestes primeres 12 hores, especialment en els organs limfoides allunyats.
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4.5. L’AC11 indueix I’expansio i activacio in vivo de diverses poblacions de cél-lules del

sistema immune

L’administracio in vivo d’aGalcer indueix una rapida expansié de les cel-lules iNKT en
molts drgans?*3. Aquesta expansié assoleix el seu punt maxim a les 72h després de
I’administracid, per seguidament retornar al punt inicial al cap de 7 a 14 dies?'2242, A
part de I'expansié de les iNKT, com ja hem comentat abans I'administracié in vivo
d’aGalCer genera I'alliberacié de grans quantitats de citocines i quimiocines, i I'augment
de contactes directes entre cel-lules a través de molecules de co-estimulacié. Aquestes
dos fenomens produeixen I’activacio, expansié i mobilitzacié de molts tipus cel-lulars.
Amb l'objectiu d’estudiar i comparar I'efecte de I'aGalCer i el AC11 en I'activacio i
expansié de diverses poblacions del sistema immune, vam administrar en ratolins de la
soca C57BL/6 una dosi i.p de 100ng de cada agonista. Posteriorment vam sacrificar els
animals 2, 4 o 6 dies després per tal d’estudiar la cinética d’expansid i activacié in vivo
de diverses poblacions cel-lulars del sistema immune, analitzant-ne per citometria el

nombre total, els percentatges i I’activacié en la melsa, el peritoneu i la medul-la ossia.

4.5.1. L’AC11 genera una major expansio de les cel-lules iNKT que I'aGalCer.

En primer lloc ens vam fixar en I'efecte dels agonistes sobre les seves cel-lules diana, les
iNKT. L'administracié i.p d’AC11 produeix una expansi® maxima en el nombre de
cél-lules iNKT en la melsa i el peritoneu, significativament major i durant més temps que
amb I"aGalCer (Fig.13A). En la melsa I'expansié a dia 2 és igual amb els dos compostos,
a dia 4 amb I'aGalCer ha baixat i en canvi amb I’AC11 assoleix el maxim, a dia 6 amb
I'aGalCer retorna als nivells inicials perd amb I’AC11 tot i que ha disminuit encara es
manté molt elevada. En el peritoneu a dia 2 no hi ha expansié amb cap dels dos
compostos, a dia 4 es detecta una expansié maxima amb els dos compostos, tot i que
amb el AC11 és gairebé 10 vegades major que amb I'aGalCer. Finalment a dia 6 amb
I’aGalCer retorna als nivells inicials, perd amb I’AC11 encara es manté molt elevada. En
la medul-la 0ssia possiblement aquest augment en el nombre total d’iNKTs també es

produeix, tot i que per motius técnics la quantificacid no ha estat possible. Aquests
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resultats es repeteixen quan ens fixem en el percentatge d’iNKT respecte del total

(Fig.13B).

L’AC11 indueix una expansio major i més sostinguda en el temps de les iNKT, reflectint

una més prolongada activacié tant en I'organ diana com en els organs limfoides. Per

coneixer més en profunditat el mecanisme d’aquesta activacié vam quantificar els

nivells d’expressid de PD1, un marcador implicat amb |'esgotament de la resposta

immune. Sorprenentment tot i la major expansié induida per I’AC11, I'expressié de PD1

en les iNKT és significativament menor en els tres organs estudiats que amb |'aGalCer

(Fig.13C), suggerint un menor agotament de la capacitat funcional de les iNKT

estimulades amb AC112%, que podria explicar la seva capacitat de proliferacié més alta

i durant més temps.
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Figura 13. Variacions en la poblacié d’iNKTs en la melsa, el peritoneu i la MO 2, 4 i 6 dies després d’ administrar
100ng d’aGalCer, AC11 o Vehicle. A) Nombre total de cel-lules iNKT en la melsa i el peritoneu. B) Percentatge de
cel-lules iNKT respecte al total de cel-lules en la melsa, i percentatge de cél-lules iNKT respecte del nombre de
limfocits en el peritoneu i la MO. C) MFI de PD1 en les cél-lules iNKT. Resultats corresponents a dos experiments
independents. Analisi estadistic realitzat amb: One-way ANOVA amb test de Newman-Keuls (¥*P<0,05; **P<0,01;
**%P<0,001). En la melsa els percentatges de cél-lules iNKT estan calculats respecte del nombre total de cel-lules
vives, en el peritoneu respecte del nombre de limfocits
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4.5.2. L’AC11 genera un augment en el nombre total de cel-lules de la melsa i el

peritoneu.

L’administracio i.p d’aGalCer i AC11 genera un important augment en el nombre total
de cel-lules en la melsa i el peritoneu, significativament major amb I’AC11, tot i que en
aquest cas la diferéncia no és tan gran com en el cas de les cel-lules iINKT. Amb els dos
compostos I'augment en la cel-lularitat es manté a dia 6 tot i que ja ha comencat a
disminuir. El nUmero de cel-lules T a dia 2 és similar amb I'aGalCer i el AC11 en els dos
organs, mantenint-se també a dia 4. A dia 6 I'augment en el nombre de cel-lules Ten la
melsa també es manté d’una manera similar amb I'aGalCer i ’AC11, pero en el peritoneu
per el contrari el nombre de limfocits T amb I'aGalCer decreix significativament i amb
I’AC11 es manté igual d’elevat que a dia 4. En la melsa tot i I'augment en el nombre total
de limfocits T amb els dos compostos, en termes relatius es produeix una disminucid en
el percentatge, fet que implica pot implicar o una major expansié d’altres tipus de
cel-lules o bé una sortida de cel-lules T i NK de la melsa. A dia 6 es recuperen els
percentatges normals de limfocits T en la melsa. En el peritoneu per contra hi ha una
expansio relativa a dia 2 més important que en altres poblacions limfoides, pero a dia 4

retorna a la normalitat.

En el cas de les cél-lules NK I'expansid i/o reclutament també segueix una cinética
semblant en els dos organs amb I'aGalCer i I’AC11, assolint un punt maxim a dia 4 que
en la melsa es manté a dia 6, pero que disminueix en el peritoneu, tot i que la disminucio
sembla ser menor en el cas de I’AC11. L'increment en el nombre total de cél-lules NK en
la melsa tampoc es correspon a un increment en el nombre relatiu, indicant una
expansié menor que altres tipus cel-lulars o més probablement una major sortida o
mobilitzacid cap a la periferia. En conjunt aquestes dades posen de manifest un
increment més sostingut en el nombre de cél-lules T i NK en el peritoneu amb I’AC11, i

gue per tant possiblement implicara una resposta de major utilitat terapeutica.
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Figura 14. Variacions en el nombre i percentatge de cel-lules de la melsa i el peritoneu en resposta a
I"'administracié i.p de 100ng d’aGalCer , AC11 o vehicle. A) Melsa. B) Peritoneu. Resultats corresponents a dos
experiments independents. Analisi estadistic realitzat amb: One-way ANOVA amb test de Newman-Keuls
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Només es mostra la comparacié estadistica del tractament d’aGalCer amb el
d’AC11. En la melsa els percentatges de cél-lules estan calculats respecte del nombre total de cél-lules vives, en
el peritoneu respecte del nombre de limfocits.
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4.5.3. L’AC11 indueix una major activacio de les cel-lules B i de les dendritiques en la
melsa i la MO.

Donada l'important expansido i activacio de limfocits efectors que produeix
I"administracié d’aGalCer i AC11 vam decidir analitzar I'activacié de les APC, que sén les
cél-lules encarregades de presentar els compostos a les iNKT:. Amb aquest objectiu vam
analitzar I'expressié de CD86, que és una molecula co-estimuladora que s’expressa en
les APC activades, i per tant s’utilitza com a marcador d’activacié en aquestes cél-lules?*®
L’expressid de CD86 es relaciona positivament amb les capacitats de presentacio d’una
APC, ja que pot proveir la segona senyal requerida per a I'activacié d’un limfocit T a
través de la interacci6 amb CD28. Recentment també s’ha hipotetitzat que uns alts
nivells d’expressio d’aquesta molecula en les cél-lules dendritiques poden ser indicatius
d’una resposta de tipus Th1'%8 Veiem que tant 'aGalCer com I'AC11 indueixen un
augment de I'expressio de CD86 en les DC i les cel-lules B de la melsa i la MO (Fig.15).
L'augment és maxim al cap de dos dies de 'administracid, reduint-se progressivament
amb els dos compostos, fins que a dia 6 gairebé ha retornat al nivell inicial. Tot i que
I'aGalCer i I’AC11 mostren una cinética d’expressié de CD86 similar, els nivells de CD86
induits per I’AC11 sén significativament molt més elevats que amb I'aGalCer, indicant
gue les APC dels animals tractats amb AC11 poden generar una activacido més potent de

la resposta T, i especialment de la resposta Th1l.
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Figura 15. Increment en I'expressié6 de CD86 en cel-lules B i DC en resposta a I'administracié i.p de 100ng
d’aGalCer, AC11 o vehicle. A) Melsa. B) Medul:la ossia (MO). Resultats corresponents a dos experiments
independents. Tractaments d’aGalCer i AC11 comparats entre ells amb: One-way ANOVA amb test de Newman-
Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Només es mostra la comparacié estadistica del tractament d’aGalCer
amb el d’AC11.
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4.6. La via d’administracido modifica la resposta de I’aGalCer i de ’AC11 en el peritoneu

Degut a les diferents cinétiques d’activacio amb CD69 que veiem entre |'aGalCer i
I’AC11, i al fet que alguns autors hagin descrit importants diferencies en la resposta de
'aGalCer segons la ruta d’administracié’®®, hem analitzat I'efecte de la via
d’administracid en la resposta a I'aGalCer i 'AC11. En la majoria d’experiments
administrem els agonistes per via i.p i hem volgut comprovar si la injeccid per la via i.v,
que és la ruta més utilitzada per a I'administracié de farmacs, modifica la resposta. Per
aixd hem injectat en ratolins C57BL/6 una dosi de 100ng per via i.v de cada compost i al
cap de 4 dies els hem sacrificat per analitzar-ne I'expansié de diverses poblacions
cel-lulars en la melsa i el peritoneu. Les dades obtingudes les hem comparat amb les
d’expansid a 4 dies amb els agonistes administrats per via i.p. Hem escollit el dia 4 ja que

en el cas de I'administracio i.p és el punt on veiem la maxima expansio de tots els tipus

cel-lulars.

En la melsa I'expansio de les poblacions de cél-lules T i NK, aixi com del nombre total de
cél-lules és similar a través de les dos vies (Fig.16A), i les diferencies entre I'aGalCer i
I’AC11 també es mantenen constants. Unicament sembla haver-hi diferéncies entre
compostos en el nombre total de cel-lules iNKT, essent major en el cas de I'administracio
i.v, fet que es pot explicar per la connexio directe de la via i.v amb la melsa a través de
la sang. En el peritoneu per el contrari la resposta és molt diferent entre les dos rutes
d’injeccid, produint-se una resposta molt més potent amb els dos compostos quan
aquests s’administren i.p (Fig.16B). Quan els compostos s’administren per via i.v la
resposta en el peritoneu és molt limitada, i Unicament sembla haver-hi un petit augment

en el nombre de cél-lules iINKT amb I’AC11.
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Figura 16. La via d’administracid dels agonistes influeix en la intensitat de la resposta. Administracié de 100ng
d’aGalCer, AC11 o vehicle per viai.p oi.v. Al cap de 4 dies sacrifici dels animals i analisi per citometria de la melsa
i el peritoneu. L'administracid i.p o i.v no s’ha fet en paral-lel, siné que les dades corresponen a experiments fets
en diferents dies. Resultats de I'administracio i.p corresponents a dos experiments independents, resultats de
I’'administracid i.v corresponents a tres experiments independents. A) Melsa. B) Peritoneu.
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4.7. Resposta antitumoral: ’AC11 incrementa la supervivéncia enfront la linia tumoral

RMA

Les dades anteriors indiquen que I’AC11 genera una activacid més potent i sostinguda
qgue l'aGalCer de les cél-lules iNKT, de les APCs i de cél-lules efectores innates (NK) i
també d’especifiques (limfocits T). No Unicament la resposta és més potent, sind que és
el tipus de resposta més apropiada per a I'eliminacio dels tumors, la resposta Th1. Per
aquest motiu vam estudiar I'efecte d’aquesta resposta en un model tumoral de ratoli, la
supervivencia enfront la linia RMA. Vam escollir aquesta linia degut a I’existéncia d’una
linia derivada mutant, la linia RMA-S que per una mutacié que afecta al transport de
péptids des del citosol al RE expressa nivells molt baixos d’MHC 1246, i per tant poden ser
facilment eliminades per les cél-lules NK**’. Aquestes dos linies representen models
classics per estudiar les diferéncies entre la resposta especifica i la innata. Aixi doncs
vam inocular una dosi i.p de 10* cél-lules RMA en ratolins de la soca C57BL/6, que
proliferen en el peritoneu i esdevenen letals en gairebé el 100% dels casos a les 3-4
setmanes. La inoculacié de la mateixa dosi de la linia RMA-S no és letal en la gran majoria
de casos perque les cel-lules NK sén capaces d’eliminar les cél-lules tumorals.
L’administracié d’una dosi 20 vegades més gran de cel-lules RMA-S produeix la mort del

50% dels animals a les 3-4 setmanes.

Amb aquest sistema hem estudiat I’efectivitat d’'un tractament preventiu consistent en
I"administracié de 100ng d’aGalCer o AC11 tres dies abans d’inocular les cél-lules RMA.
Els resultats mostren que el temps de supervivencia dels animals augmenta
significativament amb els dos tractaments, essent el més efectiu el d’AC11 (Fig.17A). En
el cas de la linia RMA-S els dos tractaments també augmenten la supervivencia, encara
gue en aquest cas no de manera estadisticament significativa, probablement degut al
menor nombre d’animals utilitzats en els experiments. Vam estudiar també quin seria
I’efecte d’una aplicacié terapéutica dels agonistes iNKT. Per aix0 els vam administrar un
dia després d’inocular les cel-lules RMA. En aquest cas Unicament ’AC11 aconsegueix
retardar la expansioé del tumor i per tant I'increment de pes i augmentar el temps de

supervivéncia, permetent la supervivencia final d’'un 30 per cent dels animals (Fig.17B).
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Aquestes dades demostren que I'AC11 indueix una resposta antitumoral protectiva

envers les RMA superior a la de I'aGalCer.
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Figura 17. El tractament amb AC11 augmenta la supervivéncia dels ratolins inoculats amb cél-lules RMA. S’injecta
per via i.p una dosi de 10%cél-lules RMA. En uns altres animals s’injecten per via i.p una dosi de 2x10° cél-lules
RMA-S. Es segueix diariament el pes dels animals i es sacrifiquen quan sobrepassa el 25% del pes inicial. A)
Supervivencia enfront les linies tumorals RMA i RMA-S utilitzant un tractament preventiu de 100ng d’aGalCer,
AC11 o vehicle i.p tres dies abans de la inoculacié de les cél-lules tumorals. B) Supervivéncia i augment de pes
enfront la linia tumoral RMA utilitzant un tractament terapeutic de 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle i.p un dia
després de la inoculacié de les cél-lules tumorals. Amb les RMA els resultats corresponen a tres experiments
independents. Amb les RMA-S els resultats corresponents a un Unic experiment. Resultats de supervivencia
comparats utilitzant: Mantel —Cox Test (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.8. Citotoxicitat in vivo enfront la linia tumoral RMA

Per a poder estudiar més directament I'accid efectora antitumoral del AC11 vam posar
a punt un experiment de citotoxicitat en el peritoneu. La inoculacié de cel-lules tumorals
marcades amb CMFDA en el peritoneu permet, un cop sacrificats els animals, |'extraccié
del liquid peritoneal i I'analisi per citometria de les cél-lules tumorals presents. Utilitzant
aquesta estratégia experimental vam inocular per via i.p en ratolins de la soca C57BL/6
una quantitat total de 0,7x10° cél-lules RMA i 3,5x10° RMA-S marcades amb diferents
concentracions de CMFDA (Fig.18A). La dosi de cél-lules RMA-S que administrem és cinc
vegades més gran que la de cél-lules RMA degut a la gran susceptibilitat de les RMA-S a
I’atac de les NK, que fa que si administrem la mateixa quantitat que de RMA, les RMA-S
siguin eliminades totalment i per tant no es puguin detectar. Aquesta relacio 5 a 1
permet que en els animals control es recuperi la mateixa quantitat de les dos linies
cel-lulars. A les 24h d’injectar les cél-lules tumorals sacrifiguem els animals, extraiem el
liquid del peritoneu i quantifiqguem per citometria les cel-lules tumorals restants.
Préviament, de la mateixa manera que en els experiments preventius de supervivencia,

els ratolins han estat tractats amb una dosii.p oi.vde 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle.

L’administracio i.p d’AC11 indueix una resposta citotoxica enfront la linia cel-lular RMA
significativament superior a la de l'aGalCer (Fig.18B), aconseguint eliminar
aproximadament el 90 per cent de les RMA en el cas de I’AC11 i poc més del 50 per cent
en el cas de l'aGalCer. L'eliminacid de les cel-lules RMA-S quan els compostos
s’administren per via i.p és gairebé total amb els dos compostos (Fig.18B). Quan els
compostos s’administren per via i.v son menys efectius, encara que novament I’AC11 és

més eficac que I'aGalCer tant en I'eliminacid de les RMA com de les RMA-S (Fig.18C).
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Figura 18. El tractament amb AC11 genera una major resposta citotoxica al peritoneu enfront les RMA i les RMA-
S que I'aGalCer. A) Dot plot d’un peritoneu de ratoli sense tractar on s’observen les RMA-S i les RMA marcades
amb 0,5 i 5uM de CMFDA respectivament. B) Administracid i.p de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. Al cap de 3
dies inoculacié i.p de 3,5x10% RMA-S i 0,7x10% RMA. A les 24h sacrifici dels animals i extraccié i analisi per
citometria del peritoneu . C) Administracié i.v de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. Al cap de 3 dies inoculacié
i.p de 3,5x10% RMA-S i 0,7x10% RMA. A les 24h sacrifici dels animals i extraccid i analisi per citometria del
peritoneu. Resultats de tres experiments diferents. Resultats comparats amb: One-way ANOVA amb test de
Newman-Keuls (¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Degut a les diferencies d’activitat antitumoral entre I'aGalCer i el AC11, hem volgut
comprovar com afecta la modificacié de la dosi del compost en aquestes diferéncies,
utilitzant dosis d’1ng, 10ng i 100ng administrades per via i.p (Fig.19). Aquest experiment
de dosis-resposta confirma la major poténcia de la resposta antitumoral induida per
I’AC11. Veiem que una dosi deu vegades més baixa que la utilitzada habitualment, de
10ng, tot i que fa disminuir 'activitat antitumoral dels dos compostos, maximitza les
diferencies ja que la disminucid de la resposta és major en el cas de I'aGalCer. Una dosi

cent vegades més baixa, d’1ng no és activa amb cap dels dos compostos.
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Figura 19. Les diferencies en I'eliminacié de les RMA entre 'AC11 i I'aGalCer sén maximes quan s’administra una
dosi de 10ng. Administracid i.p de 100, 10 o 1ng d’aGalCer, AC11 o vehicle. Al cap de 3 dies inoculacid i.p de
3,5x10°RMA-S i 0,7x106 RMA. A les 24 hores sacrifici dels animals i extraccid i analisi per citometria de les cél-lules
del Peritoneu. Resultats corresponents a tres experiments independents. Resultats comparats amb: One-way
ANOVA amb test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

4.8.1. La resposta citotoxica de I’AC11 i 'aGalCer implica un increment en el nombre

total de diverses poblacions de cél-lules efectores

Amb I'objectiu de trobar quines cél-lules son les responsables de I'activitat antitumoral
contra les RMA, vam analitzar per citometria de flux les diverses poblacions de cel-lules
efectores amb capacitat citotoxica que es troben en el peritoneu després de la resposta
contra el tumor. Amb aquest objectiu les cel-lules extretes del liquid peritoneal es van
marcar amb diferents conjunts d’anticossos per tal d’analitzar-ne les diverses poblacions

cel-lulars.
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Figura 20. El tractament amb 100ng d’aGalCer o AC11 genera un important augment en el nombre total de
cél-lules efectores del peritoneu. Administracio i.p de 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle. Al cap de 3 dies inoculacié
i.p de 3,5x10% RMA-S i 0,7x106 RMA. A les 24h sacrifici dels animals i extraccié i analisi per citometria de les
cél-lules del peritoneu . A) Nombre total de cél-lules iNKT. B) Nombre total de cél-lules NK. C) Nombre total de
macrofags (M@). D) Nombre total de neutrofils (PMN). E) Nombre total de cél-lules T-CD8 F) Nombre total de
cél-lules T (s’inclouen totes les TCR positives excepte les iNKT). Resultats comparats amb: One-way ANOVA amb
test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005).
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En els peritoneus dels animals injectats amb les linies tumorals RMA i RMA-S i que també
han estat tractats amb 100ng d’aGalCer o AC11 s’hi produeix un gran augment en el
nombre total de cel-lules efectores, tant d’innates com d’especifiques. En primer lloc
vam confirmar el gran increment de cel-lules iNKT observat en experiments anteriors
qgue produeix I'AC11 respecte 'aGalCer (Fig.20A). Per el contrari I'increment en el
nombre de cél-lules NK, M@, T-CD8 i cél-lules T és similar amb els dos compostos
(Fig.20B, 20C, 20E i 20F). En el cas dels neutrofils (PMN) tot i que els dos agonistes en
generen un augment, amb I’AC11 és molt superior (Fig.20D). Aixi mateix, els macrofags
també mostren una tendéencia a un increment superior amb I’AC11 encara que degut a
la dispersid de les mostres els resultats no mostren significacié estadistica. En conjunt
aquestes dades mostren un gran increment en el nombre total de diversos tipus de
cél-lules efectores en el peritoneu amb els dos compostos, havent-hi diferéncies

importants entre 'aGalCer i ’AC11 en el nombre de cel-lules iNKT i PMN.

4.8.2. Paper de les cél-lules efectores en la resposta antitumoral: diferéncies

qualitatives entre els dos agonistes

Amb I'objectiu d’estudiar la contribucio real de les diferents poblacions de cel-lules
efectores en la resposta citotoxica, vam realitzar experiments d’eliminacio selectiva de
les cél-lules NK, M@, TCD8 i PMN. L’eliminacio de les poblacions de cél-lules NK, TCDS8 i
PMN es va realitzar utilitzant anticossos depleccionants de provada eficacia i especificat
contra les poblacions d’interés?*4-2%0, |’eliminacio dels M@ es va fer utilitzant liposomes
amb clodronat?*%2>2, ’administracié dels anticossos o el clodronat es realitza dos dies
després de I'administracié dels compostos (un dia abans de I'administracié del tumor)
per tal que I'eliminacid de la poblacié d’interés tingui el menor efecte possible en la
resposta immune global, podent detectar un efecte més directe en I'eliminacid del

tumor.
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4.8.2.1. Eliminacié de les cél-lules natural killer (NK):
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Figura 21. L’eliminacid de les cel-lules NK suprimeix totalment la resposta antitumoral de I'aGalCer
contra les RMA, i fa disminuir la del AC11 pero no I’elimina. Administracié i.p de 100ng de aGalCer,
AC11 o vehicle. A les 48h administracid i.p de 500 pg de PK136 (Anti-NK1.1). Passades 24h inoculacio
i.p de 3,5x10° RMA-S i 0,7x10° RMA. Al cap de 24h sacrifici dels animals i extraccié i analisi per
citometria del peritoneu . A) Nombre relatiu de cél-lules RMA. B) Nombre relatiu de cel-lules RMA-S.
C) Nombre de cel-lules NK i iNKT. Les grafiques A, B i C corresponen a quatre experiments
independents, la grafica D a dos experiments independents. Analisi estadistic realitzat amb: One-way
ANOVA amb test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

L’eliminacié de les cel-lules NK en els animals administrats amb aGalCer suprimeix

totalment I'activitat antitumoral contra les RMA, pero per el contrari els animals tractats

amb AC11 conserven una part significativa de la resposta (Fig.21A). Aquestes diferéncies

no sén degudes a una eliminacié parcial de les cél-lules NK, ja que en els dos casos la

deplecid és igual d’eficient tant en el peritoneu (Fig.21C) com en la melsa (dades no
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mostrades). En el cas de la resposta contra les RMA-S I'eliminacié de les cel-lules NK
suprimeix tant I'activitat antitumoral de I'aGalCer com la del AC11 (Fig.21B) fins a uns
nivells iguals als dels animals no tractats amb cap agonista. Aixi mateix la deplecié de les
cel-lules NK en els animals control incrementa lleugerament el nombre de cel-lules RMA
i RMA-S presents en el peritoneu respecte dels animals control. Aquests resultats no sén
deguts a una alteracio de les iNKT per efecte de I'anticos, ja que encara que moltes
d’elles expressen NK1.1 constitutivament, quan son activades al cap de 24 hores es
produeix una downregulacié d’aquest receptor i no es recupera fins al cap d’'un mes
aproximadament?*3, de manera que no s’eliminen amb I'anticos (Fig.21D). Per tant
podem dir que la resposta antitumoral de I'aGalCer contra les RMA és totalment
depenent de les cel-lules NK, pero en canvi la resposta amb I’AC11 només ho és
parcialment. La resposta contra les RMA-S en els dos casos és totalment depenent de

les cel-lules NK.

4.8.2.2. Eliminacié dels macrofags (M@):

Els M@ sén unes altres cél-lules efectores amb capacitat citotoxica antitumoral. Per
aquest motiu vam estudiar I'efecte de la seva eliminacié en aquest model de citotoxicitat
in vivo. La deplecid es va efectuar mitjancant I'administracié i.p de liposomes amb
clodronat un dia abans de la transferéncia de les cel-lules tumorals. El tractament amb
clodronat també elimina les DC fagocitiques, pero el fet d’administrar el clodronat 3 dies

després que els agonistes minimitza els possibles efectes en la presentacio.

L’eliminacié dels M@ (Fig.22C) en els animals administrats amb aGalCer suprimeix
totalment I'activitat antitumoral contra les RMA (Fig.22A); per el contrari en els animals
tractats amb AC11 no produeix cap efecte. En el cas de les RMA-S I'eliminacié dels M@
en els animals tractats amb aGalCer fa que disminueixi la resposta antitumoral perd no
I’elimina (Fig.22B), i en els tractats amb AC11 tan sols produeix una lleu inhibicid no
significativa de la resposta. Tal i com es podria arribar a pensar la inhibicid de I'activitat
antitumoral que produeix el clodronat no és deguda a una disminucié en el nombre de

cél-lules NK del peritoneu (Fig.22D), ja que tot i que en aquest cas no hem pogut arribar
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a quantificar amb precisio el nombre total de cel-lules NK, degut a la interferencia que
produeix el clodronat amb les beads que utilitzem per fer el recompte, podem veure
qgue la relacid NK-T no s’altera. Aquestes dades posen de manifest una important
diferéncia funcional entre les respostes antitumorals de I'aGalCer i I’AC11, sobretot en
el cas de les RMA on I'activitat antitumoral de I'aGalCer és totalment depenent de la
presencia dels M@, mentres que amb I'’AC11 és totalment independent de la preséncia

d’aquestes cel-lules.
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Figura 22. L’eliminacié dels M@ suprimeix totalment la resposta antitumoral de I’aGalCer contra les RMA, perd
no afecta a la resposta de ’AC11. Administracid i.p de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. A les 48h administracio
i.p de 200l de liposomes amb clodronat. Passades 24h inoculacid i.p de 3,5x10° RMA-S i 0,7x106 RMA. Al cap de
24h sacrifici dels animals i extraccid i analisi per citometria del Peritoneu . A) Nombre relatiu de cél-lules RMA. B)
Nombre relatiu de cél-lules RMA-S. C) Percentatge de M@ respecte dels limfocits. D) Percentatge de cél-lules NK
respecte dels limfocits T. Les grafiques A i B corresponen a quatre experiments independents, les grafica C a dos
experiments i la D a tres experiments independents. Analisi estadistic realitzat amb: One-way ANOVA amb test
de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.8.2.3. Eliminacié dels neutrofils (PMN):

Els neutrofils sén cél-lules de la immunitat innata que en alguns casos també poden
exercir una activitat antitumoral. Per aquest motiu també vam voler comprovar quin
paper tenen en aquest model de citotoxicitat antitumoral a través de la seva eliminacio.
Per a realitzar I'eliminacié vam utilitzar I'anticos 1A8, un anti-Ly6G que elimina
especificament els neutrofils. Segons la bibliografia una Unica dosi i.p d’anticos 1A8 és

suficient per eliminar més del 90% dels neutrofils en la sang i un 80% en la melsa 23,
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Figura 23. L’administracié d’anti-Ly6G no afecta la resposta antitumoral de I'aGalCer i el AC11 envers les RMA i
les RMA-S. Administracid i.p de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. A les 48h administracio i.p de 250 ug de 1A8
(Anti-Ly6G). Passades 24h inoculacio i.p de 3,5x10° RMA-S i 0,7x10° RMA. Al cap de 24h sacrifici dels animals i
extraccio i analisi per citometria del Peritoneu. A) Nombre total de cél-lules RMA. B) Nombre total de cél-lules
RMA-S. C) Nombre total de PMN en el peritoneu. D) Nombre total de cél-lules iNKT en el peritoneu. Resultats
corresponents a un Unic experiment. Analisi estadistic realitzat amb One-way ANOVA amb test de Newman-Keuls
(*P<0,05; **P<0,005; ***P<0,0005).
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Veiem que en el peritoneu dels animals control que no han estat administrats amb
agonista el nombre de neutrofils és molt baix (Fig.23C), perd quan s’administren els
agonistes es produeix un augment molt important d’aquestes cél-lules, sobretot amb
I’AC11. L'administracié d’anti-Ly6G elimina completament els neutrofils tant en els
animals no tractats amb agonista com en els animals tractats. El fet d’eliminar els
neutrofils pero no modifica la resposta antitumoral ni de I'aGalCer ni del AC11 contra
cap de les dos linies tumorals (Fig.23A i 23B), tot i que en el cas de la resposta de
I’aGalCer contra les RMA-S sembla haver-hi una petita disminucié no significativa de la
citotoxicitat. L'eliminacié dels neutrofils tampoc produeix cap efecte en el nombre de
cél-lules iNKT (Fig.23D). Aquestes dades descarten per tant qualsevol efecte important

dels neutrofils en aguest model de citotoxicitat in vivo.

4.8.2.4. Eliminacio dels limfocits T-CDS8:

Els limfocits T-CD8 citotoxics son les principals cel-lules efectores de la immunitat
adaptativa. En el nostre model de citotoxicitat in vivo tedricament els limfocits T-CD8
especifics no hi haurien d’intervenir, ja que el temps transcorregut des de la inoculacio
del tumor fins a I'analisi de la resposta (24 hores) no és suficient per a generar una
resposta especifica. Tot i aixo0 també s’ha descrit I'existencia de limfocits T-CD8 no
especifics que actuen de manera innata®>*. Per tal d’analitzar I'efecte de qualsevol tipus
de limfocit T-CD8 en el model de citotoxicitat in vivo estudiat, hem utilitzat un anticos
anti-CD8 per eliminar les cel-lules T-CD8. L’anticos utilitzat és el 2.43, un anticos anti-
CD8 amb una comprovada eficacia depleccionant?®®. L’administracié de I'anticos també

158 pero el fet

elimina les DC CD8+ que son cel-lules capaces de presentar els agonistes
d’administrar I'anti-CD8 dos dies després de la injeccio dels compostos hauria d’atorgar
un temps suficient perqué les DC CD8+ ja els hagin pogut presentar, i per tant la resposta

antitumoral estigui minimament afectada.

Veiem que I'eliminacio de les cél-lules T-CD8 en el peritoneu quan s’administra I'anti-
CDS8 (2.43) és gairebé total (Fig.24C), tant en els animals administrats amb vehicle com

en els animals administrats amb agonista iNKT. Tot i la gran expansio en el nombre total
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de limfocits T-CD8 que produeixen I'aGalCer i 'AC11, com era d’esperar I'eliminacio
d’aquestes cél-lules no afecta a la resposta antitumoral amb cap dels dos compostos
(Fig.24A i 24B). Tampoc la probable eliminacid de les DC CD8+ té cap efecte en la
resposta, segurament per els motius esmentats anteriorment. En aquest cas a diferencia
dels altres experiments de deplecid, degut a uns resultats tan evidents com esperables

i també per motius economics només hem realitzat un Unic experiment.
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Figura 24. L’eliminacié de les cel-lules T-CD8 no afecta la resposta antitumoral de I'aGalCer i el AC11 envers les
RMA i les RMA-S. Administracié i.p de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. A les 48h administracio i.p de 250 ug de
2.43 (Anti-CD8). Passades 24h inoculacid i.p de 3,5x10° RMA-S i 0,7x10° RMA. Al cap de 24h sacrifici dels animals
i extraccid i analisi per citometria del peritoneu. A) Nombre relatiu de cél-lules RMA. B) Nombre relatiu de cel-lules
RMA-S. C) Nombre total de cél-lules T-CD8 en el peritoneu. Resultats corresponents a un Unic experiment.
Resultats comparats amb: One-way ANOVA amb test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.8.2.5. Citotoxicitat in vivo amb bloqueig/eliminaci6 del CD1d en les ceél-lules

tumorals

El fet que amb cap de les eliminacions selectives de cel-lules citotoxiques classiques (NK,
M@, PMN i T-CD8) en els animals tractats amb AC11 s’aconsegueixi una inhibicio total
de la resposta antitumoral contra les RMA, ens va fer hipotetitzar que les cel-lules iNKT
també podien estar exercint una activitat citotoxica contra les RMA. El gran augment en
el nombre de cel-lules iNKT que es produeix en el peritoneu amb I'administraciéo d’AC11
(Fig.13A) i I'existéncia d’alguns estudis on es demostra la capacitat de les cel-lules iINKT
per exercir una activitat citotoxica depenent de CD1d sobre diversos tipus de céel-lules

tumorals!®2%6 jn vitro aixi ens ho van fer pensar.

Per estudiar si les iNKT exerceixen activitat citotoxica enfront les RMA vam repetir els
experiments de citotoxicitat realitzant un bloqueig amb anticossos del CD1d de les
cel-lules RMA. L'esquema de I'experiment és molt similar al dels experiments de
citotoxicitat anteriors, realitzant I'administracio dels compostos tres dies abans que la
de les cel-lules tumorals. Abans d’injectar les cél-lules RMA les vam incubar amb anti-
CD1d. Juntament amb les RMA també vam injectar en el peritoneu anti-CD1d soluble
per tal de bloquejar el CD1d produit de novo durant les 24 hores que les cel-lules estarien
en el peritoneu, mantenint aixi el bloqueig. El fet d’haver administrat 'aGalCer i 'AC11
tres dies abans, tenint en compte la cinetica de presentacio i activacio de la resposta
immune per part d’aquests compostos, hauria de reduir els possibles efectes en la
resposta antitumoral derivats del bloqueig del CD1d en les APC per part de 'anticos
soluble. A diferencia dels altres experiments de citotoxicitat in vivo, en aquest cas no
hem injectat cel-lules RMA-S, ja que d’aquesta manera augmentem la disponibilitat
d’anti-CD1d perque es pugui bloguejar més eficientment el CD1d de les RMA. Aquests
experiments de bloqueig els hem realitzat utilitzant dos anticossos anti-CD1d diferents;
el 3C11 que és un anticos de rata contra CD1d de ratoli i que s’ha comprovat que no
s’uneix als receptors d’Fc de ratoli i per tant no activa ’ADCC'83 i el K235 que és un
anticos de ratoli contra CD1d de ratoli perd que no sabem si indueix citotoxicitat per si

mateix.
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Els resultats mostren que cap dels dos anticossos no té un efecte significatiu en la
resposta antitumoral envers les RMA (Fig.25A i 25B). També veiem que en els grups de
ratolins sense injectar amb compost, que ni el 3C11 ni el K235 incrementen de manera
inespecifica la resposta citotoxica enfront les RMA. De totes maneres aquesta
aproximacié no garanteix el bloqueig absolut de tot el CD1d expressat en la cel-lula
tumoral, i per tant existeix la possibilitat que la no inhibicié de la resposta citotoxica
podria sigui deguda al reconeixement d’una petita proporcié de CD1d de membrana no
unit per I'anticos. També es podria argumentar que en els animals tractats amb
agonista, en els quals les cel-lules del sistema immune estan fortament activades, |’anti-
CD1d provoqués la deplecié de les cél-lules tumorals (ADCC) emmascarant la possible

perdua d’activitat antitumoral de les iNKT.
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Figura 25. El bloqueig del CD1d en les RMA no disminueix la resposta citotoxica. Bloqueig del CD1d en les RMA
amb anticosos anti-CD1d. Administracio i.p de 100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. A les 72h inoculacié i.p de
0,7x10% RMA, o 0,7x10° RMA préviament incubades amb 25ug/ml d’anticds anti-CD1d i injectades conjuntament
amb 50ug d’anticds anti-CD1d. Al cap de 24h sacrifici dels animals i extraccid i analisi per citometria del peritoneu.
A) Experiment realitzat amb I’anticos 3C11. Nombre total de cél-lules RMA. B) Experiment realitzat amb I'anticos
K235. Nombre total de cél-lules RMA. Resultats de la grafica A corresponents a un Unic experiment, resultats de
la grafica B corresponents també a un Unic experiment. Analisi estadistic realitzat amb: One-way ANOVA amb
test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Per tal d’estudiar I'efecte de I'absencia de CD1d en la linia RMA i de comprovar amb
certesa la validesa dels resultats anteriors vam generar una linia RMA deficient en CD1d
utilitzant la técnica CRISPR-CAS9 (Fig.26A). Aquesta aproximacid ens permet eliminar
completament qualsevol tipus d’efecte citotoxic que es pogués produir a través de

CD1d, sobretot en el cas de ’AC11 amb el qual es produeix una gran expansio de les
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cel-lules iNKT en el peritoneu. Hem realitzat els experiments de citotoxicitat i
supervivéncia in vivo amb aquesta nova linia RMA-CD1d”". Per a realitzar els
experiments de citotoxicitat in vivo hem seguit el protocol utilitzat habitualment, en el
gue administrem 100ng d’agonista iNKT tres dies abans d’inocular les cel-lules tumorals.
En aquest cas hem injectat una quantitat igual de cél-lules RMA i RMA-CD1d” en els
animals, i al cap de 24 hores els hem sacrificat i analitzat el peritoneu. Els resultats no
mostren diferéncies en |'eliminacié d’una o altre linia cel-lular, ni amb I'aGalCer ni amb
I’AC11 (Fig.26B). Tampoc apareixen diferéncies quan s’utilitza una dosi més baixa de
I’habitual, de 10ng (Fig.26B). Per altre part aquest experiment comfirma els resultats
dels experiments de dosi-resposta (Fig.19) en els que hem vist que la dosi de 10ng
maximitza les diferencies en la resposta de I’AC11 i I'aGalCer, i demostra la major

poténcia antitumoral de ’'AC11.
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Figura 26. L’abséncia de CD1d en les RMA no genera cap efecte en la resposta citotoxica. Administracid i.p de
100ng de aGalCer, AC11 o vehicle. A les 72h inoculacid i.p de 0,7x10 RMA i 0,7x10% RMA-CD1d"-. Al cap de 24h
sacrifici dels animals i extraccid i analisi per citometria del peritoneu . A) Expressié de CD1d en la linia RMA i en
la linia mutant RMA-CD1d"-. B) Nombre relatiu de cél-lules RMA i RMA CD1d’- en el peritoneu. Resultats de la
grafica B representatius de dos experiments.
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En els experiments de supervivéncia també hem seguit el mateix protocol utilitzat
anteriorment. Hem injectat una dosi de 10* cél-lules RMA o RMA-CD1d” en el peritoneu
dels ratolins, i a les 24 hores hem administrat una dosi i.p de 100ng d’agonista iNKT o
vehicle. Després hem seguit periodicament el pes i I'estat de salut dels animals. Podem
veure que el creixement del tumor en el peritoneu és igual amb les RMA que amb les
RMA-CD1d”, i que els tractaments terapéutics afecten de manera analoga als dos
tumors (Fig.27A i 27B). Aquestes dades juntament amb les de citotoxicitat descarten per
tant qualsevol efecte important de citotoxicitat a través de CD1d per part de les iNKT en

el conjunt de la resposta antitumoral.
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Figura 27. Les cél-lules RMA i les RMA-CD1d”" sén igual d’agressives quan sén inoculades en el peritoneu dels
ratolins C57BL/6. S’injecta per via i.p una dosi de 10* cél-lules RMA o RMA-CD1d”". Al cap de 24 hores
s’administra per via i.p una dosi de 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle. Es segueix peridodicament el pes dels
animals i es sacrifiquen quan sobrepassa el 25% del pes inicial. A) Supervivéncia. B) Increment de pes.
Resultats de supervivéncia comparats utilitzant: Mantel-Cox test (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.9. Induccié d’una resposta adaptativa: accié adjuvant de ’'AC11

Des del moment en que es van descobrir les potents capacitats activadores de I'aGalCer
sobre el sistema immune s’ha estat utilitzant aquest compost com a adjuvant per a
potenciar respostes especifiques en una gran varietat de vacunes experimentals
antitumoralst®8204.257.258 Amb I’objectiu d’estudiar si la resposta immune provocada per
I’AC11 també és capa¢ de potenciar una resposta especifica, hem posat a punt un
experiment de vacunacio antitumoral envers el model tumoral EG-7. La linia EG-7, que
deriva d’un limfoma T, quan és injectada per via s.c en la part baixa de I'esquena dels
ratolins C57BL/6 genera un tumor solid. Al cap d’una setmana d’inocular les cél-lules
tumorals el tumor és clarament visible, i a les 6 setmanes assoleix el volum maxim
establert per els comites d’etica animal. El fet que la linia EG-7 expressi de manera
constitutiva la proteina OVA permet disposar d’un antigen tumoral conegut enfront el
qual poder vacunar i estudiar la resposta immune especifica. Es van inocular ratolins de
la soca C57BL/6 amb 1x10° cél-lules EG-7 per via s.c. Al cap de 3 dies se’ls hi va
administrar una uUnica dosi de vacuna terapeutica (OVA i aGalCer, AC11 o vehicle). Un
cop inoculades les cel-lules tumorals es va seguir periodicament el creixement del

tumor.

Podem veure que cap tractament no és capa¢ de produir un increment significatiu en la
supervivencia dels ratolins respecte dels animals administrats només amb vehicle
(Fig.28B). Tot i aix0 en el cas dels tractaments combinats d’aGalCer o AC11 i OVA si que
es produeix un petit retard en el creixement del tumor i un increment no
estadisticament significatiu en el temps de supervivencia. Si la comparacié dels
tractaments combinats es fa amb el grup d’animals administrats només amb OVA

I'increment de la supervivencia és molt més evident.
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Figura 28. Vacunacio terapéutica enfront la linia EG-7. Ratolins C57BL/6 inoculats a I'esquena amb 1x106 cél-lules
EG-7 per via s.c. Animals tractats a D+3 amb 500ug OVA i/o 250ng d’aGalCer, AC11 o vehicle. A) Creixement del
tumor. Els animals han estat sacrificats quan el volum del tumor ha assolit 4000mm3 B) Supervivéncia amb els
diferents tractaments. Resultats corresponents a dos experiments independents. Analisi estadistic realitzat amb
Mantel-Cox Test : *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,0001.

Els tractaments combinats d’aGalCer o AC11 conjuntament amb la proteina OVA
produeixen un augment no significatiu en els percentatges de cel-lules T-CD8
especifiques d’OVA en la melsa respecte dels animals tractats Unicament amb vehicle o
proteina OVA (Fig.29A). Quan els compostos s’administren sense OVA I'augment en el
percentatge de cél-lules TCD8 especifiques d’OVA no es produeix, fet que indica que
I'increment de les cel-lules TCD8 especifiques d’OVA es degut a I'efecte adjuvant dels
agonistes. En la grafica de creixement del tumor si ens fixem Unicament en les etapes
inicials del creixement del tumor (Fig.29B), durant els primers 15 dies, veiem que els
tractaments combinats d’agonista iNKT i OVA produeixen una clara regressio en el
creixement del tumor, un efecte que no passa quan administrem els compostos sense

OVA. En els animals que Unicament han estat tractats amb OVA o aGalCer el creixement

101




4. RESULTATS

del tumor és fins i tot més rapid que en els animals control sense tractar. Encara que els
tractaments combinats en aquestes condicions experimentals no aconsegueixen
augmentar de manera significativa el temps de supervivéncia dels animals, esta clar que
tant I'aGalCer com I’AC11 quan s’administren conjuntament amb OVA sén capagos
d’actuar d’adjuvants en la generacid d’una resposta especifica contra el tumor, encara

gue no siguin capacos de controlar de manera efectiva el creixement del tumor a llarg

termini.
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Figura 29. Vacunacidé terapeutica enfront la linia EG-7. A) Percentatge de cél-lules TCD8-OVA especifiques
respecte al total de cél-lules TCD8+ en la Melsa. B) Creixement del tumor durant els 15 dies posteriors a la
inoculacié. Resultats corresponents a dos experiments independents. Analisi estadistic realitzat amb One-way
ANOVA amb test de Newman-Keuls ( *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.10. Vacunacié amb cél-lules necrotigues i agonistes iNKT

Com hem comentat abans, la inoculacié de cel-lules RMA en el peritoneu dels ratolins
C57BL/6 esdevé letal al cap de 3-4 setmanes. Amb I'objectiu d’induir una resposta
immune especifica capag de limitar I'expansié de les cel-lules RMA en el peritoneu, hem
assajat la possible eficacia d’una vacuna terapéutica composta per cel-lules RMA
necrotiques i aGalCer o AC11. Les cél-lules tumorals intactes sén poc immunogeniques,
entre d’altres motius per una falta de senyals estimuladores del sistema immune innat
gue incrementin la resposta especifica. Les cél-lules necrotiques han sofert un dany
estructural irreparable per accié d’un estres fisico-quimic extrem que ha destruit la
integritat de la cel-lula i exposat el seu contingut al medi extern. Aquest procés permet
Ialliberaci6 de DAMPs (damage-associated molecular patterns) que al ser reconeguts

per les DC indueixen la seva maduracié?>®

i I'activacio d’una resposta inflamatoriaZ®. Les
DC madures poden capturar i presentar antigens tumorals donant lloc a I’'expansio de
les cél-lules T-CD8 especifiques dels antigens tumorals?®l. Amb aquesta estratégia es pot
generar una resposta contra diversos antigens tumorals, que haurien de ser utilitzats
per el sistema immune per a desenvolupar una resposta antitumoral més efectiva que
en els experiments de vacunacido amb OVA com a Unic antigen, tot i que en aquest cas
el fet de no coneixer la identitat dels antigens ens impedeix analitzar la formacio de
cél-lules especifiques de tumor. Per a comprovar la possible eficacia d’aquesta vacuna
hem inoculat ratolins C57BL/6 per via i.p amb una dosi de 10* cel-lules RMA. Tres dies
després els hi hem administrat una Unica dosi de vacuna terapeutica consistent en
I’administracié per via i.p de 1x10° cél-lules RMA necrotiques i/o 100ng d’aGalCer o

AC11. Hem seguit periodicament el pes dels animals i els hem sacrificat quan el pes

inicial s’ha incrementat en un trenta per cent.

Els tractaments Unicament amb 100ng d’aGalCer o d’AC11 sén capagos d’augmentar
significativament el temps de supervivéncia dels animals (Fig.30). La incorporacio de les
cél-lules necrotiques als tractaments amb aGalCer o AC11 no produeixen un augment
estadisticament significatiu de I'eficacia dels tractaments. L’administracié d’anicament
cél-lules necrotiques tampoc genera cap benefici terapeéutic respecte dels animals que

només han estat injectats amb vehicle. Aquestes dades posen de relleu la poca
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efectivitat de les cel-lules necrotiques per a generar una resposta especifica amb

aquesta pauta terapeéutica.
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Figura 30. Vacunacio terapéutica enfront la linia RMA. Ratolins C57BL/6 inoculats i.p amb 1x10* cél-lules RMA.
Animals tractats a D+3 amb 1x10°¢ cél-lules RMA necrotiques i/o 100ng d’aGalCer, AC11 o vehicle. A) Pes dels
animals. Els animals han estat sacrificats quan el pes s’ha incrementat un trenta per cent respecte el pes inicial.
B) Supervivencia dels animals amb els diferents tractaments. Resultats corresponents a dos experiments

independents. Analisi estadistic realitzat amb test de Mantel-Cox (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). NR: cel-lules
necrotiques.
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4.11. Aplicacio terapéutica de les iNKT en el tractament de limfoma B amb anti-CD20

En l'Gltima decada la terapia amb anticossos Anti-CD20 s’ha mostrat eficag en el
tractament del limfoma no-Hodgkin i d’algunes malalties autoimmunitaries 2%2. Els
limfomes no-Hodgkin sén un grup heterogeni de malalties de tipus cancerds que es
desenvolupen a partir de la divisid incontrolada d’un limfocit. Aquests limfomes es
poden desenvolupar tant a partir d’un limfocit B com d’un limfocit T, encara que els més
freqUents sén els que ho fan a partir d’un limfocit B que representen aproximadament
el 95 per cent del total dels limfomes no-Hodgkin. Dins el grup dels limfomes no-Hodgkin
de cel-lules B gairebé un 98 per cent sén positius per CD20. Aquest darrer fet explica en
part els bons resultats obtinguts amb el tractament amb Rituximab, un anticos Anti-
CD20 que va ser el primer anticos monoclonal aprovat per a tractament en humans. Els
resultats de la terapia amb Rituximab han estat tan bons que en alguns casos ja s’utilitza
com a tractament de primera linia per davant de la quimioterapia. Tot i aix0, encara es
segueixen produint moltes morts per aquest tipus de malalties, sobretot en els casos on
el limfoma es detecta en un estadi avancat i els tractaments no sén prou efectius. Per
aquest motiu es requereixen nous tractaments o estratégies capaces d’augmentar

I’efectivitat dels que ja estan disponibles.

Un factor clau per a poder millorar els tractaments és coneixer amb precisid els
mecanismes d’actuacid. En el cas del Rituximab s’han proposat diversos mecanismes per
a explicar el seu efecte antitumoral; induccio directe de I'apoptosi en les cel-lules on
s’uneix I'anticos, citotoxicitat depenent del complement i ADCC. També s’ha hipotetizat
gue el tractament amb Rituximab després de |I'efecte citotoxic inicial, pot ser capag
d’induir una resposta adaptativa enfront el tumor d’una manera similar a com ho fa una
vacuna®®3, D’entre tots els mecanismes esmentats ’ADCC és el que sembla jugar un
paper més destacat, com a minim en la resposta antitumoral inicial?®4#2%>, En estudis
clinics s’ha pogut comprovar com en alguns pacients amb determinats polimorfismes en
el receptor FcyRIIIA que fan augmentar |'afinitat del receptor per el Rituximab, el
benefici terapéutic és major, posant de manifest el paper de ’ADCC com un mecanisme
antitumoral important en I'accid terapéutica de I'anticds?°%2%6, En estudis in vivo

utilitzant ratolins s’ha comprovat que I'accié antitumoral de diversos anticossos anti-
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CD20 és exclusivament depenent dels macrofags i dels receptors FcyRI, FcyRIIl i FcyRIV
251 Més recentment s’ha vist que I'eliminacié tant de les cél-lules B normals com dels
limfomes per efecte dels anticossos anti-CD20 es porta a terme majoritariament en el
fetge per acci6 de les cél-lules de Kupffer?®’. Aquest mecanisme també ha demostrat ser

valid amb anticossos de diferents especificitats i amb altres cél-lules tumorals?8.

Amb aquests antecedents hem hipotetitzat que I'activitat immunoestimuladora dels
agonistes iNKT i en particular de I'AC11 podria tenir un efecte sinergic capag
d’incrementar I'accié depleccionant dels anticossos anti-CD20. L'IFNy és una citocina
que activa potentment les activitats efectores dels macrofags com ’ADCC?®°. La gran
produccié d’IFNy que genera I'administracié d’AC11 hauria d’activar les cel-lules de
Kupffer per a que siguin més eficients en I'eliminacié de les cel-lules B unides amb
I’anticos. A més en un estudi de microscopia intravital demostren que les cél-lules de
Kupffer interactuen directament amb les cel-lules iNKT a través de CD1d, i que poden
presentar aGalCer generant un bucle de retroalimentacié capac de limitar I'expansio en

I’'organisme de patogens infecciosos com la bactéria Borrelia burgdorferi*'3.

4.11.1. Sinergia dels activadors iNKT en I’efecte deplecionant de I’anti-CD20 sobre els

limfocits B

Amb l'objectiu de comprovar si I'activacié de les cel-lules iNKT és capa¢ d’augmentar
I'accid deplecionant del tractament amb anticos anti-CD20, hem estudiat la viabilitat
d’un tractament combinat entre un lligand activador d’iNKT i un anticos anti-CD20 en
I’eliminacié de cél-lules B endogenes. Hem administrat en ratolins C57BL/6 una Unica
dosi i.p de 100ng d’agonista iNKT i/o a les 24 hores I’anti-CD20 a diverses dosis de 0.5,
2, 5,15 0 50ug. Al cap de 24 o0 72 hores, que és quan I'anticos assoleix el maxim efecte,
hem sacrificat els animals i analitzat per citometria I’eliminacié de cel-lules B en la sang,
la melsa i la medul-la ossia. L'idea és que amb aquesta pauta d’administracio fem
coincidir el moment d’injectar I'anti-CD20 amb el pic de produccié d’IFNy, potenciant
aixi el possible efecte sinergic. L’anticos anti-CD20 utilitzat ha estat el 5D2, una IgG2a

amb una demostrada capacitat per a eliminar in vivo les cel-lules B normals i tumorals
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267 En ratolins sans una Unica dosi de 50ug i.v de 5D2 al cap de 16 hores elimina el 80

per cent del total de cel-lules B en la sang i gairebé un 50 per cent en la Melsa.

Veiem que a les 24 hores d’administrar les dosis de 50, 15 o 5ug d’anti-CD20
desapareixen practicament totes les cel-lules B de la sang, i per tant no es pot observar
cap possible efecte sinergic de I'aGalCer o ’AC11 (Fig.31A). Per el contrari quan injectem
dosis menors, de 2ug o 0,5ug I'eliminacié no és total, i en aquest cas I'administracio
previa d’aGalCer o AC11 fa disminuir els percentatges de cel-lules B circulants. Tot i aix0
aquest efecte pot ser degut al fet que tant I'aGalCer com I’AC11 per si mateixos ja fan
disminuir el percentatge de cel-lules B en la sang, havent-hi una major disminucié no per
un augment en 'eliminacio sind per un efecte de mobilitzacid. Degut a aquest efecte
dels agonistes iNKT en els limfocits B de la sang a les 48 hores, hem estudiat també
I'efecte al cap de 96 hores. Aquesta vegada només hem utilitzat 2ug d’anticos
deplecionant i 100ng d’activador iNKT. Al cap de 72 hores (96 hores després dels
agonistes iNKT) d’haver administrat I'anticos el percentatge de cel-lules B circulants
disminueix de manera significativa amb els dos tractaments combinats d’agonista iNKT
i anticos deplecionant (Fig.31B), perd ni els agonistes ni I'anti-CD20 per si mateixos
provoquen en aquest cas una disminucid dels limfocits B circulants. Aixi doncs es
produeix un efecte sinérgic entre els agonistes iNKT i I'anti-CD20 en I'eliminacio de les

cél-lules B en sang.

En la melsa 'administracio només de I’anticos fa disminuir el nombre total de cel-lules
B al cap de 72 hores (Fig.31B). L'administracié uUnicament d’aGalCer o AC11 sense
anticos incrementa el nombre de cel-lules B respecte dels animals control com a
consequencia de l'activitat immunoestimuladora que hem descrit, perd quan els
agonistes també s’administren amb anti-CD20 el nombre de cél-lules B disminueix fins a
uns nivells similars als dels animals només tractats amb anti-CD20. Amb el tractament
combinat d’AC11 la deplecid6 sembla ser major que amb el tractament combinat
d’aGalCer o amb el anti-CD20, encara que la diferéncia no és estadisticament
significativa. Aquestes dades indiquen que els tractaments combinats produeixen en la

melsa un efecte sinergic en la deplecid de les cél-lules B, pero degut a I'augment en el
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nombre total de cel-lules B produit per els agonistes la disminucio neta de cel-lules B no

és significativament major que quan només s’administra anti-CD20.
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Figura 31. Eliminacié de cel-lules B amb anti-CD20 i aGalCer o AC11. A) Administracio i.p de 100ng d’aGalCer o
AC11. Al cap de 24 hores administracid i.v de diferents dosis d’anti-CD20, i 24 hores després sacrifici dels animals
i analisi per citometria dels limfocits en la sang. B) Administracio i.p de 100ng d’aGalCer o AC11. Al cap de 24
hores administracio i.v de 2ug d’anti-CD20, i 72 hores després sacrifici dels animals i analisi per citometria dels
limfocits de la sang i la melsa. Resultats representatius de dos experiments. Analisi estadistic realitzat amb One-
way ANOVA amb test de Newman-Keuls (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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4.11.2. Tractament combinat amb agonistes iNKT i anticos anti-CD20 en un model de

limfoma no-Hodgkin

Hem volgut comprovar sil’augment en I’eliminacio de les cél-lules B endogenes observat
amb el tractament combinat entre lligand activador de les cél-lules iNKT i anticos anti-
CD20 és capac de generar algun benefici terapeutic enfront d’un limfoma no-Hodgkin.
Per a generar el limfoma hem utilitzat cél-lules tumorals extretes directament d’un ratoli
Ep-myc, tal i com es descriu en 'apartat 3.22 de materials i métodes. Aquest és un ratoli
transgenic produit a partir de la soca C57BL/6 que expressa de manera constitutiva el
gen c-myc, fent que rapidament desenvolupi un limfoma no-Hodgkin de tipus limfoma
de Burkitt. Les cel-lules tumorals primaries extretes dels tumors del ratoli Ep-myc
s’anomenen BL3750, expressen CD20 i son ampliament utilitzades en estudis d’aquest
tipus?’?. Hem injectat en ratolins C57BL/6 una quantitat de 10° cél-lules BL3750 per via
i.v. A les 24 hores hem administrat 100ng d’aGalCer o AC11i.p i 24 hores després (a les
48 hores respecte de la inoculacié del tumor) hem administrat I’Anti-CD20. En aquest
cas la dosi d’anticos que hem injectat ha estat de 5ug i.v. Els animals han estat controlats
diariament i s’han sacrificats quan han comengat a mostrar simptomes evidents de

malaltia (adenopaties, perdua de mobilitat, tremolors).

El tractament amb una dosi de només 5ug d’anticos és capac¢ d’augmentar la
supervivéncia respecte dels animals control (Fig.32A). Sorprenentment el tractament
combinat amb aGalCer no tan sols no millora la supervivéencia respecte dels animals
control, sind que I'empitjora. Per el contrari el tractament conjunt amb AC11 tot i que
no augmenta la supervivéncia respecte dels animals Unicament tractats amb anti-CD20,
no I'empitjora. Es evident per tant que els agonistes produeixen alguns efectes
contradictoris als de I'anticos, com pot ser la induccid de la proliferacid i/o mobilitzacié
dels limfocits B que possiblement també afecta al limfoma, contrarestant el possible

efecte beneficids de la terapia.

A conseqiiéncia d’aquests resultats vam decidir modificar la pauta d’administracié del
tractament, injectant I'anticos i els agonistes el mateix dia, 5 dies després de la
inoculacio de les cel-lules tumorals. L'idea per aplicar aquesta modificacié en el

tractament era que una administracido massa aviat dels agonistes, sobretot de I'aGalCer,
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pot inhibir I'inici de la resposta immune endogena contra el tumor degut a l'alliberacié
de citocines immunoreguladores com IL-10 o TGFB. En aquest cas veiem que cap dels
tres tractaments no és capag d’augmentar significativament el temps de supervivencia
dels animals (Fig.32B), tot i que introduint aquesta modificacié en la pauta

d’administracio el tractament combinat amb aGalCer no augmenta I'agressivitat del

tumor.
A)
100
u - Ctrl |*
S 804 - aCD20 ns| o
= -~ aCD20 + aGC
; 60+ =%~ aCD20 + AC11
qh, y h.—l
2 404
(7]
X 204
C T ) J
0 5 10 15 20
Dies després d'inocular el tumor
B)
100
L - Ctrl
|ns
< 804 -= aCD20 ns| s
2 — aCD20 + aGC
; 60+ = =%~ aCD20 + AC11
@
g— 40+ ‘ 4
7]
X 204
C T J i}
0 5 10 15 20

Dies després d'inocular el tumor

Figura 32. Supervivéncia enfront el tumor BL3750. Tractament terapéutic amb anti-CD20 i aGalCer o AC11. A)
Injeccid per via i.v d’'una dosi de 10° cél-lules BL3750. Al cap de 24 hores administracid i.p de 100ng d’aGalCer o
AC11, i 24 hores després administracié per via i.v de 2ug d’anti-CD20 (5D2). B) Injeccio per via i.v d’una dosi de
5x10% cél-lules BL3750. Al cap de 24 hores administracid i.p de 100ng d’aGalCer o AC11, i després administracio
per via i.v de 2ug d’anti-CD20 (5D2). Analisi estadistic realitzat amb test Mantel-Cox (*P<0,05; **P<0,01;
*%%p<0,001).
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Els potents efectes moduladors de les cél-lules iINKT sobre el sistema immune, juntament
amb la seva capacitat per a poder ser manipulades especificament mitjangant I’Us de
compostos de naturalesa lipidica, ha centrat I'atencié de molts grups d’investigacio en
els darrers vint anys que han dirigit la seva recerca cap a I’obtencié de nous reactius que

permetin activar i manipular les cel-lules iNKT amb finalitats terapéutiques.

El present treball ha consistit en descriure I'activitat biologica i possibles aplicacions
terapeutiques d’uns nous compostos sintétics analegs de I'aGalCer. Aquests compostos
s’han anomenat aminociclitols, ja que respecte I'estructura de I'aGalCer presenten una
substitucié del sucre del cap polar per un anell ciclitol (substitucié de I'oxigen de I'anell
per un carboni), i de I'enlla¢ O-glicosidic per un enllag amino (substitucié de I'oxigen de
I’enllag per un nitrogen). L'estudi principalment s’ha centrat en un d’aquests analegs,
I’AC11, que en estudis previs amb animals?®® i en els primers analisis d’aquesta tesi
d’entre tots els aminocicliotols era el que mostrava una major capacitat per a induir una
resposta de citocines de tipus Thl. En aquest treball hem intentat aplicar aquesta
resposta per estudiar la seva utilitat en I'induccié d’'una resposta antitumoral efectiva

de possible translacio clinica.

5.1. Analegs aminociclitols: activitat in vitro

Tot i que en cultius in vitro d’esplenocits ja haviem observat quins dels analegs
aminociclitols eren més actius, en aquest cas vam voler comprovar la resposta que
provocaven Unicament sobre les cél-lules iINKT de manera més sistematica i exhaustiva.
Utilitzant hibridomes iNKT vam veure que diversos dels analegs, AC11, AC16, AC19 i
HS44, son capacgos d’estimular les cel-lules iNKT de ratoli (Fig.7). Tots ells tenen una
potencia d’activacié in vitro inferior a la de I'aGalCer. L’activacié dels hibridomes que
s’aconsegueix utilitzant una concentracio d’1ng/ml d’aGalCer és similar a la que s’obté
amb una concentracié cent vegades més gran d’AC11 i AC16, que sén els analegs amb
més capacitat d’estimulacio. La poténcia amb que responen els hibridomes en aquest

tipus d’experiments es relaciona directament amb I’afinitat del iTCR per el complex
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CD1d-antigen?®®, essent els compostos que generen una resposta més potent també els
que son reconeguts amb més afinitat per el iTCR. Un estudi publicat per el nostre grup??*
recolza part d’aquests resultats, demostrant-se que I’'HS44 degut a la pérdua d’un pont
d’hidrogen interacciona amb el iTCR amb una afinitat unes deu vegades inferior amb la
gue ho fa l'aGalCer. Tot i aix0 en el mateix estudi també es demostra que tot i I'escassa
potencia d’activacio in vitro de ’'HS44 en comparacié amb I'aGalCer, la capacitat per a
generar una resposta funcional in vivo és comparable, induint una alliberacié d’IFNy
similar a la de I'aGalCer i essent igual d’efectiu en el tractament preventiu de les

metastasis en el pulmod provocades per la inoculacié i.v de la linia tumoral B16.

Els analegs aminociclitols també poden ser reconeguts i expandir les cel-lules iNKT
humanes (Fig.9). Utilitzant cel-lules mononuclears de sang periférica hem demostrat que
els compostos AC11, AC16 i AC18 son capagos d’expandir les iNKT presents en la sang,
essent per tant candidats a un possible futur Us en assajos clinics. De manera sorprenent
el compost AC18 que no és actiu en ratoli, en huma indueix I’expansio de les iNKT. Per
el contrari, 'HS44 que préviament havia demostrat la seva capacitat antitumoral en
ratolins, gairebé no és reconegut per les iINKT humanes. Aquest fenomen posa de
manifest que tot i I'estructura gairebé identica entre els complexes CD1d-aGalCer-iTCR
de ratoli i d’huma*’, que permeten la reactivitat creuada entre espécies **, petites
diferéncies estructurals en alguns casos poden comportar canvis rellevants en I'activitat

funcional.

També hem vist que cap dels analegs utilitzats, com a minim a les concentracions amb
que hem treballat, no poden expandir una petita poblacié recentment descrita de
cél-lules Tyd humanes que estan restringides per CD1d i que expressen un TCR amb el
segment V5123°, que en canvi si que poden reconéixer i expandir-se en resposta a

I’aGalCer (Fig.10B).
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5.2. AC11: resposta in vivo

Administrant els analegs en ratolins hem vist que també sdn capacos de produir una
resposta in vivo. Tot i la molt menor capacitat de tots els analegs respecte de I'aGalCer
per estimular les cel-lules iNKT in vitro (Fig.7), la resposta d’IFNy que produeixen ’'AC11
i FAC16 quan s’injecta 1ug per via i.p és igual o superior a la que produeix la mateixa
dosi d’aGalCer (Fig.8B). Quan la dosi d’agonista és més baixa, de 100ng d’AC11 o 200ng
en el cas de ’AC16, la quantitat d’IFNy alliberada és significativament superior que amb
100ng d’aGalCer, posant de manifest la major potencia d’aquests analegs. Encara més
important que la magnitud de la resposta, és el fet que a diferéncia de I'aGalCer cap dels
tres analegs no indueix la produccié d’IL-4 (Fig.8A), produint-se una resposta
exclusivament de tipus Th1l. Aquest fet per tant soluciona un dels grans inconvenients
del tractament amb aGalCer, que és la generacid d’una resposta de tipus ThO.
L’explicacié del perqué amb aquests analegs la resposta és exclusivament de tipus Thl
no esta totalment clara i segurament es deguda a multiples factors, pero tal i com han
suggerit alguns autors es pot explicar en part per la seva estructura més hidrofobica que
la de 'aGalCer®®211, La substitucié de I'oxigen del sucre del cap polar per un carboni, i
de l'oxigen de I'enllag O-glicosidic per un nitrogen augmenten la insolubilitat dels
aminociclitols. Aquest fet dificulta que es puguin trobar en forma lliure dissolts en el
medi extracel-lular i que per tant s’uneixin directament al CD1d en la superficie. Aquesta
insolubilitat hauria de facilitar la seva incorporacid a les particules d’VLDL i a altres
particules de transport de lipids, obligant a que s’hagin de processar per la via
intracel-lular i que per tant es presentin en els lipid rafts per APC professionals®®. La
presentacio en els lipid rafts concentra una gran quantitat de complexes CD1d-antigen
en una superficie de membrana relativament petita, i s’ha hipotetitzat que el
reconeixement d’aquesta gran concentracié de complexes CD1d-antigen agrupats és un
dels factors clau per a que les iNKT indueixin una resposta de tipus Th1%. Una altre
explicacio, que pot ser complementaria a I'anterior, és la disponibilitat més prolongada
dels aminociclitols en I'organisme. De la mateixa manera que passa amb I'a-C-GalCer???,
gue és un altre analeg que també desvia la resposta cap a tipus Thl, els analegs
aminociclitols no tenen enllag 0-glicosidic ni tampoc oxigen en I’anell del cap polar, fent

gue siguin resistents a la degradacio per glucosidases. La menor degradacié enzimatica
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permet que es presentin durant més temps que I'aGalCer, i encara que interactuen amb
menys afinitat amb el iTCR la seva presentacid prolongada permet una activacié més
potent de les cél-lules NK, que sén les responsables directes de la major part de I'IFNy

que s’observa en la resposta®’:232,

Una altre diferéncia en la resposta de citocines entre I'aGalCer i els analegs la trobem
en la dosi-resposta de produccio de la quimiocina CXCL9 (Fig.8C). CXCL9 s’indueix en
resposta a I'IFNy i també en menor mesura a I'lFNa/B i al TNFa?37:271272_ CXCL9 s’uneix
al receptor CXCR3 expressat sobretot en cél-lules CD4 Thil, CTLs, NK i iNKT, guiant-les
cap als teixits inflamats. En la resposta als analegs veiem que la alliberacié/produccié de
CXCL9 segueix clarament un patré dosi-resposta respecte de la produccié d’IFNy (Fig.8B
i 8C), a majors nivells d’IFNy majors sén els nivells de CXCL9. Per el contrari amb
I'aGalCer aquest fenomen no passa, i el que veiem és que amb uns nivells en sang
relativament baixos d’IFNy s’assoleix el que sembla ser un punt maxim en la produccié
de CXCL9. Una explicacid a aquest fenomen pot ser I'alliberacié de TNFa que es produeix

224 que com hem comentat també indueix I'alliberacié de

en la resposta de 'aGalCer
CXCL9%37273, 'accié combinada del TNFa i I'IFNy pot tenir un efecte sinérgic sobre la
produccié de CXCL9, permetent que amb uns nivells relativament baixos d’IFNy
s’assoleixi la maxima produccié de CXCL9. En la resposta als analegs en canvi no s’indueix
la produccié de TNFa??* i per tant en aquest cas els nivells de CXCL9 depenen
exclusivament de I'l[FNy. La interpretacio de les possibles conseqiiencies practiques

d’aquest fenomen és complicada, tot i que posa de manifest que els analegs estudiats

son agonistes amb una resposta més controlada i predictible que I'aGalCer.

L’administracié in vivo d’aGalCer activa a les cel-lules iNKT, i aquestes per contactes
directes a través de molécules de co-estimulacié o indirectes a través de citocines
indueixen l'activacié secundaria d’'una gran varietat de tipus cel-lulars, entre el quals
destaquen les cél-lules NK, T, B, DC i M®2. El reconeixement d’AC11 per les iNKT també
té un efecte activador de la resposta immune i de totes aquestes cel-lules. Tot i aix0 la
cinética amb que els dos compostos ho fan és significativament diferent. L'administracié
i.p d’aGalCer produeix un augment molt rapid de I'expressié de CD69 en les iNKT del

peritoneu (2h), que poc després (5h) arriba també a les iNKT de la Melsa i la MO
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(Fig.11A). Amb I’AC11 I'increment de I'expressié de CD69 en les iNKT de I'organ diana,
el peritoneu, també és molt rapid (2h), per6 en zones més distants al punt
d’administracido com la melsa i la MO succeeix més tard (12h) i amb una intensitat molt
menor que amb I'aGalCer. El fet de no haver seguit I'experiment més enlla de les 12
hores ens impedeix saber si |’estat d’activacio en les iNKT de la melsa i la MO ja ha assolit
un pic o encara esta augmentant. L’activacio de les cel-lules T i NK amb aGalCer en els
tres organs (melsa, peritoneu i MO), succeeix de manera posterior a la de les cél-lules
iNKT (Fig.11B i 11C), fenomen que s’explica perque es tracta d’una resposta secundaria
gue s’inicia a partir de I'activacio de les iNKT. Amb I’AC11 aquesta activacié és molt més
lenta i tan sols a les 12 hores es detecta una activacio apreciable en les NK. Malgrat la
menor activacio que veiem en general amb AC11 de les cel-lules iNKT, Ti NK en els tres
organs analitzats, el fet que en les iINKT del peritoneu |'activaciéo amb AC11 sigui igual o
superior que amb aGalCer fa pensar que les diferéncies entre els dos agonistes podrien
no ser degudes a una eficiencia d’activacid més gran de I'aGalCer, sind a una cinética
d’activaciéo més lenta amb I’AC11. Com ja hem hipotetitzat abans el fet que ’AC11 hagi
de presentar-se majoritariament a través de la via endocitica podria explicar la resposta
més lenta enfront de l'aGalCer, ja que aquest ultim compost al poder unir-se
directament al CD1d de superficie no requereix d’un temps de processament

intracel-lular per a l'inici de I’estimulacio de les iNKT.

A conseqiiéncia de I'activacio amb aGalCer molts tipus cel-lulars alliberen citocines i
quimiocines, induint-se una gran proliferacio i mobilitzacié de céel-lules per I'organisme.
L’administracio sistemica d’aGalCer indueix la proliferacié de les cél-lules iNKT en tot el
cos, perod sobretot en la melsa, el fetge, la medul-la dssia i la sang?*3. En la melsaila MO
I’expansio (entenent com a expansio la suma de la proliferacid i la mobilitzacid) de les
iNKT assoleix el seu punt maxim entre les 48 i 72 hores després d’administrar aGalCer?*?,
i a partir d’aguest punt el seu nombre van disminuint gradualment per apoptosi fins a
retornar als nivells inicials, entre 7 i 10 dies després amb una dosi de 2ug i 5ug
respectivament?*274_ Nosaltres veiem que amb una dosi de 100ng per via i.p el pic en
I’expansio s’assoleix a les 48 hores en la melsaila MO, i al cap de 4 dies en el peritoneu
(Fig.12). Sis dies després el nombre de cel-lules iNKT en els tres organs ha retornat als

nivells inicials. L'AC11 també expandeix les cel-lules iNKT en la melsa, el peritoneu i la
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MO, tot i que en aquest cas el pic d’expansid s’assoleix més tard, als 4 dies, i és entre
tres i deu vegades més gran que amb I'aGalCer. El retorn als nivells inicials també es
produeix més tard, i al cap de 6 dies en els tres organs encara hi ha un nombre molt
elevat de cel-lules iINKT. Aquesta expansio de les INKT més gran i sostinguda en el temps
possiblement també augmenta la duracié de la resposta sistémica i per tant també
I'eficiencia d’activacié. Contrariament al que podriem esperar les iNKT expandides amb
I'AC11 expressen uns nivells inferiors de PD1 en comparacié amb les que ho han estat
amb aGalCer (Fig.12). EI PD1 és un receptor implicat en la supressié de la resposta T que
s’expressa en les cél-lules T-CD8 exhaustes 27°. El PD1 també s’expressa en les cél-lules
iNKT en resposta a una activacio potent a través del iTCR i s’utilitza com a marcador
d’anergia funcional®**. Tal i com suggereixen els estudis amb els hibridomes (Fig.7) la
probablement menor afinitat del iTCR per el complexe CD1d-AC11 en comparacié amb
el complexe CD1d-aGalCer explicaria la menor expressio de PD1, ja que aquesta s’ha
relacionat amb la intensitat del reconeixement del CD1d-antigen per el TCR. Aixi doncs
el reconeixement d’AC11 indueix una expansié de les iINKT major, més prolongada i amb
menys esgotament funcional que amb I'aGalCer, caracteristiques que a priori indicarien

una resposta de millor utilitat terapeutica.

Com hem comentat I'aGalCer produeix de manera indirecte I'activacié de molts tipus
cel-lulars, especialment de cel-lules del sistema immune. La presentacié d’aGalCer per
part d’una APC a la iNKT indueix en aquesta |'alliberacid de citocines i I'expressié de
moléecules de co-estimulacié que a la vegada també activen i fan madurar a I’APC. L’APC
respon alliberant més citocines i augmentant la seva capacitat presentadora, produint-
se un bucle de retroalimentacid positiva entre aquests dos tipus cel-lulars. Una de les
molecules que intervenen en aquest procés és CD86. El CD86 s’expressa en les APC
activades, i juntament amb CD80 son les principals molecules de co-estimulacié que
permeten I'activacié i supervivencia dels limfocits T. Recentment també s’ha relacionat
I’expressié de CD86 en les APC amb la generacid d’una resposta Thl per part de les
iNKT'°8, S’ha observat que els agonistes iNKT que provoquen una resposta de tipus Thl
indueixen una major expressié de CD86 en les APC que els agonistes Th2. Per el contrari
no s’han documentat diferencies en I'expressié de CD80 entre agonistes Thl i Th2. Es

creu que els lligands de CD1d altament insolubles i que per tant s’han de captar i
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presentar sobretot a través de la via endosomal agrupats en els lipid rafts, provoquen
una activacié de les iNKT diferent a la dels compostos que es carreguen directament en
la superficie i que son presentats de forma dispersa per tota la membrana®®. Les iNKT
activades per el reconeixement de CD1d en els lipid rafts activen a les APC d’una manera
qgue promou l'expressié de CD70, CD86 i Rae-1. Les APC que expressen aquestes
molecules de co-estimulacidé poden activar directament a les NK per a que alliberin més
IFNy. L'expressio de CD86 que veiem en les APC en resposta a I’AC11 aixi com el perfil
de la resposta de citocines encaixen perfectament amb aquesta hipotesi (Fig.14 i 8A).
L’AC11 que és més insoluble que I'aGalCer, indueix una expressio significativament més
gran de CD86 en les APC i una resposta de citocines exclusivament de tipus Th1. Aquesta
major expressid de CD86 hauria d’afavorir tant I’activacio de les cel-lules NK com també

la de les T-CDA4.

El procés de trans-activacié entre I’APC i la cel-lula iNKT allibera grans quantitats de
citocines i quimiocines que activen, fan proliferar i mobilitzen altres cel-lules del sistema
immune, i aquestes a la vegada també responen alliberant més citocines i quimiocines
gue provoquen una resposta a nivell sistémic. Aquesta resposta sistémica és tradueix en
importants variacions en el nombre total de cel-lules en diversos organs del sistema
immune. En la melsa i en el peritoneu els dos agonistes generen un increment d’entre
cinc i deu vegades el nombre total de cél-lules (Fig.13), que en els dos casos és
significativament major amb I’AC11. Aquests augments en la cel-lularitat total de la
melsa i el peritoneu es poden explicar en part degut a la proliferacié i/o mobilitzacié de
cél-lules T i NK (Fig.13A i B). En la melsa, malgrat I'increment en el nombre total de
cel-lules T i NK es produeix una disminucié relativa d’aquestes poblacions respecte del
total de cel-lules de I'0rgan. Aquesta aparent contradiccid es pot explicar per una
expansio més gran d’altres poblacions cel-lulars no analitzades (com les cel-lules B o les
mieloides), o també per una sortida de cel-lules T i NK de la melsa cap a la periféria en
major proporcié que la d’altres tipus cel-lulars. Per el contrari en el peritoneu (organ
diana) I'increment en el nombre total de cél-lules T i NK va acompanyat també d’un
increment relatiu. Degut al baix nombre d’aquestes cel-lules que hi ha en el peritoneu
dels animals no tractats, sobretot en el cas de les NK, és molt probable que una gran

part d’aquestes cel-lules no provingui de la proliferacié in situ, siné del reclutament des
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d’altres punts de I'organisme com per exemple la melsa. L'augment de la cel-lularitat
general (de fins a 10 vegades) suggereix que és el reclutament de cél-lules limfoides i
sobretot mieloides, que son les primeres cél-lules en mobilitzar-se en la resposta
immune, la causa fonamental d’aquest increment, que es pot correlacionar amb la

important produccié de citocines i quimiocines Thl com CXCL9 (Fig.8B i C).

Tot i que I'augment maxim de cél-lules T i NK en el peritoneu és similar amb els dos
compostos i es produeix al mateix temps (dia 4), amb I’AC11 és més prolongat,
especialment en el cas de les cel-lules T, no havent practicament disminuit a dia 6, i per
el contrari amb I'aGalCer han decaigut gairebé fins als nivells homeostatics. Aquest fet
es relaciona directament amb el retorn dels percentatges de cel-lules T i NK a la
normalitat a dia 6 en la melsa, i que per el contrari amb I’AC11 encara es mantenen
disminuits, sobretot en el cas de les NK, suggerint que la mobilitzacié cap a la periféria

és encara rellevant.

La via d’administracid dels agonistes és determinant en la magnitud de la resposta
immune induida en els diferents organs, fet que es reflexa en lI'increment de les
poblacions limfocitaries d’estudi (Fig.17). Hem estudiat I'efecte de I'administracié i.v
(sistemica) en la resposta als agonistes, comprovant que provoca una gran resposta en
la melsa, que encara que segueix essent més gran amb I’AC11 és d’'una magnitud similar
amb els dos compostos. Aixi al cap de 4 dies els nivells totals de cel-lularitat i de limfocits
T i NK es troben fortament incrementats, havent-hi uns nivells similars o lleugerament
més alts amb I’AC11. L'expansio de les iNKT és clarament més elevada amb I’AC11. Per
el contrari en el peritoneu encara que la resposta amb els dos agonistes també és d’una
magnitud similar, la intensitat és molt limitada havent-hi uns nivells de cel-lularitat
només una mica superiors als dels animals control. Aquest es pot explicar perqué
I"administracio i.v distribueix els compostos per tot I'organisme fent que sobretot siguin
captats i presentats per les APC dels organs limfoides secundaris abans que puguin
arribar als teixits periférics. Per altra banda I'administracié i.p (local) indueix una potent
resposta en el peritoneu, especialment en el cas de I'AC11, amb el qual les iNKT
s’expandeixen molt més que amb I'aGalCer. Amb els dos compostos els nivells de

cél-lules NK i T augmenten extraordinariament en comparacido al reduit nombre
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d’aquestes poblacions que hi ha en estat basal. Com ja hem comentat aquesta enorme
expansio limfocitaria és dificilment justificable només per la proliferacié de les NK del
peritoneu, i segurament el reclutament cel-lular procedent dels organs limfoides
secundaris hi jugui un paper important. L'expansio de les poblacions limfocitaries
estudiades en la melsa després de I'administracié i.p arriba a nivells similars a la
generada per la via i.v, probablement a causa del transport per les APC dels Iligands de
CD1d cap als organs limfatics secundaris, tot i que tampoc es pot descartar un transport
a través de lipoproteines de la sang i la limfa. En aquest cas en la melsa també s'observa
una expansié de les iNKT major amb I’AC11, que en el cas de I'administracid i.v no era

tan evident.

5.3. AC11: resposta antitumoral

La potent resposta immune que provoca l'aGalCer ha demostrat la seva eficacia
terapéutica contra multiples tipus de models tumorals!®6276-278 Enfront el model B16
de metastasis pulmonar és capag¢ d’induir una potent resposta NK que limita
I’establiment de les metastasis. Un dels nostres analegs, 'HS44 en estudis previs s’ha
mostrat igual d’efica¢c que 'aGalCer en la prevencidé de les metastasis en el pulmé
provocades per aquest model tumoral®?*. En el present treball per tal d’avaluar I'activitat
antitumoral de ’AC11 hem escollit un model diferent. En aquest cas hem utilitzat com a
model tumoral les linies RMA i RMA-S degut al fet que quan son injectades en el
peritoneu dels ratolins creixen de forma lliure en el liquid peritoneal, i aquesta
caracteristica ens permet o bé deixar-les créixer fins a l'eutanasia del ratoli
(supervivéncia), o bé recuperar el fluid peritoneal amb les cél-lules tumorals i comptar-
les amb precisid, podent aixi avaluar la resposta citotoxica in vivo contra el tumor. Un
altre motiu per el qual hem escollit aguest model és per el fet de disposar de dos linies
equivalents, una amb expressié d’'MHC de classe | (RMA) i una sense (RMA-S) que és
facilment eliminada per les NK, proporcionant-nos la possibilitat de comparar la
resposta innata amb I'adaptativa. De la mateixa manera que passa amb el model
tumoral B16, I'administracio d’aGalCer també és efectiva contra les RMA i les RMA-S.

L’administracié preventiva de 100ng d’aGalCer i.p retarda el creixement tant de les
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cél-lules RMA (Fig.16A) com de les RMA-S en el peritoneu, allargant el temps de
supervivencia dels animals. La mateixa dosi d’AC11 és significativament més efectiva
que I'aGalCer a I'hora d’incrementar el temps de supervivencia dels animals inoculats
amb RMA. Quan els agonistes son administrats després del tumor (tractament
terapeutic), Unicament I’AC11 és capac de generar un increment significatiu del temps
de supervivéncia enfront les RMA (Fig.16B). La major efectivitat de I’AC11, tant quan
s’aplica de manera preventiva com terapéutica, es pot relacionar directament amb
I'increment més sostingut de cél-lules efectores limfoides (iNKT, NK i T) en els peritoneus
dels animals tractats amb AC11 (Fig.12 i 13). La preséncia més prolongada de limfocits
activats i també d’altres tipus de cel-lules efectores juntament amb la major produccié
de citocines Thl com I'IFNy explicarien el millor control del creixement tumoral en els

animals tractats amb AC11.

L’AC11 també mostra més activitat antitumoral contra les RMA en els experiments de
citotoxicitat in vivo. En aquests hem administrat la mateixa dosi d’agonista que en els de
supervivencia, 100ng per via i.p tres dies abans de la inoculacié de les cel-lules tumorals,
i per tant I'analisi de la resposta coincideix amb el punt on hi ha la maxima expansi6 de
les cél-lules iINKT, T i NK amb els dos agonistes (D+4). Tant I'aGalCer com I'AC11
provoquen una eliminacié molt important de cél-lules RMA, significativament superior
amb I'’AC11 (Fig.17B). Per el contrari I’eliminacié de les RMA-S és similar amb els dos
compostos al ser molt més eficient la destruccid per les cel-lules NK essent eliminades
completament. La major efectivitat antitumoral de ’AC11 contra les RMA no pot ser
explicada només per una major acumulacié de cél-lules T i NK en el peritoneu tal i com
hem hipotetitzat que passa en els experiments de supervivencia, ja que en el punt on
s’avalua la resposta (D+4) el nombre d’aquestes cel-lules és practicament igual amb els
dos agonistes (Fig.13). Un analisi més extens de totes les poblacions de cél-lules
efectores que hi han en el peritoneu dels animals inoculats amb tumor i que sén
sensibles a intervenir de manera directe en |’activitat citotoxica, revela que existeixen
diferencies rellevants en la resposta cel-lular dels dos agonistes (Fig.19). Tal i com ja
haviem comprovat amb animals sense tumor en aquest cas I'increment en el nombre de
cél-lules iNKT també és molt major amb I'AC11 (Fig.19A). També trobem grans

diferencies en el nombre de neutrofils (Fig.19D), havent n’hi també molts més amb
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I’AC11. Per el contrari el nombre de cél-lules NK, M@, T-CD8 i T totals és igual amb els
dos compostos (Fig.19B, C, E i F). Per tant independentment de quins d’aquests tipus
cel-lulars actuin directament en I’eliminacié de les RMA, el nombre més alt de cel-lules
efectores totals que hi ha en els peritoneus dels animals tractats amb AC11 és un factor

gue ja pot explicar la major activitat antitumoral d’aquest analeg.

La via d’administracié dels agonistes també modifica I'eficacia de la resposta citotoxica
(Fig.17B i C), tal i com era d’esperar a I'haver demostrat ja I'efecte sobre el nombre total
de cél-lules iNKT, T i NK que s’acumulen en el peritoneu en funcié de la via
d’administracio (Fig.15). En aquest cas la resposta citotoxica també és més potent quan
els compostos s’administren per via i.p que no quan es fa per via i.v. Tot i la menor
efectivitat de la resposta a través de la via i.v les diferéncies entre I'aGalCer i 'AC11 no
es veuen modificades (Fig.17C), essent I’AC11 més efectiu. La menor activacié de la
resposta immune quan els agonistes s’administren per via i.v fa que les RMA-S no
s’eliminin completament, i aixd ens permet comprovar que ’AC11 també és més efectiu

que I'aGalCer en l'induccid de la destruccié de les RMA-S sensibles a les NK.

Per altre part 'AC11 no només és més eficient induint una resposta antitumoral, sin6
gue també és més potent. Aixi quan utilitzem dosis més baixes d’agonista (10ng) les
diferéncies d’activitat antitumoral entre I'aGalCer i I’AC11 esdevenen maximes (Fig.18),
de manera que 10ng d’AC11 indueixen la mateixa eliminacio del tumor que una dosi deu
vegades més gran d’aGalCer. Aquest fet es correlaciona directament amb la major
poténcia de I’AC11 per a induir I'alliberacio sistémica d’IFNy. Tal i com han hipotetitzat
alguns autors la presencia prolongada del compost en I'organisme pot ser un factor més
determinant de la poténcia de la resposta que no pas I'afinitat per el iTCR¥727%, ’AC11
al ser més resistent a la degradacié endogena és presentat durant més temps, generant
una activacié major i més sostinguda del sistema immune que altres compostos que es
degraden més rapidament com I'aGalCer. Utilitzant dosis d’agonista més elevades les
diferéncies no serien tan evidents, ja que la major disponibilitat d’aGalCer saturaria tant

la presentacié com la degradacié enzimatica, aproximant la resposta a la de ’AC11 280,

La gran acumulacié observada de diversos tipus de cél-lules efectores (iNKT, NK, M@,

PMN, T-CD8 i T) en el peritoneu produida en la resposta citotoxica enfront les RMA i les
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RMA-S en els animals tractats amb agonista, ens va portar a preguntar-nos quin era el
paper de cada una d’aquestes poblacions en la resposta antitumoral i quina influencia
tenien en les diferéncies observades entre els dos compostos. L’eliminacid selectiva
d’aquestes poblacions amb anticossos monoclonals o altres reactius posa en evidéncia
importants diferencies funcionals entre la resposta antitumoral de I'aGalCer i de ’'AC11.
Com era d’esperar I'eliminacio selectiva de les cel-lules T-CD8 no afecta a la resposta
citotoxica (Fig.23), ja que el poc temps transcorregut des de la inoculacié de les cel-lules
tumorals fins I'analisi (24 hores) impedeix la generacié d’una resposta adaptativa.
Tampoc sembla que els T-CD8 innats com els Ty juguin un paper rellevant en
I'eliminacié dels tumors. L’eliminacié dels neutrofils tampoc afecta a la resposta
antitumoral ni de I'aGalCer ni de I’AC11 (Fig.22), descartant aixi que les diferéncies en
I'activitat citotoxica dels dos agonistes siguin degudes al gran augment d’aquestes

cel-lules que produeix I’AC11.

Per el contrari la deplecié de les cél-lules NK i dels M@-DC té importants efectes en la
resposta dels dos agonistes. Per una banda I'eliminacié de les cel-lules NK inhibeix
totalment la resposta citotoxica de I'aGalCer contra les RMA i les RMA-S (Fig.20),
recuperant-se el mateix nombre de cel-lules tumorals que en els animals control. En
canvi en el cas de I’AC11 I'eliminacié de les NK només suprimeix totalment la resposta
enfront les RMA-S pero no contra les RMA, produint en aquest ultim cas unicament una
reduccio d’entorn el 50 per cent de l'activitat antitumoral. Amb I'aGalCer de manera
redundant amb el que passa quan s’eliminen les NK, I’eliminacié dels M@ i/o DC també
suprimeix totalment I'activitat antitumoral contra les RMA (Fig.21), i la fa disminuir
contra les RMA-S perd no linhibeix completament. Contrariament i de manera
inesperada, I’eliminacié dels M@-DC no té cap efecte negatiu en la resposta citotoxica
de 'AC11 contra les RMA. Contra les RMA-S tampoc té un efecte significatiu. Alguns
d’aquests efectes son dificils d’explicar. Per una banda la perdua d’activitat antitumoral
guan s’eliminen les NK tant amb I'aGalCer com amb I’AC11 és totalment esperable degut
a I'important paper d’aquestes cel-lules en la resposta antitumoral inicial demostrat per
nombrosos autors??81 j especialment en el cas de les RMA-S que gairebé no expressen
MHC de classe | essent les dianes per excel-lencia de les NK. En el cas de I'aGalCer la

perdua total d’activitat antitumoral quan s’eliminen les NK suggereix que aquestes
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constitueixen les principals o Uniques cel-lules efectores responsables de I'eliminacié del
tumor. Per altra banda el fet que també s’inhibeixi totalment I'activitat antitumoral
contra les RMA quan s’eliminen els M@-DC indica que s’estableix una col-laboracié
indispensable entre aquestes cél-lules i les NK per a poder portar a terme la resposta

antitumoral.

Per el contrari en la resposta a ’AC11 les cel-lules NK no semblen ser les Uniques cél-lules
efectores, ja que tot i la seva eliminacié es conserva gran part de I’activitat antitumoral.
En aquest cas la col-laboracié entre M@ i/o DC amb les NK que veiem en la resposta a
I'aGalCer no existeix, tal i com queda clarament demostrat per el nul efecte que el
tractament amb clodronat té en la resposta contra les RMA (Fig.21). L’existéncia d’un
eix d’activacio M@-NK depenent d’IFNy ja ha estat demostrat anteriorment?82283, Les
nostres dades indiquen que I'activacio eficient de les NK per I'aGalCer en la resposta
antitumoral contra les RMA requereix la cooperacié amb cél-lules mieloides. Per el
contrari I'eficient activacio de les NK per ’AC11 no requereix aquesta cooperacio, i
podria donar-se directament per les iNKT. El nombre molt més gran de cel-lules iNKT
(Fig.19A) juntament amb la major activacié de les cél-lules presentadores (Fig.14)

recolzen fortament aquesta explicacio.

El fet que I'eliminacié de les NK no suprimeixi completament la resposta induida per
AC11 contra les RMA, i que tampoc ho faci cap altre de les eliminacions selectives (M@,
PMN i T-CD8), planteja la possibilitat que un altre tipus cel-lular també intervingui en la
resposta. Aquest tipus cel-lular podrien ser les iNKT, degut a que s’ha documentat la
seva capacitat per exercir activitat citotoxica contra cel-lules tumorals similars a les RMA
de manera depenent de CD1d*®32%6 amb AC11 I'expansié d’aquestes cél-lules en el
peritoneu és molt més gran que amb I'aGalCer (Fig.12 i 19A). Per tal de comprovar
aquesta hipotesi la primera aproximacié que vam seguir va consistir en bloquejar amb
anticossos el CD1d de les RMA. Abans d’inocular les RMA les vam incubar amb anti-
CD1d, i després al mateix moment d’injectar-les als ratolins també els hi vam administrar
anti-CD1d soluble per tal de mantenir el bloqueig durant tot el temps que les RMA
estiguessin en el peritoneu. Amb aquest metode tot i que no vam aconseguir veure cap

efecte rellevant d’inhibicid de la resposta antitumoral (Fig.24), no vam descartar del tot
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el possible efecte citotoxic de les iNKT sobre les RMA, ja que podria ser que el bloqueig
no fos absolut i que una petita porcié de CD1d no bloquejat present en la superficie de
la cel-lula fos suficient per permetre el reconeixement. Tant mateix, els anticossos
podrien induir ADCC que compenses I'abscencia de citotoxicitat per les iNKT. Per tal
d’excloure aquestes possibilitats vam eliminar el gen del CD1d de les RMA utilitzant la
tecnica del CRISPR-CAS9 (Fig.25A). Amb aquesta nova linia RMA deficient en CD1d no
s’observen diferéncies amb les cél-lules RMA en la resposta antitumoral, tant en els
experiments de citotoxicitat in vivo (Fig.25B) com en els de supervivéncia (Fig.26). Per
tant podem descartar aixi qualsevol efecte citotoxic rellevant que es pogués donar a
través del reconeixement directe del CD1d de les cel-lules tumorals per part del TCR de
les iNKT. Aquest fet planteja una pregunta que de moment encara no hem pogut
respondre, la de quines cél-lules o mecanismes sén els responsables de I'activitat anta

tumoral contra les RMA en els animals tractats amb AC11 i deplecionats de cel-lules NK.

En aquest punt i a falta de més experiments sorgeixen diverses hipotesis per a explicar

la persisténcia d’activitat antitumoral:

1) Que existeixi un altre tipus cel-lular o mecanisme (com per exemple el
complement) implicat en I'activitat antitumoral.

2) Que en la resposta citotoxica de I’AC11 realment hi participi alguna de les altres
ceél-lules deplecionades (M@, T-CD8, PMN, iNKT), pero que 'activitat antitumoral
de les NK sigui tan alta que I'eliminacié d’alguna d’aquests poblacions quedi
compensada per les NK.

3) Que en l'activitat antitumoral hi participin simultaniament diverses poblacions
efectores perd en un grau petit, i que per tant el seu efecte no pugui ser detectat
per I'eliminacié individual de cada tipus cel-lular.

4) Que les iNKT estiguin exercint activitat citotoxica de manera independent de

CD1d, a través de receptors NK o per la produccié d’IFNy.

Tot i que finalment no hem pogut acabar de descriure per complet els mecanismes
cel-lulars implicats en la resposta citotoxica de ’AC11 contra les RMA, hem vist que
aquest agonista és un activador més potent i més eficac de la resposta antitumoral

innata que I'aGalCer. També hem demostrat que les diferencies de potencia entre els
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dos compostos no son degudes només a una major activacié de les mateixes cel-lules
efectores, sind també a I'implicacioé de diferents tipus cel-lulars en les dos respostes. Aixi
doncs en la resposta a 'aGalCer es produeix una col-laboracié NK/M@-DC totalment
indispensable per a que es pugui portar a terme l'activitat antitumoral de manera
eficient, que no es produeix amb I’AC11 que seria capag de lligenciar directament a les
NK per arribar al maxim de la seva funcionalitat, i de la qual no teniem constancia que

hagués estat descrita anteriorment en el peritoneu.

5.4. AC11: Vacunacid antitumoral

La resposta antitumoral consta de 2 components, la resposta innata i I'adaptativa. Fins
ara hem vist que I"'administracido d’AC11 és capa¢ d’induir una major i més eficient
resposta antitumoral degut a una activaci6 més potent de la resposta innata.
Evidentment una possible aplicacié terapeutica eficag d’aquest agonista requeriria
també la induccié d’una resposta especifica. En el present treball també hem estudiat i
demostrat la capacitat de ’AC11 per generar una resposta especifica, es a dir, la seva
capacitat com a adjuvant. En ratolins que han estat inoculats per via subcutania amb la
linia tumoral EG-7(OVA+), una Unica dosi d’'una vacuna terapeutica composta per AC11
i OVA administrada per via i.p és capa¢ de generar un augment en el nombre de cél-lules
T-CD8 especifiques d’OVA (Fig.28A), aconseguint fer retrocedir el creixement inicial del
tumor (Fig.28B) i produint un lleuger augment encara que no significatiu de la
supervivencia (Fig.27). Els efectes en la resposta pero, son similars als que s’obtenen
amb l'aGalCer, i no superiors com es podria esperar d’'un compost que Unicament
indueix I'alliberacid de citocines Th1. En vacunes experimentals contra diversos tipus de
patogens s’ha demostrat que la capacitat de I'aGalCer per actuar com a adjuvant esta

193

estretament relacionada amb la produccié d’IFNy+?3, i que els analegs que indueixen uns

majors nivells d’IFNy també generen respostes especifiques més potents?1%.220,

En el cas de les vacunes antitumorals, possiblement per la gran complexitat del
microambient tumoral, aquesta relacié no esta tan clara. Per exemple s’ha vist que un

compost com I'aGalCer, que indueix una resposta de tipus ThO, i I'OCH que indueix una
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resposta de tipus Th2, activen una resposta especifica contra el model tumoral EG-7%%°,
Tot i aix0 s’accepta de manera general que la produccio d’IFNy és beneficiosa per a la
generacio de cel-lules T-CD8 especifiques de tumor i d’un efecte terapeutic. El poc efecte
que la nostra pauta de vacunacié amb els dos agonistes té en la supervivéncia era
esperable sobretot en el cas de I'aGalCer, degut a la documentada?®* limitada capacitat
quan s’administra en forma lliure per a induir la generacié de cel-lules T-CD8
especifiques d’antigen. L'objectiu d’utilitzar una pauta de vacunacio restrictiva, que ja
coneixiem que no era molt efectiva?®’, era per saber si aquest nou analeg podia superar

algunes de les limitacions de I'aGalCer tal i com suggerien els resultats preuvis.

De fet, la vacunacio per induir una resposta especifica eficient normalment requereix
d’administracions repetitives, especialment en els tractaments antitumorals. En aquest
sentit hipotetitzem que el menor nivell d’esgotament funcional induit per ’AC11 en les
iNKT (Fig.13C) seria més eficient que I'aGalCer en tractaments de varies administracions.
Altres estrategies d’administracid com I'Gs de cél-lules dendritiques carregades amb

167 0 exosomes amb antigen i aGalCer?®*, indueixen menys anergia i

antigen i aGalCer
una major generacié de cel-lules T-CD8, permetent administracions repetides de la
vacuna i augmentant-ne |'efecte terapeutic. Ens queda per saber si I'administracio
d’AC11 a través d’aquests métodes alternatius és capag o no de millorar els efectes de

I’aGalCer.

També hem intentat utilitzar I’AC11 per induir una resposta de vacunacié protectora
contra la linia RMA inoculada en el peritoneu. En aquest cas en la composicio de la
vacuna no hem utilitzat un antigen conegut, siné que hem proporcionat els antigens a
través de I'administracié de cél-lules RMA necrotiques. Aquesta vacuna no s’ha mostrat
efectiva en la generacid d’una resposta antitumoral especifica d’efecte terapéutic amb
cap dels dos agonistes (Fig.29). Tant el retard en el creixement del tumor com I'augment
en el temps de supervivéncia que veiem en els animals tractats amb agonista, es
produeixen de manera independent a la presencia de les cél-lules necrotiques, per
I’efecte d’activacié inespecifica del sistema immune que provoquen els agonistes. La
nul-la efectivitat d’aquesta estratégia de vacunacid per a generar una resposta

protectora segurament s’explica per la poca capacitat que en alguns estudis mostren les

128



5. DISCUSSIO

cel-lules necrotiques per a induir la generacié de limfocits T-CD8 especifics de
tumor?’%28 i que en alguns casos fins i tot poden arribar a inhibir 'activitat de les

cél-lules T-CD828>,

5.5. AC11: terapia combinada amb anti-CD20

Els anticossos monoclonals han revolucionat en els ultims anys el tractament de molts
tipus de cancer. Un d’aquests anticossos, el rituximab, especific del marcador de
cel-lules B CD20, ha demostrat un gran benefici terapeutic en el tractament dels

28 j en I’eliminacio de cél-lules B no cancerigenes en pacients amb

limfomes no-hodgkin
malalties autoinmunes?®”. Tot i els bons resultats del tractament contra molts tipus de
limfomes B, un 10 per cent dels pacients no responen al tractament i més del 50 per
cent no generen una resposta de llarga durada?®®. A més tot i que el rituximab és molt
efectiu en I'eliminacido de les cél-lules B circulants, I'efecte sobre les cél-lules B
localitzades en els teixits és molt més limitat?®>. Amb I'objectiu d’intentar millorar
I'efectivitat del tractament hem provat d’utilitzar I'activacio del sistema immune que

indueixen els agonistes iINKT per augmentar els efectes deplecionants d’un anticos anti-

CD20 de ratoli analeg al rituximab, tant sobre les cel-lules B normals com tumorals.

Primerament vam validar la proba de concepte, I'activacié del sistema immune amb els
agonistes iNKT incrementa I’efecte deplecionant de I'anticos anti-CD20 (5D2) sobre les
cél-lules B endogenes. En la sang una Unica dosi de 5ug d’anti-CD20 aconsegueix eliminar
gairebé la totalitat de les cél-lules B circulants al cap de 24 hores (Fig.30A). Amb una dosi
de 2ug I'eliminacio és parcial, i si la dosi és de 0,5ug els nivells de cél-lules B circulants
gairebé no es modifiquen. L’activacio del sistema immune amb aGalCer o AC11 i la
posterior administracio de 2ug d’anti-CD20 incrementa |'efectivitat de |'anticos en
I'eliminacié de les cél-lules B circulants, reduint considerablement el percentatge
d’aquestes cel-lules en la sang al cap de 24 hores d’haver administrat el tractament. A
les 72 hores la reduccié en el percentatge de cel-lules B circulants encara es manté
(Fig.30B). Aquesta disminucid és produeix per |'efecte deplecionant de I'anticos, i no per

un efecte de mobilitzacio de cél-lules B des de la sang cap als teixits, ja que
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I"administracié només d’aGalCer o AC11 no modifica els percentatges de cél-lules B en
la sang, tal i com passa a les 24 hores (Fig.30A). L'augment en I’eliminacio de les cel-lules
B amb el tractament combinat segurament és degut a una major activacié de les cél-lules
de Kupffer del fetge. En condicions basals I'efecte deplecionant de I'anticos és gairebé
totalment depenent de les cél-lules de Kupffer i dels seus receptors Fc°12%7, La potent
resposta d’IFNy que generen I'aGalCer i I’'AC11, aixi com l'interaccié directe de les iNKT
amb les cél-lules de Kuppfer a través de CD1d'®® haurien d’activar aquestes cél-lules,
incrementant la seva expressio de receptors d’Fc i per tant també |’efectivitat amb que

eliminen a les cel-lules B.

En la melsa I'administracio només d’aGalCer o AC11 produeix un augment en el nombre
total de cél-lules B (Fig.30C), un efecte contrari al de I'anticos. L'administracio d’aGalCer
0 AC11 juntament amb 2ug de I’anti-CD20 fa disminuir el nombre total de cel-lules B en
la melsa, compensant aixi I'augment de cel-lules B generat per I'activacié del sistema
immune amb els agonistes, i produint una disminucié neta del total de cel-lules B
respecte dels animals no tractats, major en el cas de ’AC11. Tot i que el nombre de
cel-lules B totals no és inferior al dels animals només tractats amb anti-CD20, la
comparacid amb els tractaments només amb agonista posa en evidencia que es
produeix una gran eliminacioé de cel-lules B. Aixi doncs, els agonistes iNKT sinergitzen
amb I’anti-CD20 en la deplecio dels limfocits B, encara que el resultat final també estigui

influenciat per el complex sistema d’efectes activadors sobre el sistema immune.

Tot i que I'eliminacié de les cel-lules B en condicions d’homeostasi es produeix en el
fetge?67:268 podria ser que en el nostre cas on hi ha una activacié potent i generalitzada
del sistema immune també es produis deplecié en altres localitzacions i a través d’altres
tipus cel-lulars. Per exemple s’ha documentat que les cel-lules NK també poden exercir
un efecte deplecionant in vitro sobre les cél-lules B unides amb anti-CD20%%°. De manera
gue l'activacié del sistema immune amb aGalCer o AC11 podria activar cél-lules de la
melsa que expressen receptors d’Fc i que en condicions normals no participen en la
deplecié, com les NK i els M@, fent que també actuin contra les cél-lules B unides a I’anti-

CD20.
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Aquesta complexa interacciod es reprodueix quan apliquem el tractament combinat a un
model de limfoma B de ratoli. El model utilitzat és el BL3750 que prové del ratoli Ep-
myc, inoculat en ratolins C57BL/6. El tractament amb AC11 al cap de 24 hores d’inocular
el tumor seguit d’una dosi d’anti-CD20 el dia seglient no produeix cap benefici terapeutic
respecte de l'administracido Unicament d’anti-CD20 (Fig.31A). Sorprenentment si el
tractament el realitzem amb aGalCer no només tampoc es produeix cap benefici
terapeutic, sind que disminueix significativament I'eficacia del tractament, augmentant
I’agressivitat del limfoma de manera que es desenvolupa fins i tot abans que en el grup
d’animals control sense tractar. Aquest augment en l'agressivitat del tumor pot ser
degut a les citocines de tipus Th2 i reguladores que s’alliberen amb I'administracio
d’aGalCer com IL-4, IL-10, IL-13 i TGFB que poden inhibir I'inici de la resposta immune
contra el tumor i possiblement també promoure’n la proliferacid. En particular la IL-10
s’ha demostrat que inhibeix de manera directe I'efecte de la terapia amb anticossos anti-

CD20 enfront aquest model de limfoma?®.

Quan modifiquem la pauta d’administracié, realitzant una Unica administracio conjunta
de I'agonista i anticos al cap de 5 dies d’haver inoculat el tumor tampoc s’obté cap
benefici terapeutic respecte del tractament només amb anti-CD20 (Fig.31B). La hipotesi
per aplicar aquesta modificacid era que administrant el tractament més tard el tumor
disposaria de més temps per establir-se, ja que potser la dosi tan baixa d’anti-CD20
injectada, de només 5ug, en les etapes inicials del creixement del tumor on la proporcié
de cel-lules B tumorals és molt baixa, fa que la major part de I'anticos s'uneixi als
limfocits normals, deixant un espai que pot ser ocupat per el tumor. En el cas de
I'aGalCer la nova pauta d’administracié no augmenta I'agressivitat del tumor. Aquest
canvi radical pot ser degut a que al cap de 5 dies d’haver inoculat el tumor ja s’hagi
comengat a desenvolupar la resposta antitumoral especifica, en canvi quan
I’administracio es realitza només 24 hores després no hi ha hagut prou temps per a que
s’inicii la resposta especifica, i les citocines immunoreguladores induides per I'aGalCer
(TGFb, IL-10) inhibeixen el seu desenvolupament, fent que la progressio de la malaltia
sigui més rapida. Tot i aquesta millora no s’aconsegueix un augment significatiu de la
supervivencia dels animals amb cap dels dos tractaments combinats respecte del

tractament només amb anticos.
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Tot i 'absencia d’efectivitat terapeutica que I'administracié combinada d’AC11 i anti-
CD20 té en aquests experiments, no podem descartar totalment la possible aplicacio
d’un tractament basat en aguesta combinacio. El fet que la dosi d’anti-CD20 que hem
utilitzat sigui cinquanta vegades inferior a la que s’utilitza en altres treballs podria
emmascarar alguns efectes. Aixi mateix canvis en la pauta d’administracié podrien tenir
efectes drastics com el que hem observat amb I'aGalCer, augmentant la sinergia dels
agonistes amb I'anti-CD20. S’ha hipotetitzat que un mecanisme que explica I'accid
antitumoral del rituximab (anti-CD20) a llarg termini és la induccié d’'una resposta
adaptativa de manera similar a com ho fa una vacuna®®. En aquest cas ’AC11 podria
actuar d’adjuvant potenciant aquest efecte, tot i que per a poder-ho estudiar s’haurien
d’utilitzar dosis més elevades d’anti-CD20 que permetessin un increment més gran del
temps de supervivencia dels animals. De totes maneres independentment del nul
benefici terapéutic d’aquests tractaments, els resultats posen en evidencia la
superioritat i seguretat d’una resposta antitumoral de tipus Th1l com la que indueix

I’AC11 enfront d’'una de tipus ThO com la que indueix I'aGalCer.
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Les conclusions principals que podem extreure d’aquest treball son les seglients:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Els analegs de I'aGalCer AC11, AC16 i AC19 poden presentar-se a través del CD1d
de ratoli i ser reconeguts i estimular a les cél-lules iNKT de ratoli.
Aquests analegs juntament amb I’AC18 sén reconeguts i estimulen la proliferacio
de les cél-lules iNKT humanes.
Aquests agonistes de les iINKT quan s’administren en ratolins generen una potent
resposta sistemica de citocines i quimiocines de perfil exclusivament Th1.
L’agonista AC11 indueix I'activacio i expansid in vivo de les cel-lules iNKT, NK i T
amb una cinéetica de resposta mes lenta que amb I'aGalCer, pero de forma més
potent, eficient i prolongada.
El tractament amb AC11 limita el creixement in vivo del tumor RMA i augmenta
la supervivencia dels animals d’una manera més eficag¢ que I'aGalCer.
La resposta immune innata citotoxica induida in vivo per I’AC11 contra les cel-lules
RMA és més eficac i més potent que la de I'aGalCer.
Les respostes citotoxiques antitumorals de 'aGalCer i ’AC11 sén quantitativa i
gualitativament diferents, havent-hi una implicacio diferent dels macrofags en les
dos respostes.
L’AC11 actua com a adjuvant en la generacié d’una resposta immune especifica
contra I'antigen OVA com a model d’antigen tumoral.
L’activacié del sistema immune amb els agonistes iNKT incrementa els efectes
deplecionants d’un anticos anti-CD20 sobre els limfocits B, suggerint la
possibilitat de trobar una estrategia d’aplicacié que sinergitzi en I'eliminacio dels

limfomes B.

10) L'AC11 és un agonista que supera en eficacia, poténcia i seguretat la resposta

antitumoral del lligand prototip de les iNKT, I'aGalCer, i podria ser una alternativa
immunoterapeutica capag de superar les actuals limitacions de I'aplicacié clinica

de l"activacid de les iNKT.
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